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Резюме 
 
Цель нашей работы – изучение взаимозависимости молекулярно-биологических маркеров апоптоза, ангиогенеза 

и пролиферации (EGFR, HIF-1α, PTEN, pAkt, VEGFR2, VEGF) в ткани опухоли легкого с эффективностью терапии 
ингибиторами EGFR больных распространенным НМРЛ. Для исследования использовали биопсийный материал опу-
холевой ткани легкого, полученный от 38 больных до начала специфического лечения. Иммуногистохимический ана-
лиз проводили на срезах с парафиновых блоков, предназначенных для стандартного морфологического исследования. 
Объективный эффект у больных с экспрессией белка EGFR составил 28,6 %, без экспрессии – 12,9 % (p=0,3). Медиана 
времени до прогрессирования у больных с наличием или отсутствием экспрессии EGFR составила 3и 2,8 мес. соответ-
ственно (p=0,9). Медиана общей выживаемости у больных с экспрессией рецептора EGF составила 7 мес., в то время 
как МОВ больных без экспрессии белка не достигнута. У больных с экспрессией pAkt в опухоли ОЭ составил 19,2 % по 
сравнению с 8,3 % в группе без экспрессии pAkt (p=0,4). МВДП у больных с положительной по экспрессии pAkt опу-
холью была 3 мес. с отрицательной – 2 мес. (p = 0,2), МОВ – 14,7 и 2,9 мес. соответственно (p=0,4). У больных с поло-
жительной по HIF-1α опухолью ОЭ составил 8,7 %, с отрицательной по HIF-1α – 26,6 % (p=0,2), МВДП – 2,7 и 3мес. 
(p=0,4), МОВ –7,6 и 14,5 мес. соответственно (p=0,6). ОЭ у больных с опухолью, положительной по экспрессии PTEN, 
составил 8 %, с отрицательной – 30,8 % (p=0,1), МВДП составила 2,7 и 3 мес. (p=0,4), МОВ – 11,7 и 5,5 мес. (p=1) соот-
ветственно. VEGFR2 не влиял ни на один из параметров эффективности терапии, включая непосредственный эффект 
(p=0,5), время до прогрессирования (p=0,5) и выживаемость (p=0,2). Подобным образом VEGF не влиял на ОЭ (p=0,4), 
МВДП (p=0,4) и МОВ (p=0,1). Таким образом, надежных критериев, помогающих предсказать эффективность 
ингибиторов тирозинкиназ, среди изученных маркеров не обнаружено. 
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Abstract 
 
The purpose of this study was to detect the relationship between biological markers of apoptosis, angiogenesis and prolif-

eration (EGFR, HIF-1 α, PTEN, pAkt, VEFR2, VEGF) in lung cancer tissues and efficacy by EGFR inhibitors therapy. The bi-
opsy material tissue was received from 38 patients with NSCLC. The overall response rate (ORR) in patients with EGFR IHC- 
was 12,9 % and EGFR IHC+ − 28,6 % (p=0,3), the median time to progression (TTP) –3 and 2,8 months (p=0,9) respectively. 
Overall survival (OS) in patients with EGFR IHC+ – 7 months and was not reached for EGFR IHC- patients. The pAkt IHC + 
patients, compared with pAkt IHC – patients had non-statistically significantly higher ORR (19,2 % versus 8,3 %; p=0,4), longer 
time to progression (3 versus 2 months; p=0,2), and longer survival (14,7 versus 2,9 months; p=0,4). ORR in patients with HIF-1 
α IHC + was 8,7 % (p=0,2) and HIF-1 α IHC - − 26,6 %, TTP – 2,7 and 3 months (p=0,4) respectively. OS in patients with HIF-1 
α IHC + was 7,6 vs. 14,5 months in patients with HIF-1 α IHC - (p=0,6). The differences between patients with PTEN IHC + and 
PTEN IHC – were not statistically significant in ORR (8 % vs. 30,8 %, p=0,1), TTP (3 vs. 2,7 months, p=0,4) and OS (11,7 and 
5,5 months, p=1). VEGF and VEFR2 expression did not significantly correlate with objective response, TTP and OS. Thus, we 
couldn’t identify predictors of the efficacy of EGFR inhibitors among the studied parameters. 

 
Key words: EGFR, HIF-1α, PTEN, pAkt, VEGFR2, VEGF, erlotinib, gefitinib, non small-cell lung cancer. 

 
Введение 
 
Рак легкого остается лидирующей причиной 

смерти от онкологических заболеваний в мире. В 

Российской Федерации ежегодно регистрируется 
около 63 тыс. новых случаев рака легкого. На долю 
НМРЛ приходится примерно 85 % всех случаев 
рака легкого [1; 6].  
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Зачастую заболевание выявляется на поздних 
стадиях, когда выполнить оперативное лечение таким 
больным не представляется возможным. В этих слу-
чаях на первое место выходят консервативные методы 
лечения – лучевая и лекарственная терапия. В на-
стоящее время химиотерапия на основе препаратов 
платины (цисплатин и карбоплатин) в комбинации с 
цитотоксическими агентами 3-й генерации (гемцита-
бин, паклитаксел, доцетаксел, винорельбин) является 
стандартным подходом в терапии больных распро-
страненным НМРЛ [10].  

Все бóльшую актуальность для современной 
химиотерапии приобретает индивидуальный подход к 
подбору препаратов и их доз, направленный на повы-
шение эффективности и уменьшение токсичности 
противоопухолевых средств. Активно ведется поиск 
биологических и молекулярно-генетических марке-
ров, позволяющих предсказать, какие препараты ока-
жутся эффективными у конкретного больного.  

Белок EGFR, определяемый ИГХ-методом в 
ткани опухоли легкого, явился первой мишенью для 
изучения ее в качестве биологического маркера эф-
фективного лечения ингибиторами EGFR. Синтез дан-
ного белка осуществляется в 50–90 % клеток НМРЛ. 
В связи с эффективностью ингибиторов EGFR при 
некоторых типах НМРЛ была выдвинута гипотеза о 
том, что наличие белка EGFR в опухоли может быть 
показателем эффективности анти-EGFR терапии [3]. 
Однако взаимосвязь между присутствием EGFR и чув-
ствительностью НМРЛ к ингибиторам тирозинкиназ 
большинством исследований не доказана [2; 4; 11].  

Целью нашей работы было изучение молекуляр-
но-биологических маркеров апоптоза, ангиогенеза и 
пролиферации (EGFR, HIF-1α, PTEN, pAkt, VEGFR2, 
VEGF) в ткани опухоли легкого в качестве возможных 
маркеров эффективности ингибиторов EGFR у боль-
ных распространенным НМРЛ. 

 
Материалы и методы 
 
В исследование включались больные неопера-

бельным или рецидивным НМРЛ, у которых отмеча-
лось прогрессирование на первой и/или второй лини-
ях стандартных режимов химиотерапии. Лечение про-
водилось двумя ингибиторами рецептора эпидер-
мального фактора роста: гефитинибом в дозе 250 мг и 
эрлотинибом в дозе 150 мг на прием ежедневно не-
прерывно до прогрессирования или развития тяжелой 
токсичности. Пациенты, получающие лечение инги-
биторами тирозинкиназ в сочетании с химиотерапией, 
в анализ не включались. 

Все иммуногистохимические исследования 
проводили в лаборатории экспериментальной диагно-
стики и биотерапии опухолей НИИ ЭДиТО РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина РАМН. Для исследования использовали 
биопсийный материал опухолей 38 больных до начала 
специфического лечения.  

ИГХ-анализ проводили на срезах с парафино-
вых блоков, предназначенных для стандартного мор-
фологического исследования. Использованные в ра-
боте первичные антитела и их разведения представле-
ны в табл. 1. 
 

Таблиц а  1  
Панель антител, использованных в исследовании  

Специфичность Клон Фирма Разведение Буфер для «демаскировки антигенов» 

EGFR 31G7 Zymed 1:25 Протеиназа К 
pAkt Phosphor T308 Abcam 1:500 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 

HIF-1α HIF1alpha67 Abcam 1:200 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 
VEGFR2 A-3 Santa Cruz Biotech 1:500 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 

PTEN VP-P985 Vector 1:200 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 
VEGF С-1 Santa Cruz Biotech 1:500 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 

 
Парафиновые срезы депарафинировали и регид-

ратировали по стандартной методике.  
Для визуализации иммуногистохимической реак-

ции использовали DAB+ систему [DAKO].  
Срезы докрашивали гематоксилином Майера и 

заключали в синтетическую основу.  
В работе были использованы следующие крите-

рии оценки экспрессии молекулярно-биологических 
маркеров и разделения опухолей на положительные или 
отрицательные по их экспрессии: 

1. Для EGFR оценивали наличие мембранного 
окрашивания. Экспрессию оценивали как:  

 0 при отсутствии окрашивания или окраши-
вании менее 5 % опухолевых клеток;  

 1+ при окрашивании 5–19 % опухолевых 
клеток;  

 2+ при окрашивании 20–49 % опухолевых 
клеток;  

 3+ при окрашивании 50–70 % опухолевых 
клеток;  

 4+ при окрашивании более 70 % опухоле-
вых клеток.  

При оценке экспрессии 2+ или выше опухоль 
рассматривали как положительную по экспрессии 
EGFR;  

2. Экспрессию в опухоли pAkt оценивали как:  
 0 при отсутствии окрашивания;  
 1+ при слабом гомогенном окрашивании 

цитоплазмы без наличия очагов грануляр-
ного окрашивания;  

 2+ или 3+ при наличии гранулярного цито-
плазматического окрашивания высокой ин-
тенсивности менее 20 % опухолевых клеток 
(2+) или более 20 % опухолевых клеток (3+).  

При оценке экспрессии как 2+ или выше опухоль 
рассматривали как положительную по экспрессии pAkt;  

3. Экспрессию HIF-1α оценивали как:  
 0 при отсутствии окрашивания опухолевых 

клеток;  
 1+ при окрашивании менее 1 % ядер опухо-

левых клеток;  
 2+ при окрашивании ядер 1–10 % опухоле-

вых клеток и/или слабом окрашивании ци-
топлазмы;  

 3+ при окрашивании ядер 10–50 % клеток 
и/или среднем окрашивании цитоплазмы; 

 4+ при окрашивании ядер более 50 % опухо-
левых клеток и/или сильном окрашивании 
цитоплазмы.  

При оценке экспрессии 3+ или выше опухоль рас-
сматривали как положительную по экспрессии HIF-1α;  

4. Экспрессию PTEN в ядрах опухолевых кле-
ток определяли при сравнении с экспрессией белка в 
эндотелии сосудов, который служил внутренним по-
ложительным контролем. Экспрессию PTEN в опухо-
левых клетках оценивали как:  
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 0 при отсутствии окрашивания;  
 1+ при интенсивности окрашивания опу-

холевых клеток ниже эндотелия сосудов; 
 2+ при интенсивности окрашивания эк-

вивалентной эндотелию;  
 3+ при более высокой интенсивности ок-

рашивания.  
При оценке экспрессии как 0 или 1+ опухоль 

оценивали как с потерей PTEN; 
5. Опухоль считали положительной по экс-

прессии VEGF и VEGFR2, если окрашивалось бо-
лее 25 % опухолевых клеток с любой интенсивно-
стью окрашивания [8; 9; 12]. 
Для статистической обработки данных использова-
ли пакет программ STATISTICA® 6.0 [О.Ю. Ребро-
ва, 2003]. Достоверность различий оценивали с по-
мощью критерия χ2,  в случае  малых  выборок  рас- 

считывался точный критерий Фишера. Различия 
считались статистически значимыми при p<0,05. 
Кривые выживаемости были построены по методу 
Каплан–Майера, для сравнения между группами 
использовался критерий log rank.  

 
Результаты и обсуждение 
 
Клинические характеристики больных обоб-

щены в табл. 2. 
Для всех пациентов в рамках исследования 

изучали наличие специфических белков-маркеров: 
EGFR, HIF-1α, PTEN, pAkt, VEGFR2, VEGF и их 
связь с непосредственными и отдаленными резуль-
татами лечения больных распространенным НМРЛ. 
Результаты иммуногистохимического исследования 
по всем маркерам представлены в табл. 3. 
 

Таблиц а  2  
Больные распространенным НМРЛ (38), получавшие лечение ингибиторами EGFR 

Критерий n больных (%) 
Препарат  
 Гефитиниб  33 (86,8) 
 Эрлотиниб 5 (13,2) 
Пол  
 Мужчины  23 (60,5) 
 Женщины  15 (39,5) 
Курение 
 Курильщики  8 (21) 
 Некурящие  27 (71) 
 Бывшие курильщики  3 (8) 
Гистологический вариант опухоли  
 Аденокарцинома 32 (84,2) 
 Плоскоклеточный рак 6 (15,8) 

 
Таблиц а  3  

Распределение больных в зависимости от исследуемых маркеров 
Белок Число больных, n (%) 
EGFR 31 (81,6) 
pAkt 26 (68,4) 

HIF-1α 23 (60,5) 
VEGFR2 28 (73,7) 

PTEN 25 (65,8) 
VEGF 30 (79) 

 
Опухоль считалась положительной по экспрес-

сии EGFR у 31 больного (81,6 %) и отрицательной – у 7 
(18,4 %) больных (рис. 1; см. вклейку). Заметной зави-
симости непосредственной эффективности лечения от 
экспрессии рецептора не обнаружено. Частота объек-
тивного эффекта у больных с экспрессией белка EGFR 
составила 28,6 % (4 больных), без экспрессии – 12,9 % 
(2 больных), однако эти различия были далеки (p=0,3) 
от уровня статистической значимости (рис. 2). Медиа-
на времени до прогрессирования процесса у больных с 
наличием или отсутствием рецептора EGF практически 
не отличалась и составила 2,8 и 3 мес. соответственно. 
Данные различия (рис. 3) статистически не значимы 
(log-rank test, p=0,9). Медиана ОВ у больных с экспрес-
сией EGFR составила 7 мес., в то время как медиана 
выживаемости больных без экспрессии белка не дос-
тигнута. Таким образом, присутствие рецептора EGF в 
опухоли легкого не оказывало статистически значимо-
го влияния на эффективность лечения и время до про-
грессирования. Опухоль считалась положительной по 
pAkt у 26 больных (68,4 %) и отрицательной – у 12 
(31,6 %) больных (рис. 4). У больных с отсутствием 
pAkt в опухоли частота ремиссий составила 8,3% (1 
больной) по сравнению с 19,2 % (5 больных) в группе с 
наличием pAkt, контроль роста опухоли – 33,3 % (4 
больных) по сравнению с 50 % (13 больных) соответ-
ственно. Однако различия оказались статистически не 
значимы (p=0,4) (рис. 5). Медиана времени до прогрес-
сирования заболевания у больных с отрицательной по 
pAkt опухолью была 2 мес., с положительной – 3 мес. 

(log-rank test, p = 0,2). Медиана ОВ в группе больных с 
наличием pAkt составила 14,7 мес. по сравнению с 2,9 
мес. в группе с отсутствием белка. Различия также ста-
тистически не значимы (log-rank test, p = 0,4) (рис. 6). С 
помощью иммуногистохимического окрашивания был 
проведен анализ на фактор, вызванный гипоксией 
(HIF-1α), который присутствовал у 23 больных (60,5 %) 
и отсутствовал у 15 (39,5 %) пациентов (рис. 7, А, Б). 
При анализе непосредственной эффективности лече-
ния оказалось, что у больных, чья опухоль была отри-
цательной по экспрессии HIF-1α, частота объективного 
ответа составила 26,6 % (4 пациента), контроль роста 
опухоли – 60 % (9 пациентов). У больных с положи-
тельной по экспрессии HIF-1α опухолью показатели 
эффективности лечения и контроля заболевания были 
хуже и составили 8,7 % (2 пациента) и 39 % (9 пациен-
тов) соответственно. Однако различия не достигли 
(p=0,2 и p=0,3 соответственно) статистической значи-
мости (рис. 8). Фактор, индуцируемый гипоксией, 
практически не оказывал влияния на отдаленные ре-
зультаты лечения ингибиторами EGFR. Медиана вре-
мени до прогрессирования у больных с положительной 
по HIF-1α опухолью была 2,7 мес., с отрицательной – 3 
мес. (log-rank test, p=0,4). Медиана ОВ оказалась коро-
че в группе больных с наличием экспрессии HIF-1α – 
7,6 мес., чем в группе с отсутствием экспрессии белка – 
14,5 мес. Различия также (log-rank test, p=0,6) статисти-
чески не значимы (рис .9). Опухолевый супрессор 
PTEN был найден у 25 больных (65,8 %), потеря PTEN 
выявлена у 13 (34,2 %) больных (рис. 10, А, Б).  
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Эффективность лечения у больных с опухолью, от-
рицательной по PTEN, была 30,8 % (4 больных), тогда как 
при наличии экспрессии PTEN она составила всего 8 % (2 
больных). Однако различия не были статистически зна-
чимы (p=0,1). Заметных различий во времени до прогрес-
сирования и выживаемости между больными с наличием 
или отсутствием экспрессии PTEN в опухоли также обна-
ружить не удалось. Медиана времени до прогрессирова-
ния составила 2,7 и 3 мес. соответственно (log-rank test, 
p=0,4), медиана общей выживаемости – 11,7 и 5,5 мес. 
(log-rank test, p=1) соответственно (рис. 11). VEGFR-2 
определялся у 28 больных (73,7 %) и отсутствовал у 10 
больных (26,3 %). Рецептор не влиял ни на один из пара-
метров эффективности терапии, включая непосредствен-
ный эффект (p=0,5 для критерия Фишера), время до про-
грессирования (log-rank test, p=0,5) и выживаемость (log-
rank test, p=0,2). Подобным же образом фактор роста эн-
дотелия (VEGF) не влиял на частоту общего ответа (p=0,4 
для критерия Фишера) и не коррелировал со временем до 
прогрессирования (log-rank test, p=0,4) и выживаемостью 
(log-rank test, p=0,1). С помощью ИГХ-исследования нами 
проведен анализ специфических белков в опухоли EGFR, 
HIF-1α, PTEN, pAkt, VEGFR-2, VEGF и их связь с эффек-
тивностью лечения эрлотинибом и гефитинибом. В на-
шем исследовании эффективность лечения (p=0,5) и вре-
мя до прогрессирования (p=0,9) не зависели от экспрессии 
EGFR в опухоли легкого. Ретроспективный анализ ран-
домизированных плацебо-контролируемых исследований 
с ингибиторами EGFR (ISEL, BR.21) также не выявил 
явной зависимости между наличием рецептора в опухоли 
легкого и эффективностью лечения. Хотя в исследовании 
BR.21 присутствие EGFR в опухоли и не влияло на пока-
затели выживаемости (p=0,25), непосредственный лечеб-
ный эффект эрлотиниба у таких больных (p=0,03) был 
достоверно лучше [11]. Фактор, индуцируемый гипокси-
ей (HIF-1α), как правило, связан с плохим прогнозом за-
болевания и худшими показателями выживаемости, осо-
бенно в сочетании с отсутствием рецептора EGF в опухо-
ли [7]. В нашей работе HIF-1α присутствовал в опухоли 
более чем у половины больных (60,5 %) и ухудшал пока-
затели непосредственной эффективности лечения. Одна-
ко он мало влиял на отдаленные результаты терапии ин-
гибиторами EGFR. Медиана времени до прогрессирова-
ния у больных с положительной и отрицательной по экс-
прессии HIF-1α опухолью была практически одинаковой 
(p=0,4), медиана общей выживаемости оказалась несколь-
ко короче в группе больных с экспрессией HIF-1α, но 
различия не достигли статистической значимости (p=0,4).  

При анализе прогностических данных существен-
ную роль играет оценка состояния в опухоли легкого 
маркеров PTEN и pAkt как важных участников PI3K/Akt-
проводящего пути, регулирующего сигнальную транс-
дукцию от рецептора EGF. Как известно, опухоли с поте-
рей функции PTEN и большим количеством pAkt (не 
менее 2+) имеют более агрессивное течение, демонстри-
руя устойчивость к ингибиторам EGFR [5]. В нашей ра-
боте потеря PTEN была выявлена в 34,2 % случаев, что 
меньше ожидаемого, учитывая распространенность забо-
левания у пациентов. Эффективность лечения, напротив, 
у больных с опухолью отрицательной по экспрессии 
PTEN, была лучше. Нам также не удалось обнаружить 
заметных различий во времени до прогрессирования и 
выживаемости между больными с наличием или отсутст-
вием экспрессии PTEN в опухоли. Подобная картина на-
блюдалась и в отношении pAkt. Больные с большим ко-
личеством этого белка имели лучше показатели эффек-
тивности лечения, чем больные, чья опухоль не продуци-
ровала pAkt. Некоторое несоответствие наших результа-
тов с литературными данными может объясняться не-
большим числом больных в выборке и при достаточном 
наборе позволит сделать статистически обоснованные 
выводы. EGFR и VEGF имеют общие сигнальные пути. 
Рецептор EGF стимулирует продукцию VEGF в опухолевых 
клетках, и связанные с опухолью клетки эндотелия активи-
зируют EGFR. В своей работе мы оценили наличие VEGFR-
2 и VEGF у 38 больных и их связь с непосредственными и 
отдаленными результатами лечения ингибиторами тирозин-
киназ. Данные маркеры не влияли ни на один из параметров 
эффективности терапии, включая непосредственный эффект, 
время до прогрессирования и выживаемость. Несмотря на 
отсутствие корреляции между биологическими маркерами 
ангиогенеза и результатами терапии, определение VEGF-A 
и/или VEGFR2 может играть большую роль при назначении 
моноклональных антител или ингибиторов тирозинкиназ, 
блокирующих образование сосудов. 

 
Заключение 
 
Таким образом, надежных критериев, помо-

гающих предсказать эффективность ингибиторов 
тирозинкиназ, среди изученных маркеров не обна-
ружено. Дальнейшие молекулярно ориентирован-
ные исследования помогут максимально индиви-
дуализировать лечебный процесс у конкретного 
больного и достичь высоких результатов противо-
опухолевой терапии при распространенном НМРЛ. 
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