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Резюме 
 
Цель данного исследования – изучение взаимосвязи экспрессии О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы с 

эффективностью химиотерапии на основе Аранозы, локализацией первичной опухоли и степенью ее дифферен-
цировки у пациентов с НЭО. Оценка экспрессии MGMT проводилась с помощью иммуногистохимического мето-
да. В исследование были включены 37 пациентов. Отсутствие экспрессии MGMT коррелировало с наличием объ-
ективного радиологического и биохимического ответов на лечение (р=0,09 и 0,13 соответственно), а также с лока-
лизацией первичной опухоли (было более характерно для НЭО поджелудочной железы, р=0,13). Установлено от-
сутствие взаимосвязи степени дифференцировки опухоли и экспрессии MGMT в опухолевых клетках (р=0,45). 
Медианы выживаемости без прогрессирования в группе с отсутствием и наличием экспрессии MGMT составили 
11,9 и 7,9 мес. соответственно (p=0,59). Таким образом, необходимы мультицентровые проспективные клиниче-
ские исследования и стандартизация методики определения экспрессии MGMT ИГХ методом, чтобы подтвердить 
корреляцию между статусом MGMT и ответом на лечение алкилирующими препаратами у пациентов с НЭО. 
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Abstract 
 
The aim of the study was to assess O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression in neuroendocrine tu-

mors and to correlate with the efficacy of аranoza-based chemotherapy, primary tumor location and tumor differentia-
tion. O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression was assessed by immunohistochemistry in tumor speci-
mens. A total of 37 patients were enrolled. Absence of O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression was asso-
ciated with objective radiographic response (p=0,09), objective biochemical response (p=0,13) and primary tumor loca-
tion (more frequent in pancreatic neuroendocrine tumors, p=0,13). There was no significant difference in the tumor dif-
ferentiation between tumors with the absence of O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression and tumors with 
O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression (р=0,45). The median progression free survival for patients with 
absence of O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression was 11,9 months compared with 7,9 months for pa-
tients with O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression (p=0,59). Multicenter prospective trials and optimiz-
ing immunohistochemistry are needed to evaluate the role of O6-methylguanine-DNA-methyltransferase expression as a 
predictor to alkylating agent sensitivity.  
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Введение 
 
Алкилирующие препараты, такие как стреп-

тозотоцин, дакарбазин, темозоломид, активно ис-
пользуются в лечение НЭО [9; 10; 14; 15; 21; 22; 24; 
25; 29; 33–35].  

Цитотоксический механизм действия данной 
группы противоопухолевых средств связан с ин-
дукцией метилирования ДНК в О6-позиции гуани-
на, что, в конечном счете, приводит к апоптозу и 
смерти опухолевой клетки [27]. Однако для защиты 
генома в организме существует множество путей 
ответа на повреждения ДНК, которые могут сни-
жать эффективность химиотерапии [4].  

Так, фермент O6-метилгуанин-ДНК-метил-
трансфераза, отвечает за восстановление структуры 

ДНК путем переноса алкильной группы с О6-атома 
гуанина ДНК на свой остаток цистеина и тем са-
мым приводит к развитию резистентности опухо-
левых клеток к O6-алкилирующим агентам [13; 17; 
18; 23; 31]. В клинических исследованиях предпри-
нимаются попытки объяснить разницу в чувстви-
тельности опухолей к терапии алкилирующими 
препаратами наличием или отсутствием экспрессии 
MGMT в опухолевой ткани, которая может быть 
определена ИГХ методом [1; 8; 11; 12; 26; 32].  

Так было показано, что среди пациентов с 
меланомой и глиобластомой, при лечении темозо-
ломидом, отсутствие экспрессии MGMT в опухоле-
вых клетках было ассоциировано с большей чувст-
вительностью к препарату и улучшением выживае-
мости [7; 12; 16; 18; 19; 28].  
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Материалы и методы 
 
Оценка эксперссии MGMT  
в образцах опухолевой ткани 
ИГХ методы исследования проводились в 

лаборатории биомаркеров и механизмов опухоле-
вого ангиогенеза НИИ ЭД и ТО ФГБУ «РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина» РАМН. Для исследования использо-
вался биопсийный и послеоперационный материал 
опухолевой ткани, полученный от 37 пациентов. 
Иммуногистохимический анализ проводили на сре-
зах с парафиновых блоков опухолей, предназна-
ченных для стандартного морфологического иссле-
дования. В качестве первичных антител использо-
вали моноклональные мышиные антитела против 
MGMT (AGT) [клон MAB 16200, Millipore, разве-
дение 1 : 50]. Парафиновые срезы депарафинирова-
ли и регидратировали по стандартной методике. 
Для «демаскировки» антигенов проводили прогре-
вание срезов на водяной бане в предварительно 
нагретом до 95–99 °С цитратном буфере (рН=6,0) в 
течение 30 мин. Затем стекла охлаждали при ком-
натной температуре в течение 15–20 мин и перено-
сили в фосфатный буфер1 на 5 мин. Для блокиро-
вания эндогенной пероксидазы срезы инкубирова-
ли 20 мин в темноте с 3 %-ным р-ром перекиси во-
дорода, приготовленным на дистиллированной во-
де, а затем промывали 5 мин в фосфатном буфере. 
Для блокирования неспецифического связывания 
антител срезы инкубировали 15 мин с 1 %-ным р-
ром бычьего сывороточного альбумина. Инкуба-
цию с первичными антителами проводили при 4 °С 
в течение 16–18 ч. После первичных антител стекла 
промывали 2 раза по 5 мин в фосфатном буфере. 
Инкубацию со вторыми антителами, меченными 
пероксидазой [Histostain-Plus (Invitrogen)], прово-
дили при комнатной температуре в течение 20 ми-
нут и затем срезы промывали 2 раза по 5 мин. 

Для визуализации ИГХ–реакции использо-
вали DAB+систему [DAKO]. Реакцию проводили в 
темноте в течение 5–10 мин. Срезы докрашивали 
гематоксилином Майера и заключали в полимер-
ную синтетическую среду. 

Оценку результатов окрашивания проводили 
с применением светового микроскопа «NIKON» 
(Япония) под увеличением ×10, ×20 и ×40. Для всех 
маркеров оценивали локализацию в клетке (ядро 
и/или цитоплазма) и интенсивность окрашивания  

0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – слабая,  
2+ – средняя,  
3+ – сильная интенсивность окрашивания.  
Количество положительных клеток оценива-

ли в зонах, содержащих их максимальное количе-
ство. Опухоль считали положительной по MGMT, 
если в ткани новообразования окрашивалось более 
10 % опухолевых клеток с интенсивностью 1+ и 
выше [5]. 

 
Идентификация пациентов,  
получивших лечение на основе Аранозы 
Мы изучили результаты лечения пациентов с 

метастатическими НЭО, получивших лечение на 
основе Аранозы.  

Араноза (3-/-L-арабинопиранозил-1/-метил-
1-нитрозомочевина) – отечественный препарат, 
метильное производное нитрозомочевины, в кото-
ром носителем цитотоксической группы является 
моносахарид L-арабиноза [3]. При сравнении инги-

 
1Здесь и далее рН буфера = 7,4 

бирующего эффекта Аранозы и Стрептозотоцина 
на синтез ДНК в опухолевых клетках обнаружено, 
что Араноза более длительно (96 ч), чем Стрепто-
зотоцин (24 ч) тормозит синтез ДНК в этих клетках 
[2]. Араноза вызывает ингибирование синтеза ДНК 
за счет однонитевых разрывов, подавления актив-
ности ДНК-полимераз и метилирования гуанина в 
положении О6.  

При этом образующийся О6-метилгуанин ре-
парируется ферментом MGMT, активность которо-
го, в конечном счете, определяет реализацию цито-
токсического действия Аранозы [6]. Формой вы-
пуска препарата является лиофилизированный по-
рошок для приготовления раствора для внутривен-
ных инъекций во флаконах по 500 мг. 

У всех пациентов получено информирован-
ное согласие на участие в исследовании в соответ-
ствии с требованиями Хельсинской Декларации 
(пересмотр 2000 г.). 

Для оценки радиологического ответа на ле-
чение использовалась шкала RECIST, версия 1.0. 
[36]. Биохимический ответ определялся как объек-
тивный при снижении исходного уровня ХГА в 
плазме крови при 2 последовательных измерениях 
у пациентов с исходно повышенным уровнем на 50 
% и более. ВБП рассчитывалась от момента начала 
терапии на основе Аранозы до даты прогрессиро-
вания заболевания или смерти от любой причины 
по методу Каплан-Майер. Сравнение выживаемо-
сти без прогрессирования проводилось с помощью 
лог-ранк теста (log-rank test). Сравнение между от-
ветом и характеристиками опухоли, лабораторны-
ми показаниями проводилось с помощью точного 
критерия Фишера (Fisher’s exact test) при малых 
выборках или по χ2-критерию Пирсона. Различия 
считались статистически значимыми, если вероят-
ность справедливости нулевой гипотезы (р) была 
меньше 0,05. Все расчеты и графическое оформле-
ние полученных результатов выполнены в пакете 
статистического анализа Statistica 10.0. 

 
Результаты 
 
В исследование включены данные о 37 паци-

ентах с доступными образцами ткани опухоли для 
исследования экспрессии MGMT, 13 мужчин и 24 
женщины. Медиана возраста – 51 год. У 20 пациен-
тов были диагностированы НЭО поджелудочной 
железы, у 17 – непанкреатические НЭО. До начала 
лечения на основе Аранозы хирургическое лечение 
было проведено 26 пациентам, биотерапия анало-
гами Соматостатина – 11 пациентам, иммунотера-
пия – 7 пациентам, химиотерапия (1–2 линии) – 33 
пациентам и химиотерапия третьей и последующих 
линий – 4 пациентам. Высокодифференцированные 
(G1-2) НЭО были диагностированы у 29 пациентов, 
низкодифференцированные (G3) НЭК – у 8 пациен-
тов. Поражение более двух органов метастатиче-
ским процессом отмечено у 12 пациентов. Лечение 
Аранозой в монорежиме проведено 12 пациентам, 
Аранозой в комбинации с Капецитабином – 14, с 
Темозоломидом – 10 и Доксорубицином – 1 паци-
енту соответственно. Исходно повышенный уро-
вень хромогранина А наблюдался у 21 пациента. 

Характеристики пациентов представлены в 
табл. 1. 

Экспрессия MGMT была оценена при имму-
ногистохимическом исследовании в 37 образцах 
опухолевой ткани. Так, у 18 пациентов (6 непан-
креатических НЭО и 12 НЭО поджелудочной желе-
зы) наблюдалось ее отсутствие, а у 19 пациентов 
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(11 непанкреатических НЭО и 8 НЭО поджелудоч-
ной железы) – ее наличие (рис. 1; см. обложку, 
табл. 2).  

Таким образом, отсутствие экспрессии 
MGMT было более распространенным при НЭО 
поджелудочной железы, чем при непанкреатиче-
ских НЭО – 60 % (12/20) против 35 % (6/17; р по χ2 

= 0,13).  
В нашем исследовании при НЭО поджелу-

дочной железы частота объективного ответа (по 
шкале RECIST 1.0.) была выше, чем при непан-
креатических НЭО – 45 % (9/20) против 24 % (4/17; 
р по точному критерию Фишера=0,17) (табл. 3), а 
медиана ВБП составила 11,5 мес. против 7,9 мес. (р 
по точному критерию Фишера=0,4; рис. 2). 

Экспрессия MGMT в опухолевых клетках не 
зависела от степени дифференцировки опухоли (р 
по точному критерию Фишера=0,45; табл. 4). 

При отсутствии экспрессии MGMT в опухо-
левой ткани частота объективного эффекта (шкала 
RECIST 1.0.) была выше – 50 % (9/18) против 21 % 
(4/19) (р по точному критерию Фишера=0,09), объ-
ективный биохимический ответ наблюдался чаще – 
61 % (11/18) против 37 % (7/19; р по χ2 = 0,13), а 
медиана ВБП была продолжительнее – 11,9 мес. 
против – 7,9 мес. (р по log-rank критерию=0,59), 
чем при ее наличии (табл. 5, рис. 3). 

 

Обсуждение 
 
В ряде исследований, было показано, что от-

сутствие экспрессии MGMT более свойственно 
панкреатическим НЭО (35–50 %) и менее – гастро-
интестинальным (<1 %), что объясняет бóльшую 
чувствительность первых к лечению алкилирую-
щими препаратами [23; 20]. И в нашем исследова-
нии отсутствие экспрессии MGMТ было более 
свойственно НЭО поджелудочной железы, чем не-
панкреатическим (р по χ2 = 0,13). 

В ретроспективном исследовании S. Ekeblad et 
all. (2007) 36 пациентов с метастатическими НЭО (12 
с НЭО поджелудочной железы и 24 с непанкреатиче-
скими) получили лечение Темозоломидом (100-150 
мг/м2/сут. в течение 5 суток каждые 4 нед.).  

Частичный эффект был достигнут у 31 % (4/13) 
больных с карциноидами бронхов и у 8 % (1/12) 
больных с НЭО поджелудочной железы (шкала 
RECIST 1.0.).  

Биохимический ответ в виде снижение уровня 
хромогранина А на 50 % и более от первоначального 
был зафиксирован у 19 % (5/27) пациентов. Не было 
определено значимой разницы во времени до про-
грессирования между пациентами с бронхиальными 
карциноидами и НЭО поджелудочной железы.  
 

 
Таблиц а  1   

Демографические характеристики пациентов (n=37) 
Параметры Показатели 
Пол, n (%): 

 -мужчины 13 (35%) 
 -женщины 24 (65%) 

Медиана возраста (лет): 51 
Статус по шкале ECOG, n (%): 

 -0 6 (16%) 
 -1 30 (81%) 
 -2 1 (3%) 

Локализация первичного очага, n (%): 
 Поджелудочная железа  20 (54%) 
 Другие  17 (46%) 

Степень дифференцировки опухоли, n (%): 
 Высокодифференцированные НЭО  29 (78%) 
 Низкодифференцированные НЭК 8 (22%) 

Количество метастатических опухолей, n: 
 1–2  25 
 3–5 12 

Предшествующее лечение, n (%): 
 Хирургическое лечение 26 (70%) 
 Химиотерапия 1-2 линии 33 (89%) 
 Химиотерапия 3 и более линий 4 (11%) 
 Иммунотерапия 7 (19%) 
 Биотерапия аналогами соматостатина 11 (30%) 

Исходно повышенный уровень хромогранина А (ХГА) в плазме крови 21 
Лечение на основе аранозы, n (%):  

 Араноза 12 (32%) 
 Араноза+капецитабин 14 (38%) 
 Араноза+темозоломид 10 (27%) 
 Араноза+доксорубицин 1 (3%) 
 

 
Таблиц а  2  

Иммуногистохимическая экспрессия MGMT при НЭО в зависимости от локализации первичного очага 
Тип опухоли n Отсутствие экспрессии MGMT, n (%) Экспрессия MGMT, n (%) 
НЭО поджелудочной железы 20 12 (60%) 8 (40%) 
Непанкреатические НЭО 17 6 (35%) 11 (65%) 
р=0,13 χ2-критерий Пирсона 
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Таблиц а  3  

Эффективность лечения в зависимости от локализации первичного очага 
Тип опухоли n Частота объективного ответа, n (%) Медиана ВБП (мес) 

НЭО поджелудочной железы 20 9 (45%) 11,5 
Непанкреатические НЭО 17 4 (24%) 7,9 

р по точному критерию Фишера – 0,17 0,4 
 

Таблиц а  4  
Иммуногистохимическая экспрессия MGMT при НЭО в зависимости от степени дифференцировки опухоли 

Тип опухоли n Отсутствие экспрессии MGMT, n (%) Экспрессия MGMT, n (%) 
Высокодифференцированные НЭО 29 13 (45%) 16 (55%) 
Низкодифференцированные НЭК 8 5 (63%) 3 (37%) 

р=0,45 точный критерий Фишера 
 

Таблиц а  5  
Эффективность лечение в соответствии со статусом MGMT 

Статус MGMT n ОО, n (%) ОБО, n (%) Медиана ВБП (мес) 
Экспрессия– 18 9 (50%) 11 (61%) 11,9 
Экспрессия+ 19 4 (21%) 7 (37%) 7,9 

р – 0,09 0,13 0,59 
  

Таблиц а  6  
Экспрессия MGMT при НЭО (ИГХ метод исследования) 

Локализация опухоли n Отсутствие экспрессии, n (%) Экспрессия, n (%) 
НЭО поджелудочной железы 37 19 (51%) 17 (49%) 
Непанкреатические НЭО 60 0 60 (100%) 

 
Таблиц а  7  

Ответ на лечение в соответствие со статусом MGMT 
Статус MGMT n ОО (RECIST), n (%) ОБО, n (%) Медиана ВБП (мес) 
Экспрессия+ 16 0 0 9 
Экспрессии– 5 4 (80%) 4 (80%) 19 

 

    
 
 
 
 

 
 
 
 
В 23 опухолевых образцах была изучена экс-

прессия MGMT ИГХ методом. Ответ оценивался по 
пропорции окрашенных ядер как высокий (≥50 %), 
средний (10–49 %) и низкий (<10 %). Так, у 9 паци-
ентов в опухоли была выявлена высокая экспрессия 
MGMT (из них у 1 пациента зарегистрирован час-
тичный эффект, у 5 – стабилизация и у 3 – прогрес-
сирование заболевания), у 4 пациентов – средняя 
экспрессия MGMT (у всех зарегистрирована стаби-
лизация заболевания) и у 10 пациентов – низкая 
экспрессия  MGMT (их  них у 4 достигнут частич-
ный эффект, у 5 – стабилизация и у 1 – прогрессиро-

вание  
censored – цензурированные данные;  
 
 
 
заболевания). Из 5 пациентов с частичным эффектом 
у 4 пациентов (80 %) определялась низкая экспрес-
сия протеина MGMT. Таким образом, в данном ис-
следовании не было выявлено достоверного влияния 
экспрессии MGMT на частоту объективного ответа, 
пациенты с высокой экспрессией MGMT также мог-
ли получить пользу от лечения Темозоломидом. Ав-
торами был сделан вывод о том, что предиктивное 
значение ИГХ определения MGMT при НЭО требу-
ет дальнейшего изучения [14]. 

В другом исследовании была изучена эффек-

Рис. 2. Кривые выживаемости без прогрессирования в 
оответствии с локализацией первичной опухоли, где: с

cumulativ
tim

e proportion surviving – кумулятивная выживаемость; 
e – время, месяцы; 

censored – цензурированные данные; 
complete – нецензурированные данные. 

 

Рис. 3. Кривые выживаемости без прогрессирования 
в соответствии со статусом MGMT, где: 
cumulative proportion surviving – кумулятивная выживаемость; 
time – время, месяцы; 

complete – нецензурированные данные. 
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ответа (р=0,06), который соста-
вил 50

онализировать химиотерапию 
Темоз

-
тов с экспрессией MGMT (13 непанкреатических  

тивность темозоломида в монорежиме (n=19) или в 
комбинации с Капецитабином (n=3) у 22 пациентов 
с высокодифференцированными НЭО (14 с НЭО 
поджелудочной железы, 8 с непанкреатическими 
НЭО). Объективный ответ (шкала RECIST) соста-
вил 32% (7 пациентов с НЭО поджелудочной желе-
зы). Ядерная экспрессия MGMT в данном исследо-
вании изучалась ИГХ методом и определялась по 
интенсивности окрашивания (от 0 до 3) и пропор-
ции положительных клеток, оцениваемой от 0 до 
300. Так, высокая экспрессия MGMT (оценка > 80), 
наблюдалась у 36 % пациентов (у 4/5 пациентов с 
НЭО тонкой кишки и у 3/14 пациентов с НЭО под-
желудочной железы) и коррелировала с локализа-
цией первичной опухоли (более часто встречалась 
при НЭО тонкой кишки, р=0,02) и отсутствием 
объективного ответа опухоли на лечение (р=0,02). 
Низкая экспрессия MGMT ассоциировалась с нали-
чием объективного 

 % (р=0,06).  
На основании полученных результатов был 

сделан вывод о том, что определение экспрессии 
MGMT позволит перс

оломидом [20]. 
M. Kulke et all. (2009) была изучена экспрес-

сия MGMT ИГХ методом в 97 образцах НЭО и ее 
влияние на результаты лечения режимами на основе 
Темозоломида у 21 пациента с НЭО. Экспрессия 
MGMT была более характерна для образцов непан-
креатических НЭО, чем для панкреатических – 100 
% против 49 % (17/37) (р<0,001) (табл. 6). В данном 
исследовании у 4 больных (с НЭО поджелудочной 
железы) с отсутствием экспрессии MGMT наблюда-
лись объективные радиологический и биохимиче-
ский ответы на лечение, в то время как у 16 пациен

НЭО и 3 НЭО поджелудочной железы) не бы-
ло выявлено объективного ни радиологического, ни 
биохимического ответов. Медиана ВБП была боль-
ше при отсутствии экспрессии MGMT, чем при ее 
наличии – 19 против 9 мес. (р=0,11; табл. 7 [23] ). 

В исследовании D. Muller et all. (2013) введе-
ние Дакарбазина (650 мг/м2 внутривенно в 1 сут. 
каждые 4 нед.) при метастатических НЭО поджелу-
дочной железы (n=16) ОО был зарегистрирован у 31 
% (16/51) пациентов. Корреляции между экспресси-
ей MGMT, измеренной ИГХ методом, и ответом на 
терапию Дакарбазином выявлено не было [30]. 

В нашем исследовании отсутствие экспрессии 
MGMT коррелировало с наличием объективных ра-
диологического и биохимического ответов и более 
длительной медианой ВБП (p=0,59) при лечении 
пациентов с НЭО режимами на основе Аранозы 
(р=0,09 и 0,13 соответственно). Статистической зна-
чимости не было получено, что, вероятно, связано с 
небольшим объемом выборки, гетерогенностью 
группы больных и воздействием других механизмов 
чувствительности опухоли к Аранозе, однако, мы не 
можем полностью исключать возможность  влияния  
статуса   MGMT  на  эффективность лечения паци-
ентов с НЭО алкилирующими препаратами. 

 
Заключение 
 
Таким образом, необходимы более мощные 

проспективные клинические исследования и стандар-
тизация методики определения экспрессии MGMT в 
опухолевой ткани ИГХ–методом, чтобы сделать вы-
вод о том, что статус экспрессии MGMT может быть 
использован в качестве предиктора ответа на лечение 
НЭО алкилирующими препаратами. 
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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

 
ВБП    – выживаемость без прогрессирования  
НЭО    – нейроэндокринными опухолями  
НЭК    – нейроэндокринные карциномы  
ОО    – объективный ответ  
ОБО    – объективный биохимический ответ  
ХГА    – хромогранин А  
RECIST     – response Evaluation Criteria in Solid Tumors 
MGMT   – methilguanin-methiltransferase 

 


