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Резюме 
 
Возможность прогноза развития метастазов в кости становится актуальной в связи с появлением эффек-

тивных средств костно-направленной терапии. Цель исследования – оценить прогностическое влияние факто-
ров метастазирования в кости. В исследование были включены 58 больных раком молочной железы и 51 боль-
ной раком почки. В первичной опухоли у этих больных иммуногистохимическим методом исследованы неко-
торые факторы (паратиреоидподобный гормон, рецепторы к ПТПГ, остеопонтин и интегрины ανβ3 и ανβ5), от-
ветственные за развитие костных метастазов. Показано, что гиперэкспрессия интегрина αvβ3 при раке молочной 
железы и почки приводила к статистически значимому раннему и частому развитию костных метастазов. Ги-
перэкспрессия αvβ5 интегрина при раке молочной железы вызывала более частое и более раннее метастазирова-
ние. Экспрессия ПТПГ при раке молочной железы и раке почки также достоверно раньше и чаще приводила к 
развитию костных метастазов. Установить влияние экспрессии рецепторов к ПТПГ и остеопонтина на частоту и 
сроки развития костных метастазов не удалось. Таким образом, показана возможность выделить группу боль-
ных высокого риска в отношении развития костных метастазов. 

 
Ключевые слова: рак молочной железы, рак почки, метастазы в кости, паратироидподобный гормон, 

интегрины. 
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Abstract 
 
The prognosis for the development of metastases in the bone becomes important with the advent of effective 

drugs of bone-directed therapy. The aim of the study was to evaluate the prognostic value of factors, which promotes 
bone metastases. The study included 58 patients with breast cancer and 51 patients with kidney cancer. In the primary 
tumor by immunohistochemistry we investigate parathyroid hormone related peptide, receptors to PTHrp, osteopontine, 
αvβ3 and αvβ5 integrins, responsible for the development of bone metastases. It is shown that overexpression of integrin 
αvβ3 in breast and kidney cancer led to a statistically significant early and frequent development of bone metastases. 
Overexpression of αvβ5 integrin in breast cancer causes more frequent and earlier metastasis. The expression of PTHrp 
in breast and kidney cancer was also significantly early and often led to the development of bone metastases. Influence 
the expression of receptors to PTHrp and osteopontine on the frequency and timing of the development of bone metas-
tases failed. Thus, we show the possibility to allocate a group of patients with high risk in relation to the development of 
bone metastases. 

 
Key words: breast cancer, kidney cancer, bone metastases, parathyroid hormone related peptide, integrins. 

 
Введение 
 
Способность опухоли к развитию метастазов 

является основной причиной смертности от злока-
чественных новообразований. Возможности про-
филактики развития метастазов после удаления 
первичной опухоли ограничены считанным коли-
чеством опухолей и являются крайне неспецифич-
ными, за исключением профилактики метастазов 
при раке молочной железы. Однако даже при опре-
делении тактики лечения при профилактике мета-
стазов рака молочной железы обычно ориентиру-
ются на имеющиеся лекарственные возможности, а 

не на понимание природы развития метастазов. До 
настоящего времени нет четкого объяснения, поче-
му опухоли положительные по рецепторам эстро-
гена/прогестерона преимущественно метастазиру-
ют в кости, а опухоли положительные по HER2/neu 
– в печень и головной мозг. Также нет четкого объ-
яснения и другим фактам: например, преимущест-
венное метастазирование в печень при меланоме 
глаза, развитие метастазов в надпочечниках при 
раке легкого, и т.д. В отношении костных метаста-
зов существует ряд факторов, экспрессия которых 
на опухолевой клетке коррелирует как с колониза-
цией, так и с развитием метастазов.  

№ 4/том 10/2011   РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ 



 38 ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ЗНАЧЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ИНТЕГРИНОВ…

Это интегрины, позволяющие опухолевым 
клеткам связываться с костным матриксом, кост-
ный сиалопротеин и остеопонтин, являющиеся ли-
гандами к интегринам и действующие в триаде с 
интегринами и матриксной металлопротеиназой-2.  

Также к факторам, способствующим разви-
тию костных метастазов, относят ПТПГ и его ре-
цепторы ПТПГР, активизирующие резорбцию кос-
ти, что высвобождает из матрикса трансформи-
рующий фактор роста β, стимулирующий рост опу-
холи, вызывая так называемый «замкнутый круг» 
костного метастазирования.  

ПТПГ экспрессируется в метастазах в значи-
тельно больших количествах, чем в первичной опухо-
ли. Если секреция ПТПГ выявляется в 60 % случаев 
первичных опухолей, то в костных метастазах – в 92 %, 
а в висцеральных метастазах – только в 17 % [8].  

В целом, на сегодня показано, что экспрес-
сия ПТПГ первичной опухолью может быть связа-
на с возможностью развития в дальнейшем кост-
ных метастазов и напрямую определяет распро-
страненность костных метастазов и их способность 
к литической деструкции. В то же время повышен-
ный уровень экспрессии ПТПГ сочетается с хоро-
шим прогнозом для выживаемости [5].  

Интегрины – большое семейство белков, 
обеспечивающих связывание клеток с внеклеточны-
ми элементами, а также их миграцию. Они пред-
ставляют собой гетеродимер, состоящий, соответст-
венно из α– и β–цепей. Известны 25 белков-димеров, 
которые образованы из 18 α-цепей и 8 β-цепей. Ги-
перэкспрессия некоторых интегринов отмечается на 
некоторых опухолевых клетках (рак молочной, щи-
товидной, предстательной железы, легкого, почки), 
что связывают с их способностью развивать в даль-
нейшем метастазы в костях [4]. При обсуждении 
метастазирования в костях большое внимание уде-
ляется 2 интегринам – αvβ3 и αvβ5, которые связыва-
ются с белками костного матрикса (костный сиало-
протеин, фибронектин, фактор фон Виллебрандта, 
витронектин, тромбоспондин, коллаген и ламинин), 
обеспечивая динамическое взаимодействие клеток и 
внеклеточного матрикса [6]. В норме αvβ3 интегрин 
выявляется на клетках эндотелия, гладкомышечных 
клетках, остеокластах и тромбоцитах. Взаимодейст-
вие αvβ3 интегрина с его лигандами ведет к резкому 
усилению неоангиогенеза. В условиях опухоли ги-
перэкспрессия этого интегрина обеспечивает пре-
имущественное метастазирование в кости. Интегри-
ны позволяют метастазирующим опухолевым клет-
кам прикрепляться к элементам костного матрикса. 
Коэкспрессия интегринов и костного сиалопротеина 
еще более усиливала способность опухоли к мета-
стазированию в кости [12]. 

Еще одним маркером, связанным с метаста-
зированием в кости, возможно, является остеопон-
тин. Остеопонтин представляет собой фосфорили-
рованный гликопротеин экстрацеллюлярного мат-
рикса. В норме он экспрессируется клетками под-
желудочной железы, желчного пузыря, бронхов, 
молочной железы, слюнными железами. Также оп-
ределяется в сыворотке крови, в моче и т.д. В кост-
ной ткани остеопонтин секретируется остеобласта-
ми и остеокластами и отвечает за межклеточное 
взаимодействие и взаимодействие клеточных эле-
ментов с внеклеточным матриксом [10].  Экспрес-
сия остепонтина различными опухолевыми клетка-
ми коррелировала со стадией болезни, экспрессией 
HER/2neu, р53 и рецепторами прогестерона. В це-
лом экспрессия выявляется у 60 % больных раком 
молочной железы. Пациенты, негативные по экс-

прессии остеопонтина, имели выживаемость более 
228 мес. в сравнении с 67 мес. у больных с его ги-
перэкспресией. Гиперэкспрессия остеопонтина 
предсказывает как общую выживаемость больных, 
так и вероятность развития костных метастазов [9].  

Таким образом, в настоящее время опреде-
лены некоторые факторы, наличие которых в опу-
холи может приводить к развитию метастазов в 
кости. В то же время не ясно, одинаковы ли их зна-
чения для различных типов опухолей.  

Мы оценили значимость для костного мета-
стазирования некоторых молекулярно-биологичес-
ких маркеров и при двух несхожих опухолях – раке 
молочной железы и почки.  

 
Материалы и методы 
 
Пациенты 
В анализ молекулярно-биологических мар-

керов были включены 58 больных раком молочной 
железы и 51 больной раком почки, получавшие ле-
чение в РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН. 

Больные имели метастазы только в кости, 
метастазы в кости в сочетании с внекостными ме-
тастазами, только внекостные метастазы и не имели 
метастазов к окончанию наблюдения. Характери-
стики больных представлены в табл. 1 и 2 

Проведен анализ клинического течения бо-
лезни и экспрессии маркеров в ткани опухоли. 
Оценивалось время до развития костных метаста-
зов после операции и частота развития костных 
метастазов. 

 
Иммуногистохимический анализ 
Проведено изучение экспрессии ПТПГ, ре-

цепторов к ПТПГ, остеопонтина, интегринов αvβ3 и 
αvβ5 в первичной опухоли (рак молочной железы и 
рак почки). Иммуногистохимический анализ прово-
дили на срезах с парафиновых блоков опухолей, 
предназначенных для стандартного морфологиче-
ского исследования. Использованные в работе пер-
вичные антитела и их разведения представлены в 
табл. 3. Парафиновые срезы депарафинировали и 
регидратировали по стандартной методике. Для 
«демаскировки» антигенов проводили прогревание 
срезов на водяной бане в предварительно нагретом 
до 95–99 °С соответствующем буфере в течение 40 
мин. Затем стекла охлаждали при комнатной темпе-
ратуре в течение 15–20 мин и переносили в фосфат-
ный буфер на 5 мин. Для блокирования эндогенной 
пероксидазы срезы инкубировали 5 мин в темноте с 
3%-ной перекисью водорода, приготовленной на 
дистиллированной воде, а затем промывали 5 мин в 
фосфатном буфере. Для блокирования неспецифиче-
ского связывания антител срезы инкубировали 15 
мин с 1 %-ным раствором бычьего сывороточного 
альбумина. Инкубацию с первичными антителами 
проводили при 4 °С в течение 16–18 ч. После пер-
вичных антител стекла промывали 2 раза по 5 мин в 
фосфатном буфере. Инкубацию со вторыми антите-
лами, меченными пероксидазой (ENVISION+ kit, 
DAKO), проводили при комнатной температуре в 
течение 20 мин, и затем срезы промывали 2 раза по 5 
мин. Для визуализации иммуногистохимической 
реакции использовали DAB+ систему (DAKO). Ре-
акцию проводили в темноте в течение 5–10 мин. 
Срезы докрашивали гематоксилином Майера и за-
ключали в синтетическую основу. Оценку результа-
тов окрашивания проводили с применением свето-
вого микроскопа «NIKON 80i» (Германия) под уве-
личением ×10, ×20, ×40.  
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Таблиц а  1  
Характеристика 58 больных раком молочной железы  

Характеристика больных Число больных, % 
Стадия болезни 

I 
II 
III 
IV 

 
0 

17,2 
82,8 

0 
Локализация метастазов (при первом рецидиве) 

Только кости 
Кости + другие зоны 
Некостные метастазы 
Без метастазов 

 
55,2 
12 
12 

20,7 
РЭ/РП положительные 
РЭ/РП отрицательные 
РЭ/РП неизвестные 

36,2 
13,8 
50 

Возраст больных – 50 лет 
 

Таблиц а  2  
Характеристика 51 больного раком почки  

Характеристика больных Число больных, % 
Стадия 

I 
II 
III 
IV 
Неизвестна 

 
0 

39,2 
3,9 

37,3 
19,6 

Локализация метастазов (при первом рецидиве) 
Только кости 
Кости + другие зоны 
Некостные метастазы 
Без метастазов 

 
39,2 
17,6 
17,6 
23,5 

Возраст больных – 55,9 лет 
 

Таблиц а  3  
Панель использованных в исследованиях антител 

Специфичность Клон Фирма Разведение Буфер для 
«демаскировки антигенов» 

ПТПГ PTH-rP (1D1) Santa Cruz Biotech 1:100 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 
Рецепторы  
к ПТПГ 

PTH/PTHrP-R (3D1.1) Santa Cruz Biotech 1:400 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 

Остеопонтин Поликлон Neomarkers 1:100 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 
Интегрин ανβ3 Integrin αvβ3 (23C6) Santa Cruz Biotech 1:50 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 
Интегрин αν 313.6F8 Calbiochem  – 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0)  
Интегрин β5 343.11D1 Calbiochem – 10 мМ цитратный буфер (рН 6,0) 

  
Таблиц а  4  

Выраженность экспрессии маркеров при раке молочной железы и раке почки 
Уровень экспрессии ПТПГ Рецепторы ПТПГ Остеопонтин Интегрин αvβ3 Интегрин αvβ5 

Рак молочной железы, n=58 
0 баллов 43 5 9 34 33 
1 балл 4 0 12 13 7 
2 балла 4 14 13 5 9 
3 балла 7 39 24 6 9 

Рак почки, n=51 
0 баллов 40 19 5 43 40 
1 балл 5 7 5 5 4 
2 балла 2 10 12 2 6 
3 балла 4 5 29 1 1 

 
Таблиц а  5  

Значение экспрессии αvβ3 интегрина при раке молочной железы и раке почки 
Рак молочной железы 

Характеристика костных метастазов αvβ3 отрицательный, n=52 αvβ3 положительный, n=6 р 
Медиана времени до костных метастазов, мес. 34,5 8,1 0,02 
Число больных с костными метастазами, % 63 100 0,07 
Рак почки 
Характеристика костных метастазов αvβ3 отрицательный, n=43 αvβ3 положительный, n=8 р 
Медиана времени до костных метастазов, мес. 82,2 8,5 0,001 
Число больных с костными метастазами, % 48,8 100 нз 
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Таблиц а  6  
Значение экспрессии αvβ5 интегрина при раке молочной железы и почки 

Рак молочной железы 
Характеристика костных метастазов αvβ5 отрицательный, n=49 αvβ5 положительный, n=9 р 
Медиана времени до костных метастазов, мес. 40,6 7,1 0,003 
Пропорция больных с костными метастазами, % 62,5 100 0,03 

Рак почки 
Характеристика костных метастазов αvβ5 отрицательный, n=44 αvβ5 положительный, n=7 p 
Медиана времени до костных метастазов, мес. 37,2 3 0,02 
Пропорция больных с костными метастазами, % 56,8 57 нз 
 

Таблиц а  7  
Значение экспрессии ПТПГ при раке молочной железы и почки 

Рак молочной железы 
Характеристика костных метастазов ПТПГ отрицательный, 

n=48 
ПТПГ положительный, 

n=10 р 

Медиана времени до костных метастазов, мес. 40,6 19,3 0,03 
Пропорция больных с костными метастазами, % 69,1 40 0,01 

Рак почки 
Характеристика костных метастазов ПТПГ отрицательный, 

n=45 
ПТПГ положительный, 

n=6 р 

Медиана времени до костных метастазов, мес. 128,9 37,3 нз 
Пропорция больных с костными метастазами, % 11 66,7 0,001 
 

Для всех маркеров оценивали локализацию 
окрашивания в клетке (ядро, цитоплазма, мембра-
на). Количество положительных клеток оценивали 
в зонах, содержащих их максимальное количество. 

Критерии оценки результатов окрашивания 
были взяты из литературных источников. В работе 
использованы следующие критерии оценки моле-
кулярно-биологических маркеров и разделения 
опухолей на положительные или отрицательные по 
их экспрессии: 
 
1) Экспрессия ПТПГ оценивалась по балльной 

системе в зависимости от общего количества 
положительных опухолевых клеток с цитоплаз-
матическим окрашиванием:  

0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – менее 10 % окрашенных клеток,  
2+ – 10–49 % окрашенных клеток,  
3+ – более 50 % положительных клеток [3].  
Также оценивалась экспрессия в зависимо-

сти от интенсивности окрашивания:  
0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – слабое сомнительное окрашивание,  
2+ – среднее четкое окрашивание,  
3+ – сильное четкое окрашивание [1; 7]. 

2) Экспрессия рецепторов к ПТПГ оценивалась 
по балльной системе в зависимости от общего 
количества положительных опухолевых клеток 
с цитоплазматическим окрашиванием:  

0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – менее 25 % окрашенных клеток,  
2+ – 25–49 % окрашенных клеток,  
3+ – более 50 % положительных клеток [11].  

3) Экспрессия остеопонтина оценивалась по 
бальной системе в зависимости от общего ко-
личества положительных опухолевых клеток с 
цитоплазматическим окрашиванием:  

0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – менее 10 % окрашенных клеток,  
2+ – 10–49 % окрашенных клеток,  
3+ – более 50 % положительных клеток.  
Также оценивалась экспрессия в зависимо-

сти от интенсивности окрашивания:  
0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – слабое сомнительное окрашивание,  
2+ – среднее четкое окрашивание,  
3+ – сильное четкое окрашивание [2; 9]. 

4) Экспрессия αvβ3 и αvβ5 интегринов оценивалась 
по бальной системе в зависимости от общего 
количества положительных опухолевых клеток 
с цитоплазматическим окрашиванием:  

0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – менее 10 % окрашенных клеток,  
2+ – 10–49 % окрашенных клеток,  
3+ – более 50 % положительных клеток.  
Также оценивалась экспрессия в зависимо-

сти от интенсивности окрашивания:  
0 – отсутствие окрашивания,  
1+ – слабое сомнительное окрашивание,  
2+ – среднее четкое окрашивание,  
3+ – сильное четкое окрашивание. 
 
Статистический анализ 
Оценка выживаемости и других временных 

параметров в различных группах проводилась тес-
том log-rank методом Каплан-Мейера. Оценка кате-
гориальных переменных в различных группах (час-
тота развития костных метастазов и т.п.) проводи-
лась непараметрическими методами. Различия в 
показателях в изучаемых группах считались значи-
мыми при р < 0,05. 

Статистическая обработка полученных мате-
риалов проводилась с использованием программ 
Statistica v6 и SPSS 11.0. 

 
Результаты 
 
Для оцениваемых в данном исследовании мар-

керов число включенных случаев невелико, что не по-
зволяет однозначно определить, какая выраженность 
их экспрессии имеет отражение в клиническом тече-
нии костных метастазов. Поэтому была оценена кли-
ническая значимость всех возможных вариантов экс-
прессии маркеров: отсутствие экспрессии (0 баллов) 
против любой степени экспрессии (1; 2; 3 балла), 0 и 1 
балл против 2 и 3 баллов (умеренная против сильной) и 
0; 1; 2 балла против 3 баллов (гиперэкспрессии). Будут 
представлены только результаты, имевшие клиниче-
скую значимость. В табл. 4 представлена частота и 
выраженность экспрессии каждого изучавшегося мар-
кера при раке молочной железы и почки. Показано, что 
при раке молочной железы экспрессия (1–3 балла) 
ПТПГ встречается у 26 % больных, в то время как экс-
прессия рецепторов к нему у 91,4 %.  
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Равным образом и экспрессия интегринов 
αvβ3 и αvβ5 в первичной опухоли молочной железы 
встречалась у 37,9 и 43,1 % соответственно, а ос-
теопонтина – у 84,4 %. При раке почки отмечена 
сходная частота: ПТПГ экспрессирован в 21,6 % 
случаев, рецепторы к нему в 43 %. Интегрины αvβ3 
и αvβ5 экспрессированы в 15,8 и 21,6 % случаев со-
ответственно, а остепонтин в 90,2 % случаев. 

 
Значимость интегринов αvβ3 и αvβ5  
для метастазирования в кости 
При исследовании экспрессии интегрина 

αvβ3 при раке молочной железы значимой оказалась 
гиперэкспрессия (3 балла), а при раке почки – на-
против, отсутствие экспрессии в сравнении с лю-
бым её уровнем (табл. 5). 

Оказалось, что наличие экспрессии интегри-
на αvβ3 вело к значительному уменьшению времени 
развития метастазов и увеличению частоты разви-
тия метастазов в кости при раке молочной железы и 
раке почки. Исследования экспрессии интегрина 
αvβн также показали: имела значение сильная экс-
прессия (2 и 3 балла), что оказывало выраженное 
влияние на время до появления метастазов в кос-
тях, частоту поражения скелета (табл. 6). 

 
Значимость ПТПГ  
для метастазирования в кости 
При оценке влияния экспрессии ПТПГ было 

установлено, что при раке молочной железы и при 
раке почки клиническое значение имеет сильная (2 
и 3 балла) экспрессия (табл. 7). 

Результаты оценки оказались несколько не-
ожиданными при раке молочной железы, так как 
экспрессия ПТПГ, хотя и была связана с уменьше-
нием времени до развития костных метастазов, в то 
же время они развивались у меньшего числа боль-
ных. При раке почки экспрессия ПТПГ сочеталась 
как со значительным уменьшением времени до раз-
вития метастазов, так и со значительным увеличе-
нием частоты развития метастазов в кости. При 
оценке клинического значения экспрессии рецеп-
торов к ПТПГ и остеопонтина не было найдено 
никакой взаимосвязи с прогнозом костного мета-
стазирования как у больных раком молочной желе-
зы, так и раком почки.  

 

Обсуждение 
 
Мы предположили, что для колонизации костей 

не столько важен тип опухоли, сколько характеристики 
опухолевых клеток, способствующие успешному разви-
тию костных метастазов. Также было существенным 
определить, какие характеристики опухолевых клеток 
наиболее способствуют развитию метастазов. При ана-
лизе молекулярно-биологических маркеров оказалось, 
что для развития метастазов этих несхожих опухолей в 
костях значимыми являлись одни и те же маркеры, к 
которым относились ПТПГ и интегрины. Интересно, 
что экспрессия интегринов в опухолях молочной железы 
отмечалась в 2 раза чаще, чем в опухолях почки, что 
соответствовало частоте развития костных метастазов 
(60–70 % при раке молочной железы против 30 % при 
раке почки). Очевидно, что недостаточное количество 
наблюдений не позволяет делать однозначные выводы, 
однако сам факт совпадения молекулярно-биологи-
ческих маркеров в разных опухолях как факторах про-
гноза, открывает новые возможности для выделения 
групп больных с разными локализациями первичной 
опухоли в отношении прогноза для развития костных 
метастазов. Ранее такого рода сравнительных исследо-
ваний не проводилось. В целом, возможность профилак-
тики метастазов в костях является актуальной клиниче-
ской проблемой. Повышенную активность костного 
обмена как одну из причин костного метастазирования в 
настоящее время можно успешно контролировать при-
менением бифосфонатов, и результаты двух исследова-
ний по адъювантному применению Клодроната, а также 
серия аналогичных исследований, проводящихся в на-
стоящее время, демонстрируют обоснованность такого 
подхода. В то же время определение характеристик пер-
вичной опухоли, способствующих развитию костных 
метастазов, позволит более четко определить число 
больных, нуждающихся в дополнительном лечении. 
Полученные нами результаты показывают, что для оп-
ределения больных с высоким риском развития костных 
метастазов, независимо от типа опухоли, необходимо 
определение одних и тех же маркеров. С учетом того, 
что в настоящее время разрабатываются лекарства и 
против ПТПГ, и против интегринов, такое таргетирова-
ние групп высокого риска особенно значимо. 

Работа подержана грантом  
Правительства Москвы. 
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