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Монофосфат гемцитабина (dFdCMP) является одной из форм фосфорилированного гемцитабина,
образующихся внутри клеток и определяющих его противоопухолевую активность. Разработана
фармако-молекулярная модель определения относительного уровня монофосфата гемцитабина,
основанная на оценке активности каналов ENT1, ENT2 и ферментов dCK, CDA в ткани опухоли.
Относительный уровень монофосфата гемцитабина является более значимым фактором прогноза
прогрессирования рака мочевого пузыря при химиотерапии с использованием гемцитабина, чем
экспрессия отдельных маркеров, влияющих на образование его активной формы.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак мочевого пузыря (РМП) занимает 8-е ме-
сто по распространенности и 13-е место по смерт-
ности среди всех видов злокачественных новооб-
разований [1, 2]. Стандартом химиотерапии РМП
на данный момент является терапия комбинацией
цисплатина и гемцитабина [1], которая эффективна
только в 30–60% случаев [3]. Одним из подходов к
повышению эффективности лечения пациентов
РМП и снижению их смертности является поиск
маркеров предсказания чувствительности и/или
резистентности к проводимому лечению.

Гемцитабин (Гемзар) является нуклеозидным
аналогом цитозина арабинозида (2'2–дифтордез-
оксицитидин) и широко используется для тера-
пии рака поджелудочной железы, мочевого пузы-
ря, молочной железы, яичников, немелкоклеточ-
ного рака легкого [4]. Его противоопухолевый
эффект связан с внедрением гемцитабин трифос-
фата в ДНК вместо цитидин трифосфата, что
приводит к нарушению репликации опухолевых
клеток и вызывает клеточную гибель путем апо-
птоза [5]. 95% транспорта гемцитабина через ци-
топлазматическую мембрану клеток обеспечива-

ют транспортеры нуклеозидов семейства экви-
либративных переносчиков нуклеотидов (ENTs)
и концентрационных переносчиков нуклеотидов
(CNTs) [6]. Из них только ENT1 и ENT2 имеют
высокую экспрессию в ткани РМП. Внутри клет-
ки препарат подвергается серии последователь-
ных фосфорилирований дезоксицитидинкина-
зой (dCK) до его активных фосфатных форм.
Фосфорилирование dCK является лимитирующей
стадией, от которой зависит скорость дальнейшей
активации гемцитабина и его транспорта из клетки
[5]. Внутриклеточный гемцитабин также подверга-
ется инактивации ферментом CDA внутри клетки с
образованием менее токсичной формы, которая в
дальнейшем выбрасывается из клетки.

Несколько клинических исследований пока-
зали, что экспрессия мРНК/белков ENT1, ENT2,
dCK и CDA в опухолевых тканях может быть про-
гностическим маркером течения болезни у онко-
логических пациентов, получавших гемцитабин
при раке поджелудочной железы [7–9], желчного
пузыря [10], легкого [11]. Однако экспрессия дан-
ных маркеров малоизучена при РМП.

Учитывая вовлечение в процесс формирова-
ния активной формы гемцитабина нескольких
транспортеров и ферментов, нами была создана
фармако-молекулярная модель определения ин-
тегрального показателя уровня монофосфата
гемцитабина (уровень dFdCMP) – одной из его
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активных форм, основанная на работе каналов
ENT1, ENT2 и ферментов dCK, CDA. В нашем
исследовании изучена значимость определения
уровень dFdCMP в опухоли для предсказания эф-
фективности химиотерапии с использованием
гемцитабина у пациентов РМП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование клинической значимости био-
маркеров были включены пациенты с РМП, по-
лучающие лечение химиотерапией с использова-
нием гемцитабина, из ретроспективной базы дан-
ных проекта Атласа генома опухолей (The Cancer
Genome Atlas Project (TCGA)) [12]. Данные о ре-
зультатах секвенирования и клиническая инфор-
мация о пациентах были доступны в базах данных
TCGA и cBioPortal (TCGA, PanCancer Atlas),
https://portal.gdc.cancer.gov/projects/TCGA-
BLCA). Профили экспрессии генов у пациентов с
раком мочевого пузыря, получающих химиотера-
пию с использованием гемцитабина и препаратов
группы платины (исходные данные в виде рид-
каунтов), были загружены из базы данных TCGA
и нормализованы методом FPKM (фрагменты на
килобазу на миллион картированных прочтений)
при помощи языка программирования Python.
Клинические данные пациентов (пол, возраст,
степень злокачественности опухоли, стадия забо-
левания, исход болезни (прогрессирование,
смерть пациента) в период наблюдения и срок на-
ступления соответствующего события) также бы-
ли загружены из базы данных TCGA.

В исследование включено 68 пациентов с
РМП: 44 – мужчины и 22 женщины (соотноше-
ние 2:1). Средний возраст больных на момент по-
становки диагноза составил 66 лет, из них до
60 лет – 12, и старше 60 лет – 56 человек. Боль-
шинство больных (70%) на момент постановки
диагноза имели III и IV стадию болезни. Все па-
циенты имели мышечно-инвазивный рак и им
была проведена операция по поводу удаления

первичной опухоли. Больные получали химиоте-
рапевтическое лечение с использованием гемци-
табина, из них 52 получали комбинацию гемцита-
бина и цисплатина; 13 – гемцитабина и карбопла-
тина; 3 – гемцитабина.

Полный ответ на химиотерапию (CR) по кри-
териям ответа опухоли на терапию RECIST на-
блюдался в 44% случаев, частичный ответ – в
12%, стабилизация болезни – в 12% и прогресси-
рование болезни (PD) – в 32% случаев. Все боль-
ные были прослежены в течение 2 лет или до на-
ступления смерти больного. Среди них прогрес-
сирование болезни наблюдалось у 46% (медиана
времени до прогрессирования составила 15.7 ме-
сяцев (от 3.4 до 24.0)), у 54% больных прогресси-
рования обнаружено не было. 68% пациентов бы-
ли живы на момент окончания наблюдения.

В соответствии с работой [13], скорости изме-
нения концентрации монофосфатной формы,
вне- и внутриклеточная концентрации гемцита-
бина описываются системой дифференциальных
уравнений:

(1)

(2)

(3)
где Vx – константы активности фермента x из
уравнения Михаэлиса-Ментен, ex – экспрессия
фермента x, Gemext(t), Gemint(t) – вне- и внутри-
клеточная концентрация гемцитабина в момент
времени t, dFdCMP(t) – внутриклеточная кон-
центрация монофосфатной формы гемцитабина,
Gemiv – “введенная” концентрация гемцитабина.
Скорость проникновения фермента описывали
уравнением Михаэлиса-Ментен. В качестве зна-
чений внешней концентрации препарата в ткани
опухоли брали значения концентрации гемцита-
бина в плазме крови пациентов при введении од-
нократной дозы 3.34 ммоль/м2 в течение 30 минут
(стандартное введение в клинических условиях),
приведенные в статье [13].

Для численного решения системы (1–3) ис-
пользовали язык программирования Python, па-
кет “integrate” библиотеки SciPy [14]. Для оценки
накопленной концентрации dFdCMP брали зна-
чение численного решения в точке времени t =
= 3.72 часов. Коэффициенты, необходимые для
подсчета относительного уровня монофосфатной
формы гемцитабина, приведены в табл. 1.

Статистический анализ результатов осуществ-
ляли в программе Python с использованием кри-

( ) ( )
( ) ( )( )
( ) ( )( )

= −
− − ⋅ −
− − ⋅

ext

1 ext int ENT1

2 ext int ENT2

' 'iv
ENT

ENT

Gem t Gem t
V Gem t Gem t e
V Gem t Gem t e

( ) ( ) ( )( )
( ) ( )( )

( )( )

= − ⋅ +
+ − ⋅ −

− − ⋅

int ENT1 ext int ENT1

ENT2 ext int ENT2

ENT2 CDA int CDA

'Gem t V Gem t Gem e
V Gem t Gem t e

V V Gem t e

t

( ) ( )( )= ⋅dCK int dCK'dFdCMP t V Gem t e

Таблица 1. Кинетические параметры, используемые
для подсчета dFdCMP

Параметр Значение

kM, ENT1 160 мкМ [15]
kM, ENT2 740 мкМ [15]
Vmax, ENT1 0.000009 мкМ/час [15]
Vmax, ENT2 0.000258 мкМ/час [15]
kM, dCK 4.6 мкМ [13]
Vmax, dCK 0.145 мкМ/час [13]
kMCDA, int 0.0434 мкМ [13]
VmaxCDA, int 0.11 мкМ/час [13]
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териев Манна-Уитни, логранга, а также точного
теста Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Из литературы известно, что трифосфатная
форма гемцитабина может быть использована в
качестве основного прогностического маркера
общей выживаемости пациентов с раком поджелу-
дочной железы [16]. Определение уровня dFdCMP
было выбрано с учетом того, что его выведение из
клетки минимально, и при этом его концентрация
соответствует концентрации гемцитабин трифос-
фата [15].

Интегральный показатель уровня dFdCMP
был подсчитан в клетках 68 пациентов с РМП с
использованием разработанной модели и в сред-
нем составил 0,018 (95% CI 0.011–0.025) условных
единиц (у.е.). Данные о корреляции dFdCMP и
ответом опухоли на химиотерапию представлены
в табл. 2.

При данном объеме выборки не обнаружено
значимой корреляции между значениями медиа-
ны уровней маркеров или уровнем dFdCMP и от-
ветом опухоли на химиотерапию (полный ответ
(CR) vs прогрессирование (PD)). Однако была от-

мечена тенденция к снижению вероятности отве-
та на химиотерапию при низких уровнях CDA
(p = 0.19), dFdCMP (p = 0.23) и высоких уровнях
ENT2 (p = 0.19). Также была обнаружена тенден-
ция к более раннему прогрессированию опухоли
(в течение 12 месяцев) после начала химиотера-
пии при низких значениях экспрессии CDA (p =
= 0.14) и уровня dFdCMP (p = 0.0995).

Клиническую значимость экспрессии марке-
ров ENT1, ENT2, dCK, CDA и относительного
уровня dFdCMP оценивали по ответу опухоли на
проводимую химиотерапию с использованием
гемцитабина (полный ответ vs прогрессия) и по
длительности времени до прогрессирования бо-
лезни. Все пациенты были разделены на подгруп-
пы с низкой (<50% от значений экспрессии/у.е.,
I-II квартиль) и высокой экспрессией марке-
ров/уровнем dFdCMP (>50% от значений экс-
прессии/уровня, III-IV квартиль).

Малый объем выборки не позволил выявить
корреляцию ответа на терапию гемцитабином с
уровнем экспрессии маркеров ENT1, ENT2, dCK
и CDA, однако, была отмечена тенденция к уве-
личению вероятности ответа на химиотерапию у
пациентов с низкой экспрессией CDA (p = 0.17).
Была выявлена взаимосвязь между пониженной

Таблица 2. Взаимосвязь маркеров и dFdCMP с ответом на химиотерапию

Ответ опухоли
на химиотерапию Медиана экспрессии Пациенты с низкой 

экспрессией/у.е., n
Пациенты с высокой 
экспрессией/у.е., n

ENT1

СR 4.56 12 18
PD 4.12 13 9
p-значение 0.43 0.26

ENT2

СR 2.07 17 13
PD 2.46 10 12
p-значение 0.19 0.58

dCK

СR 3.03 16 14
PD 3.06 9 13
p-значение 0.56 0.41

CDA

СR 1.91 17 13
PD 3.42 8 14
p-значение 0.19 0.17

dFdCMP

СR 0.0077 13 17
PD 0.0040 16 6
p-значение 0.23 0.049
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вероятностью ответа на химиотерапию и низким
относительным уровнем dFdCMP (p = 0.049).
Время до прогрессирования болезни было мень-
ше у пациентов, имеющих низкую экспрессию
ENT1: медиана времени до прогрессирования со-
ставила 14.9 ± 2.5 месяцев у пациентов с низкой
экспрессией и не достигнута у пациентов с высо-
кой экспрессией (р = 0.019) (Рис. 1. а).

При этом интегральный показатель dFdCMP,
определенный с помощью разработанной фарма-
ко-молекулярной модели, имел более высокую
предсказывающую значимость. Так, у пациентов,
имеющих низкий расчетный уровень dFdCMP,
медиана времени до прогрессирования составила
14.5 ± 3.7 месяцев, в то время как у пациентов,
имеющих высокий расчетный уровень dFdCMP,
достигнута не была (р = 0.017) (Рис. 1. б). Допол-
нительный статистический анализ показал, что
экспрессия маркеров и относительный уровень
dFdCMP не коррелируют со временем до мета-
стазирования и общей выживаемостью больных.

Таким образом, предсказывающее значение
транспортера ENT1 для прогрессирования паци-
ентов с РМП, получавших химиотерапию с ис-
пользованием гемцитабина, требует дополни-
тельного изучения. Несмотря на то, что в нашей
работе были использованы данные секвенирования
мРНК интересующих транспортеров и ферментов
для отображения их индивидуального вклада в ме-
таболизм препарата у больных РМП, упрощенная
фармако-молекулярная модель определения отно-
сительного уровня dFdCMP позволила установить,
что он является более значимым фактором прогно-
за прогрессирования РМП при химиотерапии с ис-
пользованием гемцитабина, чем экспрессия от-
дельных маркеров, влияющих на образование его
активной формы. Нами была показана клиниче-
ская значимость фармако-молекулярной модели
для предсказания прогрессирования РМП у паци-

ентов, получавших химиотерапию с использовани-
ем гемцитабина.
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Рис. 1. Взаимосвязь а) высокой/низкой экспрессии ENT1 и б) высокое/низкое относительное значение dFdCMP с вы-
живаемостью без прогрессии.
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INTRACELLULAR GEMCITABINE MONOPHOSPHATE LEVELS PREDICT 
CHEMOTHERAPY EFFICACY IN GEMCITABINE-TREATED PATIENTS 

WITH BLADDER CANCER
M. R. Yanovaa,#, A. P. Zhiyanova, I. D. Antipenkoa, S. A. Slobodova, and E. V. Stepanovaa

aNIU Higher School of Economics, Faculty of Biology and Biotechnology, Moscow, Russian Federation
#е-mail: myanova@hse.ru

Gemcitabine monophosphate (dFdCMP), one of the intracellular forms of phosphorylated gemcitabine, de-
termines its antitumor activity. A pharmaco-molecular model for determining gemcitabine relative mono-
phosphate levels has been developed based on the assessment of the activity of ENT1, ENT2 channels and
dCK, CDA enzymes in tumor tissue. Gemcitabine relative monophosphate levels is a more relevant predic-
tive factor of gemcitabine resistance of bladder cancer when compared with the expression of individual
markers related to dFdCMP formation.

Keywords: bladder cancer, gemcitabine, cytotoxicity, mathematical model
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