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К о н т а к т ы : Марианна Геннадиевна Якубовская mgyakubovskaya@mail.ru

Наноматериалы получают все большее распространение во многих областях жизни человека, формируя новую 
философию техносферы и, в частности, новые подходы к получению и использованию материалов в бытовых про-
цессах, производстве, медицине и пр. Физико-химические характеристики наноматериалов существенно отличают-
ся от соответствующих показателей агрегатных материалов и, по крайней мере, некоторые из них – высокой реак-
ционноспособностью и / или повышенной каталитической активностью. это позволяет предположить их агрессивность 
по отношению к биологическим системам, включая участие в процессах канцерогенеза.
В обзоре рассмотрены сферы использования современных наноматериалов, при этом особое внимание уделено 
описанию лекарственных препаратов, произведенных с использованием нанотехнологий, приведен анализ меха-
низмов действия тех из них, которые уже признаны канцерогенными, а также представлены имеющиеся экспери-
ментальные и механистические данные, полученные при изучении канцерогенного / проканцерогенного действия 
различных групп наноматериалов, не классифицируемых в настоящее время как представляющие канцерогенную 
опасность для человека.
при подготовке обзора был проведен анализ публикаций информационных баз биомедицинской литературы Scopus 
(507), PubMed (561), Web of Science (268), eLibrary.ru (190). Для получения полнотекстовых документов использо-
ваны электронные ресурсы PubMed central (PMc), Science Direct, Research Gate, базы данных Sci-Hub и eLibrary.ru.

Ключевые слова: наноматериалы, канцерогенез, фуллерены, генотоксичность, эпигенетическая активность, модели 
канцерогенеза in vivo
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Mechanisms of the carcinogenicity of nanomaterials
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Nanomaterials become more widespread in the different areas of human life, forming the new technosphere philosophy, 
in particular, new approaches for development and usage of these materials in everyday life, manufacture, medicine etc. 
The physicochemical characteristics of nanomaterials differ significantly from the corresponding indicators of aggregate 
materials and at least some of them are highly reactive and / or highly catalytic. This suggests their aggressiveness towards 
biological systems, including involvement in carcinogenesis. The review considers the areas of use of modern nanoma-
terials, with special attention paid to the description of medicine production using nanotechnologies, an analysis of the 
mechanisms of action of a number of nanomaterials already recognized as carcinogenic, and also presents the available 
experimental and mechanistic data obtained from the study of the carcinogenic / procarcinogenic effects of various 
groups of nanomaterials currently not classified as carcinogenic to humans.
Preparing the review, information bases of biomedical literature were analysed: Scopus (307), PubMed (461), Web  
of Science (268), eLibrary.ru (190) were used. To obtain full-text documents, the electronic resources of PubMed central 
(PMc), Science Direct, Research Gate, Sci-Hub and eLibrary.ru databases were used.
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ВВЕдЕНИЕ
Идея о том, что материалы, сконструированные 

из частиц с размерами, приближенными к размерам 
атомов, могут обладать уникальными физическими, хи-
мическими и электрическими свойствами, была впер-
вые опубликована Ричардом Фейнманом в 1960 г. [1]. 
Считается, что именно его работа стала толчком к раз-
витию нанотехнологий по получению новых матери-
алов с уникальными свойствами, которые содержат 
в своей структуре элементы размерами от 1 до 100 нм 
хотя бы по одному измерению.

Наноматериалы весьма разнообразны как по сво-
ему составу, так и по структуре [2]. По составу среди 
наноматериалов выделяют неорганические наномате-
риалы, аллотропы углерода и гибридные нанострук-
туры. Неорганические наноструктуры могут быть 
сформированы из металлов и их соединениий, ди-
электриков и полупроводников. К аллотропам угле-
рода относят фуллерены и их производные, односте-
ночные и многостеночные нанотрубки, углеродные 
нановолокна, нанобутоны, нанопену, наноалмазы, 
графены и некоторые другие наноструктуры (рис. 1) [3]. 
Из гибридных структур наибольшее распростране-
ние получили неорганические частицы в оболочке 
углерода.

По структуре (морфологии) наноматериалы при-
нято подразделять на следующие группы: 1) нульмер-
ные / квазинульмерные (квантовые точки, сфероидные 
наночастицы); 2) одномерные / квазиодномерные 
(квантовые проводники, нанотрубки, нанопроволоки, 
наностержни, наноленты и др.); 3) двумерные / ква-
зидвумерные (нанопленки, поверхности разделов); 4) 
трехмерные / квазитрехмерные (многослойные струк-
туры с наноразмерными дислокациями, сверхрешет-
ки, нанокластеры) (рис. 2) [4].

Общим уникальным свойством наноматериалов 
является необычайно высокое отношение площади 
их поверхности к массе. Из частицы сажи массой 
0,3 мг, размером 60 мкм и площадью 0,01 мм2 изготав-
ливается 1 × 109 наночастиц размером 60 нм с суммар-

ной площадью на 3 порядка большей, чем у исходной 
частицы. На поверхности сверхтонкой структуры, со-
зданной из таких частиц, значительная часть атомов 
находится в поверхностном слое, и поэтому их реак-
ционная, каталитическая и сорбционная способности 
могут существенно превышать соответствующие ха-
рактеристики атомов внутренних слоев и тем более 
агрегатных состояний. По этой причине наноматери-
алы, соответствующие инертным агрегатным формам, 
могут быть агрессивными, участвовать в генерации 
свободных радикалов и активных форм кислорода. 
Кроме того, сравнимый со структурами клетки размер 
наночастиц и высокое соотношение максимального 
размера к минимальному по 3 измерениям делают воз-
можным механическое повреждение ее структур. По-
мимо этого, плохая растворимость в биологических 
жидкостях и низкая склонность к агрегации обеспе-
чивают их длительную персистенцию в клетке [5]. По-
тенциальная возможность повышенной реакционной 
способности наноматериалов и индкуции ими меха-
нических повреждений органелл клетки обусловливает 
необходимость особого внимания к эффектам каждого 
из наноматериалов, вводимых в жизнь человека.

ПРИМЕНЕНИЕ СОВРЕМЕННыХ 
НаНОМаТЕРИаЛОВ
В последние 2 десятилетия наблюдается активный 

рост производства наноматериалов, преднамеренно 
разрабатываемых и синтезируемых для применения 
в оптике, электронике, механике, медицине, пищевой 
промышленности и других областях, и объемы их про-
изводства увеличиваются каждый год на 18 % [6]. 
В 2015 г. было произведено сотни тысяч тонн некоторых 
типов наноматериалов (рис. 3). В наибольшем коли-
честве изготовляют 5 наноматериалов: двуокись крем-
ния (SiO

2
), двуокись титана (TiO

2
), наноформы глин, 

окись цинка (ZnO) и окись алюминия (Al
2
O

3
) [6, 7].

Следует отметить, что наноматериалы как форма 
материи существовали и ранее, они повсюду встре-
чаются в живой природе: в шелке и хлопке, нитях 

Keywords: nanomaterials, carcinogenesis, fullerens, genotoxicity, epigenetic activity, models of carcinogenesis in vivo

For citation: Belitsky G. A., Kirsanov K. I., Lesovaya E. A., Yakubovskaya M. G. Mechanisms of the carcinogenicity of nanomateri-
als. uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2022;9(4):8–23. (In Russ.). DOI: 10.17650/2313-
805X-2022-9-4-8-23

Рис. 1. Примеры аллотропов углерода: а – С
60

-фуллерен; б – С
540

-фуллерен; в – углеродная нанотрубка; г – алмаз; д – графен [3]
Fig. 1. Carbon allotrop examples: а – С

60
-fullerene; б – С

540
-fullerene; в – carbon nanotube; г – diamond; д – graphene [3]
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 паутины, клювах и перьях птиц, шерсти и костном 
матриксе животных. К неорганическим природным 
наноматериалам следует отнести некоторые виды 
глин, вулканический пепел и сажу, ряд минералов, 
включая тонковолокнистые минералы из класса си-
ликатов, получившие собирательное название «ас-

бест». Эти неорганические наноматериалы представ-
ляют собой результаты термических, механических, 
химических и фотохимических процессов.

Искусственные наноматериалы нашли широкое 
применение в быту и различных отраслях экономики. 
Они широко используются в самой разнообразной 

Рис. 2. Примеры наноматериалов различной морфологии: а – наночастицы двуокиси кремния; б – нанопроволоки германия; в – углеродные нано-
трубки; г – нанокристаллы окиси цинка; д – наноленты
Fig. 2. Examples of nanomaterials of various morphologies: а – silicon dioxide nanoparticles; б – germanium nanowires; в – carbon nanotubes; г – zinc oxide 
nanocrystals; д – nanoribbons

Рис. 3. Объемы производства наиболее распространенных наноматериалов в мире [7]
Fig. 1. Production volumes of the most common nanomaterials in the world [7]
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продукции: дезинфицирующих средствах, косметике, 
средствах личной гигиены, одежде и электронных 
устройствах. Серебряные и медные наночастицы при-
дают одежде и другим текстильным изделиям антими-
кробные свойства; изделия легкой промышленности, 
покрытые наночастицами диоксида кремния или ди-
оксида титана, приобретают водоотталкивающие 
и термостойкие свойства; наночастицы графена 
и углеродные нанотрубки широко применяются 
для создания легких и прочных изделий повседневно-
го использования и т. д. [8]. Пористые наноматериалы 
размером 0,45–1,55 нм используют в качестве краси-
телей, катализаторов, пористых сорбентов, фильтров, 
сенсоров и др. Благодаря своим физическим свойст-
вам широкое распространение получают, например, 
наноматериалы в виде магнитномягких структур. Мо-
нокристаллические наночастицы полупроводников 
используют в составе композитов с полимерными 
матрицами в производстве светодиодов, переключа-
телей и сенсоров для лазерной аппаратуры. В сельском 
хозяйстве на основе наноматериалов создают мине-
ральные и органические удобрения, а в медицине – хи-
рургическое и диагностическое оборудование, матери-
алы для трансплантаций, наноформы лекарственных 
препаратов, биодобавок и т. д.

Важным направлением применения нанотехноло-
гий в медицинской промышленности стало создание 
наноносителей, содержащих на своей поверхности 
различные молекулярные конструкции, что обеспечи-
вает одновременный захват лечебного препарата путем 
физической адсорбции, инкапсуляции и химической 
конъюгации (рис. 4).

Такие многофункциональные наноносители с тар-
гетным и регулируемым высвобождением лечебного 
препарата находят все более широкое применение 
в клинической практике [9–14]. В числе других пре-
паратов разработаны наноформы растительных поли-
фенолов, использование которых ранее было ограни-
чено из-за их низкой биодоступности [10]. В настоящее 
время официальное разрешение для использования 
в клинической практике получили многие десятки на-
норазмерных лекарственных препаратов (табл. 1).

Это дает возможность повышения эффективности 
лекарств и уменьшения их побочного действия путем 

использования сверхмалых доз и адресной доставки. 
По такому механизму только для лечения рака предста-
тельной железы доцетакселом разработаны его конъю-
гаты с наночастицами золота, титана и супермагнит-
ного железа [15, 16]. Для лечения злокачественных 
новообразований, помимо традиционных противо-
опухолевых препаратов, конъюгированных с различ-
ными наноструктурами, в настоящее время разраба-
тываются наноформы микро РНК (миРНК) [17]. Их 
использование в терапевтических целях имеет ряд 
преимуществ по сравнению с принятой цитотоксиче-
ской терапией. В частности, миРНК обладают муль-
титаргетным эффектом. Кроме того, в исходном со-
стоянии миРНК имеют короткое время циркуляции 
в крови с периодом полураспада около 2 мин, тогда 
как в комплексе с наноносителем время жизни препа-
рата увеличивается до нескольких часов и повышается 
его биодоступность. Таким образом, использование 
наноматериалов в качестве носителей лекарственных 
препаратов позволяет существенно повысить их эф-
фективность.

КаНцЕРОгЕННОСТь И гЕНОТОКСИчНОСТь 
НаНОМаТЕРИаЛОВ В ОТНОшЕНИИ чЕЛОВЕКа
В связи с таким широким применением нанома-

териалов и активным ростом их производства актуаль-
ным стал вопрос о безопасности нанопродуктов 
и, в частности, об их канцерогенном действии. Уве-
ренность в наличии канцерогенных свойств у опреде-
ленных синтетических наноматериалов повышает их 
сходство с природными неорганическими нановолок-
нами, из которых к безусловным канцерогенам чело-
века (группа 1 канцерогенных фаторов, согласно клас-
сификации Международного агентства по изучению 
рака, МАИР) отнесены хризотиовые и амфиболовые 
асбесты – кроцидолит, тремолит, амосит, актинолит 
и антофиллит [18], а также волокна фторэдинита [19]. 
Как показано в многочисленных экспериментах, кри-
тическими параметрами для канцерогенных свойств 
хризотиовых и амфиболовых асбестов являются длина, 
ширина, механическая прочность на изгиб и устойчи-
вость к ферментам в биологической системе.

Необходимость оценки канцерогенного риска от-
носится и к наноматериалам, используемым в качестве 

Рис. 4. Использование наноносителей при разработке новых лекарственных форм: а – липосома; б – полимерная мицелла; в – нановолокна; г – 
дендример; д – масляная наноэмульсия; е – мезопористая (поры 2–50 нм диаметром) наночастица окиси кремния; ж – наночастица оксида железа
Fig. 4. The use of nanocarriers in the development of new grug forms: a – liposome; б – polymer micelle; в – nanofibers; г – dendrimer; д – oil nanoemulsion; 
е – mesoporous (pores 2–50 nm in diameter) silicon oxide nanoparticle; ж – iron oxide nanoparticle [9]
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Таблица 1. Наноразмерные лекарственные средства, разрешенные к применению [11, 12]

Table 1. List of regulatory approved nanomedicines [11, 12]

Препарат 
(производитель) 

Drug (manufacturer) 

Тип лекарственного средства или носителя 
Type of pharmaceutical or carrier

Показания к применению 
Indications

Год реги-
страции 

(регулятор-
ный орган) 
Registration 

year 
(regulatory 
authority) 

Препараты, не относящиеся к противоопухолевым 
Pharmaceuticals not related to anti-tumor drugs

Onpattro® 
(Alnylam) 

Патисиран (липосомальная форма) 
Patisiran (liposomal form) 

Врожденная форма амилоидоза 
Hereditary amyloidosis

2018 (FDA, 
EMA) 

Rapamune® 
(Wyeth Pharma-
ceuticals Inc.) 

Рапамицин (сиролимус входит в состав наночастиц, 
содержащих также маннит, микрокристаллическую 

целлюлозу и гидроксипропилметилцеллюлозу) 
Rapamycin (sirolimus is included in nanoparticles also 

containing mannitol, microcrystalline cellulose and 
hydroxypropyl methyl cellulose) 

Редкая болезнь легких – 
 лимфангиолейомиоматоз 

Rare lung disease 
lymphangioleiomyomatosis

2015 (FDA) 

Ryanodex® (Eagle 
pharm) 

Дантролен (суспензия наночастиц) 
Dantrolene (nanoparticle suspension) 

Злокачественная гипертермия 
Malignant hyperthermia

2014 (FDA) 

Xeplion (John-
son & Johnson) 

Палиперидон (нанокристаллы пальмитата) 
Paliperidone (palmitate nanocrystals) 

Шизофрения 
Schizophrenia

2011 (EMA) 

Invega Sustenna® 
(Janssen 
Pharmaceuticals) 

Палиперидон пальмитат (наночастицы палиперидо-
на пальмитата) 

Paliperidone palmitate (paliperidone palmitate nanocrystals) 

Шизофрения 
Schizophrenia

2009 (FDA) 

EquivaBone® 
(Zimmer Biomet) 

Гидроксиапатит (нанокристаллы) 
Hydroxyapatite (nanocrystals) 

Материал для костной пластики 
Material for bone plastic surgery

2009 (FDA) 

Ivemend® 
(Merk & Co. Inc.) 

Апрепитант (антагонист рецепторов нейрокинина-1, 
нанокристаллы) 

Aprepitant (neurokinin-1 receptor antagonist, nanocrystals) 

Противорвотное 
Anti-nausea

2008 (FDA, 
EMA) 

Focalin XR® 
(Novartis) 

Дексаметилфенидат гидрохлорид (нанокристаллы) 
Dexmethylphenidate hydrochloride (nanocrystals) 

Синдром дефицита внимания 
с гиперактивностью 

Attention deficit hyperactivity disorder
2008 (FDA) 

Feraheme® 
(AMAG 
Pharmaceuticals, 
Inc.) 

Ферумокситол (супермагнитные наночастицы 
железа) 

Ferumoxytol (supermagnetic iron nanoparticles) 

Железодефицитная анемия 
Iron deficiency anemia

2007 (FDA) 

Megace ES® (Par 
Pharmaceuticals) 

Мегестрола ацетат (нанокристаллы) 
Megestrol acetate (nanocrystals) 

Антианорексик 
Antianorexic

2005 (FDA) 

NanOss® (RTI 
Surgical) 

Гидроксиапатит (нанокристаллы) 
Hydroxyapatite (nanocrystals) 

Материал для костной пластики 
Material for bone plastic surgery

2005 (FDA) 

Ostim® (Osartis 
GmbH & Co.) 

Гидроксиапатит кальция (нанокристаллы) 
Calcium hydroxyapatite (nanocrystals) 

Материал для костной пластики 
Material for bone plastic surgery

2004 (FDA) 

TriCor® (Abbott 
Laboratories) 

Фенофибрат (суспензия наночастиц) 
Fenofibrate (nanoparticle suspension) 

Гиперлипидемия 
Hyperlipidemia

2004 (FDA) 

Emend® (Merk & 
Co. Inc.) 

Апрепитант (антагонист рецепторов нейрокинина-1, 
нанокристаллы) 

Aprepitant (neurokinin-1 receptor antagonist, nanocrystals) 

Противорвотное 
Anti-nausea

2003 (FDA) 

Vitoss® 
(Orthovita Inc.) 

Бета-трикальцийфосфат (синтетическая губчатая 
кость, получаемая сплавлением наночастиц) 

Beta tricalcium phosphate (synthetic cancellous tissue produced 
through nanoparticle fusion) 

Материал для костной пластики 
Material for bone plastic surgery

2003 (FDA) 
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Препарат 
(производитель) 

Drug (manufacturer) 

Тип лекарственного средства или носителя 
Type of pharmaceutical or carrier

Показания к применению 
Indications

Год реги-
страции 

(регулятор-
ный орган) 
Registration 

year 
(regulatory 
authority) 

Ritalin LX® 
(Novartis) 

Метилфенидат (нанокристаллы) 
Methylphenidate (nanocrystals) 

Ингибитор обратного захвата 
норадреналина (норэпинефри-

на) и дофамина в пресинаптиче-
ские нейроны 

Inhibitor of norepinephrine and 
dopamine reuptake in presynaptic 

neurons

2002 (FDA) 

Pegasys® 
(Hoffmann–
La Roche) 

Пегилированный интерферон α-2a 
(PEG-конъюгация) 

Pegylated interferon α-2a (PEG conjugation) 

Хронический гепатит В, С 
Chronic hepatitis B, C

2002 (FDA) 

Avinza® (Pfizer 
Pharmaceuticals) 

Сульфат морфина (нанокристаллы) 
Morphine sulfate (nanocrystals) 

Психостимулятор 
Psychostimulant

2002 (FDA) 

Zanaflex® 
(Acorda) 

Тизанидин гидрохлорид (наноэмульсия) 
Tizanidine hydrochloride (nano-emulsion) 

Миорелаксант 
Myorelaxant

2002 (FDA) 

Rapamune® 
(Wyeth Pharma-
ceuticals Inc.) 

Рапамицин (сиролимус входит в состав наночастиц, 
содержащих также маннит, микрокристаллическую 

целлюлозу и гидроксипропилметилцеллюлозу) 
Rapamycin (sirolimus is included in nanoparticles also 

containing mannitol, microcrystalline cellulose and 
hydroxypropyl methyl cellulose) 

Иммунодепрессант 
Immunosuppressant

2001(EMA), 
2010 (FDA) 

Epaxal® (Crucell 
Berna Biotech) 

Инактивированный вирус гепатита А (наночастицы) 
Inactivated hepatitis A virus (nanoparticles) 

Профилактика гепатита А 
Hepatitis A prevention

1993 (EMA) 

Infed® (Actavis 
Pharma) 

Наночастицы, состоящие из ядер Fe (III) оксиги-
дроксида / оксида, экранированных углеводными 

оболочками 
Nanoparticles consisting of Fe (III) oxyhydroxide / oxide nuclei 

shielded by carbon coat

Железодефицитная анемия 
Iron deficiency anemia

1992 (FDA) 

Противоопухолевые препараты 
Anti-tumor drugs

Hensify® 
(Nanobiotix) 

Наночастицы оксида гафния 
Hafnium oxide nanoparticles

Плоскоклеточный рак 
Squamous cell carcinoma

2019 (EMA) 

Vyxeos® (Jazz 
Pharmaceutics) 

Даунорубицин и цитарабин (липосомальная форма) 
Daunorubicin and cytarabine (liposomal form) 

Острый миелолейкоз 
Acute myeloid leukimia

2017 (FDA), 
2018 (EMA) 

Lipusu® (не ука-
зан)
Lipusu® (not 
provided) 

Паклитаксел (липосомальная форма) 
Paclitaxel (liposomal form) 

Рак молочной железы, немелко-
клеточный рак легких 

Breast cancer, non-small cell lung 
cancer

2016 (FDA) 

Lipodox® (Sun 
Pharma Global 
FZE) 

Доксорубицин гидрохлорид (липосомальная форма) 
Doxorubicin hydrochloride (liposomal form) 

Метастатический рак яичников, 
саркома Капоши 

Metastatic ovarian cancer, Kaposi 
sarcoma

2013 (FDA) 

Mepact (Takeda 
France SAS) 

Мифамуртид (липосомальная форма) 
Mifamurtide (liposomal form) 

Остеогенная саркома 
Osteogenic sarcoma

2009 (EMA) 

Marqibo® (Talon 
Therapeutics) 

Винкристин (в качестве субстрата-носителя исполь-
зованы наночастицы на основе сфингомиелина 

и холестерина) 
Vincristine (sphingomyelin and cholesterol-based nanoparticles 

are used as substrate carrier) 

Миелоидный лейкоз 
Myeloid leukemia

2012 (FDA) 

Продолжение табл. 1

Continuation of table 1
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Препарат 
(производитель) 

Drug (manufacturer) 

Тип лекарственного средства или носителя 
Type of pharmaceutical or carrier

Показания к применению 
Indications

Год реги-
страции 

(регулятор-
ный орган) 
Registration 

year 
(regulatory 
authority) 

Oncorine™ 
(H101) (Shanghai 
Sunway 
Biotech Co., Ltd) 

Онколитический рекомбинантный аденовирус 
(PEG-конъюгация) 

Oncolytic recombinant adenovirus (PEG conjugation) 

Опухоли головы и шеи 
Head and neck tumors

2005 
(CFDA) 

Abraxane® 
(Abraxis 
BioScience, 
LLC / Celgene 
Corporation) 

Паклитаксел (наноразмерные агрегаты альбумина 
с нековалентно связанным Ptx) 

Paclitaxel (nanosized aggregates of albumin  
with non-covalently bound Ptx) 

Метастазирующий рак молочной 
или поджелудочной железы, 

немелкоклеточный рак легкого, 
рак печени 

Metastatic breast and pancreatic cancer, 
non-small cell lung cancer, liver cancer

2005 (FDA) 

Eligard® (Tolmar 
Pharma-
ceuticals Inc.) 

Лейпролид ацетат (в качестве субстрата-носителя 
использованы поли-DL-лактат-гликолевые 

наночастицы) 
Leuprolide acetate (poly-DL-lactic acid-glycol nanoparticles 

used as substrate carrier) 

Рак предстательной железы 
Prostate cancer

2002 (FDA) 

Doxil® / Caelyx™ 
(Johnson & 
Johnson) 

Доксорубицин (липосомальная форма) 
Doxorubicin (liposomal form) 

Ассоциированная с синдромом 
приобретенного иммунодефици-
та саркома Капоши, рак молоч-

ной железы, яичников, множест-
венная миелома 

Kaposi sarcoma associated  
with acquired immunodeficiency 

syndrome, breast cancer, ovarian cancer, 
multiple myeloma

1995 (FDA) 

Doxil® 
(Johnson & 
Johnson) 

Доксорубицин (адриамицин) (липосомальная 
форма) 

Doxorubicin (adriamycin) (liposomal form) 

Метастатический рак яичников, 
саркома Капоши 

Metastatic ovarian cancer, Kaposi 
sarcoma

1995 (FDA), 
1996 (EMA) 

Oncaspar® (Enzon 
Pharmaceuticals 
Inc) 

Конъюгат L-аспарагиназы с олиэтиленгликолем 
(липосомальная форма) 

L-asparaginase and polyethylene glycol conjugate (liposomal 
form) 

Острый лимфолейкоз, острый 
миелолейкоз 

Acute lymphoblastic leukemia, acute 
myeloid leukemia

1994 (FDA), 
2016 (EMA) 

Примечание. FDA – Управление по контролю за качеством продуктов питания и лекарственных средств США (Food and 
Drug Administration); EMA – Европейское агентство по лекарственным средствам (European Medicines Agency); CFDA – 
Управление по контролю за качеством продуктов питания и лекарственных средств Китая (China Food and Drug 
Administration). 
Note. FDA – Food and Drug Administration; EMA – European Medicines Agency; CFDA – China Food and Drug Administration.

Окончание табл. 1

The end of table 1

носителей для таргетной терапии онкологических 
и аутоиммунных заболеваний, при которых применя-
ются генотоксические препараты, способные вызы-
вать у излеченных пациентов вторые злокачественные 
опухоли. Кроме того, в отдельных случаях для изго-
товления наноматериалов используются и элементы 
с доказанной канцерогенностью для человека, такие 
как кобальт и никель, по классификации МАИР отно-
сящиеся к группе 1 [20].

Латентный период развиия опухолей у работни-
ков канцерогенноопасных производств довольно 

большой: более 15–20 лет непрерывного стажа. В слу-
чае индукции мезотелиом у работавших с асбестом 
этот период мог достигать 40 лет [21]. В связи с этим 
мы пока не имеем достаточных эпидемиологических 
данных для оценки канцерогенности наноматериалов 
для человека, поскольку в настоящее время находим-
ся на раннем этапе развития нанотехнологических 
производств. Тем не менее накапливающиеся сведе-
ния о ранних изменениях у работников, непосредст-
венно занятых в разработке или производстве некото-
рых наноматериалов, свидетельствуют о высокой 
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вероятности повышения канцерогенного риска [22, 23]. 
Так, у сотрудников предприятия ООО «Нанотех-
Центр» (Тамбов, Россия), на котором производятся 
многослойные углеродные нанотрубки, по размеру 
соответст вующие MWCNT-7 и волокнам асбеста, были 
обнаружены ранние маркеры поражения дыхательной 
системы, приводящие к воспалению и фиброзу. В смы-
вах носа, мокроте и сыворотке крови выявлено значи-
тельное повышение уровня воспалительных цитокинов: 
интерлейкина 1β, интерлейкина 6, фактора некроза 
опухоли α (TNF-α) и гликопротеина MUC1, высокое 
содержание которого наблюдается при интерстициаль-
ных пневмониях с исходом в фиброз легких [24].

Масштабное исследование, проведенное на образ-
цах крови и мокроты у 108 рабочих из 12 центров на-
нопроизводств США, также выявило изменение био-
маркеров, связанных с окислительным стрессом, 
воспалением, фиброзом легких и онкологическими 
заболеваниями. В мокроте были изменены уровни кол-
лагеназы типа IV, интерлейкина 18 (IL-18), глутатион-
пероксидазы (GPx), миелопероксидазы и супероксид-
дисмутазы (SOD), матричных металлопротеиназ 9 и 2, 
а в сыворотке крови – ингибитора металлопротеиназы 1 
(8-гидрокси-2’-дезоксигуанозина), GPx, SOD, эндотели-
на-1, фибриногена и белка адгезии клеток сосудов [22].

На Тайване у рабочих, занятых производством на-
номатериалов из оксидов металлов, в лейкоцитах об-
наружено значительное снижение общего метилиро-
вания ДНК по сравнению с контрольной выборкой, 
что было обратно пропорционально уровню 8-гидрок-
си-2’-дезоксигуанозина – маркера окислительного 
повреждения ДНК [25].

Еще в одном исследовании у небольшой группы 
разработчиков, экспонированных к наноматериалам 
в среднем в течение 14 лет, были обнаружены значи-
тельные изменения в профилях метилирования ДНК. 
Наиболее сильные изменения CpG выявлены в генах, 
участвующих в метаболизме липидов, регуляции иммун-
ной системы, детоксикации ксенобиотиков и канцеро-
генезе. Самым характерным было гипометилирование 
341 локуса CpG и гиперметилирование локуса 364 [26].

В другом исследовании у работников, занятых 
в производстве многослойных нанотрубок, не было 
выявлено значительных изменений в глобальном ме-
тилировании ДНК, но наблюдались выраженные из-
менения метилирования отдельных сайтов CрG в про-
моторах генов ДНК-метилтрансферазы (DNMT1), 
серин / треониновой протеинкиназы (ATM), необхо-
димых для процесса репарации, гена SKI, участвующе-
го в регуляции сигнального пути трансформирующего 
фактора роста β (TGF-β) и деацетилазы гистонов 
HDAC4, изменяющей конформацию хроматина [27].

В эксперименте на культуре эпителиальных клеток 
бронха человека было показано, что цитотоксический 
и цитогенетический эффекты, связанные с экспрес-
сией провоспалительных цитокинов, окислительным 
стрессом, образованием микроядер и двунитевыми 

разрывами ДНК, вызывают нанотрубки большой дли-
ны, как единичные, так и их агломераты [19, 28]. На-
личие металлов в волокнах асбеста является одним 
из объяснений его канцерогенных свойств. В первую 
очередь это касается двухвалентного (Fe2+) и трехва-
лентного (Fe3+) железа, с которыми связывают геноток-
сические и цитотоксические эффекты. Аналогичным 
образом наличие биодоступного железа на поверхно-
сти нанотрубок связано с окислительным стрессом 
и воспалительными реакциями [29–32]. В связи с от-
сутствием прямых эпидемиологических данных о кан-
церогенности многослойных углеродных нанотрубок 
MWCNT-7 на основании данных молекулярной эпи-
демиологии о проканцерогенных изменениях в ткани 
легких и плевры эти наноматериалы были отнесены 
по канцерогенной опасности к группе 2В по класси-
фикации МАИР [19].

Следует отметить, что физико-химическими при-
знаками потенциальной токсичности и канцероген-
ности наноматериалов является также положительный 
заряд, который может формироваться на поверхности 
некоторых наноматериалов, что способствует взаимо-
действию наноструктур и макромолекул клетки 
и их повреждению.

ЭКСПЕРИМЕНТаЛьНыЕ даННыЕ 
ПО КаНцЕРОгЕННОМУ, гЕНОТОКСИчЕСКОМУ 
И ТОКСИчЕСКОМУ дЕЙСТВИЯМ 
НаНОМаТЕРИаЛОВ
В хронических экспериментах на мышах и крысах 

было показано, что прямоволокнистые многослойные 
углеродные нанотрубки типа MWCNT-7 обладают 
способностью вызывать опухоли при различных путях 
введения (табл. 2).

Внутрибрюшинные инъекции многослойных угле-
родных нанотрубок MWCNT-7 мышам и крысам ин-
дуцировали мезотелиомы брюшной полости [19]. Су-
щественно, что этот наноматериал вызывал у мышей 
мезотелиомы при однократном введении всего 3 мкг [33]. 
Такие же опухоли образовывались у самцов крыс при 
введении взвеси MWCNT-7 в полость мошонки. 
У крыс, находившихся в атмосфере с взвесью нанотру-
бок в течение 108 нед, возникали карциномы легких 
и мезотелиомы плевры. При этом увеличение концен-
трации частиц в воздухе с 0,2 до 2 мг / м3 повышало 
частоту развития опухолей у самцов в 8 и 11 раз по 
сравнению с концентрацией 0,02 мг / м3 [19, 34].

Аналогичный эффект наблюдался и у мышей при 
вдыхании воздуха с другой разновидностью углерод-
ных нанотрубок MWСNT-7. В эксперименте по мето-
дике инициации – промоции у мышей, первоначаль-
но экспонированных к 3-метилхолантрену, а затем 
дышавших в течение 17 мес воздухом с нанотрубками, 
аденомы и карциномы легких возникли у 38 из 42 осо-
бей, а у получавших только 3-метилхолантрен – у 28 
из 54 (p <0,0001), только загрязненный воздух – у 13 
из 49 [35].

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D1%80%D0%BE%D0%BC%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%BD
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Таблица 2. Эффекты наноматериалов, созданных на основе различных химических соединений и аллотропов углерода

Table 2. Effects of nanomaterials elaborated on the basis of various chemical compounds and carbon allotropes

Элемент 
или его 

соединение 
Element or 

its compound

Объект 
Object

Эффект 
Effect

С Крысы, мыши 
Rats, mice

Мезотелиомы плевры, рак легкого 
Pleural mesothelioma, lung cancer

Co

Крысы 
Rats

Плеоморфные саркомы на фоне хронического воспаления 
Pleomorphic sarcomas with chronic inflammation

Культура клеток 
BALB / 3T3 

BALB / 3T3 cell culture

Окислительный стресс, генотоксичность, однонитевые и двунитевые разрывы 
ДНК, злокачественная трансформация 

Oxidative stress, genotoxicity, single and double stranded DNA breaks, malignant transformation

Ni(OH)
2

Крысы 
Rats

Рабдомиосаркомы на месте имплантации, окислительный стресс, ингибирование 
апоптоза, хроническое воспаление 

Rhabdomyosarcomas at implantation sites, oxidative stress, apoptosis inhibition, chronic 
inflammation

Arg Крысы 
Rats

Окислительный стресс, повреждение ДНК 
Oxidative stress, DNA damage

ZnО

Мыши 
Mice

Поражение почек, анемия 
Kidney failure, anemia

Культура клеток K562 
K562 cell culture

Цитотоксическое действие путем индукции апоптоза 
Cytotoxic effect through apoptosis induction

Сальмонелла 
Salmonella

Мутагенное действие низких концентраций 
Mutagenic effect of low concentrations

SiO
2

Крысы 
Rats

Образование микроядер и повреждение ДНК, выявленное методом ДНК-комет 
Formation of micronuclei and DNA damage found in comet assay

Культура клеток Bhas 42 
Bhas 42 cell culture

Промоция злокачественной трансформации клеток, имеющих в геноме несколько 
копий v-Ha-ras 

Promotion of malignant transformation in cells containing several copies of v-Ha-ras in their 
genome

TiO
2

Культура клеток легкого 
человека 

Human lung cancer cell 
culture

Злокачественная трансформация 
Malignant transformation

Культура клеток Caco-2 
Caco-2 cell culture

Изменение экспрессии генов, связанных с воспалением, иммунной системой, 
транспортом и злокачественным ростом 

Changes in expression of genes associated with inflammation, transport, and malignant growth

V
2
O

5

Культура клеток B16F10, 
A549 и PANC1 

B16F10, A549 and PANC1 
cell cultures

Ингибирование пролиферации путем окислительного стресса и активации 
апоптоза 

Inhibition of proliferation through oxidative stress and apoptosis activation

AI
2
O

3

Культура клеток JB6 
JB6 cell culture

Окислительный стресс, нарушение функций митохондрий, усиление пролифера-
ции 

Oxidative stress, disruption of mitochondrial function, increased proliferation

Fe
2
O

3
, 

Fe
3
O

4

Крысы, мыши 
Rats, mice

Индукция активных форм кислорода, гиперплазия и фиброз тканей легкого 
Induction of reactive oxygen species, hyperplasia, and lung tissue fibrosis

Культура клеток мыши 
Balb / 3T3 

Balb / 3T3 murine cell culture

Промоция действия 20-метилхолантрена, сравнимая с эффектом на модели 
двухстадийного канцерогенеза в культуре 

Promotion of 20-methylcholanthrene effect comparable to the effect in the two-stage carcinogenesis 
model in culture

CuO Крысы 
Rats

Воспалительные и атрофические изменения в печени, легких, селезенке и почках 
Inflammatory and atrophic changes in liver, lungs, spleen, and kidneys
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Такие данные позволили экспертам МАИР в 2014 г. 
отнести жесткие многослойные углеродные нанотруб-
ки MWСNT-7 к потенциальным канцерогенам чело-
века (группа 2B) [19]. На основании этих и других 
экспериментов было предложено считать предельно 
допустимой концентрацией агентов типа MWСNT-7 
в воздухе рабочей зоны не более 0,1–0,15 мкг / м3.

Наночастицы никеля и кобальта также оказались 
канцерогенными (табл. 2). У всех крыс, которым им-
плантировали такие наночастицы, на месте введения 
возникли саркомы. В клеточных культурах они вызы-
вали одно- и двухцепочечные разрывы ДНК, хромо-
сомные аберрации, активацию антиапоптотических 
факторов, таких как фосфорилированный Akt и белки 
Bcl-2 [36, 37]. В этом же эксперименте имплантация 
наноформ SiO

2
 опухолей не вызывала. Несмотря 

на возможность канцерогенного действия, нанопре-
параты кобальта используются при магнитно-резо-
нансной томографии в качестве контрастирующих 
агентов [38, 39].

В настоящее время широкое распространение по-
лучили и изделия, включающие наноматериалы на ос-
нове двуокиси титана (TiO

2
). Поскольку исходный TiO

2
 

был классифицирован как возможный канцероген 
человека (группа 2B по классификации МАИР), гено-
токсичность и канцерогенность его наночастиц 
для человека также вполне вероятны. Подтверждени-
ем этого являются результаты исследования пищевой 
добавки Е171, которая представляет собой смесь нано- 
и микрочастиц TiO

2 
и используется в качестве краси-

теля. В эксперименте на мышах Е171 вызывала опухо-
ли толстого кишечника [40, 41].

В процессе производства и обработки наночастиц 
TiO

2 
они могут проникать в организм помимо желу-

дочно-кишечного тракта через поврежденную кожу 
с косметикой и через дыхательные пути. Дальнейшие 
исследования показали, что генотоксическое действие 
наночастиц TiO

2
 связано с концентрацией, режимом 

и временем воздействия, типом клеток или видом жи-
вотных, а также с физико-химическими свойствами 
(типом, размером и формой кристаллов) [42].

Наночастицы золота и серебра не проявили канце-
рогенных свойств, хотя золото в этой форме оказалось 
эмбриотоксичным, особенно при размере частиц око-
ло 0,8 нм [43]. Частицы размером 5 нм при длительном 
введении вызывали у самцов крыс нарушение фертиль-
ности. В то же время в культуре клеток мыши Balb / 3T3 
наночастицы золота, как и Fe

3
O

4
, оказались сильными 

промоторами при инициации канцерогенеза 20-ме-
тилхолантреном в двухстадийной модели [44].

Наноструктурированные биокомпозиты серебра, 
широко использующиеся в медицине вследствие 
их большой антимикробной активности, повышают 
в печени экспрессию цитохрома P4501A, белка тепло-
вого шока (Hsp70) и p53 и вызывают окислительное 
повреждение ДНК [45, 46].

Несмотря на то что кристаллический кремнезем 
является канцерогеном для человека (группа 1 по клас-
сификации МАИР) и имеется много данных о гено-
токсичности его наночастиц как в клеточных культурах, 
так и у животных, канцерогенность таких наночастиц 
не доказана [18]. Эти сведения неоднозначны, посколь-
ку эффект на культивируемых клетках был связан 
как с формой и размерами частиц, так и с гистогенезом 
клеточных культур. В одном из экспериментов наноча-
стицы SiO

2
 промотировали злокачественную трансфор-

мацию клеток, имеющих в геноме несколько копий v-
Ha-ras [47, 48]. Внутривенное введение самцам крыс 
наночастиц TiO

2
 размером 15 и 55 нм приводило к обра-

зованию микроядер и повреждению ДНК, выявленному 
методом ДНК-комет. Наночастицы солей цинка, вана-
дия, алюминия, меди и селена вызывали у животных 
и в клеточных культурах генотоксическое действие пу-
тем окислительного стресса (табл. 2) [49, 50].

Использование обратного мутагенеза на штаммах 
ауксотрофных бактерий для оценки генотоксичности 

Элемент 
или его 

соединение 
Element or 

its compound

Объект 
Object

Эффект 
Effect

Au

Крысы 
Rats

Эмбриотоксичность, нарушение фертильности самцов 
Embryotoxicity, infertility in males

Культура клеток мыши 
Balb / 3T3 

Balb / 3T3 murine cell culture

Промоция действия 20-метилхолантрена, сравнимая с эффектом TPA 
(12–0-тетра-деканоилфорбол-13-ацетат) на модели злокачественной 

трансформации в культуре 
Promotion of 20-methylcholanthrene effect comparable to the TPA (12–0-tetra-decanoylphorbol-

13-acetate) effect in malignant transformation model in culture

SeO
2

Культура клеток 
BALB / 3T3 

BALB / 3T3 cell culture

Цитотоксическое действие, ингибирующее канцерогенез на модели 
злокачественной трансформации в культуре 

Cytotoxic effect inhibiting carcinogenesis in malignant transformation model in culture

Окончание табл. 2

The end of table 2
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наноматериалов не может служить адекватным мето-
дом как в силу больших размеров нановолокон, нано-
лент и других форм наноматериалов по отношению 
к бактериям, так и из-за отсутствия у них эндоцитоза 
и невозможности проникновения наночастиц через 
клеточную стенку [51]. Так, квантовые точки, наноча-
стицы и нановолокна оксида и гидроксида алюминия, 
многостенные и одностенные углеродные нанотрубки 
не индуцировали генные мутации при использовании 
различных штаммов Salmonella typhimurium как в при-
сутствии, так и в отсутствие активации ферментами 
S9-фракции микросомных монооксигеназ. Тем не ме-
нее в 22 исследованиях генотоксического эффекта 
наночастиц различного состава с помощью данного 
подхода были получены данные о наличии статисти-
чески значимого генотоксического эффекта: для на-
ночастиц золота, серебра, меди, оксидов цинка, индия 
и вольфрама, диоксида кремния и титана, а также не-
которых вариантов фуллеренов [51].

МЕХаНИзМы гЕНОТОКСИчЕСКОгО дЕЙСТВИЯ 
НаНОчаСТИц
Генотоксическое действие бывает прямым и кос-

венным. Прямое генотоксическое действие, в свою 
очередь, принято разделять на непосредственное 
и опосредованное. Поскольку наноматериалы прони-
кают через ядерную мембрану и обнаруживаются 
в ядрах клеток, прямой первичный генотоксический 
эффект связывают с их механическим действием. Воз-
действуя на центриоли, они нарушают процесс мито-
за, тем самым вызывая хромосомные аберрации и об-
разование микроядер. В интерфазе наноматериалы 
влияют на репликацию и транскрипцию. Кроме того, 
находящиеся на поверхности наноструктур свободные 
радикалы относительно стабильны и непосредственно 
действуют на геномную ДНК. Трехмерные реконст-
рукции оптических сечений визуализировали углеродные 
нанотрубки, встроенные в центросомы, микротру-
бочки и ДНК. После 24 ч инкубации с наноматериа-
лом наблюдались дозозависимое увеличение числа 
разрушенных центросом, появление анеуплоидных 
хромосом и аномалий митотического веретена. Выра-
женность этих эффектов определяется материалом 
и размерами нанопродуктов, их формой, прочностью 
на изгиб и стабильностью в биологических средах. 
Био резистентность некоторых из них очень велика. 
Например, многослойные углеродные нанотрубки, 
как и волокна асбеста, сохранялись в легочной ткани 
мышей в течение 1 года после их однократного введе-
ния [52–54].

Первичный опосредованный механизм геноток-
сического действия наночастиц металлов связан 
со способностью индуцировать в митохондриях и мем-
бранно-связанной системе цитохрома Р450 перекись 
водорода (H

2
O

2
), супероксидный анион (O

2
–), гидрок-

сильный радикал (HO•), активную форму азота (NO) 
и пероксинитрил (ONOO). В зависимости от матери-

ала изготовления и свойств покрытия наноматериалы 
могут повреждать ДНК с помощью и других электро-
фильных молекул. Они атакуют ДНК, вызывая одно- 
и двунитевые разрывы, в результате чего нерепариро-
ванные повреждения дают клоны с мутациями 
или цитогенетическими аномалиями [55, 56]. Косвен-
ный механизм генотоксического действия наномате-
риалов связан с их способностью вызывать хрониче-
ское воспаление. Это было показано как в системах 
in vivo, так и in vitro на смешанных культурах эпителия 
легких и клеток иммунной системы [57].

ЭПИгЕНЕТИчЕСКИЕ МЕХаНИзМы
Эпигенетические эффекты нанопродуктов тесно 

связаны с генотоксическими и могут порождать друг 
друга. В связи с этим вопрос о том, что первично, 
а что вторично, может быть решен только в каждом 
конкретном случае. Основными механизмами эпиге-
нетического воздействия наночастиц и наноматериа-
лов на клетки являются нарушение метилирования 
ДНК и модификация гистонов, которые развиваются 
в результате воспаления, окислительного стресса и на-
рушения экспрессии кодирующих и некодирующих 
генов [27, 58–60] (рис. 4).

Наноматериалы и наночастицы изменяют работу 
белков, метилирующих и деметилирующих ДНК, 
а также модифицирующих гистоны. Они также вызы-
вают окислительный стресс, извращают метаболизм 
фолатов и цикл лимонной кислоты. Это повреждает 
ДНК и нарушает механизмы ее репарации, а также 

Рис. 4. Механизм метилирования ДНК и модификации гистонов нано-
материалами и наночастицами [27]
Fig. 4. Mechanism of DNA methylation and histone modification by na no-
materials and nanoparticle [27]
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работу ферментов, модифицирующих хроматин, и про-
исходят гипометилирование ДНК и модификации 
гистонов [27, 61, 62].

В исследованиях на клеточных культурах легочно-
го эпителия, моноцитов и других тканей было показа-
но, что одно- и многослойные углеродные нанотрубки 
вызывают как гипометилирование промоторов тысяч 
генов, так и гиперметилирование CpG сайтов про-
моторов некоторых других генов [63–66]. Наличие 
в ДНК продуктов свободнорадикального окисления 
в виде 8-OHdG и 5-hmeC ингибирует ДНК-метил-
трансферазу, что приводит к глобальному гипомети-
лированию ДНК [67]. Кроме того, воздействие нано-
частиц и наноматериалов вызывает истощение пула 
глутатиона – основного антиоксиданта клетки. Абер-
рантное гиперметилирование при воспалении может 
происходить и вследствие появления галогенизиро-
ванных продуктов цитозина типа 5-хлорцитозина 
и 5-бромцитозина, которые вместо 5-метилцитозина 
способны направлять метильную группу на немети-
лированные сайты [68–70]. В отличие от сложных 
наноструктур наночастицы размером меньше 10 нм, 
используемые для адресной доставки лекарствен-
ных препаратов, не влияют на метилирование ДНК, 
но изменяют экспрессию многих матричных РНК 
(мРНК), связанных с канцерогенезом, иммунным 
ответом, апоптозом и регуляцией клеточного цикла 
[71, 72].

Одним из наиболее типичных изменений, вызы-
ваемых наноматериалами, в том числе и наночастица-
ми, является усиление фосфорилирования гистона 
H2AX по серину-139 (ɣ-H2AX), которое входит в число 
самых ранних показателей повреждения ДНК [27, 69]. 
Этот эффект был получен в большом числе экспери-
ментов с наночастицами на основе различных метал-
лов – серебра, золота, меди, цинка, титана, а также 
неметаллов, в частности кремния. Наночастицы крем-
ния вызывали в культуре клеток мыши усиление аце-
тилирования гистонов H3 и H4, повышение содержа-
ния гистондеацетилазы HDAC2 при снижении 
уровней HDAC1 и HDAC6 [27, 65]. Наночастицы зо-
лота и мышьяка вызывали несколько типов моди-
фикаций гистонов в культуре эпителиальных клеток 
дыхательных путей, что приводило к подавлению экс-
прессии близлежащих генов [27].

ВЛИЯНИЕ НаНОчаСТИц  
На НЕКОдИРУющИЕ РНК
Одной из составляющих эпигенетических механиз-

мов действия нанопродуктов на клетку является их спо-
собность изменять экспрессию микроРНК (миРНК), 
которые представляют собой некодирующие эндоген-
ные РНК, состоящие из коротких нуклеотидных после-
довательностей. Они участвуют в посттранскрипцион-
ной регуляции экспрессии генов и влияют на основные 
клеточные процессы, такие как метаболизм, пролифе-
рация, дифференцировка и апоптоз.

В 2011 г. было впервые обнаружено, что наноча-
стицы с титановым покрытием значительно изменяют 
экспрессию 16 миРНК неизвестной на тот момент 
функциональности в клетках легких мыши [72]. Ана-
логичный эффект был получен и после введения в лег-
кие мышей частиц сажи. Дальнейшие исследования 
также продемонстрировали измененную экспрессию 
миРНК [72, 73].

Значительное изменение профилей миРНК было 
обнаружено в клетках крови мышей, у которых возник-
ли различные патологии легких вследствие хрони-
ческого дыхания воздухом, запыленным углеродными 
нанотрубками. У животных с фиброзом легких, среди 
других, были изменены промотор гена NAD-зависи-
мой метилентетрагидрофолат дегидрогеназы MTHFD2 
и MIR-206-3P, связанная с функциями митохондрий. 
У мышей с бронхоальвеолярной аденомой был изме-
нен уровень Fam178a, связанной с пострепликативной 
репарацией повреждений ДНК и MIR-130A-3P, инги-
бирующей экспрессию пролактина. При аденокарци-
номе наблюдалось повышение экспрессии рецептора 
интерлейкина 7, участвующего в активации STAT3, 
который связан с работой интерлейкинов и факторов 
роста, и понижение MIR-210-3P, активирующей ан-
гиогенез при гипоксии. Данный эксперимент был по-
ставлен по схеме двухстадийного канцерогенеза, когда 
часть животных получала предварительно внутрибрю-
шинную инъекцию 20-метилхолантрена. Поскольку 
злокачественные опухоли возникли не только в этой 
группе, полученные изменения миРНК нельзя связы-
вать только с действием нанотрубок [74, 75].

В целом изменение эпигенома наноструктурными 
элементами в настоящее время связывают с процесса-
ми глобального деметилирования и специфичного 
для отдельных генов метилирования ДНК, повыше-
нием фосфорилирования гистонов, в частности H2AX, 
сопровождающимся окислительным стрессом, усиле-
нием ацетилирования гистонов H3 и H4 и повышени-
ем активности гистондеацетилазы 2 (HDAC2), деаце-
тилирующей остатки лизина коровых гистонов (H2A, 
H2B, H3 и H4) и играющей большую роль в регуляции 
транскрипции и клеточного цикла при одновремен-
ном снижении уровней белков HDAC1 и HDAC6 [27, 
61, 71].

НаНОПРОдУКТы КаК СОРбЕНТы 
КаНцЕРОгЕННыХ загРЯзНИТЕЛЕЙ бИОСфЕРы
Данные ряда экспериментов свидетельствуют 

о том, что, помимо собственной канцерогенности, 
наноматериалы могут быть промоторами канцероге-
неза, инициированного другими агентами. В частности, 
показано, что хроническое вдыхание мышами много-
слойных углеродных нанотрубок MWСNT-7 резко 
увеличивает способность ранее введенного 20-метил-
холантрена вызывать карциномы легких [19].

Аналогичным образом адсорбция наноматериалами 
гидрофобных органических соединений, в том числе 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%80%D0%BB%D0%B5%D0%B9%D0%BA%D0%B8%D0%BD%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%8B_%D1%80%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D1%80%D1%8B_%D1%80%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%BE%D0%BD%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BA%D1%80%D0%B8%D0%BF%D1%86%D0%B8%D1%8F_(%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%8F)
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канцерогенных и неканцерогенных полициклических 
ароматических углеводородов (ПАУ) из окружающей 
среды, может усиливать их токсичность и канцероген-
ность. При исследовании адсорбции нафталина, фе-
нантрена и пирена на 6 структурах, включая фулле-
рены, однослойные и многослойные углеродные 
нанотрубки, было показано, что их максимальные 
концентрации содержат внешние поверхности струк-
тур, а не внутренние полости и перегородки. При этом 
величина адсорбционной способности наноматериала 
зависит от площади поверхности, объема микропор 
и отношения мезопор к микропорам. В свою очередь, 
адсорбируемость ПАУ связана с размером молекул, 
т. е. чем больше их размер, тем меньше адсорбируемая 
емкость. Десорбция ПАУ происходит довольно легко. 
Гистерезис, то есть задержка десорбции, был характерен 
только для фуллеренов из-за наличия замкнутых межу-
зельных пространств в этих сферических агрегатах.

Таким образом, активная сорбция ПАУ на нано-
носителях и легкость их десорбции свидетельствуют 
о возможности транспортировки наноструктурами 
в клетки ПАУ и других канцерогенов, что должно при-
вести к повышению биодоступности канцерогенных 
молекул и, как следствие, в совокупности с собствен-
ными эффектами наноструктур – к повышению токси-
ческого и канцерогенного рисков [76, 77]. Глобальная 

опасность такой возможности вполне реальна, если 
учесть, что средняя концентрация ПАУ в атмосфере 
производственных мощностей еще 10 лет назад со-
ставляла до 336 мкг / м3. В связи с этим тестирование 
новых наноструктур на канцерогенность должно 
включать испытание их промоторной активности 
по отношению к загрязнениям биосферы [78–80].

заКЛючЕНИЕ
Некоторые типы наночастиц и наноструктур оказы-

вают на клетки генотоксическое и эпигенетическое воз-
действие, что является основой их канцерогенности.

Генотоксическое действие вызывается путем ме-
ханического повреждения структур ядра, а мутации – 
действием активных радикалов, находящихся на по-
верхности наноструктур или возникающих в процессе 
воспаления. В основе эпигенетических изменений 
лежат процессы метилирования / деметилирования 
ДНК, изменение профилей гистонов и миРНК. Нано-
частицы также способны промотировать канцероген-
ное действие других агентов типа канцерогенов био-
сферы, которые сорбируются на их  поверхности 
и, возможно, генотоксических химиопрепаратов. Эти 
их свойства необходимо учитывать при испытании 
безопасности новых соединений с использованием 
наночастиц.
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Метилирование ДНк представляет собой модификацию хроматина, которая играет важную роль в эпигенетической 
регуляции экспрессии генов. Изменение паттернов метилирования ДНк характерно для многих злокачественных 
новообразований. Метилирование ДНк осуществляется ДНк-метилтрансферазами (DNMTs), в то время как демети-
лирование происходит под действием метилцитозиновых диоксигеназ, или белков семейства TET. Мутации и изме-
нение профиля экспрессии данных ферментов, приводящие к гипо- и гиперметилированию ДНк, могут оказывать 
сильное влияние на канцерогенез.
В обзоре рассмотрены ключевые аспекты механизмов регуляции метилирования и деметилирования ДНк, а также 
проведен анализ роли ДНк-метилтрансфераз и белков семейства ТеТ в патогенезе различных злокачественных 
новообразований.
при подготовке обзора были использованы информационные базы биомедицинской литературы Scopus (504), 
PubMed (553), Web of Science (1568), eLibrary (190), для получения полнотекстовых документов – электронные ре-
сурсы PubMed central (PMc), Science Direct, Research Gate, киберЛенинка, для анализа мутационного профиля эпи-
генетических регуляторных ферментов – портал cBioportal (https://www.cbioportal.org / ), данные проекта The AAcR 
Project GENIE consortium (https://www.mycancergenome.org / ), базы данных cOSMIc, clinvar и Атласа генома рака 
(The cancer Genome Atlas, TcGA).
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DNA methylation is a chromatin modification that plays an important role in the epigenetic regulation of gene expression. 
changes in DNA methylation patterns are characteristic of many malignant neoplasms. DNA methylation is occurred  
by DNA methyltransferases (DNMTs), while demethylation is mediated by TET family proteins. Mutations and changes 
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in the expression profile of these enzymes lead to DNA hypo- and hypermethylation and have a strong impact on car-
cinogenesis. In this review, we considered the key aspects of the mechanisms of regulation of DNA methylation and 
demethylation, and also analyzed the role of DNA methyltransferases and TET family proteins in the pathogenesis of 
various malignant neoplasms.
During the preparation of the review, we used the following biomedical literature information bases: Scopus (504), Pu-
bMed (553), Web of Science (1568), eLibrary (190). To obtain full-text documents, the electronic resources of PubMed 
central (PMc), Science Direct, Research Gate, cyberLeninka were used. To analyze the mutational profile of epigenetic 
regulatory enzymes, we used the cBioportal portal (https://www.cbioportal.org / ), data from The AAcR Project GENIE 
consortium (https://www.mycancergenome.org / ), cOSMIc, clinvar, and The cancer Genome Atlas (TcGA).

Key words: epigenetic regulation of transcription, oncogenesis, DNA methylation, DNA hydroxymethylation, DNA meth-
yltransferases, TET family proteins, malignant tumors
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ВВЕдЕНИЕ
Ключевыми молекулярными событиями в патоге-

незе злокачественных новообразований (ЗНО) явля-
ются изменения как в структуре генома, так и в систе-
ме эпигенетической регуляции транскрипции [1]. 
Изменения паттернов мутаций, экспрессии или фер-
ментативной активности компонентов названной 
 системы могут приводить к нарушению профиля экс-
прессии генов, обусловливающему проявление био-
логических характеристик опухолевой клетки [2].

Метилирование ДНК – наследуемая эпигенетиче-
ская модификация, играющая важную роль в инакти-
вации Х-хромосомы, геномном импринтинге, репрес-
сии транскрипции повторяющихся элементов генома, 
а также регуляции экспрессии генов [3, 4]. Интегральное 
изменение паттерна метилирования генома опухоле-
вой клетки, так называемое аберрантное метилирова-
ние ДНК, приводит к инактивации генов супрессоров 
опухолевого роста и последующей активации онкоге-
нов, а также к активации ретротранспозонов, деста-
билизирующих геном, и транскрипции некодируюших 
последовательностей, влияющих на процессинг РНК 
[5]. В результате происходит нарушение процессов 
пролиферации, дифференцировки и апоптоза, что 
способствует формированию клона опухолевых клеток 
с более агрессивным фенотипом и, в частности, раз-
витию множественной лекарственной устойчивос-
ти [6, 7].

Метилирование ДНК осуществляется ДНК-ме-
тилтрансферазами (DNMTs), в то время как демети-
лирование происходит под действием метилцитози-
новых диоксигеназ, или белков семейства TET [8]. 
Аберрантное метилирование ДНК является следствием 
как структурных нарушений этих ферментов, опреде-
ляющих изменение их функциональной активности, 
так и изменения уровня их экспрессии [5]. При неко-
торых ЗНО наличие определенной мутации и измене-
ние уровней экспрессии ферментов метилирования /  
деметилирования ДНК может быть использовано для 
дифференциальной диагностики заболевания, а также 
в качестве прогностических и предикторных фак-
торов.

В предлагаемом обзоре рассмотрены наиболее ак-
туальные данные о метилировании и деметилирова-
нии ДНК, а также роль белков ДНК-метилтрансфераз 
(DNMTs) и белков семейства TET (TETs) в генезе раз-
личных ЗНО.

МЕХаНИзМ МЕТИЛИРОВаНИЯ дНК
Метилирование ДНК у эукариот представляет со-

бой модификацию цитозина в 5-м положении путем 
замещения атома водорода (Н) на метильную группу 
(СН

3
) под действием S-аденозилметионина (SAM) [9]. 

Процесс метилирования ДНК осуществляется семей-
ством ДНК-метилтрансфераз (DNMTs), которые ка-
тализируют перенос метильной группы с SAM на 
 цитозин [10]. DNMT1, являющаяся наиболее распро-
страненной ДНК-метилтрансферазой в дифференци-
рованных клетках, отвечает за поддержание метили-
рования ДНК [11]. DNMT2 представляет собой 
фермент, который метилирует множественные транс-
портные РНК (тРНК), защищая их от деградации [12]. 
Метилтрансферазы de novo DNMT3a и DNMT3b от-
ветственны за установление профиля метилирования 
во время развития, в связи с чем экспрессируются 
на высоком уровне в эмбриональных стволовых клет-
ках и на более низком уровне в дифференцированных 
клетках [13]. При этом DNMT3a предпочтительно 
вносит модификацию в линкерную ДНК, а активность 
DNMT3b направлена на нуклеосомную ДНК [14]. 
DNMT3L является вспомогательным ферментом, ко-
торый повышает каталитическую активность метил-
трансфераз DNMT3a и DNMT3b, не взаимодействуя 
при этом с ДНК [13, 15].

Поддерживающее метилирование осуществляется 
в S-фазе клеточного цикла полуконсервативным об-
разом. Ключевую роль в поддерживающем метили-
ровании играет взаимодействие фермента DNMT1 
с убиквитин-подобным белком UHRF1. Он состоит 
из нескольких доменов, каждый из которых выполняет 
определенную функцию. Взаимодействие UHRF1 с ма-
лой и большой бороздками ДНК, содержащей вновь 
синтезированный фрагмент, реализуется с помощью 
домена SRA, включающего поддоменные области SRA 
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и NKR. Домены PHD и TTD, в свою очередь, ответст-
венны за распознавание гистоновой модификации 
Н3K9me2 / 3. Кроме того, в структуре UHRF1 выделя-
ют домен RING, выполняющий функцию E3 убикви-
тин-лигазы, и домен UBL, который связывается с E2 
убиквитин-конъюгирующим ферментом Ube2D. В ре-
зультате связывания UHRF1 с гемиметилированной 
ДНК и гистоновой модификацией Н3K9me2 / 3, а также 
моноубиквитинирования гистона Н3 по остаткам ли-
зина К18 и К23 ферментом E2 происходит направлен-
ное взаимодействие DNMT1 с неметилированными 
цитозинами в растущей дочерней цепи ДНК (см. ри-
сунок) [16, 17].

Для метилирования de novo предполагается не-
сколько механизмов направленного взаимодействия 
метилтрансфераз DNMT3a и DNMT3b с цитозинами 
конкретных генетических областей. Основной меха-
низм заключается во взаимодействии DNMT3a / b 
с ДНК через консервативный домен PWWP [18]. 
У млекопитающих метилирование ДНК происходит 
преимущественно в динуклеотидах CpG. Некоторые 
динуклеотиды CpG рассредоточены по геному, тогда 
как другие встречаются в виде плотных кластеров, на-
зываемых CpG-островками. В нормальных клетках 
дисперсно распространненые динуклеотиды CpG ги-
перметилированы, в то время как CpG-островки 
обычно не метилированы и часто располагаются в об-
ластях промоторов генов, которые регулируют актива-
цию и репрессию транскрипции [14]. Наряду с метили-
рованием CpG встречается метилирование цитозинов 
с последующим основанием, отличным от гуанина, 
которое называется non-CpG метилированием, а мет-
ки обозначаются как mCpH, где H – A, C или T [19]. 
Non-CpG метилирование более выражено в эмбрио-
нальных стволовых клетках (ESCs) по сравнению 
с дифференцированными клетками и играет ключе-
вую роль в возникновении и поддержании плюрипо-
тентного состояния [20–22]. Non-CpG метилирование 
поддерживается постоянной активностью метилтранс-
фераз de novo в основном ферментом DNMT3b [23].

Деметилирование ДНК подразумевает ряд процес-
сов, в ходе которых цитозин не подвергается метили-
рованию (пассивное деметилирование) или происходит 
модификация метильной метки, приводящая к замене 
нуклеотида на неметилированный цитозин (активное 
деметилирование). Пассивное деметилирование мо-
жет осуществляться вследствие дисфункции фермен-
та DNMT1 или при нарушении паттерна метилирования 
материнской цепи. Одним из факторов, препятству-
ющих действию комплекса UHRF1-DNMT1, является 
окисление 5-метилцитозина (5-mC) до 5-гидроксиме-
тилцитозина (5-hmC) белками семейства ТЕТ. Дело 
в том, что ферментативная активность DNMT1 в от-
ношении гемиметилированного субстрата более 
чем в 60 раз превышает его активность в отношении 
гемигидроксиметилированных и немодифицирован-
ных сайтов [24]. Активное деметилирование ДНК про-

исходит при участии ферментов метилцитозиновых 
диоксигеназ (TETs), которые окисляют метильную 
группу цитозина до гидроксиметильной группы, вы-
зывая превращение в 5-mC в 5-hmC. Впоследствии 
белки ТЕТs окисляют 5-гидроксиметилцитозин 
до 5-формилцитозина (5-fC) и 5-карбоксицитозина 
(5-caC) [25]. Образование 5-fC и 5-caC приводит к за-
пуску механизма эксцизионной репарации оснований 
(base excision repair, BER), что вызывает замену цито-
зина на неметилированный (см. рисунок) [26].

Гидроксиметилирование цитозина является ста-
бильной меткой, которая располагается в промоторах, 
энхансерах и экзонах генов и участвует в формировании 
структуры хроматина и регуляции экспрессии генов 
[27]. В геноме человека метилировано почти 4 % ци-
тозинов, в то время как доля 5-hmC составляет 0,5–
0,005 % от общего количества нуклеотидов [28, 29]. 
Профилирование 5hmC в эмбриональных стволовых 
клетках мыши показало, что только 4 % 5hmC находит-
ся в промоторах генов, тогда как 48 % располагается 
в межгенных областях, а 48 % – в теле гена [30]. Отно-
сительное содержание 5-hmC тканеспецифично и со-
ставляет в головном мозге – 0,67 %, сердце – 0,05 %, 
почках – 0,38 %, толстой кишке – 0,45 %, прямой киш-
ке – 0,57 %, печени – 0,46 %, легких – 0,14 %, молоч-
ной железе – 0,05 %, плаценте – 0,06 % [31].

МЕТИЛИРОВаНИЕ дНК  
ПРИ РазЛИчНыХ зЛОКачЕСТВЕННыХ 
НОВООбРазОВаНИЯХ
Онкологические заболевания характеризуются на-

рушением паттерна метилирования ДНК, включа-
ющим общее снижение уровня метилированных ци-
тозинов одновременно с гиперметилированием 
определенных CpG-островков. Аберрантное гиперме-
тилирование ДНК приводит к транскрипционному 
молчанию и инактивации генов супрессоров опухо-
лей, тогда как гипометилирование связано с хромо-
сомной нестабильностью и потерей импринтинга [32]. 
Гиперметилирование генов супрессоров опухолевого 
роста характерно для таких заболеваний, как лейкозы 
различного генеза, немелкоклеточный рак легких, ко-
лоректальный рак, рак молочной железы, предстатель-
ной железы и мочевого пузыря [33–43].

Паттерны гидроксиметилирования в опухолевых 
клетках также подвергаются изменению. При раке 
толстой кишки и прямой кишки количество гидрок-
симетилированной ДНК снижается более чем в 10 раз 
[31]. Кроме того, у пациентов с метастатическим ра-
ком легкого наблюдается уменьшение содержания 
5-hmC в клетках крови [28]. Снижение уровня 5-hmC 
по сравнению с нормальными тканями также харак-
терно при раке предстательной железы, молочной же-
лезы, а также раке печени и легкого [40]. Кроме того, 
низкие уровни 5-hmC коррелируют с низкими пока-
зателями выживаемости при глиоме, меланоме, раке 
молочной железы и печени [41].



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

2

27ТОМ 9 / VOL. 9  ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW

Механизм метилирования и деметилирования ДНК
DNA methylation and demethylation mechanisms

Гуанин / Guanin
Аденин / Adenine
Тимин / Thymine
Цитозин / Cytosine
Метилированный цитозин / Methylated cytosine
Метильная группа / ?
SSB-белок / SSB protein
Геликаза / Helicase
Дезоксирибоза / Deoxyribose
Эксцизионная репарация оснований / Nucleotide excision repair

Метилирование  
de novo / De novo 

methylation

Non-СpG 
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Non-CpG methylation
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Нарушение профиля метилирования ДНК в опу-
холях может быть обусловлено мутацией, эпигенети-
ческой репрессией или гиперэкспрессией генов фер-
ментов – ДНК-метилтрансфераз (DNMTs) и белков 
семейства ТЕТ.

НаРУшЕНИЯ СТРУКТУРы гЕНОВ  
дНК-МЕТИЛТРаНСфЕРаз 
ПРИ зЛОКачЕСТВЕННыХ НОВООбРазОВаНИЯХ
Мутации DNMT3a являются одним из ключевых 

событий, происходящих на ранних стадиях ряда за-
болеваний системы крови, таких как острый миело-
идный лейкоз (ОМЛ) и миелодиспластический син-
дром (МДС) [44–47]. Наиболее распространенными 
патогенетически значимыми мутациями DNMT3a 
при МДС и ОМЛ являются миссенс-мутации аргини-
на в кодоне 882 (R882) – rs147001633 (G>T, G>C, G>A) 
и rs377577594 (C>T, C>G, C>A) [45, 48]. Мутации R882 
обнаруживаются в 53 % случаев мутаций DNMT3a 
у пациентов с ОМЛ и коррелируют с ухудшением по-
казателей общей выживаемости и ускоренным про-
грессированием заболевания [46, 47, 49]. У больных 
МДС наличие мутаций R882 в ферменте DNMT3a 
ассоциировано с повышением вероятности возникно-
вения ОМЛ в 15 раз [46]. Также мутации DNMT3a 
R882 коррелируют с развитием резистентности к пре-
паратам антрациклинового ряда, в том числе доксору-
бицину [50]. Мутация rs147001633 может возникать 
в гемопоэтических стволовых клетках и приводить 
к клональной экспансии клеток, несущих мутантный 
аллель, за месяцы и годы до постановки диагноза [51]. 
Например, в ходе исследования D. Midic и соавт. при 
генотипировании здоровых добровольцев до 80 лет были 
обнаружены патогенетические варианты rs147001633 
и rs377577594 [52]. Исследование N. M. Varela и соавт. 
продемонстрировало, что мутация rs147001633 наибо-
лее часто встречается в популяциях африканцев и вы-
ходцев из Южной Азии [53]. При этом было показано, 
что у корейских пациентов с ОМЛ мутации rs147001633 
и rs139293773 не влияют на клинические проявления 
и прогноз заболевания.

Полиморфизмы генов DNMT1, DNMT3a и DNMT3b 
весьма разнообразны, их ассоциация с повышением 
или понижением риска развития ЗНО может зависеть 
от этнической группы, популяции внутри нее или 
 даже зоны проживания. Согласно G. Xiang и соавт., 
у представительниц популяции Хань, проживающих 
в провинции Хэйлунцзян (северо-восток Китая), 
при однонуклеотидном полиморфизме rs16999593 
DNMT1 частота генотипа DNMT1–290 СТ отрица-
тельно коррелирует с возникновением инфильтриру-
ющей карциномы молочной железы [54]. Однако 
в другом исследовании было показано, что у женщин 
из популяции Хань, проживающих на юге Китая, ге-
нотип DNMT1–290 CT (rs16999593) ассоциирован 
с повышенным риском развития рака молочной желе-
зы [55]. Также для китайской популяции Хань было 

выявлено, что генотип DNMT3a-786 GG (rs1550117) 
ассоциирован с предрасположенностью к немелкокле-
точному раку легкого [56].

Полиморфизм rs16999593 гена DNMT1, наряду с по-
лиморфизмами rs11254413 гена DNMT2 и rs13420827 
гена DNMT3a, ассоциирован с риском развития рака 
желудка у южно-китайской популяции [57]. В другом 
исследовании выявлена ассоциация гомозиготного 
варианта DNMT1 GG (rs2228612) с более низким рис-
ком развития рака молочной железы у женщин из цен-
тральноевропейской популяции [58]. Было показано, 
что однонуклеотидные полиморфизмы rs2424913 
и rs1569686, приводящие к гомозиготным генотипам 
DNMT3b-149 TT и DNMT3b-579 TT соответственно, 
в популяции нелатиноамериканских мужчин, курящих 
и употребляющих алкоголь, ассоциированы с риском воз-
никновения плоскоклеточного рака головы и шеи [59]. 
Также полиморфизм DNMT3b-579 G>T (rs1569686) 
ассоциирован с повышенным риском возникновения 
колоректального рака в азиатской популяции [60]. 
В свою очередь, результаты метаанализа S. Zhu и соавт. 
подтверждают положительную корреляцию между ге-
нотипом DNMT3b-579 ТТ и повышенным риском 
возникновения колоректального рака в азиатской 
 популяции, а для генотипов DNMT3b-579 GG+GT 
(rs1569686) – отрицательную корреляцию [61]. Также 
было показано, что однонуклеотидный полиморфизм 
DNMT3b C>T (rs2424913) связан со значительным 
снижением риска развития рака у африканского на-
селения [62]. Согласно метаанализу 2016 г., риск воз-
никновения рака желудка увеличивается при одно-
нуклеотидном полиморфизме rs16999593 в DNMT1 
и rs1550117 в DNMT3a, но уменьшается при заменах 
rs1569686 в DNMT3b [63]. Такие разнонаправленные 
эффекты полиморфизмов предположительно объяс-
няются тем, что определенные генотипы могут об-
условливать большую или меньшую восприимчивость 
к определенному гистологическому типу рака.

Изменения в генах ДНК-метилтрансфераз, ассо-
циированные со злокачественными новообразовани-
ями, представлены в табл. 1.

НаРУшЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ дНК-
МЕТИЛТРаНСфЕРаз ПРИ зЛОКачЕСТВЕННыХ 
НОВООбРазОВаНИЯХ
Гиперэкспрессия ферментов ДНК-метилтрансфе-

раз DNMT1, DNMT3а, DNMT3b как на транскрип-
ционном, так и на трансляционном уровнях является 
характерным признаком для многих типов ЗНО. Наи-
более важную роль сверхэкспрессия DNMTs играет 
в развитии опухолей кроветворной системы – лимфом 
и лейкозов. Исследования показывают, что все 
DNMTs значительно гиперэкспрессированы в боль-
шинстве случаев ОМЛ и в острой фазе хронического 
миелоидного лейкоза по сравнению с гемопоэтиче-
скими стволовыми клетками костного мозга у здоро-
вых людей [65, 66]. Ключевым патогенетическим 
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Таблица 1. Изменения в генах ДНК-метилтрансфераз, ассоциированные со злокачественными новообразованиями

Table 1. The most common mutations in DNMT genes, that are associated with malignant neoplasms 

Фермент 
Enzyme

Идентификатор мутации 
Mutation ID

Злокачественное новообразование 
Malignant tumor

Тип данных 
Data type

Источник 
Source

DNMT1

rs16999593 (T>C)
rs2228611 (T>A / T>C) Рак желудка 

Gastric cancer

Ex vivo (n =3959) [63] 

rs16999593 (T>C) Ex vivo (n = 242) [57] 

rs16999593 (T>C)
rs2228611 (T>A / T>G) 

Рак молочной железы 
Breast cancer

Ex vivo (n = 305) [54] 

rs16999593 (T>C) Ex vivo (n = 408) [55] 

rs2228612 (T>G) Ex vivo (n = 221) [58] 

DNMT3a

rs147001633 (C>T)
rs147828672 (T>C)
rs377577594 (G>A) 

Миелодиспластический синдром 
Myelodysplastic syndrome

Ex vivo (n = 469) [44] 

rs147001633 (C>A / C>G / C>T)
rs377577594 (G>A / G>C / G>T) Ex vivo (n = 14173) [46] 

rs147001633 (C>T)
rs149095705 (G>A)
rs757823678 (C>A)
rs367909007 (G>C) 

Ex vivo (n = 150) [48] 

rs147001633 (C>T)
rs144689354 (G>A)
rs377577594 (G>A)
rs147828672 (T>C)
rs771174392 (T>C)
rs758845779 (G>A) Острый миелоидный лейкоз 

Acute myeloid leukemia

Ex vivo (n = 142) [45] 

rs147001633 (C>A / C>G / C>T)
rs377577594 (G>A / G>C / G>T) Ex vivo (n = 281) [49] 

rs147001633 (C>T)
rs139293773 (C>A) Ex vivo (n = 67) [64] 

rs147001633 (C>A / C>G / C>T) Рак предстательной железы 
Prostate cancer

Ex vivo (n = 167) [53] 

rs1550117 (A>G) Рак желудка 
Gastric cancer

Ex vivo (n = 3959) [63] 

rs13420827 (C>G) Ex vivo (n = 242) [57] 

rs1550117 (A>G) Немелкоклеточный рак легкого 
Non-small cell lung cancer

Ex vivo (n = 600) [56] 

DNMT3b

rs2424913 (C>T)
rs1569686 (G>T) 

Плоскоклеточный рак головы и шеи 
Head and neck squamous cell carcinoma

Ex vivo (n = 832) [59] 

rs1569686 (G>T)
rs2424913 (C>T) 

Рак желудка 
Gastric cancer

Ex vivo (n = 3959) [63] 

rs1569686 (G>T) Колоректальный рак 
Colorectal cancer

Ex vivo (n = 4620) [60] 

rs1569686 (G>T) Ex vivo (n = 15647) [61] 

Примечание. Жирным шрифтом выделены патогенетически значимые соматические мутации. 
Note. Pathogenetically significant somatic mutations are shown in bold.

 механизмом с участием DNMT1 при лейкозах являет-
ся опосредованное DNMT1 подавление экспрессии 
ингибитора циклинзависимой киназы – белка p15. 
Потеря экспрессии p15 наблюдается в 80 % случаев 
ОМЛ, а гиперметилирование его промотора часто ас-

социировано с более высокой степенью злокачествен-
ности. Было обнаружено, что 34 транскрипта DNMT1 
активируются более чем в 5 раз в клетках костного 
мозга пациентов с ОМЛ, при этом у 72 % больных детек-
тировано гиперметилирование промотора гена p15 [43]. 
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Также отмечается ассоциация между высоким уровнем 
экспрессии DNMT3b и неблагоприятным исходом 
у пожилых пациентов (старше 60 лет) c ОМЛ [67]. 
В исследовании T. J. Zhang и соавт. было показано, что 
мутации и потеря экспрессии DNMT3a у больных с ОМЛ 
не являются независимыми событиями и ассоцииро-
ваны с другими молекулярными патологическими 
изменениями (например, мутацией NPM1). В то же 
время низкая экспрессия DNMT3a служит независи-
мым прогностическим маркером при ОМЛ и помогает 
в выборе лечения (применение химиотерапии или 
трансплатации гематопоэтических стволовых клеток) 
[66]. Показано, что повышенная экспрессия фермента 
DNMT1 у пациентов с диффузной крупноклеточной 
B-клеточной лимфомой ассоциирована с гиперэкс-
прессией генов, продукты которых играют ключевую 
роль в регуляции клеточного цикла и репликации 
ДНК (CDK1, CCNA2, E2F2, PCNA, RFC5, POLD3 и др.) 
[68]. Также DNMT1 гиперэкспрессируется в опухолях 
немелкоклеточного рака легких, что, в свою очередь, 
приводит к гиперметилированию генов супрессоров 
опухолей FHIT, p16INK4a и RARβ [69].

По данным X. Chen и соавт., статус метилирования 
ДНК в различных подтипах рака молочной железы 
снижается в следующем порядке: HER2-положитель-
ный (HER2 – рецептор эпидермального фактора роста 
типа 2), трижды негативный и люминальный. При 
этом авторы заявляют об отсутствии статистически 
значимых различий между глобальным уровнем мети-
лирования в опухолевых и нормальных клетках молоч-
ной железы из-за стохастического увеличения степени 
нарушений клеточных процессов, таких как старение 
на уровне популяции [70]. Полученные данные согла-
суются с результатами исследования K. Ennour-Idrissi 
и соавт., которые также не выявили корреляции меж-
ду уровнем метилирования ДНК и раком молочной 
железы [71]. При этом биоинформатический анализ 
экспрессии ДНК-метилтрансфераз в опухолевой 
и нормальной тканях молочной железы показал ассо-
циацию уровня экспрессии DNMTs с развитием рака 
молочной железы. Транскрипты DNMT3b обнаруже-
ны в меньшем количестве, чем DNMT1 и DNMT3A, 
при различных типах и стадиях рака молочной железы. 
Однако именно гиперэкспрессия DNMT3b была ас-
социирована с худшими показателями общей выжива-
емости. Самый высокий уровень экспрессии DNMT1 
и DNMT3a наблюдался у пациентов с трижды нега-
тивным подтипом рака молочной железы. При этом 
уровни DNMT1 и DNMT3a были снижены у больных 
с раком молочной железы IV стадии, что может быть 
обусловлено глобальным гипометилированием, сопут-
ствующим метастазированию [72].

В исследовании 2016 г. было показано, что экс-
прессия DNMT3а при аденокарциноме легкого харак-
терна для опухолей с неинвазивным ростом и корре-
лирует с благоприятным прогнозом [73]. В то же время 
выявлена способность фермента DNMT3b усиливать 

эффективность химически индуцированной транс-
формации иммортализованных hTERT и CDK4 кле-
ток бронхоальвеолярного эпителия HBEC2 [74]. Была 
установлена корреляция между гиперэкспрессией ге-
нов DNMT3a и DNMT3b и худшими показателями вы-
живаемости пациентов с раком эндометрия. При этом 
наблюдалось снижение экспрессии генов рецепторов 
эстрогена (ESR1) и прогестерона (PGR) [75]. Было по-
казано, что повышенный уровень экспрессии DNMT1 
в тканях карциномы шейки матки статистически зна-
чимо коррелирует с худшим прогнозом течения забо-
левания [76]. Нарушение регуляции DNMT1, а также 
повышенная экспрессия генов DNMT3a и DNMT3b 
связаны с прогрессированием плоскоклеточного рака 
головы и шеи у пожилых пациентов [77, 78]. Согласно 
данным S. L. Zhao и соавт., при раке пищевода гипер-
экспрессия DNMT1 обусловливает подавление актив-
ности генов супрессоров опухолей, а также коррели-
рует с метастазированием в лимфатические узлы [79]. 
Перстневидноклеточный рак желудка характеризуется 
гиперэкспрессией DNMT1 и снижением экспрессии 
DNMT3a при отсутствии изменений уровня фермен-
тов DNMT2, DNMT3b и DNMT3L по сравнению 
со здоровой тканью [80]. D.-F. Peng и соавт. связывают 
аберрантные паттерны метилирования различных ге-
нов при раке поджелудочной железы с гиперэкспрес-
сией DNMT1, при этом количество метилированных 
генов значительно коррелирует с более низкой диф-
ференцировкой опухоли [81]. У пациентов с гепато-
целлюлярной карциномой частота повышенной экс-
прессии DNMT1 коррелирует с низким уровнем 
дифференцировки клеток опухоли и поражением во-
ротной вены, а также ассоциирована с худшими пока-
зателями безрецидивной и общей выживаемости [82].

Изменения уровней экспрессии генов ДНК-ме-
тилтрансфераз, ассоциированных со злокачественны-
ми новообразованиями, представлены в табл. 2.

Таким образом, нарушения в работе ферментов 
DNMTs играют наибольшую роль при опухолях крове-
творной системы, таких как МДС, ОМЛ и диффузная 
В-крупноклеточная лимфома. Из-за гетерогенности кле-
точного состава солидных опухолей выявить четкую ас-
социацию между ЗНО и уровнем метилирования ДНК 
довольно сложно. Однако частота мутаций и гиперэкс-
прессии генов DNMT1, DNMT3а, DNMT3b демонстри-
рует роль этих ферментов в онкогенезе таких заболева-
ний, как рак молочной железы, простаты и легких.

НаРУшЕНИЯ СТРУКТУРы гЕНОВ, 
КОдИРУющИХ бЕЛКИ СЕМЕЙСТВа ТЕТ, 
ПРИ зЛОКачЕСТВЕННыХ НОВООбРазОВаНИЯХ
Белки семейства ТЕТ, опосредующие метаболиче-

ские реакции гидроксилирования, формилирования 
и карбоксилирования цитозина, как и ДНК-метилтранс-
феразы, играют большую роль в формировании феноти-
па опухолевых клеток. Комплексный полногеномный 
анализ роли TET1, TET2 и TET3 в формировании 
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Таблица 2. Изменения уровней экспрессии генов ДНК-метилтрансфераз, ассоциированных со злокачественными новообразованиями

Table 2. Changes in expression levels of DNA methyltransferase genes associated with malignant tumors

Фермент 
Enzyme

Уровень экспрес-
сии фермента 

в опухолях (↑↓) 
Enzyme expression 
level in tumor (↑↓) 

Злокачественное новообразование 
Malignant tumor

Тип данных 
Data type

Источ-
ник 

Source

DNMT1

↑ Острый миелоидный лейкоз 
Acute myeloid leukemia

In silico, in vitro (первичные культуры) 
In silico, in vitro (primary cultures) 

[65] 

↑ Хронический миелоидный лейкоз 
Chronic myeloid leukemia

In silico, in vitro (первичные культуры) 
In silico, in vitro (primary cultures) 

[65] 

↑
Диффузная В-крупноклеточная 

лимфома 
Diffuse large B-cell lymphoma

In vitro (DLBCL) [68] 

↑ Рак легких 
Lung cancer

Ex vivo (n = 100) [69] 

In vitro (SCLC) [83] 

↑ Рак молочной железы 
Breast cancer

In vitro (MCF-7) [84] 

In vitro MDA-MB-231, SUM 149, MCF10А [85] 

In vivo (мыши), in vitro (MCF7, T47D, 
ZR75.1, BT474, MDAMB361, 
MDA-MB-231, MDAMB453, 

MDAMB468, BT20) 
In vivo (mice), in vitro (MCF7, T47D, ZR75.1, 

BT474, MDAMB361, MDA-MB-231, 
MDAMB453, MDAMB468, BT20) 

[86] 

In vitro (MCF-7, MDA-MB-231) [87] 

↑ Рак шейки матки 
Cervical cancer

Ex vivo (n = 76) [76] 

↑ Рак головы и шеи 
Head and neck cancer

In silico (n = 501) [78] 

In silico (n = 520) [77] 

↑ Рак пищевода 
Esophageal cancer

Ex vivo (n = 113), 
in vitro (EC109, EC9706, KYSE30,

KYSE150, KYSE410, KYSE510, TE-1) 
[79] 

↑ Рак поджелудочной железы 
Pancreatic cancer

Ex vivo (n = 220) [81] 

↑ Гепатоцеллюлярная карцинома 
Hepatocellular carcinoma

Ex vivo (n = 53), in vitro (HepG2, KYN2) [82] 

↑ Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

Ex vivo (n = 93) [39] 

DNMT3a

↑ Острый миелоидный лейкоз 
Lung cancer

In silico (n = 173) [88] 

↓ Рак легких 
Lung cancer

Ex vivo (n = 135), in vitro (A549, PL16T) [73] 

↑ Рак молочной железы 
Breast cancer

In silico [72] 

↑ Рак эндометрия 
Endometrial cancer

In silico (n = 544) [75] 

↑ Меланома 
Melanoma

In vitro (B16), in vivo (мыши) 
In vitro (B16), in vivo (mice) 

[89] 

↑ Рак головы и шеи 
Head and neck cancer

In silico (n = 501) [78] 
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Фермент 
Enzyme

Уровень экспрес-
сии фермента 

в опухолях (↑↓) 
Enzyme expression 
level in tumor (↑↓) 

Злокачественное новообразование 
Malignant tumor

Тип данных 
Data type

Источ-
ник 

Source

DNMT3a

↓
Перстневидно-клеточный рак 

желудка 
Signet ring cell gastric cancer

Ex vivo (n = 28) [80] 

↑ Гепатоцеллюлярная карцинома 
Hepatocellular carcinoma

In vitro (QGY-7701, Bel-7402, Bel-7404, 
Bel-7405, SMMC-7721) [90] 

DNMT3b

↑ Острый миелоидный лейкоз 
Acute myeloid leukemia

In silico (n = 173) [88] 

Ex vivo (n = 210) [67] 

↑ Рак легких 
Lung cancer

In vitro (HBEC2, A549, Calu3, H2085, PC9, 
Calu6, SW900, H1975, H2023, H2228, 
H358, H1435, H1229, H2170, SKLU1, 
H226, H1993, H23, HCC827, SKMES, 

H125, H1568, H2009) 

[74] 

↑ Рак молочной железы 
Breast cancer

Ex vivo (n = 54) [91] 

In silico [72] 

↑ Рак эндометрия 
Endometrial cancer

In silico (n = 544) [75] 

↑ Меланома 
Melanoma

In vivo (мыши) 
In vivo (mice) 

[92] 

↑ Рак головы и шеи 
Head and neck cancer

In silico (n = 501) [78] 

↑ Колоректальный рак 
Colorectal cancer

Ex vivo (n = 765) [93] 

↑ Рак предстательной железы 
Prostate cancer

In vitro (первичная культура E-PZ-231) 
In vitro (primary E-PZ-231 culture) 

[38] 

Окончание табл. 2

The end of table 2

паттерна распределения 5mC и 5hmC в опухолевых 
клетках человека показал, что за появление модифи-
кации 5-hmC отвечает белок ТЕТ1, в меньшей степе-
ни – белки ТЕТ2, ТЕТ3, в то время как последующее 
удаление 5-hmC в каскаде деметилирования цитозина 
регулируется ферментами ТЕТ2 и ТЕТ3 [27]. Кроме 
того, была выявлена неожиданная ассоциация между 
гиперметилированием ДНК и высокой концентраци-
ей меток 5-hmC. E. L. Putiri и соавт. показали, что обо-
гащение 5-hmC в промоторах и / или телах генов спо-
собно создавать метастабильное транскрипционно 
пермиссивное состояние, в результате нарушения 
которого могут произойти гиперметилирование ДНК 
и репрессия транскрипции [94].

Мутации в генах TET являются распространен-
ными событиями при ЗНО. По данным базы TCGA, 
наиболее часто (более чем в 15 % случаев) мутации 
в генах TET1 и ТЕТ3 встречаются у пациентов с мела-
номой и раком эндометрия [95–104]. Мутации в гене 
ТЕТ2 в основном выявляются при раке эндометрия, 
ОМЛ и меланоме. При этом наблюдается статисти-

ческая значимая корреляция между наличием мутаций 
и худшим прогнозом выживаемости для всех 3 генов 
у пациентов с меланомой и раком эндометрия. По дан-
ным проекта Американской ассоциации исследований 
рака (American Association for Cancer Research, AACR) 
Project GENIE Consortium, мутация гена ТЕТ2 встре-
чается в 37,9 % случаев хронического миелоидного 
лейкоза, в 14,29 % – всех острых лимфобластных лей-
козов, в 12,48 % – МДС, в 10 % – ОМЛ и меланомы 
[105]. Кроме того, мутации с участием TET2 были опи-
саны в исследованиях по возрастному клональному 
кроветворению [106].

Изменения в генах, кодирующих цитозиндиокси-
геназы, ассоциированные со злокачественными ново-
образованиями, представлены в табл. 3.

НаРУшЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ бЕЛКОВ 
СЕМЕЙСТВа ТЕТ ПРИ зЛОКачЕСТВЕННыХ 
НОВООбРазОВаНИЯХ
Белки TET являются важным звеном в регуляции 

экспрессии генов, а также выполняют многомерные 
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Таблица 3. Изменения в генах, кодирующих цитозиндиоксигеназы, ассоциированные со злокачественными новообразованиями

Table 3. Changes in genes coding methylcytosine dioxygenases associated with malignant tumors

Фермент 
Enzyme

Идентификатор мутации 
Mutation ID

Злокачественное 
новообразование 

Malignant tumor

Тип данных 
Data type

Источник 
Source

ТЕТ1 rs139785845 (C>G) 

Миелодиспласти-
ческий синдром 

Myelodysplastic 
syndrome

Ex vivo 
(n = 83) [106] 

ТЕТ2

c.434G>A
c.935A>G
c.1379C>T
c.1997A>G
c.2821C>T
c.3403G>A
c.3575T>G
c.3609A>T
c.3639C>T
c.3724A>T
c.3733A>C
c.3780C>T
c.3781G>A

c.3862G>T
c.4074C>T
c.4080G>C
c.4248G>T
c.5151G>T
c.5268C>G
c.5283A>T
c.5430T>C
c.5617T>C
c.5641A>G
c.5698T>C
c.5754C>T

c.5776G>A
c.5780G>A
c.5820C>T
c.5896G>A
c.5920C>T
c.5998G>A
c.100C>T
c.520C>A

c.2599T>C
c.3418A>T
c.3451A>C
c.5166C>T

Миелодиспласти-
ческий синдром 

Myelodysplastic 
syndrome

Ex vivo 
(n = 354) [107] 

c.1623C>T
Delc. 3022_3023 (CA)

Ins4636 (GCTCA)
c.2820C>T c. 4559C>A
c.4500C>T c. 5850C>T

c.6508C>T

c.5163C>T
Insc. 2617 (T) c. 

3869G>A c. 
5469C>T

c.4998C>T
Delc. 3442 (A)

Delc. 5521_5524 
(CAGA)

c.4435G>T

Insc. 2519 (G)
c.6012G>T
c.4753G>A

Delc. 2653 (A)
c.5109G>T

Хронический 
миелоидный 

лейкоз 
Chronic myeloid 

leukemia

Ex vivo 
(n = 30) [108] 

ТЕТ3

rs564392898 (c.5278_5280del)
rs199849765 (G>A)

rs768310475 (c.3980_3981insACTGAG)
rs767538752 (T>C)
rs745953793 (C>G)
rs190925009 (G>T) 

Миелодиспласти-
ческий синдром 

Myelodysplastic 
syndrome

Ex vivo 
(n = 83) [106] 

c.5243dupG Рак желудка 
Gastric cancer

Ex vivo 
(n = 79) [109] 

c.1052dupA
c.1052delA

c.5243dupG

Колоректальный 
рак 

Colorectal cancer

Ex vivo 
(n = 124) [109] 

функции в процессе метилирования ДНК. Аберрант-
ная экспрессия белков семейства TET является харак-
терным признаком для многих видов ЗНО. Известно, 
что белок TET1 является онкогеном, обусловлива-
ющим развитие лейкоза. В исследовании J. Wang и со-
авт. было продемонстрировано, что когорты пациентов 
с ОМЛ, у которых наблюдалась высокая экспрессия 
TET1, имели худшие показатели общей выживаемо-
сти. Кроме того, определены гиперэкспрессия класте-
ров генов, регулирующих клеточный цикл, метабо-
лизм пуринов, пиримидинов, транспорт РНК и пути 
биогенеза рибосом, и сниженная экспрессия генов, 
вовлеченных в сигнальный путь МАРК [110]. При не-
мелкоклеточном раке легкого также была выявлена 
корреляция между высоким уровнем экспрессии TET1 
и низким уровнем выживаемости пациентов [111]. 

Было выявлено, что в тканях карциномы простаты 
повышенная экспрессия ТЕТ1 коррелирует с демети-
лированием промотора и усиленной экспрессией ге-
нов, кодирующих факторы транскрипции, что опосре-
дует активацию сигнальных путей, регулирующих 
противовирусный ответ и плюрипотентность стволо-
вых клеток [112].

Тем не менее пониженный уровень экспрессии 
ТЕТ1 в ряде нозологий связан с опухолевым ростом, 
повышенной клеточной инвазией и метастазирова-
нием. Q. Ke и соавт. показали, что высокий уровень 
экспрессии TET1 в опухолевой ткани тесно связан 
с лучшими показателями общей выживаемости у па-
циентов азиатской популяции с опухолями органов 
дыхания и молочной железы [113]. Снижение экспрес-
сии ТЕТ1 характерно для карциномы эндометрия, 
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но не для предраковых заболеваний, таких как гипер-
плазия эндометрия. Отмечается, что высокий уровень 
экспрессии TET1 при раке эндометрия коррелирует 
с хорошими показателями выживаемости, что может 
быть использовано в качестве прогностического мар-
кера [114]. Опухоли желудка также характеризуются 
пониженным уровнем экспрессии TET1. В норме 
TET1 связывается с промоторной областью гена-су-
прессора опухолей PTEN и активирует его транскрип-
цию посредством активного деметилирования CpG-
островков. Репрессия гена TET1 активирует пути AKT 
и FAK, подавляемые PTEN, что, в свою очередь, при-
водит к усилению процессов пролиферации, миграции 
и инвазии клеток [115]. На модели гепатоцеллюлярной 
карциномы in vitro была продемонстрирована реакти-
вация экспрессии генов супрессоров опухолей APC, 
p16, RASSF1A и SOCS1 при гиперэкспрессии гена 
TET1. При этом процессы пролиферации, миграции 
и инвазии были подавлены [116]. ТЕТ1 играет боль-
шую роль в подавлении пролиферации опухолевых 
клеток кишечника за счет нарушения активности сиг-
нального пути β-катенина. При этом уровень экспрес-
сии TET1 при колоректальном раке значительно сни-
жен по сравнению с нормальной тканью кишечника 
[117, 118].

Низкая экспрессия TET2 является прогностиче-
ским фактором для ряда ЗНО у взрослых пациентов 
и детей. Показано, что уровень экспрессии ТЕТ2 зна-
чительно снижен у пациентов с ОМЛ. При этом часто-
та уменьшения уровня экспрессии ТЕТ2 была обратно 
пропорциональна степени дифференцировки клеток 
[119]. Низкий уровень экспрессии ТЕТ2 отмечается 
также у детей с острым лимфобластным лейкозом, при-
чем наблюдается корреляция уровня экспрессии гена 
с более низкой 5-летней общей выживаемостью [120]. 
Исследование W. Zhang и соавт. показало, что экспрес-
сия TET2 снижена у пациентов с МДС и коррелирует 
со стадией заболевания по шкале International Prostate 
Symptom Score (IPSS) [121]. Авторы продемонстриро-
вали, что низкий уровень TET2 при эпителиальном 
раке яичников коррелирует с патологической стадией, 
классификацией опухоли, степенью метастазирования, 
сосудистым тромбозом и общей выживаемостью [122]. 
Согласно данным M. L. Nickerson и соавт., уменьшение 
экспрессии TET2 в опухолях предстательной железы 
также может быть информативным биомаркером 
для выявления пациентов с вероятностью прогресси-
рования метастатического заболевания и ухудшением 
показателей общей выживаемости [123].

Белок TET3 регулирует пролиферацию, метаста-
зирование и инвазию опухолевых клеток [124–126]. 
Уровень экспрессии ТЕТ3 различается в зависимости 
от нозологии онкологического заболевания, в связи 
с чем нельзя дать однозначную оценку его роли в кан-
церогенезе. В исследовании H. Y. Mo и соавт. было 
показано, что экспрессия TET3 снижена в 30 % слу-
чаев рака желудка и колоректального рака по сравне-

нию с нормальными тканями [109]. При раке головы 
и шеи также наблюдалось уменьшение экспрессии 
TET3, при этом гиперметилирование островков CpG 
в промоторе TET3 было связано с агрессивным пове-
дением опухоли при раке ротоглотки и полости рта 
[127]. Также продемонстрирована роль экспрессии 
ТЕТ3 в регуляции роста и самообновления стволовых 
клеток глиобластомы [128, 129]. Повышенная экс-
прессия ТЕТ3 отмечается при плоскоклеточном раке 
пищевода. При этом данный белок задействован 
в процессах пролиферации, миграции и химиорезис-
тентности клеток, а также опосредует индуцирование 
стволовости клеток, в том числе через сигнальный 
путь LPS-TET3-HOXB2 [125]. Похожая картина на-
блюдается в клетках рака поджелудочной железы [130]. 
Также было показано, что повышенная экспрессия 
TET3 в клетках рака яичников и щитовидной железы 
коррелирует с неблагоприятными для этих заболеваний 
клинико-патологическими особенностями [126, 131]. 
Кроме того, сверхэкспрессия TET3 при ОМЛ расцени-
вается как прогностический биомаркер данного забо-
левания и определяет стратегию его лечения [132].

Изменения уровней экспрессии генов белков се-
мейства ТЕТ, ассоциированных со злокачественными 
новообразованиями, представлены в табл. 4.

Исследования мутационного профиля и паттернов 
экспрессии генов ТЕТ1, ТЕТ2, ТЕТ3 показали важ-
ность этих ферментов для прогрессии ЗНО. Повышен-
ные уровни ТЕТ1 и ТЕТ3 при таких заболеваниях, 
как ОМЛ, немелкоклеточный рак легких и рак пред-
стательной железы, позволяют рассматривать данные 
ферменты в качестве мишеней для эпигенетической 
противоопухолевой терапии. В свою очередь, белок 
ТЕТ2, экспрессия которого снижена во многих ЗНО, 
может выступать в роли прогностического маркера.

заКЛючЕНИЕ
Механизмы эпигенетической регуляции транс-

крипции играют большую роль в регуляции экспрес-
сии генов и стабильности генома. Большинство ЗНО 
характеризуются изменением паттерна метилирования 
ДНК, которое сопровождается гиперметилированием 
промоторных областей и некодирующих последо-
вательностей. Аберрантная активность или потеря 
функции ферментов, участвующих в метилировании 
и деметилировании ДНК (DNMTs и TETs), была об-
наружена при таких заболеваниях, как ОМЛ, МДС, 
колоректальный рак, рак головы и шеи, желудка, не-
мелкоклеточный рак легких, гепатоцеллюлярная кар-
цинома и др. Анализ опубликованных данных проде-
монстрировал клиническую значимость некоторых 
мутаций, а также гипо- и гиперэкспрессии ферментов 
DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, TET1, TET2 и TET3 
при целом ряде ЗНО. Имеющиеся сведения демон-
стрируют важность и необходимость исследований, 
направленных на изучение механизмов метилиро-
вания и деметилирования ДНК, а также на анализ 
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Таблица 4. Изменения уровней экспрессии генов белков семейства ТЕТ, ассоциированных со злокачественными новообразованиями

Table 4. Changes in TET family protein expression levels associated with malignant tumors

Фермент 
Enzyme

Уровень экспрес-
сии фермента 

в опухолях (↑↓) 
Enzyme expression 
level in tumor (↑↓) 

Злокачественное 
новообразование 

Malignant tumor

Тип данных 
Data type

Источ-
ник 

Source

ТЕТ1

↑
Острый миелоидный 

лейкоз 
Acute myeloid leukemia

Ex vivo (n = 360) [110] 

↓
Острый моноцитарный 

лейкоз 
Acute monocytic leukemia

In vitro (THP-1), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (THP-1), in vivo (mice), in silico

[133] 

↓ Гистиоцитарная лимфома 
Histiocytic lymphoma

In vitro (U937), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (U937), in vivo (mice), in silico

[133] 

↑ Рак легких 
Lung cancer

Ex vivo (n = 96) [111] 

↓ In silico (n = 3100) [113] 

↓ Рак молочной железы 
Breast cancer

In silico (n = 3100) [113] 

Ex vivo (n = 50) [134] 

In vitro (MDA-MB-231, Hs 578T, BT-549, MCF-7, T47D, 
SKBR3), in vivo (мыши), in silico 

In vitro (MDA-MB-231, Hs 578T, BT-549, MCF-7, T47D, 
SKBR3), in vivo (mice), in silico

[133] 

↓ Рак эндометрия 
Endometrial cancer

Ex vivo (n = 15) [114] 

↓ Рак желудка 
Gastric cancer

In vitro (первичные культуры, NCI-N87, SGC-7901) 
In vitro (primary cultures, NCI-N87, SGC-7901) 

[115] 

↓ Колоректальный рак 
Colorectal cancer

Ex vivo (n = 109) [118] 

Ex vivo (n = 9) [117] 

In vitro (HT29), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (HT29), in vivo (mice), in silico

[133] 

↓
Гепатоцеллюлярная 

карцинома 
Hepatocellular carcinoma

In vitro (LO2, SMMC-7721), in vivo (мыши) 
In vitro (LO2, SMMC-7721), in vivo (mice) 

[116] 

↑ Рак предстательной 
железы 

Prostate cancer

Ex vivo (n = 50) [112] 

↓ In vitro (PC3), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (PC3), in vivo (mice), in silico

[133] 

↓ Почечно-клеточный рак 
Renal cell carcinoma

In vitro (786-O), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (786-O), in vivo (mice), in silico

[133] 

↓ Меланома 
Melanoma

In vitro (A375), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (A375), in vivo (mice), in silico

[133] 

↓ Рак щитовидной железы 
Thyroid cancer

In vitro (TPC1), in vivo (мыши), in silico 
In vitro (TPC1), in vivo (mice), in silico

[133] 

TET2

↓
Острый миелоидный 

лейкоз 
Acute myeloid leukemia

Ex vivo (n = 169) [119] 

↓
Острый лимфобластный 

лейкоз 
Acute lymphoblastic leukemia

Ex vivo (n = 136) [120] 

↓
Миелодиспластический 

синдром 
Myelodysplastic syndrome

Ex vivo (n = 32) [121] 
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Злокачественное 
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Тип данных 
Data type

Источ-
ник 
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Окончание табл. 4

The end of table 4

функций ДНК-метилтрансфераз и белков семейства 
ТЕТ, как для улучшения диагностики, так и для разра-

ботки подходов к совершенствованию противоопухо-
левой терапии.
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Экспрессия транскрипционных, ростовых 
факторов, рецепторов стероидных гормонов, 
LC3B в ткани папиллярного рака щитовидной 
железы и связь с прогнозом заболевания 
и риском рецидивирования

Л. В. Спирина1, 2, И. В. Ковалева1, 2, С. Ю. Чижевская1, 2, И. В. Кондакова2, Е. Л. Чойнзонов1, 2

1ФГБУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, 634050 Томск,  
Московский тракт, 2; 
2Научно-исследовательский институт онкологии Томского национального исследовательского медицинского центра 
Российской академии наук; Россия, 634009 Томск, переулок Кооперативный, 5

К о н т а к т ы : Людмила Викторовна Спирина spirinalvl@mail.ru

Введение. В процессе канцерогенеза в опухолевых клетках возникают различные генетические и эпигенетические 
нарушения, выявление которых позволяет прогнозировать дальнейшее развитие заболевания и предсказывать 
развитие химиорезистентности опухоли. В настоящее время использование молекулярных маркеров в решении 
проблем клинической онкологии (в том числе опухолей щитовидной железы) приобретает все большее значение. 
На сегодняшний день накоплены противоречивые данные о роли генетических и биологических параметров опухо-
ли в прогнозировании исхода заболевания.
Цель исследования – изучение прогностической значимости транскрипционных, ростовых факторов, компонентов 
сигнального каскада AKT / mTOR и белка аутофагии Lc3B у больных с папиллярным раком щитовидной железы в от-
ношении риска развития рецидивов заболевания и общей выживаемости.
Материалы и методы. В исследование включены 65 пациентов с папиллярным раком щитовидной железы T1–4N0–1M0. 
Согласно критериям Американской тиреоидологической ассоциации (American Thyroid Association, АТА) (2015), 
пациенты были разделены на группы с высоким, низким и промежуточным риском развития рецидивов. В груп-
пу  с низким риском вошли 30 больных, с промежуточным – 23, с высоким – 12. Для выявления мутации BRAFV600 был 
использован метод аллель-специфической полимеразной цепной реакции (пЦР). экспрессия транскрипционных 
факторов (субъединиц p65 и p50 ядерного фактора каппа би (Nf-κB p65, Nf-κB p50), фактора, индуцируемого ги-
поксией 1 (HIf-1), фактора, индуцируемого гипоксией 2 (HIf-2)), ростовых факторов (фактора роста эндотелия 
сосудов (VEGf), рецептора фактора роста VEGf (VEGfR-2), карбоангидразы 9 типа (cA-IX)), компонентов сигнально-
го пути киназ AKT, c-RAf, GSK-3β, p70S6, мишени рапамицина млекопитающих (m-TOR), PDK, PTEN, 4E-BP1 в опухоли 
были оценены методом пЦР в реальном времени. Мутацию BRAFV600 исследовали с помощью аллель-специфической 
пЦР в режиме реального времени. Содержание белка Lc3B определяли методом Вестерн-блоттинга.
Результаты. Согласно полученным данным отмечено повышение экспрессии c-RAf с увеличением риска с низкого 
до высокого, что сопровождалось снижением экспрессии 4E-BP1. Уровень матричной РНк c-RAf был увеличен 
в 3,0 и 2,8 раза в группах промежуточного и высокого риска соответственно по сравнению с группой низкого риска. 
Выявлено изменение экспрессии Brn-3α в зависимости от риска развития рецидивов. Максимальные уровни ма-
тричной РНк обнаружены у пациентов с промежуточным риском: этот показатель у них был в 4,3 и 6,2 раза выше 
по сравнению с пациентами с низким и высоким риском соответственно. показано увеличение экспрессии Lc3B 
в 56,0 и 28,0 раз в ткани опухоли больных с промежуточным риском по сравнению с больными с низким и высоким 
риском. Выявленный факт сочетался с ростом содержания самого белка, который был выше у пациентов с проме-
жуточным риском.
пациенты с негативным статусом гена BRAF имели промежуточный и высокий риск развития рецидивов опухоли. 
Выявлена прогностическая значимость уровня экспрессии рецептора эстрогена β (ER-β) и Nf-κB p50 в отношении 
безрецидивной и общей выживаемости больных с папиллярным раком щитовидной железы.
Заключение. В результате проведенного исследования обнаружены дополнительные молекулярные маркеры, сви-
детельствующие о повышении риска развития рецидивов опухоли после проведенного лечения. показана значимость 
уровня экспрессии ER-β и Nf-κB p50 для прогнозирования исходов заболевания.

Ключевые слова: папиллярный рак щитовидной железы, транскрипционные факторы, ростовые факторы, компо-
ненты сигнального пути AKT / mTOR, рецепторы стероидных гормонов
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Introduction. Biological characteristics of the tumor play a major role in it’s development and progression. currently, 
using the molecular markers aimed at resolving the problems in clinical oncology is becoming more important, including 
thyroid carcinomas. Heterogeneous contradictory data had been accumulated to date showing the ability of tumors 
genetic and biological parameters to predict the diseases outcome.
Aim. To investigate prognostic value of transcription, growth factors, components of AKT / mTOR signaling pathway and 
autophagy protein Lc3B in patients with papillary thyroid cancer in relation to recurrences and overall survival.
Materials and methods. The study included 65 patients with T1–4N0–1M0 papillary thyroid cancer. According to the cri-
teria of the American Thyroid Association (ATA) (2015), patients were divided into groups of patients with high, low and 
intermediate risk. 30 patients were classified as low risk, 23 as intermediate risk, and 12 as high risk. The BRAFV600 muta-
tion was identified in 18 samples. The expression of transcription factors (p65 and p50 subunits of nuclear factor kappa 
B (Nf-κB p65, Nf-κB p50), hypoxia-inducible factor 1 (HIf-1), hypoxia-inducible factor 2 (HIf-2), growth factors (vas-
cular endothelial growth factor (VEGf), receptor VEGf (VEGf-2), carbonic anhydrases of type 9 (cAIX)), AKT, c-RAf, GSK-
3β, p70S6, mammalian target of rapamycin (m-TOR), PDK, PTEN, 4E-BP1 in the tumor was assessed by real-time polymerase 
chain reaction (PcR). The BRAFV600 mutation was investigated using real-time allele-specific PcR. The content of the Lc3B 
protein was examined using the Western Blot method.
Results. As a result of the study, there is an increase in c-RAf expression with an increase in risk from low to high, which 
was accompanied by a decrease in 4E-BP1 expression. c-RAf mRNA levels were increased 3.0- and 2.8-fold in the inter-
mediate and high-risk groups, respectively, compared to low risk patients. There is a change in the expression of Brn-3α 
depending on the relapse risk. The maximum mRNA levels were found in patients with intermediate risk, where the figure 
was 4.3 and 6.2 times higher than in patients with low and high risk, respectively. An increase in Lc3B expression by 56.0 
and 28.0 times was shown in the tumor tissue of patients with intermediate risk compared with patients with low and 
high risk. This fact corresponds with an increasing content of the protein itself, which was higher in patients with inter-
mediate risk. Patients with a negative BRAF gene status had an intermediate and high risk of tumor recurrence. The 
prognostic significance of the estrogen receptor β (ER-β) and Nf-κB p50 expression level had been revealed in relation 
with relapse-free and overall survival of patients with papillary thyroid cancer.
Conclusion. As a result of the study, additional molecular markers were found in order to for predict the tumors recur-
rence risk. The study showed the significance of ERβ and Nf-κB p50 expression levels for predicting disease outcomes.

Keywords: papillary thyroid cancer, transcription and growth factors, AKT / mTOR signaling pathway components, steroid 
hormone receptors
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ВВЕдЕНИЕ
Молекулярные маркеры и лабораторные параметры 

значимы в предсказании исхода заболевания, в том чи-
сле в отношении риска развития рецидивов опухолей 
щитовидной железы [1]. В настоящее время наблюдает-
ся недостаток точных и эффективных средств оценки 
дальнейшего развития заболевания. Общепринятым 
является прогнозирование развития рецидивов и про-
грессирования заболевания с учетом клинических 

и морфологических параметров новообразования [2]. 
В отношении рака щитовидной железы (РЩЖ) выделя-
ют такие факторы прогноза заболевания, как морфоло-
гические особенности и размер опухоли, метастазирова-
ние в регионарные лимфатические узлы, прорастание 
капсулы, что связано с инвазивным ростом и появлени-
ем экстратиреоидных очагов роста опухоли [3, 4]. Про-
гнозирование риска развития рецидивов папиллярного 
РЩЖ в настоящее время осуществляется на основе 
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рекомендаций Американской тиреоидологической 
ассоциации (American Thyroid Association, АТА). С уче-
том клинических параметров опухоли выделяют группы 
низкого, промежуточного и высокого риска [5].

При этом сложилось четкое представление о не-
обходимости модификации существующих клини-
ческих и морфологических подходов, применении 
молекулярных и генетических маркеров для планиро-
вания лечения больных [5, 6]. В настоящее время рас-
сматриваются большое количество генетических и мо-
лекулярных маркеров, ассоциированных с исходом 
заболевания, к которым относят особенности сай-
тов альтернативного сплайсинга [7], мутации генов 
PDZK1IP1, TMC3, LRP2 и KCNJ13 [8], а также генов 
программируемой гибели AC008063.2, APOE, BCL3, 
ACAP3, ALOX5AP, ATXN2L, B2M [9], белков и генов им-
мунной системы [10–12]. Формируются подходы 
для оценки 5-, 6-, 7-генных сигнатур для оценки про-
гноза заболевания [11].

Разнородный характер генетических маркеров, 
связанных с развитием и прогрессированием папил-
лярного РЩЖ, отражает противоречивые данные, 
связанные с оценкой их прогностической значимости 
[13]. Наиболее значимым генетическим маркером опу-
холи является мутация BRAFV600E, которая связана с ак-
тивацией сигнального каскада MAPK, приводяще-
го к пролиферации опухолевых клеток [6]. Однако 
у этих же пациентов возможны дополнительные мута-
ции сигнального пути AKT / mTOR [14] – одного из ос-
новных биохимических каскадов, лежащих в основе 
канцерогенеза. В настоящее время большое внимание 
уделяется особенностям гормональной рецепции, вли-
яющей на особенности биологического поведения 
опухоли [15], а также аутофагии, которая связана 
с развитием и прогрессированием опухолей различно-
го происхождения [16], влияет на эффективность про-
тивоопухолевой терапии и опосредует выживаемость 
больных [17, 18]. Кроме того, в случае наличия мута-
ции BRAFV600E у больных с неблагоприятным прогно-
зом заболевания наблюдается увеличение содержания 
белка LC3B [18–20].

Цель исследования – изучение прогностической 
значимости транскрипционных, ростовых факторов, 
компонентов сигнального каскада AKT / mTOR и бел-
ка аутофагии LC3B у больных с папиллярным РЩЖ 
в отношении риска развития рецидивов заболевания 
и общей выживаемости.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование включены 65 пациентов с папил-

лярным РЩЖ T1–4N0–1M0. Согласно критериям АТА 
(2015), пациенты были распределены на группы с вы-
соким, низким и промежуточным риском (табл. 1). 
В группу с низким риском вошли 30 больных, с про-
межуточным – 23, с высоким – 12 [21].

Мутация BRAFV600 выявлена у 18 человек. После 
проведенного лечения и динамического наблюдения 

Таблица 1. Критерии оценки риска развития рецидива, по данным 
 Американской тиреоидологической ассоциации (American Thyroid 
Association, АТА) (2015)

Table 1. Criteria of evaluation of recurrence risk per the American Thyroid 
Association (АТА) (2015)

Риск 
Risk

Критерии 
Criteria

Низкий 
Low

Отсутствуют отдаленные и регионарные 
метастазы. 
No local or distant metastases.
Вся макроскопическая опухоль резецирована. 
All macroscopic tumor has been resected.
Отсутствует опухолевая инвазия в ближай-
шие ткани и структуры. 
No invasion of locoregional tissues.
Опухоль неагрессивного гистологического 
типа. 
Tumor does not have aggressive histology.
После радиойодтерапии не обнаружены 
очаги активности I131 вне щитовидной 
железы. 
No 131I uptake outside the thyroid bed  
on the post-treatment scan.
Отсутствует васкулярная инвазия. 
No vascular invasion.
Стадия N0 или N1 и <5 микрометастазов 
(их максимальный размер <0,2 см) 
Stages N0 or N1 and < 5 micrometastases  
(with maximal size <0.2 cm) 

Промежу-
точный 
Intermediate

Микроскопическая инвазия опухоли 
в окружающие железу ткани. 
Microscopic invasion into the perithyroidal soft 
tissues.
Активные микрометастатические очаги 
в мягких тканях шеи после радиойод-
терапии. 
Active micrometastatic lesions in the perithyroidal 
soft tissues after radioactive iodine therapy.
Опухоль агрессивного гистологического 
типа. 
Tumor with aggressive histology.
Стадия N1 или N1 с вовлечением 
>5 лимфатических узлов (максимальный 
размер <3 см) 
Stage N1 or N1 with involvement of > 5 lymph nodes 
(maximal size <3 cm) 

Высокий 
High

Макроскопическая инвазия в мягкие 
ткани шеи. 
Macroscopic tumor invasion into perithyroidal soft 
tissues.
Незавершенная резекция опухоли. 
Incomplete tumor resection.
Отдаленные метастазы. 
Distant metastases.
Фолликулярный вариант папиллярного 
рака с обширной васкулярной инвазией 
(>4 очагов) 
Follicular type of papillary cancer with gross vascular 
invasion (>4 lesions) 

в течение 5 лет рецидивы заболевания отмечены в 5 слу-
чаях, смертельные исходы – в 3.

Все процедуры с вовлечением больных выполнены 
в соответствии с протоколом Хельсинкской деклара-
ции по правам человека (1964).
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Материалом исследования являлись образцы опу-
холевой и неизмененной ткани, полученные при про-
ведении оперативного лечения и находящиеся на рас-
стоянии не менее 1 см от границы опухоли. После 
забора их замораживали и хранили при температу-
ре –80 °С.

Выделение ДНК. ДНК выделяли с помощью набо-
ра FFPET DNA – Extraction Kit («Биолинк», Россия).

Определение мутации BRAFV600. Мутацию BRAFV600 

определяли с помощью набора реагентов Real-time-
PCR-BRAF-V600E («Биолинк», Россия), предназначен-
ного для выявления точечной мутации GTG→GGG 
в 600-м кодоне гена BRAF. Анализ проводится методом 
аллель-специфичной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени.

Выделение РНК. РНК выделяли с помощью набо-
ра RNeasy mini Kit, содержащего ДНКазу I (Qiagen, 
Германия).

Количественная полимеразная цепная реакция 
с обратной транскрипцией в реальном времени. Уровень 
экспрессии генов оценивали с помощью количествен-
ной ПЦР с обратной транскриптазой в реальном вре-
мени с использованием красителя SYBR Green на 
 амплификаторе iCycler (Bio-Rad, США). Ниже приве-
дены последовательности праймеров исследуемых 
генов. HIF1A: F 5’-CAAGAACCTACTGCTAATG-
CCA-3’, R’-TTTGGTGAGGCTGTCCGA-3’; EPAS1: 
F 5’-TGGAGTATGAAGAGCAAGCCT-3’, R 5’-GGG 
AACCTGCTCTTGCTGT-3’; NFKB1: F’-CGTGTAAAC-
CAAAGCCCTAAA-3’, R’-AACCAAGAAAGGAAGCCA 
AGT-3’; RELA: F’-GGAGCACAGATACCACCAAGA-3’, 
R 5’-GGGTTGTTGTTGGTCTGGAT-3’; VEGFA: 
F 5’-AGGGCAGAATCATCACGAA-3’, R 5’-TCTTG-
CTCTATCTTTCTTTGGTCT-3’; KDR: F 5’-AACACAG-
CAGGAATCAGTCA-3’, R 5’-GTGGTGTCTGTGT-
CATCGGA-3’; 4-BP1: F 5’-CAGCCCTTTCTCCCTCA 
CT-3’, R 5’-TTCCCAAGCACATCAACCT-3’; AKT1: 
F 5’-CGAGGACGCCAAGGAGA-3’, R 5’-GTCATCT 
TGGTCAGGTGGTGT-3’; С-RAF: F 5’-TGGTGTGTC 
CTGCTCCCT-3’, R 5’-ACTGCCTGCTACCTTACTTC 
CT-3’; GSK3b: F 5’-AGACAAGGACGGCAGCAA-3’,  
R 5’-TGGAGTAGAAGAAATAACGCAAT-3’; 70S кина-
за a: F’-CAGCACAGCAAATCCTCAGA-3’, R 5’-ACA 
CATCTCCCTCTCCACCTT-3’; MTOR: F 5’-CCAAA 
GGCAACAAGCGAT-3’, R’-TTCACCAAACCGTCTC 
CAA-3’; PDK1: F’-TCACCAGGACAGCCAATACA-3’, 
R’-CTCCTCGGTCACTCATCTTCA-3’; POU4F1: F’-CA 
CGCTCTCGCACAACAA-3’, R’-ATCCGCTTCTGC 
TTC TGTCT-3’; AR: F’-GAGGGACAGCAGGCAGA-3’, 
R’-GCTATCAGAACACACACACACACT-3’; ERS: F’-TC 
CTGATGATTGGTCTCGTCT-3’, R’-GATGTGGGAGA 
GGATGAGGA-3’; ESR2: F’-GGTCCATCGCCAGTT 
ATCAC-3’, R’-GCCTTACATCCTTCACACGA-3’, 
TRIM16: F’-CAATGGAACGGGAAGGAG-3’, R’-GGA 
CGGTGCTGGCTTCT-3’; LC3B: F’-CCCAAACCGC 
AGACACAT-3’, R’-ATCCCACCAGCCAGCAC-3’; 
GAPDH :  F’-GGAAGTCAGGTGGAGCGA-3’, 

R’-GCAACAATATCCACTTTACCAGA-3’. Праймеры 
были подобраны с помощью программы Vector NTI 
Advance 11.5 и базы данных National Center for Bio-
technology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov / nuccore).

В качестве референсного гена использовали ген 
«домашнего хозяйства» фермента GAPDH (glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Уровень экспрес-
сии представлен в условных единицах экспрессии (у. е.) 
и рассчитан с использованием ∆∆Ct-метода.

Получение гомогенатов. Замороженную ткань (100 мг) 
измельчали в жидком азоте, затем ресуспендировали 
в 300 мкл 50 мМ трис-HCl буфера (pH 7,5), содержа-
щего 2 мМ аденозинтрифосфата (АТФ), 5 мМ хлорида 
магния, 1 мМ дитиотреитола, 1 мМ этилендиамин-
тетрауксусной кислоты (ЭДТА) и 100 мМ хлорида нат-
рия. Гомогенат центрифугировали 60 мин при 10 000 g 
и 4 °С.

Электрофорез. Электрофорез проводили по Lae m-
mli в 13 % полиакриламидном геле.

Вестерн-блоттинг. После электрофореза полипеп-
тиды переносили на PVDF-мембрану (Immobylon, 
Millipore, США). Иммунодетекцию выполняли с ан-
тителами к LC3B (Affinity Biosciences, США). Стандар-
тизация проводилась относительно β-актина. Резуль-
таты выражали в процентах от содержания показателей 
в неизмененной ткани.

Статистическую обработку результатов проводили 
с применением пакета программ Statistica 12.0. Нор-
мальность проверяли с помощью критерия Колмого-
рова–Смирнова. Результаты определения экспрессии 
генов представлены как медиана (Me) (Q

1
; Q

3
). Значи-

мость различий независимых параметров в 2 группах 
оценивали с использованием критерия Манна–Уитни. 
Критерий Краскела–Уоллиса применяли при оценке 
значимости различий более чем в 2 группах. Различия 
считали значимыми при р <0,05. Критерий Пирсона 
был использован при исследовании различий частот 
качественных признаков. Показатели выживаемости 
оценивали с помощью построения кривых выживае-
мости по методу Каплана–Майера, значимость – с ис-
пользованием критерия Гехана–Уилкоксона.

РЕзУЛьТаТы
В ходе исследования выявлено, что транскрипци-

онные и ростовые факторы практически не изменя-
лись в группах с разным риском развития рецидивов 
опухоли после лечения (табл. 2). При этом отмечалось 
повышение экспрессии c-RAF с увеличением риска 
с низкого до высокого, что сопровождалось снижени-
ем экспрессии 4E-BP1 (табл. 3). Уровень матричной 
РНК (мРНК) c-RAF был выше в 3,0 и 2,8 раза в груп-
пах промежуточного и высокого риска соответственно 
по сравнению с группой низкого риска. При этом ми-
нимальная экспрессия 4E-BP1 была зафиксирована 
у пациентов с высоким риском развития рецидивов 
опухоли.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2034
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Таблица 2. Экспрессия транскрипционных и ростовых факторов в ткани папиллярного рака щитовидной железы в зависимости от группы 
риска развития рецидивов по критериям Американской тиреоидологической ассоциации (American Thyroid Association, АТА), Me (Q

1
; Q

3
)

Table 2. Transcription and growth factor expression in papillary thyroid cancer tissue depending on American Thyroid Association (ATA) Risk of Recurrence 
Classification, Me (Q

1
; Q

3
)

Показатель 
Parameter

Низкий риск 
Low risk

Промежуточный риск 
Intermediate risk

Высокий риск 
High risk

NF-κB p65 1,48 (0,44; 7,30) 1,85 (0,18; 12,76) 1,62 (0,16; 10,37) 

NF-κB p50 0,51 (0,07; 2,94) 1,16 (0,41; 70,31) 3,72 (0,50; 12,18) 

HIF-2 1,45 (0,52; 48,38) 0,55 (0,16; 3,28) 1,00 (0,20; 6,50) 

HIF-1 1,36 (0,21; 10,18) 0,85 (0,06; 5,35) 1,48 (0,03; 4,00) 

VEGFR2 0,94 (0,40; 6,45) 0,45 (0,03; 8,51) 0,33 (0,00; 8,00) 

VEGF 0,34 (0,08; 0,06) 0,16 (0,01; 1,97) 2,33 (0,05; 29,86) 

CAIX 0,52 (0,03; 1,55) 1,50 (0,25; 23,51) 1,50 (0,13; 4,00) 

Примечание. HIF-1 – фактор, индуцируемый гипоксией 1; HIF-2 – фактор, индуцируемый гипоксией 2; VEGF – фактор 
роста эндотелия сосудов; VEGFR2 – рецептор VEGF2. 
Note. HIF-1 – hypoxia-induced factor 1; HIF-2 – hypoxia-induced factor 2; VEGF – vascular endothelial growth factor; VEGFR2 – VEGF2 receptor.

Таблица 3. Экспрессия компонентов сигнального пути AKT / m-TOR в ткани папиллярного рака щитовидной железы в зависимости от группы 
риска развития рецидивов по критериям Американской тиреоидологической ассоциации (American Thyroid Association, АТА), Me (Q

1
; Q

3
)

Table 3. Expression of AKT / m-TOR signaling pathway components in papillary thyroid cancer tissue depending on American Thyroid Association (ATA) 
Risk of Recurrence Classification, Me (Q

1
; Q

3
)

Показатель 
Parameter

Низкий риск 
Low risk

Промежуточный риск 
Intermediate risk

Высокий риск 
High risk

AKT 0,49 (0,08; 5,89) 3,31 (0,25; 8,68) 1,43 (0,35; 4,00) 

c-RAF 0,32 (0,05; 2,18) 0,97 (0,06; 6,24)* 0,91 (0,01; 3,40)*, #

GSK-3β 1,03 (0,59; 6,37) 0,30 (0,02; 2,00) 0,50 (0,13; 0,80) 

Киназа p70 S6 
p70 S6 kinase

0,67 (0,07; 2,50) 2,12 (0,22; 7,34) 0,23 (0,00; 1,47) 

m-TOR 1,83 (0,16; 17,00) 1,94 (0,08; 69,87) 0,50 (0,25; 8,40) 

PDK 0,72 (0,14; 2,87) 0,80 (0,13; 7,65) 2,80 (0,13; 100,00) 

PTEN 0,72 (0,27; 3,30) 0,71 (0,20; 2,00) 0,50 (0,00; 6,50) 

4E-BP1 2,19 (0,69; 31,35) 0,43 (0,01; 2,52)* 0,15 (0,03; 1,41)*, #

*Значимость различий по сравнению с пациентами с низким риском развития рецидивов (p <0,05) (попарное сравнение 
с использованием критерия Манна–Уитни). #Значимость различий по критерию Краскела–Уоллиса (p <0,05).
Примечание. GSK-3β – киназа-3 β гликогенсинтазы; m-TOR – мишень рапамицина млекопитающих. 
*Significant differences compared to patients with low recurrence risk (p <0.05) (parwise comparison using in Mann–Whitney test). #Significant 
differences per the Kruskal–Wallis test (p <0.05). 
Note. GSK-3β – glycogen synthase kinase 3 β; m-TOR – mammalian target of rapamycin.

В табл. 4 представлены данные об экспрессии ре-
цепторов половых гормонов и транскрипционных 
факторов Brn-3α, TRIM16 у пациентов в зависимости 
от риска развития рецидивов опухоли. Отмечается 
связь изменения экспрессии Brn-3α с риском развития 
рецидивов. Максимальные уровни мРНК отмечались 
у больных с промежуточным риском: в 4,3 и 6,2 раза 

выше по сравнению с этим показателем у пациентов 
с низким и высоким риском соответственно.

Стоит отметить, что экспрессия РНК и содержание 
белка LC3B также были связаны с риском развития 
рецидивов опухоли (табл. 5). Выявлено увеличение экс-
прессии изучаемого показателя в 56,0 и 28,0 раз в тка-
ни опухоли пациентов с промежуточным риском по 
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сравнению с больными с низким и высоким риском. 
Выявленный факт сочетался с ростом содержания са-
мого белка, который был выше у пациентов с проме-
жуточным риском.

Маркером агрессивного поведения опухоли являет-
ся мутация BRAFV600. В ранее проведенных исследовани-
ях была отмечена активация ростовых и транскрипци-
онных факторов при наличии данной мутации [15]. 
Однако это не было связано с изменением интенсивно-
сти процессов аутофагии. В ходе анализа распределения 
пациентов в зависимости от наличия мутации BRAFV600 
отмечена связь наличия мутации с распределением па-
циентов на группы в зависимости от риска развития 

рецидива (p = 0,02) (табл. 6). Ее присутствие отмеча-
лось у пациентов с низким риском по критериям ATA. 
При этом в случае отсутствия мутации выявленные 
клинические и морфологические параметры опухоли 
свидетельствовали о наличии промежуточного и вы-
сокого риска развития рецидивов опухоли.

Прогнозирование исходов онкологических забо-
леваний и оценка безрецидивной и общей выживае-
мости больных является важной задачей в практиче-
ской онкологии. Наибольшую информативную 
ценность для безрецидивной выживаемости имела 
экспрессия ER-β (1,09 у. е.), а для общей выживаемос-
ти – экс прессия NF-κB p50 (1,07 у. е.). Следует отметить, 

Таблица 4. Экспрессия рецепторов половых гормонов и регулирующих их факторов в ткани папиллярного рака щитовидной железы в зависимо-
сти от группы риска развития рецидивов по критериям Американской тиреоидологической ассоциации (American Thyroid Association, АТА), Me 
(Q

1
; Q

3
)

Table 4. Expression of sex hormones and their regulating factors in papillary thyroid cancer tissue depending on American Thyroid Association (ATA) Risk  
of Recurrence Classification, Me (Q

1
; Q

3
)

Показатель 
Parameter

Низкий риск 
Low risk

Промежуточный риск 
Intermediate risk

Высокий риск 
High risk

Brn-3α 0,55 (0,13; 1,63)* 2,35 (0,85; 4,00)* 0,38 (0,10; 5,66)**, #

AR 2,00 (0,67; 4,19) 1,12 (0,10; 2,65) 0,41 (0,03; 2,83) 

ER-α 1,20 (0,45; 5,68) 1,64 (0,09; 5,92) 0,77 (0,06; 1,32) 

ER-β 1,59 (0,07; 15,45) 1,24 (0,50; 6,70) 1,00 (0,13; 16,67) 

TRIM16 0,97 (0,24; 22,24) 0,45 (0,04; 2,29) 1,73 (0,04; 12,97) 

*Значимость различий по сравнению с пациентами с низким риском развития рецидивов, (p <0,05) (попарное сравнение 
с использованием критерия Манна–Уитни). **Значимость различий по сравнению с пациентами с промежуточным риском 
развития рецидивов (p <0,05) (попарное сравнение с использованием критерия Манна–Уитни). #Значимые различия, выявлен-
ные непараметрическим дисперсионным анализом с применением критерия Краскела–Уоллиса (p <0,05).
Примечание. ER-α – рецептор эстрогена α; ER-β – рецептор эстрогена β. 
*Significant differences compared to patients with low recurrence risk (p <0.05) (pairwise comparison using the Mann–Whitney test). **Significant 
differences compared to patients with intermediate recurrence risk (p <0.05) (pairwise comparison using the Mann–Whitney test). #Significant differences 
per non-parametric test of dispersion using the Kruskal-Wallis test (p <0.05). 
Note. ER-α – estrogen receptor α; ER-β – estrogen receptor β.

Таблица 5. Экспрессия РНК и содержание белка LC3B в ткани папиллярного рака щитовидной железы в зависимости от группы риска разви-
тия рецидивов по критериям Американской тиреоидологической ассоциации (American Thyroid Association, АТА), Me (Q

1
; Q

3
)

Table 5. Expression RNA and levels of LC3B protein in papillary thyroid cancer tissue depending on American Thyroid Association (ATA) Risk of Recurrence 
Classification, Me (Q

1
; Q

3
)

Показатель 
Parameter

Низкий риск 
Low risk

Промежуточный риск 
Intermediate risk

Высокий риск 
High risk

Экспрессия LC3B, у. е. 
LC3B expression, arbitrary units

0,00 (0,00; 0,16) 0,56 (0,03; 11,45)* 0,02 (0,02; 0,03)**

Белок LC3B, % неизмененной ткани 
LC3B protein, % healthy tissue

137,57 (78,27; 152,30) 151,00 (132,04; 185,00)* 147,50 (141,00; 154,00)#

*Значимость различий по сравнению с пациентами с низким риском развития рецидивов (p <0,05) (попарное сравнение 
с использованием критерия Манна–Уитни). **Значимость различий по сравнению с пациентами с промежуточным риском 
развития рецидивов (p <0,05) (попарное сравнение с использованием критерия Манна–Уитни). #Значимые различия, выявлен-
ные непараметрическим дисперсионным анализом с применением критерия Краскела–Уоллиса (p <0,05). 
*Significant differences compared to patients with low recurrence risk (p <0.05) (pairwise comparison using the Mann–Whitney test). **Significant 
differences compared to patients with intermediate recurrence risk (p <0.05) (pairwise comparison using the Mann–Whitney test). #Significant differences 
per non-parametric test of dispersion using the Kruskal–Wallis test (p <0.05).
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что по роговый уровень вышеуказанных показателей 
со поставим со стадиями онкологического процесса. 
Выявленные различия в группах статистически незна-
чимы, что позволило проанализировать выживаемость 
больных с учетом выбранного уровня показателей 
в ткани опухоли (рис. 1, 2).

Таблица 6. Распределение пациентов с разным риском развития 
рецидивов в зависимости от наличия мутации BRAFV600 в опухоли, 
согласно данным Американской тиреоидологической ассоциации 
(American Thyroid Association, АТА)

Table 6. Distribution of patients with different recurrence risk per presence 
of BRAFV600 mutation in tumor per American Thyroid Association (АТА) data

Риск 
Risk

Дикий тип гена, 
абс. (%) 

Wild type gene,  
abs. (%) 

Мутация BRAFV600, 
абс. (%) 

BRAFV600 mutation, 
abs. (%) 

Низкий 
Low

8 (17,4) 18 (45) 

Промежуточный 
Intermediate

20 (43,5) 12 (30) 

Высокий 
High

18 (39,1) 10 (25) 

ОбСУждЕНИЕ
Молекулярные особенности опухоли играют боль-

шую роль в механизмах прогрессирования заболева-
ния. Особенности сигнального пути AKT / mTOR свя-
заны с распространением заболевания и риском 
развития рецидивов, что наиболее выражено у паци-
ентов с мутацией BRAFV600 [15]. Выявлено увеличение 
экспрессии c-RAF и снижение уровня мРНК 4EBP1 
при промежуточном и высоком рисках развития реци-
дивов по шкале АТА, что, вероятно, обусловлено ро-
лью сигнального каскада MAPK в прогрессировании 
папиллярного РЩЖ [22]. Гиперэкспрессия данного 
сигнального пути отмечена в тканях опухолей с мута-
цией BRAFV600E [14], являющейся маркером агрессив-
ного роста опухоли. Стоит отметить, что данная мута-
ция выявлена у пациентов с низким риском развития 
рецидивов заболевания. Данное расхождение, вероят-
но, связано с активацией других универсальных про-
цессов онкогенеза, детерминированных иными зна-
чимыми мутациями [2], однако способных влиять 
на биологическое поведение опухоли, в частности 
на аутофагию [17]. Так, у пациентов с высоким и про-
межуточным риском возникновения рецидивов отме-
чались высокие уровни мРНК и белкового продукта 
LC3B, что может быть ассоциировано с агрессивно-
стью заболевания.

Следовательно, клинические и морфологические 
маркеры не всегда достоверно позволяют оценить 
риск развития рецидивов заболевания, что особенно 
выражено у пациентов с промежуточным прогнозом. 
Биологические особенности опухоли у больных с про-
межуточным и высоким риском развития рецидивов 

в отсутствие мутации, вероятно, связаны с активацией 
аутофагии.

Знание особенностей гормональной рецепции 
и экспрессии транскрипционных факторов способно 
стать ключевым в прогнозировании исхода заболева-
ния. Это подтверждается при оценке прогностической 
способности изучаемых молекулярных маркеров в от-
ношении безрецидивной и общей выживаемости. Так, 

Рис. 1. Безрецидивная выживаемость больных папиллярным раком 
щитовидной железы в зависимости от порогового уровня экспрессии 
рецептора эстрогена β, равного 1,09 у. е.
Fig. 1. Recurrence-free survival of patients with papillary thyroid cancer de-
pending on the threshold level of estrogen receptor β expression of 1.09 a. u.

Рис. 2. Общая выживаемость больных папиллярным раком щитовидной 
железы в зависимости от порогового уровня экспрессии NF-κB p50, 
равного 1,07 у. е.
Fig. 2. Overall survival of patients with papillary thyroid cancer depending 
on the threshold level of NF-κB p50 expression of 1.07 a. u.
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высокие уровни экспрессии ER-β (>1,09 у. е.) были 
отмечены у пациентов без рецидивов опухоли в тече-
ние 3 лет после хирургического лечения. Известно, что 
ER-β относится к онкосупрессорам. Он снижает про-
лиферативную активность опухоли в отличие от ре-
цептора эстрогена α (ER-α) [23] и обеспечивает луч-
шие показатели безрецидивной выживаемости.

При этом высокая экспрессия NF-κB p50 (>1,07 у. е.) 
была ассоциирована с низкими показателями общей 
выживаемости, что объясняется ролью белка в много-
численных процессах онкогенеза. В работе C. Giuliani 
и соавт. (2018) обоснована роль NF-κB p50 в развитии 
более агрессивных форм опухолей щитовидной 

железы [24], что согласуется с результатами проведен-
ного исследования.

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, выявлены дополнительные моле-

кулярные маркеры, ассоциированные с повышенным 
риском развития рецидивов опухоли. Изучение экс-
прессии c-RAF и 4EBP1 при условии отсутствия му-
тантного белка b-RAF совместно с клиническими 
и морфологическими параметрами опухоли позволяет 
оценить риск развития рецидивов. Экспрессия ER-β 
и NF-κB p50 ассоциирована с безрецидивной и общей 
выживаемостью больных с папиллярным РЩЖ.
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Диагностическое и прогностическое значение 
экспрессии длинной некодирующей РНК 
PROX1‑AS1 и микроРНК miR‑647 при раке желудка

Е. А. Ветчинкина1, А. И. Калинкин2, Е. Б. Кузнецова1, 2, А. Э. Киселева1, Е. А. Алексеева1, 2,  
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К о н т а к т ы : екатерина Александровна Ветчинкина katevetchinkina@ya.ru

Введение. Рак желудка входит в число наиболее распространенных злокачественных новообразований и занима-
ет одно из лидирующих мест в структуре смертности от онкологичеких заболеваний во всем мире. эпигенетические 
изменения с участием некодирующих РНк (нкРНк), включая микроРНк и длинные нкРНк, вовлечены в его патогенез 
и прогрессию и могут являться потенциальными диагностическими и прогностическими биомаркерами.
Цель исследования – оценить экспрессию PROX1-AS1 и miR-647 при раке желудка и изучить ее клиническое зна-
чение.
Материалы и методы. В исследование включены 62 парных образца опухоли и неопухолевой ткани желудка, а так-
же 5 секционных образцов ткани желудка без патологии. Анализ экспрессии проведен с помощью метода полиме-
разной цепной реакции с обратной транскрипцией.
Результаты. Обнаружены достоверные различия экспрессии PROX1-AS1 в опухолевых (р = 0,002) и неопухолевых 
тканях (р <0,001), полученных от пациентов с раком желудка, относительно секционных тканей желудка без пато-
логии. С помощью коэффициента корреляции пирсона выявлена отрицательная корреляция между экспрессией 
PROX1-AS1 и miR-647 в опухолевых (р <0,001) и неопухолевых (р <0,001) тканях пациентов с раком желудка. пока-
зано, что экспрессия PROX1-AS1 и miR-647 связана с распространенностью первичной опухоли.
Заключение. полученные результаты позволяют предположить потенциальную прогностическую значимость 
PROX1-AS1 и miR-647 при раке желудка.

Ключевые слова: некодирующая РНк, длинная некодирующая РНк, микроРНк, рак желудка, эпигенетика, биомаркер
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Diagnostic and prognostic value of long non‑coding RNA PROX1‑AS1 and miR‑647 expression 
in gastric cancer

E. A. Vetchinkina1, A. I. Kalinkin2, E. B. Kuznetsova1, 2, A. E. Kiseleva1, E. A. Alekseeva1, 2, M. V. Nemtsova1, 2, I. V. Bure1

1I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia; Bld. 2 8 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russia; 
2N.P. Bochkov Medical and Genetic Research Center; 1 Moskvorechye St., Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s : Ekaterina Alexandrovna Vetchinkina katevetchinkina@ya.ru

Introduction. Gastric cancer remains one of the most common cancers and has a high mortality rate worldwide. Epige-
netic alternations of non-coding RNAs (ncRNAs), including microRNAs and long ncRNAs can contribute to its pathogen-
esis and progression, and could be potent diagnostic and prognostic biomarkers.
Aim. Estimation of PROX1-AS1 and miR-647 expression in gastric cancer and investigation of its clinical significance.
Materials and methods. Tumor and adjacent normal tissues (n = 62), and sectional normal tissue samples (n = 5) were 
included in the study. The expression of the ncRNAs was quantified by reverse transcription-polymerase chain reaction assay.
Results. We have reviled the significant difference in the PROX1-AS1 expression in tumor (p = 0.002) and non-tumor 
tissues (p <0.001) obtained from gastric cancer patients in comparison with sectional gastric tissues without pathology. 
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ВВЕдЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) входит в число наиболее распро-

страненных злокачественных новообразований. Данная 
патология занимает 5-е место по распространенности 
среди диагностируемых онкологических заболеваний 
и 3-е место в структуре смертности от рака во всем 
 мире [1]. Высокая смертность от РЖ обусловлена не-
своевременной диагностикой вследствие поздних кли-
нических проявлений, слабой выраженностью и не-
специфичностью симптомов, а также недостаточной 
эффективностью современных методов терапии дан-
ной патологии [2].

В настоящее время известно, что к инициации 
и прогрессированию опухоли могут приводить не 
только структурные изменения в ДНК, но и эпигене-
тические факторы [3]. В последние годы показано, что 
нарушения эпигенетических механизмов, в том числе 
изменение экспрессии некодирующих РНК (нкРНК), 
играют значимую роль в канцерогенезе, а также могут 
служить молекулярными маркерами для ранней диаг-
ностики и прогнозирования течения заболевания [4].

Длинные некодирующие РНК (днРНК) и микро-
РНК представляют собой функциональные транс-
крипты, которые регулируют экспрессию генов, свя-
зываясь с ними напрямую или воздействуя на другие 
эпигенетические механизмы, такие как метилирова-
ние / деметилирование ДНК, химические модифика-
ции гистоновых белков и ремоделирование хроматина 
[5, 6]. В результате они участвуют в многочисленных 
физиологических процессах в норме и при патологии, 
включая опухолеобразование. Роль днРНК в канцеро-
генезе определяется их способностью воздействовать 
на клеточный цикл, блокировать апоптоз, подавлять 
экспрессию генов-супрессоров и стимулировать он-
когены, таким образом способствуя прогрессии опу-
холей и развитию метастазов [7, 8]. На данный момент 
участие нкРКН в регуляции генов, ассоциированных 
с развитием и клиническим течением РЖ, подтверж-
дено рядом работ и продолжает активно изучаться 
[9–11].

Длинная некодирующая РНК PROX1-AS1 локали-
зуется на хромосоме 1q32.3, транскрибируется с ан-
тисмысловой цепи гена PROX1 и регулирует его экс-
прессию in cis. В нескольких исследованиях было 
показано, что PROX1-AS1 действует как онкоген, спо-
собствуя пролиферации и миграции клеток при РЖ 

[12], а также ассоциирован с появлением метастазов 
и агрессивностью почечноклеточного рака [13].

Изменение экспрессии микроРНК miR-647 было 
обнаружено во многих опухолях, включая карциному 
носоглотки [14], гепатоцеллюлярную карциному [15], 
колоректальный рак [16] и РЖ [17]. Снижение экс-
прессии miR-647 в сыворотке крови пациентов с РЖ 
коррелирует с неблагоприятным прогнозом [18].

Возможная взаимосвязь PROX1-AS1 и miR-647 
описана в научной литературе [19]. Мы исследовали 
экспрессию днРНК PROX1-AS1 и miR-647 в опухоле-
вой и неопухолевой тканях пациентов с РЖ и в секци-
онных образцах ткани желудка без патологии, а также 
определили ее связь с клиническими показателями 
опухолевого роста.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Пациенты. В исследовании приняли участие 62 па-

циента с РЖ (35 мужчин и 27 женщин; средний воз-
раст 62 года (от 36 лет до 81 года)), находившихся 
на лечении в Клинике факультативной хирургии им. 
Н. Н. Бурденко Первого Московского государствен-
ного медицинского университета им. И. М. Сеченова 
Минздрава России.

Всем больным проведено оперативное лечение. 
Рак желудка был подтвержден при морфологическом 
исследовании операционного материала.

Образцы тканей. В исследование включены 62 пар-
ных образца опухолевого материала РЖ и морфологиче-
ски нормальной ткани, а также 5 секционных образцов 
ткани желудка без патологии. Материал аннотирован 
с указанием локализации, клинической стадии, гисто-
логического типа по классификации Лорена, нали-
чия / отсутствия перстневидных клеток, метастазов 
в регионарные лимфатические узлы и отдаленных 
метастазов, а также стадии по классификации Tumor, 
Nodus and Metastasis (TNM). Свежие образцы замора-
живали и хранили при температуре –80 °С.

Экстракция РНК и полимеразная цепная реакция 
с обратной транскрипцией. Суммарную РНК, включая 
микроРНК и днРНК, выделяли из образцов с исполь-
зованием Trizol (Life Technologies, США) и набора 
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия) по протоколу 
производителей с небольшими модификациями. Кон-
центрацию и чистоту полученной РНК оценивали 
на микрообъемном спектрофотометре NanoDrop 2000 

Pearson correlation analysis confirmed a negative correlation between PROX1-AS1 and miR-647 in gastric cancer both 
in tumor (р <0,001) and adjacent normal tissues (р <0.001). Besides, expression of PROX1-AS1 and miR-647 was associ-
ated with the size and extent of the primary tumor.
Conclusion. The obtained results allow to suggest a potential prognostic value of PROX1-AS1 and miR-647 in gastric 
cancer.

Keywords: non-coding RNAs, long noncoding RNA, microRNA, gastric cancer, epigenetics, biomarker

For citation: Vetchinkina E. A., Kalinkin A. I., Kuznetsova E. B. et al. Diagnostic and prognostic value of long non-coding 
RNA PROX1-AS1 and miR-647 expression in gastric cancer. uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular 
Oncology 2022;9(4):50–60. (In Russ.). DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-4-50-60
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(Thermo Fisher Scientific, США). Процесс выделения 
повторялся для каждого образца до тех пор, пока не 
было получено достаточное количество РНК для сле-
дующих этапов.

Обратная транскрипция проводилась с использо-
ванием набора MiScript II RT Kit (Qiagen, Германия) 
в соответствии с рекомендованным протоколом. Для 
получения комплементарной ДНК (кДНК) использо-
вали 300 нг суммарной РНК, выделенной из каждого 
образца.

Для количественной оценки уровня экспрессии 
PROX1-AS1 и miR-647 в тканях применяли метод по-
лимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией, которую выполняли на приборе CFX96 Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, США) 
в тройной повторности для каждого транскрипта 
и контролей с использованием набора MiScript SYBR 
Green PCR Kit (Qiagen, Германия) в соответствии 
с протоколом, рекомендованным производителем. Ген 
домашнего хозяйства GAPDH (glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase) и малая ядерная РНК RNU6B 
(RNA, U6 small nuclear 6) были использованы в каче-
стве контролей для PROX1-AS1 и miR-647 соответст-
венно. Последовательности праймеров для анализа 
экспрессии представлены в табл. 1. Полученные зна-
чения Ct были нормализованы относительно конт-
ролей и проанализированы с использованием метода 
2–ΔΔCt.

Таблица 1. Последовательности праймеров

Table 1. Primer sequences

Праймер 
Primer

Последовательность 
Sequence

PROX1-AS1_F 5’-CTAGTTAGCAGGGGCAGCAC-3’

PROX1-AS1_R 5’-AACAGAGAGGCGTGGAAGAA-3’

GAPDH_F 5’-CACCCACTCCTCCACCTTTG-3’

GAPDH_R 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’

miR-647 5’-TGGCTGCACTCACTTCCTTC-3’

RNU6B 5’-TGCGCAAGGATGACACGCAA-3’

Статистический анализ. Статистический анализ 
был выполнен с использованием платформы Sta-
tistica13.1 (StatSoft, США). Количественные показате-
ли оценивали на предмет соответствия нормальному 
распределению с помощью критерия Шапиро–Уилка. 
Сравнение 2 групп по количественному показателю, 
имеющему нормальное распределение, выполнялось 
с помощью t-критерия Стьюдента, 3 и более групп 
по количественному показателю, имеющему нормаль-
ное распределение, – с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа, 2 групп по количественному 

показателю, распределение которого отличалось от 
нормального, – с помощью U-критерия Манна–Уит-
ни. Для сравнения 3 и более групп по количественно-
му показателю, распределение которого отличалось 
от нормального, использовали критерий Краскела–
Уоллиса.

Направление и тесноту корреляционной связи 
между 2 количественными показателями оценивали 
с помощью коэффициента корреляции Пирсона 
(при нормальном распределении сопоставляемых по-
казателей). Прогностическая модель, характеризу-
ющая зависимость количественной переменной от 
факторов, разрабатывалась с использованием метода 
линейной регрессии. Для анализа общей выживаемо-
сти (ОВ) применяли метод Каплана–Майера. Связь 
между PROX1-AS1 и miR-647 оценивали с помощью 
программы RNAhybrid 2.2. Статистически значимыми 
считались различия при р <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Экспрессия днРНК PROX1-AS1 и miR-647 в в опу-

холевой и неопухолевой тканях, полученных от пациен-
тов с раком желудка, и в секционных образцах ткани 
желудка без патологии. Средний уровень экспрессии 
PROX1-AS1 в опухоли составил 2,24; в морфологиче-
ски нормальной ткани пациентов – 2,54; в секцион-
ных образцах желудка – 0,06, а средний уровень экс-
прессии miR-647 – 3,47; 3,64 и 4,16 соответственно.

Обнаружены статистически значимые различия 
в экспрессии PROX1-AS1 в опухолевых (р = 0,002) 
и неопухолевых (р <0,001) тканях (рис. 1, а) относи-
тельно секционных образцов ткани желудка без пато-
логии (контрольная группа). Для miR-647 результаты 
оказались статистически незначимыми (рис. 1, б).

Экспрессия днРНК PROX1-AS1 и miR-647 в опухо-
левой и неопухолевой тканях, полученных от пациентов 
с раком желудка.  При исследовании экспрессии 
PROX1-AS1 и miR-647 в 62 парных образцах опухоле-
вой и прилегающей неопухолевой тканях пациентов 
с РЖ показано повышение экспрессии PROX1-AS1 
в 17 (27 %) и понижение в 32 (52 %) опухолевых образ-
цах. В остальных 13 (21 %) образцах соотношение 
уровней экспрессии между опухолью и прилежащей 
неопухолевой тканью находилось в пределах (–1; 1), 
что говорит об отсутствии значимого изменения экс-
прессии PROX1-AS1 в этих пробах. Анализ показал, 
что средний уровень экспрессии PROX1-AS1 в тканях 
РЖ по сравнению с морфологически нормальными 
прилежащими тканями статистически не различается 
(p = 0,156) (см. рис. 1, а).

Экспрессия miR-647 была повышена в 25 (40 %) и по-
нижена в 20 (32 %) образцах опухолевой ткани. В 17 
(28 %) образцах не выявлено значимого изменения экс-
прессии. Таким образом, статистически значимого разли-
чия среднего уровня экспрессии miR-647 в опухолевых 
тканях РЖ и прилежащих морфологически нормальных 
тканях обнаружено не было (р = 0,692) (см. рис. 1, б).
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Взаимосвязь уровней экспрессии PROX1-AS1 и miR-
647 в опухолевой и неопухолевой тканях пациентов с ра-
ком желудка. При сравнении средних уровней экс-
прессии PROX1-AS1 и miR-647 в тканях пациентов 
с РЖ обнаружены статистически значимые различия 
в опухолевой ткани РЖ (р = 0,019) (рис. 2, а). Однако 
при исследовании прилежащей неопухолевой ткани 
статистически значимые различия в средних уровнях экс-
прессии PROX1-AS1 и miR-647 не выявлены (р = 0,052) 
(рис. 2, б).

При сравнении экспрессии по образцам можно 
проследить общую тенденцию: с возрастанием экс-
прессии PROX1-AS1 у пациентов отмечается сниже-
ние экспрессии miR-647, что также соответствует 
обратной зависимости (рис. 3).

При проведении корреляционного анализа с ис-
пользованием коэффициента корреляции Пирсона мы 
обнаружили заметную отрицательную линейную связь 
по шкале Чеддока между уровнем экспрессии 
PROX1-AS1 и miR-647 в опухоли ρ= –0,526 (р <0,001) 

Рис. 1. Уровень экспрессии PROX1-AS1 (а) и miR-647 (б) в опухолевой и прилегающей неопухолевой тканях пациентов с раком желудка относи-
тельно секционных образцов ткани желудка без патологии (контрольная группа)
Fig. 1. The expression level of PROX1-AS1 (a) and miR-647 (б) in tumor and non-tumor adjacent tissues of gastric cancer patients to the stomach tissue  
of a healthy control group

Рис. 2. Уровни экспрессии PROX1-AS1 и miR-647 в опухолевой (а) и неопухолевой (б) тканях пациентов с раком желудка
Fig. 2. Expression levels of PROC1-AS1 and miR-647 in tumor tissues (a) and in the non-tumor (б) tissues of gastric cancer patients
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(рис. 4, а) и прилежащих неопухолевых тканях ρ = –0,628 
(р <0,001) (рис. 4, б). Полученные данные подтвержда-
ют зависимость экспрессии PROX1-AS1 и miR-647 как 
в опухолевой, так и в неопухолевой тканях пациентов 
с РЖ.

Ассоциация экспрессии PROX1-AS1 и miR-647 
в опухолевой ткани с клинико-патологическими харак-
теристиками пациентов. Для поиска значимых факто-
ров, связанных с клиническим течением РЖ, мы 
провели анализ ассоциаций между изменением экс-
прессии miR-647 и PROX1-AS1 и клиническими ха-
рактеристиками опухолевого роста. При сравнении 
уровня экспрессии PROX1-AS1 в опухолевой ткани 
в зависимости от распространенности первичной опу-
холи (Т) были выявлены статистически значимые раз-
личия (p = 0,014); в группе Т4 экспрессия PROX1-AS1 
была достоверно выше, чем в группе Т1–3 (p = 0,001) 
(рис. 5, а).

При сравнении уровня экспрессии miR-647 в опу-
холевой ткани в зависимости от распространенности 
первичной опухоли также были определены статисти-
чески значимые различия (p = 0,012); экспрессия 
в группе Т4 оказалась достоверно ниже, чем в группе 
Т1–3 (p = 0,011) (рис. 5, б).

При сравнении других показателей (пола, 5-летней 
выживаемости, клинической стадии, гистологического 
типа опухоли по классификации Лорена, наличия / от-

сутствия перстневидных клеток и отдаленных метаста-
зов) установить статистически значимых различий 
не удалось. Результаты оценки корреляций представ-
лены в табл. 2. В ходе анализа связи клинических ха-
рактеристик пациентов с экспрессией PROX1-AS1 
и miR-647 в морфологически нормальных тканях зна-
чимых ассоциаций выявлено не было.

Ассоциации уровней экспрессии PROX1-AS1  
и miR-647 с выживаемостью пациентов с раком желуд-
ка.  Для оценки связи между уровнем экспрессии 
PROX1-AS1 и ОВ пациентов с РЖ мы использовали 
метод Каплана–Майера (рис. 6, а). В ходе исследова-
ния не было выявлено различий в показателях выжи-
ваемости у пациентов с разным уровнем экспрессии 
транскриптов. На рис. 6 показано, что пациенты с по-
вышенной экспрессией PROX1-AS1 (T>N) в опухоле-
вой ткани по сравнению с неопухолевой тканью име-
ют тенденцию к лучшему прогнозу, чем пациенты 
с низкой экспрессией PROX1-AS1 (T<N) в опухолевой 
ткани по сравнению с неопухолевой тканью. Анализ 
ассоциации уровня экспрессии miR-647 с выживаемо-
стью больных РЖ также не показал статистически 
значимых результатов (рис. 6, б).

Ассоциации уровней экспрессии PROX1-AS1 с вы-
живаемостью пациентов с раком желудка (по открытым 
источникам данных). Мы также проанализировали ОВ 
пациентов с РЖ с помощью метода Каплана–Майера, 

Рис. 3. Корреляция относительной экспрессии miR-647 и PROX1-AS1 у 62 пациентов с раком желудка
Fig. 3. Correlations between the relative expression of miR-647 and PROX1-AS1 in 62 of gastric cancer patients

Рис. 4. График регрессионной функции, характеризующий отрицательную зависимость уровня экспрессии PROX1-AS1 от уровня экспрессии miR-647 
в опухолевой (а) и прилегающей неопухолевой (б) тканях пациентов с раком желудка
Fig. 4. Linear regression showing the negative correlation between the expression of PROC1-AS1 and miR-647 in tumor (a) and adjacent non-tumor (б) tissue 
of gastric cancer patients

Образцы / Samples

  miR-647

  PROX1-AS1

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
 э

кс
пр

ес
си

я 
тр

ан
ск

ри
пт

ор
ов

 / 
Re

la
tiv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f t

ra
ns

cr
ip

ts

Эк
сп

ре
сс

ия
 P

RO
X1

-A
S1

 
в 

оп
ух

ол
ев

ой
 т

ка
ни

 / 
PR

O
X1

-A
S1

 e
xp

re
ss

io
n 

in
 tu

m
or

Эк
сп

ре
сс

ия
 P

RO
X1

-A
S1

 
в 

не
оп

ух
ол

ев
ой

 т
ка

ни
 / 

PR
O

X1
-A

S1
 

ex
pr

es
si

on
 in

 n
on

-t
um

or

10

5

 0

–5

–10

6

4

 2

0

–2

6

4

 2

0

                        0                                5                              10
Экспрессия miR-647 в опухолевой ткани /  

miR-647 expression in tumor

                          0                                4                               8
Экспрессия miR-647 в неопухолевой ткани /  

PROX1-AS1 expression in non- tumor

а б



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

2

55ТОМ 9 / VOL. 9  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Рис. 5. Экспрессия PROX1-AS1 (а) и miR-647 (б) в опухолевой ткани в зависимости от распространенности первичной опухоли у пациентов с ра-
ком желудка в группах Т1–3 и Т4
Fig. 5. Expression of PROX1-AS 1 (a) and miR-647 (б) in the tumor tissues, depending on the prevalence of the primary tumor in the T1–3 and T4 groups of 
gastric cancer patients

Рис. 6. Кривые Каплана–Мейера, отражающие общую выживаемость пациентов с раком желудка в зависимости от уровня экспрессии PROX1-AS1 
(а) и miR-647 (б). T – экспрессия в опухолевой ткани, N – экспрессия в неопухолевой ткани
Fig. 6. Kaplan–Meyer overall survival curves of the gastric cancer patients, depending on PROX1-AS1 (a) and miR-647 (б)  expression. Т – expression in tumor, 
N – expression in non-tumor
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используя базы данных LOGpc [20], GEO (gene expres-
sion omnibus) [21] и данные под номером GSE57303 
[22, 23]. Согласно полученным результатам, пациенты 
с гиперэкспрессией PROX1-AS1 в опухоли имеют луч-
шие показатели выживаемости (p = 0,002), чем паци-
енты с гипоэкспрессией и те, у кого не было показано 
изменения экспрессии PROX1-AS1 (рис. 7).

ОбСУждЕНИЕ
В последнее время появляется все больше доказа-

тельств того, что нкРНК играет большую роль в пато-
генезе РЖ, а изменение их экспрессии рассматрива-
ется как одно из ранних событий онкогенеза. 
Специфичность и стабильность в биологических жид-
костях организма делают нкРНК важными маркерами 
для неинвазивной диагностики [24]. Для исследования 
клинического значения нкРНК мы провели количе-
ственную оценку уровня экспрессии PROX1-AS1 

и miR-647 в опухолевых и прилегающих неопухолевых 
тканях пациентов с РЖ.

С целью изучения потенциальных молекулярных 
механизмов, объясняющих роль днРНК PROX1-AS1 
при РЖ, мы оценили ее вклад в развитие ключевых 
признаков рака с помощью базы данных LncACTdb 
[25]. Было выявлено, что PROX1-AS1 участвует в под-
держании пролиферативного сигналинга, активации 
инвазии и метастазирования, блокировании апоптоза, 
индукции ангиогенеза, а также в уклонении от онко-
супрессии (рис. 8).

Предыдущие исследования показали, что PROX1-AS1 
имеет отношение к канцерогенезу и дифференциально 
экспрессируется во многих типах опухолей. PROX1-AS1 
гиперэкспрессируется и проявляет свою канцероген-
ную активность при папиллярной карциноме щито-
видной железы и почечно-клеточной карциноме [13, 
26]. Обнаружено также, что нокдаун PROX1-AS1 
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Таблица 2. Ассоциация экспрессии PROX1-AS1 и miR-647 в опухолевой ткани с клинико-патологическими характеристиками пациентов с ра-
ком желудка

Table 2. Association of PROX1-AS1 and miR-647 expression in gastric cancer tumors with clinical and pathological characteristics of patients

Показатель 
Parameter

Число пациентов 
(n = 62) 

Number of patients  
(n = 62) 

Экспрессия PROX1-AS1 
PROX1-AS1 expression

Экспрессия miR-647 
miR-647 expression

Среднее 
значение 

Mean

Стандартное 
отклонение 

Standard deviation
p

Среднее 
значение 

Mean

Стандартное 
отклонение 

Standard deviation
p

Пол: 
Gender:

мужской 
male
женский 
female

35

27

2,32

2,14

1,42

1,62

0,755 3,50

3,43

2,86

3,27

0,809

Возраст, лет: 
Age, years:

<49
>50

9
53

2,65
2,17

1,18
1,56

0,436 3,07
3,53

3,97
2,87

0,562

Т-стадия 
Т-stage:

T1
T2
T3
T4

13
12
13
24

1,86
1,49
1,73
3,03

0,58
1,41
1,87
1,31

0,014* 3,29
4,25
4,52
2,53

1,82
2,48
3,47
3,37

0,012*

N-стадия: 
N-stage:

N0
N1
N2
N3

32
16
12
2

1,83
2,67
2,91
1,41

1,52
1,40
1,34
0,64

0,326 3,73
2,70
3,08
7,66

2,51
3,35
2,84
7,39

0,682

M-стадия: 
M-stage:

M0
M1

51
11

2,13
2,76

1,44
1,73

0,768 3,73
3,18

2,51
3,50

0,328

Стадия: 
Stage:

I
II
III
IV

19
14
21
8

1,70
1,87
2,76
2,80

1,27
1,66
1,14
1,94

0,246 4,07
2,95
2,76
4,80

2,21
2,43
2,93
5,13

0,566

Выживаемость: 
Survival status:

умер 
dead
жив 
alive

35

27

2,02

2,41

0,86

1,85

0,281 3,46

3,47

2,51

3,39

0,966

Пятилетняя выживаемость 
Five-year survival rate:

не достигнута 
no
достигнута 
yes

29

33

2,32

2,15

1,87

0,96

0,693
3,38

3,54

2,45

3,48

0,832

Гистологический тип 
по классификации Лорена: 
Histological type according  
to Loren’s classification:

диффузный 
duffuse
интестинальный 
intestinal
недифференцированный 
not classified

27

30

5

2,39

2,19

1,60

1,53

1,28

2,25

0,717
3,41

3,43

4,00

2,69

3,53

2,23

0,373
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Показатель 
Parameter

Число пациентов 
(n = 62) 

Number of patients  
(n = 62) 

Экспрессия PROX1-AS1 
PROX1-AS1 expression

Экспрессия miR-647 
miR-647 expression

Среднее 
значение 

Mean

Стандартное 
отклонение 

Standard deviation
p

Среднее 
значение 

Mean

Стандартное 
отклонение 

Standard deviation
p

Наличие перстневидных 
клеток: 
Signet ring cells:

да 
yes
нет 
no

24

38

2,27

2,23

1,61

1,37

0,715 3,59

3,42

2,78

3,22

0,818

Локализация опухоли: 
Tumor localization:

антральный отдел 
antral region
кардия 
cardia
культя желудка 
stomach stump
тело желудка 
stomach body

15

7

1

39

1,26

2,61

3,20

2,16

1,75

1,35

0

0,84

0,335

2,81

2,90

3,69

3,07

2,69

2,39

0,00

4,21

0,564

*Статистически значимые различия (р <0,05).
Примечание. Сравнение 2 групп по количественному показателю выполнялось с помощью непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни, сравнение 3 и более групп – с помощью непараметрического критерия Краскела–Уоллиса. 
*Statistically significant differences (р <0.05). 
Note. The Mann–Whitney non-parametric test was used for comparison of two groups variables, the Kruskal–Wallis non-parametric test was used when 
comparing three or more groups of variables.

Окончание табл. 2

The end of table 2

Рис. 8. Вклад PROX1-AS1 в развитие ключевых признаков рака
Fig. 8. Role of PROX1-AS1 in the hallmarks of cancer

Рис. 7. Кривые Каплана–Майера, отражающие общую выживаемость 
пациентов с раком желудка в зависимости от уровня экспрессии 
PROX1-AS1 (на основе анализа данных под номером GSE57303). ДИ – 
доверительный интервал
Fig. 7. Kaplan–Meyer curves for the overall survival analysis of gastric can-
cer patients, according to the PROX1-AS1 expression (data from the GSE57303). 
CI – confidence interval
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0

0               10            20             30             40             50             60
Время, мес / Time, month

p = 0,0021 
(95 % ДИ 0,1992–0,7001) / p = 0,0021 (95 % CI 0,1992–0,7001)

Средний уровень экспрессии PROX1-AS1 /  
Average expression level of PROX1-AS1

   Повышен – 25 % / Upper – 25 %
   Другие – 75 % / Other – 75 %

Число пациентов под угрозой выбывания / Number at risk
               51            16               7                2                1                0
              18             12               9                5                1                1

Уклонение от иммунного 
ответа / Evading immune 

detection

Нарушение клеточного 
метаболизма / 

Reprogramming energy 
metabolism

Воспаление, 
способствующее 
росту опухоли / 
Tumor promoting 

inflammation

Геномная 
нестабильность 

и мутации / 
Genomic 

instability and 
mutations

Активация инвазии 
и метастазирования /  

Activation of invasion and metastasis

Индукция ангиогенеза / 
Induction of angiogenesis

Репликативное 
бессмертие / Limitless 

replicative potential

Блокирование 
апоптоза / 

Blocking 
apoptosis

Уклонение 
от онкосупрессии / 

Avoidance  
of oncosuppression

Поддержание пролиферативного 
сигналинга /  

Self sufficiency in growth signals

активирует сигнальные пути, повышая химиочувстви-
тельность клеток ретинобластомы [27].

В нашем исследовании не удалось выявить до-
стоверной ассоциации между уровнем экспрессии 
PROX1-AS1 в опухолевой и неопухолевой тканях паци-
ентов с РЖ (p = 0,156), хотя некоторые авторы ее обна-
ружили [28]. Однако были определены статис тически 
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значимые различия в экспрессии днРНК PROX1-AS1 
в опухолевых (р = 0,002) и прилегающих неопухолевых 
(р <0,001) тканях относительно секционных образцов 
ткани желудка без патологии, что позволяет предпо-
ложить ее потенциальную диагностическую роль при 
РЖ. Интересно, что различия выявлены не только для 
опухолевой, но и для прилежащей неопухолевой тка-
ни. Это может быть связано с вовлечением прилега-
ющей ткани в опухолевый процесс и формированием 
поля канцеризации.

При исследовании связи экспрессии PROX1-AS1 
с клиническими характеристиками пациентов мы об-
наружили достоверную ассоциацию уровня экспрессии 
PROX1-AS1 в опухолевой ткани с распространенно-
стью первичной опухоли (Т). Экспрессия PROX1-AS1 
в опухолях Т4 была достоверно выше по сравнению 
с опухолями Т1–3 (p = 0,001), что указывает на воз-
можное влияние PROX1-AS1 на прогрессию РЖ. Ана-
логичные результаты были получены T. Guo и соавт., 
которые показали, что активация PROX1-AS1 коррели-
рует с прогрессирующей патологической стадией РЖ 
[28]. Однако мы не обнаружили корреляции экспрессии 
PROX1-AS1 с другими клиническими характеристиками 
пациентов (полом, возрастом, показателями N и M клас-
сификации злокачественных опухолей TNM, клиниче-
ской стадией, 5-летней выживаемостью, гистологичес-
ким типом по классификации Лорена, анатомической 
локализацией опухоли).

При оценке ОВ с помощью метода Каплана–Май-
ера не было выявлено достоверных различий выжива-
емости у пациентов с разным уровнем экспрессии 
PROX1-AS1 (см. рис. 6). Однако на основе сведений, 
представленных в открытом источнике данных GEO 
и базе данных LOGpc, мы показали, что пациенты 
с гиперэкспрессией PROX1-AS1 в опухоли имеют луч-
шие показатели выживаемости (см. рис. 7). Отсутствие 
достоверных различий в показателях выживаемости 
в нашем исследовании может быть связано с неболь-
шой выборкой, включающей всего 62 пациента с РЖ. 
Ее увеличение, вероятно, позволит получить статисти-
чески значимые результаты.

В ряде исследований miR-647 была описана как 
супрессорная микроРНК. Повышение ее экспрессии 
ассоциировано с ингибированием пролиферации, 
образованием колоний и блокированием инвазии кле-
ток глиомы [29]. При немелкоклеточном раке легкого 
miR-647 подавляет пролиферацию клеток за счет оста-
новки клеточного цикла и задержки перехода G1 / S 
[30]. Пациенты с раком мочевого пузыря, имеющие 
высокий уровень экспрессии miR-647, демонстриро-
вали лучшую выживаемость по сравнению с пациен-
тами с низкой экспрессией микроРНК [31]. Однако 
в других типах опухолей miR-647 может, напротив, 
способствовать канцерогенезу. Ее гиперэкспрессия 
при колоректальном раке стимулирует пролифера-
цию и миграцию клеток [16]. Таким образом, свойства 
miR-647 могут меняться в зависимости от типа ткани 

и опухоли, что требует более тщательного изучения 
этой микроРНК. В нашем исследовании показано до-
стоверное снижение уровня экспрессии miR-647 
в опухолевой ткани РЖ в группе опухолей Т4 по срав-
нению с группой опухолей Т1–Т3 (р = 0,012), что со-
гласуется с данными о корреляции сниженного уров-
ня экспрессии miR-647 при РЖ с большим размером 
опухоли и наличием метастазирования [32]. Мы не об-
наружили достоверной статистической связи экспрессии 
miR-647 с другими клиническими характеристиками 
пациентов, хотя в некоторых исследованиях экспрес-
сия miR-647 значительно изменяется при метастазах 
РЖ в лимфатических узлах [33]. У пациентов с РЖ при 
агрессивном клиническом течении заболевания и низ-
ких показателях выживаемости экспрессия miR-647 
в сыворотке была значительно ниже, чем у пациентов 
с благоприятным прогнозом [18].

В последнее время широко исследуется взаимо-
действие PROX1-AS1 и различных микроРНК, кото-
рые могут регулироваться этой днРНК. Так, например, 
было показано, что PROX1-AS1 регулирует miR-1305 
при раке легких. Нокдаун PROX1-AS1 приводит к ги-
перэкспрессии miR-1305, в результате миграция и спо-
собность к инвазии клеток рака легкого значительно 
снижаются [34].

Мы обнаружили отрицательную связь между уров-
нем экспрессии PROX1-AS1 и miR-647 как в опухоли, 
так и в прилежащих морфологически нормальных тка-
нях. Эти данные подтверждают предположение, что 
PROX1-AS1 связывает miR-647 и играет роль молеку-
лярной губки, способствуя прогрессированию опухо-
ли и повышению ее агрессивности [19]. Мы оценили 
связь между уровнем экспрессии PROX1-AS1 и miR-
647 через их последовательности с использованием 
программы RNAhybrid 2.2. Была определена отрица-
тельная энергия Гиббса (–25,3 ккал / моль), что может 
свидетельствовать об обратной взаиморегуляции 
PROX1-AS1 и miR-647.

Полученные нами данные позволяют прояснить 
роль PROX1-AS1 и miR-647 в канцерогенезе желудка. 
Хотя остается много неясного, исследование экспрес-
сии этих нкРНК дает возможность определить их связь 
с клиническим течением РЖ и рассматривать как по-
тенциальные прогностические маркеры.

заКЛючЕНИЕ
В нашем исследовании показана обратная кор-

реляция между днРНК PROX1-AS1 и микроРНК 
miR-647 как в опухолевой ткани, так и в прилежа-
щих неопухолевых тканях пациентов с РЖ. Обнару-
жены статистически значимые различия экспрессии 
PROX1-AS1 в этих тканях по сравнению с экспрес-
сией в секционных образцах ткани желудка без па-
тологии, что позволяет предположить ее связь с раз-
витием опухоли. При распространении первичной 
опухоли уровень экспрессии PROX1-AS1 повыша-
ется в тканях РЖ достоверно, в то время как уровень 
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экспрессии miR-647 заметно снижается. Полученные 
данные позволяют предположить потен циальную про-

гностическую значимость PROX1-AS1 и miR-647 
при РЖ.
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Autophagy activation in breast cancer cells in vitro 
after the treatment with PI3K/AKT/mTOR inhibitors

D.D. Grigoreva1, E.M. Zhidkova1, E.S. Lylova1, A.D. Enikeev1, K.I. Kirsanov1, 2, G.A. Belitsky1,  
M.G. Yakubovskaya1, E.A. Lesovaya1, 3
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C o n t a c t s : Diana Dmitrievna Grigoreva grigodidmit@gmail.com

Introduction. current chemotherapy of breast cancer has a wide range of disadvantages, in particular, the development 
of therapy-related infections and hormonal imbalance. combination of main cytostatic with glucocorticoids allows 
to broaden its therapeutic interval and to decrease the total toxicity of the treatment. However, long-term treatment 
with glucocorticoids leads to the development of severe side effects via activation of multiple molecular mechanisms. 
Thus, glucocorticoids activate prosurvival mTOR-dependent autophagy. Therefore, the evaluation of PI3K (phosphoino-
sitide 3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitors as adjuvants for breast 
cancer therapy is important for optimization of treatment protocol.
Aim. Analysis of the effects of PI3K/Akt/mTOR inhibitors, rapamycin, wortmannin and LY-294002 in combination with 
glucocorticoids in breast cancer cell lines of different subtypes.
Materials and methods. We demonstrated the inhibition of PI3K/Akt/mTOR signaling and the autophagy induction 
after the treatment of breast cancer cells with rapamycin, wortmannin and LY-294002 by Western blotting analysis 
of Beclin-1, phospho-Beclin-1 (Ser93 and Ser30).
Conclusion. PI3K/Akt/mTOR inhibitors in combination with Dexamethasone cooperatively inhibited mTOR signaling and 
activated autophagy in breast cancer cells in vitro.

Keywords: breast cancer, autophagy, glucocorticoid, mTOR, rapamycin, wortmannin, LY-294002, phosphoinositide 3-ki-
nases, protein kinase B
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Активация аутофагии в клетках рака молочной железы in vitro после воздействия 
ингибиторами PI3K/AKT/mTOR
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Введение. Химиотерапия рака молочной железы имеет широкий спектр недостатков, в частности развитие сопут-
ствующих инфекций и гормональных нарушений. комбинация с синтетическими глюкокортикоидами позволяет 
расширить терапевтический интервал и снизить общую токсичность препаратов основной линии терапии. Однако 
длительное применение глюкокортикоидов способствует развитию ряда побочных эффектов, которые могут реали-
зовываться за счет различных молекулярных механизмов. Так, глюкокортикоиды могут инициировать индукцию 
аутофагии, ведущую к выживанию опухолевых клеток. Запуск механизма аутофагии является mTOR-зависимым, 
в связи с чем актуальной является оценка возможности введения в качестве адъювантов в терапию рака молочной 
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железы ингибиторов сигнального пути PI3K (фосфоинозитид-3-киназа) / Akt (протеинкиназа B) / mTOR (мишень 
рапамицина млекопитающих).
Цель работы – анализ действия ингибиторов PI3K / Akt / mTOR рапамицина, вортманнина и LY-294002 в комбинации 
с глюкокортикоидами на запуск аутофагии в клеточных линиях рака молочной железы различного гистогенеза.
Материалы и методы. Методом Вестерн-блоттинга было показано, что рапамицин, вортманнин и LY-294002 инги-
бируют активность сигнального пути PI3K / Akt / mTOR и индуцируют аутофагию в клетках рака молочной железы, 
о чем судили по повышению уровня ключевого белка макроаутофагии, Beclin-1, и его фосфорилированных форм 
phospho-Beclin-1 по остаткам серина Ser93 и Ser30.
Заключение. В ходе работы было показано, что ингибиторы сигнального пути PI3K / Akt / mTOR в комбинации с дек-
саметазоном кооперативно подавляют сигнальный путь mTOR и активируют аутофагию в клетках РМЖ in vitro.

Ключевые слова: рак молочной железы, аутофагия, глюкокортикоид, мишень рапамицина млекопитающих, рапа-
мицин, вортманнин, LY-294002, фосфоинозитид-3-киназа, протеинкиназа B

Для цитирования: Григорьева Д. Д., Жидкова е.М., Лылова е. С. и др. Активация аутофагии в клетках рака молочной 
железы in vitro после воздействия ингибиторами PI3K/AKT/mTOR. Успехи молекулярной онкологии 2022;9(4):61–70. 
DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-4-61-70. (На англ.).

INtRODUCtION
Incidence of breast cancer (BC) in 2020 is about 

2.26 million new cases. It is the first common cancer ac-
counting for approximately 12 % of all cancer worldwide [1]. 
Breast cancer subtypes are characterized by high hetero-
geneity in histogenesis, genetic abnormalities, clinical pro-
gression of disease and prognosis. Molecular classification 
of BC is based on the presence/absence of the expression 
of estrogen and progesterone receptors (ER, PR) as well as 
epidermal growth factor 2 (HER2). Hormone-dependent 
BC, characterized by the ER, PR and HER2 expression, is 
well curable [2]. The treatment usually includes ER antag-
onists and selective modulators tamoxifen, raloxifen and 
some others. Long-term therapy course requires the com-
bination of the main anti-cancer drug with glucocorticoids 
(GC) [3]. ER-negative BC subdivides to triple negative BC 
(TNBC) and HER2-positive BC. There BC subtypes are 
associated with poor prognosis compared to luminal BC. 
HER2 amplification and hyperexpression in BC allows 
to apply targeted anti-HER2 therapy with the high efficacy 
[4, 5]. Triple negative BC accounts for 15 % of all BC ca ses 
and is characterized by higher aggressiveness and the per-
centage of relapses as well as poor prognosis. Triple negative 
BC treatment is the combination of surgery, radio- and 
chemotherapy with platina derivatives, paclitaxel and doxo-
rubicin.

Therefore, therapy of hormone-resistant BC consists 
of cytostatic drugs associated with high systemic toxicity 
and severe adverse effects. Also modern BC treatment is 
characterized by the fast development of drug resistance.

Long-term treatment of BC includes GC. Their appli-
cation allows to broaden the therapeutic range of main cy-
tostatic drug, to diminish its side effects: nausea, vomits, 
inflammation [6–10]. Glucocorticoids also reveal antipro-
liferative effects on the cancer cells of various subtypes 
[6–10]. Synthetic GC are usually used in the therapy of so-
lid tumors including BC because of immunosuppressive, 
anti-inflammatory and anti-vomiting effects as well as an-
ti-proliferative action on cancer cells [6–10]. However, 
chronic treatment with GC lead to the different metabolic 

complications associated with the induction of the expres-
sion of a number GC-dependent genes: REDD1 [11, 12], 
FKBP51 [13], KLF5 [14], SGK1 [15], MKP-1 [16, 17], 
ROR1 [18], YAP [19] and others. Additionaly to direct re-
gulation of gene expression by glucocorticoid receptor 
(GR) binding with GR-responsive elements in gene pro-
motors and enhancers, GR could also regulate cell viabili-
ty by the protein-protein interaction with key molecules 
of pro-proliferative and anti-apoptotic signaling pathways. 
Thus, GR suppresses the activity of NF-kB (nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), AP-1, 
Wnt, mTORC (mammalian target of rapamycin) [20–22]. 
In our previous studies we demonstrated the efficacy of the 
combined application of GC and PI3K (phosphoinositide 
3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR modulators with 
the ability to inhibit the expression of GC-dependent gene 
REDD1, to attenuate the viability of leukemia and lympho-
ma cells [7, 23, 24]. Moreover, we showed that side effects 
of GC are realized via multiple mechanisms including pro-
survival autophagy activation [25].

Autophagy is the cell process of catabolism of cytoplas-
mic macromolecules and organelles. Autophagy is divided 
to macroautophagy associated with the autophagosome 
assemble and degradation of organelles and genetic mate-
rial, microautophagy, which is realized via endosome and 
lysosome formation, and shaperon-related autophagy as-
sociated with the activation of heat shock proteins [26]. 
Macroautophagy induction promotes the shifts in the ex-
pression of oncogenes and tumor suppressor genes, the 
elimination of damaged organelles and the decrease 
of chromosomal instability [26, 27]. At the same time mac-
roautophagy leads to cell death in tumors associated with 
the resistance to apoptosis induction [26–32]. Macroauto-
phagy is activated in cells in conditions of hypoxia, stress 
and nutrient deficiency [26], and allows cells to resist the 
metabolic stress and the loss of sensitivity to treatment [28]. 
Autophagy activation is regulated by PI3K / Akt / mTOR 
signaling [29, 30] via the activation of Beclin-1, key com-
ponent of PI3K III complex [31, 32]. It was demonstrated 
that Beclin-1 expression in BC cell line MCF-7 is lower 
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compared to the normal cells [33]. Along with this obser-
vation, Beclin-1 stimulation leads to the induction of au-
tophagy, inhibition of proliferation in vitro and suppression 
of malignant transformation in xenograft model in vivo 
[33]. Mice with the loss of heterozygosity of BECN1 gene 
demonstrated higher frequency of spontanic tumor deve-
lopment [14, 34, 35]. Low BECN1 expression in HER2-po-
sitive BC is associated with HER2 amplification and poor 
prognosis [36].

Role of autophagy in the pathogenesis of BC is com-
plicated due to difficulties in separation of microautophagy 
from macroautophagy in different tumors and in evaluation 
of the contribution of both processes in cell death and sur-
vival. Glucocorticoid-dependent autophagy via increase 
in REDD1 (regulated in development and DNA damage 
response 1) and FKBP51 expression was demonstrated 
in non-transformed cells of epidermis [12] and muscle [37]. 
It is known that GC-dependent kinase SGK1 (serum and 
glucocorticoid-inducible kinase 1) affects the activation 
of autophagy via PI3K / Akt / mTOR signaling [15]. Up-regu-
lation of SGK1 is detected in many tumors including BC 
and is associated with metastasis and chemoresistance [15, 
38, 39]. As GC-induced autophagy belongs to prosurvival 
autophagy type, we propose that GC induce microauto-
phagy associated with the development of the drug resist-
ance. Thus, GC activate the prosurvival autophagy in glio-
ma and blood cancer cells [25, 40–42]. At the same time, 
the treatment of cancer cells with the combination of GC 
with PI3K inhibitors 3-methyladenine and chloroquine 
leads to the apoptosis induction [40].

Role of the autophagy in GC-induced resistance 
to chemotherapeutics remains unclear. Phosphoinositide 
3-kinases inhibitors 3-methyladenine and hydroxychloro-
quine restore the sensitivity of lapatinib-resistance 
HER2-positive BC to lapatinib in vitro [43], PI3K inhibitor 
LY-294002 decrease the ER-related resistance of ovarian 
cancer to paclitaxel [44], and rapamycin (Rapa) restore the 

sensitivity of the cancer cells of various subtypes to chemo-
therapeutics [45–47]. Based of these data we assume that 
targeted regulation of autophagy by PI3K / Akt / mTOR in-
hibitors is promising for the optimization of GC-based 
combined BC therapy (fig. 1) [48, 49].

Therefore, targeted regulation of autophagy could be 
the option to restore the sensitivity of cancer cells to chemo-
therapeutics. The application of PI3K / Akt / mTOR inhi-
bitors in combined anti-cancer therapy is promising for 
autophagy induction [48, 49].

The aim of the study – the present study is devoted 
to evaluation of autophagy activation by PI3K / Akt / mTOR 
modulators rapamycin (Rapa), wortmannin (WM) and 
 LY-294002 (LY) individually and in combination with Dexa-
methasone (Dex) in BC cells.

MAtERIALS AND MEthODS
Cell cultures. Breast cancer cells were cultured in DMEM 

(MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines) or RPMI-1640 
(HCC-1954 cell line) with 10 % fetal embryonic serum, 
penicillin (50 ME / ml) and streptomycin (50 ME / ml) 
(“Paneco”, Russia) at 37 °С and 5 % СО

2
.

Cell treatment. Cells were pretreated with solvent, 
Rapa, WM, LY (10 nM, “LC Labs”, USA) for 4 h and then 
were treated with Dex (10 mM, “KRKA”, Czech Republic) 
for 24 h as described [39].

Western blotting. Western blot analysis was performed 
as following: after the incubation cells were washed with 
PBS (phosphate buffered saline), then were lysed in RIPA 
(radioimmunoprecipitation assay) buffer with protease and 
phosphatase inhibitors (“Sigma-Aldrich”, USA). Pro-
tein concentration was evaluated as described in [50]. Pro-
teins were resolved in 10 % PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis) in Tris-glycin buffer with 1 % SDS (sodi-
um dodecyl sulfate) and transferred on PVDF (polyvi-
nylidene fluoride) membrane (pore diameter 0,22 um). 
Membranes were blocked with 5 % non-fat milk in TBS 

Fig. 1. Regulation of autophagy (adapted from [25, 26, 29]). PI3K – phosphoinositide 3-kinases; mTOR – mammalian target of rapamycin complex;  
Akt – protein kinase B; ULK – uncoordinated 51-like kinase

Rapamycin
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ULk complex

PI3k-III  
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Cell death

Phagophor Macroautophagy
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(TBS) and incubated with primary antibody overnight 
at 4 °C. The following antibodies (“Cell Signaling Techno-
logy”, USA) were used: p-Beclin-1 (Ser30), #54101, p-Be-
clin-1 (Ser93), #14717, Beclin-1, #4122, pS6 (phospho-S6 
ribosomal protein), #5364, p-4E-BP1, #2855. Then mem-
branes were incubated with anti-rabbit / anti-mouse IgG 
secondary antibodies (“Abcam”, UK). To verify equal pro-
tein loading and adequate transfer, the membranes were 
probed with anti-glyceraldehyde-3-phosphatehehydro-
henase (GAPDH, ab181602, “Abcam”, UK). Pro-
tein bands were visualized by Clarity™ Western ECL Sub-
strate (“Bio-Rad”, USA) on ImageQuant™ LAS 4000 
(“General Electric”, USA). Quantitative analysis were 
performed by ImageJ software.

Antiproliferative activity. Cell were cultured in 24-well 
plates (25 000 cell / well) and treated as described above. 
Antiproliferative effects were evaluated by trypan blue stain-
ing using cell counter (“Bio-Rad”, USA).

Induction of apoptosis. Cells were cultured in 24-well 
plates (50 000 cells / well) and treated as described above. 
For PI (propidium iodide) staining cells were resuspended 
in 70 % ethanol, fixed for 2 h at –20 °C, placed in PBS 

containing 5 μL PI, 0,1 % sodium citrate and 0,3 % Tri-
ton-X100 and incubated for 30 min at room temperature. 
Analysis by FACScan flow cytometer (Becton Dickinson) 
was carried out to discriminate between live and apoptotic 
cells.

Statistical analysis. Mean and standard deviation va-
lues were calculated using Microsoft Excel software. The 
treatment effects in each experiment were compared by 
one-way ANOVA or t-test.

RESULtS
Effects of combined application of Dexamethasone and 

PI3K / Akt / mTOR modulators on mTOR activity. Effects 
of Rapa, WM, LY and Dex on mTOR inhibition on BC 
cells were evaluated by the phosphorylation level of key 
down-stream targets of mTOR: 4E-BP1 (eukaryotic initi-
ation factor 4E (eIF4E) binding protein-1 (Thr37 / 46), 
p-4E-BP1) and S6 (phospho-S6 Ribosomal Pro-
tein (Ser240 / 244), pS6) using Western blotting. It has to be 
mentioned that MCF-7 and HCC-1954 expressed the mu-
tant PIK3CA leading to hyperactivation of PI3K / Akt  
 mTOR signaling.

Fig. 2. The effects of PI3K (phosphoinositide 3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR (mammalian target of rapamycin complex) inhibitors on the level 
of p-4E-BP1 and pS6 in breast cancer cells individually and in the combination with Dexamethasone (Dex). The Beclin-1 level was evaluated by Western 
blotting with the specific antibodies. Densitometry results were normalized by glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression. The treatment 
effects were compared by one-way ANOVA: a – statistically significant difference from the control; b – statistically significant difference from the samples treated 
with Dex (p <0.05). Rapa – rapamycin; WM – wortmannin; LY – LY-294002; pS6 – phospho-S6 ribosomal protein
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Fig. 3. The effects of PI3K (phosphoinositide 3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR (phosphoinositide 3-kinases) inhibitors on the expression of Beclin-1 
protein in breast cancer cells individually and in the combination with Dexamethasone (Dex). The Beclin-1 level was evaluated by Western blotting with the 
specific antibodies. Densitometry results were normalized by glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression. The treatment effects were 
compared by one-way ANOVA: a – statistically significant difference from the control; b – statistically significant difference from the samples treated with Dex 
(p <0.05). Rapa – rapamycin; WM – wortmannin; LY – LY-294002
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Dexamethasone increased the level of p-4E-BP1 
(phospho eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E) binding 
protein-1) in TNBC cells MDA-MB-231. PI3K / Akt / mTOR 
inhibitors did not affect GC-induced phosphorylation 
of 4E-BP1 (fig. 2). Rapamycin suppressed the phosphory-
lation of ribosomal protein S6 in all three BC cell lines in-
dividually and in combination with Dex, and inhibited the 
phosphorylation of 4E-BP1 in MCF-7 and HCC-1954 
cells. Wortmannin and LY in combination with Dex de-
creased the level of p-4E-BP1 and pS6 in HCC-1954 cells 
(fig. 2). The level of mTOR activity suppression varied be-
tween different BC subtypes.

Effect of Dexamethasone and PI3k / Akt / mTOR on the 
activation of autophagy. Beclin-1 is the main regulator 
of autophagy in cells [31, 51], and its cleavage in stress con-
ditions induced the shift in cell metabolism to apoptosis 
activation [31].

Incubation of BC cells with all studied molecules indi-
vidually and in combination did not lead to Beclin-1 cleav-
age as well as they did not affect Beclin-1 expression 
in MDA-MB-231 cells (fig. 3). At the same time combina-
tion of WM and LY with Dex induced the increase 

in Beclin-1 protein level in MCF-7 and HCC-1954 cells. 
Rapamycin stimulated the expression of Beclin-1 in com-
bination with Dex in HCC-1954 cell line.

PI3K / Akt / mTOR inhibitors combined with Dex in-
duced the phosphorylation of Beclin-1 by Ser93 residue 
in cells with PIK3CA hyperexpression. Thus, we demon-
strated the 1.9 ± 0.5-fold increase in p-Beclin-1 level after 
incubation of MCF-7 cells with Rapa + Dex, 3.0 ± 0.7-fold 
increase with WM+Dex, and 2.5 ± 0.2-fold increase with 
LY + Dex. Weaker effects were showed in HCC-1954 cells: 
the average increase in p-Beclin-1 (Ser93) level was 1.5-fold 
(fig. 4).

Dexamethasone and PI3K / Akt / mTOR inhibitors in-
duced the phosphorylation of Beclin-1 by Ser30 in HCC-
1954 cells after individual treatment. We demonstrated the 
1.5-fold increase in p-Beclin-1 (Ser30) level in MCF-7 and 
MDA-MB-231 cell after the treatment with Rapa. The 
similar effect was described in these cell lines after the treat-
ment with WM+Dex (fig. 5).

Cytotoxic effects of Dexamethasone and PI3K / Akt /  
mTOR inhibitors in breast cancer cells. Dex did not reveal 
significant cytotoxic effects in BC cells in vitro [7] but 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  4
, 

2
0

2
2

66 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT ТОМ 9 / VOL. 9

induces the growth arrest in G1 phase. Rapamycin inhibit-
ed the proliferation of HCC-1954 and MDA-MB-231 cells 
by 50 and 30 %, respectively (fig. 6, а) as well as induced 
growth arrest in G1 phase in all studied cells (fig. 6, b). 
Combination of PI3K / Akt / mTOR inhibitors with Dex de-
creased the proliferative activity by 20–30 % in MCF-7 cell 
line.

DISCUSSION
It is well-known that partial mTOR inhibition leads 

to the development of chemoresistance in cancer cells [52, 
53]. The suppression of S6 and 4E-BP1 is associated with 
antiproliferative effects of Rapa [54–56]. In vitro Rapa in-
hibited the phosphorylation of S6 и 4E-BP1 individually 
and in combination with Dex in BC cells. LY decrease the 
level of phosphorylated mTOR targets in MCF-7 cells. At 
the same time, LY and WM inhibited mTOR activity when 
used in combination with GC. The data obtained demon-
strated partial mTOR inhibition and showed higher sensi-
tivity of S6 to partial inhibitors of PI3K / Akt / mTOR sig-
naling [54]. We demonstrated for the first time the potency 
of combined application of PI3K / Akt / mTOR modulators 

and GC as these compounds did not reveal antagonistic 
mode of action.

Also we observed higher cytotoxic effects of Dex, Rapa, 
WM and LY when applied in combination rather than in-
dividually in BC cells in vitro (fig. 6). Taken together with 
the absence of Beclin-1 cleavage, these results demonstrat-
ed the autophagy contribution to growth arrest in G1 phase 
(fig. 3).

Phosphorylation of Beclin-1 by Ser30 and Ser93 resi-
dues is associated with the activation of autophagy [57]. 
Our results showed the autophagy induction in BC cells by 
PI3K / Akt / mTOR inhibitors as well as cooperative effects 
of Dex and PI3K / Akt / mTOR inhibitors on autophagy ac-
tivation in BC cells with PI3K excessive activation (MCF-
7 and HCC-1954).

Dex ability to activate autophagy but not BC cell death 
in vitro demonstrated the induction of prosurvival micro-
autophagy leading to the development of chemoresistance 
of cancer cells. The combination of GC with 
PI3K / Akt / mTOR inhibitors allows to activate GC-de-
pendent macroautophagy related to PI3K / Akt / mTOR 
suppression.
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Fig. 4. The effects of PI3K (phosphoinositide 3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR (phosphoinositide 3-kinases) inhibitors on the Phospho-Beclin-1 
(Ser93) level in breast cancer cells individually and in the combination with Dexamethasone (Dex). The phosho-Beclin-1 level was evaluated by Western 
blotting with the specific antibodies. Densitometry results were normalized by glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression. The treatment 
effects were compared by one-way ANOVA: a – statistically significant difference from the control; b – statistically significant difference from the samples treated 
with Dex (p <0.05). Rapa – rapamycin; WM – wortmannin; LY – LY-294002
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Fig. 5. The effects of PI3K (phosphoinositide 3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR (phosphoinositide 3-kinases) inhibitors on the Phospho-Beclin-1 
(Ser30) level in breast cancer cells individually and in the combination with Dexamethasone (Dex). The phosho-Beclin-1 level was evaluated by Western 
blotting with the specific antibodies. Densitometry results were normalized by glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression. The treatment 
effects were compared by one-way ANOVA: a – statistically significant difference from the control; b – statistically significant difference from the samples treated 
with Dex (p <0.05). Rapa – rapamycin; WM – wortmannin; LY – LY-294002

CONCLUSION
We demonstrated that the combination of PI3K / Akt / 

 mTOR with Dex cooperatively suppressed mTOR signaling 

and activated autophagy in BC cells in vitro. Overall, our data 
provide the rationale for novel GC and PI3K / Akt /mTOR-
based therapy for BC and further investigation of this approach.
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Fig. 6. Antiproliferative effect of PI3K (phosphoinositide 3-kinases) / Akt (protein kinase B) / mTOR (phosphoinositide 3-kinases) inhibitors individually and 
in combination with Dexamethasone (Dex) in breast cancer cells: a – cells were cultured with solvent, Dex, PI3K / Akt / mTOR inhibitors and their combinations. 
Cells were counted after the 24 h of treatment. Number of the viable cells is presented as percentage to solvent-treated control. a – statistically significant 
difference from the control (p <0.05); b – cell cycle phases were detected by flow cytometry with PI staining. The treatment effects were compared by t-test. 
Rapa – rapamycin; WM – wortmannin; LY – LY-294002
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Биохимические показатели в сыворотке крови 
больных нейроэндокринными опухолями 
с карциноидным синдромом

Н. В. Любимова, Ю. С. Тимофеев, А. В. Лебедева, Е. В. Артамонова, И. С. Стилиди, Н. Е. Кушлинский

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия 115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы : Нина Васильевна Любимова biochimia@yandex.ru

Введение. карциноидный синдром является наиболее частым функциональным синдромом у пациентов с нейро-
эндокринными опухолями. За манифестацию карциноидного синдрома отвечают более 40 биохимических факторов, 
среди которых наибольшее значение имеет серотонин. Исследование биохимических маркеров карциноидного 
синдрома и ассоциированной с ним карциноидной болезни сердца является актуальной задачей лабораторного 
обследования больных нейроэндокринными опухолями.
Цель исследования – анализ уровней и оценка диагностической эффективности хромогранина А (ХгА), серотони-
на, мозгового натрийуретического пропетида (proBNP) и тромбоцитарного фактора роста (PDGf-BB) в сыворотке 
крови больных нейроэндокринными опухолями с различной клинической манифестацией, включая карциноидные 
синдром и болезнь сердца.
Материалы и методы. Обследованы 66 больных нейроэндокринными опухолями различных локализаций (подже-
лудочная железа – 24 случая, тонкая кишка – 21, толстая кишка – 6, легкие – 10, невыявленный первичный очаг – 5). 
У 38 пациентов обнаружены метастазы в печени. У 43 больных отмечены клинические проявления карционидного 
синдрома, 16 имели признаки карциноидной болезни сердца. контрольная группа представлена 30 практически 
здоровыми донорами. Уровни ХгА, cеротонина и PDGf-BB в сыворотке крови определяли с помощью иммунофер-
ментного метода в плашечном формате с использованием тест-систем chromogranin A NEOLISA (Eurodiagnostica, 
Швеция), Serotonin ELISA (IBL, Германия) и PDGf-BB ELISA Kit (Invitrogen, США). Анализ proBNP проводили на ав-
томатическом анализаторе cobas e601 (Roche, Швейцария).
Результаты. при карциноидном синдроме медианы уровней ХгА, серотонина и proBNP были наиболее высокими 
и статистически значимо отличались от соответствующих показателей контрольной группы. Медиана PDGf-BB ста-
тистически значимо выше у больных с опухолями G

3
, чем в группе контроля, в отличие от пациентов с опухолями G

1
 

и G
2
. Наибольшая диагностическая чувствительность в общей группе нейроэндокринных опухолей отмечена для ХгА 

(63,6 %) при специфичности 100 %. при карциноидном синдроме наиболее высокая диагностическая чувствитель-
ность была характерна для серотонина и ХгА (79 %). У пациентов с клиническими признаками карциноидной бо-
лезни сердца отмечалась большая диагностическая чувствительность для proBNP (93,8 %).
Заключение. проведенное исследование свидетельствует о высокой эффективности ХгА с наибольшей чувстви-
тельностью при распространенных формах и опухолях с высокой биологической активностью. Серотонин является 
чувствительным маркером карциноидного синдрома, ассоциированным с развитием кардиофиброза. Мозговой 
натрийуретический пропетид – высокочувствительный и специфичный маркер карциноидной болезни сердца. 
Наиболее высокие уровни PDGf-BB ассоциированы с большой степенью злокачественности нейроэндокринных 
опухолей.

Ключевые слова: хромогранин А, серотонин, мозговой натрийуретический пропетид, тромбоцитарный фактор роста, 
нейроэндокринные опухоли

Для цитирования: Любимова Н. В., Тимофеев Ю. С., Лебедева А. В. и др. Биохимические показатели в сыворотке 
крови больных нейроэндокринными опухолями с карциноидным синдромом. Успехи молекулярной онкологии 2022; 
9(4):71–7. DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-4-71-77

Biochemical factors in the blood serum of neuroendocrine tumor patients with carcinoid syndrome

N. V. Lyubimova, Yu. S. Timofeev, A. V. Lebedeva, A. V. Artamonova, I. S. Stilidi, N. E. Kushlinskii

N. N. Blokhin National Medical Russian Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoye Shosse, Moscow 
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C o n t a c t s : Nina Vasilyevna Lyubimova biochimia@yandex.ru

Introduction. carcinoid syndrome is the most common functional syndrome in patients with neuroendocrine tumors. 
More than 40 biochemical factors are responsible for the manifestation of carcinoid syndrome, among which serotonin 
is the most important. The study of biochemical markers of carcinoid syndrome and associated carcinoid heart disease 
is an important aim of laboratory examination in neuroendocrine tumors patients.
Aim. Analysis of levels and diagnostic efficiency evaluation of chromogranin A (cgA), serotonin, pro-brain natriuretic 
peptide (proBNP) and platelet-derived growth factor (PDGf-BB) in the blood serum of neuroendocrine tumors patients 
with various clinical manifestations, including carcinoid syndrome and carcinoid heart disease.
Materials and methods. 66 patients with neuroendocrine tumors of various localizations were examined (pancreas – 24 ca ses, 
small intestine – 21, large intestine – 6, lungs – 10, unkown primary focus – 5). 38 patients had liver metastases. In 43 pa-
tients, a clinic of carcinoid syndrome was observed, 16 had signs of carcinoid heart disease. The control group consisted 
of 30 practically healthy people. Serum levels of cgA, serotonin, and PDGf-BB were determined by enzyme immunoassay 
in microplate format: chromogranin A NEOLISA (Eurodiagnostica, Sweden), Serotonin ELISA (IBL, German), and PDGf-BB 
ELISA Kit (Invitrogen, uSA). The proBNP analysis was performed on a cobas e601 automated analyzer (Roche, Switzerland).
Results. In carcinoid syndrome, the medians of cgA, serotonin, and proBNP were the highest, differing statistically 
significantly from the control group. In patients with G

3
 tumors, the median PDGf-BB was statistically significantly 

higher than in controls, in contrast to G
1
 and G

2
. The highest diagnostic sensitivity in the general neuroendocrine tum-

ors group was in cgA – 63.6 %, with a specificity of 100 %. In patients with carcinoid syndrome, the highest diagnostic 
sensitivity was characteristic of serotonin and chromogranin A (79 %), while in patients with cAD clinic, proBNP had 
the highest sensitivity – 93.8 %.
Conclusion. The study revealed the high efficiency of СgA, with the highest sensitivity in common forms and tumors 
with high biological activity. Serotonin can be used in the diagnosis of carcinoid syndrome, associated with cardiofibro-
sis development. Pro-brain natriuretic peptide is a highly sensitive and specific marker of carcinoid heart disease. The 
highest levels of PDGf-BB are associated with a high grade of neuroendocrine tumors malignancy.

Keywords: chromogranin A, serotonin, pro-brain natriuretic peptide, platelet-derived growth factor, neuroendocrine 
tumors
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ВВЕдЕНИЕ
Нейроэндокринные опухоли (НЭО) представляют 

собой группу неоплазий, происходящих из клеток 
диффузной нейроэндокринной системы, для которых 
характерна биологическая активность, проявляюща-
яся в секреции широкого спектра различных соедине-
ний [1, 2]. Карциноидный синдром является наиболее 
частым функциональным синдромом у больных НЭО. 
Его клиническая манифестация крайне гетерогенна, 
начиная с легких, часто трудно диагностируемых сим-
птомов и заканчивая тяжелыми проявлениями, зна-
чительно снижающими качество жизни пациентов, 
такими как неконтролируемая диарея или фибротиче-
ские осложнения. В настоящее время идентифициро-
ваны более 40 секреторных продуктов, которые участ-
вуют в патогенезе карциноидного синдрома [3–6].

Основным биохимическим фактором, связанным 
с развитием карциноидного синдрома, считается се-
ротонин (5-гидрокситриптамин), представляющий 
собой биогенный моноамин, образующийся в процес-
се метаболизма триптофана [6–8]. При этом изменен-
ный метаболизм триптофана выявлен у всех пациен-
тов с данным осложнением. Важно отметить, что 
в патогенезе карциноидного синдрома могут участво-
вать и другие вещества, такие как биогенные амины, 
полипептиды, факторы роста и простагландины, об-
условливающие развитие клинической симптоматики, 
включающей приливы, секреторную диарею, бронхо-

спазмы, диспноэ и в конечном счете перитонеальный 
фиброз и кардиофиброз [6, 9].

Карциноидная болезнь сердца (КБС) является 
 одним из самых опасных осложнений НЭО и прояв-
ляется в развитии выраженной правожелудочковой 
сердечной недостаточности, обусловленной дисфунк-
цией клапанов. При этом механизм ее развития оста-
ется до конца неизученным. Известно, что серотонин 
может стимулировать рост фибробластов и формиро-
вание соединительной ткани, что, в свою очередь, 
приводит к фиброзу клапанов сердца и перитонеаль-
ному фиброзу [10–12]. Биохимическая диагностика 
КБС, развивающейся у 50–60 % больных с карцино-
идным синдромом, крайне важна для выявления 
и оценки тяжести течения заболевания. В качестве 
маркеров КБС применяются N-концевой мозговой 
натрийуретический пропептид (proBNP), а также се-
ротонин и его производные, при этом гиперсекреция 
маркеров служит показанием для проведения эхокар-
диографического исследования [9, 12].

В последние годы активно изучают роль цитоки-
нов и факторов роста в патогенезе НЭО и опухолеас-
социированных синдромов, таких как карциноидный 
синдром и кардиофиброз [13, 14]. К факторам, вовле-
ченным в развитие процессов фиброза, относится се-
мейство тромбоцитарных факторов роста (PDGF). 
По своей структуре PDGF является белковой молеку-
лой, состоящей из 2 субъединиц, каждая из которых 
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может быть представлена одним из 4 типов цепей (A, В, 
C, D), формируя 5 изоформ: PDGF-AA, PDGF-AB, 
PDGF-BB, PDGF-CC и PDGF-DD. Среди них PDGF-BB 
наиболее доступен для иммуноферментного анализа 
[15]. Тромбоцитарный фактор роста считают одним 
из наиболее значимых факторов фиброза, в том числе 
кардиофиброза, описанных в литературе [13, 16]. Су-
ществуют экспериментальные данные об участии это-
го фактора в развитии фиброза при различных типах 
опухолей, включая нейроэндокринные. При этом 
PDGF вовлечен в аутокринную стимуляцию клеток 
опухоли, а также в аутокринную и паракринную регу-
ляцию клеток стромы [14, 16]. Одно из исследований 
факторов роста при НЭО было посвящено экспрессии 
PDGF при опухолях желудочно-кишечного тракта 
нейроэндокринной природы [17]. До настоящего вре-
мени изучение PDGF ограничивается анализом экс-
прессии белка в тканях опухолей, при этом значение 
циркулирующих факторов в сыворотке крови остается 
малоизученным.

Цель исследования – анализ уровней и оценка ди-
агностической эффективности ХгА, серотонина, 
proBNP и PDGF-BB в сыворотке крови больных НЭО 
с различной клинической манифестацией, включая 
карциноидный синдром и КБС.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Обследованы 66 больных НЭО различных локали-

заций, проходивших лечение в Национальном ме-
дицинском исследовательском центре онкологии 
им. Н.Н. Блохина Минздрава России. Выборка пред-
ставлена 35 женщинами и 31 мужчиной, медиана воз-
раста пациентов составила 58 лет (от 30 до 82 лет). 
Наиболее часто НЭО выявляли в поджелудочной же-
лезе (24 наблюдения) и тонкой кишке (21 наблюде-
ние). Также в выборку включили 10 пациентов с НЭО 
легких, 6 – с НЭО толстой кишки, 5 – с НЭО из не-
выявленного первичного очага. У 43 больных отмече-
ны клинические признаки карциноидного синдрома, 
причем у 16 выявлены признаки КБС. У 38 пациентов 
наблюдалось распространенное течение заболевания 
с метастазами в печени.

Контрольная группа представлена 30 практически 
здоровыми донорами (без онкологических заболева-
ний), среди которых 16 женщин и 14 мужчин. Медиа-
на их возраста составила 55 лет (от 28 до 80 лет).

Взятие крови проводили натощак из кубитальной 
вены с соблюдением всех необходимых для стандарт-
ного биохимического исследования требований, 
включая отмену приема антисекреторных препаратов 
за 7 дней до исследования. Уровни ХгА, cеротонина 
и PDGF-BB в сыворотке крови исследовали иммуно-
ферментным методом с использованием стандарти-
зированных тест-систем Chromogranin A NEOLISA 
(Eurodiagnostica, Швеция), Serotonin ELISA (IBL, Гер-
мания) и PDGF-BB ELISA Kit (Invitrogen, США). Анализ 
концентраций proBNP проводили с помощью элект-

рохемилюминесцентного метода на автоматическом 
анализаторе Cobas e601 (Roche, Швейцария). Стати-
стические расчеты выполняли в программах Statistica 
10 (Statsoft) и SPSS (IBM) c использованием непара-
метрических методов исследования (критериев Ман-
на–Уитни, Краскелла–Уоллиса и Фишера). Различия 
считали статистически значимыми при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Проведен сравнительный анализ ХгА, серотонина, 

proBNP и PDGF-BB в сыворотке крови больных НЭО 
общей группы относительно группы контроля (табл. 1). 
Медианы концентраций ХгА, серотонина и proBNP 
статистически значимо превышали соответствующие 
показатели в контрольной группе (p <0,05), тогда как 
для PDGF-BB в общей группе НЭО различия не были 
статистически значимыми (p = 0,22).

Оценена связь уровней показателей с клинико-би-
ологическими характеристиками, такими как функ-
циональная активность опухоли, выражающаяся в на-
личии карциноидного синдрома и / или клинических 
признаков КБС, а также распространенности процес-
са (наличие метастазов в печени).

Так, при карциноидном синдроме медианы ХгА, се-
ротонина и proBNP были наиболее высокими и статис-
тически значимо отличались от медиан в контрольной 
группе (p <0,01) и группе больных НЭО без признаков 
карциноидного синдрома (p <0,05). Максимальная 
концентрация серотонина составила 3160 нг / мл и бы-
ла выявлена у пациента с выраженной карциноидной 
симптоматикой. В группе больных без признаков кар-
циноидного синдрома получены статистически зна-
чимые различия с группой контроля только для ХгА 
(p = 0,01), медианы серотонина и proBNP не отлича-
лись от медиан этой группы. Статистически значимых 
различий в концентрациях PDGF-BB в зависимос ти 
от наличия карциноидного синдрома выявлено не 
 было.

При анализе связи концентраций изучаемых по-
казателей с развитием КБС наиболее значимые ре-
зультаты получены для proBNP. Так, медиана proBNP 
у больных с КБС (390 пг / мл) статистически значимо 
была выше (p = 0,000001), чем у больных без таковой 
(77,2 пг / мл), превышая ее более чем в 5 раз, при стати-
стически значимых различиях в сравнении с медианой 
контрольной группы (p = 0,00002). Максимальный уро-
вень proBNP при КБС достигал 2950 пг / мл, тогда как 
у пациентов без данной патологии – 341 пг / мл. При этом 
медиана концентраций proBNP в группе больных НЭО 
без признаков КБС не отличалась от медианы этого по-
казателя контрольной группы (p = 0,11). В то же время 
медианы уровней серотонина и ХгА статистически зна-
чимо (p <0,0001) отличались от этих медиан группы 
контроля как у пациентов с КБС, так и у пациентов 
без признаков кардиофиброза. Статистически значи-
мых различий уровней PDGF-BB в зависимости от на-
личия признаков КБС выявлено не было (p = 0,12).
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Таблица 1. Концентрации хромогранина А (ХгА), серотонина, мозгового натрийуретического пропептида (ProBNP) и тромбоцитарного фак-
тора роста (PDGF-BB) в группах нейроэндокринных опухолей (НЭО) и контроля, Ме (интерквартильный размах)

Table 1. The сoncentrations of chromogranin A, serotonin, pro-brain natriuretic peptide (ProBNP) and platelet-derived growth factor (PDGF-BB) in groups 
of neuroendocrine tumors (NETs) and in the control, Me (interquartile range)

Группа 
Group

ХгА, нг / мл 
Chromogranin A, ng / ml

Cеротонин, нг / мл 
Serotonin, ng / ml

ProBNP, пг / мл 
ProBNP, pg / ml

PDGF-BB, пг / мл 
PDGF-BB, pg / ml

Общая группа пациентов с НЭО 
Total group of patients with NETs

182* (94–1400) 452* (145–1112) 140* (50–255) 7199 (5173–9883) 

Карциноидный синдром: 
Carcinoid syndrome:

есть 
present
нет 
absent

729* (138–4779) 

86* (52–142) 

811* (344–1248) 

167** (114–227) 

213* (50–371) 

69 (48–121) 

6080 (4607–9843) 

9051 (5425–11300) 

Карциноидная болезнь сердца: 
Carcinoid heart disease:

есть 
present
нет 
absent

2706* (600–17416) 

125* (60–420) 

1125* (537–1369) 

194* (115–858) 

390* (253–706) 

77 (37–184) 

5106 (4191–9803) 

8154 (5425–10530) 

Метастазы в печени: 
Liver metastases:

есть 
present
нет 
absent

759* (180–4995) 

89* (49–121) 

936* (441–1226) 

147 (114–189) 

212* (62–371) 

88 (34–186) 

6655 (4677–9844) 

7086 (5102–10167) 

Локализация НЭО: 
NET location:

поджелудочная железа 
pancreas
легкие 
lungs
тонкая кишка 
small intestine

147* (60–2848) 

99* (52–253) 

426* (180–2242) 

136 (90–604) 

206* (148–423) 

1112* (748–1257) 

163* (65–257) 

72 (26–168) 

152* (49–311) 

8329** (5515–10167) 

9110 (3109–11870) 

5824 (4607–9883) 

Степень дифференцировки НЭО: 
NET differentiation grade:

G
1

G
2

G
3

101* (67–796) 
313* (127–3927) 

155* (98–748) 

423** (67–1186) 
688* (123–1150) 
384*(196–811) 

69 (37–184) 
184* (50–270) 
108*(68–341) 

5425 (4607–12330) 
6823 (5191–9724) 

8355* (6376–12910) 

Контрольная группа 
Control group

54 (36–67) 138 (115–169) 50 (25–100) 5933 (4712–6264) 

*Статистически значимые отличия от группы контроля (p <0,05). **Отличия от группы контроля имеют характер 
статистической тенденции (p = 0,05–0,1). 
*Statistically significant differences from the control group (p <0.05). **Differences from the control group have a character of statistical tendency ( 
p = 0.05–0.1).

Был проведен также сравнительный анализ кон-
центраций маркеров в зависимости от распространен-
ности опухолевого процесса. В группе больных с мета-
стазами в печени уровни ХгА, серотонина и proBNP 
статически значимо превышали эти показатели как 
у пациентов группы контроля, так и у больных с лока-
лизованными формами НЭО (p <0,001). При этом, 
если медианы концентраций ХгА у больных с локали-
зованными формами отличались от медиан этих по-
казателей группы контроля (p = 0,04), то для серото-
нина и proBNP статистически значимых различий 
выявлено не было. Таким образом, уровень ХгА 

повышался как при локализованных, так и при рас-
пространенных формах НЭО, тогда как для серотонина 
и proBNP характерно его увеличение только при распро-
страненных формах заболевания с поражением печени. 
Медианы концентраций PDGF-BB в зависимости 
от распространенности заболевания не различались.

При наиболее часто встречающихся в нашей вы-
борке локализаций НЭО проводили дифференцирован-
ный анализ концентраций изучаемых показателей. 
Так, медианы уровней ХгА при всех указанных лока-
лизациях опухоли статистически значимо отличались 
от этих показателей контрольной группы (p <0,01). 
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В то же время медианы концентраций серотони-
на в группах больных с поражением тонкой кишки 
(p <0,001) статистически значимо превышали медианы 
группы контроля, а гиперсекреция proBNP наблюда-
лась в группах НЭО поджелудочной железы и тонкой 
кишки. Медианы уровней PDGF-BB в группе паци-
ентов с НЭО поджелудочной железы были выше, 
чем в контрольной группе, однако различия носили 
характер статистической тенденции (p = 0,08).

У большинства пациентов общей группы НЭО 
удалось провести статистический анализ связи кон-
центраций изучаемых показателей в сыворотке крови 
со степенью злокачественности НЭО. Медианы кон-
центраций ХгА и серотонина не зависели от степени 
злокачественности опухоли и были статистически зна-
чимо выше во всех анализируемых группах (G

1
, G

2
, G

3
) 

относительно группы контроля (p <0,01). Медианы 
уровней proBNP значимо превышали медиану этих 
показателей группы контроля только при G

2
 и G

3
 

(p <0,05). Необходимо отметить, что медианы сыворо-

точных концентраций PDGF-BB не отличались от ме-
диан контрольной группы при G

1
 и G

2
, однако у боль-

ных НЭО со степенью злокачественности G
3
 медиана 

этого показателя (8355 пг / мл) была статистически 
значимо выше, чем в контрольной группе (5934 пг / мл) 
(p = 0,02).Таким образом, увеличение концентрации 
PRGF-BB в сыворотке крови характерно только 
при НЭО высокой степени злокачественности.

При оценке диагностической эффективности изу-
чаемых показателей приняты следующие пороговые кон-
центрации: ХгА – 108 нг / мл, серотонин – 200 нг / мл, 
ProBNP – 160 пг / мл, PDGF-BB – 8700 пг / мл, получен-
ные с учетом результатов определения в конт рольной 
группе с использованием ROC-анализа (табл. 2).

В анализируемой выборке наибольшей диагности-
ческой чувствительностью в общей группе НЭО обла-
дал ХгА – 63,6 % при специфичности в контрольной 
группе 100 %.

У больных с карциноидным синдромом наибо-
лее часто повышались уровни серотонина (79,0 %) 

Таблица 2. Частота превышения пороговых уровней хромогранина А (ХгА), серотонина, мозгового натрийуретического пропептида (ProBNP) 
и тромбоцитарного фактора роста (PDGF-BB) в различных группах нейроэндокринных опухолей (НЭО) и в контрольной группе

Table 2. The frequency of exceeding the threshold level of the chromogranin A, serotonin, pro-brain natriuretic peptide (ProBNP) and platelet-derived 
growth factor (PDGF-BB) in different groups of neuroendocrine tumors (NETs) and in the control group

Показатель 
Parameter

ХгА, нг / мл 
Chromogra-
nin A, ng / ml

Cеротонин, 
нг / мл 

Serotonin, ng / ml

ProBNP, 
пг / мл 

ProBNP, pg / ml

PDGF-BB, 
пг / мл 

PDGF-BB, pg / ml

Специфичность в контрольной группе, % 
Specificity in the control group,  %

100 91 100 80

Частота повышения порогового уровня, %: 
Frequency of increased threshold level, %:

общая группа НЭО 
total NET group
с карциноидным синдромом 
with carcinoid syndrome
без карциноидного синдрома 
without carcinoid syndrome
с карциноидной болезнью сердца 
with carcinoid heart disease
без карциноидной болезни сердца 
without carcinoid heart disease
с метастазами в печени 
with liver metastases
без метастазов в печени 
without liver metastases

63,6

79,1

34,8

87,5

53,2

84,2

30,3

60,6

79,0

26,0

93,7

46,8

78,9

20,0

46,9

60,4

21,7

93,8

29,7

60,5

35,0

40,9

29,5

60,8

31,3

44,6

39,4

40,4

Локализации НЭО, %: 
NET location, %:

поджелудочная железа 
pancreas
легкие 
lungs
тонкая кишка 
small intestine

54,2

40,0

80,9

33,3

50,5

95,2

50,0

30,0

47,6

54,1

70,7

42,9

Степень злокачественности НЭО, %: 
NET malignancy grade, %:

G
1

G
2

G
3

45,5
79,2
60,0

54,5
66,6
60,0

36,4
54,1
40,0

45,5
33,3
50,0
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и хромогранина А (79,1 %). При этом у пациентов 
с клиническими признаками КБС максимальная 
диагностическая чувствительность была характерна для 
proBNP – 93,8 % при специфичности в контрольной 
группе 100 %.

Согласно данным, представленным в табл. 2, в груп-
пах больных с распространенными формами НЭО ча-
стота повышения уровней ХгА, серотонина и proBNP 
была более высокой (84,2; 78,9 и 60,5 % соответствен-
но), чем при локализованных формах НЭО (30,3; 20,2 
и 35,0 % соответственно). При этом частота повыше-
ния концентрации PDGF-BB не зависела от распро-
страненности опухолевого процесса.

Наибольшая чувствительность ХгА и серотонина 
характерна для группы НЭО тонкой кишки (80,9 и 95,2 % 
соответственно), что может быть связано с особенно-
стями секреторной активности клеток этого типа опу-
холи, а также распространенностью процесса. Наибо-
лее высокая частота повышения уровня PDGF-BB 
(70,7 %) выявлена в группе НЭО легких.

Согласно полученным данным, ХгА показал вы-
сокую диагностическую чувствительность у больных 
НЭО, достигая максимальных значений в группе 
с карциноидным синдромом, а также при распростра-
ненных формах НЭО, что подтверждает его значение 
как основного универсального биохимического мар-
кера НЭО [18–21].

Значение серотонина как маркера карциноидного 
синдрома подтверждается его высокими уровнями 
и частотой их повышения в группе больных с карци-
ноидной симптоматикой, при этом наиболее выра-
женная его гиперсекреция характерна для пациентов 
с НЭО тонкой кишки [5, 18, 22, 23]. Необходимо от-
метить, что наблюдаемая у пациентов с КБС выраженная 
гиперсекреция серотонина подтверждает фундамен-
тальные представления о его значении как ключевого 
фактора в развитии кардиофиброза, возникающего 
при карциноидном синдроме [6].

Проанализированные нами впервые данные па-
циентов с верифицированной КБС представляют 
особое значение в отношении proBNP как маркера 
диагностики и оценки течения этого тяжелого ослож-
нения карциноидного синдрома. Высокие диагности-
ческие чувствительность и специфичность proBNP 
подтверж дают, что он является важным маркером 
КБС, что согласуется с результатами ряда исследова-
ний [10, 12, 24].

Полученные нами сывороточные концентрации 
PDGF-BB позволяют предположить его связь с высо-
кой степенью злокачественности опухолей, что под-
тверждают приведенные в литературе данные о высо-
кой митогенной активности этого фактора и его 
участии в стимуляции опухолевого роста [13, 14, 16]. 
Для оценки перспектив исследования PDGF при НЭО 
требуется дополнительный анализ данных больших 
групп пациентов с НЭО с различными гистологиче-
скими характеристиками и биологической активно-
стью и разной локализацией.

заКЛючЕНИЕ
Проведенное исследование свидетельствует о вы-

сокой эффективности ХгА при НЭО, при этом наи-
большее повышение его концентрации характерно 
для распространенных форм заболевания, осложнен-
ных карциноидным синдромом. Серотонин является 
чувствительным маркером карциноидного синдрома, 
ассоциированным с развитием кардиофиброза, тогда 
как proBNP – высокочувствительным и специфич-
ным маркером КБС. Уровни PDGF-BB ассоциирова-
ны со степенью злокачественности НЭО. Дальнейшие 
исследования на больших выборках с включением 
НЭО различных локализаций позволят более деталь-
но оценить диагностические возможности биологи-
чески активных соединений и их связь с клиническими 
особенностями и течением опухолей нейроэндокрин-
ной природы.
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Экспрессионная гетерогенность генов  
семейства ABC‑транспортеров и генов 
химиочувствительности в опухоли желудка, 
канцероматозе и метастазах в лимфатические узлы

М. М. Цыганов1, 2, И. А. Цыденова1, В. А. Маркович1, М. К. Ибрагимова1–3, Е. О. Родионов1,  
С. А. Тузиков1 , Н. В. Литвяков1

1Научно-исследовательский институт онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр 
Российской академии наук»; Россия, 634009 Томск, переулок Кооперативный, 5; 
2ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, 634050 Томск,  
Московский тракт, 2; 
3Национальный исследовательский Томский государственный университет, Россия; 634050 Томск, 
 проспект Ленина, 36

К о н т а к т ы : Матвей Михайлович Цыганов TsyganovMM@yandex.ru

Введение. Установлено, что метастатическим опухолям (в частности раку желудка) свойственна гетерогенность 
между первичными и метастатическими очагами. Такой тип гетерогенности является причиной низкой эффектив-
ности терапии, поэтому его следует учитывать при лечении первично-метастатических форм опухоли. В связи с этим 
сравнительный анализ экспрессии генов ABc-транспортеров и генов химиочувствительности позволит в определен-
ной мере охарактеризовать резистентность и чувствительность первичной опухоли, канцероматоза и метастазов 
к терапии и дать основу для персонализированного подхода в лечении.
Цель – оценка экспрессионной гетерогенности генов ABc-транспортеров и генов химиочувствительности в опухо-
ли желудка, канцероматозе и метастазах в лимфатические узлы.
Материалы и методы. В исследование включен 41 больной с диссеминированным раком желудка IV стадии с кан-
цероматозом брюшины. Всем пациентам выполнена операция в объеме паллиативной гастрэктомии по Ру. после 
хирургического вмешательства в зависимости от показаний проводилась химиотерапия по схемам Gemcap + С, 
fOLfIRI + С, XELIRI + c, Pc. РНк выделяли с помощью набора RNeasy Plus mini Kit (Qiagen, Германия). Уровень экс-
прессии генов ABc-транспортеров (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC5, ABCG1, ABCG2) и генов химиочувствительности (BRCA1, 
RRM1, ERCC1, TOP1, TOP2α, TUBβ3, TYMS, GSTP1) в первичной опухоли, канцероматозе и метастазе в лимфатические 
узлы оценивали с помощью полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-пЦР).
Результаты. показано, что уровень экспрессии исследуемых генов сильно варьирует. Из генов ABc-транспортеров 
наибольшее значение экспрессии для опухолевой ткани желудка, канцероматоза и метастаза в лимфатические узлы 
выявлено для ABCG1 (3,1 ± 1,1; max 32,0), ABCG2 (7,9 ± 2,3; max 54,1) и ABCG2 (9,6 ± 3,8; max 100,9) соответственно. 
Среди генов химиочувствительности гиперэкспрессия в этих тканях была характерна только для TOP2α (17,2 ± 5,9; 
max 161,9; 10,8 ± 4,1; max 105,1; 35,3 ± 0,8; max 439,6 соответственно). Установлено, что уровень экспрессии генов 
TOP2α и BRCA1 выше в метастазах в лимфатических узлах по сравнению с опухолевой тканью желудка и канцерома-
тозом (p = 0,005 и p = 0,001 соответственно), тогда как экспрессия гена ABCC1 статистически значимо выше в канце-
роматозе (p = 0,03).
Заключение. Таким образом, прослеживается высокий уровень экспрессионной гетерогенности при раке желудка, 
влияющей на паттерны экспрессии различных генов в разных локализациях. Точное определение профиля экспрес-
сии исследуемых генов в первичной опухоли и метастазах позволит подобрать тактику лечения и схемы химиотера-
пии, которые с наибольшей вероятностью будут эффективны в каждом конкретном случае.

Ключевые слова: диссеминированный рак желудка, канцероматоз, гены семейства ABc-транспортеров, гены химио-
чувствительности, гетерогенность опухоли, экспрессия
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Expression heterogeneity of ABC‑transporter family genes and chemosensitivity genes  
in gastric tumor, carcinomatosis and lymph node metastases
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Introduction. Metastatic tumors (particularly gastric cancer) have been found to be characterized by heterogeneity 
between the primary tumor and metastases. This type of heterogeneity comes to the fore when treating primary-meta-
static forms of tumor and is an important reason for the low effectiveness of their treatment. In this regard, comparative 
analysis of ABc-transporter gene expression and chemosensitivity genes will allow to characterize to a certain extent 
the resistance and sensitivity of primary tumor, carcinomatosis and metastases to therapy and provide the basis for per-
sonalized treatment approach.
Aim. To evaluate expression heterogeneity of ABc-transporter genes and chemosensitivity genes in gastric tumor, car-
cinomatosis and lymph node metastases.
Materials and methods. Overall 41 patients with disseminated gastric cancer stage IV with carcinomatosis of peritone-
um were included in the investigation. All patients underwent surgery according to Roux palliative gastrectomy. After 
surgery patients underwent chemotherapy depending on indications. RNA was isolated using RNeasy Plus mini kit 
(Qiagen, Germany). The expression level of ABc transporter genes (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC5, ABCG1, ABCG2) and che-
mosensitivity genes (BRCA1, RRM1, ERCC1, TOP1, TOP2α, TUBβ3, TYMS, GSTP1) was assessed by reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PcR) in primary tumor, carcinomatosis and lymph node metastases.
Results. The expression levels of the genes under study were shown to vary widely. for ABc transporter genes, ABCG1 
(3.1 ± 1.1; max 32.0), ABcG2 (7.9 ± 2.3; max 54.1), ABCG2 (9.6 ± 3.8; max 101.0) were the most expressed genes in gastric 
tumor tissue, carcinomatosis and lymph node metastasis, respectively. Hyperexpression among chemosensitivity genes 
at all three sites was characteristic only of TOP2α (17.2 ± 6.0; max. 161.9; 10.8 ± 4.1; max. 105.1; 35.3 ± 0.8; max. 439.6, 
respectively). We found that TOP2α and BRCA1 gene expression levels were higher in lymph node metastasis compared 
with gastric tumor tissue and carcinomatosis (at p = 0.005 and p = 0.001). Whereas ABcc1 gene expression was statisti-
cally significantly higher in carcinomatosis (p = 0.03).
Conclusion. Thus, a high level of expression heterogeneity is observed in gastric cancer, which affects the expression 
patterns of various genes in different localizations. The expression profile can be used to determine the level of hetero-
geneity and approach to personalized therapy tactics.

Keywords: disseminated gastric cancer, carcinomatosis, genes of the ABc transporter family, chemosensitivity genes, 
tumor heterogeneity, expression
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ВВЕдЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) – одно из самых распространен-

ных злокачественных новообразований во всем мире. 
Эта патология является 3-й по значимости причиной 
смерти от рака [1]. Только в 2018 г. в мире было диаг-
ностировано около 1 млн случаев РЖ [1]. Рак желудка 
является одним из наиболее злокачественных типов 
рака в связи с быстрым прогрессированием, развитием 
отдаленных метастазов и устойчивостью к традицион-
ной химиотерапии. Предпринимаются значительные 
усилия, чтобы понять механизм этой устойчивости 
и улучшить результаты лечения. Считается, что вну-
триопухолевая гетерогенность является основной при-
чиной неэффективности терапии местно-распростра-
ненных операбельных опухолей [2], в том числе РЖ 
[3]. В то же время помимо широко известной внутри-
опухолевой гетерогенности для метастатических опу-

холей характерна гетерогенность между первичной 
опухолью и метастазами (лимфогенными и отдален-
ными) [4]. Ее необходимо учитывать при лечении пер-
вичных метастатических опухолей, поскольку она 
является важной причиной низкой результативности 
терапии [5]. Это связано с тем, что даже при индиви-
дуальном подходе довольно сложно подобрать эф-
фективные схемы лечения в случаях как первичной 
опухоли, так и метастазов. В данном отношении пер-
вично-метастатический РЖ является особенно слож-
ной локализацией, поскольку помимо отдаленных 
метастазов и метастазов в регионарные лимфатиче-
ские узлы (ЛУ) он может давать метастазы в брюшину 
или канцероматоз.

Исследование X. De Aretxabala и соавт., выпол-
ненное в 1989 г., показало, что уровень хромосомной 
гетерогенности между первичной опухолью желудка 
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и метастазами в ЛУ составляет 33 % [6]. M. Amato 
и соавт. [7] изучали гетерогенность экспрессии рецеп-
тора эпидермального фактора роста 2 (human epidermal 
growth factor receptor 2, HER2) (важного маркера для 
назначения герцептина больным РЖ) между первич-
ной опухолью и отдаленными метастазами и обнару-
жили, что у 2 (33 %) из 6 пациентов с HER2-пози тивной 
первичной опухолью метастазы были HER2-негатив-
ными и у 6 (75 %) из 8 пациентов с HER2-позитивными 
метастазами первичная опухоль была HER2-нега-
тивна. Эти результаты ставят под сомнение целесо-
образность назначения трастузумаба пациентам толь-
ко на основе HER2-статуса первичной опухоли.

В еще одном исследовании различия в иммуноги-
стохимической экспрессии HER2 между первичными 
и парными метастатическими ЛУ наблюдались в 1 % 
случаев [8]. Были изучены амплификации генов EGFR, 
HER2, FGFR2, MET, PIK3CA, KRAS, MYC и CCNE1 
в первичной опухоли желудка и метастазах в ЛУ и про-
демонстрировано, что более чем у 68 % пациентов 
статус амплификаций генов в первичной опухоли 
и лимфогенных метастазах не совпадает [9]. Экспрес-
сия PD-L1 и мутационная нагрузка показали значи-
тельную гетерогенность между исходными первичными 
опухолями и метастазами (дискордантность 39 и 31 % 
соответственно). При этом анализ связи PD-L1 и уров-
ня мутационной нагрузки с показателями выживаемо-
сти без прогрессирования не выявил статистически 
значимых различий, также не была установлена связь 
с ответом на действие ингибиторов иммунных конт-
рольных точек [10].

Анализ литературы показал, что в основном изу-
чается гетерогенность между первичной опухолью 
желудка и сайтами прогрессии в плане маркеров чув-
ствительности к таргетной терапии или иммунотера-
пии. Практически отсутствуют данные о гетероген-
ности маркеров чувствительности / резистентности 
к конвенциональной терапии, несмотря на ее широ-
кое использование для лечения РЖ. В настоящей 
работе изучается гетерогенность экспрессии генов 
семейства АВС-транспортеров и генов химиочувст-
вительности (RRM1, ERCC1, TOP1, TOP2α, TYMS, 
TUBβ3, GSTP1, BRCA1) в первичной опухоли желудка, 
лимфогенных, отдаленных метастазах и канцерома-
тозе у одних и тех же пациентов с первично-метаста-
тическим раком.

ABC-транспортеры представляют собой семейство 
трансмембранных белков, которые играют большую 
роль в переносе различных экзогенных и эндогенных 
веществ через мембраны против градиента концент-
рации посредством гидролиза аденозинтрифосфата 
(АТФ) [11]. Установлено, что ABC-транспортеры от-
ветственны за формирование химиорезистентности 
при различных онкологических заболеваниях [12–14]. 
В то же время низкая экспрессия в опухоли желудка 
таких генов, как ABCC1, ABCC3, ABCC7, ABCC8, ABCC9 
и ABCC10, связана с высокими показателями общей 

выживаемости (log rank test p ≤0,05) [15]. В исследо-
вании T. M. Araújo и соавт. продемонстрировано, что 
 амплификация гена ABCA13 увеличивает риск мета-
стазирования РЖ в ЛУ [16]. Экспрессия генов эксци-
зионной (ERCC1), гомологичной репарации (BRCA1), 
тимидилат-синтетазы (TYMS), рибонуклеотидредук-
тазы M1 (RRM1), β-тубулина III (TUBβ3) и топоизоме-
разы IIα (TOP2α), связанная с чувствительностью 
к конвенциональным препаратам [17], различается 
в опухолевых клетках, в том числе и при РЖ, и связа-
на с клинико-патологическими характеристиками 
пациентов [18–20].

Таким образом, изучение молекулярно-генетиче-
ских особенностей РЖ имеет непосредственное отно-
шение к клинической практике, поскольку, помимо 
дальнейшего выяснения патогенеза, создает основу 
для определения прогностических и диагностических 
маркеров, поиска новых мишеней для терапевтиче-
ских препаратов и является основой для подбора пер-
сонализированного лечения.

Цель исследования – анализ межсайтовой гетеро-
генности экспрессии генов семейства ABC-транспор-
теров и генов химиочувствительности у пациентов 
с диссеминированным РЖ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Пациенты. В исследование был включен 41 пациент 

с диссеминированным РЖ IV стадии (T3–4N0–3M1) 
с канцероматозом брюшины: 22 (54 %) пациента 
младше 50 лет и 19 (46 %) – старше 50 лет. В большин-
стве случаев больные были мужского пола (54 %), ре-
же – женского (46 %). У всех пациентов была адено-
карцинома с низкой и / или умеренной степенью 
дифференцировки. Больные находились на лечении 
в клинике Научно-исследовательского института он-
кологии Томского национального исследовательского 
медицинского центра Российской академии наук 
с 2017 по 2020 г. Исследование проводилось в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией 1964 г. (исправлен-
ной в 2013 г.) [21].

Всем пациентам выполнена операция в объеме 
паллиативной гастрэктомии по Ру. После хирургичес-
кого вмешательства в зависимости от показаний про-
водилась химиотерапия по схемам GemCap + С (интра-
перитонеально) (гемзар в дозе 800 мг / м2 внутривенно 
в 1-й и 8-й дни; цисплатин в дозе 50 мг интраперито-
неально на водной нагрузке в 4-й день; капецитабин 
в дозе 1500 мг / м2 в течение 14 дней, интервал 21 день), 
FOLFIRI + С (интраперитонеально) (иринотекан в до-
зе 170 мг / м2 – внутривенная инфузия 90 мин; лейко-
ворин в дозе 400 мг / м2 – внутривенная инфузия 2 ч 
в 1-й день; 5-фторурацил в дозе 400 мг / м2 внутривен-
но струйно, затем в дозе 2400 мг / м2 – внутривенная 
инфузия 46 ч; цисплатин в дозе 50 мг интраперитоне-
ально на водной нагрузке во 2-й день, интервал 21 день); 
XELIRI + C (интраперитонеально) (иринотекан в до-
зе 230 мг / м2 – внутривенная инфузия 60–90 мин 
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в 1-й день; цисплатин в дозе 50 мг интраперитонеаль-
но на водной нагрузке во 2-й день; капецитабин в дозе 
1800 мг / м2 в день в течение 14 дней, интервал 21 день); 
PC (паклитаксел в дозе 135 мг / м2 внутривенно 
в 1-й день; цисплатин интраперитонеально в 4-й день; 
паклитаксел интраперитонеально в 8-й день, интервал 
21 день). Химиотерапия проводилась при удовлетво-
рительных общем состоянии и лабораторных показа-
телях пациентов без отклонений от нормы.

У 1 пациента наблюдалась опухоль Т3,
 
у остальных – 

T4. Кроме того, в 3 (7 %) из 41 случаев отсутствовали 
метастазы в регионарных ЛУ, у 5 (12 %) наблюдались 
метастазы в 1–2 ЛУ, у 6 (15 %) – в 3–6 (N1 и N2 соответ-
ственно). У большинства пациентов (в 15 (37 %) случаях) 
выявлено поражение ≥7 регионарных ЛУ.

В качестве исследуемых образцов использовали 
операционный материал – опухолевую ткань желудка 
(забор производился к центру опухоли полнослойно), 
неизмененную ткань желудка (забор производился 
на максимальном отдалении от края опухоли полно-
слойно), ткань канцероматоза, метастатический мате-
риал в ЛУ. Материал забирался в объеме ~30–60 мм3 
и помещался в раствор RNAlater (Ambion, США). По-
сле 24-часовой инкубации при +4 °С образцы биома-
териала сохраняли при температуре –80 °С для даль-
нейшего выделения РНК.

Выделение РНК. РНК была выделена с помощью 
набора RNeasy Plus mini Kit (Qiagen, Германия). Кон-
центрацию и чистоту выделения РНК оценивали с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop-2000 (Thermo 
Scientific, США). Концентрация РНК составила от 50 
до 200 нг / мкл; А

260
 / А

280 
= 1,85–2,05; А

260
 / А

230 
= 1,80–

2,08. Целостность РНК определяли с помощью капил-
лярного электрофореза на приборе Tape Station 
(Agilent Technologies, США). Число целостности РНК 
(RNA integrity number, RIN) составило 6,6–9,2. Для 
получения комплементарной ДНК (кДНК) на матри-
це РНК проводили реакцию обратной транскрипции 
с использованием набора RevertAid™ (Thermo Fisher 
Scientific, США) со случайными гексануклеотидными 
праймерами в соответствии с инструкцией произво-
дителя.

Количественная полимеразная цепная реакция. Уро-
вень экспрессии 6 генов семейства ABC-транс пор-
теров (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC5, ABCG1, ABCG2) 
и 8 генов химиочувствительности (BRCA1, RRM1, 
ERCC1, TOP1, TOP2α, TUBβ3, TYMS, GSTP1) опре-
деляли с помощью количественной ПЦР в режиме 
реального времени (по технологии TaqMan) на ампли-
фикаторе Rotor-Gene-6000 (Corbett Research, Авст-
ралия). Полимеразную цепную реакцию проводили 
в 3 репликах. Объем реакционной смеси составил 15 мкл. 
Она включала 250 мкM дезоксинуклеотидов (dNTPs) 
(«СибЭнзайм», Россия), 300 нM прямого и обратного 
праймеров, 200 нM зонда, 2,5 мM MgCl

2
, 19SE-буфер 

(67 мM Tris – HCl (pH 8,8 при 25 °C), 16,6 мM (NH
4
)

2
SO

4
, 

0,01 % Tween-20), 2,5 ед HotStart Taq polymerase 

(«СибЭнзайм», Россия) и 50 нг кДНК. Программа ам-
плификации включала 1 цикл для полной денатурации 
матрицы и праймеров (10 мин при 94 °С) и 40 циклов: 
1-й шаг – денатурация матрицы (10 с при 94 °С); 2-й шаг – 
отжиг праймеров (20 с при 60 °С). Два референсных 
гена – GAPDH (glyceraldehydes-3-phosphatedehydro-
genase) и ACTB (actin beta) – были использованы в ка-
честве эталонных генов. Уровень экспрессии генов 
был нормализован по отношению к экспрессии генов-
рефери и экспрессии в нормальной ткани желудка 
каждого пациента по методу Pfaffl [22] и измерялся 
в условных единицах. Для определения отношения 
экспрессии между образцом и калибратором исполь-
зовалась следующая формула:

Ratio =
(E

target
)∆Cttarget(calibrator–test)

(E
ref

)∆Ctref
 
(calibrator–test)

,

где Е – эффективность реакции; Ct – пороговый цикл 
генов-мишеней (target) и гена-рефери (ref); ∆Ct

target (calibra-

tor–test) 
= Ct гена-мишени в калибраторе минус Ct гена-

мишени в опытном образце; ∆Ct
ref (calibrator – test)

 – Ct гена-
рефери в калибраторе минус Ct гена-рефери в опытном 
образце.

Праймеры и зонды представлены в табл. 1.
Статистические методы. Статистическая обработка 

данных проводилась с использованием пакета про-
грамм Statistica 8.0 (StatSoft Inc., США). Для каждой 
выборки вычисляли среднее арифметическое и сред-
нюю квадратичную ошибку. Для проверки гипотезы 
о значимости различий между исследуемыми группа-
ми использовали U-критерий Манна–Уитни. Разли-
чия между исследуемыми группами считались стати-
стически значимыми при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
В настоящем исследовании проведен анализ экс-

прессии 6 генов семейства ABC-транспортеров и 8 ге-
нов химиочувствительности в 3 сайтах по каждому 
пациенту. Исследовали опухолевую ткань желудка, 
канцероматоз брюшины, метастаз в ЛУ. В табл. 2 пред-
ставлены параметры экспрессии исследуемых генов.

Согласно данным, представленным в табл. 2, уро-
вень экспрессии исследуемых генов сильно варьиро-
вал. Из генов ABC-транспортеров наибольшее значе-
ние экспрессии для опухолевой ткани желудка, 
канцероматоза и метастаза в ЛУ выявлено для ABCG1 
(3,1 ± 1,1; max 32,0), ABCG2 (7,9 ± 2,3; max 54,1) 
и ABCG2 (9,6 ± 3,8; max 100,9) соответственно. Среди 
генов химиочувствительности гиперэкспрессия в этих 
тканях была характерна только для TOP2α (17,2 ± 5,9; 
max 161,9; 10,8 ± 4,1; max 105,1; 35,3 ± 0,8; max 439,6 
соответственно).

Выявлен высокий уровень экспрессионной гете-
рогенности у пациентов с РЖ (рис. 1, 2). Сравнение 
экспрессии генов семейства ABC-транспортеров про-
демонстрировало, что только ген ABCC1 показал 
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Таблица 1. Последовательность праймеров и проб исследованных генов

Table 1. Sequence of primers and samples of the genes studied

Ген 
Gene

Ампликон, п. н. 
Amplicon, bp

Последовательность 
Sequence

GAPDH 124

F 5’-gccagccgagccacatc-3’

R 5’-ggcaacaatatccactttaccaga-3’

Probe 5’-cgcccaatacgaccaaatccg-3’

ACTB 73

F 5’-gagaagatgacccagatcatgtt -3’

R 5’-atagcacagcctggatagcaa -3’

Probe 5’-agaccttcaacaccccagccat -3’

ABCB1 93

F 5’-gattgacagctacagcacgg-3’

R 5’-ggtcgggtgggatagttga-3’

Probe 5’-tgccgaacacattggaaggaaa-3’

ABCC1 87

F 5’-aggtgggctgcggaaag-3’

R 5’-cggagcccttgatagcca-3’

Probe 5’-tggctgagatggacaaagtggag-3’

ABCC2 85

F 5’-cctgtcggctctgggaa-3’

R 5’-tgcccttgatggtgatgtg-3’

Probe 5’-atgctgggagaaatggaaaatgt-3’

ABCC5 76

F 5’-caagagggtaaactggttgga-3’

R 5’-ctaaaatggctgaaatgagagag-3’

Probe 5’-ggcagtgtgggaagtggaaaa-3’

ABCG1 7

F 5’-cctactacctggccaagaccat-3’

R 5’-agtacacgatgctgcagtaggc-3’

Probe 5’-acgtgccctttcagatcatgttccca
gt-3’

ABCG2 97

F 5’-aaaggatgtctaagcaggga-3’

R 5’-tgaggccaataaggtgagg-3’

Probe 5’-tcgaggctgatgaatggagaag-3’

RRM1 94

F 5’-actaagcaccctgactatgctatcc-3’

R 5’-cttccatcacatcactgaacacttt-3’

Probe 5’-cagccaggatcgctgtctctaacttg
ca-3’

ERCC1 121

F 5’-ggcgacgtaattcccgacta-3’

R 5’-agttcttccccaggctctgc-3’

Probe 5’-accacaacctgcacccagactacat
cca-3’

BRCA1 107

F 5’-acagctgtgtggtgcttctgtg-3’

R 5’-cattgtcctctgtccaggcatc-3’

Probe 
5’-catcattcacccttggcacaggtgt-3’

TOP1 97

F 5’-ggcgagtgaatctaaggataatgaa -3’

R 5’-tggatatcttaaagggtaca
gcgaa -3’

Probe 5’-accattttcccatcatcctttgttctga
gc -3’

TOP2α 75

F 5’-agtcgctttcagggttcttgag-3’

R 5’-tttcatttacaggctgcaatgg-3’

Probe 5’-cccttcacgaccgtcac
catgga-3’

TUBβ3 71

F 5’-gggccaagttctgggaagtc-3’

R 5’-cgagtcgcccacgtagttg-3’

Probe 5’-atgagcatggcatcgaccc
cagc-3’

TYMS 91

F 5’-tctggaagggtgttttgga-3’

R 5’-tcccagattttcactccctt-3’

Probe 5’-tctttagcatttgtggat
cccttga-3’

GSTP1 84

F 5’-ctggtggacatggtgaatgac-3’

R 5’-cttgcccgcctcatagttg-3’

Probe 
5’-aggacctccgctgcaaatacatctc-3’

Примечание. Все пробы – FAM → bHQ1; F – прямой 
праймер; R – обратный праймер; probe – зонд. 
Note. All samples – FAM → BHQ1; F – direct primer; R – reverse 
primer.

статистически значимую разницу в уровне экспрессии 
между исследуемыми сайтами по каждому пациенту 
(см. рис. 1). Экспрессия гена ABCC1 была статистически 
значимо выше при канцероматозе брюшины (p = 0,03).

Установлено, что уровень экспрессии гена ABCC1 
в канцероматозе (1,9 ± 0,5) статистически значимо 
выше, чем в метастазе в ЛУ (1,2 ± 0,2) (p = 0,03). Также 
на уровне выраженной тенденции экспрессия ABCC1 
была больше в канцероматозе по сравнению с первич-
ным опухолевым узлом (p = 0,07) (см. рис. 1б).

Выявлено, что уровень экспрессии гена TOP2α вы-
ше в метастазе в ЛУ (35,3 ± 0,8) по сравнению с кан-
цероматозом (10,8 ± 4,1) (p = 0,03) (см. рис. 2г). Пока-
заны статистически значимые различия в экспрессии 
исследуемого гена между опухолевой тканью (17,2 ± 6,0) 
и канцероматозом (10,8 ± 4,1) (p = 0,01). Аналогичные 
результаты получены для BRCA1 (см. рис. 2з). Досто-
верные различия в уровне экспрессии наблюдаются 
между опухолевой тканью и канцероматозом (p = 0,005) 
и метастазом в ЛУ и канцероматозом (p = 0,01). Не-
смотря на большой разброс в уровне экспрессии ис-
следуемых генов, у некоторых пациентов отмечаются 
высокие показатели экспрессии во всех образцах, 
что может свидетельствовать о наличии общих меха-
низмов чувствительности и / или резистентности.
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ОбСУждЕНИЕ
В настоящее время хорошо известно, что при раз-

личных локализациях внутриопухолевая гетероген-
ность влияет на характер экспрессии генов, и профиль 
экспрессии может быть использован для определения 
уровня гетерогенности [23]. В недавней работе было 
показано, что при иерархической кластеризации с ис-
пользованием профиля экспрессии всех генов (gene 
expression profiling, GEP) большинство (61 / 71; 86 %) об-
разцов опухолей были сгруппированы по пациентам, 
что указывает на большую гетерогенность между па-
циентами, нежели на внутриопухолевую гетероген-
ность [24]. Тем не менее внутриопухолевая гетероген-
ность является особенностью РЖ. В частности, 
независимо от расположения опухолевых клеток же-
лудка, отсутствие экспрессии гена ARID1A или его 
низкая экспрессия наблюдаются только в 14,7 % слу-
чаев РЖ [25].

При этом согласно полученным нами данным про-
демонстрирована внутри- и межопухолевая гетероген-
ность при РЖ в уровне экспрессии генов семейства 
ABC-транспортеров и генов химиочувствительности. 
Несмотря на изученность ABC-генов и формирования 
лекарственной резистентности, вопрос об их гетеро-

генности при РЖ не решен. Была выявлена разница 
в экспрессии ABCC1 и TOP2α в зависимости от лока-
лизации. Оба гена связаны с чувствительностью опу-
холи к доксорубицину. Если высокий уровень экспрес-
сии ABCC1 ассоциирован с резистентностью опухоли 
к данному препарату [26], то гиперэкспрессия TOP2α 
при лечении больных доксорубицином сопряжена 
с более вероятным ответом на лечение (р = 0,002) 
по сравнению с группой пациентов, получавших 
доцетаксел [26]. Это подтверждается рядом других 
исследований, в ходе которых установлено, что не-
которые ABC-гены играют роль в формировании 
химиорезистентности у больных РЖ. Были проде-
монстрированы низкие показатели выживаемости 
у пациентов, у которых наблюдалась гиперэкспрес-
сия ABCB1 (p = 0,030) [27]. Ген ABCC4 высоко экс-
прессируется в нескольких типах клеток РЖ [28]. 
Напротив, в нормальных клетках слизистой оболоч-
ки желудка экспрессия ABCC4 очень низкая или не 
определяется. При этом ингибирование экспрессии 
гена ABCC4 может подавлять пролиферацию клеток 
РЖ с множественной лекарственной устойчивостью 
и повышать чувствительность клеток к химиотера-
певтическим препаратам.

Таблица 2. Параметры экспрессии исследуемых генов в разных образцах

Table 2. Expression parameters of the studied genes in different samples

Ген 
Gene

Экспрессия генов в опухоли 
желудка (у. е.) 

Gene expression in gastric tumor

Экспрессия генов 
в канцероматозе (у. е.) 

Gene expression in carcinomatosis

Экспрессия генов в метастазе 
в лимфатический узел (у. е.) 

Gene expression in metastasis to a lymph node

Mean ± SE Median 
(IR 25–75 %) Max Mean ± SE Median 

(IR 25–75 %) Max Mean ± SE Median 
(IR 25–75 %) Max

ABCB1 1,0 ± 0,2 0,7 (0–1,4) 4,0 0,9 ± 0,2 0,3 (0–1,4) 4,7 1,4 ± 0,51 0,4 (0–1,51) 12,6

ABCC1 1,1 ± 0,2 0,8 (0,3–1,2) 5,6 1,9 ± 0,5 0,9 (0,3–2,4) 13,5 1,2 ± 0,23 0,9 (0,23–1,41) 5,0

ABCC2 1,8 ± 0,8 0,1 (0–1,6) 25,5 5,5 ± 2,5 0,12 (0–1,3) 57,9 1,8 ± 0,71 0,1 (0–1,71) 17,3

ABCC5 2,12 ± 0,5 0,4 (0,1–2,7) 12,4 3,6 ± 1,0 0,6 (0,1–2,9) 21,8 2,2 ± 0,79 0,5 (0,05–2,52) 24,2

ABCG1 3,1 ± 1,1 0,5 (0,1–2,1) 32,0 2,9 ± 0,9 0,45 (0,2–2,4) 24,8 2,3 ± 0,68 0,7 (0,1–2,25) 15,5

ABCG2 2,8 ± 0,6 1,5 (0,6–4,3) 19,9 7,9 ± 2,23 1,9 (0,6–10,01) 54,1 9,6 ± 3,77 2,1 (0,93–6,5) 101,0

RRM1 3,2 ± 1,2 1,1 (0,7–2,6) 45,56 1,7 ± 0,3 1,1 (0,7–2,2) 9,3 2,5 ± 0,8 1,2 (0,6–3,2) 24,9

ERCC1 1,2 ± 0,4 0,7 (0–1,3) 13,6 0,9 ± 0,3 0,4 (0–1,0) 6,9 0,8 ± 0,3 0,2 (0–1,2) 5,6

TOP1 2,7 ± 0,8 0,6 (0–3,2) 23,4 2,34 ± 0,6 0,7 (0,15–3,7) 17,5 9,4 ± 7,1 1,1 (0,1–4,0) 234,8

TOP2α 17,2 ± 6,0 2,6 (0,7–9,3) 161,9 10,8 ± 4,1 2,4 (0,4–9,6) 105,1 35,3 ± 0,8 4,7 (0,9–16,1) 439,6

TYMS 5,3 ± 1,5 1,7 (0,5–5,9) 49,9 2,5 ± 0,7 1,2 (0–2,5) 21,3 3,8 ± 16,0 1,7 (0,29–5,6) 15,9

TUBβ3 5,7 ± 1,5 2,0 (0,9–3,9) 37,8 9,2 ± 6,2 1,8 (0,4–3,9) 211,6 7,4 ± 2,5 2,3 (0,87–8,5) 77,7

GSTP1 3,8 ± 1,2 0,6 (0,2–3,4) 33,7 3,78 ± 1,9 1,2 (0,3–2,56) 66,8 2,7 ± 0,8 0,9 (0,31–3,1) 24,3

BRCA1 2,5 ± 0,4 2,2 (0,7–3,4) 12,7 2,7 ± 1,0 0,6 (0,1–1,5) 32,2 4,4 ± 2,3 1,6 (0,7–3,2) 77,1

Примечание. Mean ± SE – среднее значение экспрессии ± ошибка средней; Median – медиана; IR – межквартильный диапа-
зон; max – максимальное значение экспрессии. 
Note. Mean ± SE – mean expression value ± standard error; IR – interquartile range; max – maximum expression value.
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Рис. 1. Сравнение уровня экспрессии исследуемых генов семейства ABC-транспортеров в разных сайтах. Для проверки гипотезы о значимости 
различий между исследуемыми группами использовали U-критерий Манна–Уитни. ЛУ – лимфатический узел
Fig. 1. Comparison of the expression level of the studied ABC-transporter family genes in different studied sites. Mann–Whitney U test was used to test the 
hypothesis about the significance of differences between the study groups
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Рис. 2. Сравнение уровня экспрессии генов химиочувствительности RRM1 (a), ERCC1 (б), TOP1 (в), TOP2A (г); TYMS (д), TUBB3 (e), GSTP1 (ж), 
BRCA1 (з) в разных сайтах. Для более удобной визуализации вариации уровня экспрессии исследуемых генов на рис. в (ген TOP1) отсутствует 
значение экспрессии 234,8; на рис. г (ген TOP2α) – экспрессии 314,7 и 439,6; на рис. е (ген TUBβ3) – экспрессии 211,6; 
Fig. 2. Comparison of the expression level of the studied chemosensitivity RRM1 (a), ERCC1 (б), TOP1 (в), TOP2A (г); TYMS (д), TUBB3 (e), GSTP1 (ж), 
BRCA1 (з) genes in different studied sites. The expression level was measured in arbitrary units (c. u.); for more convenient visualization of the variation in the 
level of expression of the studied genes, in fig. в (TOP1 gene) there is no expression value of 234.8; Fig. г (TOP2α gene) – expression value 314.7 and 439.6; 
Fig. e (TUBβ3 gene) – expression value 211.6; 
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Рис. 2. Окончание: на рис. з (ген BRCA1) – экспрессии 77,1. Для проверки гипотезы о значимости различий между исследуемыми группами исполь-
зовали U-критерий Манна–Уитни. ЛУ – лимфатический узел
Fig. 2. The end: fig. з (BRCA1 gene) – expression value 77.1; Mann–Whitney U test was used to test the hypothesis about the significance of differences between 
the study groups
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Аналогичное исследование было проведено в от-
ношении гена ABCB1 [29]. Его продукт представляет 
собой трансмембранный переносчик, который участ-
вует в формировании механизма множественной ле-
карственной устойчивости в опухолевых клетках за 
счет активного выброса лекарственных средств. Нок-
даун гена ABCB1 повышает накопление адриамицина 
(доксорубицина) в этих клетках и соответственно уве-
личивает чувствительность к лечению.

Что касается генов химиочувствительности, то 
в недавнем исследовании были проанализированы 
12 генов, влияющих на эффективность лечения РЖ. 
Для генов химиочувствительности был показан высо-
кий уровень экспрессии в опухолевой ткани желудка. 
Наибольший уровень экспрессии выявлен для гена 
TOP2α. Для BRCA1, TUBβ3 и RRM1 также были получе-
ны статистически значимые результаты (p <0,05). Про-
ведение анализа по парным корреляциям, основанного 
на различиях экспрессии между опухолевой и сосед-
ними тканями, позволило выявить метаболический 
кластер таких генов, как BRCA1, TYMS, TOP2α и STMN1 
[30]. В еще одном исследовании рассматривалась связь 
между клинико-патологическими характеристиками 
и экспрессией ERCC1, BRCA1, RRM1 и TOP2α. По-
казано, что экспрессия TYMS и TUBβ3 коррелирует 
с возрастом, при этом у пациентов старше 57 лет на-
блюдается более низкая экспрессия TYMS (p = 0,044) 
и TUBβ3 (p = 0,024). Кроме того, более низкая экс-
прессия TUBβ3 выявлена у пациентов женского пола 
(p = 0,026) и больных с наличием в семейном анамне-
зе РЖ (p = 0,025). Для остальных исследуемых генов 
не было обнаружено корреляций между клинико-па-
тологическими характеристиками и экспрессией [31]. 
В недавнем исследовании оценка экспрессии генов 
химиочувствительности в ткани первичного РЖ пока-

зала, что высокая экспрессия TOP2α связана с риском 
развития гематогенного метастазирования, а также 
является хорошим прогностическим фактором для ре-
цидивов (p <0,0001) [32].

Наши предыдущие проспективные исследования 
рака молочной железы и легкого показали возможность 
применения оценки экспрессии генов ABC-транс-
портеров и генов химиочувствительности для персо-
нализированного назначения схемы химиотерапии 
[33–35]. Согласно полученным данным снижение 
экспрессии ABC-генов в процессе лечения сопряжено 
с эффективностью химиотерапии и достижением бо-
лее высоких показателей безметастатической выжи-
ваемости. Однако, к сожалению, при РЖ проводятся 
лишь ассоциативные исследования, проспективные 
работы в этой области не выполняются. Также пока-
зано, что низкая экспрессия BRCA1 связана с высокой 
частотой ответа опухоли на химиотерапию таксанами 
(67 % (6 / 9) против 32 % (17 / 54); p = 0,04). При этом 
низкий уровень TUBβ3 тоже коррелировал с повышен-
ной вероятностью ответа опухоли (43 % (21 / 49) против 
8 % (1 / 13); p = 0,02) и увеличением показателей общей 
выживаемости (10,5 мес против 7,1 мес; p = 0,02) [36].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, природа РЖ крайне неоднород-

ная. Для метастатических форм злокачественных но-
вообразований характерна гетерогенность между пер-
вичной опухолью и метастазами (лимфогенными 
и / или отдаленными). Такая разновидность гетероген-
ности является важной причиной низкой эффектив-
ности терапии, поэтому ее необходимо учитывать 
при лечении первично-метастатического РЖ. Это об-
условливает актуальность дальнейших исследований 
в данном направлении.
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Мутации в гене PIK3CA при раке молочной 
железы с низкой экспрессией белка HER2 / neu

И. А. Павленко, П. Е. Повилайтите, В. Ю. Кацияев, Н. С. Макаревич, А. В. Петров

ГБУ Ростовской области «Патологоанатомическое бюро»; Россия, 344015 Ростов-на-Дону, ул. Благодатная, 170а

К о н т а к т ы : Ирина Аркадьевна павленко pavlenko.ir@gmail.com

Введение. Нарушения в PI3K-зависимом каскаде (PI3K – фосфоинозитид-3-киназа) характерны для всех типов 
рака молочной железы (РМЖ). В частности, 30–40 % пациенток с распространенным / метастатическим гормон-
позитивным HER2-отрицательным (HER2 – human epidermal growth factor receptor 2; рецептор эпидермального 
фактора роста, тип 2) РМЖ несут мутации PIK3CA в опухолевых клетках. Обнаружение этих мутаций у пациенток 
с гормон-позитивным HER2-отрицательным РМЖ имеет большое клиническое значение, поскольку они являются 
предиктором чувствительности опухоли к ингибитору PI3K алпелисибу. по статусу экспрессии белка HER2 / neu всех 
больных с гормон-позитивным HER2-отрицательным РМЖ можно разделить на 2 группы: с низкой экспрессией 
HER2 / neu (оценками 0, 1+ или 2+ по данным иммуногистохимического исследования и отрицательным результатом 
гибридизации in situ) и отсутствием экспрессии этого белка.
Цель работы – установить, существуют ли различия в характере и распространенности мутаций в гене PIK3CA у па-
циентов с низкой экспрессией HER2 / neu и отсутствием экспрессии этого белка.
Материалы и методы. Исследованы 32 образца люминального HER2-отрицательного иммунофенотипа РМЖ, кото-
рые по характеру экспрессии HER2 / neu разделены на 2 группы: с низкой экспрессией HER2 / neu (n = 15) и ее от-
сутствием (n = 17). Наличие мутаций в гене PIK3CA определяли с помощью коммерчески доступного набора cobas 
PIK3cA MutationTest (Roche, Швейцария) методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени 
на материале из парафиновых блоков (тканевой биопсии).
Результаты. Мутации в гене PIK3CA выявлены в 37,5 % случаев, из них в 2 случаях определена мутация p.E542K, 
в 3 – p.E545Х, в 6 – p.H1047Х, в 1 – p.N345K. при анализе мутационного статуса обеих групп обнаружены статисти-
чески значимые различия по количественному распределению мутаций в гене PIK3CA. Частота этих мутаций была 
достоверно выше в опухолях с низкой экспрессией HER2 / neu (р = 0,0268).
Заключение. Таким образом, выявлены характерные генетические изменения у пациенток с РМЖ с низкой экспрес-
сией HER2 / neu. эти изменения являются потенциальными мишенями для таргетной терапии, что важно для клини-
ческой практики, поскольку открывает новые возможности в лечении больных РМЖ с низкой экспрессией HER2 / neu.

Ключевые слова: рак молочной железы, рецептор эпидермального фактора роста типа 2, мутации в гене PIK3CA

Для цитирования: павленко И. А., повилайтите п. е., кацияев В. Ю. и др. Мутации в гене PIK3CA при раке молочной 
железы с низкой экспрессией белка HER2 / neu. Успехи молекулярной онкологии 2022;9(4):89–95. DOI: 10.17650/2313-
805X-2022-9-4-89-95

PIK3CA mutations in breast cancer with low HER2 / neu expression

I. A. Pavlenko, P. E. Povilaitite, V. Yu. Kaciyaev, N. S. Makarevich, A. V. Petrov

Rostov Regional Bureau of Pathology; 170a Blagodatnaya St., Rostov-on-Don 344015, Russia

C o n t a c t s : Irina Arkadyevna Pavlenko pavlenko.ir@gmail.com

Introduction. Disturbances in the PI3K-dependent (PI3K – phosphoinositide 3-kinase) cascade are characteristic of all 
types of breast cancer. In particular, 30–40 % of patients with advanced / metastatic hormone-positive HER2-negative 
(HER2 – human epidermal growth factor receptor 2) breast cancer carry PIK3CA mutations in tumor cells. The detection 
of these mutations in patients with hormone-positive HER2-negative breast cancer is of great clinical importance, since 
they are a predictor of tumor sensitivity to the PI3K inhibitor alpelisib. According to the HER2 / neu protein expression 
status, all patients with hormone-positive HER2-negative breast cancer can be divided into two groups – with low ex-
pression of HER2 / neu (scores 0, 1+ or 2+ per immunohistochemical analysis and negative result of in situ hybridization) 
and with a complete lack of expression of this protein.
Aim. To establish whether there are differences in the nature and prevalence of PIK3cA mutations in patients in these 
two groups.
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Materials and methods. The study was carried out on 32 breast cancer samples with a luminal HER2-negative immu-
nophenotype, which were divided into two groups – with low HER2 / neu expression (n = 15) and with a complete absence 
of HER2 / neu expression (n = 17). PIK3CA mutations were determined using the commercially available cobas PIK3cA 
MutationTest kit (Roche, Switzerland) by real-time polymerase chain reaction on paraffin block material (tissue biopsy).
Results. Mutations of the PIK3CA gene were detected in 37.5 % of cases, of which p.E542K mutation was detected in 2 cases; 
p.E545X – in 3, p.H1047X – in 6 and p.N345K – in 1. Analysis of the mutational status of both groups revealed statisti-
cally significant differences in the quantitative distribution of PIK3CA mutations. The frequency of PIK3CA mutations 
was significantly higher in tumors with low expression of HER2 / neu (p = 0.0268). Thus, characteristic genetic changes 
have been identified for a group of patients with HER2-low breast cancer. These changes are potential targets for thera-
py, which is important for clinical practice, as it opens up new therapeutic possibilities for breast cancer patients with 
low HER2 / neu expression.

Keywords: breast cancer, human epidermal growth factor receptor 2, PIK3CA mutations

For citation: Pavlenko I. A., Povilaitite P. E., Kaciyaev V. Yu. et al. PIK3CA mutations in breast cancer with low HER2 / neu 
expression. uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2022;9(4):89–95. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 
 2313-805X-2022-9-4-89-95

ВВЕдЕНИЕ
PIK3CA – ген, кодирующий каталитическую субъ-

единицу фосфоинозитид-3-киназы (PI3K) p110α. Му-
тации в этом гене приводят к патологической актива-
ции сигнального пути PI3K-Akt-mTOR (мишень 
рапамицина млекопитающих), регулирующего клю-
чевые метаболические процессы в клетках – рост, про-
лиферацию, миграцию и др. [1]. Активация сигналь-
ного пути PI3K-Akt-mTOR очень часто происходит 
в процессе канцерогенеза.

Известно, что активирующие соматические мута-
ции в гене PIK3CA играют значительную роль в пато-
генезе и прогрессии опухолей и часто встречаются 
при раке молочной железы (РМЖ). Мутации PIK3CA 
выявляются в 30–40 % случаев люминального А и лю-
минального В HER2-отрицательного РМЖ [2]. В других 
молекулярно-генетических подтипах – HER2-поло-
жи тельном и трижды негативном РМЖ – мутации 
в гене PIK3CA также встречаются, но значительно ре-
же [3]. Однако на течение заболевания и прогноз они 
влияют независимо от того, в какой молекулярно-ге-
нетической подгруппе были выявлены. Резистент-
ность опухолевых клеток к терапевтическому воздей-
ствию таргетного препарата трастузумаб у больных 
HER2-положительным РМЖ и к гормональной терапии 
у пациентов с люминальным HER2-отрицательным 
РМЖ обусловлена именно мутациями PIK3CA [4].

Большинство мутаций в гене PIK3CA расположено 
в экзонах 9 (замены p.E542K c.1624G>A, p.E545K 
c.1633G>A) и 20 (замены p.H1047R c.3140A>G и p.H1047L 
c.3140A>T) – так называемых «горячих точках» спи-
рального и киназного доменов белка р110α [5]. Пока-
зано, что они повышают киназную активность PI3K, 
ведут к активации нижележащей киназы Akt и, таким 
образом, являются онкогенными [4].

Обнаружение данных мутаций имеет важное кли-
ническое значение, поскольку они являются предик-
торами чувствительности опухоли к ингибиторам 
PI3K. В частности, продемонстрировано преимуще-
ство добавления селективного ингибитора изоформы 
PI3Ka алпелисиба к стандартной гормональной тера-

пии у пациенток с распространенным РМЖ, имеющих 
положительный статус гормональных рецепторов и от-
рицательный HER2-статус, если в опухоли детектиро-
вались мутации в гене PIK3CA [2].

Прогностическая и предиктивная значимость бо-
лее редких мутаций в экзонах 1, 4, 7 в настоящий мо-
мент активно изучается в доклинических исследова-
ниях. Описаны и двойные мутации в гене PIK3CA, 
которые ускоряют онкогенную трансформацию кле-
ток РМЖ, но при этом ассоциируются с более высо-
кой по сравнению с одиночными мутациями чувстви-
тельностью к ингибиторам PI3K [6].

Следует подчеркнуть, что группа пациенток с лю-
минальным HER2-отрицательным РМЖ гетерогенна. 
В нее входят как больные с люминальным А подтипом 
РМЖ, прогностически достаточно благоприятным 
в силу высокой эффективности эндокринотерапии, 
так и с более агрессивным люминальным В подтипом, 
требующим назначения химио- и гормонотерапии 
с учетом клинических данных. Экспрессия HER2 / neu 
также не является однородной. Приблизительно 
у 50 % пациенток с люминальным РМЖ отмечается 
низкий уровень экспрессии HER2 / neu (HER2-low) 
[7]. В соответствии с рекомендациями по определению 
HER2-статуса, в настоящее время считается, что такие 
больные имеют HER2-отрицательный РМЖ, и им не реко-
мендуется назначение таргетной анти-HER2-терапии. 
Вместе с тем недавнее исследование C. Denkert и со-
авт. на обширной выборке пациенток с РМЖ (n = 2310) 
убедительно показало, что опухоли с низкой экспрес-
сией HER2 / neu по клинико-патологическим параме-
трам, ответу на терапию и выживаемости отличаются 
от РМЖ без экспрессии HER2 / neu (HER2 / neu-0) [8]. 
Авторы высказали мнение, что биология опухолей 
с низкой экспрессией HER2 / neu и без таковой различ-
на, и предложили провести градацию между ними, 
выделив для клинической практики новую подгруппу 
больных.

Однако на сегодняшний день опухоли с низкой 
экспрессией HER2 / neu не отнесены к отдельному 
молекулярно-биологическому подтипу, а критерии 
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их определения в рекомендациях по выявлению 
HER2 / neu-статуса четко не обозначены. Вместе с тем 
понятно, что выделение группы опухолей с низкой 
экспрессией HER2 / neu и отсутствием экспрессии 
HER2 / neu могут улучшить эффективность лечения 
пациенток с РМЖ. Теперь дело за тем, чтобы разработать 
новые классификационные критерии для HER2-low- 
и HER2-0-РМЖ, и, видимо, это произойдет в ближай-
шем будущем. Пока же считается, что опухоль имеет 
HER2-low-статус, если по результатам иммуногисто-
химического (ИГХ) исследования по балльной шкале 
они получили оценки 0, 1+ или 2+ и в ходе проведе-
ния гибридизации in situ (in situ hybridization, ISH) по-
лучен отрицательный результат [9].

Расширение наших знаний о биологии РМЖ про-
исходит постоянно. Выявление факторов, ассоцииро-
ванных с низкой экспрессией HER2 / neu при РМЖ, 
может быть использовано в качестве дополнительного 
критерия установления HER2-статуса, прогноза забо-
левания, а также способствовать разработке новых 
мишеней таргетной терапии.

Цель исследования – установить, существуют ли раз-
личия в характере и распространенности мутаций в гене 
PIK3CA у пациентов с низкой экспрессией HER2 / neu 
и без таковой.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование были включены 32 пациентки 

с люминальным HER2-отрицательным распростра-
ненным и / или метастатическим, прогрессирующим на 
фоне гормонотерапии РМЖ, в возрасте от 37 до 84 лет 
(медиана возраста 63 года). Верификация диагноза 
и определение HER2-статуса выполнены в лаборато-
рии высокотехнологичных методов диагностики ГБУ 
Ростовской области «Патологоанатомическое бюро». 
Морфологически у подавляющего числа пациенток 
(n = 30) верифицирован инфильтративный РМЖ не-
специфического типа. Тубулярный рак выявлен у 1 боль-
ной, муцинозный – также у 1 больной. Степень зло-
качественности опухоли соответствовала G

1
, G

2
 и G

3
 

в 3, 81 и 16 % случаев соответственно. Рак молочной 
железы стадии IIA выявлен у 6,3 % пациенток, IIB – 
у 25,0 %, IIIA – у 12,5 %, IIIB – у 18,8 %, IIIC – у 12,5 % 
и IV – у 25,0 %.

HER2-отрицательными считались опухоли, кото-
рые после выполнения ИГХ-исследования с исполь-
зованием антител к HER2 / neu (Ventana anti-HER2 / neu 
4B5 Rabbit Monoclonal Primary Antibody, система визу-
ализации Ventana UltraView Universal DAB) получили 
оценки 0 или 1+ по балльной шкале от 0 до 3+. При 
неопределенной экспрессии HER2 (оценка 2+) для 
уточнения HER2-статуса применяли метод ISH, со-
гласно рекомендациям Американской ассоциации 
клинических онкологов / Американского колледжа 
патологов (Ame rican Society of Clinical Oncology / College 
of American Pathologists, ASCO / CAP) [10]. В исследо-
вание включались только те пациентки с экспрессией 

HER2, оцененной по данным ИГХ-исследования 
как 2+, у которых в ходе ISH получен отрицательный 
результат (отсутствие амплификации гена HER2). Ал-
горитм отбора HER2-отрицательных образцов пред-
ставлен в табл. 1.

Все пациентки подписали добровольное информи-
рованное согласие на сбор биологического материала, 
клинических данных и проведение молекулярно-гене-
тического исследования. В дальнейшем все клиниче-
ские данные больных были деперсонифицированы.

С целью увеличения количества опухолевых кле-
ток в исследуемом материале при необходимости пе-
ред выделением ДНК проводили макродиссекцию 
образцов. Экстракция ДНК из парафиновых блоков 
осуществлялась с помощью набора DNA Sample Prep-
aration Kit (Roche, Швейцария) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Мутации в гене PIK3CA 
определяли методом мультиплексной аллель-специ-
фической полимеразной цепной реакции с детекцией 
в режиме реального времени в 96-луночном планшете 
с использованием набора cobas PIK3CA Mutation Test 
(Roche, Швейцария) на анализаторе cobas z 480. Дан-
ный набор позволяет выявлять известные мутации 
в экзонах 1, 4, 7, 9 и 20 гена PIK3CA. Анализ и интер-
претация полученных результатов были автоматизи-
рованы и проводились без участия оператора про-
граммным обеспечением анализатора, что исключало 
фактор субъективности.

Статистическую обработку данных выолняли с ис-
пользованием программы XLStat (версия 2022, Ad-
dinsoft, Франция). Сравнение частот в разных под-
группах выполняли с помощью точного критерия 
Фишера. Результаты считали статистически значимы-
ми при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
По статусу экспрессии белка HER2 / neu все 32 па-

циентки были разделены на 2 группы: с низкой экс-
прессией HER2 / neu (n = 15) и ее отсутствием (n = 17). 
HER2-негативными считались опухоли, которые по-
сле выполнения ИГХ-исследования с использованием 
антител к HER2 / neu (клон 4B5) получили оценку 0 
(53,2 % случаев). В группу с низкой экспрессией 
HER2 / neu вошли опухоли c оценками 1+ или 2+ 
по данным ИГХ-исследования и отрицательным ре-
зультатом ISH (46,8 % случаев).

В 32 исследованных образцах РМЖ выявлены 
12 (37,5 %) различных мутаций в гене PIK3CA: в 2 слу-
чаях p.E542K, в 3 – p.E545Х, в 6 – p.H1047Х, в 1 –  
p.N345K (табл. 2).

Полученные результаты согласуются с опублико-
ванными данными о частоте мутаций в гене PIK3CA при 
гормон-позитивном HER2-негативном РМЖ [2, 3]. 
Чаще всего встречалась мутация p. H1047X. Образцов 
с несколькими различными мутациями не обнаружено.

Точный тест Фишера позволил выявить статис-
тически значимые различия в количественном 
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ОбСУждЕНИЕ
Рак молочной железы представляет собой гетеро-

генное заболевание. Выделяют несколько биологи-
ческих подтипов РМЖ: люминальный А, люминаль-
ный B, HER2-положительный и трижды негативный. 
Для каждого из них существуют принципиально раз-
ные подходы к лечению.

По рекомендациям, разработанным ASCO / CAP, 
опухоли с ИГХ-оценками 0, 1+ или 2+ и отрицатель-
ным результатом ISH считаются HER2-отрицательными. 
Подразумевается, что амплификация гена HER2 / neu 
в них отсутствует, а экспрессия белка в таком случае 
не имеет клинического значения. Однако так ли это?

В последнее время группе опухолей с низкой экс-
прессией HER2 / neu уделяют особое внимание. Новый 
препарат трастузумаб дерукстекан (T-Dx), представля-
ющий собой конъюгат антитела трастузумаба с ингиби-
тором топоизомеразы I, показал свою эффективность 
именно в этой группе больных [11]. Как и другие конъ-
югаты антитела с лекарством (antibody-drug conjugates, 
ADC) с отщепляемым линкером, трастузумаб деруксте-
кан способен уничтожать не только клетки, несущие 
мишень, но и соседние за счет диффузии лекарствен-
ного вещества (так называемый bystander effect).

В РМЖ с ИГХ-оценками 0, 1+ или 2+ и отрица-
тельным результатом ISH экспрессия HER2 / neu 
на мембране опухолевых клеток, очевидно, различна. 

Таблица 1. Алгоритм иммуногистохимического исследования HER2-статуса и отбора образцов рака молочной железы с низкой экспрессией 
HER2 (HER2-low) (по рекомендациям Американской ассоциации клинических онкологов / Американского колледжа патологов (American Society 
of Clinical Oncology / College of American Pathologists, ASCO / CAP))

Table 1. Algorithm of immunohistochemical analysis of HER2 status and selection of breast cancer samples with low HER2 expression (HER2-low) (per the 
guidelines of the American Society of Clinical Oncology / College of American Pathologists (ASCO / CAP))

Оценка по данным иммуногистохимического исследования 
Score per immunohistochemical analysis

HER2-статус 
HER2 status

HER2-статус после 
выполнения ISH 

HER2 status after ISH

0 – отсутствие окрашивания или слабое неполное окрашивание мембраны 
менее чем 10 % клеток инвазивной карциномы 
0 – absence of staining or weak partial membrane staining in less than 10 % of invasive 
carcinoma cells

Отрицательный 
Negative

ISH 
не выполняется* 

ISH is not performed*

1+ – слабое неполное окрашивание мембраны более чем 10 % клеток 
инвазивной карциномы 
1+ – weak partial membrane staining in more than 10 % of invasive carcinoma cells

Отрицательный 
HER2-low (1+)* 

Negative HER2-low (1+)*

ISH 
не выполняется 

ISH is not performed

2+ – неполное яркое окрашивание мембран или слабое по интенсивности, 
но равномерное мембранное окрашивание 10 % клеток инвазивной 
карциномы 
2+ – partial intense membrane staining or weak but homogenous membrane staining  
of 10 % of invasive carcinoma cells

Неопределенный 
и требует верификации 
с помощью метода ISH 

Ambiguous and requires 
confirmation with ISH

HER2-low 
(2+) / ISH–*

HER2 (2+) / ISH+**

3+ – интенсивное окрашивание полной мембраны более чем 10 % клеток 
инвазивной карциномы 
3+ – intense staining of the whole membrane in more than 10 % of invasive carcinoma cells

Положительный 
Positive

ISH 
не выполняется** 

ISH is not performed**

*Группы, включенные в исследование. **Группы, не включенные в исследование.
Примечание. HER2 – human epidermal growth factor receptor 2 (рецептор эпидермального фактора роста, тип 2); ISH – in situ 
hybridization (гибридизации in situ). 
*Groups included in the study. **Groups not included in the study. 
Note. HER2 – human epidermal growth factor receptor 2; ISH – in situ hybridization.

Таблица 2. Мутации в гене PIK3CA в образцах с низкой экспрессией 
HER2 / neu и без нее

Table 2. PIK3CA gene mutations in samples with low and no expression of 
HER2 / neu

PIK3CA-
статус 

PIK3CA status

HER2–0 (n = 17) HER2-low (n = 15) 

Абс. 
Abs.

% Абс. 
Abs.

%

Мутантный 
Mutant

3 17,6 9 60

Дикий тип 
Wild type

14 82,4 6 40

N345K 1 5,9  –  – 

E542K  –  – 2 13,3

E545X 1 5,9 2 13,3

H1047X 1 5,9 5 33,3

Примечание. HER2 – human epidermal growth factor receptor 2 
(рецептор эпидермального фактора роста, тип 2). 
Note. HER2 – human epidermal growth factor receptor 2.

распределении мутаций в PIK3CA между группами 
больных с низкой экспрессией белка HER2 / neu и ее 
отсутствием (р = 0,0268).
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Она является результатом не только генетических пе-
рестроек (полисомия 17-й хромосомы, коамплифика-
ция HER2 / neu с центромерной зоной 17-й хромосомы 
и т. д.), но и следствием интенсификации процессов 
синтеза, презентации и распада рецептора, которая 
происходит по другим причинам. По-видимому, нали-
чие даже небольшой экспрессии рецепторов Her2 / neu, 
которая в рутинной практике в настоящий момент 
пока трактуется как HER2-отрицательный статус, мо-
жет иметь важное клиническое значение, что было 
продемонстрировано в представленном на конферен-
ции ASCO (2022) исследовании DESTINY-BREAST04 
[12]. Его результаты оказались настолько впечатляю-
щими, что препарат трастузумаб дерукстекан был одо-
брен Управлением по санитарному надзору за качест-
вом пищевых продуктов и медикаментов (Food and 
Drug Administ ration, FDA) США для применения у па-
циенток с неоперабельным и / или метастатическим 
РМЖ с низким уровнем экспрессии HER2 / neu, ранее 
получавших лечение.

Исследование DESTINY-BREAST04 продемон-
стрировало, что рецептор HER2 / neu является одним 
из значимых молекулярных маркеров не только в опу-
холях с положительным HER2-статусом, но и в тех, где 
экспрессия HER2 / neu выражена слабо. Это открывает 
новые возможности терапии примерно для 50 % боль-
ных РМЖ, которые в настоящее время классифици-
руются как пациенты с отрицательным HER2-стату-
сом, но на самом деле имеют низкую экспрессию 
HER2 / neu. Результаты исследования DESTINY-
BREAST04 подтверждают обоснованность выделения 
группы с низкой экспрессией HER2 / neu в отдельную 
категорию, поскольку трастузумаб дерукстекан 
на 50 % снижает риск прогрессирования заболевания 
и более чем на 1 / 3 – риск смерти [12]. Теперь, вероят-
но, перед профессиональным сообществом возникнет 
задача пересмотра классификации РМЖ с возможно-
стью выделения опухолей с низкой экспрессией 
HER2 / neu в отдельную группу. Также предстоит из-
учить их молекулярные особенности, которые могут 
быть связаны с прогнозом заболевания у данной кате-
гории пациенток, послужить в качестве дополнитель-
ных критериев установления HER2-статуса и помочь 
в разработке новых мишеней таргетной терапии.

Наше исследование продемонстрировало стати-
стически значимое увеличение частоты встречаемости 
активирующих соматических мутаций в гене PIK3CA 
при РМЖ с низкой экспрессией HER2 / neu по срав-
нению с опухолями, где экспрессия HER2 / neu отсут-
ствовала (р <0,05). Сходные результаты были проде-
монстрированы в исследовании G. Zhang и соавт., 
которые на выборке в 523 человека выявили целый 
спектр генетических различий между РМЖ с низкой 
экспрессией HER2 / neu и ее отсутствием. Так, авторы 
показали, что, помимо увеличения частоты мутаций 
в гене PIK3CA, опухоли с низкой экспрессией HER2 / neu 
характеризуются небольшим уровнем мутаций в гене 

р53 и значительно более низким уровнем полного па-
томорфологического ответа на неоадъювантную те-
рапию, что косвенно может свидетельствовать об их 
существенных отличиях от РМЖ с отсутствием экс-
прессии HER2 / neu [13].

В нашей выборке наиболее часто встречались 3 кли-
нически значимые мутации – p.E542K, p.E545Х, p.H1047Х. 
Мутация N345Kв экзоне 4, которая была обнаружена 
у 1 пациентки, является более редкой по сравнению 
с тройкой лидирующих мутаций в «горячих точках» 
экзонов 9 и 20. Согласно базам данных СOSMIC (Catalog 
of Somatic Mutations in Cancer – Каталог сома тических 
мутаций при раковых заболеваниях) и OncoKB, она 
считается патогенной и онкогенной, но чувствитель-
ность к ингибиторам PI3K при этой мутации была 
показана пока только в доклинических исследованиях 
[14]. Таким образом, клиническую значимость мута-
ции N345K с учетом ее малой распространенности [15] 
еще предстоит изучить.

Интересен тот факт, что процессы активации раз-
ных генов PI3K-опосредованного сигнального ка-
скада у носителей мутаций в гене PIK3CA в киназном 
(p.H1047Х) и спиральном (p.E545Х, p.E542K) доменах 
р110-субъединицы PIK3CA различаются. Мутации 
в киназном домене в итоге определяют более высокую 
пролиферативную активность опухоли, а мутации в спи-
ральном – более выраженный миграционный (а зна чит, 
и метастатический) потенциал [16, 17]. По сравнению 
с пациентками, не имеющими мутаций PI3K / Akt-
каскадного пути, больные, в опухолях у которых детек-
тировались мутации в спиральном домене PIK3CA, де-
монстрировали более низкие показатели выживаемости 
без прогрессирования [18]. В связи с этим необходимо 
проанализировать спектр мутаций PIK3CA в зависимо-
сти от таких клинико-патологическими характеристик 
больных, как степень злокачественности опухоли, ста-
дия заболевания, наличие или отсутствие метастазов 
в лимфатических узлах (табл. 3).

Согласно данным, представленным в табл. 3, в на-
шем исследовании не было выявлено статистических 
различий в клинико-патологических характеристиках 
больных в зависимости от типа мутации PIK3CA. 
Тем не менее спектр мутаций в этом гене, безусловно, 
заслуживает отдельного изучения на более многочи-
сленной выборке больных.

Известно, что рецептор HER2 / neu способен обра-
зовывать гетеродимеры с тирозинкиназами MET 
и RET, в результате чего активируются нижележащие 
сигнальные пути, в том числе PI3K-Akt-mTOR [19]. 
Можно предположить, что наличие активирующих 
мутаций в гене PIK3CA способствует достижению то-
го же самого эффекта, обеспечивая конститутивную 
стимуляцию сигнального каскада PI3K-Akt-mTOR 
в условиях низкой экспрессии HER2 / neu. Иными сло-
вами, мутации PIK3CA в условиях недостаточной экс-
прессии HER2 / neu, возможно, играют своего рода ком-
пенсаторную и потенцирующую роль, в результате 
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чего происходит активация молекулярных каскадов, 
стимулирующих пролиферацию, миграцию и устой-
чивость опухолевых клеток к лекарственной терапии. 
Если это действительно так, то не только белок 
HER2 / neu, но и ген PIK3CA может стать перспектив-
ной мишенью для терапии РМЖ с низкой экспресси-
ей HER2 / neu.

Наше исследование проведено на сравнительно 
малой выборке, и его результаты следует расценивать 
как предварительные. Тем не менее установленные 
различия в частоте мутаций в гене PIK3CA позволяют 
заключить, что люминальный РМЖ с низкой экспрес-
сией HER2 / neu биологически, а возможно, и клини-
чески отличается от опухолей с отсутствием экспрес-
сии HER2 / neu. Требуются дальнейшие исследования 
для установления полного спектра молекулярных осо-
бенностей РМЖ с низкой экспрессией HER2 / neu.

заКЛючЕНИЕ
У пациенток с люминальным HER2-негативным 

распространенным и / или метастатическим РМЖ 
с низкой экспрессией HER2 / neu мутации в гене PIK3CA 
встречались статистически значимо чаще, чем у боль-
ных с ее отсутствием. Поскольку данные результаты 
могут оказаться важными для клинической практики, 
мы предполагаем, что среди опухолей люминального 
HER2-отрицательного фенотипа целесообразно вы-
делять и рассматривать отдельно группу с низкой экс-
прессией HER2 / neu.

Таблица 3. Клинико-патологические характеристики пациентов 
в зависимости от типа мутации PIK3CA

Table 3. Clinical and pathological characteristics of the patients depending 
on the type of PIK3CA mutation

Характеристика 
Characteristic

Мутации 
PIK3CA 

в экзоне 9 
(n = 5) 
PIK3CA 

mutations in 
exon 9  
(n = 5) 

Мутации 
PIK3CA 

в экзоне 20 
(n = 6) 
PIK3CA 

mutations  
in exon 20  

(n = 6) 

р

Стадия заболевания, n: 
Disease stage, n:

II
III
IV

2
2
1

3
3
0

0,517

Cтепень дифференци-
ровки, n: 
Differentiation grade, n:

G
1

G
2

G
3

0
3
2

0
4
2

1,0

Количество вовлечен-
ных лимфатических 
узлов, n: 
Number of involved lymph 
nodes, n:

0 (N0)
1–3 (N1) 

3
2

3
3

0,99
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Проявления апоптоза в субпопуляциях 
циркулирующих опухолевых клеток с фенотипами, 
ассоциированными со стволовостью 
и эпителиально‑мезенхимальным переходом, 
при карциноме молочной железы
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К о н т а к т ы : Владимир Михайлович перельмутер pvm@ngs.ru

Введение. Способность циркулирующих опухолевых клеток (ЦОк) инициировать метастазирование в отдаленных 
сайтах, прежде всего, связана с их резистентностью к апоптозу, что позволяет сохранить жизнеспособность в кро-
вотоке. Знание фенотипических признаков, связанных с этой способностью, позволило бы прогнозировать риск 
развития метастазов и оптимизировать адъювантную терапию.
Цель исследования – изучение проявлений апоптоза в популяциях ЦОк с различными фенотипическими характе-
ристиками.
Материалы и методы. В исследование включены 58 пациенток с инвазивной карциномой молочной железы неспе-
цифического типа стадии T1–4N0–3M0. клеточные концентраты, полученные из цельной крови пациентов, окраше-
ны коктейлем антител к cK7 / 8, cD45, EpcAM, cD44, cD24, cD133, ALDH, N-кадгерину, что позволяет идентифицировать 
ЦОк с признаками стволовости и эпителиально-мезенхимального перехода. Окрашивание аннексином V и 7-амино-
актиномицином D использовали для оценки разных стадий апоптоза каждой из популяций ЦОк.
Результаты. Циркулирующие опухолевые клетки характеризуются выраженной гетерогенностью по проявлениям 
признаков стволовости и эпителиально-мезенхимального перехода и ассоциации с наличием ранних и поздних 
признаков апоптоза и некроза. Для ЦОк с фенотипами, включающими коэкспрессию эпителиального маркера cK7 / 8 
и маркера стволовости cD133 (но не cD44), более характерно отсутствие признаков апоптоза. коэкспрессия cK7 / 8 
и cD133 ЦОк с маркерами стволовости cD44+ / cD24– ассоциирована с развитием ранних, но не поздних признаков 
апоптоза и некроза. Циркулирующие опухолевые клетки с отсутствием коэкспрессии cK7 / 8 и cD133 могли иметь 
и ранние, и поздние признаки апоптоза и некроза. Фенотипы ЦОк с признаками раннего апоптоза, экспрессирующие 
cD133, в отличие от ЦОк без экспрессии cD133, сохраняются в крови после неоадъювантной химиотерапии.
Заключение. Существуют фенотипические признаки ЦОк, имеющие отношение к стволовости и эпителиально-ме-
зенхимальному переходу, сопряженные с устойчивостью к апоптозу или чувствительностью к нему.

Ключевые слова: рак молочной железы, циркулирующие опухолевые клетки, апоптоз, влияние химиотерапии

Для цитирования: перельмутер В. М., Григорьева е. С., Завьялова М. В. и др. проявления апоптоза в субпопуляциях 
циркулирующих опухолевых клеток с фенотипами, ассоциированными со стволовостью и эпителиально-мезен-
химальным переходом, при карциноме молочной железы. Успехи молекулярной онкологии 2022;9(4):96–111. 
DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-4-96-111

Signs of apoptosis in circulating tumor cell subpopulations with phenotypes associated 
with stemness and epithelial‑mesenchymal transition in breast carcinoma

V. M. Perelmuter1, E. S. Grigorieva1, M. V. Zavyalova1, 2, L. A. Tashireva1, V. V. Alifanov1, 2, O. E. Saveleva1, S. V. Vtorushin1, 2, 
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Introduction. Ability of circulating tumor cells (cTc) initiate metastases in distant sites is associated primarily with 
their resistance to apoptosis which allows them to retain viability in the blood. Knowledge of phenotypical signs asso-
ciated with this ability would allow to predict the risk of metastases and optimize adjuvant therapy.
Aim. To examine signs of apoptosis in cTc populations with various phenotypical characteristics.
Materials and methods. The study included 58 patients with invasive breast carcinoma of unspecified type, stages 
T1–4N0–3M0. cell concentrates extracted from patients’ whole blood were stained with an antibody cocktail against 
cK7 / 8, cD45, EpcAM, cD44, cD24, cD133, ALDH, N-cadherin which allowed to identify cTc with signs of stemness and 
epithelial-mesenchymal transition. Annexin V and 7-amino-actinomycin D staining was used for evaluation of apoptosis 
stage in cTc populations.
Results. circulating tumor cells are characterized by heterogeneity in respect to signs of stemness and epithelial-me-
senchymal transition and presence of early and late signs of apoptosis and necrosis. cTc phenotypes including co-expres-
sion of epithelial marker cK7 / 8 and stemness marker cD133 (but not cD44) are characterized by absence of signs of apoptosis. 
co-expression of cK7 / 8 and cD133 in cTc with stemness markers cD44+ / cD24– is associated with development of early 
but not late signs of apoptosis and necrosis. circulating tumor cells without co-expression of cK7 / 8 and cD133 could 
have both early and late signs of apoptosis and necrosis. circulating tumor cells phenotypes with signs of early apopto-
sis expressing cD133 remain in blood after non-adjuvant chemotherapy opposed to cTc without cD133 expression.
Conclusion. There are cTc phenotypical signs associated with stemness and epithelial-mesenchymal transition and linked 
to apoptosis resistance or sensitivity.

Keywords: breast cancer, circulating tumor cells, apoptosis, the effect of chemotherapy

For citation: Perelmuter V. M., Grigorieva E. S., Zavyalova M. V. et al. Signs of apoptosis in circulating tumor cell subpop-
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ВВЕдЕНИЕ
Образование гематогенных метастазов – основная 

причина смерти онкологических больных – опреде-
ляется наличием в кровотоке циркулирующих опухо-
левых клеток (ЦОК) и особенностями органов-мише-
ней. Изучение условий появления ЦОК, а также 
определение их функциональной характеристики яв-
ляются важнейшими задачами онкологии. Их реше-
ние поможет в профилактике метастазирования и ле-
карственной резистентности.

Хорошо известно, что ЦОК характеризуются вы-
раженной гетерогенностью [1, 2]. В связи с этим важ-
но выяснить, с какими свойствами связана адаптив-
ность ЦОК к условиям преметастатической ниши, 
почему одни диссеминированные клетки способны 
к формированию метастазов в ранний период, а дру-
гие становятся их источником через большой отрезок 
времени, а также какое место в проявлении этих ка-
честв играют свойства стволовости и состояние эпи-
телиально-мезенхимального перехода (ЭМП).

Ключевой характеристикой ЦОК, от которой за-
висит любая функциональная активность, является 
их способность сохранять жизнеспособность в циркуля-
ции. По образному выражению L. B. Krog и M. D. Henry, 
жизнь ЦОК «мерзкая, жестокая и короткая» [3]. S. Meng 
и соавт. (2004) изучили динамику ЦОК после хирур-
гического удаления первичных опухолей молочной 
железы и пришли к выводу, что период полужизни 

ЦОК составляет около 1–2 ч [4]. По другим данным, 
он равен 25–30 мин [5]. В то же время, по мнению 
R. A. Weinberg (2008), 97 % ЦОК исчезают в течение 
нескольких дней [6].

Биомеханические параметры условий пребывания 
ЦОК в циркуляции изучаются на разнообразных мо-
делях и в условиях in vivo [3]. Циркулирующие опухо-
левые клетки могут погибать в циркуляции из-за от-
сроченного аноикиса, который развивается из-за 
отделения опухолевой клетки от внеклеточного мат-
рикса [7]. Некоторые ЦОК подвергаются механи-
ческой деструкции в связи с действием на клетку на-
пряжения сдвига пристеночной крови относительно 
стенки сосуда (wall shear stress) и напряжения, возни-
кающего при сдвиге слоев крови относительно друг 
друга (fluid shear stress). Полагают, что эффект зависит 
от исходного состояния опухолевой клетки [3, 8].

Важный аспект – изучение проявлений апоптоза 
в ЦОК с различными фенотипическими характери-
стиками, ассоциированными со свойствами стволово-
сти и ЭМП. Существует множество исследований, 
демонстрирующих устойчивость к апоптозу клеток 
опухоли со стволовоподобными свойствами [9–11].

Остается открытым вопрос, обладают ли стволо-
вые клетки с разными маркерами стволовости или их 
различным сочетанием (CD44+ / CD24–, CD133 и альде-
гиддегидрогеназа (ALDH)) одинаковой устойчивостью 
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к апоптозу. Эпителиально-мезенхимальный переход – 
еще одно состояние, с которым связывают резистент-
ность к апоптозу [12].

Данные о связи апоптоза с иными фенотипиче-
скими признаками опухолевых клеток немногочислен-
ны. Согласно результатам исследования N. V. Jordan 
и соавт. (2016), несмотря на то, что HER2-положи-
тельные ЦОК (human epidermal growth factor receptor 
2 – рецептор эпидермального фактора роста, тип 2) 
обладают более выраженной пролиферативной актив-
ностью и чаще формируют метастазы, чем HER2-от-
рицательные ЦОК, показатели апоптоза у этих клеток 
одинаковы [13].

Клиническое значение наличия ЦОК в апоптозе 
оценивается неоднозначно. Чаще указывают на то, что 
наличие большего количества апоптотических ЦОК 
у онкологических больных коррелирует с лучшим ис-
ходом [14, 15]. Однако имеются данные, согласно ко-
торым сохранение апоптотических ЦОК при раке 
молочной железы (РМЖ) является свидетельством 
отсутствия ответа на химиотерапию [16].

Апоптоз может быть неудачным (failed apoptosis) 
[17]. Существуют свидетельства обратимости апоп-
тоза. Важным обстоятельством является то, что опу-
холевые клетки с обратимым апоптозом приобретают 
более агрессивные свойства [18].

Цель исследования – изучение проявлений апоп-
тоза в популяциях ЦОК с различными фенотипиче-
скими характеристиками.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В проспективное исследование включены 58 па-

циенток с инвазивной протоковой карциномой молочной 
железы неспецифического типа стадии T1–4N0–3M0, 
получавших лечение в Научно-исследовательском ин-
ституте онкологии Томского национального исследо-
вательского медицинского центра Российской ака-
демии наук. Из них 16 пациенток с люминальным А 
молекулярно-биологическим подтипом, 32 пациент-
ки – с люминальным Б, 8 пациенток – с трижды не-
гативным. У 1 больной выявлен HER2-положительный 
подтип, у 1 пациентки данные не уточнены.

В группе без неоадъювантной химиотерапии 
(НАХТ) (n = 43) образцы венозной крови забирали 
в вакуумные пробирки, обработанные этилендиамин-
тетрауксусной кислотой (ЭДТА) перед операцией 
и НАХТ, в группе с НАХТ (n = 15) – в вакуумные про-
бирки, обработанные ЭДТА перед операцией и после 
проведения 6 курсов НАХТ. Полученные образцы ин-
кубировали при 37 °С в течение 1,5 ч. Клеточный кон-
центрат отбирали на границе раздела фаз между оса-
жденными эритроцитами и плазмой. Полученный 
клеточный концентрат отмывали в 2 мл буфера Cell 
Wash (BD Biosciences, США) с помощью центрифуги-
рования при 800 x g в течение 15 мин.

Цитофлуориметрическое исследование проводили 
посредством окрашивания полученного клеточного 

концентрата антителами против поверхностных и вну-
триклеточных маркеров. На 1-м этапе окрашивали 
маркеры CD45, EpCAM (CD326), CD44, CD24, CD133, 
N-кадгерин (N-cadh), а также аннексин V (AnnV) 
и 7-амино-актиномицин D (7-AAD). На 2-м этапе про во-
дили внутриклеточное окрашивание маркерами EpCAM 
(CD326), CK7 / 8 и ALDH1A1. Образцы инкубировали 
при комнатной температуре в течение 10 мин с 5 мкл 
раствора, блокирующего свободные Fc-рецепторы, 
для устранения неспецифического связывания анти-
тел (Human TruStain FcX, Sony Biotechnology, США). 
Далее к поверхностным маркерам добавляли монокло-
нальные антитела – APC-Cy7-анти-CD45 (клон HI30, 
IgG1, Sony Biotechnology, США), BV650-анти-CD326 
(клон 9C4, IgG2b, Sony Biotechnology, США), PE-Cy7- 
анти-N-cadh (клон 8C11, IgG1, Sony Biotechnology, 
США), BV510-анти-CD44 (клон G44–26, IgG2b, BD 
Horizont, США), PerCP-Cy5.5-анти-CD24 (клон ML5, 
IgG2a, Sony Biotechnology, США), BV786-анти-CD133 
(клон 293C3, IgG2b, BD Pharmingen, США), а также 
FITC-конъюгированный AnnV (Sony Biotechnology, 
США) и 7-AAD (Sony Biotechnology) – и инкубирова-
ли при комнатной температуре в течение 20 мин. Соот-
ветствующие изотипические антитела добавляли 
к контрольному образцу в той же концентрации. По-
сле инкубации оставшиеся эритроциты лизировали 
250 мкл буфера OptiLyse C (Beckman Coulter, Франция) 
при комнатной температуре в течение 10 мин в темно-
те и промывали 1 мл буфера Cell Wash (BD Biosciences, 
США) при 800 x g в течение 6 мин.

Для внутриклеточного окрашивания клетки пер-
меабилизировали 250 мкл BD Cytofix / Cytoperm (BD 
Biosciences, США) при 4 °С в течение 30 мин в темно-
те и дважды промывали в 1 мл буфера BD Perm / Wash 
(BD Biosciences, США) при 800 x g в течение 6 мин. 
После этого образцы разводили в 50 мкл буфера BD 
Perm / Wash (BD Biosciences, США) и инкубировали 
при 4 °С в течение 10 мин в темноте с 5 мкл Fc Receptor 
Blocking Solution (Human TruStain FcX, Sony Biotech-
nology, США). Далее добавляли моноклональные ан-
титела AF647-анти-CK7 / 8 (клон САМ5.2, Mouse IgG2a, 
BD Pharmingen), BV 650-анти-CD326 (клон 9C4, IgG2b, 
Sony Biotechnology, США) и PE-анти-ALDH1A1 (клон 03, 
IgG1, Sino Biological, Китай) и инкубировали при 4 °С 
в течение 20 мин. К контрольному образцу добавляли 
соответствующие изотипические антитела в той же 
концентрации. После инкубации образцы промывали 
1 мл буфера Cell Wash (BD Biosciences, США) при 800 х g 
в течение 6 мин. Затем образцы разводили в 100 мкл 
Stain buffer (Sony Biotechnology, США). Клетки MCF-7 
использовали в качестве положительного контроля, 
а клетки U937 – в качестве отрицательного контроля. 
Частицы VersaComp Antibody Capture Bead (Beckman 
Coulter, США) применяли для настройки компенса-
ции. Иммунофлуоресценцию анализировали на про-
точном цитофлуориметре Novocyte 3000 (ACEA Bio-
sciences, США).
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В результате мы оценили фенотипы ЦОК:
• хотя бы с 1 из эпителиальных маркеров (EpCAM+ 

CK7 / 8–; EpCAM–CK7 / 8+; EpCAM+CK7 / 8+);
• стволовые и нестволовые (CD44+CD24–; CD44– 

CD24–);
• с признаками ЭМП и без них (N-cadh+; N-cadh–).

В каждой из указанных популяций ЦОК оценива-
ли экспрессию дополнительных маркеров стволово-
сти – ALDH1A1 и CD133 – с одновременным окра-
шиванием AnnV и 7-AAD.

Негативное окрашивание AnnV и 7-AAD (AnnV–
7-AAD–) в ЦОК расценивали как отсутствие призна-
ков апоптоза, позитивное окрашивание AnnV и нега-
тивное 7-AAD (AnnV+7-AAD–) – как наличие ранних 
признаков апоптоза, позитивное окрашивание AnnV 
и 7-AAD (AnnV+7-AAD+) – как наличие поздних 
признаков апоптоза и / или некроза в ЦОК, негативное 
окрашивание AnnV и позитивное окрашивание 7-AAD 
(AnnV–7-AAD+) – как наличие признаков некроза [19].

Статистическую обработку проводили с помощью 
GraphPad Prizm9. Для сравнения частот встречаемости 
использовали точный критерий Фишера.

РЕзУЛьТаТы
Характеристика фенотипов циркулирующих опухо-

левых клеток при инвазивной протоковой карциноме 
молочной железы неспецифического типа в зависимости 
от окрашивания аннексином V и 7-амино-актиномици-
ном D. В 43 случаях НАХТ не назначалась, в 15 случа-
ях ЦОК исследовали после нее. Циркулирующие опу-
холевые клетки при оценке различных вариантов 
экспрессии EpCam, CK7 / 8, CD44, CD24, N-cadh, 
ALDH, CD133 и окрашивания 7-AAD и AnnV харак-
теризовались крайней степенью гетерогенности.

Циркулирующие опухолевые клетки с одним 
и тем же фенотипом могли обнаруживаться в разных 
состояниях в зависимости от наличия или отсутствия 
признаков клеточной гибели: без признаков гибели 
(AnnV–7-AAD–), с ранними (AnnV+7-AAD–) или позд-
ними (AnnV+7-AAD+) признаками апоптоза и / или 

некроза или только некроза (AnnV–7-AAD+). Причем 
встречались разные сочетания состояний одного и то-
го же фенотипа ЦОК.

Частота встречаемости фенотипов ЦОК и их со-
стояний варьировала в широких пределах. Одни фе-
нотипы встречались не более чем в 5 % случаев, другие 
фенотипы обнаруживались с частотой, равной или 
в значительной степени превышающей 6 % (табл. 1, 2). 
Следует отметить, что количество часто и редко обна-
руживаемых фенотипов ЦОК не различалось. Не бы-
ло значимых различий и количества ЦОК между груп-
пами с наличием и отсутствием ранних признаков 
апоптоза (см. табл. 1).

Три фенотипа ЦОК без признаков апоптоза (AnnV–
7-AAD–) обнаруживались с частотой, превышающей 
60 %. Один из этих фенотипов (фенотип 69), состав-
ляющий 63 %, характеризовался наличием признаков 
стволовости по 2 маркерам и ЭМП по экспрессии N-cadh 
(CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ 
ALDH–CD133+AnnV–7-AAD–), т. е. признаков, ожи-
даемо повышающих резистентность клеток к гибе-
ли. Однако 2 других фенотипа (фенотипы 12 и 18 – 60 
и 88 % соответственно) не имели ни признаков ство-
ло вости, ни признаков ЭМП – экспрессии N-cadh 
(CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh – ALDH–
CD133–AnnV–7-AAD– и CD45–EpCam–CK7 / 8+ 
CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–AnnV–
7-AAD–) (см. табл. 2).

Характеристика фенотипов циркулирующих опухо-
левых клеток в зависимости от сочетания признаков 
стволовости, эпителиально-мезенхимального перехода 
и ранних признаков апоптоза. Можно было ожидать, 
что вероятность развития апоптоза в клетках с нали-
чием и отсутствием стволовоподобных свойств долж-
на быть различной. Поскольку ЦОК различались по 
экспрессии 3 маркеров стволовости, представляло 
интерес сопоставление спектра вариантов стволовости 
среди ЦОК без признаков апоптоза и с их наличием. 
Проведено сравнение наличия ранних признаков 
апоптоза среди ЦОК, различающихся вариантом 

Таблица 1. Частота обнаружения и количество циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) с наличием (AnnV+7-AAD–) или отсутствием 
(AnnV–7-AAD–) ранних признаков апоптоза

Table 1. Frequency and number of early apoptotic (AnnV+7-AAD–) and non-apoptotic (AnnV–7-AAD–) circulating tumor cells (CTCs)

Фенотип ЦОК 
Phenotype of CTC

Часто встречающиеся ЦОК (≥6 %), 
Me (Q1–Q3) 

Common CTC (≥6 %), Me (Q1–Q3) 

Редко встречающиеся ЦОК (<5 %), 
Me (Q1–Q3) 

Rare CTC (<5 %), Me (Q1–Q3) 

Частота (%) 
Frequency (%) 

Количество ЦОК 
(на 100 мкл) 

Number of CTC (in 100 µL) 

Частота, % 
Frequency, %

Количество ЦОК 
(на 100 мкл) 

Number of CTC (in 100 µL) 

AnnV–7-AAD– (n = 39) 18,5 (12,0–51,0) (n = 33) 0,83 (0,83–1,68) 2,0 (2,0–2,0) (n = 6) 1,66 (0,83–3,32) 

AnnV+7-AAD– (n = 28) 9,0 (7,0–35,0) (n = 10) 1,24 (0,83–2,36) 2,0 (2,0–5,0) (n = 18) 1,01 (0,83–1,24) 

Примечание. AnnV – аннексин V; 7-AAD – 7-амино-актиномицин D. 
Note. AnnV – annexin V; 7-AAD – 7-amino-actinomycin D.
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Таблица 2. Частота встречаемости фенотипов циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) и их состояний, отражающих ранние 
(AnnV+7-AAD–), поздние (AnnV+7-AAD+) признаки апоптоза или некроза (AnnV–7-AAD+) и их отсутствие (AnnV–7-AAD–) с учетом прове-
дения неоадъювантной химиотерапии (НАХТ)

Table 2. Frequency of circulating tumor cells (CTCs) phenotypes and their constitution of early apoptosis (AnnV+7-AAD–), late apoptosis (AnnV+7-AAD+) 
or necrosis (AnnV–7-AAD+), non-apoptosis (AnnV–7-AAD–) depending on neoadjuvant chemotherapy (NACT)

Номер 
фенотипа 
Phenotype 

number

Фенотип 
Phenotype

Число случаев с данным 
фенотипом, абс. (%) 

Frequency events, abs. (%) 

Без НАХТ (n = 43) 
Without NACT (n = 43) 

С НАХТ (n = 15) 
With NACT (n = 15) 

1-я группа – АnnV–7-AAD– 
Group 1 – АnnV–7-AAD–

1 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 3 (7) 2 (13) 

2 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

3 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 14 (33) 7 (47) 

4 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 1 (2) 2 (13) 

5 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 4 (9) 0 (0) 

6 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–
CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 4 (9) 1 (7) 

7 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 1 (2) 0 (0) 

8
CD45–

EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV–
7-AAD–

3 (7) 0 (0) 

2-я группа – АnnV–7-AAD+ 
Group 2 – АnnV–7-AAD+

9 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD+ 1 (2) 0 (0) 

10 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD+ 2 (5) 1 (7) 

11 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD+ 2 (5) 0 (0) 

3-я группа – АnnV– / +7-AAD– 
Group 3 – АnnV– / +7-AAD–

12 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 26 (60) 9 (60) 

13 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

14 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 2 (5) 2 (13) 

15 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 1 (2) 0 (0) 

16 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 9 (21) 2 (13) 

17 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 3 (7) 0 / 15 (0) 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

2

101ТОМ 9 / VOL. 9  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Номер 
фенотипа 
Phenotype 

number

Фенотип 
Phenotype

Число случаев с данным 
фенотипом, абс. (%) 

Frequency events, abs. (%) 

Без НАХТ (n = 43) 
Without NACT (n = 43) 

С НАХТ (n = 15) 
With NACT (n = 15) 

18 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 38 (88) 13 (87) 

19 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 4 (9) 2 (13) 

20 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 6 (14) 1 (7) 

21 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

22 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 21 (49) 

12 (80)
х2 = 4,40; 

р
а
 = 0,034*

23 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 5 (12) 1 (7) 

24 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 16 (37) 3 (20) 

25 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

26 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 6 (14) 0 (0) 

27 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD– 3 (7) 0 (0) 

28 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 6 (14) 5 (33) 

29 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

30 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 5 (12) 3 (20) 

31 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

32 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

33 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 1 (2) 0 (0) 

34 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 24 (56) 10 (67) 

35 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 1 (7) 

36 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 9 (21) 3 (20) 

37 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

38 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–
CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 4 (9) 1 (7) 

Продолжение табл. 2

Continuation of table 2
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Номер 
фенотипа 
Phenotype 

number

Фенотип 
Phenotype

Число случаев с данным 
фенотипом, абс. (%) 

Frequency events, abs. (%) 

Без НАХТ (n = 43) 
Without NACT (n = 43) 

С НАХТ (n = 15) 
With NACT (n = 15) 

39 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–
CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 1 (2) 0 (0) 

40 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 3 (7) 1 (7) 

41 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

42 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 24 (56) 10 (67) 

43 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 12 (28) 5 (33) 

44 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 5 (12) 2 (13) 

45 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 3 (7) 0 (0) 

46 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 3 (7) 2 (13) 

47 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

48 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 6 (14) 2 (13) 

49 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

50 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 23 (53) 10 (67) 

51 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

52 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 6 (14) 3 (20) 

53 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

54 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 9 (21) 

7 (46,7)
х2 = 3,6; 

р
а
 = 0,05*

55 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 1 (2) 1 (7) 

56 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 0 (0) 

2 (13)
х2 = 5,9; 

р
а
 = 0,01*

57 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 2 (5) 0 (0) 

58 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 7 (16) 1 (7) 

59 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 0 (0) 1 (7) 

Продолжение табл. 2

Continuation of table 2
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Номер 
фенотипа 
Phenotype 

number

Фенотип 
Phenotype

Число случаев с данным 
фенотипом, абс. (%) 

Frequency events, abs. (%) 

Без НАХТ (n = 43) 
Without NACT (n = 43) 

С НАХТ (n = 15) 
With NACT (n = 15) 

60 CD45–EpCam–
CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 6 (14) 5 (33) 

61 CD45–EpCam–
CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 2 (5) 1 (7) 

4-я группа АnnV–/+7-AAD–/+ 
Group 4 АnnV–/+7-AAD–/+

62 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 9 (21) 5 (33) 

63 CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh–ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD+ 0 (0) 1 (7) 

64 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH+CD133–
AnnV–7-AAD– 10 (23) 3 (20) 

65 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD– 4 (9) 0 (0) 

66 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44–CD24–N-cadh+ALDH+CD133–
AnnV+7-AAD+ 1 (2) 0 (0) 

67 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD– 4 (9) 0 (0) 

68 CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+CD24–N-cadh+ALDH–CD133–
AnnV–7-AAD+ 1 (2) 0 (0) 

69 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD– 27 (63) 8 (53) 

70 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV+7-AAD– 19 (44) 6 (40) 

71 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh+ALDH–
CD133+AnnV–7-AAD+ 1 (2) 0 (0) 

72 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV–7-AAD+ 0 (0) 1 (7) 

73 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 23 (53) 5 (33) 

74 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 15 (35) 5 (33) 

75 CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44+CD24–N-cadh–
ALDH+CD133+AnnV+7-AAD+ 2 (5) 1 (7) 

76 CD45–EpCam+CK7 / 8–
CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV–7-AAD– 24 (56) 0 (60) 

77 CD45–EpCam+CK7 / 8–
CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV+7-AAD– 18 (42) 9 (60) 

78 CD45–EpCam+CK7 / 8–
CD44+CD24–N-cadh+ALDH+CD133+AnnV+7-AAD+ 2 (5) 0 (0) 

*Указаны только значения p, свидетельствующие о статистически значимых различиях между сравниваемыми группами.
Примечание. AnnV – аннексин V; 7-AAD – 7-амино-актиномицин D; N-cadh – N-кадгерин. 
Note. AnnV – annexin V; 7-AAD – 7-amino-actinomycin D; N-cadh – N-cadherin.

Окончание табл. 2

The end of table 2
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коэкспрессии маркеров стволовости. Рассмотрены 
7 вариантов коэкспрессии маркеров стволовости 
(CD44+CD24–, CD133+, ALDH+, CD133+ALDH+, 
CD133+CD44+CD24–, ALDH+CD44+CD24–, 
CD133+CD44+CD24–ALDH+) и 1 – без признаков 
стволовости (CD133–CD44–CD24–ALDH–). Сумма 
таких вариантов ЦОК в каждой из 4 групп сравне-
ния (AnnV–7-AAD–НАХТ–, AnnV+7-AAD–НАХТ–, 
AnnV–7-AAD–НАХТ+ и AnnV+7-AAD–НАХТ+) 
принималась за 100 %. Результаты сравнения показали, 
что процент ЦОК с разными вариантами коэкспрес-
сии маркеров стволовости не различался в группах 
с наличием и отсутствием ранних признаков апоптоза 
в группе как без НАХТ, так и с НАХТ (рис. 1).

Экспрессия N-cadh – признак мезенхимального 
фенотипа ЭМП. В таком состоянии клетка приобре-
тает резистентность к аноикису. В связи с этим ранние 
признаки апоптоза могли проявляться с разной часто-
той среди ЦОК с экспрессией N-cadh и ее отсутстви-
ем. Рассмотрены варианты сочетаний ранних прояв-
лений апоптоза (AnnV+7-AAD–) и экспрессии N-cadh 
независимо от признаков стволовости. Как и при 
оценке связи ранних проявлений апоптоза с призна-
ками стволовости, экспрессия N-cadh определялась 
в тех же 4 группах (AnnV–7-AAD–НАХТ–, AnnV+ 
7-AAD–НАХТ–, AnnV–7-AAD–НАХТ+ и AnnV+ 
7-AAD–НАХТ+). Сумма N-cadh+- и N-cadh–-ЦОК 

в каждой из групп принималась за 100 %. Оказалось, 
что различия в частоте проявления ранних признаков 
апоптоза в зависимости от экспрессии N-cadh в срав-
ниваемых группах отсутствовали. Не было выявлено 
и различий в частоте признаков апоптоза при сравне-
нии групп с НАХТ и без нее как среди ЦОК с N-cadh–, 
так и ЦОК с N-cadh+ (рис. 2).

Таким образом, результаты оценки ассоциации 
проявлений стволовости и ЭМП в ЦОК с наличием 
и отсутствием ранних признаков апоптоза дали в опре-
деленной степени малоожидаемые результаты, посколь-
ку равновероятно встречались в этих группах. Отсут-
ствовали и различия в группах с НАХТ и без нее.

Характеристика фенотипических признаков цирку-
лирующих опухолевых клеток в зависимости от наличия 
ранних и поздних признаков апоптоза. В 1-ю группу были 
включены 8 фенотипов ЦОК, которые не имели призна-
ков клеточной гибели (фенотипы 1–8; см. табл. 2), 
во 2-ю – 3 фенотипа ЦОК (фенотипы 9–11; см. табл. 2), 
которые имели только признаки некроза (AnnV–
7-AAD+). Третья группа, самая многочисленная, 
включала 25 популяций ЦОК в 2 состояниях (всего 
50 фенотипов – фенотипы 12–61; см. табл. 2): без при-
знаков апоптоза и с его ранними признаками (AnnV– 
 7-AAD–). В 4-ю группу были включены 6 фенотипов 
ЦОК, которые могли быть в 4 состояниях: без признаков 
апоптоза (AnnV–7-AAD–), с ранними (AnnV+7-AAD–), 
поздними (AnnV+7-AAD+) признаками апоптоза 

Рис. 1. Наличие признаков апоптоза (по окрашиванию аннексином  
V (AnnV)) в циркулирующих опухолевых клетках с разной коэкспресси-
ей маркеров стволовости в зависимости от проведения неоадъювант-
ной химиотерапии (НАХТ)
Fig. 1. Features of apoptosis (annexin-V (AnnV) positive / negative staining) 
in circulating tumor cells with different co-expression of stemness markers 
depending on neoadjuvant chemotherapy (NACT)

Рис. 2. Доля циркулирующих опухолевых клеток с ранними признаками 
апоптоза и различной экспрессией N-кадгерина в зависимости от про-
ведения неоадъювантной химиотерапии (НАХТ), %. N-cadh – N-кад-
герин; AnnV – аннексин V
Fig. 2. Proportion of early apoptotic circulating tumor cells with different 
expression of N-cadherin depending on NAC treatment, %. N-cadh – N-cad-
herin; AnnV – annexin-V
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или некроза (AnnV–7-AAD+) – всего 17 состояний 
ЦОК (фенотипы 62–78; см. табл. 2).

Фенотипические различия между группами, сформи-
рованными по проявлениям апоптоза циркулирующих 
опухолевых клеток. Проводилось сравнение феноти-
пов ЦОК 1-й группы (фенотипы 1–8) с фенотипами 
3-й (фенотипы 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 
34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 58, 60) и 4-й 
(фенотипы 62, 64, 67, 69, 73, 76) групп (см. табл. 2). 
Из всех вариантов сравнения фенотипических при-
знаков ЦОК, исследованных как в группе без НАХТ, 
так и в группе с НАХТ после лечения, различия между 
группами обнаружены по сочетанию экспрессии 
CK7 / 8, CD133 и CD44 / CD24.

У пациенток 1-й группы, не получавших НАХТ, 
преобладали фенотипы ЦОК с коэкспрессией CK7 / 8 
и CD133, но без экспрессии CD44 (CK7 / 8+CD44–
CD24–CD133+), в то время как в 3-й группе среди 

фенотипов с коэкспрессией CK7 / 8 и CD133 чаще об-
наруживались ЦОК с фенотипом CK7 / 8+CD44+ 
CD24–CD133+ (рис. 3, I, a; р

1–3 
= 0,025). В отличие 

от 1-й и 3-й групп, в 4-й группе отсутствовали фено-
типы с коэкспрессией CK7 / 8 и CD133, поэтому срав-
нение по частоте встречаемости описываемых фено-
типов не проводили. Кроме 8 фенотипов 
с коэкспрессией CK7 / 8 и CD133 в 3-ю группу вошли 
16 фенотипов, включающих другие варианты экспрес-
сии CK7 / 8, CD133 и CD44, но без их коэкспрессии 
(CK7 / 8–CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44–
CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44–CD24–CD133+, 
CK7 / 8–CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44+CD24–
CD133–, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133+). В 4-й груп-
пе все 6 фенотипов имели только такие варианты экс-
прессии обсуждаемых маркеров (без коэкспрессии 
CK7 / 8, CD133 и CD44) (см. табл. 2). Данных феноти-
пических вариантов ЦОК в 3-й и 4-й группах было 

Рис. 3. Различия количества фенотипов циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) с вариантами коэкспрессии эпителиальных маркеров и мар-
керов стволовости в группах, сформированных по проявлениям апоптоза: а – фенотипы ЦОК с коэкспрессией CK7 / 8 и СD133 без экспрессии CD44 
(CK7 / 8+CD44–CD24–CD133+); б – фенотипы ЦОК с коэкспрессией CK7 / 8 и СD133 с экспрессией CD44 (CK7 / 8+CD44+CD24–CD133+); в – 
фенотипы ЦОК без коэкспрессии CK7 / 8 и СD133 с любым вариантом экспрессии CD44 (CK7 / 8–CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44–CD24–
CD133–, CK7 / 8–CD44–CD24–CD133+, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133+). НАХТ – 
неоадъювантная химиотерапия
Fig. 3. Differences in the number of circulating tumor cells (CTCs) phenotypes with co-expression variants of epithelial markers and stemness markers in groups 
formed by apoptosis manifestations: a – CTCs phenotypes with co-expression of CK7 / 8 and СD133 without CD44 expression (CK7 / 8+CD44–CD24–CD133+); 
б – CTCs phenotypes with co-expression of CK7 / 8 и СD133 with CD44 expression (CK7 / 8+CD44+CD24–CD133+); в – CTCs phenotypes without co-
expression of CK7 / 8 и СD133 with any expression of CD44 (CK7 / 8–CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44–CD24–
CD133+, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133+). NACT – neoadjuvant chemotherapy

  Есть фенотип / Presence phenotype
  Нет фенотипа / Absence phenotype

I. Пациенты без НАхТ / Patients without NACT

II. Пациенты с НАхТ / Patients after NACT
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больше, чем в 1-й группе (р
1–3 

= 0,047; р
1–4 

= 0,009 со-
ответственно) (см. рис. 3, I, в). Описанные различия 
встречаемости обсуждаемых фенотипических призна-
ков ЦОК в 1-й, 3-й и 4-й группах сохраняются и у па-
циенток после проведения НАХТ (см. рис. 3, II).

Влияние неоадъювантной химиотерапии на феноти-
пический состав циркулирующих опухолевых клеток. 
В группе больных, не получавших НАХТ, из 78 состо-
яний ЦОК, выявленных в общей группе наблюдения, 
отсутствовали 4 фенотипа. Среди 15 пациенток, полу-
чавших НАХТ, из 78 состояний ЦОК не было 26. Сре-
ди 4 состояний ЦОК, отсутствующих в группе 
без НАХТ, 1 имело ранние признаки апоптоза, 2 – 
признаки необратимого апоптоза / некроза (окраши-
вание 7-AAD). Из 26 состояний ЦОК, отсутствовав-
ших после проведения НАХТ, в 21 (образцы 9, 11, 13, 
15, 17, 21, 27, 31, 33, 39, 41, 45, 49, 51, 53, 57, 65, 66, 68, 
71, 78; табл. 2) наблюдались различные признаки кле-
точной гибели: из них в 15 – ранние признаки апо-
птоза, в 2 – его поздние признаки, в 4 – признаки 
некроза. Поскольку среди не выявленных после про-
ведения НАХТ состояний ЦОК преобладали варианты 
с признаками клеточной гибели, можно предполо-
жить, что отсутствие фенотипов ЦОК в определенных 
состояниях после НАХТ (по сравнению со спектром 
состояний ЦОК у пациенток без НАХТ) не случайно. 
Это могло быть обусловлено тем, что опухолевые клет-
ки с проявлениями апоптоза более чувствительны 
к химиотерапии. Однако среди ЦОК, которые обна-
руживались в крови пациенток, получавших НАХТ, 

18 состояний (фенотипы 10, 19, 23, 25, 29, 35, 37, 43, 
47, 55, 59, 61, 63, 70, 72, 74, 75, 77; см. табл. 2) тоже 
характеризовались ранними или поздними признака-
ми апоптоза / некроза.

Для поиска фенотипических признаков, которые 
могли быть связаны с резистентностью или чувстви-
тельностью ЦОК с признаками апоптоза к НАХТ, 
сравнивали 18 состояний ЦОК с признаками апоп-
тоза, сохранившихся после НАХТ, с 21 состояниями 
ЦОК с признаками апоптоза, не обнаруженных после 
проведения НАХТ. Оказалось, что варианты феноти-
пических признаков, включающих экспрессию CK7 / 8 
и различные сочетания маркеров стволовости, харак-
терных для ЦОК с разными проявлениями апоптоза, 
с одинаковой частотой встречались как в группе со-
стояний ЦОК, сохранившихся после НАХТ, так и от-
сутствующих после проведения НАХТ (рис. 4).

Кроме того, в сравниваемых группах фенотипов 
оценивалась частота экспрессии каждого из исследо-
ванных маркеров. Оказалось, что по большинству мар-
керов различия отсутствовали. Исключение составляет 
экспрессия CD133. Она чаще встречается в 18 фено-
типах ЦОК, сохранившихся после НАХТ (р = 0,0104) 
(рис. 5). Эти результаты позволяют предположить, что, 
вероятно, после НАХТ ЦОК, в которых уже были на-
чальные или поздние признаки апоптоза, но отсутст-
вовала экспрессия CD133, с большей вероятностью 
погибают в периферической крови.

Наряду с описанными отличиями сравниваемых 
групп 3 фенотипа CD45–EpCam–CK7 / 8+CD44+ 

Рис. 4. Различия количества фенотипов циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) с коэкспрессией и с отсутствием коэкспрессии эпителиальных 
маркеров и маркеров стволовости, сохранившихся и не сохранившихся после неоадъювантной химиотерапии (НАХТ): I – фенотипы ЦОК с экс-
прессией CK7 / 8+, CD44+CD24–, CD133+; II – фенотипы ЦОК с вариантами экспрессии CK7 / 8–CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44–CD24–
CD133–, CK7 / 8–CD44–CD24–CD133+, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133+
Fig. 4. Differences in the number of circulating tumor cells (CTCs) phenotypes with and without coexpression of epithelial markers and stemness markers in 
cells which were survived / didn’t survived after neoadjuvant chemotherapy (NACT) treatment: I – CTC phenotypes with expression of CK7 / 8+, CD44+CD24–, 
CD133+; II – CTC phenotypes with expression variants are listed below: CK7 / 8–CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44–CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44–
CD24–CD133+, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8+CD44+CD24–CD133–, CK7 / 8–CD44+CD24–CD133+
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CD24–N-cadh+ALDH–CD133+7-AAD–AnnV– 
(х2 = 3,6; р = 0,05), CD45–EpCam+CK7 / 8+CD44+ 
CD24–N-cadh–ALDH+CD133+7-AAD–AnnV–  
(х2 = 5,9; р = 0,01) и CD45–EpCam+CK7 / 8–CD44–
CD24–N-cadh–ALDH–CD133+7-AAD–AnnV– 
(х2 = 4,40; р = 0,034) выявлялись чаще у больных, по-
лучавших НАХТ. Все эти фенотипы характеризовались 
отсутствием ранних и поздних признаков апоптоза, 
а также наличием признаков стволовости по экспрес-
сии CD133+, которая либо была единственным при-
знаком стволовости, либо сочеталась с CD44+/CD24- 
и/или ALDH.

Таким образом, разделение обнаруженных у паци-
енток 78 субпопуляций ЦОК в зависимости от отсут-
ствия / наличия у них ранних признаков апоптоза 
или поздних признаков апоптоза / некроза позволило 
выявить фенотипические признаки ЦОК, резистентных 
или склонных к развитию апоптоза и некроза. Более 
резистентными к апоптозу оказались CK7 / 8+CD44–
CD24–CD133+-ЦОК. Напротив, если наряду с коэкс-
прессией CK7 / 8 и CD133 у ЦОК присутствовали при-
знаки стволовости CD44+CD24– или отсутствовала 
коэкспрессия CK7 / 8 и CD133 независимо от экспрес-
сии CD44, ЦОК имели признаки апоптоза. По-види-
мому, ЦОК, в которых уже были начальные или позд-
ние признаки апоптоза, но отсутствовала экспрессия 
CD133, с большей вероятностью погибают в перифе-
рической крови. Напротив, фенотипы с признаками 
раннего апоптоза, но с экспрессией CD133, судя 
по их наличию в крови, более резистентны к НАХТ.

ОбСУждЕНИЕ
Основная цель исследования состояла в выявлении 

связи фенотипических признаков ЦОК с проявлени-
ями апоптоза. Результаты исследования продемон-
стрировали выраженную фенотипическую гетероген-
ность ЦОК по экспрессии маркеров эпителия (EpCam, 
CK7 / 8), стволовости (CD44+ / CD24–, CD133 и ALDH) 
и мезенхимного фенотипа ЭМП (N-cadh). Из-за зна-
чительного разнообразия не удалось сгруппировать 
исследуемые случаи по общности фенотипов ЦОК, 
отражающих разные проявления апоптоза. В каждом 
случае количество состояний фенотипов варьировало 
от 2 до 31.

В связи с этим исследуемые фенотипы ЦОК были 
разделены на группы по объединяющим их призна-
кам. В основу группировки было положено нали-
чие / отсутствие ранних или поздних признаков апоп-
тоза / некроза. Сорок два выявленных фенотипа были 
разделены на 4 группы. Восемь фенотипов ЦОК встре-
чались только в жизнеспособном состоянии, 3 – были 
только в 1 состоянии (имели проявления некроза). 
Шесть фенотипов характеризовались как отсутствием 
признаков апоптоза, так и наличием ранних или позд-
них его признаков. В самой многочисленной группе 
(25 фенотипов) ЦОК обнаруживались в 2 состояниях: 
без признаков апоптоза и с ранними его признаками.

В соответствии с целью исследования основное 
внимание было уделено определению связи проявле-
ний апоптоза с фенотипическими признаками ЦОК. 
Прежде всего сравнивалась частота обнаружения 1, 2 или 
3 маркеров стволовости в ЦОК с наличием / отсутст-
вием признаков апоптоза. Многочисленные исследова-
ния свидетельствуют о том, что стволовые клетки более 
устойчивы к развитию апоптоза. Это показано для ство-
ловых клеток, экспрессирующих CD44+/CD24(–/low) 

[12].
Высокую степень резистентности к апоптозу кле-

ток опухоли, экспрессирующих CD44+, связывают 
с более высокой экспрессией Bcl-2 [20]. CD133 также 
обладает способностью ингибировать развитие апоп-
тоза [10]. Например, показано, что экспрессия CD133 
подавляет гибель клеток рака толстой кишки через 
активацию Akt-опосредованного пути, препятству-
ющего апоптозу [21]. Ингибирует апоптоз и экспрес-
сия ALDH в клетках. Блокирование ALDH усиливает 
индукцию апоптоза в клетках карциномы яичников 
[11]. Остается неизвестным, как соотносится способ-
ность CD133 и ALDH ингибировать апоптоз в стволо-
вых клетках с экспрессией разных маркеров стволово-
сти или их различных сочетаний.

Результаты исследования демонстрируют более слож-
ные отношения между характеристиками стволовости 
ЦОК и проявлениями апоптоза. Против ожидания при-
знаки стволовости по 1 маркеру (или CD44+ / CD24–, 
или CD133, или ALDH) или по различным вариантам 
коэкспрессии маркеров стволовости с равной вероят-
ностью встречались как в ЦОК без признаков апоп-
тоза, так и в ЦОК с ранними его признаками.

В то же время в определенных условиях проявлялась 
протективная по отношению к апоптозу роль CD133. 
Это было обнаружено при сопоставлении 4 групп 
 фенотипов ЦОК. Результаты сравнения 1-й группы 
 фенотипов, не имеющих признаков апоптоза, с 3-й 
и 4-й группами фенотипов (как без признаков апоп-
тоза, так и с разными его проявлениями) позволяют 
предположить, что коэкспрессия CD133 с СК7 / 8 мо-
жет рассматриваться в качестве одного из существен-
ных факторов, повышающих резистентность к апоп-
тозу. Этот феномен трудно объяснить стволовыми 
свойствами клеток, экспрессирующих CD133, посколь-
ку в клетках, экспрессирующих CD133, но не экспрес-
сирующих СК7 / 8, наблюдались проявления апоптоза. 
Почему коэкспрессия СК7 / 8 c CD133 сообщает опи-
санные признаки? Если о связи экспрессии цито-
кератинов 8 / 18 с апоптозом имеется информация, то 
данных о связи экспрессии СК7 с апоптозом нет. По-
скольку в нашем наблюдении в некоторых фенотипах 
коэкспрессия СК7 / 8 и CD133 сочеталась с отсутстви-
ем в ЦОК экспрессии EpСam – признака ЭМП, со-
хранение экспрессии СК7 / 8 можно рассматривать как 
проявление эпителиального фенотипа ЭМП, который 
в сочетании с экспрессией CD133, вероятно, сообща-
ет клеткам опухоли устойчивость к апоптозу.
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                         ALDH                                                                              N-кадгерин / N-cadherin

Цитокератин 7/8 / Cytokeratin 7/8                                                                                  EpCAM

Рис. 5. Различия количества фенотипов циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) с экспрессией CD133, CD44+CD24–, ALDH, N-кадгерина, 
цитокератина 7 / 8 и EpCAM, сохранившихся и не сохранившихся после неоадъювантной химиотерапии (НАХТ)
Fig. 5. Differences in the number of circulating tumor cells (CTCs) phenotypes with expression of CD133, CD44+CD24–, ALDH, N-cadherin, cytokeratin 7 / 8 
and EpCAM in cells which were survived / didn’t survived after neoadjuvant chemotherapy (NACT)
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Вместе с тем, по-видимому, CD133 ассоциирован 
с резистентностью ЦОК с проявлениями апоптоза 
при НАХТ. Такое предположение можно сделать после 
сопоставления фенотипов ЦОК с признаками апоп-
тоза, которые обнаруживались или отсутствовали после 
НАХТ. Оказалось, что ЦОК с признаками апоптоза, 
исчезнувшие после НАХТ, в отличие от сохранивших-
ся в циркуляции характеризовались редкостью экс-
прессии CD133. Эти факты позволяют предположить, 
что экспрессия CD133 в опухолевых клетках с ранни-
ми признаками апоптоза способствует их выживанию 
в условиях НАХТ и что ЦОК, в которых уже были на-
чальные или поздние признаки апоптоза, но отсутст-
вовала экспрессия CD133, с большей вероятностью 
погибают в периферической крови.

Сложный характер связи с проявлениями апоптоза 
имели наиболее изученные маркеры стволовости 
CD44+ / CD24–. Если отсутствие этого признака ЦОК 
при коэкспрессии СК7 / 8 и CD133 было ассоциирова-
но с отсутствием признаков апоптоза, то фенотипы 
ЦОК с вариантом экспрессии СК7 / 8+CD44+ / CD24–
CD133+ находились в 2 состояниях: без признаков 
апоптоза и с наличием только ранних его признаков. 
Отсутствие таких фенотипических проявлений в 4-й 
группе фенотипов, которые были представлены раз-
ными состояниями (как без признаков апоптоза, так 
с ранними и поздними признаками апоптоза / некро-
за), позволяет предположить, что наличие стволовости 
по CD44+ / CD24 при коэкспрессии СК7 / 8 и CD133 
не препятствует инициации апоптоза, но может иметь 
отношение к его обратимости.

Следует отметить, что в соответствии с результата-
ми исследования не только проявления стволовости 
в ЦОК сочетались с проявлениями апоптоза, но 
и определенные признаки ЭМП. Одни и те же фено-
типы ЦОК в состояниях без и с наличием ранних при-
знаков апоптоза с одинаковой частотой экспрессиро-
вали N-cadh (признак мезенхимного фенотипа ЭМП), 
и, следовательно, проявления апоптоза не сочетались 
с экспрессией N-cadh, хотя известна его способность 
ингибировать апоптоз [22].

Представляется, что противоречия, связанные 
с сочетанием разных вариантов проявления стволово-
сти и ЭМП с наличием признаков апоптоза, могут 
быть поняты с позиций обратимости ранних проявле-
ний апоптоза. Возможность его обратимости иллю-
стрируется данными, согласно которым клетки карци-
номы молочной железы с индуцированным апоптозом 
могут восстанавливаться. При этом среди реверсиро-
ванных клеток наблюдался большой процент стволо-
вых клеток (CD44+ / CD24–), которые обладали повы-
шенной туморогенностью и метастазировали 
в лимфатические узлы [17, 23]. В свете этих данных 
в наших исследованиях экспрессию CD44+/CD24– 
можно рассматривать как фактор, не только не пре-
пятствующий появлению признаков апоптоза, но 
и имеющий отношение к его обратимости. Близок 

к понятию «обратимый апоптоз» феномен «неудач-
ного апоптоза» (failed apoptosis) с ограниченной ак-
тивацией каспаз и повреждением генома, но с отсут-
ствием гибели клеток. Выжившие клетки также 
приобретают агрессивные фенотипы с высокой ча-
стотой появления стволовоподобных свойств, повы-
шенной подвижностью и увеличенной выживаемо-
стью. Описанный феномен свойственен карциномам 
молочной железы с экспрессией рецепторов к эстро-
генам и рассматривается как потенциальный ме-
ханизм, с помощью которого неудавшийся апоптоз 
способствует агрессивному течению рака [18]. Судя 
по представленным результатам, можно предполо-
жить, что стволовость, проявляющаяся экспрессией 
разных ее маркеров, неодинаково сопряжена как 
с устойчивостью к апоптозу, так и с вероятностью его 
обратного развития.

заКЛючЕНИЕ
Оценка ЦОК с точки зрения анализа проявлений 

апоптоза в клетках с разными вариантами стволовости 
и ЭМП, несмотря на выраженную фенотипическую 
и межперсональную гетерогенность, позволила выя-
вить фенотипические признаки ЦОК, сопряженные 
с большей или меньшей вероятностью развития апоп-
тоза. Коэкспрессия CK7 / 8 и CD133 при отсутствии 
экспрессии CD44 более характерна для группы фено-
типов ЦОК без признаков апоптоза. Напротив, клетки 
с коэкспрессией CK7 / 8 и CD133 ЦОК с маркерами 
стволовости CD44+CD24–, как и клетки с отсутстви-
ем коэкспрессии CK7 / 8 и CD133, могли иметь при-
знаки апоптоза.

Фенотипы с признаками раннего апоптоза, 
но с экспрессией CD133, в отличие от ЦОК без экс-
прессии CD133 более резистентны к НАХТ. Кажущи-
еся противоречия, связанные с наличием в части фе-
нотипов ЦОК признаков апоптоза, несмотря на 
экспрессию маркеров стволовости или N-cadh, по-ви-
димому, разрешатся, если рассматривать результаты 
с учетом вероятности обратимости ранних проявлений 
апоптоза или развития «неудачного апоптоза». Это 
делает актуальным поиск признаков (маркеров) обра-
тимости ранних проявлений апоптоза.

На наш взгляд, результаты исследования позволя-
ют предполагать, что: 1) коэкспрессия CD133 и CK7 / 8 
сопряжена или причинно-следственно связана с ре-
зистентностью к апоптозу; 2) ЦОК с предшествующей 
в первичной опухоли инициацией апоптоза при отсут-
ствии экспрессии CD133 при проведении НАХТ менее 
устойчивы к гибели; 3) экспрессия CD133 в ЦОК 
с ранними признаками апоптоза делает клетки более 
резистентными к НАХТ; 4) экспрессия по маркерам 
CD44+CD24– может быть связана с обратимостью 
ранних проявлений апоптоза.

Можно заключить, что существуют фенотипичес-
кие признаки ЦОК, сопряженные со склонностью или 
устойчивостью к апоптозу. Дальнейшие исследования, 
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направленные на сопоставление связи маркеров 
склонности или резистентности к апоптозу, обрати-
мости апоптоза, c одной стороны, с непосредственны-

ми отсроченными эффектами химио / радиотерапии, 
с другой, позволят выделить эффективные прогности-
ческие маркеры с целью оптимизации терапии РМЖ.
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Сигнальный путь микроРНК‑484 / Akt в регуляции 
чувствительности клеток рака молочной железы 
к противоопухолевым препаратам

О. Е. Андреева, Д. В. Сорокин, А. М. Щербаков, Ю. Ю. Щеголев, М. В. Гудкова, М. А. Красильников

Научно-исследовательский институт канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр  
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы : Михаил Александрович красильников krasilnikovm1@yandex.ru

Развитие приобретенной резистентности злокачественных опухолей к препаратам направленного действия, таким 
как таргетные и гормональные препараты, сопряжено с перестройкой внутриклеточной сигнальной сети и актива-
цией незаблокированных путей передачи ростового сигнала. Непосредственное участие в развитии и поддержании 
подобных изменений принимают эпигенетические регуляторы, в частности некодирующие микроРНк, контролиру-
ющие уровень экспрессии конкретных сигнальных белков. Ранее мы показали, что развитие резистентности клеток 
рака молочной железы к ингибиторам mTOR (mammalian target of rapamycin) и блокаторам эстрогенового сигналин-
га сопровождается конститутивной активацией протеинкиназы Akt – основного антиапоптотического белка клеток.
Цель настоящей работы – исследование роли отдельных микроРНк в регуляции экспрессии Akt и формировании 
резистентного фенотипа клеток рака молочной железы.
Мы показали, что повышение активности протеинкиназы Akt в сублиниях Mcf-7, резистентных к тамоксифену 
или рапамицину, ассоциировано со снижением уровня микроРНк-484 – одного из супрессоров Akt. Трансфекция 
в клетки Mcf-7 микроРНк-484 не влияет на активность эстрогенового сигналинга, но приводит к выраженному 
снижению экспрессии Akt и сопровождается повышением чувствительноси клеток к тамоксифену и рапамицину. 
полученные данные свидетельствуют об участии сигнального пути микроРНк-484 / Akt в сенсибилизации клеток 
рака молочной железы к действию таргетных и гормональных препаратов, что позволяет рассматривать микроРНк-484 
в качестве перспективного кандидата для разработки на его основе новых противоопухолевых соединений.

Ключевые слова: рак молочной железы, микроРНк, протеинкиназа Akt, тамоксифен, рапамицин, резистентность

Для цитирования: Андреева О. е., Сорокин Д. В., щербаков А. М. и др. Сигнальный путь микроРНк-484 / Akt в регу-
ляции чувствительности клеток рака молочной железы к противоопухолевым препаратам. Успехи молекулярной 
онкологии 2022;9(4):112–6. DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-4-112-116

MicroRNA‑484 / Akt axis in the regulation of breast cancer cells sensitivity to antitumor drugs

O. E. Andreeva, D. V. Sorokin, A. M. Scherbakov, Y. Y. Shchegolev, M. V. Gudkova, M. A. Krasil’nikov

Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s : Mikhail Aleksandrovich Krasil’nikov krasilnikovm1@yandex.ru

The development of acquired resistance of malignant tumors to specific drugs, such as target and hormonal drugs, is 
usually associated with a rearrangement of the intracellular signaling network and activation of unblocked growth 
pathways. Epigenetic regulators, in particular, non-coding miRNAs that control the level of expression of specific signa-
ling proteins, are directly involved in the development and maintenance of such changes. We have previously shown that 
the development of resistance of breast cancer cells to mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitors and hormonal 
drugs is accompanied by constitutive activation of protein kinase Akt, the key anti-apoptotic protein.
Aim. To study the role of microRNAs in the regulation of Akt expression and the formation of a resistant phenotype  
of breast cancer cells.
We have shown that Akt activation in the tamoxifen- or rapamycin-resistant Mcf-7 sublines is associated with a decrease 
in the level of miRNA-484, one of the Akt suppressors. Transfection of microRNA-484 into Mcf-7 cells does not affect the 
activity of estrogen signaling, but leads to a marked decrease in Akt expression and is accompanied by an increase in cell 
sensitivity to tamoxifen and rapamycin. The obtained data demonstrate the involvement of the miRNA-484 / Akt axis 
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ВВЕдЕНИЕ
Как известно, развитие резистентности опухоле-

вых клеток к препаратам направленного действия, 
таким как таргетные соединения или гормональные 
препараты, сопряжено с перестройкой сигнальной 
сети и активацией параллельных, незаблокированных, 
сигнальных путей. Ранее в эспериментах на культиви-
руемых in vitro клетках рака молочной железы (РМЖ) 
MCF-7 мы показали, что развитие резистентности 
к ингибиторам mTOR (mammalian target of rapamycin) 
(рапамицину, метформину) и блокаторам эстрогено-
вого сигналинга (антиэстрогену тамоксифену) в обоих 
случаях сопровождается конститутивной активацией 
протеинкиназы Akt – основного антиапоптотическо-
го белка [1–3].

Одними из ключевых эпигенетических регулято-
ров в клетках являются некодирующие микроРНК, 
изменение содержания которых может во многом 
определять уровень экспрессии конкретных сигналь-
ных белков. Идентифицированы микроРНК, ответст-
венные за регуляцию экспрессии / активности проте-
инкиназы Akt, среди которых центральное место 
занимает микроРНК-484, активно экспрессируемая 
в клетках РМЖ [4–7]. МикроРНК-484 длиной 22 нук-
леотида локализована в промоторной области гена 
MARF1 (meiosis regulator and MRNA stability factor 1) 
на хромосоме 16p13.11 в человеческом геноме. Физио-
логические функции miR-484 у млекопитающих много-
гранны и включают влияние на стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума, окислительный стресс, воспаление, 
пролиферацию клеток и апоптоз [8].

Целью настоящей работы явилось дальнейшее из-
учение роли протеинкиназы Akt в формировании 
и поддержании резистентного фенотипа клеток и ис-
следование влияния микроРНК-484 на экспрессию 
протеинкиназы Akt и чувствительность клеток РМЖ 
к противоопухолевым препаратам.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Эксперименты проводились на культивируемых 

in vitro клетках РМЖ MCF-7 (ATCC HTB-22™). В ра-
боте использовались методы, представленные ниже.

Культивирование клеток. Клетки РМЖ челове-
ка линии MCF-7 культивировали в стандартной среде 
DMEM (ООО «ПанЭко», Россия), содержавшей 4,5 г / л 
глюкозы, 10 % эмбриональной сыворотки телят (FBS 
HyClone, США) и гентамицин (50 ед. / мл) (ООО «Пан-
Эко», Россия) при 37 °С и 5 % СО

2
. Культивирование 

клеток выполняли в инкубаторе NU-5840E (NuAir, 

США). Тамоксифен-резистентная сублиния MCF-7 
была получена при длительном культивировании ро-
дительских клеток с тамоксифеном, как описано ранее 
[9]. При анализе скорости роста количество клеток 
определяли с использованием МТТ-теста, основанно-
го на восстановлении живыми клетками реагента МТТ 
(3- (4,5-диметилтиазол-2) – 2,5-дифенилтетразол бро-
мида) в кристаллы формазана (нерастворимые в куль-
туральных средах).

Анализ микроРНК. Подготовка библиотек и сик-
венс проводились ЗАО «Геноаналитика» (Россия). 
Экстракция микроРНК выполнялась с помощью на-
боров PureLink RNA Micro Kit (#12183–016, Thermo 
Fisher Scientific, США) в соответствии с протоколом 
производителя. Подготовка библиотек проводилась 
с помощью наборов NEBNext Small RNA Library Prep 
Set for Illumina (E7330S).

Конструкции микроРНК. В работе использовались 
следующие конструкции микроРНК (ООО «Синтол», 
Россия): 1) для проведения контрольной трансфек-
ции – микроРНК scrambled (случайная последователь-
ность): scr. miR forward 5’-P-UUCUCCGAACGUGU-
CACGU-OH-3’, scr. miR reverse 5’-P-ACGUGACACGU 
UCGGAGAA-OH-3’; 2) микроРНК-484: hsa-miR-484 
forward 5’-P-UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU-OH-3’, 
hsa-miR-484 reverse 5’-P-CCCGGGGGGUGACCCUG 
GCU-OH-3. РНК растворяли в буфере (10 мM Tris-HCl, 
pH 7,5, 50 мM NaCl, 1 мM EDTA) в концентрации 100 мкM 
и проводили отжиг по стандартной методике. Трансфек-
цию РНК в конечной концентрации 50 нM выполняли 
с использованием реагента Lipofectamine 2000 PRO 
(Thermo Fisher Scientific) по методике производителя.

Репортерный анализ. Для определения транскрип-
ционной активности рецептора эстрогенов проводили 
трансфекцию клеток плазмидой, содержавшей ген-
репортер люциферазы под контролем промотора 
с эстроген-респонсивным элементом, любезно предо-
ставленной Dr. George Reid [10]. Для контроля за эф-
фективностью и потенциальной токсичностью проце-
дуры трансфекции применяли котрансфекцию клеток 
плазмидой, содержавшей ген β-галактозидазы. Актив-
ность люциферазы измерялась по стандартному про-
токолу (Promega, США) на люминометре Tecan Infinite 
M200 Pro (США). Расчет активности люциферазы 
проводили в условных единицах (отношение общей 
активности люциферазы к активности галактозидазы 
в исследованных образцах).

Иммуноблоттинг. Клетки на стадии формирования 
80 % монослоя дважды промывали на чашках (60 мм; 

in the breast cancer cells’ sensitization to target and hormonal drugs, which allows us to consider miRNA-484 as a po-
tential candidate for drug development to cure resistant cancers.

Keywords: breast cancer, microRNA, protein kinase Akt, tamoxifen, rapamycin, resistance
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Corning, США) 2 мл фосфатного буфера. Для получе-
ния тотального клеточного экстракта к образцам до-
бавляли по 130 мкл буфера следующего состава: 50 мM 
Трис-HCl pH 7,4, 1 % Igepal CA-630, 150 мM NaCl, 1 мM 
тетраацетата этилендиамина, 1 мM дитиотреитола, 
1 мкг / мл апротинина, лейпептина и пепстатина, 1 мM 
фторида натрия и ортованадата натрия (Merck, США). 
Образцы клеточных экстрактов центрифугировали 
(10 000 g, 10 мин, 4 °C, центрифуга Eppendorf 5417R) 
и проводили стандартный электрофорез и иммуно-
блоттинг, как описано ранее [1]. В цитозольных экс-
трактах исследовали содержание рецептора эстрогена 
α (ERα), Akt, phospho-Akt (Cell Signaling Technology, 
США). Для контроля эффективности иммуноблоттин-
га использовали антитела к α-тубулину (Cell Signaling 
Technology, США).

Статистическую обработку полученных данных 
проводили в программе Microsoft Excel. Во всех слу-
чаях статистические критерии считали достоверными 
при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Анализ микроРНК в родительких и резистентных 

клетках MCF-7. При изучении внутриклеточного пула 
микроРНК было выявлено более 600 вариантов ми-
кроРНК, активно экспрессируемых в клетках MCF-7. 
Сравнительный анализ профиля микроРНК в клетках 
MCF-7 и тамоксифен-резистентных клетках MCF-7 / T 
позволил идентифицировать свыше 60 микроРНК, 
экспрессия которых не менее чем на 50 % снижена 
в резистентных клетках. Последующий анализ in silico 
биологической активности идентифицированных ми-
кроРНК показал присутствие среди микроРНК, экс-
прессия которых снижена в резистентных клетках 
MCF-7 / T, микроРНК-484, являющейся супрессором 
Akt и активно синтезируемой клетками РМЖ. В даль-
нейших экспериментах по трансфекции в клетки 
MCF-7 микроРНК-484 мы продемонстрировали вы-
раженное подавление экспрессии и активности Akt 
при накоплении в клетках микроРНК-484 (рис. 1).

МикроРНК-484 и эстрогеновый сигналинг. Для ис-
следования возможного влияния микроРНК-484 
на гормональный аппарат клеток был проведен анализ 
экспрессии и активности рецептора эстрогенов в клет-
ках MCF-7 после трансфекции микроРНК. Как видно 
из представленных данных, ни экспрессия, ни транс-
крипционная активность эстрогенового рецептора 
не снижались в присутствии микроРНК-484, что по-
зволяет исключить непосредственное влияние послед-
ней на эстрогеновый сигналинг (рис. 2).

Влияние микроРНК-484 на чувствительность клеток 
к тамоксифену и рапамицину. Представленные выше 
данные, а именно: 1) способность микроРНК-484 по-
давлять экспрессию и активность протеинкиназы Akt 
и 2) сниженное содержание микроРНК-484, наряду 
с высокой активностью Akt, в резистентных клетках 
позволили предположить, что направленное снижение 

активности последней, в том числе через сигнальный 
путь микроРНК-484 / Akt, может приводить к повыше-
нию чувствительности клеток РМЖ к противоопухо-
левым агентам. Для проверки этого предположения 
были проведены эксперименты по оценке чувстви-
тельности клеток MCF-7 к тамоксифену и рапамици-
ну после трансфекции микроРНК-484. Мы обнаружи-
ли, что трансфекция последней в клетки приводит 
к заметному повышению чувствительности клеток 
к цитостатическому действию обоих препаратов (рис. 3). 
Это свидетельствует о непосредственном участии 
микроРНК-484 в регуляции ответа опухолевых клеток 
на цитостатические агенты.

заКЛючЕНИЕ
Развитие приобретенной лекарственной устойчи-

вости опухолевых клеток является одним из основных 
факторов, ограничивающих эффективность примене-
ния химиотерапии для лечения злокачественных но-
вообразований. В связи с этим особое внимание в со-
временных онкологических исследованиях уделяется 
поискам экспериментальных подходов, направленных 
на повышение чувствительности и преодоление рези-
стентности опухолей к химиопрепаратам [11–13]. 
В настоящей работе мы показали, что описанное нами 
ранее повышение активности протеинкиназы Akt 
в сублиниях MCF-7, резистентных к тамоксифену 
или рапамицину, ассоциировано со снижением уровня 
микроРНК-484 – одного из супрессоров Akt. Было 
продемонстрировано, что трансфекция в клетки MCF-7 
микроРНК-484 не влияет на активность эстрогеново-
го сигналинга, но приводит к выраженному снижению 
экспрессии Akt и сопровождается повышением чувст-
вительности клеток к тамоксифену и рапамицину.

В целом полученные данные свидетельствуют 
об участии сигнального пути микроРНК-484 / Akt 
в сенсибилизации клеток РМЖ к действию таргетных 
и гормональных препаратов, что позволяет рассматри-
вать микроРНК-484 в качестве возможного перспек-
тивного кандидата для разработки на его основе новых 
противоопухолевых соединений.

Рис. 1. Иммуноблоттинг образцов клеток MCF-7 после трансфекции 
микроРНК / scrambled и микроРНК-484. Гибридизация проводилась с ан-
тителами к phospho-Akt и Akt, нанесение белков контролировалось 
по гибридизации с антителами к α-тубулину. Представлены резуль-
таты одного из 3 независимых экспериментов
Fig. 1. Immunoblotting of the protein samples from MCF-7 cells transfected 
with mir / scrambled and mir-484. The hybridization was performed with the 
antibodies against phospho-Akt and Akt, protein loading was controlled 
by membrane hybridization with α-tubulin antibodies. The blot represents 
the results of one of the three similar experiments

α-тубулин / α-tubulin

phospho-Akt

Akt

MCF-7/scr     MCF-7/mir-484
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Рис. 2. Экспрессия и транскрипционная активность рецептора эстрогенов α (ERα) в клетках MCF-7 после трансфекции микроРНК / scrambled 
и микроРНК-484: а – иммуноблоттинг образцов клеток с антителами к ERα, нанесение белков контролировалось по гибридизации с антитела-
ми к α-тубулину. Представлены результаты одного из 3 независимых экспериментов; б – репортерный анализ транскрипционной активности 
ERα. Клетки MCF-7 после трансфекции микроРНК трансфецировали плазмидой, содержавшей ген-репортер люциферазы под контролем промо-
тора с эстроген-респонсивным элементом, и плазмидой, содержавшей ген β-галактозидазы. Расчет активности люциферазы проводили в услов-
ных единицах (отношение общей активности люциферазы к активности β-галактозидазы в исследованных образцах). Представлены средние 
значения ± SD 3 независимых экспериментов
Fig. 2. Expression level and transcriptional activity of estrogen receptor (ERα) in the MCF-7 cells transfected with mir / scrambled and mir-484: а – immuno-
blotting of the protein samples with antibodies to ERα, protein loading was controlled by membrane hybridization with α-tubulin antibodies. The blot represents 
the results of one of the three similar experiments; б – reporter analysis of the transcriptional activity of ERα. Mir / scrambled and mir-484-transfected MCF-7 
cells were transfected with the plasmid containing the luciferase reporter gene under the estrogen-responsive elements, and β-galactosidase plasmid. The rela-
tive luciferase activity was calculated in arbitrary units as the ratio of the luciferase to the galactosidase activity. Data represent mean value ± SD of three in-
dependent experiments

Рис. 3. Чувствительность клеток MCF-7 после трансфекции микроРНК / scrambled и микроРНК-484 к тамоксифену (а) и рапамицину (б). Клет-
ки культивировали в течение 3 сут в присутствии 5 μМ тамоксифена или 1 μМ рапамицина, количество выживших клеток определяли с помощью 
МТТ-теста. Представлены средние значения ± SD 3 независимых экспериментов
Fig. 3. The sensitivity of the mir / scrambled and mir-484-transfected MCF-7 cells to tamoxifen (а) and rapamycin (б). The cells were treated with 5 μM 
tamoxifen or 1 μM rapamycin for three days and the cell viability was assessed by the MTT-test. Data represent mean value ± SD of three independent ex-
periments

α-тубулин /  
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