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Аннотация. De novo экспрессия мезенхимального белка виментина в клет-
ках, экспрессирующих эпителиальные цитокератины, оценена количествен-
но методом двойного иммунофлуоресцентного окрашивания образцов сероз-
ного рака яичников (n = 56). Показано, что медиана показателя в 1,6 раза 
выше (p = 0,006) в группе резистентных по сравнению с чувствительными 
опухолями (возврат болезни после химиотерапии препаратами платины и так-
санов в течение ≤ 6 мес. и  ≥ 12 мес.). Заключение. Уровень de novo экспрессии 
виментина является предиктором эффективности препаратов платины и такса-
нов с расчетной специфичностью и чувствительностью анализа более 80% при 
границе деления на чувствительные и резистентные опухоли 42,5%.
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 В настоящее время общепризнано, что эпите-
лиально-мезенхимальный переход (ЭМП) эпи-
телиальных клеток является фактором, повыша-
ющим метастатический потенциал опухолевых 
клеток и резистентность к противоопухолевой 
терапии. Процесс ЭМП и механизмы его регуля-
ции всесторонне изучены на культурах клеток in 
vitro, и исследования продолжаются по сей де нь 
[1–4]. 

Одной из ключевых характеристик ЭМП яв-
ляется экспрессия de novo в эпителиальных 
клетках мезенхимального белка виментина. 
Этот показатель используется как маркёр эпите-

лиально-мезенхимальной трансформации. Эта 
трансформация выявляется в опухолях разных 
локализаций – рак молочной железы, толстой 
кишки, поджелудочной железы, мочевого пу-
зыря, желудка [5–10]. В  ткани серозного рака 
яичников, который явился объектом настоящего 
исследования, также выявляются клетки со сме-
шанным фенотипом ЭМП, однако клинические 
данные о прогностической и предиктивной зна-
чимости ЭМП при раке яичников малочисленны 
и неоднозначны. В ряде работ обнаружена кор-
реляция с клинически значимым параметром, 
характеризующим агрессивность течения забо-
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левания – продолжительностью жизни пациен-
тов [11, 12], в других исследованиях такая зави-
симость не выявляется [13–15]. 

Противоречивы и сведения о значимости этой 
молекулярной характеристики рака как преди-
ктора эффективности химиотерапии, которая 
остается важнейшей составляющей ведения он-
кологических больных. В первую очередь это 
относится к платиносодержащим комбинаци-
ям, резистентность к которым индуцируется не 
только в ходе проведения более или менее дли-
тельного лечения, но и достаточно часто реги-
стрируется уже на первой линии химиотерапии. 
Так, установлено, что повышенная экспрессия 
виментина коррелирует с резистентностью се-
розного рака яичников к первой линии химио-
терапии препаратами платины и таксанов [12]. 
С другой стороны, отсутствие корреляции уров-
ня экспрессии виментина в опухоли с эффектив-
ностью химиотерапии с включением препаратов 
платины, а также с продолжительностью без-
рецидивной и общей выживаемости показано и 
для пациентов с трижды негативным раком мо-
лочной железы [16, 17]. 

Таким образом, анализ данных литературы 
демонстрирует, что результаты исследований 
ЭМП на культурах клеток in vitro и на хирур-
гических образцах опухолей разнятся. Суще-
ственный вклад в противоречивость клиниче-
ских корреляций уровня ЭМП в злокачествен-
ных новообразованиях с агрессивностью тече-
ния болезни и эффективностью химиотерапии 
вносит неточность оценки маркёра ЭМП белка 
виментина при диагностике молекулярного фе-
нотипа полуколичественным иммуногистохими-
ческим методом – на небольшом числе клеток, 
при агрессивной преаналитической подготовке 
образца опухолевой ткани и при субъективной 
оценке результатов анализа.

В связи с этим необходимо отметить, что не-
достатки применения метода ИГХ именно для 
молекулярной диагностики обсуждаются во 
многих исследованиях с разными маркёрами и 
опухолями разных локализаций [18]. Их удается 
значительно нивелировать при проведении им-
мунофлуоресцентного анализа, ассоциирован-
ного с проточной цитометрией. Преаналитиче-
ская подготовка исключает дегидратацию и ре-
гидратацию ткани. Исследование проводится в 
аликвоте из интегральной суспензии клеток об-
разца опухоли ≥ 2 см в диаметре при анализе на 
проточном цитометре флуоресцентной окраски 
≥ 10 тыс. клеток, что нивелирует искажение ре-

зультатов из-за молекулярной «пространствен-
ной» и присущей ЭМП «временнóй» гетероген-
ности опухоли, при этом оценка результатов 
исключает субъективизм. Отметим, что методы 
оценки ЭМП и возможности их совершенствова-
ния обсуждаются вплоть до самого последнего 
времени [19].

В настоящем исследовании для иммуноф-
луоресцентной оценки уровня ЭПМ в ткани 
серозного рака яичников использован новый 
методический прием – проведен количествен-
ный анализ de novo экспрессии белка вимен-
тина в опухолевых клетках, экспрессирующих 
специфические эпителиальные цитокератины. 

Материалы и методы

В работе исследованы образцы ткани рака 
яичников (n = 56), полученные в ходе хирур-
гических операций в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Ткань 
фиксировали в 4%-м растворе формальдегида 
(рН 7,4). Спустя минимум двое суток каждый 
образец подвергали многоступенчатой процеду-
ре подготовки одноклеточной суспензии, при-
годной для работы на проточном цитометре.

Для приготовления одноклеточных суспензий 
образцы опухолей измельчали острыми ножни-
цами и инкубировали в растворе Версена в тече-
ние 30 мин при 37 °С. Затем ткань гомогенизиро-
вали в стеклянном гомогенизаторе пятикратным 
осторожным движением пестика и фильтровали 
через фильтр с размерами пор 40 нм. Суспен-
зию клеток центрифугировали в течение 5 мин 
на скорости 3000 об/мин, ресуспендировали в 
4%-м растворе формальдегида (рН 7,4) и храни-
ли в холодильнике. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание прово-
дили с использованием 100 мкл суспензии, име-
ющей концентрацию 200 тыс. клеток/мл. Клет-
ки инкубировали с первичными антителами в 
течение 1 ч при комнатной температуре. После 
отмывки 20-кратным объемом 0,5%-го раство-
ра бычьего сывороточного альбумина (BSA) к 
клеткам добавляли вторичные антитела и инку-
бировали в течение 1,5 ч при 4 °C. Для удаления 
из анализа разрушенных клеток, эритроцитов и 
конгломератов суспензию в течение 15 мин ин-
кубировали с красителем ДНК Hoechst 33258 
(Sigma, США) в концентрации 1,2 мкг/мл, после 
чего два раза проводили отмывку 20-кратным 
объемом 0,5%-го раствора BSA. 

Для перманентного контроля активности 
антител при проведении каждого иммунофлуо-
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ресцентного анализа использовали монослойные 
культуры клеток MCF-7 и HCC1937 для антител к 
цитокератинам и виментину соответственно (куль-
туры депонированы в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России). Подроб-
ный протокол проведения двойного имунофлуо-
ресцентного окрашивания описан ранее [20]. 

Флуоресценцию клеток измеряли на про-
точном цитометре Navios (Beckman Coulter, 
США). Сигнал флуоресценции флуорохромов 
DyLight 488, DyLight 650 и Hoechst 33258 ре-
гистрировали в каналах FL-1, FL-6 и FL-9 со-
ответственно. Для визуализации распределения 
клеток в зависимости от интенсивности флуо-
ресценции в различных каналах использовали 
точечные диаграммы, созданные с помощью 
программного обеспечения WinMDI 2.9. Уро-
вень de novo экспрессии виментина в эпители-
альных клетках определяли как отношение (%) 
числа клеток, коэкспрессирующих виментин и 
цитокератины, к общему числу опухолевых кле-
ток, экспрессирующих цитокератины.

Статистический анализ данных проведен 
в программе GraphPad Prism 7.0 (GraphPad 
Software, США) с применением критерия 
Шапиро-Уилка, U-критерия Манна-Уитни, 
t-критерия Стьюдента и анализа ROC-кривой. 
Статистически значимыми признавали разли-
чия, где р ≤ 0,05. 

Результаты и их обсуждение

Данные иммунофлуоресцентной оценки 
уровня de novo экспресс ии виментина в клет-

ках серозного рака яичников, экспрессирующих 
эпителиальные цитокератины (ЦК), представ-
лены на рис. 1. Напомним, что этот показатель 
является количественной характеристикой уров-
ня эпителиально-мезенхимального перехода 
(ЭМП), который выявлен во всех исследованных 
образцах рака яичников, однако уровень разли-
чался значительно и варьировал от 10 до 86%. 
Неоднородность выборки была подтверждена с 
помощью расчета коэффициента вариации, ко-
торый составил 40% (выборка рассматривается 
как неоднородная, если коэффициент вариации 
≥30%). 

Медиана значений показателя составила 40%, 
среднее значение уровня ЭМП оказал ось близ-
ким и составило 40,9 ± 17,2%, распределение 
показателя в данной выборке является нормаль-
ным (критерий Шапиро–Уилка, p = 0,2).

Для последующей оценки предиктивной цен-
ности количественных показателей уровня ЭМП 
результаты иммунофлуоресцентного анализа 
маркёра разделены на группы сравнения по ме-
диане показателя для всей группы. В настоящем 
исследовании медиана количественных показа-
телей коэкспрессии Вим и ЦК составила 40%. 
Средние значения в группах с низким (уровень 
ЭМП <40%) и высоким (уровень ЭМП ≥40%) 
показателями коэкспрессии маркёров составили 
28,5±7,6 и 56,3±11,8% соответственно. 

Для того чтобы оценить вклад уровня ЭМП в 
лечение включенных в исследование пациенток, 
данные о молекулярном фенотипе опухолей раз-
делили на три группы сравнения в зависимости 

Рис. 1. Уровень de novo коэкспрессии виментина (Вим) в клетках рака яичников, экспрессирующих эпите-
лиальные цитокератины (ЦК). По оси абсцисс указаны номера образцов опухолей, включенных в анализ, 
которые ранжированы от минимального до максимального значения уровня Вим (%), по оси ординат – по-

казатели уровня экспрессии Вим (%). Горизонтальная сплошная линия – медиана показателя
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от времени диагностирования рецидива забо-
левания после проведения курса первой линии 
химиотерапии с включением препаратов плати-
ны и таксанов (таблица). Продолжительность 
безрецидивного периода в случае резистентных 
опухо лей (n = 17) составила 6 мес., чувствитель-
ных (n = 23) – более 12 мес., условно чувстви-
тельных (n = 16) – от 6 до 12 мес.  

При сравнении показат елей уровня экспрес-
сии виментина в группах с разной продолжитель-
ностью безрецидивного течения болезни стати-
стически значимые различия (р = 0,006) выяв-
лены между чувствительными и резистентными 
опухолями. Средние значения уровня (37,6% vs 
52,0%) и медианы показателя (33% vs 53%) были 
приблизительно в 1,5 раза выше в резистентной 
группе по сравнению с чувствительной. 

Полученные результаты указывают на ас-
социативную связь между ответом на первую 
линию химиотерапии с de novo экспрессией в 
эпителиальных опухолевых клетках мезенхи-
мального белка виментина, т.е. с уровнем ЭМП 
в опухоли.

Расчет показателя экспрессии виментина, ко-
торый может служить информативной границей 
для деления пациентов на группы неблагопри-
ятного прогноза по продолжительности безре-
цидивного течения рака яичников после первой 
линии химиотерапии с включением препаратов 
платины и таксанов, проведен методом построе-
ния ROC-кривых (рис. 2).

В анализ включены только группы пациен-
тов, чувствительных и резистентных к плати-

носодержащей химиотерапии, так как «условно 
чувствительная группа» не обладает прогности-
ческой информативностью (см. таблицу). По-
строение ROC-кривых позволило определить 
площадь под ROC-криво й (AUC), значения кото-
рой позволяют оценить информативность прове-
денного анализа и выявить наиболее достовер-
ную границу деления (точку отсечения – cut off), 
которая соответствует максимально возможной 
чувствительности (вероятность истинно поло-
жительных результатов) и минимальному пока-
зателю «1-специфичность» (вероятность ложно 
положительных результатов).

В настоящем исследовании показатель AUC 
оказался равным 0,761 ± 0,081 (p = 0,006), что 
указывает на хорошую, близкую к очень хоро-
шей, клиническую достоверность теста. Ана-
лиз ROC-кривой позволил также точно избрать 
точку пересечения (оптимальное сочетание 
чувствительности – 0,813 и 1-специфичности – 
0,261) и определить величину расчетного пока-
зателя уровня de novo экспрессии виментина для 
информативного деления на группы сравнения, 
который составил 42,5%.

Заключение

В совокупности полученные результаты ука-
зывают на вклад эпителиально-мезенхималь-
ного перехода в патогенез рака яичников, при 
этом количественный показатель уровня de 
novo экспрессии мезенхимального белка Вим в 
клетках рака яичников, экспрессирующих эпите-
лиальные цитокератины, является молекулярным 

Показатели de novo экспрессии виментина (Вим) в клетках рака яичников, экспрессирующих цитокератины 
(ЦК)

Номера групп 
сравнения Группы сравнения Число 

образцов

Уровень de novo 
экспрессии Вим, % Попарное сравнение 

среднее 
значение* медиана группы 

сравнения Р**

I резистентные 16 52,0±14,1 53,0 I vs II 0,125

II условно 
чувствительные 17 42,4±20,3 42,0 I vs III 0,006***

II чувствительные 23 37,6±15,3 33,0 II vs III 0,452

* ± стандартное отклонение; ** U-критерий Манна–Уитни и t-критерий Стьюдента;*** Статистически 
значимые различия между группами сравнения.
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опухолевых эпителиальных клетках, экспресси-
рующих цитокератины, мезенхимального белка 
виментина. Количественный показатель уровня 
de novo экспрессии Вим в опухоли является мо-
лекулярным предиктором эффективности хими-
отерапии на основе препаратов платины и такса-
нов у больных раком яичников. При этом сред-
ние значения и медиана показателей экспрессии 
маркёра в ткани опухоли в группе пациенток с 
резистентностью к лекарственной терапии (воз-
врат болезни в течение ≤6 мес.) прогнозируют 
лекарственную резистентность и связанное с 
этим 1,5-кратное уменьшение продолжительно-
сти безрецидивного течения болезни после за-
вершения лекарственной терапии по сравнению 
с группой чувствительных опухолей (возврат 
болезни в течение ≥12 мес.). 

Что касается методической базы для проведе-
ния подобных исследований, то иммунофлуорес-
центный анализ, ассоциированный с проточной 
цитометрией, должен быть безусловным при-
оритетом.  Важно также отметить, что проточ-
ные цитометры в настоящее время не являются 
редкостью и ими оснащены многие клинические 
лаборатории. Более того, возможна и доставка 
материала для молекулярного фенотипирования 
в ведущие клинические лаборатории. Эта прак-
тика активно применяется для генетических 
исследований опухолей, и для е использования 

предиктором эффективности химиотерапии пре-
паратами платины и таксанов. 

В частности, при сравнении показателей 
уровня экспрессии Вим в опухоли в группах па-
циенток с продолжительностью безрецидивного 
периода болезни ≤ 6 мес. vs ≥ 12 мес. выявлены 
статистически значимые различия. В резистент-
ных опухолях средние значения и медианы по-
казателя были приблизительно в 1,5 раза выше.

Анализ ROC-кривой, по существу, подтвер-
дил этот вывод и показал, что уровень экспрес-
сии виментина, который является наиболее точ-
ной границей для информативного выделения 
группы с неблагоприятным прогнозом эффек-
тивности химиотерапии с включением препа-
рата платины и таксанов составляет 42,5%, что 
близко к медиане показателя 40,5%, выявленной 
в настоящем исследовании. Важно, что при этом 
реализуется высокая специфичность, чувстви-
тельность достигает более 80%, а достоверность 
данного методического подхода близка к показа-
телю «очень хорошая». 

Таким образом, серозный рак яичников пред-
ставляет гетерогенную группу злокачественных 
новообразований с принципиальным различи-
ем метастатического потенциала опухолей у 
разных больных по процентному содержанию 
клеток с молекулярным фенотипом эпителиаль-
но-мезенхимального перехода – коэкспрессия в 

Рис. 2. ROC-анализ клинической значимости количественных показателей уровня de novo экс-
прессии Вим в клетках рака яичника, экспрессирующих цитокератины, как предикторов эф-
фективности химиотерапии препаратами платины и таксанов. Прямая линия – ROC-кривая для 
показателей уровня экспрессии Вим; ломаная линия – нулевая степень прогностической значи-
мости (x = y); AUC – площадь под ROC-кривой (AUC); точка отсечения** – граница деления на 
группы сравнения с максимально возможным числом истинно положительных результатов и с 
минимальным числом ложно положительных результатов; чувствительность*** – вероятность 

истинно положительных результатов; специфичность**** – вероятность ложно 
положительных результатов
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при молекулярном фенотипировании сόлидных 
новообразований, как нам кажется, нет никаких 
препятствий. Только добрая воля и консенсус по-
зволят исследователям осознать, что рутинный 
полуколичественный метод иммуногистохимии, 
который, несмотря на безусловную ценность 

для морфологического исследования опухолей, 
не пригоден для количественного молекулярно-
го фенотипирования. Надеемся, что дальнейший 
анализ результатов методом Каплана–Майера, 
который проводится в настоящее время, сделает 
это утверждение еще более убедительным.
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