
УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ, 2021, том 141, № 4, с. 351–367

351

МЕХАНИЗМЫ ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ
ПРИ ОСТРОМ МИЕЛОИДНОМ ЛЕЙКОЗЕ

© 2021 г.   Н. М. Боброва1, Т. В. Романовская2, *
1РНПЦ онкологии и медицинской радиологии им. Н.Н. Александрова, Минск, Беларусь

2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь
*e-mail: ramanouskaya_tv@bsu.by
Поступила в редакцию 28.02.2021 г.

После доработки 04.03.2021 г.
Принята к публикации 04.03.2021 г.

Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – совокупность гематологических заболеваний, характеризую-
щихся клональной экспансией незрелых миелоидных предшественников. Химиотерапия является
одним из основных методов лечения ОМЛ. Однако возникновение лекарственной устойчивости
у лейкозных клеток, являясь серьезным препятствием для терапии заболевания, ухудшает клини-
ческий исход. Для разработки грамотных стратегий лечения ОМЛ необходимо понимать суть ме-
ханизмов резистентности к тем или иным цитостатикам и цитотоксическим препаратам. Данный
обзор посвящен различным известным на сегодняшний день механизмам, лежащим в основе воз-
никновения лекарственной устойчивости у лейкозных клеток на уровне внутриклеточных моле-
кулярных путей и на уровне межклеточной коммуникации.
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ВВЕДЕНИЕ
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) представ-

ляет собой совокупность фенотипически и гено-
типически гетерогенных гематологических забо-
леваний, которые характеризуются клональной
экспансией слабодифференцированных миело-
идных предшественников (Lagunas-Rangel et al.,
2017). Образование лейкозных клеток и их экс-
пансия обусловлены возникновением в клетке-
предшественнице гемопоэза мутации, вследствие
которой происходит блок дифференцировки и
начинается неконтролируемая пролиферация не-
зрелых миелоидных клеток (Савченко и др.,
2014). В результате происходит аномальное на-
копление таких клеток в периферической крови и
костном мозге, реже – в других органах (De Kouc-
hkovsky, Abdul-Hay, 2016; Lagunas-Rangel et al.,
2017). Таким образом, сценарии развития гемо-
бластозов и солидных опухолей имеют много об-
щих черт. Во-первых, определенные мутации и
эпигенетические изменения ведут к избыточному
размножению отдельных клонов. Во-вторых, в
аномальных клетках генерируются собственные
сигналы пролиферации, а ингибирующие ее сиг-
налы ими не воспринимаются. В-третьих, не за-
пускаются процессы гибели незрелых миелоид-
ных клеток в результате апоптоза или уничтоже-
ния их иммунной системой. Тем не менее,

главной причиной смерти больных ОМЛ являет-
ся недостаточность функции костного мозга, то
есть способность метастазировать вносит мень-
ший вклад в патогенез ОМЛ, чем в случае солид-
ных опухолей (Копнин, 2012). По количеству ле-
тальных исходов от онкологических заболеваний
острый миелоидный лейкоз находится на шестом
месте (Du, Chen, 2017).

Химиотерапия является основным и в некото-
рых случаях единственным способом лечения он-
кологических заболеваний (Блохин, 2005). Так,
классический режим лечения ОМЛ включает в
себя внутривенное введение цитарабина на про-
тяжении семи дней и одновременное введение на
протяжении первых трех дней этого срока дауно-
рубицина (режим “7+3”) (Gabra, Salmena, 2017).
Возникновение лекарственной устойчивости у
клеток ОМЛ может существенно осложнить лече-
ние заболевания.

Невосприимчивость к препаратам, развиваю-
щаяся в процессе проведения химиотерапии, вы-
зывает рецидив болезни, ухудшая тем самым кли-
нический исход. В связи с этим для грамотного
выбора терапевтического режима необходимо
понимать суть молекулярных механизмов, лежа-
щих в основе явления лекарственной устойчиво-
сти (Zheng, 2017).
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Нарушая те или иные функции в физиологии
клеточного деления и клеточного метаболизма,
противоопухолевые препараты стимулируют ста-
рение и апоптоз лейкозных клеток. Сводная ин-
формация по основным группам применяемых в
терапии ОМЛ препаратов и механизмам их дей-
ствия приведена в табл. 1 (составлена по Гольд-
берг, Матяш, 2017; Сonstance, Lim, 2012; Valdez
et al., 2012; Kartanjian et al., 2015; Liu et al., 2016b;
Bertuccio et al., 2017; Visconti, Grieco, 2017).

Из исследований последних лет можно сделать
вывод о том, что устойчивые к химиотерапии
клоны в основном возникают из-за мутаций в
лейкозных стволовых клетках. Как и другие ство-
ловые клетки, они обладают свойством плюрипо-
тентности и способны самовоспроизводиться в
присутствии клеток микроокружения. Послед-
ние образуют особые регуляторные ниши, пред-
назначенные для поддержания стволовых клеток
и защиты их от неблагоприятных воздействий.
Лейкозные стволовые клетки способны конкури-
ровать с нормальными гемопоэтическими ство-
ловыми клетками, вытесняя последние из таких
ниш (Tabe, Konopleva, 2014; Corces et al., 2017).
Многообразие механизмов, приводящих к появ-
лению резистентности ОМЛ, можно свести к не-
скольким ключевым аспектам клеточной физио-
логии (рис. 1). Мы представляем обзор основных
путей, которые вовлечены в развитие лекарствен-
ной устойчивости при лейкозах и, в частности,

при ОМЛ, с учетом результатов недавних иссле-
дований. Также мы приводим сведения о препа-
ратах, которые позволяют воздействовать на те
или иные механизмы лекарственной устойчиво-
сти, подавляя их и тем самым повышая эффек-
тивность действия лекарств при их комбиниро-
ванном применении.

ТРАНСПОРТНЫЕ БЕЛКИ СЕМЕЙСТВА АВС

Функция белков данного семейства (ABC,
ATP-binding cassette protein) заключается в деток-
сикации клеток за счет активного транспорта из
них токсических молекул. Основные члены этой
группы – P-гликопротеин (P-gp), также имею-
щий синонимичное название MDR1 (multidrug
resistance protein 1) и белок MRP1 (multidrug resis-
tance-associated protein 1). Гиперэкспрессия P-gp
часто наблюдается в случаях ОМЛ с повышенным
риском (Lainey et al., 2012). P-gp представляет
собой гликозилированный интегральный мем-
бранный белок с молекулярной массой 170 кД.
После связывания вещества с внутриклеточным
доменом белка-транспортера, обращенным в
цитозоль, происходит АТФ-зависимое измене-
ние конформации белка, и вещества выводятся
во внешнее пространство. Гидролиз АТФ необ-
ходим для каждого нового цикла связывания и
выведения молекул субстрата из клетки (Du,
Chen, 2017).

Таблица 1. Основные группы противоопухолевых препаратов, применяемых при лейкозах

Группа (с примерами) Принцип действия

I. Алкилирующие агенты (бусульфан, произ-
водные нитрозомочевины) и соединения пла-
тины (цисплатин)

Вызывают формирование аддуктов в ядерной ДНК, способ-
ствуя образованию межнитевых и внутринитевых поперечных 
сшивок в ДНК и блокируя таким образом прохождение кон-
трольных точек клеточного цикла

II. Антиметаболиты (метотрексат, гемцита-
бин, цитарабин, азацитидин, гидроксимоче-
вина)

Аналоги естественных субстратов клеточных ферментов, инги-
бирующие синтез нуклеотидов и нуклеиновых кислот по конку-
рентному механизму

III. Препараты, действующие на микротру-
бочки (винбластин, доцетаксел, колхицин)

Подавляют полимеризацию или деполимеризацию тубулинов, 
нарушая формирование веретена деления

IV. Ингибиторы топоизомераз (этопозид, дау-
норубицин, митоксантрон и др. антрацикли-
новые антибиотики)

Нарушают синтез нуклеиновых кислот, интеркалируя в ДНК и 
взаимодействуя с топоизомеразами

V. Ингибиторы протеинкиназ (гефитиниб, 
иматиниб и др.)

Подавляя активность протеинкиназ, препятствуют фосфорили-
рованию белков, участвующих в стимуляции пролиферации и 
подавлении апоптоза клеток

VI. Ингибиторы белкового синтеза (L-аспара-
гиназа, омацетаксин)

L-аспарагиназа нарушает синтез белка вследствие разрушения 
некоторых аминокислот; омацетаксин непосредственно инги-
бирует белки рибосом

VII. Вещества, действующие на клеточные 
мембраны (пептидные препараты)

Изменяют барьерные свойства мембраны митохондрий, спо-
собствуя инициации апоптоза
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В норме P-gp способствует поддержанию кле-
точного гомеостаза, препятствуя накоплению в
цитоплазме токсических веществ. С другой сто-
роны, его экспрессия на раковых клетках снижает
эффективность действия терапевтических препа-
ратов. Во многих исследованиях показана поло-
жительная зависимость между активностью P-gp
и значениями IC50 (полумаксимальной ингиби-
рующей концентрации) цитотоксических препа-
ратов. Так, по результатам одного из исследова-
ний (Tang et al., 2009) значение IC50 для препарата
DM4 (ингибитор полимеризации тубулинов, про-
изводное майтанзина) в полученной устойчивой
линии K562/HHT40 (хронический миелоидный
лейкоз) при обработке зосуквидаром – специфи-
ческим ингибитором данного транспортера – сни-
зилось с 18.4 ± 1.2 до 6.5 ± 0.6 нМ. В работе (Lainey
et al., 2012) показано ингибирующее действие эр-
лотиниба и гефитиниба в отношении транспорт-
ных белков семейства ABC. Применение азаци-
тидина в сочетании с одним из этих веществ обес-
печивало более эффективную гибель клеток
ОМЛ (как модельных линий, так и первичных
культур от пациентов), чем в случае одиночного
воздействия азацитидина. Интересно, что перво-
начально противоопухолевый эффект этих со-
единений связывали с их способностью подав-
лять киназную активность рецепторов эпидер-
мального фактора роста. С тем же механизмом
оказалось ассоциировано синергическое дей-
ствие на линии ОМЛ эрлотиниба с этакридином.
Этакридин нарушает работу ферментов метабо-
лизма в клетках, индуцируя формирование повы-

шенного количества активных форм кислорода
(АФК). Комбинирование его с эрлотинибом
обеспечило более высокий уровень накопления
АФК в клетках ОМЛ (Rotin et al., 2016).

Субстраты P-gp разнообразны по своей хими-
ческой структуре. Так, повышенная экспрессия
P-gp вызывает устойчивость к антрациклиновым
антибиотикам, алкалоидам барвинка, пептидным
антибиотикам и т.д. (Du, Chen, 2017; Hano et al.,
2018). Вместе с тем следует отметить, что влияние
экспрессии P-gp на цитотоксическое действие
препарата зависит от тонких деталей его химиче-
ского строения. Так, при исследовании действия
идарубицина и доксорубицина на различные кле-
точные линии (человеческие и мышиные) с по-
вышенной экспрессией P-gp было показано, что
первый препарат проявлял значимую активность,
а второй – нет. Оба вещества относятся к группе
антрациклинов; в их молекулах есть один и тот же
углеводный компонент молекулы – даунозамин
(pKa = 8.4). Атом азота в аминогруппе этого ком-
понента протонирован и потому несет положи-
тельный заряд. Однако в силу деталей химиче-
ской структуры идарубицин обладает большей
липофильностью, чем доксорубицин (рис. 2),
вследствие чего лучше проникает в клетку и в ней
удерживается (Ma et al., 2009).

Как сказано выше, ингибирование белков-
транспортеров в условиях in vitro повышает эф-
фективность цитотоксического действия препа-
ратов. Однако применение их в клинической
практике осложняется тяжелыми побочными эф-

Рис. 1. Шесть ключевых событий, с которыми связано возникновение лекарственной устойчивости (адаптирован по:
Gabra, Salmena, 2017).
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фектами ввиду интоксикации здоровых тканей
(Callaghan et al., 2014).

СИСТЕМА РЕПАРАЦИИ
ПОВРЕЖДЕНИЙ ДНК

Репарация ДНК – это процесс, в результате
которого клетка обнаруживает и исправляет по-
вреждения ДНК. Такие повреждения могут воз-
никнуть в результате действия внешних (воздей-
ствие ультрафиолета, рентгеновских и γ-лучей,
химиотерапевтических препаратов) и внутренних
(гидролиз, окисление под действием АФК, алки-
лирование оснований в ДНК, появление неспа-
ренных оснований) факторов. На клеточном
уровне многочисленные повреждения ДНК мо-
гут приводить к возникновению генетической не-
стабильности, старению клеток и апоптозу. Вме-
сте с тем это и одна из предпосылок к развитию
онкологий. Механизмы репарации ДНК много-
численны, включая: 1) прямое восстановление;
2) репарацию неспаренных оснований; 3) эксци-
зию нуклеотидов; 4) эксцизию оснований; 5) го-
мологичную рекомбинацию (HR, homologous re-
combination); 6) негомологичное сращивание кон-
цов (NHEJ, non-homologous end joining) (Hakem,
2008; Zheng, 2017). Репарации предшествует акти-
вация генов системы ответа на повреждение ДНК
(DDR, DNA damage response). DDR запускается с
помощью молекулярного каскада, включающего
фосфорилирование, поли-АДФ-рибозилирова-
ние, убиквитинилирование. При этом происхо-
дит координированная активация генов, контро-
лирующих прохождение контрольных точек кле-
точного цикла, что приводит к замедлению или
временной остановке деления. Эта задержка ис-
пользуется клеткой для репарации. Молекулы-
сенсоры повреждений ДНК, собственно белки
репарации, белки, участвующие в репликации

ДНК и в регуляции контрольных точек клеточно-
го цикла образуют в клетках млекопитающих
плотную сеть взаимодействий (Esposito, So, 2014).

Механизм действия многих противоопухоле-
вых препаратов опирается на их генотоксическое
действие, то есть способность индуцировать по-
явление повреждений ДНК в быстро делящихся
раковых клетках. В частности, это аналоги нукле-
иновых оснований, алкилирующие препараты и
цисплатин (группы I и II в таблице 1), а также ин-
гибиторы топоизомераз (группа IV в таблице 1).
Вызываемые ими повреждения приводят к воз-
никновению генотоксического стресса при ре-
пликации ДНК и, как следствие, индукции апо-
птоза. Однако чувствительность раковых клеток к
таким препаратам зависит от особенностей реа-
лизации в этих клетках механизмов ответа на по-
вреждения.

Если в ДНК повреждена только одна цепь, то
чаще всего запускается механизм репарации с
эксцизией оснований (BER, base excision repair).
В этом случае происходит замена оснований, по-
врежденных в результате действия АФК либо ал-
килирующих агентов. Механизм репарации с
эксцизией нуклеотидов (NER, nucleotide excision
repair) позволяет удалить как поврежденные нук-
леотиды, так и крупные аддукты, нарушающие
геометрию спирали ДНК. Подобные дефекты мо-
гут появиться в результате действия УФ-лучей
или химиотерапевтических агентов. Участвую-
щий в этом механизме белок XPD, являющийся
субъединицей TFIIH (transcription factor II Hu-
man), необходим для расплетения ДНК вблизи
повреждения; кроме того, он стимулирует актив-
ность p53. У пожилых людей, гомозиготных по
полиморфизму Lys751Gln в XPD (данная замена
снижает функциональную активность белка),
средняя 1-годичная выживаемость на фоне ле-
карственной терапии существенно ниже (23%) по
сравнению с таковой для пациентов без данной
замены (38%). Кроме того, гомозиготность по
данной замене ассоциирована с повышенным
риском развития вторичного ОМЛ при лечении
онкологических заболеваний. Это указывает на
вероятную повышенную устойчивость клеток
ОМЛ с такой заменой к действию цитотоксиче-
ских препаратов (Allan et al., 2004)

Двойные разрывы ДНК относятся к самым
опасным повреждениям. Они образуются при
действии ионизирующего излучения, химиотера-
певтических агентов (например, ингибиторов то-
поизомеразы II), избыточного количества АФК.
Разорванные участки молекулы могут быть непра-
вильно соединены, в результате чего возникают
инсерции и делеции. Двойные разрывы ДНК мо-
гут быть репарированы в результате репарации по
пути HR или NHEJ. Оба процесса запускаются
активацией одних и тех же белков – ATM (ataxia-

Рис. 2. Химическая структура идарубицина (IDA) и
доксорубицина (DOX). Объяснение – в тексте (адап-
тирован по: Ma et al, 2009).
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teleangiectasia mutated, серин/треониновая проте-
инкиназа), DNA-PK (DNA-PK – ДНК-зависимая
протеинкиназа), ATR (ATM and Rad3-related). Эти
киназы фосфорилируют другие белки, принима-
ющие участие в ответе на двунитевые разрывы
ДНК и дальнейшей репарации (Long et al., 2017).
HR происходит только в S- и G2-фазу клеточного
цикла. Одним из ключевых белков, участвующих
в этом процессе, является рекомбиназа RAD51.
Гомологичная рекомбинация отличается боль-
шой точностью, но происходит только в деля-
щихся клетках, так как для репарации в качестве
матрицы нужна сестринская хроматида. Второй
механизм – NHEJ – менее точный: в ходе NHEJ,
как правило, образуются небольшие делеции или
инсерции. Здесь ключевым является белковый
комплекс ku70/ku80/DNA-PK (Esposito, So, 2014),
активация которого не зависит от стадии клеточ-
ного цикла.

Рассмотрим, каким образом запускается ответ
на повреждение ДНК при действии антиметабо-
лита цитарабина. Этот химиотерапевтический
агент является нуклеозидным аналогом: он вклю-
чается в растущие цепи ДНК при репликации и
препятствует их дальнейшему синтезу. В резуль-
тате ДНК-полимеразы останавливаются, а хели-
казы продолжают расплетать ДНК – образуются
одноцепочечные участки молекулы. Это приво-
дит к активации киназы ATR, которая запускает
каскад фосфорилирования: активируется CHK1
(checkpoint kinase 1), которая, в свою очередь,
фосфорилирует CDC25A (cell division cycle 25 ho-
molog A или M-phase inducer phosphatase 1), что
приводит к деградации этой фосфатазы и оста-
новке клеточного цикла. Ингибирование CHK1 в
лейкозных клетках с помощью селективного инги-
битора GDC-0575 усиливает эффект цитарабина.
Однако этот эффект наблюдается только в кле-
точных линиях, чувствительных к цитарабину; в
случае резистентных линий он очень незначите-
лен (Di Tullio et al., 2017). Таким образом, появле-
ние двойных разрывов ДНК вследствие действия
препарата и их влияние на жизнеспособность
клетки зависит от свойств конкретной клеточной
линии. Данное положение подтверждают резуль-
таты исследования (Salunkhe et al., 2018), суть ко-
торого заключалась в обработке доксорубицином
трех лейкозных линий: “ранней” резистентной,
“поздней” резистентной и родительской. В клет-
ках “поздней” линии двойные разрывы не были
идентифицированы. Для клеток двух других ли-
ний, напротив, было показано наличие разрывов
ДНК, но гибли только клетки родительской ли-
нии. Дальнейший анализ показал, что в клетках
“ранней” линии повышена экспрессия гистон
ацетилтрансферазы GCN5L2. Известно, что аце-
тилирование гистонов приводит к деконденса-
ции хроматина; белок ATM в таком случае лучше
взаимодействует с сайтами повреждения. По-

средством фосфорилирования он активирует ги-
стон H2AX (эпигенетический маркер двуцепо-
чечных разрывов хромосом), чекпойнт-киназу
CHK2 и прочие белки каскада, запускает меха-
низм репарации ДНК и, следовательно, способ-
ствует выживанию клеток. Отсутствие действия
доксорубицина на клетки “поздней” линии ис-
следователи объяснили снижением темпов по-
глощения ими препарата (Salunkhe et al., 2018).

Митоксантрон индуцирует более выраженную
активацию включения в хроматин гистона H2AX,
чем этопозид, поскольку повреждает ДНК как за
счет интеркаляции, так и за счет усиления гене-
рации АФК. Кроме того, исследования на клет-
ках ОМЛ у детей показали, что митоксантрон
(но не этопозид) способствует фосфорилирова-
нию DNA-PK и репарации двунитевых разрывов
по механизму NHEJ. Ингибирование DNA-PK
восстанавливало чувствительность резистент-
ных лейкозных клеток к митоксантрону in vitro
(Long et al., 2017). Одним из важных белков, при-
нимающих участие в ответе на генотоксический
стресс, оказалась инозитолполифосфат 4-фосфа-
таза II (INPP4B), обеспечивающая регуляцию
фосфатидилинозитол-опосредованного сигналь-
ного пути. Клетки линии ОМЛ KG-1 с повышен-
ной экспрессией INPP4B при обработке цитара-
бином обладали повышенной жизнеспособно-
стью по сравнению с клетками линии HL60, у
которых уровень экспрессии INPP4B ниже. Кроме
того, у первой упомянутой линии обнаружилось
меньшее количество фосфорилированного ги-
стона H2AX. Нокдаун экспрессии INPP4B в клет-
ках KG-1 привел к увеличению количества фос-
форилированного H2AX, что ассоциировалось с
повышением чувствительности клеток этой ли-
нии к цитарабину (Wang et al., 2016).

АБЕРРАНТНЫЙ СПЛАЙСИНГ
Сплайсинг – это высокорегулируемый про-

цесс формирования зрелой мРНК, кодирующей
функциональный белок. В этот процесс вовлече-
но более двухсот различных молекул – факторов
сплайсинга, которые способствуют сплайсингу
или подавляют его в определенных точках. Вме-
сте с малыми ядерными РНК факторы сплайсин-
га формируют комплекс, называемый сплайсо-
сомой. Этот комплекс разрезает, а затем сшивает
пре-мРНК в определенных участках. Наиболее
известные факторы сплайсинга – это богатые
серином белки (SR, serine-rich proteins), которые
способствуют включению кассетных экзонов, и
гетерогенные ядерные рибонуклеопротеины
(hnRNP, heterogenous nuclear ribonucleoproteins),
которые обычно способствуют пропуску экзо-
нов. Альтернативный сплайсинг – важная часть
нормального гемопоэза: он играет роль в клеточ-
ной дифференцировке и быстрых ответах на
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внешние воздействия. Мутации факторов сплай-
синга отражаются на всем транскриптоме клетки,
так как их следствием является изменение пат-
тернов сплайсинга для множества генов. Если
альтернативный сплайсинг затрагивает трансли-
руемую область мРНК, то могут образовываться
функционально отличающиеся (как правило,
укороченные) изоформы белка, в то время как из-
менения в нетранслируемых участках отражаются
на стабильности транскрипта и эффективности
трансляции.

В процессе клональной эволюции лейкозных
клеток мутации, вызывающие нарушение сплай-
синга, могут повышать выживаемость опухоле-
вых клеток за счет продукции антиапоптотиче-
ских изоформ белков и снижения восприимчиво-
сти клеток к внутренним и внешним сигналам
апоптоза. Особенно часто при онкологических
заболеваниях крови, включая ОМЛ, детектируют-
ся мутации факторов сплайсинга SF3B1, SRSF2 и
U2AF1, а также гиперэкспрессия фактора сплай-
синга SRSF1 (De Necochea-Campion et al., 2016).
Сложные изменения в паттернах альтернативно-
го сплайсинга наблюдаются в ответ на нокдаун
гибридного гена RUNX1-RUNX1T1 (данный ген
кодирует белок, функционирующий в роли
транскрипционного фактора) в клеточных ли-
ниях ОМЛ и в первичных лейкозных клетках с
транслокацией t(8:21). Это связано с изменени-
ем уровней экспрессии множества генов факто-
ров сплайсинга, промоторы которых содержат
мотивы для связывания продукта гибридного ге-
на, и также с изменением частоты использования
альтернативных промоторов генов при их тран-
скрипции (Grinev et al., 2021)

Многие мутации в генах белков сплайсосом
находятся в клетке в гетерозиготном состоянии.
Это означает, что гомозиготность по какой-либо
из них может быть летальна; не исключен и доми-
нантный негативный эффект (Makishima et al.,
2012). В целом при ОМЛ мутации в генах сплай-
сосомных белков встречаются реже, чем при мие-
лодиспластическом синдроме (de Necochea-Cam-
pion et al., 2016).

Альтернативный сплайсинг может влиять на
лекарственную устойчивость посредством кон-
троля относительной продукции проапоптотиче-
ских и антиапоптотических изоформ некоторых
белков-регуляторов. В частности, антагонистиче-
ская активность показана для белковых продук-
тов генов BAX, BIM, CASP9, c-FLIP и ряда других.

Cуществует два основных механизма реализа-
ции апоптоза, которые отличаются способами
индукции и спецификой сигнальных путей. Путь,
запускаемый извне (extrinsic apoptosis), регулиру-
ется за счет “рецепторов смерти” на поверхности
клеточной мембраны. Это белки из семейства ре-
цепторов факторов некроза опухолей (TNF, tu-

mor necrosis factor), такие как FAS (first apoptosis
signal receptor) и TRAIL-R1 (tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand receptor 1). После
связывания с лигандом цитозольный белок-адап-
тор FADD (Fas-associated death domain) активирует
прокаспазу-8, и та инициирует процесс форми-
рования сигнального комплекса, запускающего
клеточную гибель (DISC, death-inducing signaling
complex). В этом комплексе прокаспаза-8 (CASP8)
становится активной и активирует иные проапо-
птотические молекулы, в частности, другие кас-
пазы. Этот путь может подавляться антиапопто-
тическими белками на уровне взаимодействия
лиганда с рецептором или передачи сигнала от
рецептора внутри клетки.

Второй механизм инициации апоптоза (intrin-
sic apoptosis) зависит от внутриклеточных сигна-
лов стресса (повреждение ДНК является одним из
таких сигналов), которые индуцируют повышение
проницаемости митохондриальной мембраны, что
приводит к активации CASP9. Проницаемость мито-
хондриальной мембраны в основном контролиру-
ется белками семейства Bcl-2 (B-cell lymphoma 2).
Альтернативные изоформы этих белков обладают
про- и антиапоптотическими свойствами. Пока-
зано, что повышенная экспрессия антиапоптоти-
ческих белков этого семейства делает клетки
устойчивыми к разным воздействиям, притом за-
пуск того или иного белкового каскада отличается
в зависимости от используемого терапевтическо-
го агента. Такой фактор сплайсинга, как SRSF1
(serine-rich splicing factor 1) способствует образо-
ванию изоформ Bcl-2-подобного белка 11 (BIM),
лишенных проапоптотической активности. Было
установлено, что гиперэкспрессия SRSF1 связана
с активацией комплекса mTORC1 (mammalian
target of rapamycin complex 1), связанного с про-
грессией ОМЛ и клональным отбором во время
воспроизводства клеток при рецидивах после ре-
миссии. Повышение экспрессии изоформ бел-
ков, действующих в роли ингибиторов каспазной
активности, ассоциировано с возникновением
лекарственной резистентности многих новообра-
зований, в том числе ОМЛ (de Necochea-Campion
et al., 2016).

Для гена каспазы CASP9 два установленных
альтернативных продукта сплайсинга CASP9a и
CASP9b отличаются наличием/отсутствием кас-
сеты из четырех экзонов: первая изоформа про-
апоптотическая, а вторая – антиапоптотическая.
Повышение относительного уровня экспрессии
изоформы CASP9b выявляется в устойчивых к ле-
карствам клетках ОМЛ с повышенной активно-
стью сигнального пути AKT (de Necochea-Campi-
on et al., 2016).

Интересно, что в свою очередь сама гиперак-
тивация AKT-пути в клетках ОМЛ в большой до-
ле случаев бывает обусловлена продукцией аль-
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тернативных изоформ рецепторной тирозинки-
назы FLT3 – в результате альтернативного
сплайсинга формируются конститутивно актив-
ные формы белка, работающие в отсутствие ли-
ганда для этого рецептора. Избыточное образова-
ние таких изоформ выявляется в 25% случаев
ОМЛ (de Necochea-Campion et al., 2016).

Даже одна и та же изоформа белка может про-
являть разные свойства в зависимости от условий.
Так, белок с-FLIP существует в виде нескольких
антиапоптотических изоформ – двух коротких
(c-FLIPS) и длинной (c-FLIPL). Результаты ана-
лиза экспрессии мРНК у взрослых, больных
ОМЛ, показали, что у пациентов с повышенным
уровнем экспрессии длинной изоформы (но не
короткой) трехлетняя выживаемость была значи-
тельно ниже, чем у пациентов с низкой экспрес-
сией (p = 0.04). Однако подавление обоих тран-
скриптов с помощью siРНК (малой интерфери-
рующей РНК) вызывало индукцию апоптоза
либо повышение чувствительности к рекомбинант-
ному TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) в
зависимости от клеточной линии (McLornan et al.,
2012). Было обнаружено, что длинная изоформа c-
FLIP подавляет апоптоз при экспрессии в больших
концентрациях, а в малых, напротив, способствует
активации каспазы CASP8, тем самым индуцируя
апоптоз (De Necochea-Campion et al., 2016). Экс-
прессия с-FLIP может быть подавлена малыми
молекулами с разными механизмами действия,
например, тритерпеноидами или протеасомным
ингибитором бортезомибом, но все они обладают
плейотропным действием, что служит препят-
ствием для использования этих ингибиторов в те-
рапии в связи со значительными побочными эф-
фектами (McLornan et al., 2012).

Ответ на терапевтическое воздействие опреде-
ляется количественным соотношением про- и
антиапоптотических изоформ. Такой белок, как
сурвивин, подавляет апоптоз, стабилизируя не-
которые антиапоптотические белки и блокируя
проапоптотические. Альтернативный сплайсинг
приводит к образованию пяти изоформ сурвиви-
на, различающихся по способности взаимодей-
ствовать с другими белками. Различные изофор-
мы сурвивина имеют свои паттерны компартмен-
тализации в клетке, которые могут меняться в
процессе химиотерапии (De Necochea-Campion
et al., 2016).

Мы привели здесь лишь небольшую часть из-
вестных случаев ассоциации альтернативного
сплайсинга с лекарственной устойчивостью при
ОМЛ. Более полно этот вопрос рассмотрен в специ-
альном обзоре (de Necochea-Campion et al., 2016).

Тем не менее, не все мутации сплайсосомных
компонентов связаны с плохим прогнозом.
В частности, мутации SF3B1 (splicing factor 3B
subunit 1) при миелодиспластическом синдроме

ассоциированы с невысоким риском развития
ОМЛ (Makishima et al., 2012).

ИЗМЕНЕНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНО-
ВОССТАНОВИТЕЛЬНОГО БАЛАНСА

Нормальные клетки способны поддерживать
баланс между оксидантами и антиоксидантами.
Оксиданты – АФК, такие как пероксид водорода,
гидроксильный радикал, супероксид и синглет-
ный кислород, в субмикромолярных концентра-
циях действуют как вторичные посредники при
регуляции пролиферации, клеточной гибели и
других процессах в клетке. Избыточный уровень
АФК индуцирует окислительный стресс, кото-
рый может привести к старению клеток здоро-
вых тканей или к их злокачественному перерож-
дению. Экстремально высокий уровень АФК
приводит к гибели клеток. Замечено, что многие
антинеопластические препараты (паклитаксел,
цисплатин и др.) вызывают повышение внутри-
клеточной концентрации АФК, что может яв-
ляться одним из важных аспектов их цитотокси-
ческого действия (Pavlov et al., 2017; Kalinina
et al., 2018). Однако в процессе химиотерапии в
некоторых клетках опухоли может установиться
новый окислительно-восстановительный баланс.
Суть этого явления состоит в том, что, с одной
стороны, аккумулируется все больше АФК, с дру-
гой – усиливается работа антиоксидантной си-
стемы. В результате клетки новообразования
приобретают устойчивость к препаратам (Liu
et al., 2016b).

Описано возникновение резистентности при
ОМЛ, опосредованное гиперэкспрессией тран-
скрипционного фактора NRF2 (nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2). NRF2 – это главный
регулятор антиоксидантного ответа, который иг-
рает роль также и в развитии лекарственной устой-
чивости солидных опухолей. Он связывается с так
называемыми “элементами антиоксидантного
ответа” (ARE, antioxidant response elements) в
ДНК и контролирует активность широкого спек-
тра генов, вовлеченных в установление окисли-
тельно-восстановительного баланса, синтез глу-
татиона и детоксикацию лекарственных препара-
тов. ARE расположены также в промоторных
областях генов интегральных транспортных бел-
ков. NRF2 постоянно заякорен в цитоплазме с
помощью белка KEAP1 (Kelch-like ECH-associat-
ed protein 1); KEAP1 способствует убиквитинили-
рованию NRF2 и его дальнейшей протеасомной
деградации. При нарушении окислительно-вос-
становительного баланса в клетке цистеиновые
остатки белка KEAP1 в положениях 273 и 288 окис-
ляются, что приводит к освобождению NRF2, его
транслокации в ядро и активации генов-мишеней
(рис. 3) (Liu et al., 2016b). Гиперэкспрессия NRF2
в общем случае происходит по причине мутаций
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или аберрантной посттрансляционной модифи-
кации белка KEAP1, активации транскрипции
онкогенным Ras или c-MYC либо – уже на уровне
белкового продукта гена – благодаря фосфорили-
рованию его по остаткам серина, тирозина или
треонина, которое защищает этот белок от убик-
витинирования. В исследовании (Karathedath
et al., 2017) было показано, что в образцах первич-
ного ОМЛ с высокими значениями IC50 ex vivo для
цитарабина и даунорубицина значительно повы-
шено содержание РНК гена NRF2. Нокдаун гена,
как и обработка ингибитором NRF2 брусатолом

увеличили чувствительность клеток к вышеупо-
мянутым препаратам, а также снизили их способ-
ность к формированию колоний. Важно отме-
тить, что в отличие от солидных опухолей экс-
прессия NRF2 в ОМЛ не зависела от активности
пути PI3K/AKT (Karathedath et al., 2017).

АКТИВАЦИЯ ПРООНКОГЕНОВ
Во многих случаях при первичных ОМЛ выявля-

ется конститутивная активация пути PI3K/AKT в
лейкозных клетках (Martelli et al., 2007). Он регу-
лирует выживаемость и химиорезистентность
клеток посредством активации антиапоптотиче-
ского белка NF-κB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) и подавления
опухолевого супрессора p53. PI3K (фосфатидил
инозитол-3 киназа) относится к семейству киназ,
играющих ключевую роль в пролиферации и вы-
живании клеток. AKT является серин/треонин-
специфичной протеинкиназой, которая также
вовлечена в процессы транскрипции, апоптоза,
пролиферации и миграции клеток. Мишеней у
этой киназы множество (Grandage et al., 2005).
Так, фосфорилирование 136-й аминокислоты
(серина) в белке BAD (Bcl-2-associated death pro-
moter) этой киназой ведет к диссоциации его
комплекса с Bcl-2/Bcl-X и подавлению функции
BAD как индуктора апоптоза (Zheng, 2017). AKT
активируется фосфорилированием 308-го трео-
нина и 473-го серина. Конститутивное фосфори-
лирование AKT связано с меньшей общей выжи-
ваемостью пациентов с ОМЛ. Инкубация клеток
с селективным ингибитором PI3K, LY294002,
снижает или устраняет фосфорилирование AKT.
При этом наблюдается повышение цитотоксиче-
ского эффекта цитарабина, винкристина, доксо-
рубицина, трастузумаба, этопозида. Активация
же AKT c использованием системы, индуцируе-
мой с помощью тамоксифена, напротив, вела к
существенному снижению числа погибших кле-
ток при инкубации с цитарабином либо этопози-
дом (Grandage et al., 2005).

ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) –
широко экспрессируемые протеинкиназы, регу-
лирующие митоз, мейоз и постмитотические
функции при стимуляции факторами роста, ци-
токинами, вирусами и лигандами рецепторов,
связанных с G-белками (Zheng, 2017). Они акти-
вируются за счет пути Ras/Raf/MEK/ERK (MEK,
mitogen-activated protein kinase kinase). Активация
этого сигнального пути наблюдается в трети слу-
чаев онкологий, в том числе в более 50% ОМЛ.
Есть свидетельства, что путь MEK1/2-ERK1/2
способствует появлению резистентности клеток
ОМЛ у детей in vitro к митоксантрону и этопозиду
(Long et al., 2017). Белки ERK активируют многие
факторы транскрипции, например ELK1 (ETS
domain-containing protein), и другие протеинки-

Рис. 3. Активация NRF2 при действии препарата, вы-
зывающего продукцию АФК. Объяснение – в тексте
(адаптирован по: Liu et al, 2016b).
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назы, которые связаны с пролиферацией клеток,
апоптозом и развитием лекарственной устойчи-
вости (Zheng, 2017). Показано, что селуметиниб
ингибирует MEK1/2, вследствие чего экспрессия
ERK1/2, индуцированная стромальными клетка-
ми, возвращается на прежний уровень. Следует
отметить, что установившие этот факт исследова-
тели сообщают, что, хотя и наблюдалась некото-
рая корреляция между повышенным уровнем
pERK1/2 (фосфорилированной ERK1/2), инду-
цированного стромальными клетками линии
HS27A, и плохим прогнозом у пациентов, от ко-
торых были взяты соответствующие образцы лей-
козных клеток, она не была признана статистиче-
ски значимой (как отмечают авторы, возможной
причиной была небольшая величина выборки)
(Long et al., 2017).

В процессе клональной эволюции ОМЛ во
многих случаях возникают мутации рецепторной
тирозин киназы FLT3, оказывающей активирую-
щее действие на пути PI3K/AKT и RAS/MEK.
Особенно распространены дупликации в транс-
мембранном домене (FLT3-ITD). Эти мутации
обусловливают конститутивную активность белка
в отсутствие лиганда и ассоциированы с плохим
прогнозом при лечении лейкоза. Для ингибиро-
вания активности мутантной формы белка было
разработано несколько вариантов ингибиторов.
В частности, комбинированное применение ин-
гибитора FLT3 сунитиниба со стандартными пре-
паратами позволило улучшить клинический эф-
фект у пациентов (Daver et al., 2019).

NF-κB является транскрипционным факто-
ром, повышенная активность которого связана с
антиапоптотическими эффектами. Он является
конститутивно активным в ряде онкологий,
включая ОМЛ (Grandage et al., 2005). В нестиму-
лированных клетках димеры NF-κB связаны в
цитоплазме с ингибиторным белком IκBα и пото-
му неактивны. Активация NF-κB наступает
вследствие фосфорилирования, полиубиквити-
нилирования и протеасомной деградации IκBα.
Индуцируют активность NF-κB различные фак-
торы: АФК, TNFα, интерлейкин-1β, ионизирую-
щее излучение, химические реагенты. Активный
NF-κB перемещается в ядро клетки и повышает
уровни транскрипции антиапоптотических бел-
ков Bcl-2, Bcl-XL, сурвивина, XIAP (X-linked in-
hibitor of apoptosis protein) (Zheng, 2017). Посколь-
ку NF-κB также активируется посредством пути
PI3K/AKT, ингибирование PI3K ведет к умень-
шению активности этого фактора транскрипции,
а как следствие, и повышению чувствительности
к противолейкозным препаратам. В эксперимен-
те с использованием первичных культур ОМЛ это
привело к значительному уменьшению конститу-
тивной активности NF-κB в 9 из 10 образцов от
разных пациентов. Значение активности состави-
ло 34 ± 7% от контрольного (Grandage et al., 2005).

Известно, что конститутивная активность NF-κB
в клетках ОМЛ отчасти бывает связана с усилени-
ем функциональной активности протеасом, ко-
торые, как уже было сказано, обеспечивают де-
градацию белка-ингибитора IκBα. На данный
момент разработаны протеасомные ингибиторы,
которые позволяют опосредованно снизить уро-
вень активного NF-κB. Так, карфилзомиб и оп-
розомиб необратимо связываются с β5-субъеди-
ницей иммунопротеасомы, что позволяет про-
лонгированно инактивировать деградацию IκBα.
В экспериментах in vitro карфилзомиб индуциру-
ет апоптоз бластов ОМЛ; что же касается клини-
ческой активности, то она наблюдалась у пациен-
тов с множественной миеломой, которым не по-
могал бортезомиб – протеасомный ингибитор
первого поколения; побочные эффекты также
были менее серьезными (Bosman et al., 2016).

ИНАКТИВАЦИЯ ОПУХОЛЕВЫХ 
СУПРЕССОРОВ

Одним из ключевых и универсальных медиато-
ров клеточного ответа на повреждения ДНК и дру-
гие стрессовые воздействия является белок p53.

Белок p53 активирует гены, связанные с репа-
рацией ДНК и апоптозом, индуцированным как
внешними сигналами, так и внутренними. К из-
вестным проапоптотическим генам, которые ак-
тивируются p53, относятся PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis), NOXA, BAX (Bcl-2-associ-
ated X protein). Проапоптотические белки образу-
ют олигомеры, формирующие поры в мембране
митохондрий, в результате чего запускается кас-
пазный каскад (Tan et al., 2014). Кроме того, p53
является ингибитором аутофагии (Prokocimer,
Peller, 2012). Гены, трансактивируемые p53, инду-
цируют остановку клеточного цикла и запуск
апоптоза (Grandage et al., 2005).

Мутации гена TP53 встречаются примерно в
половине случаев злокачественных новообразо-
ваний. Вместе с тем, при ОМЛ de novo такие мута-
ции встречаются нечасто (в 5–15% случаев)
(Grandage et al., 2005). Гораздо более характерны
мутации TP53 для случаев ОМЛ с комплексным
аберрантным кариотипом (78%) (Prokocimer, Pel-
ler, 2012).

Следует заметить, что причиной резистентно-
сти может стать и аномальный экспорт белка p53
из ядра даже при нормальном уровне его экспрес-
сии. Так, у 67-летнего больного ОМЛ, лечение
которого по классической схеме было безуспеш-
ным, тем не менее выявлялась высокая концен-
трация p53, находящегося, однако, преимуще-
ственно в цитоплазме миелобластов (Prokocimer,
Peller, 2012).

Относительно небольшая частота встречаемо-
сти мутаций TP53 у пациентов с ОМЛ предпола-
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гает, что продукт данного гена малоактивен в этих
случаях по другим причинам. В частности, пред-
полагается, что пониженная чувствительность
раковых клеток, в том числе при ОМЛ, к химио-
препаратам может быть обусловлена гиперэкс-
прессией генов MDM2 и/или MDM4.

Белки MDM2 (mouse double minute 2 homolog)
и MDM4 являются антагонистами белка p53. Бе-
лок Mdm2 представляет собой убиквитин лигазу.
Связываясь с p53, он убиквитинирует его и спо-
собствует последующей деградации посредством
протеасом. Mdm4 не обладает убиквитинлигаз-
ной активностью, однако, как и Mdm2, способен
подавлять активность p53, связываясь с его транс-
активаторным доменом; кроме того, он стимули-
рует убиквитинлигазную активность Mdm2. Mdm2
также способствует экспорту p53 из ядра. В норме
белки семейства MDM2 обеспечивают поддержа-
ние постоянной умеренной активности p53 в
нормальных клетках. При возникновении повре-
ждений ДНК и стрессовых воздействиях на клет-
ку происходит активация серин/треонин киназы
ATM, которая фосфорилирует p53, что приводит
к его отсоединению от белков семейства Mdm, а
также стабилизации его конформации.

Обработка клеточных линий ОМЛ препаратом
нутлин-3 – специфическим ингибитором MDM2 –
обеспечивало увеличение времени жизни моле-
кул белка p53 и повышало частоту апоптоза (Koji-
ma et al., 2005). Был продемонстрирован синер-
гизм цитотоксического действия в отношении
первичных клеток и клеточных линий ОМЛ нут-
лина-3 с ингибитором белка теплового шока
HSP90, гелданамициом (Haaland et al., 2014). Нут-
лин-3 оказался также эффективен in vivo при при-
менении совместно с другими препаратами, на-
пример, с вальпроевой кислотой, ингибитором ги-
стондеацетилаз. В опытах на мышах с подкожно
трансплантированными клетками ОМЛ человека
линии MOLM-13, экспрессирующими люцифе-
разу, введение животным данной комбинации
препаратов вызвало значительное подавление
прогрессирования ОМЛ (McCormack et al., 2012).

Исследование (Tan et al., 2014) также показало
повышение активности p53 и снижение жизне-
способности клеточных линий ОМЛ с гиперэкс-
прессией MDM2 (AML1 и AML3) при воздействии
препарата нутлин-3. Такого эффекта, однако, не
наблюдалось в клеточной линии AML2 c гипер-
экспрессией гена MDM4. Вместе с тем, нокдаун
MDM4 при помощи РНК-интерференции в клет-
ках этой линии привел к падению их жизнеспо-
собности при одновременном повышении актив-
ности p53 (Tan et al., 2014).

Активировать p53 для преодоления лекар-
ственной устойчивости можно с помощью гипо-
метилирующих агентов непосредственно перед
основным курсом терапии. Известно, что в случа-

ях ОМЛ с высоким риском наблюдается частое и
обратимое локальное метилирование ДНК и по-
давление экспрессии генов, участвующих в кон-
троле клеточной пролиферации, дифференци-
ровки и апоптоза. Снижение метилирования, на-
против, ведет к активации генов. Одним из таких
гипометилирующих агентов является децитабин.
Было продемонстрировано, что децитабин увели-
чивал цитотоксический эффект цитарабина и ад-
риамицина у резистентной линии Kasumi-1 за
счет активации p53 и опосредованного его актив-
ностью снижения экспрессии сурвивина и Bcl-2
(Jiang et al., 2015).

Еще один путь повышения активности p53 –
применение ингибиторов сигнального пути
PI3K/AKT, который активирует множество ан-
тиапоптотических генов, включая, в частности,
MDM2 и MDM4. В ранее упомянутом исследова-
нии (Grandage et al., 2005) после подавления PI3K
ингибитором LY294002 у четырех из девяти паци-
ентов произошло более чем двукратное увеличе-
ние активности p53.

АУТОФАГИЯ

Аутофагия – это процесс, суть которого за-
ключается в деградации и реутилизации белко-
вых агрегатов и поврежденных органелл клетки.
Поскольку он связан с самообновлением клеток
и их активной пролиферацией, он является не-
отъемлемой частью нормального гемопоэза
(Chen et al., 2017). С другой стороны, аутофагия
запускается в ответ на разнообразные стрессовые
воздействия. В результате формируются аутофа-
госомы, в которых также помимо органелл под-
вергаются переработке аминокислоты и жирные
кислоты (Zheng, 2017).

Beclin-1, входящий в семейство гомологов Bcl-2, –
один из ключевых белков, участвующих в процес-
се аутофагии. Вместе с другими белками он фор-
мирует опорный комплекс для образования и ро-
ста аутофагосомы. Фосфорилирование и убикви-
тинилирование белка Beclin-1 обеспечивает
активацию аутофагии за счет стабилизации ауто-
фагосомных белковых комплексов. Toll-подоб-
ный рецептор 4 (TLR4) убиквитинирует Beclin-1
по остатку лизина 63 в ответ на активацию рецеп-
тора TNF. NF-κB активирует экспрессию гена
Beclin-1 на уровне транскрипции, в то время как
miR30a является негативным регулятором экс-
прессии данного гена. Помимо Beclin-1 в процес-
се аутофагии задействовано несколько десятков
белков, которые объединяют в группу ATG (auto-
phagy-related genes), также регулируемые на уров-
не транскрипции, трансляции и посттрансляци-
онной модификации (Zheng, 2017).

Интересным оказался тот факт, что каспазы –
белки, ответственные, как известно, за реализа-
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цию программы апоптоза, также оказались спо-
собны регулировать аутофагию, причем характер
регуляции двойственный: каспазы могут непо-
средственно связывать и расщеплять Beclin-1, по-
давляя его работу, и вместе с тем осуществлять
активацию этого же белка через опосредованные
механизмы (Zheng, 2017). Было также обнаруже-
но, что Beclin-1 может формировать комплексы с
антиапоптотическим белком Bcl-2 (Marquez, Xu,
2012). Множественные сложные взаимодействия
между компонентами системы апоптоза и ауто-
фагии являются причиной ее двойственной роли:
в одних случаях аутофагия повышает выживание
клеток, в других, напротив, направляет клетку к
программируемой смерти (Yonekawa, Thorburn,
2013). Этим, вероятно, объясняется неоднознач-
ная роль аутофагии в развитии онкологических
заболеваний, включая ОМЛ. Достаточно часто
ранние лейкозные клоны несут мутации, снижа-
ющие активность компонентов системы аутофа-
гии (Djavaheri-Mergny et al., 2019).

Вместе с тем, в ответ на воздействие химиоте-
рапевтических препаратов в лейкозных клетках,
как правило, отмечается усиление аутофагии, ко-
торое играет цитопротекторную роль. Метаболи-
ты из аутофаголизосом вовлекаются в синтетиче-
ские процессы, необходимые для регенерации
клетки (Watson et al., 2015; Piya et al., 2016). Кроме
того, в ходе клональной эволюции на фоне тера-
пии нередко могут появляться мутации, способ-
ствующие дополнительному усилению аутофагии
(Djavaheri-Mergny et al., 2019). Эти наблюдения
приводят к предположению, что эффективность
противолейкозного действия химиотерапевтиче-
ских препаратов можно повысить, используя од-
новременное подавление системы аутофагии.

В настоящее время на разных стадиях испы-
таний находятся несколько типов веществ, дей-
ствующих как ингибиторы аутофагии, в частно-
сти, бафиломицин А1, хлорокин и гидрокси-
хлорокин, 3-метиладенин, ROC-325. Следует
заметить, что эффекты всех этих соединений
достаточно разнообразны, и не ограничивают-
ся влиянием на аутофагию, что осложняет интер-
претацию получаемых результатов (Chen et al.,
2017). К более специфичным ингибиторам отно-
сятся спаутин-1 (селективный ингибитор деубик-
витиназы USP10/13), SBI-0206965 (ингибитор
киназы ULK1), PIC-III, SAR405 – ингибиторы
киназы VPS34, обеспечивающей инициацию
аутофагии. Также для изучения роли аутофагии в
химиорезистентности ряд авторов использовали
метод РНК-интерференции.

Бафиломицин А1 действует как селективный
ингибитор вакуолярной протонной АТФазы, ко-
торая обеспечивает снижение рН среды лизосом.
Хлорокин же блокирует слияние аутофагосом с
лизосомами. Сочетание цитотоксического пре-

парата доцетаксела или цитарабина с ингибито-
ром аутофагии существенно повысило частоту
апоптоза клеток ОМЛ по сравнению с обработ-
кой только препаратом в экспериментах in vitro
(Hanekamp et al., 2014). Аналогичный эффект был
показан для статинов (вещества, подавляющие
синтез холестерина) и рекомбинантной аргиназы
человека (Auberger, Puissant, 2017).

В исследовании (Qiu et al., 2020) было показано,
что ингибирование серин/треониновой киназы
ULK1 (UNC51-like kinase 1) с помощью высоко-
селективного ингибитора SBI-0206965 или нок-
даун гена с помощью малых шпилечных РНК
приводили к повышению цитотоксичности дау-
норубицина для лейкозных клеток in vitro. Данная
киназа играет ключевую роль в инициации про-
цесса аутофагии (Zachari, Ganley, 2017).

Следует отметить, что пока нет клинических
испытаний, в которых была бы доказана повы-
шенная эффективность терапии пациентов ОМЛ
комбинациями стандартных цитотоксических
препаратов с ингибиторами аутофагии. Однако в
качестве самостоятельного препарата без выра-
женных побочных эффектов был успешно испы-
тан ROC-325 (Nawrocki et al., 2016).

ИНТЕГРИНЫ

Интегрины составляют семейство рецепторов
клеточной адгезии с множеством функций, кото-
рые встречаются у всех многоклеточных живот-
ных. Они участвуют в прикреплении клеток друг
к другу и к молекулам внеклеточного матрикса,
играют ключевую роль в развитии организма и
иммунном ответе, движении лейкоцитов (Hynes,
2002).

Известно, что интегрины вносят вклад в инва-
зивность опухолей и метастазирование. Роль ин-
тегринов в развитии резистентности ОМЛ еще не
до конца прояснена. Тем не менее, известно, что
связывание лейкозных клеток с внеклеточным
матриксом костного мозга через интегрины β3
может влиять на выживаемость клеток при лече-
нии. В исследовании (Yi et al., 2016) было показа-
но, что при совместном культивировании клеток
линии MV4-11 с мутацией FLT-ITD (внутренние
тандемные дупликации в Fms-подобной тиро-
зинкиназе) и стромальных клеток костного мозга
более высокая экспрессия интегрина αvβ3 ассо-
циирована с пониженной чувствительностью
первых к ингибитору протеинкиназ сорафенибу.
Данный интегрин после связывания остеопонти-
на, внеклеточного структурного белка, стимули-
рует активацию β-катенина за счет пути
PI3K/AKT/GSK3 (рис. 4). Активированный β-кате-
нин поступает в ядро клетки и работает в качестве
кофактора в системе регуляции транскрипции ге-
нов. Если β-катенин подавляли с помощью ма-



362

УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 141  № 4  2021

БОБРОВА, РОМАНОВСКАЯ

лых шпилечных РНК, чувствительность линии
MV4-11 к сорафенибу повышалась (Yi et al., 2016).

РОЛЬ НЕКОДИРУЮЩИХ РНК
МикроРНК – это некодирующие двуцепочеч-

ные РНК длиной 18–24 п.н., участвующие в регу-
ляции экспрессии белок кодирующих генов по
механизму РНК интерференции, вызывая дегра-
дацию транскриптов или блокируя трансляцию.
Изменение (снижение или повышение) уровней
экспрессии микроРНК, играющих роль в нор-
мальном развитии клеток, контролируя клеточ-
ный цикл и дифференцировку, во многих случаях
способствует развитию и прогрессированию ге-
матологических онкологий, включая ОМЛ (Liao
et al., 2017). Регулируя экспрессию генов, участву-
ющих в индукции и реализации апоптоза или ас-
социированных с другими механизмами рези-
стентности к препаратам (включая все рассмот-
ренные выше), микроРНК могут обусловливать и
возникновение лекарственной устойчивости у
клеток ОМЛ (Gabra, Salmena, 2017).

В частности, в линиях ОМЛ, резистентных к
цитарабину, оказалась изменена экспрессия

miR-181a. Интересно, что, хотя содержание этой
микроРНК было более высоким в лейкозных
клетках, чем в нормальных гемопоэтических
предшественниках, уровень ее экспрессии поло-
жительно коррелирует с чувствительностью кле-
ток к цитотоксическим препаратам как in vitro,
так и in vivo при лечении пациентов (Schwind et al.,
2010). Среди мишеней этой микроРНК – ген бел-
ка АТМ, участвующего в инициации реакции на
повреждение ДНК и репарации, а также гены се-
мейства Bcl-2 (Liu et al., 2016a). Также в рези-
стентных линиях была выявлена пониженная
экспрессия miR-128, мишенью которой служит
важный компонент системы репарации разрывов
ДНК Rad51. Повышенная экспрессия miR-34a
обусловливает резистентность благодаря подавле-
нию экспрессии белка p53. Выявлено несколько
микроРНК, мишенями которых являются гены
транспортных белков ABC-семейства, в частно-
сти miR-27a и miR-331-5p. Лекарственная устой-
чивость ассоциировалась со сниженной экспрес-
сией этих молекул в клетках ОМЛ (Feng et al.,
2011). Также было продемонстрировано сниже-
ние чувствительности к действию лекарств при
сниженной экспрессии микроРНК let-7a, кото-

Рис. 4. Схема индукции остеопонтином, вырабатываемым клетками стромы костного мозга, пути интегрин
αvβ3/PI3K/AKT/GSK3β/β-катенин в лейкозных клетках с мутацией FLT3-ITD (адаптирован по: Yi et al., 2016).
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рая коррелировала с повышенной экспрессией
антиапоптотических генов C-MYC и BCL-XL.
При этом снижению let-7a способствовала акти-
вация хемокинового рецептора CXCR4 (Chen
et al., 2013). Интересной представляется перспек-
тива использования искусственных микроРНК
(или их аналогов) для комбинированной терапии
в целях повышения чувствительности малигни-
зированных клеток к химическим препаратам,
однако пока это направление слабо разработано
(Gabra, Salmena, 2017).

Также было продемонстрировано и значение
уровней экспрессии некоторых длинных некоди-
рующих РНК в формировании лекарственной ре-
зистентности при острых лейкозах, в частности
UCA1, MALAT1, NEAT1, HOXA-AS2 и др. Как ми-
нимум некоторые из них оказывают свое влияние
на чувствительность клеток к индукции апоптоза
благодаря функционированию в качестве “губок”
для микроРНК (Wong et al., 2018; Cruz-Miranda
et al., 2019; Liu et al., 2019).

КЛЕТКИ СТРОМЫ
И МИКРООКРУЖЕНИЕ

Для роста и дифференцировки многих гемо-
поэтических клеток, как уже было сказано ранее,
необходимо, чтобы они напрямую контактирова-
ли с клетками стромы. Лейкозные клетки проис-
ходят от нормальных бластных клеток и занима-
ют те же ниши. Поэтому при изучении возникно-
вения резистентности ОМЛ важно принимать во
внимание взаимоотношения между бластами и
клетками стромы. После проведения курса тера-
пии рецидив может произойти по причине того,
что некоторое количество лейкозных клеток ока-
залось защищенным от действия препаратов бла-
годаря клеткам стромы (Konopleva et al., 2002).

На данный момент имеются подтверждения
тому, что клетки стромы способствуют выжива-
нию клеток ОМЛ, активируя соответствующие
сигнальные пути (такие, как ERK1/2, STAT3 и
STAT5 (signal transducer and activator of transcrip-
tion)) за счет контактных взаимодействий и/или
секреции определенных растворимых факторов
(в зависимости от режима химиотерапии). К та-
ким растворимым соединениям относятся факто-
ры роста и цитокины (Long et al., 2017). Цитокины
играют значительную роль в регуляции пролифе-
рации клеток ОМЛ, их выживании и апоптозе.
Такой цитокин, как SDF-1 (stromal cell-derived
factor 1), принадлежит к семейству цитокинов
СХС и вырабатывается линией стромальных кле-
ток MS-5. Данный цитокин и его рецептор
СХСR4 – ключевые компоненты процесса хо-
уминга нормальными стволовыми клетками
костномозгового микроокружения. Они же спо-
собствуют миграции предшественников ОМЛ к

клеткам стромы и их взаимодействию с мембран-
но-связанными цитокинами (Konopleva et al., 2002).

В исследовании (Long et al., 2017) был изучен
ответ первичных культур, полученных от детей с
ОМЛ, на митоксантрон и этопозид – ингибиторы
топоизомеразы II. Оценку проводили в условиях
культивирования со стромальными клетками или
без них. Выяснилось, что чувствительность к пре-
паратам зависела от уровня активации в клетках
системы ответа на повреждения ДНК. В присут-
ствии стромальных клеток клетки ОМЛ станови-
лись значительно менее чувствительными к цито-
токсическому действию препаратов, при этом в
клетках ОМЛ наблюдалась повышенная актив-
ность преимущественно ERK1/2-сигнального
каскада. Добавление селуметиниба, селективного
ингибитора ERK1/2, снижало индуцированную
стромальными клетками линии HS27A лекар-
ственную устойчивость. Однако при культивиро-
вании клеток ОМЛ вместе с другой линией стро-
мальных клеток, HS5, обработка селуметинибом
не повлияла на чувствительность их к тем же пре-
паратам. Это позволяет предположить, что клетки
HS5, выделяя большее количество растворимых
факторов, активируют не один, а множество сиг-
нальных антиапоптотических путей (Long et al.,
2017).

Также было показано и защитное действие
клеток стромы у взрослых пациентов. В исследова-
нии (Macanas-Pirard et al., 2017) у пациентов с ОМЛ,
которым назначили терапию с применением цита-
рабина, брали стромальные клетки костного моз-
га и следили за тем, коррелирует ли выживае-
мость лейкозных линий, также подвергнутых
действию цитарабина и обрабатываемых супер-
натантом стромальных клеток, с ухудшением
прогноза. Было выяснено, что у тех пациентов,
для которых in vitro IC50 цитарабина выросла бо-
лее чем в два раза, двухлетняя выживаемость бы-
ла значительно ниже, чем у пациентов, для кото-
рых резистентность к цитарабину не была выяв-
лена (0 и 80% соответственно) (Macanas-Pirard
et al., 2017).

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ
Экзосомы и другие типы внеклеточных вези-

кул, производимые раковыми клетками, а также
ассоциированными с опухолью фибробластами
или мезенхимальными стоволовыми клетками,
могут включать в себя самые разные молекулы,
включая белки и нуклеиновые кислоты. Взаимо-
действуя с клетками-реципиентами или прони-
кая внутрь клеток посредством фагоцитоза, они
способны регулировать множество сигнальных
путей. Они могут быть связаны с ростом опухоли,
ее развитием, метастазированием, ангиогенезом,
а также с подготовкой преметастатической ниши
за счет создания благотворного микроокружения
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и подавления противоопухолевых реакций им-
мунной системы. Имеются данные и о роли экзо-
сом в развитии резистентности к химиопрепара-
там. По этим причинам экзосомы можно исполь-
зовать как маркеры для прогноза и подбора
подходящего курса терапии (Maacha et al., 2019).

В нескольких недавних исследованиях было
установлено, что экзосомы из устойчивых к апо-
птозу бластов первичного ОМЛ могут повышать
резистентность у контактирующих с ними чувстви-
тельных клеток ОМЛ. Эти эффекты могут быть
опосредованы белками, среди которых значитель-
ная доля приходится на факторы сплайсинга и эпи-
генетические регуляторы (Wojtuszkiewicz et al.,
2016), а также молекулами микроРНК, которые по-
давляют индукцию программы апоптоза в клетках,
подвергающихся воздействию цитостатиков (Bouvy
et al., 2017).

Другой аспект влияния внеклеточных везикул
на эффективность лекарственной терапии связан
с опосредованной ими коммуникацией между
лейкозными бластами и клетками микроокруже-
ния (Caivano et al., 2017).

В исследовании (Wang et al., 2019) было пока-
зано, что производимые клетками ОМЛ экзосо-
мы воздействовали на клетки эндотелия, делая их
невосприимчивыми к лекарствам, нацеленным
на подавление ангиогенеза благодаря переносу
цитокина VEGF, стимуляции гликолиза и устой-
чивости к апоптозу.

Исходя из этого, предлагаются подходы для
подавления системы генерирования внеклеточ-
ных везикул с целью повышения эффективности
лекарственной терапии (Wu et al., 2017; Milman
et al., 2019). С другой стороны, экзосомы рассмат-
риваются и как потенциальные эффективные
векторы для доставки лекарств в злокачествен-
ные клетки (Wu et al., 2017).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в возникновении лекарствен-

ной устойчивости у клеток ОМЛ играют роль раз-
личные процессы, приводящие к приобретению
ими способности переносить более высокие дозы
цитостатиков и цитотоксических препаратов.
Еще раз подчеркнем, что механизмы, представ-
ленные в данном обзоре, взаимосвязаны между
собой, причем иногда эти связи противоречивы.
Например, гиперэкспрессия miR-181a в ОМЛ мо-
жет, как было сказано ранее, подавлять экспрес-
сию АТМ и способствовать пролиферации, хотя
ATM – ключевой сенсор повреждений ДНК.
В данной статье описаны далеко не все механиз-
мы устойчивости и связанные с ними противоре-
чия. Тем не менее, становится понятно, что каж-
дый механизм нельзя рассматривать отдельно от
других. Множественная лекарственная устойчи-

вость – комплексное явление, которое подлежит
еще большему вниманию со стороны ученых и те-
рапевтов в связи с тем, что для многих белков до-
казана взаимосвязь между их экспрессией и вы-
живаемостью клеток, но совершенно не известны
их непосредственные мишени.

Исследования механизмов лекарственной
устойчивости, таким образом, важны для разра-
ботки грамотной сопроводительной терапии, со-
вершенствования режимов индукционной тера-
пии и, следовательно, улучшения прогноза для
больных ОМЛ. Устойчивость лейкозных клеток к
тем или иным препаратам можно преодолеть с
помощью различных ингибиторов, либо непо-
средственно перед основным курсом терапии,
либо совместно с действующими агентами. Важ-
но отметить, что такие ингибиторы сами по себе
могут быть эффективными химиотерапевтиче-
скими средствами. Однако не стоит забывать о
том, что многие соединения, хорошо зарекомен-
довавшие себя in vitro, могут оказаться малоэф-
фективными in vivo, а из множества активных
in vivo веществ далеко не все смогут пройти кли-
нические испытания вследствие высокой общей
токсичности для здоровых тканей. Все эти об-
стоятельства являются стимулом к поиску но-
вых природных или синтетических химиотера-
певтических препаратов для комбинированной
терапии.
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Acute myeloid leukemia (AML) is a set of hematological diseases characterized by clonal expansion of im-
mature myeloid precursors. Chemotherapy is one of the main methods of AML treatment. However, the oc-
currence of drug resistance in leukemic cells, being a serious obstacle to therapy of the disease, worsens the
clinical outcome. It is necessary to understand the mechanisms of AML resistance to certain cytostatic and
cytotoxic drugs for development of optimal treatment strategies. This review is focused on diversity of cur-
rently known mechanisms underlying drug resistance in AML on the level of intracellular molecular paths as
well as on the level of intercellular communication.

Keywords: acute myeloid leukemia, chemotherapy, drug resistance



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


