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Наразі підбір ефективної хіміотерапії (ХТ) для 
лікування хворих на колоректальний рак (КРР) за-
лишається серйозною проблемою, оскільки нерідко 
використання сучасних терапевтичних схем не су-
проводжується очікуваним позитивним ефектом. Це 
зумовлює необхідність пошуку нових шляхів підви-
щення ефективності медикаментозного лікування. 
Серед таких підходів в останні роки особливу увагу 
дослідників привертає так звана таргетна терапія, 
що базується на здатності препаратів модифікувати 
конкретні молекули — патогенетичні ланки проце-
су злоякісної трансформації клітин, а також фено-

типові властивості пухлинних клітин (ПК). Можна 
сподіватися, що такі дослідження в майбутньому 
дадуть позитивні результати, проте нині в медика-
ментозному лікуванні хворих на КРР використову-
ють традиційні схеми цитотоксичної ХТ; найефек-
тивнішими з них вважають FOLFOX і FOLFIRI, що 
включають препарати платини, іринотекан і 5-флу-
ороурацил. Слід, однак, зазначити, що позитивна 
відповідь на лікування цими препаратами не пере-
вищує 50%, а іноді й зовсім відсутня [1–4]. Це ви-
значає актуальність пошуку предиктивних маркерів 
резистентності ПК до цитостатиків, оскільки за її 
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наявності високотоксична ХТ із низкою побічних 
ефектів стає недоцільною.

Обнадійливим у такому разі є визначення у ПК 
ферментів групи топоізомераз, зокрема топоізо-
мерази І [5], яка функціонально відіграє важли-
ву роль у період реплікації та транскрипції ДНК. 
Нині в практику ХТ при КРР міцно увійшов іри-
нотекан — напівсинтетичний розчинний дериват 
камптотецину. Він гідролізується in vivo в актив-
ний метаболіт  SN-38 та стабілізує комплекс топо-
ізомерази I з ДНК, перешкоджаючи його дисоціа-
ції та з’єднанню ниток ДНК. Іринотекан належить 
до фазоспецифічних препаратів, що максимально 
пошкоджують клітини, які знаходяться в S-фазі [6]. 
Тому наявність (активність) у ПК топоізомерази I 
може слугувати маркером чутливості певної пухли-
ни до іринотекану й інших препаратів, механізм дії 
яких пов’язаний з порушенням репарації розривів 
ДНК у процесі клітинного поділу. Топоізомераза 
 II-альфа (Торо   ІІ-α) [6] є відомим маркером чутли-
вості ПК (у тому числі КРР) до дії антрациклінових 
протипухлинних препаратів та етопозиду і теніпози-
ду [9], а також мішенню для препаратів платини [7, 
8]. Інгібітори дії Торо ІІ-α призводять до зупинки 
розходження ланцюгів ДНК у S-фазі клітинного 
циклу. Оскільки активність Торо ІІ-α у клітині за-
лежить від фази клітинного циклу, то ефективність 
препаратів-інгібіторів корелює зі ступенем проліфе-
ративної активності клітин [10, 11]. Інгібітори топо-
ізомераз стабілізують Торо ІІ-α і запобігають репа-
рації розриву, що є сигналом для початку процесу 
апоптозу, після чого активуються білки p53, p21/waf, 
відбувається блок клітинного циклу, вивільнення 
цитохрому С і активація каспаз 8, 9, 3 [12].

Суттєву роль у формуванні лікарської стійкос-
ті пухлин відіграють ферменти, що беруть участь 
у репарації ДНК після пошкодження протипух-
линними засобами. Серед таких ферментів слід на-
самперед згадати ERCC1, ERCC2, XRCC1 та їхні 
аналоги [13–17]; щодо цих маркерів чітко доведе-
но взаємозв’язок між низьким рівнем їх експресії 
та відповіддю пухлини на цитостатик (карбопла-
тин або оксаліплатин) при злоякісних пухлинах 
яєчника, стравоходу, шлунка і товстої кишки [18, 
19]. Встановлено, зокрема, що втрата активності 
гена XRCC1 у результаті мутації супроводжується 
зниженням інтенсивності репараційних процесів 
у ДНК і, як наслідок, реалізацією протипухлинно-
го ефекту цитостатиків [20, 21].

Окрім вивчення білків, пов’язаних безпосеред-
ньо з лікарською чутливістю/стійкістю, ми вважа-
ли за необхідне та актуальне розглянути в роботі й 
експресію маркерів епітеліально-мезенхімально-
го переходу (ЕМП) ПК, оскільки цей процес віді-
грає провідну роль у набутті клітинами злоякісно-
го фенотипу та лікарської стійкості. При пухлин-
ній прогресії активація ЕМП призводить до набуття 
ПК здатності до інвазії та міграції, що, у свою чер-
гу, спричиняє активацію метастазування і прогре-

сивний розвиток злоякісного процесу в цілому [22–
25]. Стандартні зміни, що відбуваються при ЕМП, 
включають, насамперед, підвищення експресії N- 
і VE-кадгеринів та віментину, ядерну релокаліза-
цію β-катеніну й підвищену експресію низки тран-
скрипційних факторів (Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, 
Twist, E47). Цей процес стимулює також утворен-
ня стовбурових ПК, в яких пригнічена експресія 
Е-кадгеринів, підвищена здатність до міграції та ін-
вазії, а також активується здатність до самовіднов-
лення і стійкість до апоптозу. Ідентифікація ЕМП 
при прогресуванні захворювання (у тому числі КРР) 
залишається однією з центральних проблем, оскіль-
ки ЕМП стає мішенню для розробки протипухлин-
них препаратів [26, 27].

Наведені дані свідчать, що загибель ПК під дією 
цитостатиків контролюється певними регулятор-
ними системами клітин, а інформація про функ-
ціональний стан цих систем може бути корисною 
з погляду прогнозування клінічної результативнос-
ті дії того чи іншого цитостатика. На нашу думку, 
найбільший інтерес у контексті лікарської стійкості 
та ступеня пухлинної прогресії КРР становить екс-
пресія білків Торо ІІ-α та ERCC1 в асоціації з на-
явністю експресії білків ЕМП. Характер експресії 
цих маркерів у ПК вірогідно дозволить прогнозу-
вати ефективність тих чи інших схем лікарської те-
рапії та особливості перебігу пухлинного процесу 
у пацієнтів із КРР. 

Метою роботи було оцінити корелятивний 
зв’язок між експресією маркерів ЕМП ПК і білків, 
асоційованих із лікарською стійкістю, та дослідити 
їх прогностичну значущість у перебігу пухлинного 
процесу у хворих на КРР.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У дослідження включено (за інформованою зго-

дою пацієнтів) клінічні дані 50 хворих на первинний 
КРР ІІІ–ІV стадії (T3N0M0, T4N0M0); із них хворих 
на рак прямої кишки (верхньо- і середньоампуляр-
ного відділу) — 39, на рак ободової кишки — 11. Се-
редній вік пацієнтів — 57,2 року (від 37 до 81 року). 
Серед хворих були 24 жінки (48%) і 26 чоловіків 
(52%). Гістологічно всі пухлини були верифіковані 
як аденокарциноми (10% — низькодиференційова-
ний рак, 63% — помірнодиференційований, 27% — 
високодиференційований).

Усі хворі проходили лікування у період 
з 2011 до 2015 року у Рівненському обласному онко-
логічному диспансері та отримували терапію відпо-
відно до стандартів під час виявлення захворювання: 
у неоад’ювантному режимі — курс телегамматерапії, 
ад’ювантному режимі — від 4 до 6 курсів поліхіміоте-
рапії за схемою FOLFOX. Типи проведених операцій 
на прямій кишці: черевно-анальна резекція — 27, пе-
редня резекція прямої кишки — 12; на ободовій киш-
ці: геміколонектомія — 11. Час спостереження в ре-
троспективній групі — 4 роки. У кожного пацієнта ще 
до початку лікування отримана згода на можливість 
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використання біопсійного матеріалу та інформацій-
них даних для аналізу і ретроспективного вивчення.

Імунофенотип ПК оцінювали у гістологічних 
зрізах первинних пухлин за допомогою класично-
го імуногістохімічного методу (ІГХ), визначаючи 
експресію Е-кадгерину, Торо ІІ-α, ERCC1, Twist. 
Моноклональні антитіла anti-E-cadherin (Thermo 
Scientific), anti-Twist1 (GeneTex), anti-ERCC1 
(Аbcam), anti-Topo II (Thermo Scientific) наноси-
ли на зрізи в розведеннях і на час за інструкцією 
виробника, після чого застосовували систему ві-
зуалізації Poly Vue (Thermo Scientific, ОПТЕК), 
кон’юговану з пероксидазою, та визначали ак-
тивність ферменту із застосуванням як субстра-
ту діамінобензидину (Thermo Scientific, ОПТЕК). 
Оцінку результатів проводили напівкількісним 
методом за відсотком позитивно забарвлених 
ПК по всьому полю гістологічного зрізу. Клітини 
вважали позитивними за наявності забарвлення 
мембран клітин (при дослідженні Е-кадгерину), 
цитоплазми і ядра (Торо ІІ-α, ERCC1, Twist), 
у тому числі в ізольованих кластерах чи комплек-
сах клітин. Підрахунок позитивних (+) клітин 
проводили, використовуючи мікроскоп AxioStar 
Plus (Сarl Zeiss, Німеччина) при збільшенні у 400–
1000 разів, та оцінювали за допомогою класично-
го методу H-Score: 

S = 1A + 2B + 3C, 
де S — показник «H-Score», значення якого 

знаходяться у межах від 0 (білок не експресується) 
до 300 (сильна експресія у 100% клітин); А — від-
соток слабко забарвлених клітин, В — відсоток по-

мірно забарвлених клітин, С — відсоток сильно за-
барвлених клітин.

Використано такі статистичні підходи: стандарт-
ний описовий, параметричний і непараметричний 
методи (t-критерій Стьюдента), регресійний і ко-
реляційний аналіз (за Пірсоном). Загальну вижи-
ваність (ЗВ) хворих аналізували за методом Капла-
на — Мейєра.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Виходячи з питань, порушених у роботі, до-

сліджено такі комплекси антигенів, що харак-
теризують імунофенотип ПК КРР: Е-кадгерин/
ERCC1, Е-кадгерин/Торо ІІ-α, Twist/ERCC1, Twist/
Торо ІІ-α. Такий підхід щодо зв’язку маркерів ЕМП 
з білками, асоційованими з лікарською стійкістю 
ПК, раніше не використовувався, однак згадані ан-
тигенні комплекси можуть бути досить інформатив-
ними та перспективними для прогнозування перебі-
гу пухлинного процесу у хворих на КРР за умов від-
повідного лікування.

Вказані фенотипові ознаки ПК проаналізо-
вано у зіставленні з даними щодо перебігу пато-
логічного процесу: наявністю прогресії захворю-
вання чи безрецидивного періоду на час спосте-
реження та  4-річною ЗВ залучених у дослідження 
пацієнтів (рис. 1, а–г). Крім того, проведено по-
рівняння характеру експресії антигенних комп-
лексів у ПК із ЗВ хворих за даними регресійного 
аналізу (табл. 1).

За отриманими даними щодо зв’язку комплексів 
досліджених ПК із ЗВ хворих і перебігом пухлин-
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Рис. 1. Зв’язок фенотипових антигенних комплексів Е-кадгерин/ERCC1 (а), Е-кадгерин/Торо ІІ-α (б), Twist/
Торо ІІ-α (в), Twist/ERCC1 (г), що експресуються в ПК, із характером перебігу пухлинного процесу у хворих на КРР
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ного процесу встановлено, що достовірно інфор-
мативним показником прогнозування подовжен-
ня тривалості безрецидивного періоду та покра-
щення ЗВ є фенотипові характеристики антигенів: 
E-кадгерин¯/ERCC1¯, E-кадгерин+/ERCC1¯, 
E-кадгерин+/Topo II-α¯, Twist¯/Topo II-α¯. За умов 
наявності ПК із фенотипом E-кадгерин¯/ERCC1+ 
прогноз перебігу захворювання погіршується, про-
стежується достовірне (p < 0,05) зниження частоти 
випадків безрецидивного періоду та показників ви-
живаності. Подібні результати щодо виживаності 
(на рівні тенденції) спостерігали і при антигенному 
профілі ПК E-кадгерин¯/Topo II-α+ (див. табл. 1).

Після отримання результатів щодо інформатив-
ності запропонованих комплексів маркерів було 
оцінено окремий внесок кожного з них у прогноз 
перебігу захворювання, а саме — проаналізовано 
зв’язок позитивної експресії досліджених антигенів 

(Е-кадгерин, ERCC1, Twist і Topo II-α) із ЗВ хво-
рих на КРР (табл. 2). За результатами кореляцій-
ного аналізу (за Пірсоном) встановлено, що тільки 
наявність Е-кадгерин+ ПК у біопсійному матеріа-
лі свідчить про позитивний прогноз щодо вижива-
ності хворого, тоді як наявність експресії Topo II-α 
та ERCC1 достовірно погіршує його (див. табл. 2, 
рис. 2, а–г).

Слід згадати, що Е-кадгерин є маркером епіте-
ліальних клітин, і його наявність у ПК найчастіше 
свідчить про зниження їх метастатичного потенціа-
лу та менш агресивну поведінку. Транскрипційний 
фактор Twist (антагоніст Е-кадгерину) найчастіше 
міститься у клітинах з агресивним мезенхімальним 
фенотипом та активується саме за наявності процесу 
ЕМП у ПК при набутті ними метастатичної актив-
ності [28–32]. Антиген Twist є негативним прогнос-
тичним маркером щодо перебігу пухлинного проце-

Таблиця 1
Оцінка залежності ЗВ хворих на КРР від характеру експресії антигенних маркерів ЕМП і білків,  

асоційованих із лікарською стійкістю
Ко

еф
іц

іє
нт

Фенотип пухлинного матеріалу (за результатами ІГХ аналізу)

E-кадгерин+ 
ERCC1+

E-кадгерин+

ERCC1−
E-кадгерин−

ERCC1+
E-кадгерин−

ERCC1−
E-кадгерин+

Topo II-α+
E-кадгерин+

Topo II-α−
E-кадгерин-

Topo II-α+
E-кадгерин−

Topo II-α−

β 0,09 0,25 −0,5* 0,8* −0,5 0,11 −0,22* 0,43*
Фенотип пухлинного матеріалу (за результатами ІГХ аналізу)

Twist+

Topo II-α+
Twist+

Topo II-α−
Twist−

Topo II-α+
Twist−

Topo II-α−
Twist+

ERCC1+
Twist+

ERCC1−
Twist−

ERCC1+
Twist−

ERCC1−

β н/д 0,13* 0,1* 0,54* 0,14 0,13 0,19 0,5
*р<0,05; н/д — недостатньо даних для аналізу.
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Рис. 2. Криві виживаності хворих на КРР за Капланом — Мейєром залежно від характеру експресії маркерів лікар-
ської стійкості та транскрипційних факторів ЕМП



ОНКОЛОГИЯ •  Т.  18 •  № 1 •  2016

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

52

су в комплексі з іншими маркерами, але як моно-
фактор він, за результатами нашого дослідження, 
не є достовірним (див. табл. 2). Цей факт узгоджу-
ється з даними інших авторів щодо ролі транскрип-
ційного фактора Twist як негативного прогностич-
ного маркера у хворих на рак.

Таблиця 2
Кореляційний аналіз експресії антигенів у ПК із ЗВ хворих 

на КРР (за Пірсоном)
Антиген (позитивні ПК за результатами 

ІГХ аналізу H-Score методом)
Коефіцієнт 
кореляції

Twist −0,35772
Е-кадгерин 0,53881*
ERCC1 −0,25000*
Topo II-α −0,52985*

*p < 0,05.
Підсумовуючи дані ретроспективного аналізу 

та беручи до уваги використану лікувальну страте-
гію, можна зробити висновок, що для прогнозуван-
ня ефективності застосування платиновмісних схем 
у хворих на КРР з використанням ХТ потрібна оцін-
ка ПК як мінімум за двома маркерами — показника-
ми Topo II-α та ERCC1. При цьому встановлено ці-
кавий факт, що детекція цих антигенів (у комплекс-
ному чи монорежимі) у великій кількості клітин 
(частка позитивних клітин у пухлинах >40%) суттє-
во знижує відсоток пацієнтів у безрецидивний пері-
од і погіршує ЗВ при застосуванні стандартного під-
ходу до лікування хворих на КРР платиновмісними 
схемами. Тобто, за нашими даними, можна зробити 
висновок, що у хворих із фенотипом ПК Topo II-α+ 
та ERCC1+ ефективність використання оксаліпла-
тину в терапевтичних схемах значно знижується 
і застосування таких схем виявляється недостатньо 
аргументованим. Використання додаткових харак-
теристик антигенного профілю ПК, зокрема марке-
рів процесу ЕМП, прямо впливає на прогностичну 
оцінку перебігу пухлинного процесу, в тому числі 
за умов проведення поліхіміотерапії.

Таким чином, отримані нами дані показали, що 
досліджені фенотипові маркери та їхні певні комбіна-
ції можуть бути досить інформативними для прогно-
зу перебігу раку та ЗВ хворих. Нині з’являється все 
більше даних щодо того, що ПК у процесі ЕМП ха-
рактеризуються низькою чутливістю до протипух-
линного впливу. Зокрема, показано, що в клітинах 
ліній КРР, у яких формують резистентність до пла-
тиновмісних препаратів, спостерігається доміну-
вання ознак мезенхімального фенотипу (зі змен-
шенням кількості Е-кадгерин+ клітин та збіль-
шенням кількості віментин+ клітин). Частково це 
може бути пов’язано з активацією оксаліплатином 
програми ЕМП через активацію сигнального шляху 
Fas у злоякісно трансформованих клітинах [33, 34]. 
Крім того, відомо, що експресія індукторів ЕМП — 
SNAIL1 та TGFβ — у клітинах КРР підвищує їхню 
стійкість до флуороурацилу [35–37]. Дослідження 
нами характеру експресії в первинній пухлині мар-
керів ЕМП дає можливість передбачити наявність 
у популяції клітин із стовбуровими характеристи-

ками. Такі клітини, по-перше, відрізняються лі-
карською стійкістю, а по-друге, можуть утворюва-
ти дисеміновані пухлинні мікрометастази, що дуже 
важливо в контексті прогнозування перебігу пух-
линного процесу.

Результати дослідження підтверджують досить 
обмежені наразі відомості щодо вагомої ролі ЕМП 
у перебігу патологічного процесу у хворих на КРР. 
Визначення запропонованого нами антигенного фе-
нотипового комплексу в первинних пухлинах КРР 
показало значущість та інформативність такого під-
ходу для прогнозування перебігу хвороби у пацієн-
тів із КРР.

ВИСНОВКИ
1. Встановлено, що достовірно інформативни-

ми показниками прогнозування тривалості безре-
цидивного періоду та ЗВ хворих в умовах ХТ є такі 
фенотипові антигенні комплекси: E-кадгерин+/
ERCC1¯, E-кадгерин+/Topo II-α¯, Twist¯/Topo 
II-α¯. У свою чергу, антигенні комплекси у ПК 
E-кадгерин¯/ERCC1+ та E-кадгерин¯/Topo II-α+ 
асоційовані з погіршенням прогнозу перебігу за-
хворювання зі зниженням частоти, зменшенням 
тривалості безрецидивного періоду та знижен-
ням ЗВ.

2. За результатами кореляційного аналізу зв’язку 
експресії окремих антигенів із ЗВ при КРР вста-
новлено, що тільки наявність Е-кадгерин+ клі-
тин у пухлинному матеріалі свідчить про позитив-
ний прогноз щодо характеру перебігу пухлинного 
процесу та виживаності пацієнтів, тоді як експре-
сія в ПК антигенів Topo II-α та ERCC1 достовір-
но погіршує його.

3. Показано, що застосування одночасного ви-
значення експресії маркерів ЕМП ПК і білків 
Topo II-α та ERCC1 є інформативним та ефектив-
ним комплексом при прогнозуванні перебігу пух-
линного процесу у хворих на КРР.
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THE EXPRESSION OF MARKERS 
OF EPITHELIAL-MESENCHYMAL 
TRANSITION AND DRUG RESISTANCE 
PROTEINS AS A PROGNOSTIC INDICATOR 
IN PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER
N.O. Bezdieniezhnykh, V.E. Zhylchuk, M.V. Glanko, 

I.M. Adamenko, Yu.I. Kudryavets

Summary. Objective: To evaluate the correlation be-
tween the expression of epithelial-mesenchymal tran-
sition markers of tumor cells and proteins that are as-
sociated with drug resistance, and to investigate their 
prognostic significance in the course of tumor disease 
in patients with colorectal cancer (CRC). Subjects and 
methods: tumor material from 50 patients with CRC 
stage III–IV (T3N0M0, T4N0M0), including patients 
with rectal cancer (upper-ampulla and medium-am-
pulla part) — 39, colon cancer — 11. It was used mor-
phological, immunohistochemical and statistical meth-
ods; chara cterized by the presence of protein: E-cad-
herin, Topo II-α, ERCC1, Twist in histological sections 
of primary tumors. The course of tumor disease was 
evaluated by survival rate of patients. Results: it was 
found that reliably informative indicator for predic-
tion of an increase of disease-free period and improve 
overall survival are the following phenotypic charac-
teristics of tumor cells: E-cadherin+/ERCC1¯, E-cad-
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herin+/Topo II-α¯, Twist¯/Topo II-α¯. Complete sets 
of markers  E-kadherin¯/ERCC1+ and E-kadherin¯/
Topo II-α+ are associated with worsening prognosis of 
the disease and with a decrease of disease-free period 
and survival of patients. According to the results of cor-
relation ana lysis of the relationship of the expression 
of specific antigens with survival was found that only 
the presence of E-cadherin+ cells in the tumors indi-
cates a positive prognosis for survival, while the pres-
ence of Topo II-α and ERCC1 significantly wor sens the 
prognosis for tumor course du ring CRC. Conclusion: 
determining in tumor expression of Twist and E-cad-
herin proteins, which associated with epithelial-me-
senchymal transition and drug resistance proteins Topo 
II-α and ERCC1 are informative and effective sets of 

markers for prognosis of neoplastic process in patients 
with CRC during chemotherapy.

Key Words: colorectal cancer, epithelial-
mesenchymal transition, adhesion proteins, 
ERCC1, prognostic markers.
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