
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

269ОНКОЛОГИЯ •  Т.  18 •  № 4 •  2016 269

Значну увагу в фундаментальній і клінічній он-
кології приділяють пухлинним клітинам (ПК), їх бі-
ології та чутливості до лікарських засобів, розгляда-
ючи ці клітини як основну мішень терапевтичної 
стратегії. Разом з тим ПК перебувають у постійній 
взаємодії з мікрооточенням і системними фактора-
ми, які суттєво впливають на їх біологічні, цитоге-
нетичні і фенотипові характеристики. У цих умовах 
стан пухлинної прогресії і злоякісності ПК постій-
но піддаються модифікації за участю мікрооточення. 
Така нестабільність створює своєрідну метаболічну 
і фенотипову динамічну гетерогенність пухлини, що 
впливає на результати терапії. Хоча останніми рока-
ми мікро оточення ПК (МПК) стало об’єктом пиль-
ної уваги дослідників, недостатньо глибоке розумін-
ня його ролі стосовно діагностики і прогнозування 
пухлинного процесу спрощує підходи до протипух-
линної терапії, що в результаті призводить до її не-
ефективності. Особливу роль МПК відіграє як па-
тогенетичний фон у розвитку метастатичного про-
цесу та виникненні стану мінімальної залишкової 
хвороби (МЗХ).

На сьогодні вже встановлено, що в основі фор-
мування високозлоякісного і метастатичного фено-
типу ПК, що в подальшому зумовлює стан МЗХ, ле-
жить процес епітеліально-мезенхімального переходу 
(ЕМП) [1–4]. До регуляції останнього залучені чис-
ленні родини транскрипційних факторів (ТФ) — Snail, 
Slug, Twist, Zeb та ін., що пригнічують продукцію білка 
адгезії E-кадгерину, включають зміни в експресії ін-
ших кадгеринів, віментину, β-катеніну та інших біл-
ків, які надають ПК підвищену здатність до міграції та 
тривимірної інвазії, стійкість до апоптозу та аноїкису. 
Ця програма трансдиференціювання, тобто переходу 
фенотипу клітин з епітеліального до мезенхімального 
або навпаки, у природі призначена для нормального 
розвитку організму та регенерації тканин. В онкогене-
зі в результаті цього процесу серед епітеліальних клі-
тин первинної карциноми з’являються клітини, фе-
нотип яких близький до мезенхімального. Ці новоут-
ворені клітини мають ознаки стовбурових, володіють 
надвисокою автономністю та здатністю до міграції і, 
відповідно, до інвазії та дисемінації, що призводить 
до розвитку метастатичного каскаду [2–4].
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Мікрооточення пухлинних клітин (МПК), що походять з епітеліальної 
тканини, є осередком клітинних і гуморальних чинників, які за епігене-
тичними механізмами контролюють проліферативну активність пухлин-
них клітин і їх фенотипові характеристики. Зміна фенотипових власти-
востей клітин від окремих мезенхімальних ознак до повного стовбурово-
го фенотипу становить основну визначальну характеристику злоякісної 
пухлини, що призводить до певної автономності її клітин, їх метастазу-
вання і резистентності до лікарських засобів. Окремі фактори МПК мо-
жуть виступати як маркери ступеня злоякісності пухлини та як мішень 
для протипухлинних засобів. У статті представлено результати визна-
чення біомаркерних елементів МПК у кістковому мозку хворих на рак мо-
лочної залози ще до оперативного втручання. Це дозволило достовірно про-
гнозувати можливий ризик рецидиву захворювання і сприяло раціональній 
корекції протипухлинної терапії, знизило ризик метастазування. На мо-
делі пухлин інших локалізацій продемонстровано зв’язок маркерів епіте-
ліально-мезенхімального переходу (ЕМП) з клінічним перебігом захворю-
вання. В експериментах in vitro показано активацію ЕМП прозапальними 
цитокінами і клітинами кісткового мозку хворих, у яких існує ризик ме-
тастазування, а також показана анти-ЕМП дія протипухлинних засо-
бів, використаних у лікуванні.
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Запуск програми ЕМП підкоряється як генетич-
ним подіям (мутації, транслокації, делеції, активова-
ні онкогени, сайлесинг генів та ін.), так і епігенетич-
ним факторам, перш за все комбінаціям екстраклі-
тинних сигналів МПК, причому останні є, мабуть, 
домінуючими чинниками регуляції. Найбільш оче-
видним свідченням залучення ЕМП до онкогенезу є 
здатність багатьох позитивних епігенетичних моле-
кулярних регуляторів ЕМП стимулювати формуван-
ня злоякісних пухлин та/або метастазів. Серед пози-
тивних регуляторів ЕМП можна виділити такі біл-
ки, як MMP-3, BCL9–2, EGFR, с-Met, Goosecoid, 
Kaiso, TGF-β, FOXC2, GSK-3β, Smad-3, Pez, Snail1, 
Snail2, ILK та широкий спектр факторів росту (ФР) 
і цитокінів. Спектр позитивних регуляторів ЕМП 
значно ширший, ніж негативних [5–10].

Фенотип клітин у процесі ЕМП набуває надзви-
чайної пластичності, зміни клітинних характерис-
тик можуть відбуватися дуже швидко, іноді протя-
гом одного клітинного циклу. Нами встановлено, 
що культивування ПК людини, отриманих із рако-
вих полісерозитів (рак яєчника, молочної залози — 
РМЗ), супроводжується швидкою (протягом 3–5 по-
двоєнь) спонтанною конверсією фенотипу і зміною 
чутливості до хіміопрепаратів (ХП). Клітини втра-
чають мезенхімальну морфологію і стають епітелі-
альними, в них зростає експресія Е-кадгерину і зни-
жується експресія біомаркерів ЕМП, а чутливість 
до деяких препаратів (платини, алкалоїдів Вінка, 
камптотецину) суттєво зростає [11]. Тривала під-
тримка мезенхімальних характеристик впродовж 
пухлинної прогресії може залучати і численні гене-
тичні зміни, внаслідок чого ці характеристики мо-
жуть стати стабільними і незворотними [12].

Клітинна і гуморальна складові МПК відіграють 
кардинальну роль у пухлинному рості та прогресу-
ванні. Ключовими регуляторами ЕМП є клітинні 
компоненти строми пухлини, перш за все мезенхі-
мальні стовбурові та ендотеліальні клітини [13–17]. 
Цитокіни і ФР (розчинні компоненти МПК) також 
активно впливають на функціонування програми 
ЕМП, як правило, стимулюючи її. Мікро оточення 
нормальних тканин, в свою чергу, впливає на ЕМП-
фенотип — у метастазах карцином фенотип мезен-
хімальних метастатичних клітин за рахунок його 
вираженої пластичності ревертує до епітеліально-
го [18]. За нашими даними, отриманими на новій 
клітинній лінії МКС [19], такі метастатичні клітини- 
ревертанти мають виражену епітеліальну морфоло-
гію, втрачають імунофенотиповий ЕМП-профіль 
і специфічні прометастатичні біологічні характерис-
тики: у них відсутнє колонієутворення в агарі, вони 
набувають контактної інгібіції росту in vitro і втра-
чають туморогенність in vivo. Однак це не перешко-
джає поступовому прогресивному росту ініційова-
ного метастичного вогнища [18].

Таким чином, незважаючи на успішне видален-
ня первинної пухлини, процес ЕМП вже встигає 
забезпечити наявність дисемінованих ПК (ДПК), 

внаслідок чого виникає так звана МЗХ (у віддале-
них ділянках тіла хворого існують «дрімаючі» кліти-
ни та мікрометастази, іноді за умов відсутності явних 
клінічних ознак захворювання). Тобто пухлинна хво-
роба є не локальним чи місцево-поширеним проце-
сом, а системним захворюванням, загальним усклад-
ненням якого є МЗХ [20]. На цей час вже існують де-
які відомості щодо участі ЕМП у виникненні МЗХ, 
однак ця проблема ще недостатньо вивчена і потре-
бує більш глибокого системного аналізу [21–23]. 
У зв’язку з цим встановлення механізмів формуван-
ня МЗХ, ролі ЕМП у її становленні та перебігу може 
стати, на наш погляд, основою нового типу терапії, 
зокрема у контексті запобігання розвитку рецидивів 
та метастазів, що особливо важливо у випадках «ради-
кального лікування» хворих онкологічного профілю.

В аспекті протипухлинної терапії в контексті МЗХ 
як мішень варто сприймати саме події, пов’язані 
з процесом ЕМП, оскільки він активує «дрімаючі» 
ПК, запускає повторну активацію мезенхімального 
фенотипу в епітеліальних метастатичних осередках 
(що наділяє їх клітини стовбуровими властивостями) 
та стимулює повторну інвазію і метастазування [20, 
24–26]. Однак такі терапевтичні підходи досі не ви-
значені. Хоча слід зазначити, що за мішень для пре-
паратів використовують елементи сигнальних шля-
хів, які активують ЕМП. Так діють, наприклад, ін-
гібітори рецепторів ФР, протизапальні нестероїдні 
препарати, деякі флавоноїди і метаболічні інгібітори.

Одним з основних органів-мішеней для виник-
нення МЗХ і вторинного вогнища пухлинного про-
цесу є кістковий мозок (КМ) та кістки [27, 28]. Як 
відомо, КМ багатий ФР та цитокінами, які зумов-
люють проліферацію та/або виживання ПК, що при-
зводить до значного порушення балансу між двома 
важливими процесами — остеобластогенезом та ос-
теокластогенезом, де саме останній стимулює пух-
линне прогресування. Комбінація ПК разом із ме-
зенхімальними стовбуровими клітинами КМ спри-
чиняє розвиток запальних реакцій та формування 
судинної сітки пухлин; мігруючи в органи, остан-
ні утворюють метастатичні ніші для циркулюючих 
ПК [29–32].

Вищенаведене вказує на кардинальну роль визна-
чення маркерів прогнозування перебігу захворюван-
ня. Для цього важливим є встановлення характеру вза-
ємодії та взаємовпливу пухлинних і нормальних клітин 
у локальному мікрооточенні. Такий підхід буде сприяти 
розробці алгоритму визначення ризику розповсюдже-
ності процесу за допомогою комплексу прогностичних 
чинників. У кожному клінічному випадку присутні як 
загальні, так і індивідуальні особливості перебігу ви-
щезгаданих процесів, і встановлення панелі прогнос-
тичних маркерів забезпечить можливість персоніфі-
кованої терапії хворих онкологічного профілю [23].

Визначення ДПК у КМ досі залишається акту-
альною проблемою, особливо в аспекті прогнозу 
та за умов індивідуалізації протипухлинної терапії, 
заснованої на комплексному дослідженні клініч-
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них показників та специфічних біомаркерів [33–
37]. Поведінка ДПК у КМ залежить від їх феноти-
пу та мікрооточення, зокрема від рівня цитокінів. 
Як прямі індуктори і підтримувані ЕМП виступа-
ють прозапальні цитокіни (фактор некрозу пух-
лини (ФНП), інтерлейкін (ІЛ)-1β, ІЛ-6, колоніє-
стимулюючий фактор (КСФ)-1, трансформуючий 
фактор росту (ТФР)-β1, фактор росту ендотелію 
судин (VEGF)); як природній інгібітор — інтерфе-
рон (ІФН), дія якого може бути реалізована як че-
рез пряму інгібіцію експресії рецепторів ФР та ТФ 
ЕМП, так і через індукцію поступової клональної 
перебудови клітинної популяції з втратою злоякіс-
них варіантів клітин або переважанням відносно 
неагресивних прототипів клітин [5–10, 27, 38–43]. 
В аспектрі прометастатичних цитокінів на особли-
ву увагу заслуговує ФНП, або кахектин, чітко асо-
ційований, крім метастазування, з кахексією паці-
єнтів онкологічного профілю [44–46]. Раніше нами 
була доведена його роль у створенні умов для мета-
статичного процесу в організмі [39, 47, 48]. Усі зга-
дані вище фактори можуть відігравати роль певно-
го патогенетичного фону для розвитку пухлинного 
та метастатичного процесу.

На сьогодні разом зі стандартними прогностич-
ними факторами при РМЗ найбільш перспективною 
в клінічній практиці вважається малоінвазивна рідка 
біопсія (liquid biopsy), яка передбачає дослідження на-
явності у пацієнта циркулюючих в крові ДПК, пухлин-
ної ДНК або РНК, міРНК як маркерів прогнозу [49].

Ми запропонували новий прогностичний алго-
ритм рідкої біопсії, побудований на виявленні іму-
ноцитохімічним методом ДПК, мікрометастазів 
та прозапальних цитокінів у КМ і периферичній 
крові (ПеК) хворих на РМЗ ще до початку лікуван-
ня. За допомогою імуноцитохімічного аналізу з ви-
користанням МкАТ проти панцитокератину людини 
нами встановлено, що ДПК у КМ пацієнтів із РМЗ 
виявляють лише у 36,4% випадків. При розрахун-
ку частоти виявлення ДПК у КМ хворих на РМЗ 
з’ясовано, що у 48,5% таких випадків відбувалося 
прогресування захворювання за 24 міс спостережен-
ня (після операції). Водночас у зразках КМ хворих, 
що перебували у стані ремісії процесу, ДПК у КМ 
виявлені лише у 25,7% випадків (р < 0,05).

У цій ситуації виявлення ДПК у КМ чи ПеК при-
пиняє бути достатньо достовірним прогностичним 
маркером, оскільки не є беззаперечним показником 
розвитку рецидиву захворювання. Тому ми додатково 
дослідили рівень цитокінів у плазмі крові і КМ хворих 
на РМЗ за їх біологічною активністю (ФНП, КСФ-1, 
ІФН) або методом ELISA (ІЛ-1β, ІЛ-6, ТФР-β1, 
VEGF) та вивчили відповідність характеру перебігу 
пухлинного процесу з наявністю ДПК у КМ і рівнем 
низки цитокінів у КМ та ПеК. Встановлено, що рі-
вень цитокінів у пацієнтів із РМЗ значно перевищу-
вав такий у здорових донорів. Це свідчить про вира-
жений цитокіновий дисбаланс, що може відігравати 
роль своєрідного патогенетичного фону для розви-

тку пухлинного процесу. Проаналізовано зв’язок рів-
ня цитокінів із наявністю ДПК у КМ, ризиком реци-
диву захворювання і проведено оцінку прогностич-
ної цінності цих показників [50–54].

Встановлено, що наявність ДПК у КМ, висо-
кий рівень активності ФНП та КСФ-1 у ПеК хворих 
на РМЗ із високою вірогідністю (р < 0,001) свідчать 
про ризик виникнення рецидиву злоякісного про-
цесу, що потребує коригування стандартних схем лі-
кування. У 70,6% пацієнтів, у яких виявлено в КМ 
ДПК і відбувається клінічне прогресування захво-
рювання, виявлено метастази саме у кістках. Це час-
тіше статистично значуще (р < 0,05), ніж утворення 
вісцеральних метастазів (17,6%) та метастазів у го-
ловному мозку (11,8%). Саме це дало нам підставу 
для застосування надалі бісфосфонатів у подальшо-
му виборі схем лікування пацієнтів з високим ризи-
ком прогресування.

Встановлено, що високий рівень ФНП (> 72 пг/мл) 
у КМ і КСФ-1 (> 300 од./мл) у ПеК хворих на РМЗ 
асоціюється з наявністю ДПК у КМ, з поширеністю 
злоякісного процесу на момент обстеження (метаста-
зи в лімфатичних вузлах) і високим ризиком рециди-
ву захворювання протягом наступних 2 років (ретро-
спективний аналіз). Рівень ФНП у КМ є достовірно 
вищим у пацієнтів із Her-2/neu-позитивним типом 
РМЗ (56,2%), із варіантом тричі негативного субтипу 
та базальним (59,8%) підтипом РМЗ. Серед хворих, 
що мають низький ризик прогресування захворюван-
ня (статус ДПК─ФНП─), 3-річна безрецидивна ви-
живаність встановлена у 100% пацієнтів з люміналь-
ним А та у 50% хворих з люмінальним Б підтипами. 
Слід підкреслити, що визначена нами нова прогнос-
тична панель маркерів добре доповнює традиційні 
прогностичні показники.

Визначення факторів, що впливають на ризик 
виникнення рецидиву захворювання, проведено 
за допомогою кореляційного аналізу Пірсона. Висо-
кий рівень ФНП та КСФ-1 у КМ (r = 0,788 і r = 0,388 
відповідно) та ПеК (r = 0,628 і r = 0,752 відповідно) 
і наявність ДПК у КМ (r = 0,394) хворих на РМЗ ко-
релює із виникненням рецидиву (р < 0,05). Оцінка 
ризику настання прогресування захворювання за до-
помогою регресійного аналізу методом Кокса під-
твердила значущість таких показників, як наявність 
ДПК у КМ (р = 0,038) і концентрація ФНП в КМ 
та ПеК > 72 пкг/мл (р = 0,043 і р = 0,003 відповідно). 
Також вперше встановлено, що рівень ендогенного 
ІФН-α в ПеК (> 7,5 МО/мл) хворих на РМЗ асоці-
юється з відсутністю ДПК у КМ (Se = 85,7%; Sp = 
69,2%; р < 0,05) і ремісією протягом спостережен-
ня (r = 0,612; р < 0,05). Однак не можна виключити, 
що активація ІФН є наслідком індивідуальної реак-
ції пацієнтки на наявність в організмі ПК, оскільки 
відомо, що вони часто є індукторами саме ІФН-α.

На основі отриманих даних розроблено та запро-
поновано оптимальні диференційні схеми медика-
ментозного лікування хворих на РМЗ із різним ризи-
ком рецидиву. У групі пацієнтів з високим ризиком 
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прогресування захворювання оптимальною є перед-
операційна поліхіміотерапія (ПХТ) за схемою АС → Р 
із золедроновою кислотою в післяопераційний пері-
од. Така тактика за показниками 3-річної загальної 
та 3-річної безрецидивної виживаності є більш ніж 
удвічі ефективнішою, ніж ПХТ за схемою АС. Для 
пацієнтів із низьким ризиком оптимальною залиша-
ється передопераційна ПХТ за схемою АС. При лі-
куванні хворих на РМЗ з метастатичним ураженням 
кісток значна ефективність терапії була досягнута 
при включенні в схеми лікування додатково, окрім 
бісфосфонатів, компонентів протизапальної терапії 
(антибіотики, нестероїдні протизапальні препарати).

Протизапальна терапія була застосована нами саме 
на підставі стратегії анти-ЕМП-лікування, оскільки ві-
домо, що так зване пухлинне запалення є джерелом ци-
токінів і хемокінів, які активують і підтримують висо-
кий рівень експресії білків, асоційованих із ЕМП і ме-
тастазуванням. Цьому терапевтичному підходу сприяло 
виявлення ролі ЕМП як тригера рецидивів пухлинно-
го процесу, показником якого були ДПК і прозапаль-
ні цитокіни в КМ хворих. Наявність цих маркерів чіт-
ко збігалася з іншими показниками запалення у хво-
рих (високий рівень швидкості осідання еритроцитів 
і С-реактивного білка). Зараз для багатьох онкологів 
став очевидним тісний зв’язок між хронічним запален-
ням, пухлинним ростом і метастазуванням [54–57]. За-
палення є активатором і стабілізатором рівня промета-
статичного ТФ ЕМП — Snail [21, 22, 46, 58, 59]. У наших 
дослідженнях саме у пацієнтів із високим рівнем ФНП 
і ознаками запалення (група високого ризику прогресу-
вання РМЗ) метастази лише у кістках виявлено у 88,9% 
випадків, серед пацієнтів із низьким ризиком прогре-
сування захворювання (статус ДПК─ФНП─) більш ха-
рактерним було поєднання кісткових та вісцеральних 
метастазів у 16,6% обстежених.

Добре відомо, що бактеріальні ліпополісахариди 
є сильними індукторами ФНП в організмі, в зв’язку 
з чим, враховуючи підвищений рівень ФНП у паці-
єнтів з високим ризиком прогресування захворю-
вання, одночасно з протизапальними препаратами 
ми застосовували антибіотики для зниження ризи-
ку індукції ФНП. Дійсно, у деяких дослідженнях до-
ведено анти-ЕМП-активність антибіотиків, зокре-
ма фторхінолонів [60].

Золедронова кислота, третя генерація бісфосфона-
тів, пригнічує реалізацію програми ЕМП через інакти-
вацію ядерного фактора NF-κB, активатором якого є 
ФНП — стимулятор ЕМП [61, 62]. У зв’язку з цим за-
стосування нами золедронової кислоти було зумовле-
но як її терапевтичним, так і профілактичним ефектом.

Таким чином, нами науково обґрунтовано мож-
ливість оптимізації лікування хворих на РМЗ стадії 
Т1–4N0–2М0 шляхом вибору персоніфікованих схем 
терапії з урахуванням наявності/відсутності маркерів 
ЕМП (ДПК і рівня ФНП і КСФ-1 у КМ і ПеК). До-
ведено, що за наявності ДПК у КМ і одночасно ви-
сокого рівня ФНП, КСФ-1 у КМ і ПеК виникає ви-
сокий ризик метастатичного ураження кісток, що об-

ґрунтовує застосування у цих хворих бісфосфонатів, 
антибіотиків і протизапальних препаратів, серед мі-
шеней дії яких є й елементи сигнальних шляхів ЕМП. 
Такий підхід дав свої позитивні результати у запобі-
ганні рецидивам пухлинного процесу [63, 64].

Прогностична цінність виявлення ДПК у КМ 
була проаналізована нами також і у хворих на рак 
передміхурової залози (РПЗ). На відміну від паці-
єнтів із РМЗ, наявність ДПК у КМ хворих на РПЗ 
не виявила достовірної цінності цього показника 
стосовно прогнозу перебігу захворювання (табл. 1), 
принаймні для пацієнтів на ранніх етапах терапії.

Таблиця 1
Залежність характеру перебігу РПЗ від наявності ДПК у КМ

ДПК Ремісія (n = 67) Прогресування  
(n = 35)

n % n %
Відсутні 42 62,7 17 48,6
Наявні 25 37,3 18 51,4

Однак ці дані, вірогідно, можуть бути перегля-
нуті й доповнені при більш тривалих спостережен-
нях, оскільки роль КМ у виникненні кісткових ме-
тастазів при РПЗ не підлягає сумніву [65]. Крім того, 
не можна виключати, що певна частина ДПК у КМ 
вже втратила епітеліальні ознаки і «вислизає» з де-
текції антитілами до панцитокератину.

Характер перебігу РПЗ може залежати від феноти-
пових характеристик ПК. Особливо цінними можуть 
бути біомаркери, асоційовані з ЕМП. Одним із них 
є співвідношення між антигенами CD24/CD44, що 
характеризують стовбурові ПК (СПК), які походять 
з епітеліальної тканини. Показано, зокрема, що клі-
тини РМЗ з маркерами CD24−/CD44+ володіють 
стовбуровими властивостями і генеруються шля-
хом активації сигнального шляху Ras/MAPK, який 
прискорюється при індукції EMП [25]. Досліджен-
ня нами характеру експресії цих маркерів у пухли-
нах хворих на РПЗ чітко показало прогностичну цін-
ність CD24−/CD44+ щодо прогресування захворю-
вання (табл. 2).

Таблиця 2
Залежність клінічного перебігу РПЗ від характеру експресії 

маркерів CD24/CD44 у ПК

CD24 Ремісія (n = 67) Прогресування  
(n = 35)

n % n %
− 25 37,3 31 88,6
+ 42 62,7 4 11,4

CD44
− 31 46,3 6 17,1
+ 36 53,7 29 82,9

Роль деяких маркерів ЕМП була досліджена нами 
в первинних пухлинах хворих на колоректальний рак 
(КРР). Визначення експресії білків Twist і Е-кадгерину, 
асоційованих з ЕМП, і білків лікарської стійкості Topo 
II-α та ERCC1 виявилося інформативним та ефектив-
ним комплексом маркерів для прогнозування пере-
бігу КРР за умов проведення хіміотерапії. Наявність 
Е-кадгерин+ клітин свідчить про позитивний прогноз 
щодо виживаності хворого, тоді як наявність Topo II-α 
та ERCC1 достовірно погіршує прогноз [66]. Отри-
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мані нами дані щодо участі молекул цитокератинів 
і Е-кадгерину в прогресуванні солідних пухлин узго-
джуються с даними І.В. Василенко та співавторів [67], 
які показали, що в солідних пухлинах різних локаліза-
цій можна спостерігати перехідні типи ЕМП; серед них 
найбільш агресивні ті, що відрізняються значним при-
гніченням експресії епітеліальних маркерів.

Клітинний та розчинний компоненти мікроото-
чення у КМ (зокрема ФНП), як вказано вище, відігра-
ють ключову роль у модифікації властивостей метаста-
тичних клітин [39, 47, 48, 68]. Для дослідження впли-
ву компонентів мікрооточення КМ і визначення їх 
ролі у модифікації ЕМП-асоційованого фенотипу ПК 
при розвитку дисемінованого процесу нами розробле-
но клітинну систему безконтактного кокультивуван-
ня in vitro [19, 69]. Як ефектори та стромальні посеред-
ники ми використовували мононуклеари з пунктатів 
КМ пацієнтів з РМЗ із різним перебігом захворювання 
(прогресування чи ремісія) і фібробласти, які кокуль-
тивували з клітинами РМЗ людини різних ліній (T47D, 
MDA-MB-231, MCF-7, МКС, МКС-ТМ, МКС-Т5). 
Для встановлення ЕМП-профілю клітин, включених 
у систему безконтактного кокультивування, визна-
чали експресію найбільш характерних для ЕМП мар-
керів: Е-кадгерину, ТФ Slug та антигену СПК CD44. 
Виявилося, що кокультивування з клітинами КМ хво-
рих, у яких протягом 24 міс відбулося прогресуван-
ня процесу, клітин РМЗ T47D призвело до достовір-
ного зростання серед останніх кількості Slug+ клітин 
(у 3,8 раза; p < 0,005), на 26% — кількості CD44+ клі-
тин та до зменшення на 43% (р < 0,05) частки клітин, 
що експресують Е-кадгерин [19]. При кокультивуван-
ні клітин Т47D з клітинами КМ хворих на РМЗ, які під 
час спостереження перебували у ремісії, описані вище 
зміни не відбувалися, однак достовірно зменшувала-
ся кількість CD44+ клітин (p < 0,05).

Такі зміни в експресії маркерів ЕМП у ПК Т47D 
внаслідок їх кокультивування з клітинами КМ паці-
єнтів із різним перебігом пухлинного процесу свід-
чать про регуляторну роль компонентів МПК, зо-
крема розчинних, і продукуються клітинними ком-
понентами КМ. Отримані нами дані демонструють, 
що КМ хворих у стані ризику рецидиву пухлинного 
процесу може бути тригером злоякісних властивос-
тей клітин, які депоновані у КМ і можуть бути нада-
лі джерелом утворення метастатичних вогнищ. Дій-
сно, подальші клінічні спостереження показали, що 
саме у таких пацієнтів найчастіше виникають мета-
стази у кістках, а також у головному мозку.

Серед широкого спектра розчинних прометаста-
тичних компонентів у КМ присутній у значній кіль-
кості ФНП, про роль якого у процесі ЕМП і метаста-
зування згадувалося вище. Логічно було дослідити 
його пряму дію на експресію маркерів ЕМП. На мо-
делі клітин РМЗ MCF-7 ми показали, що ФНП ак-
тивує в клітинах процес ЕМП: змінюється морфо-
логія клітин з епітеліальних у бік мезенхімальних 
(рис. 1), пригнічується експресія епітеліальних мар-
керів і зростає експресія маркерів ЕМП (табл. 3). Дія 

ФНП супроводжується значними цитогенетични-
ми змінами в популяції — майже в 10 разів зростає 
кількість клітин з мікроядрами і у 2 рази — з протру-
зіями ядра. Тривале культивування клітин MCF-7 
з ФНП з метою створення ФНП-модифікованої суб-
лінії також викликало вищеописані стабільні зміни 
в клітинах. Крім того, в них зросли показники ту-
морогенності (колонієутворення в агарі збільшило-
ся у 6 разів), значно підвищилася міграційна актив-
ність (рис. 2) і зросла резистентність до деяких ХП 
(доксорубіцину, вінорельбіну). Разом з тим клітини 
зберегли здатність до реверсії в епітеліальний фено-
тип (див. табл. 3) під дією ІФН, який є анти-ЕМП-
фактором [5, 6].

а б
Рис. 1. Морфологічна конверсія клітин лінії MCF-7 з епі-
теліальних у мезенхімальні при їх культивуванні у присут-
ності ФНП: а — MCF-7, контроль; б — MCF-7 + ФНП 
(1 нг/мл). Забарвлення за Романовським, зб. × 300

а б

в г
Рис. 2. Зростання міграційної активності клітин лінії 
MCF-7 внаслідок активації ЕМП під дією ФНП: а — 
MCF-7, контроль 0 год; б — MCF-7, контроль 24 год; в — 
MCF-7/ФНП, 0 год; г — MCF-7/ФНП, 24 год. Клітини 
у конт ролі значно повільніше заповнюють ділянку по-
шкодження моношару, ніж модифіковані ФНП клітини. 
Жива культура. Зб. × 100

Таблиця 3
Вплив ФНП на експресію біомаркерів ЕМП в клітинах MCF-7

Клітинні лінії/
маркери

MCF-7
MCF-7 + 

ФНП 
(1 нг/мл)

MCF-7/
ФНП

MCF-7/
ФНП + 

ІФН
Оцінка за методом Н-Score, балів

Е-кадгерин 100 ± 11,0 58,5 ± 6,5 45 ± 3,0 95 ± 7,8
N-кадгерин 132 ± 16,5 198 ± 12,6 228 ± 13,4 93 ± 8,3
Віментин 106 ± 3,0 200 ± 22,0 106 ± 9,8 11 ± 0,7
panCK 137 ± 10,0 75 ± 16,2 85 ± 10,0 нд
Slug 170 ± 12,7 200 ± 0,0 151 ± 12,1 154 ± 13,0

нд — немає даних.
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Наведені вище дані вказують, що ФНП є дуже 
активним модифікатором фенотипу ПК РМЗ щодо 
активації ЕМП. Доведено також, що ФНП індукує 
в ПК значні генотоксичні події, наслідком яких мо-
жуть стати незворотні фенотипові зміни клітин у бік 
зростання злоякісності. Однак дія ФНП як актива-
тора ЕМП піддається реверсії за допомогою анти-
ЕМП-фактора, яким є ІФН.

Показано [70], що режим метрономної низькодо-
зової терапії хіміопрепаратами (НДТХП), особливо 
у поєднанні з ІФН, у пацієнтів з інкурабельним ме-
тастатичним КРР викликає в багатьох випадках ре-
гресію метастазів у печінці і значно підвищує 3-річ-
ну виживаність хворих. Одним з механізмів проти-
пухлинного ефекту НДТХП, особливо у поєднанні 
з ІФН, було значне зниження рівня VEGF у кро-
ві пацієнтів. Отримані нами дані чітко корелювали 
з результатами інших дослідників. Досі всі акценти 
відносно ефективності та механізмів НДТХП стосу-
валися лише пригнічення пухлинного неоангіогене-
зу. Разом з тим питання щодо дії НДТХП безпосе-
редньо на ПК не ставилося, хоча продукція VEGF 
(часто самими ПК) обов’язково пов’язана з іншими 
клітинними змінами (проліферативними, феноти-
повими) і нерідко є їх наслідком. У зв’язку з цим ми 
дослідили характер проліферативних і фенотипових 
змін в ПК в умовах дії ІФН і НДТХП.

В експериментах in vitro на моделі клітин ліній 
COLO-205 і HT-29, а також клітин метастатичного 
КРР людини на ранніх пасажах (до 20) ми показали, 
що пряма тривала дія (до 30 діб) НДТХП і ІФН in vitro 
в концентраціях у 10–20 разів нижче LD50 пригнічує 
прояви мезенхімального фенотипу клітин, інгібує 
клітинну проліферацію і колонієутворення в агарі. 
Інкубація клітин КРР з іринотеканом (IT), циспла-
тином (ЦП) та/або ІФН викликає генотоксичний 
ефект: значно зменшується кількість клітин, які ді-
ляться, і клітин із тороподібним ядром, суттєво збіль-
шується кількість клітин з мікроядрами. Важливо, що 
при тривалій дії НДТХП клітини КРР не втрачають 
своєї чутливості до ХП в дозах LD50. Одночасно в ПК 
відбувається практично повне пригнічення експресії 
ФТ Slug і маркера СПК CD44 при різних комбінаціях 
препаратів. У монорежимі або в комбінації з ХП ІФН 
різко пригнічував всі ознаки ЕМП (табл. 4).

Таким чином, ми довели, що одним із механізмів 
ефективності НДТХП і ІФН у терапії хворих на рак 
може бути не тільки антиангіогенний ефект цих 
чинників, але й індуковані ними значні фенотипо-
ві зміни ПК, аж до повної реверсії ознак ЕМП у ме-
тастатичних клітинах із втратою їхньої злоякісності. 

Надзвичайно важливим, на нашу думку, є встановле-
ний факт практично повного пригнічення експресії 
ЕМП-асоційованого ТФ Slug під тривалим впливом 
низьких доз досліджуваних препаратів. Згаданий фе-
номен відмічали і за умов монорежиму застосуван-
ня препаратів, і при комплексному використанні ХП 
з ІФН. Слід зазначити, що тривала дія НДТХП на ПК 
не змінювала їхньої чутливості до ХП у терапевтич-
них дозах. Принципово важливим є те, що клітини 
лінії COLO-205, отримані з асцитичної рідини, мають 
виражений мезенхімальний фенотип, високотуморо-
генні in vivo і за цитогенетичними характеристиками 
та кількістю пасажів мають накопичення численних 
генетичних пошкоджень; однак їх «стабільний» ме-
зенхімальний фенотип може бути кардинально змі-
нений під дією використаних чинників.

У зв’язку з вираженою антиметастатичною про-
філактичною дією золедронової кислоти у хворих 
з високим ризиком рецидиву РМЗ, ми дослідили її 
здатність пригнічувати експресію в ПК біомарке-
рів ЕМП при кокультивуванні КМ пацієнтів із РМЗ 
з клітинами РМЗ. Виявилося, що препарат пригні-
чує проліферацію ПК і експресію маркерів ЕМП 
у хворих з ризиком рецидивів РМЗ.

Таким чином, проведені нами дослідження ще 
раз засвідчили важливу роль МПК, що виступає як 
джерело модифікаторів фенотипу і поведінки ПК, 
стимулятором їх проліферації і тригером промета-
статичного ЕМП. Показано ЕМП-активуючу роль 
деяких конкретних модифікаторів ЕМП і наведе-
но приклади анти-ЕМП-факторів, які і в експери-
менті, і в клінічних умовах можуть суттєво вплинути 
на перебіг пухлинного процесу. Акцентовано увагу 
саме на ефективності вибору елементів сигнальних 
шляхів ЕМП як мішеней протипухлинної терапії, 
перш за все на етапі метастатичного ризику і МЗХ.

Роботу виконано в рамках цільової програми на-
укових досліджень ВБФМБ НАН України «Функці-
ональна геноміка і метаболоміка в системній біоло-
гії» (номер державної реєстрації теми 0112U002193; 
2012–2016 рр.).
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MICROENVIRONMENT OF TUMOR 
CELLS AS A SOURCE OF MODIFIERS 
OF EPITHELIAL-MESENCHYMAL 
TRANSITION AND TARGET 
FOR PERSONALIZED ANTICANCER 
THERAPY

Yu.I. Kudryavets, N.O. Bezdieniezhnykh, 
N.I. Semesyuk, A.V. Zhylchuk, O.O. Lykhova, 

O.A. Kovalova, A.L. Vorontsova, V.E. Zhylchuk, 
M.V. Hlyanko, Yu.V. Zhylchuk, R.A. Kocherha

Summary. Microenvironment of tumor cells (MTC), 
originating from epithelial tissue is the sours of the cel-
lular and humoral factors which control the prolifera-
tive activity of cancer cells and their phenotypic cha-
racteristics. Changing the phenotypic properties of in-
dividual cells from minimal mesenchymal signs to the 
complete stem features is the primary defining charac-
teristic of malignant tumors, leading to certain autono-
my of its cells and their metastasis and drug resistance. 
In this situation the individual factors of the MTC may 
serve as markers of the degree of malignancy of the tu-
mor and as a target for anticancer drugs. This article 
summarizes the results of studies in which in patients 
with breast cancer managed to identify biomarker ele-
ments of the MTC in bone marrow even before surgery. 
It is allowed reliably predict the possible risk of disease 
recurrence and facilitate rational correction of antican-
cer therapy that reduced the risk of metastasis. In the 
tumors of different localization have demonstrated close 
relationship of EMT biomarkers in tumors with the clini-
cal course of the disease. In in vitro experiments we have 
revealed some of the mechanisms of EMT that were ac-
tivated by proinflammatory cytokines and bone marrow 
cells of patients with metastatic risk and have showed an-
ti-EMT effect of anticancer drugs used in the treatment.

Key Words: microenvironment of tumor cells, 
epithelial-mesenchymal transition, breast cancer, 
metastasis, disseminated tumor cells, cytokines, 
bone marrow, biomarkers of tumor progression.
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