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Особенности копийности генов в плазме крови  
у больных раком тела матки и прогноз заболевания

Д.С. Кутилин, Е.М. Франциянц, И.В. Нескубина, А.И. Шихлярова, В.А. Бандовкина, П.С. Качесова,  
Н.Д. Черярина, И.А. Удаленкова, А.П. Меньшенина, Е.А. Озеркова, Ю.С. Шатова, А.А. Овсянникова

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия, 344037 Ростов-на-Дону,  
ул. 14-я линия, 63

К о н т а к т ы :	 Денис Сергеевич Кутилин k.denees@yandex.ru

Введение. Рак тела матки занимает лидирующие позиции в структуре онкогинекологической заболеваемости. 
Раннее прогнозирование метастатического поражения имеет критическое значение для выбора тактики лечения, 
поэтому поиск малоинвазивных молекулярных маркеров данной патологии является актуальной задачей. Перспек-
тивными биомаркерами могут служить показатели копийности генов (copy number variation) в циркулирующей 
внеклеточной ДНК (внДНК) плазмы крови.
Цель исследования – анализ относительной копийности генов, регулирующих функционирование митохондрий,  
в плазме крови у больных раком тела матки для разработки малоинвазивного метода прогнозирования метастази-
рования.
Материалы и методы. На биоинформационном этапе исследования выявлены гены, ассоциированные с митохон-
дриальной дисфункцией и аномальной копийностью при раке тела матки. В исследование включены 98 больных  
с аденокарциномой тела матки G

1
 (n = 43), G

2
 (n = 35) и G

3
 (n = 20), 15 пациенток с миомой матки и 20 условно-здо-

ровых доноров. Относительная копийность 13 генов определялась методом количественной полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени на образцах внДНК плазмы крови. Для отбора маркеров применяли ROC-анализ и LASSO-пена-
лизованную (LASSO – Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) логистическую регрессию.
Результаты. Выявлено значительное снижение относительной копийности генов mtSSB, MT-RNR2, NRF1, MGME1  
и MT-CO1 в плазме крови больных раком тела матки (p <0,005) с метастазированием, при этом степень изменения 
копийности возрастала от G

1
 к G

3
. LASSO-регрессионный анализ позволил отобрать 3 гена – mtSSB, MT-RNR2 и MGME1, – 

комбинированная панель которых при прогнозировании метастазов имела следующие показатели: площадь  
под кривой (AUC) = 0,98 (95 % доверительный интервал 0,96–1,00), чувствительность 95 %, специфичность 92 %.
Заключение. Таким образом, определение копийности генов mtSSB, MT-RNR2 и MGME1 в плазме крови можно ис-
пользовать в малоинвазивном прогнозировании метастатического поражения при раке тела матки.

Ключевые слова: рак тела матки, внеклеточная ДНК, копийность генов, LASSO-регрессия, митохондриальная дис-
функция, прогнозирование метастазирования

Для цитирования: Кутилин Д.С., Франциянц Е.М., Нескубина И.В. и др. Особенности копийности генов в плазме 
крови у больных раком тела матки и прогноз заболевания. Успехи молекулярной онкологии 2026;13(3):8–19.
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The genes copy number variation features in blood plasma of uterine cancer patients  
and disease prognosis

D.S. Kutilin, E.M. Frantsiyants, I.V. Neskubina, A.I. Shikhlyarova, V.A. Bandovkina, P.S. Kachesova, N.D. Cheryarina,  
I.A. Udalenkova, A.P. Menshenina, E.A. Ozerkova, Yu.S. Shatova, A.A. Ovsyannikova

National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 63 14th Line St., Rostov-on-Don 344037, Russia

C o n t a c t s :	 Denis Sergeyevich Kutilin k.denees@yandex.ru

Introduction. Uterine cancer is a leading gynecologic oncology morbidity. Early prediction of metastatic disease  
is critical for treatment decisions. Therefore, the search for minimally invasive molecular markers for predicting metastasis 
is a pressing issue. Promising biomarkers in this regard include gene copy number values in circulating cell-free DNA 
(cfDNA) in plasma.
Aim. To analyze the relative copy number of genes regulating mitochondrial function in plasma of uterine cancer patients 
to develop a minimally invasive method for predicting metastasis.

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Materials and methods. The bioinformatics phase of the study identified a list of genes associated with mitochondrial 
dysfunction and abnormal copy number in uterine cancer. The study included 98 patients diagnosed with adenocarcinoma 
of the corpus uteri (G

1
 (n = 43), G

2
 (n = 35) and G

3
 (n = 20)), 15 patients with uterine myoma and 20 conditionally healthy 

donors. The relative copy number of 13 genes was determined by quantitative real-time polymerase chain reaction  
on cfDNA samples from blood plasma. ROC analysis and LASSO-penalized (LASSO – Least Absolute Shrinkage  
and Selection Operator) logistic regression were used to select markers.
Results. A significant decrease in relative copy number of mtSSB, MT-RNR2, NRF1, MGME1, and MT-CO1 in plasma was 
revealed in uterine cancer patients (p <0.005) with a metastatic course of the disease, moreover, the degree of change 
in copy number increased from G

1
 to G

3
. LASSO regression analysis enabled the selection of three genes: mtSSB, MT-RNR2, 

and MGME1. The combined panel achieved an area under the curve (AUC) of 0.98 (95 % confidence interval 0.96–1.00), 
a sensitivity of 95 %, and a specificity of 92 % for predicting metastases.
Conclusion. Thus, determination of the copy number of the mtSSB, MT-RNR2 and MGME1 genes in blood plasma  
has potential for use in minimally invasive prediction of metastatic lesions in uterine cancer.

Keywords: endometrial cancer, cell-free DNA, gene copy number, LASSO regression, mitochondrial dysfunction,  
metastasis prediction

For citation: Kutilin D.S., Frantsiyants E.M., Neskubina I.V. et al. The genes copy number variation features in blood 
plasma of uterine cancer patients and disease prognosis. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular 
Oncology 2026;13(3):8–19. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2026-13-3-8-19

Введение
Рак тела матки (РТМ) занимает лидирующие по-

зиции в структуре онкогинекологической заболевае-
мости, при этом частота метастазирования достигает 
15–25 % даже при ранних стадиях [1]. Метастатиче-
ское поражение является одним из наиболее значимых 
прогностических факторов при РТМ, оно определяет 
стадию заболевания и тактику лечения. Традиционные 
методы диагностики метастазов включают компьютер-
ную томографию (КТ), магнитно-резонансную томо-
графию (МРТ) и гистологическое исследование, однако 
они имеют ограничения в чувствительности на ранних 
стадиях заболевания [2]. При этом молекулярное про-
гнозирование риска развития метастазов остается 
сложной задачей. В последние годы внимание иссле-
дователей привлекает анализ копийности генов (copy 
number variation, CNV) в внеклеточной ДНК (внДНК) 
плазмы крови [3]. Копийность является важным молеку-
лярным механизмом, влияющим на функционирование 
митохондрий [4]. Результаты исследований показывают, 
что вариации числа копий генов широко распространены 
в геноме человека и ассоциированы с различными забо-
леваниями, включая онкологические [5].

Митохондриальная дисфункция является важным 
звеном патогенеза РТМ, она влияет на энергетический 
метаболизм, апоптоз и метастатический потенциал [6]. 
Изменения копийности митохондриальных и ядерных 
генов, регулирующих функционирование митохон-
дрий, могут отражаться на  циркулирующей ДНК.  
Показатель копийности митохондриальных локусов 
в качестве маркера исследуется при различных онко-
логических заболеваниях, включая рак желудка [7], 
легкого [8], кишечника [9] и яичников [10]. Ранее мы 
идентифицировали ключевые гены (MT-CO1, mtSSB, 
MT-RNR2, MGME1), копийность которых изменяется 
в ткани опухоли тела матки [11]. Использование этих 

маркеров в жидкостной биопсии открывает перспек-
тивы неинвазивного прогнозирования метастазирова-
ния при РТМ.

Цель исследования – анализ относительной CNV ге-
нов, регулирующих функционирование митохондрий, 
в плазме крови больных РТМ для разработки малоинва-
зивного метода прогнозирования метастазирования.

Материалы и методы
Биоинформационный этап исследования. На биоин-

формационном этапе исследования выполнен анализ 
данных проекта «Атлас ракового генома» (The Cancer 
Genome Atlas, TCGA; https://www.cancer.gov/ccg/ 
research/genome-sequencing/tcga) для выявления ано-
мальной CNV при РТМ, ассоциированных с митохон-
дриальной дисфункцией. Данные о числе копий генов 
получены из  Genomic Data CommonsData Portal 
(https://portal.gdc.cancer.gov/) с помощью TCGAbiolinks 
(R v. 4.0.0, Rstudio). Для обнаружения областей генома, 
размер которых значимо изменялся в ряде опухолевых 
образцов, использовали алгоритм GISTIC [10, 11]. 
Для разделения генов по функциональным модулям 
применяли алгоритм Functional module detection (FMD), 
основанный на методе k-ближайших соседей (KNN) 
и методе определения множества Лувена для класте-
ризации тесно связанных генетических локусов, 
их группировки в отдельные модули [3].

Характеристика пациенток и получение биоматериала. 
В исследование включены 98 больных с морфологи-
чески верифицированной аденокарциномой тела мат-
ки, 15 пациенток с миомой матки и 20 условно-здоро-
вых женщин. Пациентки получали лечение в период 
с 2023 по 2025 г. в Национальном медицинском иссле-
довательском центре онкологии (г. Ростов-на-Дону). 
Средний возраст больных РТМ составил 58,3 ± 8,7 года 
(медиана 59 лет; межквартильный размах – 52–65 лет), 
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пациенток с миомой матки – 49,6 ± 6,4 года, условно-
здоровых доноров – 51,4 ± 7,2 года.

В зависимости от степени дифференцировки опу-
холи пациентки с аденокарциномой матки были разде-
лены на 3 группы: G

1
 (n = 43), G

2
 (n = 35) и G

3
 (n = 20). 

У 30 больных выявлены регионарные или отдаленные 
метастазы: в группе G

1
 – 10 (23,3 %) случаев, в группе G

2
 – 

10 (28,6 %), в группе G
3
 – 10 (50 %). Образцы крови (8 мл) 

собирали в вакутейнеры с этилендиаминтетрауксусной 
кислотой. Плазму крови выделяли центрифугирова-
нием в течение 10 мин при 600 g и 2 °C.

Характеристика пациенток с аденокарциномой 
тела матки представлена в табл. 1.

Стадирование проводилось согласно классифика-
ции Международной федерации акушеров и гинеко-
логов (International Federation of  Gynaecology and 
Obstetrics, FIGO) 2018 г. Наличие регионарных (в та-
зовых и парааортальных лимфатических узлах) и отда-
ленных метастазов подтверждалось данными инстру-
ментальных методов (КТ, МРТ и при необходимости 
позитронной эмиссионной томографии, совмещенной 
с КТ) и гистологическим исследованием удаленных 
тканей. У всех пациенток с метастазами диагноз вери-
фицирован морфологически. У 12 (40 %) из 30 боль-
ных с метастатическим поражением выявлены отдален-
ные метастазы (в легких, печени, костях), у остальных 

Таблица 1. Характеристика пациенток с аденокарциномой тела матки (n = 98)

Table 1. Characteristics of patients with adenocarcinoma of the uterine body (n = 98)

Показатель 
Parameter

G
1

(n = 43)
G

2
(n = 35)

G
3

(n = 20)
Всего 
Total

Возраст, лет, M ± SD 
Age, years, M ± SD

56,2 ± 8,1 59,4 ± 9,0 60,1 ± 8,5 58,3 ± 8,7

Стадия по классификации FIGO, n (%): 
FIGO stage, n (%):

I
II
III
IV

 

28 (65,1)
8 (18,6)
7 (16,3)

0

 

16 (45,7)
9 (25,7)
8 (22,9)
2 (5,7)

 

4 (20,0)
4 (20,0)
9 (45,0)
3 (15,0)

48 (49,0)
21 (21,4)
24 (24,5)

5 (5,1)

Метастазы, n (%): 
Metastases, n (%):

нет (N0) 
no (N0)
регионарные (N1) 
regional (N1)
отдаленные (M1) 
distant (M1)

 

33 (76,7)

8 (18,6)

2 (4,7)

 

25 (71,4)

7 (20,0)

3 (8,6)

 

10 (50,0)

3 (15,0)

7 (35,0)

 

68 (69,4)

18 (18,4)

12 (12,2)

Гистологический тип опухоли, n (%): 
Tumor histological type, n (%):

эндометриоидный 
endometrioid
cерозный/светлоклеточный 
serous/clear cell

 

41 (95,3)

2 (4,7)

 

31 (88,6)

4 (11,4)

 

14 (70,0)

6 (30,0)

 

86 (87,8)

12 (12,2)

Инвазия миометрия, n (%): 
Myometrial invasion, n (%):

<50 %
≥50 %

 

30 (69,8)
13 (30,2)

 

18 (51,4)
17 (48,6)

 

6 (30,0)
14 (70,0)

 

54 (55,1)
44 (44,9)

Лимфоваскулярная инвазия, n (%): 
Lymphovascular invasion, n (%):

нет 
no
есть 
yes

 

35 (81,4)

8 (18,6)

 

24 (68,6)

11 (31,4)

 

9 (45,0)

11 (55,0)

 

68 (69,4)

30 (30,6)

Примечание. Распределение по стадиям, глубине инвазии и лимфоваскулярной инвазией ожидаемо ассоциировано со степенью 
дифференцировки (χ²-критерий, p <0,05 для всех стадий, что подтверждает репрезентативность выборки относительно 
известных клинических закономерностей рака тела матки. M – среднее значение; SD – стандартное отклонение; 
FIGO – International Federation of Gynaecology and Obstetrics, Международная федерация акушеров и гинекологов. 
Note. The distribution by stage, depth of invasion and lymphovascular invasion is expectedly associated with the degree of differentiation (χ² test, p<0.05 
for all stages), which confirms the representativeness of the sample with respect to known clinical patterns of UC. M – mean; SD – standard deviation; 
FIGO – International Federation of Gynaecology and Obstetrics.
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18 (60 %) – только регионарные. Сопутствующая па-
тология: у 22 (22,4 %) пациенток – сахарный диабет 
2-го типа, у 41 (41,8 %) – артериальная гипертензия, 
у 36 (36,7 %) – ожирение (индекс массы тела ≥30 кг/м2). 
Распределение больных с сопутствующими заболева-
ниями в зависимости от степени дифференцировки 
опухоли было сбалансированным (p >0,05 для всех 
сравнений).

Выделение внеклеточной ДНК и полимеразная цеп-
ная реакция в реальном времени. Внеклеточную ДНК 
плазмы крови выделяли методом фенол-хлороформ-
ной экстракции в модификации. К плазме крови до-
бавляли равный объем лизирующего буфера (10 мМ 
TrisHCl; pH = 8,0; 1 мМ этилендиаминтетрауксусной 
кислоты; 2 % SDS; 1,5 % меркаптоэтанол) и 50 мкл 
протеиназы К, инкубировали в термостате при 58 °C 
30 мин. К полученному лизату добавляли равный объем 
щелочного фенола и хлороформа (1:1) и центрифугиро-
вали 30 мин (3000 об/мин) при 5 °C [12]. Также использо-
вали коммерческий набор «ДНК-сорб-B» (Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии, 
Россия) с модифицированным протоколом. Концентра-
цию ДНК нормализовали до 0,6 нг/мкл.

Относительную CNV (MT-CO1, mtTFB, mtSSB, 
ATAD3, TFAM, POLG, POLRMT, TOP1MT, MGME1, 
TEFM, MT-RNR2, GCAT, NRF1) определяли методом 

количественной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени. Реакцию амплификации 
проводили на термоциклере CFX96 (Bio-Rad, США) 
в 20 мкл ПЦР-смеси (внДНК не менее 0,5 нг; 0,2 мМ 
dNTP; 0,4 мкМ праймеров; 2,5 мМ MgCl

2
, 1X ПЦР-буфер 

с интеркалирующим красителем EvaGreen и 0,1 е. а./мкл 
SynTaq ДНК-полимеразы) по следующей программе:  
95 °C 4 мин, 40 циклов (95 °C 10 с, 58 °C 30 с – чтение 
оптического сигнала по каналу FAM) и 72 °C 15 с. От-
носительную копийность (rC) рассчитывали по фор-
муле: rC = E-ΔΔCt [13].

С  использованием базы данных NCBI GenBank 
Overview (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) и онлайн-инстру-
мента Primer-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast) разработаны последовательности синтетических 
олигонуклеотидов, в том числе для референсного локуса 
(GAPDH) (табл. 2).

Работа выполнена с  использованием научного 
оборудования Центра коллективного пользования На-
ционального медицинского исследовательского центра 
онкологии (г. Ростов-на-Дону) (https://ckp-rf.ru/catalog/ 
ckp/3554742).

Статистический анализ. Статистическую обработку 
данных проводили с помощью R v.4.3.1. Нормальность 
распределения оценивали с использованием критерия 
Колмогорова–Смирнова. Для межгрупповых сравне-

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных праймеров для полимеразной цепной реакции в реальном времени

Table 2. Sequences of oligonucleotide primers for real-time polymerase chain reaction

Ген 
Gene

Прямой праймер (5’ → 3’) 
Forward primer (5’ → 3’)

Обратный праймер (5’ → 3’) 
Reverse primer (5’ → 3’)

MT-CO1 CCTACTCCTGCTCGCATCTG AGAATGGGGTCTCCTCCTCC

mtSSB AAGTGCTGGAGTCGTGTGT GGCGCCACCACCTGAAA

MT-RNR2 GCACACCCGTCTATGTAGCA ACAACCAGCTATCACCAGGC

MGME1 GGATGGTTCCTCGGACCTA GCCACAAAGGTCTCTGCAT

NRF1 GGAACACGGAGTGACCCAAA AGGCGAGTCTTCATCAGCAC

TFAM AGCAGCAGTGGAGGAAGAGG CCAGTCTCCTCAGCTTCACC

GCAT GAGGTAGGAGCGATGTGGC GATGACCCGCTCACTCTTCC

ATAD3 CTTGTGGGGTGGGGTTGG TAGTGTGTGCAGCAGGTTCAG

POLG CTACCCCGAGGCTGCGTA GGTCCTCACGGTGCTTCC

mtTFB GCCAGGGGGAATCACAAG CGAGTGTCCTTTTCAACCAC

POLRMT GGAGCGGCGTGCGTAA GCCGCAAGGCCGTAG

TOP1MT CTCTGACGCTGCTCGG CTGGCTCCACTGCCCTT

TEFM TTCCGATTGCTTCGTGGAAGA TTTCCCGTCCAGTCTTTGGA

GAPDH GCTGAACGGGAAGCTCACC GGTTTTTCTAGACGGCAG
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ний применяли U-критерий Манна–Уитни с поправ-
кой Бонферрони. Различия считали статистически 
значимыми при p <0,05.

Для оценки возможного влияния клинико-демо-
графических факторов (возраст, стадия по классифи-
кации FIGO, наличие сопутствующих заболеваний 
(сахарного диабета 2-го типа, артериальной гипертен-
зии, ожирения) на rC исследуемых генов проводили 
многофакторный дисперсионный анализ (ANCOVA) 
с включением этих переменных как ковариат.

Диагностическую точность панели определяли 
с помощью ROC-анализа (пакет pROC) с расчетом 
площади под кривой (AUC), чувствительности и спе-
цифичности. Для оценки диагностической точности 
рассчитывали 95 % доверительные интервалы (ДИ) 
для чувствительности и специфичности с использова-
нием метода Уилсона (пакет PropCIs). Для отбора наи
более информативных маркеров применяли LASSO-
пенализованную (LASSO – Least Absolute Shrinkage 
and Selection Operator) логистическую регрессию (па-
кет glmnet). Переменные стандартизировали, выбор 
оптимального параметра регуляризации λ проводили 
по 10-кратной перекрестной проверке с минимизаци-
ей бинарной кросс-энтропии. Для внутренней вали-
дации модели и оценки ее стабильности применяли 
процедуру bootstrap с 1000 повторных выборок (с за-
мещением). На каждой итерации выполнялась полная 
последовательность: LASSO-отбор предикторов с по-

следующей логистической регрессией на отобранных 
генах. Для каждой bootstrap-выборки рассчитывали 
AUC, чувствительность и специфичность при фикси-
рованных порогах, определенных по индексу Юдена 
на исходной выборке.

Результаты
Результаты биоинформационного анализа откры-

тых баз данных и предыдущих исследований, прове-
денных в Национальном медицинском исследователь-
ском центре онкологии [11], позволили выявить ряд 
генетических локусов, изменение копийности кото-
рых ассоциировано с митохондриальной дисфункци-
ей при РТМ (MT-CO1, mtTFB, mtSSB, ATAD3, TFAM, 
POLG, POLRMT, TOP1MT, MGME1, TEFM, MT-RNR2, 
GCAT и NRF1). Информация о функциях некоторых 
локусов представлена в табл. 3.

Показатель копийности данных генетических ло-
кусов был валидирован методом ПЦР в реальном вре-
мени на образцах внДНК плазмы крови 98 больных 
с аденокарциномой тела матки, 15 пациенток с мио-
мой и 20 условно-здоровых доноров (рис. 1).

У пациенток с аденокарциномой тела матки вы
явлено статистически значимое снижение rC mtSSB, 
MT-RNR2, NRF1, MT-CO1 и  mtTFB по  сравнению 
с группой здоровых доноров и пациенток с миомой 
(p <0,005). Степень уменьшения этого показателя кор-
релировала с увеличением злокачественности опухоли 

Таблица 3. Функции генов и их клиническая значимость при патологиях матки

Table 3. Gene functions and their clinical significance in uterine pathologies

Ген 
Gene

Локализация 
Location

Основная функция 
Main function

Роль в онкогенезе рака тела матки 
Role in the oncogenesis of uterine cancer

MT-CO1 Митохондрии 
Mitochondria

Кодирование субъединицы 
цитохром-c-оксидазы 

Encoding of the cytochrome-c-oxidase subunit

Снижение → нарушение OXPHOS → 
активация HIF-1α 

Decrease → disruption of OXPHOS→  
HIF-1α activation

mtSSB Митохондрии 
Mitochondria

Связывание одноцепочечной мтДНК 
Single-stranded mtDNA binding

Снижение → дестабилизация мтДНК 
Decrease → mtDNA destabilization

MT-RNR2 Митохондрии 
Mitochondria

Кодирование 16S рибосомной РНК 
Encoding of 16S ribosomal RNA

Снижение → подавление синтеза мито-
хондриальных белков 

Decrease →  suppression of mitochondrial protein 
synthesis

MGME1 Ядро/митохондрии 
Nucleus/mitochondria

Эндонуклеаза репарации мтДНК 
mtDNA repair endonuclease

Бифазная динамика при прогрессии 
Biphasic dynamics during progression

TFAM Ядро 
Nucleus

Фактор транскрипции мтДНК 
mtDNA transcription factor

Сохранение биогенеза мтДНК 
Preservation of mtDNA biogenesis

NRF1 Ядро 
Nucleus

Регуляция экспрессии 
митохондриальных генов 

Regulation of mitochondrial gene expression

Дисбаланс синтеза субъединиц 
электрон-транспортной сети 

Synthesis imbalance of electron transport  
network subunits

Примечание. мтДНК – митохондриальная ДНК; HIF-1α – фактор, индуцируемый гипоксией 1α. 
Note. mtDNA – mitochondrial DNA; HIF-1α – hypoxia-inducible factor 1α.
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(от G
1
 к G

3
). Анализ данных также выявил статистиче-

ски значимое повышение копийности гена mtSSB 
у пациенток с миомой матки по сравнению с условно-
здоровыми донорами (p <0,005). При этом отмечено 
прогрессирование снижения копийности этого гена 
при переходе от G

1
 к G

3
, что может отражать наруше-

ние репликации и репарации метохондриальной ДНК 
(мтДНК) при прогрессии злокачественного процесса. 
Для гена MGME1 продемонстрирована бифазная ди-
намика: повышение CNV при опухоли G

1
/G

2
 (компен-

саторный механизм) и  значимое снижение при  G
3
 

(коллапс мтДНК).
Для  визуализации распределения показателей 

CNV построены диаграммы box-plot для каждого ис-
следуемого гена в разных группах (рис. 2).

Для оценки возможного влияния клинико-демо-
графических факторов на rC исследуемых генов мы 
провели многофакторный дисперсионный анализ 
(ANCOVA). Ни один из указанных факторов не ока-
зывал статистически значимого влияния на rC генов 
(p >0,05 для всех генов и факторов после поправки 
на множественные сравнения; метод Холма). Кроме 
того, мы выполнили стратифицированный анализ 
внутри подгрупп пациенток без сопутствующей пато-
логии (n = 46) и  с  ее наличием (n = 52). Различия 
в уровнях rC между группами G

1
, G

2
 и G

3
 и метаста-

тическим статусом сохранялись во  всех стратах 
(p <0,01). Таким образом, выявленные ассоциации 
копийности с метастатическим поражением незави-

симы от возраста, стадии заболевания и сопутствую-
щей патологии.

Для  определения диагностической значимости 
показателя копийности этих генов проведен анализ 
их способности классифицировать пациенток на груп-
пы метастатического поражения и без него с помощью 
ROC-кривых. Формирование панели маркеров про-
гнозирования РТМ проводили на основе 10 пар генов. 
Количество пар рассчитано по стандартной формуле 
математической комбинаторики. ROC-кривые с AUC 
не менее 0,70 представлены на рис. 3.

Для формирования оптимальной панели марке-
ров, информативных в отношении наличия метастазов 
(регионарных или отдаленных), проведен LASSO-пе-
нализованный регрессионный анализ. Данный метод 
позволяет отобрать наиболее информативные предик-
торы путем пенализации коэффициентов регрессии 
и обнуления менее значимых переменных.

Важность переменных рассчитывали путем опре-
деления доли bootstrap-моделей с ненулевым коэффи-
циентом (1000 итераций) (табл. 4). Ненулевые коэф-
фициенты сохранили 3 гена: mtSSB, MT-RNR2 
и MGME1 (рис. 4).

На  основании bootstrap-моделей получена фи-
нальная панель генов, в  которую вошли mtSSB,  
MT-RNR2 и MGME1. Такое сочетание генов обеспечи-
вает прогностическую чувствительность на уровне 
95 % (AUC = 0,98; 95 % ДИ 0,94–1,00) и специфич-
ность 92 % (95 % ДИ 83,5–96,5 %) (рис. 5).

Рис. 1. Копийность генов в плазме крови пациенток с аденокарциномой G
1–3

. * – статистически значимые различия между этой группой и груп-
пой условно-здоровых доноров; ** – статистически значимые различия между группами пациенток с миомой и условно-здоровых доноров
Fig. 1. Gene copy number in the blood plasma of patients with adenocarcinoma G

1–3
. *– statistically significant differences between this group and the group 

from conditionally healthy donors; ** –statistically significant differences between the groups of patients with fibroids and conditionally healthy donors

MT-CO1 mtTFB mtSSB ATAD3 TFAM POLG POLRMT TOP1MT MGME1 TEFM MT-RNR2 GCAT NRF1

  Миома / Fibroids
  Аденокарцинома G1  / Adenocarcinoma G1

  Аденокарцинома G2  / Adenocarcinoma G2

  Аденокарцинома G3  / Adenocarcinoma G3
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2
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1
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Рис. 2. Box-plot-диаграммы распределения относительной копийности генов mtSSB (а), MT-RNR2 (б), NRF1 (в) и MGME1 (г) в плазме крови 
пациенток с различными патологиями тела матки
Fig. 2. Box plot diagrams showing the distribution of relative copy number of mtSSB (а), MT-RNR2 (б), NRF1 (в), and MGME1 (г) genes in the blood plasma 
of patients with various uterine pathologies
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На  рис. 5 показаны значения коэффициентов 
LASSO-регрессии в зависимости от изменения пара-
метра регуляризации 9.

На основании полученных данных установлены 
прогностические пороговые значения CNV для про-
гнозирования метастатического поражения при РТМ 
(табл. 5). Оптимальные пороговые значения rC, опреде-
ленные по индексу Юдена, составили: rC

mtSSB 
<0,2 × 10–3, 

rC
MT-RNR2  

<0,2 × 10–4, rC
MGME1 

<0,3 × 10–3. При одновре-
менном выполнении всех трех условий прогнозирует-
ся высокий риск развития метастазирования. Комби-
нированный алгоритм, основанный на логистической 
функции с включением 3 генов – mtSSB, MT-RNR2 
и MGME1, обеспечивал чувствительность 95 % и спе-
цифичность 92 %.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что изменение копийности генов, ассоциированных 
с митохондриальной дисфункцией, в плазме крови 
отражает ключевые особенности опухолевого процес-
са при РТМ. Универсальное снижение копийности 
mtSSB во всех образцах аденокарциномы (100 %) и ее 
прогрессирующее уменьшение при переходе от G

1
 к G

3
 

указывают на важность этого гена как маркера злока-
чественной прогрессии. Ген mtSSB кодирует митохон-
дриальный белок, связывающий одноцепочечную 
ДНК и необходимый для стабильности и репликации 
мтДНК. Снижение копийности этого гена может при-
вести к дестабилизации мтДНК, что нарушает энерге-
тический метаболизм в опухолевых клетках и способ-
ствует ее прогрессии [14, 15].
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Таблица 4. Результаты LASSO-регрессионного (LASSO – Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) анализа для прогнози-
рования метастазов

Table 4. Results of LASSO (LASSO – Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) regression analysis for predicting metastases

Ген 
Gene

Коэффициент β  
Coefficient β

Стандартная ошибка 
Standard error

Важность, % 
Importance,  %

p Статус 
Status

mtSSB –2,847 0,423 98,5 <0,001 Включен в модель 
Included in the model

MT-RNR2 –2,156 0,387 96,2 <0,001 Включен в модель 
Included in the model

MGME1 1,923 0,351 94,8 <0,001 Включен в модель 
Included in the model

MT-CO1 –0,845 0,512 67,3 0,098 Исключен из модели 
Excluded from the model

TFAM –0,623 0,489 58,4 0,201 Исключен из модели 
Excluded from the model

NRF1 –0,512 0,467 52,1 0,273 Исключен из модели 
Excluded from the model

mtTFB –0,387 0,523 45,6 0,458 Исключен из модели 
Excluded from the model

TOP1MT 0,234 0,498 38,2 0,639 Исключен из модели 
Excluded from the model

POLRMT 0,156 0,534 31,5 0,770 Исключен из модели 
Excluded from the model

ATAD3 0,089 0,512 24,7 0,863 Исключен из модели 
Excluded from the model

Примечание. Стандартная ошибка приведена для коэффициента логистической регрессии (коэффициента β) после LASSO-
пенализации. Важность – доля bootstrap-моделей, в которых коэффициент для данного гена был ненулевым.  
Note. The standard error is given for the coefficient of the logistic regression (coefficient β) after LASSO-penalization. Importance is the proportion  
of bootstrap models in which the coefficient for a given gene was non–zero.

Рис. 3. Показатели копийности генов у больных раком тела матки (сплошная линия) с метастазами и без них (пунктирная линия). ROC-кривые. 
АUC – площадь под кривой
Fig. 3. Gene copy number values in patients with uterine corpus cancer) with (solid line and without (dashed line) metastases. ROC curves. АUC – area under the curve
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Таблица 5. Прогностические пороговые значения коэффициентов копийности генов (rC) для прогнозирования развития мета-
стазов

Table 5. Prognostic thresholds of gene copy number coefficients for predicting metastases

Ген 
Gene

rС 
(нет метастазов) 
rС (no metastases)

rC 
(есть метастазы) 
rC (with metastases)

Пороговое 
значение 

Threshold value

Чувствитель-
ность,  % 

Sensitivity,  %

Специфичность,  % 
Specificity,  %

mtSSB >0,6 × 10–3 <0,2 × 10–3 0,4 × 10–3 92 88

MT-RNR2 >0,3 × 10–4 <0,2 × 10–4 0,25 × 10–4 90 85

MGME1 >2,0 × 10–3 <0,3 × 10–3 1,15 × 10–3 88 90

Рис. 5. Прогностическая значимость панели из 3 генов – mtSSB, MT-RNR2 и MGME1 – для выявления метастатического поражения при раке 
тела матки: а – ROC-кривая модели, основанной на комбинации относительной копийности генов mtSSB, MT-RNR2 и MGME1 (площадь под кри-
вой (AUC) = 0,98); б – зависимости коэффициентов β LASSO-регрессии от параметра регуляризации λ. Красная линия – траектория коэффи-
циента β для гена mtSSB, синяя – для гена MT-RNR2, зеленая линия – для гена MGME1, серая пунктирная – для остальных генов, вертикальная 
пунктирная линия – оптимальное значение λ
Fig. 5. Prognostic value of a panel of three genes – mtSSB, MT-RNR2 and MGME1 – for detecting metastatic lesions in endometrial cancer: a – ROC curve 
of  the  model based on a  combination of  the  relative copy number of  the  mtSSB, MT-RNR2 and MGME1 genes (area under the  curve (AUC) = 0.98);  
б – dependences of the β LASSO regression coefficients on the regularization parameter λ, where the red line is the trajectory of the coefficient β for the mtSSB 
gene; the blue line is for the MT-RNR2 gene; the green line is for the MGME1 gene, the gray dotted line is for the remaining genes, the vertical dotted line 
is the optimal value of λ

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0

m
tS

SB
M

T-
RN

R2
M

GM
E1

M
T-

CO
1

m
tT

FB

NRF
1

PO
LG

TF
AM

TO
P1

M
T

TE
FM

GCA
T

AT
AD

3
PO

LR
M

T

Рис. 4. Коэффициенты LASSO-модели при λ
min

 (LASSO – Least Absolute Shrinkage and Selection Operator)
Fig. 4. Coefficients of the LASSO model at λ

min
 (LASSO – Least Absolute Shrinkage and Selection Operator)

Чу
вс

тв
ит

ел
ьн

ос
ть

 / 
Se

ns
iti

vi
ty

Ко
эф

ф
иц

ие
нт

 β
 / 

Co
effi

ci
en

t β

1,0

0,75

0,5

0,25

0
0                   0,25                 0,5                  0,75                 1,0

1-специфичность / 1-specificity log(λ)

АUC = 0,98

λопт. / λopt.

mtSSB MT-RNR2 MGME1 Другие гены /  
Other genes

log(λ)



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 

   
3

, 
2

0
2

6

17ТОМ 13 / VOL. 13 	 ЭкспериментальнЫе СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS

Ген MT-RNR2 кодирует 16S рибосомную РНК (16S 
рРНК), которая является частью митохондриальной 
рибосомы и участвует в синтезе митохондриальных 
белков. Также при РТМ выявлено стабильное сниже-
ние копийности гена MT-RNR2 (16S рРНК), что со-
гласуется с данными о нарушении синтеза митохонд-
риальных белков при этом заболевании [16, 17].

Ген MGME1 (эндонуклеаза репарации мтДНК) раз-
решает структуры flap мтДНК при репарации. Нару-
шения в работе MGME1 могут привести к накоплению 
дефектной мтДНК, что приводит к развитию митохон-
дриальных дисфункций, влияющих на энергетический 
метаболизм, апоптоз и устойчивость опухоли к тера-
пии [18]. MGME1 продемонстрировал бифазную ди-
намику: увеличение CNV этого гена на ранних ста
диях  (G

1–2
), вероятно, является компенсаторным 

механизмом, направленным на  репарацию повре-
жденной мтДНК, а резкое ее снижение при G

3
 ассо-

циируется с  истощением репарационных резервов 
и коллапсом митохондриального генома, что способ-
ствует агрессивному метастазированию [18].

Полученные данные согласуются с результатами дру-
гих исследований, которые продемонстрировали роль 
mtSSB и MT-RNR2 в стабильности митохондриального 
генома и их связь с агрессивностью РТМ [14, 16]. Приме-
нение LASSO-регрессии позволило минимизировать 
переобучение и выделить именно те маркеры, которые 
несут независимую прогностическую информацию. Зна-
чение AUC для панели из 3 генов (0,98) превышает 
значения AUC, описанные для ранее предложенных спо-
собов прогнозирования, основанных на единичных мар-
керах или клинических параметрах. Так, ранее был пред-
ложен способ дооперационного прогнозирования 
вероятности риска рецидива у больных раком эндоме-
трия T1 стадии (патент РФ № 2762493), но он основан 
на клинических параметрах и уступает разработанной 
панели по прогностической способности.

Исследование имело ряд ограничений: 1) не про-
водилась валидация на независимой выборке; 2) ис-
следование выполнено на относительно небольшой 
выборке и имело одноцентровый характер; 3) не про-
водился анализ выживаемости пациенток.

Заключение
Нестабильность митохондриального генома, осо-

бенно выявленное во всех образцах аденокарциномы 
снижение копийности MT-RNR2, бифазная дисрегу-
ляция MGME1 и  уменьшение копийности mtSSB, 
определяет патогенез аденокарциномы тела матки. 
При этом анализ копийности генов mtSSB, MT-RNR2 
и MGME1 в плазме крови имеет перспективу для ис-
пользования в  малоинвазивном прогнозировании 
метастатического поражения при РТМ с чувствитель-
ностью 95 %. Данные, полученные в ходе LASSO-рег-
рессионного анализа, подтвердили прогностическую 
значимость панели, состоящей из  3 генов (mtSSB, 
MT-RNR2, MGME1), для прогнозирования метастати-
ческого поражения при РТМ по внДНК плазмы крови. 
Построенные прогностические модели количественно 
описывают ассоциацию аномальной копийности 
ядерных и митохондриальных генов с метастазирова-
нием и после дальнейшей клинической валидации 
могут быть применены для определения течения дан-
ного заболевания.

Полученные данные обосновывают необходи-
мость разработки персонализированных подходов 
к терапии РТМ с учетом молекулярного статуса па-
циенток. Перспективными направлениями даль
нейших исследований являются изучение влияния 
обнаруженных изменений CNV на эффективность 
различных вариантов лечения данного заболевания 
и оценка возможности коррекции митохондриальной 
дисфункции как потенциального терапевтического 
подхода.
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Влияние нокдауна гена EPHB6 на миграцию, 
инвазию и туморогенность клеток рака полости 
рта in vitro

М. С. Третьякова, Е. С. Колегова, Е. А. Простакишина, И. К. Федорова, Р. С. Воробьев, Д. Е. Кульбакин, 
Е. Л. Чойнзонов, Е. В. Денисов

Научно-исследовательский институт онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр 
Российской академии наук»; Россия, 634009 Томск, пер. Кооперативный, 5

К о н т а к т ы :	 Мария Сергеевна Третьякова trremar@mail.ru

Введение. В последние годы отмечается рост заболеваемости раком полости рта (РПР) среди молодых пациентов 
без традиционных факторов риска (курение, употребление алкоголя, инфицирование вирусом папилломы человека), 
для которого характерны более агрессивное течение и повышенная частота развития рецидивов. В связи с этим 
актуальным становится поиск новых молекулярных особенностей, которые могли бы прояснить механизмы агрес-
сивного течения заболевания у больных данной возрастной группы. Ранее нами обнаружены мутации в гене EPHB6, 
ассоциированные с развитием рецидивов РПР у пациентов молодого возраста.
Цель исследования – оценить влияние нокдауна гена EPHB6 на функциональные характеристики клеток РПР in vitro.
Материалы и методы. В работе использовали клеточную линию РПР Cal-27. Нокдаун гена индуцировали с помощью 
малых интерферирующих РНК.
Результаты. Нокдаун EPHB6 обеспечивал снижение экспрессии гена на 90 % относительно контроля, что сопрово-
ждалось изменением функциональных свойств клеток: ингибированием миграции и инвазии, а также снижением 
туморогенной способности в трехмерных культурах.
Заключение. Полученные результаты проливают свет на возможные механизмы участия EPHB6 в прогрессировании 
РПР у пациентов молодого возраста.

Ключевые слова: рак полости рта, молодой возраст, прогрессия опухоли, рецидив, модель in vitro, малые интерфе-
рирующие РНК

Для цитирования: Третьякова М. С., Колегова Е. С., Простакишина Е. А. и др. Влияние нокдауна гена EPHB6 на миг-
рацию, инвазию и туморогенность клеток рака полости рта in vitro. Успехи молекулярной онкологии 2026;13(3):27–35.
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Effect of EPHB6 knockdown on migration, invasion, and tumorigenicity of oral cancer cells in vitro

M. S. Tretyakova, E. S. Kolegova, E. A. Prostakishina, I. K. Fedorova, R. S. Vorobev, D. E. Kulbakin, E. L. Choinzonov, E. V. Denisov

Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences; 5 Kooperativny Lаne,  
Tomsk 634009, Russia

C o n t a c t s :	 Maria Sergeevna Tretyakova trremar@mail.ru

Introduction. In recent years, a rising incidence of oral cancer (OC) has been observed among young adults without 
traditional risk factors (smoking, alcohol consumption, and human papillomavirus infection). An aggressive clinical 
course and a high recurrence rate are observed in patients of this age group. Therefore, there is a growing need to identify 
novel molecular alterations that could elucidate the mechanisms driving the disease progression. Previously, we identified 
mutations in the EPHB6 gene associated with early-onset OC recurrence.
Aim. To evaluate the effect of EPHB6 knockdown on the functional characteristics of OC cells in vitro.
Materials and methods. The  OC cell line Cal-27 was used in  this study. Gene knockdown was induced using small 
interfering RNAs.
Results. EPHB6 knockdown resulted in a 90 % reduction in gene expression relative to the control, which was accompanied 
by alterations in  cellular functional properties, including inhibition of migration and invasion, as well as reduced 
tumorigenic capacity in three-dimensional cultures.

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:trremar@mail.ru
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Введение
Рак полости рта (РПР) – одно из наиболее распро-

страненных злокачественных новообразований голо-
вы и шеи: ежегодно в мире регистрируется 380 тыс. 
новых случаев [1]. Традиционно РПР рассматривался 
как заболевание лиц старшего возраста, ассоцииро-
ванное с хорошо известными факторами риска – ку-
рением, употреблением алкоголя и инфицированием 
ВПЧ [2]. Однако в последние годы отмечается устой-
чивая тенденция к «омоложению» заболевания, про-
являющаяся ростом заболеваемости среди лиц моложе 
45 лет, у которых классические факторы риска, как 
правило, отсутствуют [3].

Клинически РПР у молодых пациентов характери-
зуется агрессивным течением, диагностикой на поздних 
стадиях и низкой эффективностью стандартных тера-
певтических подходов [4]. Традиционные представле-
ния о  факторах и  механизмах онкогенеза преиму
щественно основаны на данных пациентов старшего 
возраста (60 лет и старше), что обусловливает пробел 
в понимании биологии рака у молодых людей. Ранее 
нами изучены особенности мутационного профиля, 
метилома, транскриптома, протеома и микробиома 
РПР [5–7]. У молодых пациентов с РПР в тканях ре-
цидива выявлена мутация гена рецептора эфрина типа 
B6 (EPHB6), отсутствовавшая в первичной опухоли 
[7]. Ген EPHB6 кодирует рецепторную тирозинкиназу 
семейства Eph, участвующую в регуляции клеточной 
адгезии, миграции и эпителиально-мезенхимального 
перехода [8, 9]. Потеря или изменение функции дан-
ного рецептора вследствие мутации, вероятно, нару-
шает межклеточные контакты и  напрямую влияет 
на поведение клеток. Для экспериментальной провер-
ки данной гипотезы в настоящем исследовании при-
менен подход нокдауна экспрессии гена с помощью 
малых интерферирующих РНК (миРНК).

Цель исследования – оценить влияние нокдауна 
гена EPHB6 на функциональные характеристики кле-
ток РПР in vitro.

Материалы и методы
Подбор миРНК и трансфекция клеточных культур. 

Трансфекцию миРНК проводили на иммортализован-
ных клеточных линиях эмбриональной почки челове-
ка 293FT (Hek-293) и карциномы языка Cal-27. Клетки 
были получены из Российской коллекции клеточных 
культур (Институт цитологии, г. Санкт-Петербург). 

Клетки культивировали в смеси 1:1 модифицированной 
среды Игла Дульбекко и среды Хэма F12 (DMEM/F12; 
Gibco, США), дополненной 10 % фетальной бычьей 
сывороткой (FBS; Globe Kang, Китай), пируватом на-
трия, GlutaMAX и пенициллином/стрептомицином 
(Gibco, США) при 37 °C в атмосфере 5 % CO

2
. Все кле-

точные линии прошли тестирование на отсутствие 
микоплазменной контаминации с помощью набора 
для детекции микоплазм методом полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) (Servicebio, Китай).

Нуклеотидные последовательности миРНК под-
бирали с помощью онлайн-программ siDirect version 2.1 
[10], InvivoGen’s siRNA Wizard Software [11] и базы 
данных Nucleotide database (NCBI) [12]. Олигонукле-
отиды (АО «ГенТерра», Россия) разводили водой 
до концентрации 100 пмоль/мкл. Далее комплемен-
тарные олигонуклеотиды смешивали, инкубировали 
в термостате при 95 °C в течение 2 мин и охлаждали 
до комнатной температуры. Последовательности оли-
гонуклеотидов представлены в табл. 1.

Трансфекцию миРНК проводили с использовани-
ем реагента Lipomaster 3000 (Vazyme, Китай) в 24‑лу-
ночных планшетах (Corning, США) при достижении 
80–90 % конфлюэнтности клеток. Комплексы миРНК 
с трансфекционным реагентом готовили в бессыворо-
точной среде по протоколу производителя.

Оценка эффективности нокдауна. В качестве отри-
цательного контроля использовали клетки, трансфи-
цированные неспецифической миРНК («скрембл»), 
не направленной на целевой ген. С помощью количе-
ственной ПЦР выявлено, что неспецифическая миРНК 
не влияла на уровень экспрессии гена EPHB6 (рис. 1, а). 
Эффективность доставки оценивали с использовани-
ем неспецифической миРНК, меченной флуоресцент-
ным красителем FAM (см. рис. 1, б). Через 24 ч после 
трансфекции >90 % клеток демонстрировали цито-
плазматическую флуоресценцию. Для  исключения 
неспецифического влияния в эксперимент была вклю-
чена группа mock-контроля (mock transfection). Клет-
ки подвергали всем этапам трансфекции, кроме до-
бавления миРНК. Условия культивирования, объемы 
реагентов, время инкубации и плотность посева были 
полностью идентичны экспериментальным группам. 
Группа mock-контроля использовалась для оценки не-
специфического влияния процедуры трансфекции 
на миграцию, инвазию и туморогенность. В качестве 
положительного контроля применяли миРНК, наце-

Conclusion. These findings shed light on the  potential mechanisms by which EPHB6 contributes to  early-onset OC 
progression.

Keywords: oral cancer, young adults, tumor progression, recurrence, in vitro model, small interfering RNA
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Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов

Table 1. Oligonucleotide sequences

Малые интерферирующиe РНК 
(миРНК) 

Small interfering RNA (SiRNA) 

Праймеры 
Primers

Последовательность 
Sequence

миРНК экспериментальной 
группы 1 
miRNA of experimental group 1

EPHB6_1_pas 5’-rCrUrGrCrUrUrArUrArUrCrArArGrArUrUrGrArGrGTT-3’

EPHB6_1_guide 5’-rUmCmAmArUrCrUmUrGrArUrArUrArArGrCrArGrGrATT-3’

миРНК экспериментальной 
группы 2 
miRNA of experimental group 2

EPHB6_2_pas 5’-rCrArUrGrGrArArArGrCrArUrArCrArArCrArUrCrCTT-3’

EPHB6_2_guide 5’-rArUrGrUrUrGrUrArUrGrCrUrUrUrCrCrArUrGrUrGTT-3’

миРНК экспериментальной 
группы 3 
miRNA of experimental group 3

EPHB6_3_pas 5’-rCrUrGrGrArUrUrArCrArUrCrUrArCrUrUrArUrGrUTT-3’

EPHB6_3_guide 5’-rArUrArArGrUrArGrArUrGrUrArArUrCrCrArGrGrATT-3’

миРНК экспериментальной 
группы 4 
miRNA of experimental group 4

EPHB6_4_pas 5’-rCrUrGrCrArUrUrUrGrArCrArArGrArUrGrArUrCrCTT-3’

EPHB6_4_guide 5’-rArUmCmAmUmCrUmUrGrUrCrArArArUrGrCrArGrCTT-3’

Неспецифический контроль 
«скрембл» 
Scrambled control

SCR_ pas_1 5’-rGrCrArTrTrCrTrCrArCrGrArGrCrTrArArTrTrGrATT-3’

SCR_ guide_1 5’-rGrTrArTrCrTrCrCrTrCrGrArArGrCrCrArTrArTrATT-3’

Контроль трансфекции 
Transfection control

GFP_pas_1 5’-rGrCrArArGrCrUrGrArCrCrCrUrGrArArGrUrUrCrArUTT-3’

GFP_guide_1 5’-rGrArArCrUrUrCrArGrGrGrUrCrArGrCrUrUrGrCrCrGTT-3’

Положительный контроль 
Positive control

GAPDH_pas_1 5’-rGrUrGrGrArGrArUrUrGrUrUrGrCrCrArUrCrATT-3’

GAPDH_guide_1 5’- rUrGrArUrGrGrCrArArCrArArUrCrUrCrCrArCrTT-3’

Рис. 1. Валидация контролей малых интерферирующих РНК: а – оценка экспрессии гена EPHB6 в группах интактного контроля и неспецифиче-
ской малой интерферирующей РНК («скрембл»); б – флуоресцентная микроскопия клеточной линии 293FT в группе неспецифической малой ин-
терферирующей РНК, меченной FAM
Fig. 1. Validation of  siRNA controls: a – EPHB6 gene expression analysis in  the  intact control group and the  non-specific small interfering RNA group 
(“scrambled”); b – fluorescence microscopy of the 293FT cell line transfected with FAM-labeled non-specific small interfering RNA
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ленную на GAPDH. Подавление экспрессии этого гена 
вызывало метаболический стресс и снижало жизне-
способность клеток.

После оптимизации условий трансфекции и вали-
дации системы РНК-интерференции эксперименталь-
ные миРНК в комплексе с трансфекционным реаген-
том добавляли к клеточным культурам Cal-27 и 293FT.

Тест на жизнеспособность. Жизнеспособность кле-
ток оценивали с помощью микротитрационного теста 

(МТТ-тест). Для МТТ-теста клеточную суспензию 
засевали в 96‑луночные планшеты с плоским дном 
(Corning, США) и инкубировали в течение 24 ч при 37 °С 
и 5 % СО

2
. Затем добавляли тетразолиевый краситель 

(Acros Organics, США) и инкубировали в течение 4 ч; 
в качестве растворителя использовали диметилсуль-
фоксид (PANREAC, Испания). Измерение оптическо-
го поглощения проводили на планшетном спектрофо-
тометре Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США) 

a
б
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на 2 длинах волн: 570 (рабочая) и 620 (сравнение) нм. 
Относительную жизнеспособность клеток рассчиты-
вали по формуле:

Жизнеспособность, % = (О
570–620

) − (Ф
570–620

) / 

(К
570–620

) − (Ф
570–620

) × 100 %,

где О – оптическая плотность опытного образца, Ф – 
фоновые значения, К – оптическая плотность конт
рольного образца.

Жизнеспособность клеток после трансфекции пе-
ред функциональными тестами (и во время – через 24, 
48, 72 и 96 ч) в экспериментальных группах оценивали 
с использованием трипанового синего (ООО «Био-
лоТ», Россия) с помощью автоматического счетчика 
клеток LUNA-II (Logos Biosystems, Корея). Жизнеспо-
собность клеток, рассчитанная как процент живых 
клеток от  общего количества, варьировалась от  83 
до 95 %.

Полимеразная цепная реакция в реальном времени. 
Через 48 ч после трансфекции оценивали уровень экс-
прессии исследуемого гена с помощью количествен-
ной ПЦР с использованием технологии TaqMan на ам-
плификаторе QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, 
США). ПЦР ставили в 3 повторах. Последователь-
ность праймеров, используемых для постановки ПЦР, 
представлена в табл. 2. В качестве гена-рефери приме-
няли ген GAPDH; уровень экспрессии целевого гена 
нормализовали по отношению к экспрессии гена-ре-
фери в группе контроля – неизмененной клеточной 
линии. Относительная экспрессия гена EPHB6 оце-
нена с помощью метода 2^(–ΔΔCt) (Livak). Отношение 
экспрессии между образцом и калибратором опреде-
ляли по формулам: 

∆Ct
(target) 

= Ct
(target) 

– Ct
(ref)

,

∆Ct
(control)

 = Ct
(target, control)

 – Ct
(ref, control)

,

∆∆Ct = ∆Ct
(target) 

– ∆Ct
(control)

,

2^(–∆∆Ct) = нормализованный коэффициент 
экспрессии,

где Ct – пороговый цикл, Ct
(target) 

– пороговый цикл 
для гена-мишени, Ct

(ref) 
– пороговый цикл для гена-

рефери, Ct
(control)

 – пороговый цикл для контрольного 
образца.

Вестерн-блоттинг. Оценку снижения уровня белка 
EPHB6 проводили с  помощью вестерн-блоттинга. 
Клетки лизированы в буфере RIPA (Servicebio, Китай) 
с  использованием коктейля ингибиторов протеаз 
(Abcam, Великобритания). Полученные лизаты ис-
пользованы для проведения белкового электрофореза 
с дальнейшим электропереносом белков на поливи-
нилиденфторидную мембрану (Servicebio, Китай). 
Мембрану блокировали 1X раствором iBind (Invitrogen, 
США). Окрашивание первичными и вторичными ан-

тителами выполнено с использованием устройства 
iBind Western Device (Thermo Fisher Scientific, США) 
в течение 2,5 ч. В работе использовали следующие ан-
титела: к EPHB6 (Invitrogen, США; разведение 1:1000), 
к β-актину (ABclonal, Китай; разведение 1:1000) и HRP-
конъюгированные антимышиные и  антикроличьи 
антитела (ABclonal, Китай; разведение 1:2000). Далее 
мембрану инкубировали с системой детектирования 
Ultra-Sensitive ECL для хемилюминисцентной детек-
ции (Servicebio, Китай). Визуализацию осуществляли 
на системе ChemiDoc Touch (Bio-Rad, США). Плот-
ность полос оценивали с  помощью компьютерной 
программы ImageLab. Полученные результаты стан-
дартизировали по уровню β-актина. В качестве стан-
дарта молекулярной массы использовали маркер Rav-11 
(ООО «Биолабмикс», Россия).

Анализ миграции и инвазии клеток. Анализ мигра-
ции и инвазии клеток in vitro проводили с использова-
нием камеры Бойдена (Jet Biofil, Китай) с фильтрую-
щей мембраной из полиэтилентерефталата с размером 
пор 8 мкм. Для анализа инвазии клеток верхние филь-
трующие мембраны дополнительно покрывали Matrigel 
(Corning, США). Клетки в концентрации 104, суспен-
дированные в 100 мкл бессывороточной среды, вы
севали в верхний отсек камеры. В качестве хемоаттрак
танта использовали среду DMEM/F12 с  20  % FBS 
(Globe Kang, Китай), которую помещали в нижний 
отсек. Через 72 ч клетки, расположенные на нижней 
стороне мембраны, окрашивали витальным красите-
лем Hoechst 33258 (ООО «Люмипроб РУС», Россия). 
Флуоресцентные изображения клеток получали с по-
мощью системы визуализации EVOS (Thermo Fisher 
Scientific, США). Случайным образом выбирали 3 поля 
зрения, в которых подсчитывали количество клеток.

Анализ туморогенной способности. Сфероиды вы-
ращивали в  среде MammoCult Human Medium Kit 
(STEMCELL Technologies, Канада). Клетки высевали 
в 96‑луночные планшеты с низкоадгезивным покрыти-
ем (Thermo Fisher Scientific, США) из расчета 1 × 104 кле-
ток на лунку в объеме 100 мкл культуральной среды. 
На 5‑й день клетки образовали сфероиды, которые 

Таблица 2. Последовательности праймеров для постановки 
количественной полимеразной цепной реакции

Table 2. Primer sequences used for quantitative polymerase chain reaction

Ген 
Gene

Последовательность 
Sequence

EPHB6

F 5’-CGCTACTATGACCAGGCAGA-3’
R 5’-GTCACGGTGGCAGTGTTG-3’

Probe FAM 5’-CGAATCCCACTCCTTCA
CCCTGAC-3’BHQ1

GAPDH

F 5’-GCCAGCCGAGCCACATC-3’
R 5’-GGCAACAATATCCACTTTACCAGA-3’

Probe FAM 5’-CGCCCAATACGACCAAAT
CCG-3’BHQ1
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визуализировали с помощью системы EVOS (Thermo 
Fisher Scientific, США) и оценивали морфологические 
параметры – размер, степень округлости, компакт-
ность и наличие агрегатов в окружении.

Статистическая обработка данных. Статистическую 
обработку экспериментальных данных проводили 
с помощью программного обеспечения Statistica 6.0 
и GraphPad Prism 9.0. Все данные обрабатывали с ис-
пользованием методов описательной статистики с рас-
четами среднего арифметического (M) и стандартного 
отклонения (SD). Различия данных в эксперименталь-
ных группах оценивали с  помощью теста ANOVA 
и U-критерия Манна–Уитни. Различия считали зна-
чимыми при p ˂0,05.

Результаты
Сравнительный анализ уровней экспрессии гена 

EPHB6 в клеточных линиях 293FT и Cal-27 выявил 
различия между ними (рис. 2, а). В клетках линии Cal-27 
уровень экспрессии исследуемого гена был несколько 
выше по сравнению с линией 293FT. Несмотря на ис-
ходные различия в базовой экспрессии EPHB6 между 
линиями, миРНК демонстрировали сопоставимую 
эффективность в  подавлении экспрессии EPHB6 
в обеих культурах. Уровень экспрессии EPHB6 в экспе-
риментальных группах 1 и 2 был значительно ниже, чем 
в экспериментальных группах 3 и 4 (>40 %), и на 90 % 
ниже относительно контроля (см. рис. 2, б). После под-
тверждения эффективного уменьшения экспрессии 
гена EPHB6 клетки из экспериментальных групп 1 и 2 
были использованы для проведения функциональных 
тестов.

По результатам МТТ-теста жизнеспособность кле-
ток после трансфекции в группе mock-контроля варь-

ировалась от 90 до 82 % (рис. 3, а). Жизнеспособность 
клеток в группе с нокдауном GAPDH снизилась до 38 ± 
5 % по сравнению с mock-контролем, который услов-
но принимался за 100 % (см. рис. 3, б). При оценке 
жизнеспособности клеток Cal-27 и 293FT с помощью 
МТТ-теста после трансфекции не было выявлено ста-
тистически значимых различий между контрольной 
и экспериментальными группами (см. рис. 3, в).

В модельных системах оценки миграции показано, 
что нокдаун гена EPHB6 приводит к значимому сни-
жению миграционной активности более чем на 40 % 
в клеточных линиях Cal-27 и 293FT по сравнению 
с контролем (рис. 4). При оценке инвазивного потен-
циала клетки 293FT продемонстрировали значительно 
более высокую способность к проникновению через 
матриксный барьер по сравнению с контролем и с ли-
нией Cal-27 (рис. 4). Инвазивная активность клеток 
Cal-27 была ингибирована на  90  % по  сравнению 
с контрольной группой (рис. 5).

При  оценке способности клеток линии 293FT 
к  формированию сфероидов после нокдауна гена 
EPHB6 значимых различий в морфологии трехмерных 
структур экспериментальных миРНК 1 и 2 по сравне-
нию с контрольной группой выявлено не было: клетки 
формировали плотный округлый сфероид с ровными 
контурами и четкими краями (рис. 6). Клетки Cal-27 
с нокдауном EPHB6 в экспериментальных группах 1 и 2 
образовывали сфероиды меньшего размера с неровны-
ми контурами по сравнению с контрольной группой 
(см. рис. 6). Наблюдаемая морфология указывает 
на слабую межклеточную адгезию и низкую тумороген-
ную способность: сфероиды характеризовались рыхлой 
структурой, легко распадались, рядом с мелкими основ-
ными сфероидами наблюдались мелкие агрегаты.

Рис. 2. Экспрессия гена EPHB6: а – в контрольных образцах; б – в экспериментальных группах малых интерферирующих РНК (миРНК). ∆Rn – 
величина нормализованного флуоресцентного сигнала за вычетом фонового шума; миРНК 1 – малые интерферирующие РНК (миРНК) экспери-
ментальной группы 1; миРНК 2 – миРНК экспериментальной группы 2; миРНК 3 – миРНК экспериментальной группы 3; миРНК 4 – миРНК 
экспериментальной группы 4
Fig. 2. EPHB6 gene expression: a – in control samples; б – in experimental groups. ∆Rn – value of the normalized fluorescent signal minus background noise; 
siRNAs 1 – experimental group 1 small interfering RNAs (siRNAs); siRNAs 2 – experimental group 2 siRNAs; siRNA 3 – experimental group 3 siRNAs;  
siRNAs 4 – experimental group 4 siRNAs
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Таким образом, полученные результаты демон-
стрируют, что EPHB6 влияет на миграционную актив-
ность, однако его вклад в поддержание инвазивного 

Рис. 3. Жизнеспособность клеток: а – группа интактного контроля и контроля трансфекции (mock-контроля); б – группа контроля трансфек-
ции (mock-контроль) и контроля GAPDH; в – малые интерферирующие РНК (миРНК) экспериментальных групп. миРНК 1 – миРНК экспери-
ментальной группы 1; миРНК 2 – миРНК экспериментальной группы 2
Fig. 3. Cell viability: a – intact control and transfection control (mock control); б – transfection control (mock control) and GAPDH control; в – small interfering 
RNAs (siRNAs) of experimental groups. siRNA 1 – experimental group 1 siRNAs; siRNA 2 – experimental group 2 siRNAs

потенциала и структурной целостности сфероидов 
варьирует в зависимости от типа клеток. Если в клет-
ках карциномы языка Cal-27 EPHB6 также оказывает 
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Рис. 4. Результаты анализа миграции и инвазии клеток: а – Cal-27; б – 293FT. миРНК 1 – малые интерферирующие РНК экспериментальной 
группы 1; миРНК 2 – малые интерферирующие РНК экспериментальной группы 2
Fig. 4. Results of cell migration and invasion analysis expressed as percentage: a – Cal-27; б – 293FT. siRNAs 1 – experimental group 1 small interfering 
RNAs; siRNAs 2 – experimental group 2 small interfering RNAs
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Рис. 6. Микроскопия клеточных линий при оценке туморогенной способности: а – группа mock-контроля 293FT; б – группа неспецифической 
малой интерферирующей РНК (миРНК) «скрембл» 293FT; в – экспериментальная группа миРНК 293FT; г – группа mock-контроля Cal-27; д – 
группа неспецифической миРНК «скрембл» Cal-27; е – миРНК экспериментальной группы 1 Cal-27
Fig. 6. Microscopy of cell lines in the assessment of tumorigenic potential: a – 293FT, mock control; б – 293FT, scrambled siRNA; в – 293FT, experimental 
small interfering RNA (siRNA); г – Cal-27, mock control; д – Cal-27, scrambled siRNA; е – Cal-27, experimental group 1 siRNA

Рис. 5. Флуоресцентная микроскопия клеточной линии Cal-27 при оценке инвазивной способности: а – группа mock-контроля; б – группа неспе-
цифической малой интерферирующей РНК (миРНК) «скрембл»; в – миРНК экспериментальной группы 1; г – миРНК экспериментальной группы 2
Fig. 5. Fluorescence microscopy of the Cal-27 cell line in the assessment of  invasive potential: а – mock control group; б – non-specific scrambled small 
interfering RNA (siRNA) group; в – experimental group 1 siRNA; г – experimental group 2 siRNA
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влияние на туморогенность и инвазию, то в линии 
293FT его подавление не оказывает значимого влия-
ния на данные процессы.

Обсуждение
Полученные данные функциональных тестов сви-

детельствуют о том, что EPHB6 играет ключевую роль 
в поддержании инвазивного и миграционного фено-
типов клеток. Эти результаты коррелируют с данными 
многочисленных исследований, подчеркивающих 
фундаментальное значение рецепторов семейства Eph 
в контроле над клеточной подвижностью, простран-
ственной полярностью и динамикой клеточно-мат-
риксных взаимодействий [13–15].

Наблюдаемые изменения морфологии сфероидов 
Cal-27 с нокдауном EPHB6 свидетельствуют о наруше-
нии трехмерной организации клеток, что также согласу
ется с данными литературы, по которым сигнальный 
путь Eph/ephrin регулирует клеточную адгезию и экс-
прессию транскрипционных факторов эпителиаль
но-мезенхимального перехода [16, 17]. С учетом ре
гуляторной роли EPHB6 можно предположить, что 
генетические изменения в этом гене непосредственно 
влияют на клеточный фенотип. Согласно результатам 
наших предыдущих исследований, мутации в EPHB6 
(сдвиг рамки считывания, точковые несинонимичные 
замены) влияют на функцию белка (согласно оценке 
с использованием биоинформатических инструмен-
тов (Sorting Intolerant From Tolerant и Polymorphism 

Phenotyping), и ассоциированы с повышенным ри-
ском рецидивирования у пациентов [7]. Вероятно, вы-
явленные мутации модулируют межклеточную адгезию 
и подвижность, хотя точные молекулярные механиз-
мы, лежащие в основе этих изменений, требуют даль-
нейшего изучения.

Несмотря на убедительность полученных данных, 
их интерпретацию следует проводить с учетом ряда 
ограничений. Двухмерные и  трехмерные модели 
in vitro не полностью воспроизводят сложное микро
окружение опухоли. Валидация полученных данных 
на ортотопических моделях in vivo может использо-
ваться для проверки выдвинутой гипотезы о влиянии 
нокдауна EPHB6 на клеточные функции.

Заключение
Полученные нами данные свидетельствуют о том, 

что подавление экспрессии EPHB6 не только ингиби-
рует миграцию и инвазию, но и снижает способность 
клеток РПР к поддержанию туморогенного потенциала 
in  vitro. Предполагается, что  подавление миграции, 
инвазии и туморогенности клеток опосредовано уча-
стием сигнального каскада Eph/ephrin в контроле ре-
моделирования цитоскелета, клеточной адгезии и экс-
прессии регуляторов эпителиально-мезенхимального 
перехода. Полученные данные обосновывают целесо-
образность дальнейшего изучения функциональной 
значимости мутаций в гене EPHB6, обнаруженных 
при рецидивах РПР у молодых пациентов.
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Эпигенетическая регуляция канцерогенеза рака 
молочной железы

Э.Р. Асанова, Л.Д. Хакимова, И.О. Головкин, Т.П. Макалиш, Е.Ю. Зяблицкая

Ордена Трудового Красного Знамени Медицинский институт им. С.И. Георгиевского ФГАОУ  ВО «Крымский федеральный 
университет им. В.И. Вернадского»; Россия, 295051 Симферополь, б-р Ленина, 5/7

К о н т а к т ы :	Е вгения Юрьевна Зяблицкая evgu79@mail.ru

Эпигенетические механизмы играют большую роль в патогенезе рака молочной железы (РМЖ), а также участвуют 
в прогрессировании, метастазировании и резистентности опухоли к терапии. Гетерогенность РМЖ во многом опре-
деляется уникальным эпигенетическим ландшафтом, формирующимся под влиянием разнообразных факторов. 
Однако, несмотря на очевидную гетерогенность, современные терапевтические подходы при данном заболевании 
ограничены оценкой гистологического подтипа, рецепторного статуса (рецепторы эстрогена, прогестерона, рецептор 
эпидермального фактора роста 2) и пролиферативной активности (Ki-67). Поскольку под эпигенетическим контролем 
находятся все важные онкогены и гены-супрессоры опухоли, а также ее микроокружения, изучение механизмов 
контроля и определение клинически значимых эпигенетических биомаркеров является актуальной задачей.  
На сегодняшний день существуют тысячи исследований, посвященных эпигенетической регуляции РМЖ, система-
тизация результатов которых поможет глубже понять сложные сверхгенетические механизмы канцерогенеза.
В данном обзоре рассмотрены основные эпигенетические механизмы, включающие метилирование ДНК и РНК, пост
трансляционные модификации гистонов и регуляторную активность некодирующих РНК. Проанализированы особен-
ности эпигенетической регуляции при разных молекулярно-биологических подтипах РМЖ с учетом новых диагности-
ческих и прогностических биомаркеров, оценены потенциальные терапевтические мишени. В статье также 
рассматриваются сигнальные пути, которые подвергаются регуляции со стороны эпигенетических модуляторов.
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Epigenetic mechanisms play a significant role in breast cancer (BC) pathogenesis and contribute to the tumor’s 
progression, metastasis and resistance to therapy. BC heterogeneity in large part is determined by unique epigenetic 
landscape created by various factors. However, despite obvious heterogeneity, modern therapeutic approaches in this 
disease are limited to evaluation of histological subtype, receptor status (estrogen, progesterone, human epidermal 
growth factor 2 receptors), and proliferative activity (Ki-67). All important oncogenes and tumor suppressor genes,  
as well as tumor microenvironment, are controlled by epigenetic factors, and study of these control mechanisms  
and identification of clinically significant epigenetic biomarkers is an important problem. Currently, there are thousands 
of studies on epigenetic regulation in BC, systematization of which will help to better understand complex mechanisms 
of carcinogenesis.
This review describes the main epigenetic mechanisms including DNA and RNA methylation, histone post-translational 
modification, and regulatory activity of non-coding RNAs. Characteristics of epigenetic regulation of various molecular 
and biological BC subtypes taking into account diagnostic and prognostic markers are analyzed, potential therapeutic 
targets are evaluated. The article also considers signaling pathways regulated by epigenetic modulators.
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Введение
Рак молочной железы (РМЖ) представляет собой 

гетерогенную группу опухолей и занимает лидирую-
щую позицию в структуре онкологических заболева-
ний у женщин. По данным Всемирной организации 
здравоохранения, ежегодно в мире регистрируют око-
ло 2 млн новых случаев данной патологии. Несмотря 
на значительный прогресс в лечении РМЖ, проблема 
терапии агрессивных форм этого заболевания, харак-
теризующихся резистентностью к лечению, остается 
нерешенной.

Считается, что РМЖ отличается уникальным мо-
лекулярным профилем, поэтому совершенствование 
персонализированных подходов к его диагностике и ле-
чению и расширение возможностей таргетной терапии 
имеют многообещающие прогнозы. Канцерогенез – 
сложный многоэтапный путь онкотрансформации, 
в котором участвуют различные молекулярно-генети-
ческие механизмы. Результаты многочисленных иссле-
дований показали, что помимо генетических измене-
ний существенный вклад в  развитие РМЖ вносят 
эпигенетические механизмы, которые осуществляют 
регуляцию экспрессии генов без изменения последова-
тельности ДНК [1]. Эпигенетическая дисрегуляция, 
являясь ранним патогенетическим событием при опу-
холевой трансформации клетки, может служить био-
маркером как для ранней диагностики, так и для оцен-
ки прогноза и реакции на терапию.

Уникальный эпигенетический ландшафт клеточ-
ных компонентов микроокружения опухоли считается 
одним из основных факторов, способствующих онко-
генезу и  развитию лекарственной резистентности 
при РМЖ [2]. Поскольку эпигенетические механизмы 
обратимы и доступны для управления низкомолеку-
лярными соединениями, они представляют ценность 
для разработки эффективных лекарственных препа-
ратов, что дает новые возможности для адъювантной 
терапии. Существуют различные виды эпигенетиче-
ской регуляции, включающие метилирование ДНК 
и РНК, посттрансляционные модификации гистонов, 
регуляторную активность некодирующих РНК (нкРНК) 
и химические модификации РНК [3]. Эпигенетиче-
ский контроль может затрагивать ключевые гены, от-
вечающие за процессы пролиферации, апоптоза, под-
вижности клеток, инвазии и другие жизненно важные 
функции.

Цель работы – анализ и систематизация основных 
эпигенетических механизмов, участвующих в патоге-
незе РМЖ, а также оценка современных тенденций 

в их изучении с акцентом на новые диагностические, 
прогностические и терапевтические эпигенетические 
маркеры.

Метилирование ДНК и РНК
Метилирование ДНК является важным механиз-

мом поддержания нормальных функций и физиологии 
клеток путем регуляции экспрессии различных генов; 
его нарушение связано с онкогенезом. В основе мети-
лирования лежит процесс присоединения метильной 
группы (-СН

3
) к положению C5 цитозина на цитозин-

гуаниновых (CpG) динуклеотидах промоторных участ-
ков генов. Метилирование ДНК катализируется 
ферментами ДНК-метилтрансферазами (DNMT), а де-
метилирование – TET-диоксигеназами (ТЕТ) и ДНК-
метиладениндеметилазами (DMAD) [4]. Изменения 
в генах, кодирующих эти ферменты, приводят к нару-
шению равновесия между процессами метилирова
ния-деметилирования и могут являться пусковыми 
механизмами канцерогенеза и нестабильности генома, 
дисрегуляции экспрессии генов и уклонения от им-
мунного ответа. Гипо- или гиперэкспрессия фермен-
тов, участвующих в метилировании, характерна как 
для РМЖ, так и для других злокачественных ново
образований (ЗНО). Также отмечена корреляция с под-
типом опухоли, стадией и общей выживаемостью. Так, 
при трижды негативном РМЖ установлено повышение 
экспрессии DNMT1 и DNMT3а, а  гиперэкспрессия 
DNMT3b связана с худшим прогнозом течения заболе-
вания [5]. Семейство ферментов DNMT – главная те-
рапевтическая мишень при разработке препаратов, 
основанных на регуляции эпигенетических механиз-
мов. На сегодняшний день существуют ингибиторы 
DNMT (DNMTi), которые одобрены для клиническо-
го применения в ряде стран, однако в России такие 
препараты применяются лишь в области онкогемато-
логии и не используются для лечения солидных опу-
холей, в том числе РМЖ. Также показано, что при-
мерно у 40  % женщин с трижды негативным РМЖ 
отмечается сверхэкспрессия TET1 вследствие гипоме-
тилирования CpG-островков гена, что коррелирует 
с низкой ОВ [6].

Аномальный эпигенетический профиль, вызван-
ный нарушением баланса процессов метилирования, 
может быть представлен локальным гиперметилиро-
ванием промоторных участков различных генов 
или глобальным гипометилированием генома в целом 
[7]. Гипометилирование ассоциировано с нестабиль-
ностью генома и аномальной экспрессией протоонко-
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генов, а гиперметилирование чаще затрагивает гены-су-
прессоры опухолей, а также гены апоптоза, клеточного 
цикла, роста, адгезии и т. д.

На  сегодняшний день изучен широкий спектр 
эпигенетических маркеров, связанных с РМЖ, в ос-
нове которых лежат определенные паттерны метили-
рования генов. Наиболее часто в литературе изучалось 
метилирование ДНК таких генов, как RASSF1A, RARβ2 
и MGMT в связи с РМЖ [8, 9]. Эти гены выполняют 
роль супрессоров опухоли, а их гиперметилирование 
связано с прогрессированием онкологических заболе-
ваний. RASSF1A и RARβ2 участвуют в регуляции про-
лиферации, дифференцировки и  апоптоза клеток. 
Отмечено, что метилированные RASSF1A и RARβ2 мо-
гут служить ранними маркерами РМЖ, поскольку 
их гиперметилирование обнаруживается еще на до-
клинической стадии развития опухоли, а его уровень 
достоверно выше в опухолевой ткани, чем в нормаль-
ной [8]. MGMT – это ключевой элемент системы пря-
мой репарации ДНК. Получены противоречивые ре-
зультаты относительно уровня его метилирования 
при ЗНО, однако показано, что гиперметилирование 
этого гена значимо коррелирует с  высоким Ki-67 
при люминальных подтипах РМЖ [9]. С помощью 
GLAD-ПЦР-анализа (ПЦР – полимеразная цепная 
реакция) составлена панель аномально метилирован-
ных генов CCND2, BMP2, GALR1, SOX17, HMX2 
и HS3ST2, которая показала высокую дифференциаль-
но-диагностическую ценность при анализе нормаль-
ной и опухолевой тканей у пациенток с РМЖ [10].

Результаты исследований продемонстрировали, 
что профиль метилирования генов показывает диффе-
ренциальные различия между молекулярно-биологи-
ческими подтипами РМЖ. Так, Z. Li и соавт. изучили 
статус метилирования 48 генов-кандидатов для диагно-
стики и стратификации РМЖ и определили 13 эффек-
тивных прогностических генов (CST6, DBC1, EGFR, 
GREM1, GSTP1, IGFBP3, PDGFRB, PPM1E, SFRP1, 
SFRP2, SOX17, TNFRSF10D, WRN) и 6 генов, наиболее 
подходящих для дифференциальной диагностики под-
типов РМЖ (ACADL, ADAMTSL1, CAV1, NPY, PTGS2 
и RUNX3) [11]. Впервые в исследовании 2019 г. пока-
зана диагностическая и прогностическая ценность ги-
перметилирования 3 генов PRAC2, TDR10 и TMEM132C 
при РМЖ, о которых ранее не упоминалось в данном 
контексте [12]. Интересно, что экспрессия TMEM132C 
была снижена не только в здоровой ткани, но и в опу-
холях других локализаций, что позволяет отнести его 
к высокоспецифическим маркерам РМЖ. Однако эти 
данные требуют подтверждения. Отмечены значимые 
различия в уровне метилирования супрессорных генов 
RASSF1A, CDO1 и MEST между РМЖ без метастазиро-
вания и  метастазирующим РМЖ люминального 
В подтипа, а в уровне метилирования WIF1 – между 
РМЖ без метастазирования и метастазирующим РМЖ 
люминального A подтипа [13]. А. И. Калинкин и соавт. 
разработали молекулярно-генетические панели, име-

ющие прогностическую ценность для оценки выжи-
ваемости при разных подтипах РМЖ путем подбора 
сигнатур ДНК-метилирования из открытых данных 
проекта The Cancer Genome Atlas Breast Cancer [14]. 
Особое значение авторы отводят таким маркерам, 
как гены BIRC5, PKNOX1, SPAG5, HDAC9, PSMA6, по-
вышенная экспрессия которых связана с худшими по-
казателями выживаемостьи при РМЖ. При этом SPAG5 
является прогностическим маркером для ER+-РМЖ 
(ER – рецептор эстрогена), а HDAC9 – для ER–. Пока-
зано, что при гормональной терапии высокий уровень 
экспрессии гена SPAG5 может достоверно предсказывать 
неблагоприятный прогноз у пациенток с ER+-РМЖ, 
но улучшает выживаемость при применении антраци-
клинов [15]. В ER+-опухолях гиперметилирование гена 
ESR1, кодирующего ER, приводит к подавлению его 
экспрессии, что связано с развитием устойчивости к гор-
монотерапии. При HER2+/ER+-опухолях (HER2 – ре-
цептор эпидермального фактора роста 2-го типа) назна-
чают терапию трастузумабом [16, 17]. KEAP1 – белок, 
регулирующий выживаемость клеток и процесс апо
птоза в условиях окислительного стресса. Согласно дан-
ным исследований, гиперметилирование KEAP1 чаще 
встречается в ER+-РМЖ, а также связано с прогресси-
ей опухоли и устойчивостью к химиотерапии, в том 
числе с использованием таксанов [18]. При трижды 
негативном РМЖ гиперметилирование KEAP1 также 
связано с худшим прогнозом течения заболевания, 
однако при последовательной терапии эпирубици-
ном/циклофосфамидом и таксанами прогноз значи-
тельно улучшается.

Глобальные изменения в метилировании ДНК от-
мечены при BRCA1/2-ассоциированных опухолях мо-
лочной железы, для  которых характерен механизм 
сайт-специфического гиперметилирования [19]. 
При этом эпигенетические механизмы могут выступать 
регуляторами канцерогенеза как при спорадических, 
так и при наследственных формах РМЖ. Отмечено, 
что метилирование промотора гена BRCA1 при спора-
дическом РМЖ обнаруживается почти в 1/3 случаев 
и может привести к таким же функциональным по-
следствиям, как и при наличии мутации в этом гене 
при наследственном РМЖ [20]. Интерес представляют 
обнаруженные различия в ответах опухолей на химио-
терапию в зависимости от того, каким механизмом 
«отключаются» гены (мутация или гиперметилирова-
ние), а также опухолей с BRCA1/2 дикого типа [21]. 
Так, сообщается, что гиперметилирование BRCA1 при-
водит к резистентности трижды негативного РМЖ 
к препаратам платины. Вероятно, детальное изучение 
этих механизмов может способствовать выделению 
клинико-терапевтических групп внутри популяции 
пациенток с трижды негативным РМЖ, что позволит 
скорректировать схемы химиотерапии и значительно 
улучшить ее эффективность.

В одном из последних исследований оценена роль 
гена-супрессора опухолей ZNF662, который препятст-

https://link.springer.com/article/10.1007/s10549-015-3276-8#auth-Zibo-Li-Aff1
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вует пролиферации, миграции и  инвазии раковых 
стволовых клеток (РСК). Отмечено, что функциони-
рование этого гена при трижды негативном РМЖ ча-
сто подавляется механизмом гиперметилирования его 
промотора и ведет к нарушениям в сигнальных путях 
PI3K/AKT и STAT3 [22]. Также показано, что кислород-
зависимые эпигенетические модификации, связанные 
с перепрограммированием фибробластов, ассоцииро-
ванных с раком, приводят к прогрессированию РМЖ 
путем гипометилирования в промоторах HIF-1α, PKM, 
LDHA и гиперметилирования промотора FBP1 [23].

Большой интерес в области эпигенетики РМЖ 
представляет исследование, посвященное абберант-
ному метилированию генов системы апоптоза (APAF1, 
BAK1, BAX, BCL2, BIM и DAPK1), а также их кометили-
рованию [24]. Впервые обнаруженное кометилирование 
генов системы апоптоза дает нам новое представление 
о механизмах эпигеномной регуляции в онкогенезе. 
Возможно, в основе такой регуляции лежит активация 
определенных сигнальных путей, что представляется 
перспективным для дальнейшего изучения.

Как было упомянуто выше, гипометилированию 
чаще подвергаются протоонкогены. Сообщается, 
что глобальное гипометилирование ДНК, в котором 
задействован фермент TET1, приводит к повышенной 
экспрессии таких онкогенов, как Rad9, c-Fos, Ha-Ras, 
c-Myc и другие, и служит причиной несбалансиро
ванных хромосомных транслокаций (разрывы ДНК, 

делеции, дупликации) [19, 25, 26]. Cверхэкспрессия 
фермента TSTD1, вызванная гипометилированием 
промотора соответствующего гена, ассоциирована 
с пролиферацией опухоли и худшим ответом на тера-
пию [27]. В исследовании D. A. Skaar и соавт. показана 
эпигенетическая дисрегуляция в 63 % случаев трижды 
негативного РМЖ, связанная с гипометилированием 
дифференциально метилированной области (DMR) 
белка калиевого канала TASK3 в сочетании с гипер-
экспрессией кодирующего данный белок гена KNCK9 
[28]. Металлопептидаза ADAM12 является потенциаль-
ной терапевтической мишенью, а гипометилирование 
кодирующего гена может быть биомаркером неблаго-
приятного исхода при этом заболевании [29]. Недавно 
обнаружен еще один прогностический эпигенетический 
маркер, ассоциированный с худшими показателями вы-
живаемости – гипометилированный ген ATP1A1, кото-
рый приводит к сверхэкспрессии трансмембранного 
белка ATP1A1, регулирующего электрохимические гра-
диенты ионов натрия и калия [30].

Механизм регуляции экспрессии генов посредст-
вом метилирования ДНК при канцерогенезе представ-
лен на рис. 1.

На  сегодняшний день известно около 200 раз
личных модификаций РНК, играющих значимую роль 
в канцерогенезе [31]. Современные исследования под-
черкивают роль метилирования РНК как наиболее рас-
пространенной посттранскрипционной модификации 

Рис. 1. Механизм регуляции экспрессии генов посредством метилирования ДНК при канцерогенезе
Fig. 1. Mechanism of gene expression regulation through DNA methylation in carcinogenesis
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в биологии РМЖ. Метилирование РНК регулирует 
многие ключевые клеточные функции (такие как сп-
лайсинг, стабильность и трансляция РНК) и считается 
важным механизмом модуляции иммунитета опухоли 
и регуляции процессов пролиферации, инвазии, ме
тастазирования и т. д. [32]. Этот процесс заключается 
в присоединении метильных групп к различным остат-
кам в молекуле РНК с формированием специфических 
сайтов, например N6-метиладенозина (m6A). Процессы 
метилирования/деметилирования РНК, как и ДНК, осу-
ществляются с помощью специальных ферментов – ме-
тилтрансфераз, деметилаз, а также подвергаются регуля-
ции особыми белками-«считывателями» [33]. Так, 
обнаружено, что сверхэкспрессия РНК-метилтранс-
фераз METTL3, METTL14 и РНК-деметилазы FTO 
способствует пролиферации и инвазии опухолевых 
клеток при РМЖ [34]. Z. Shi и соавт. выявили, что 
РНК-метилтрансфераза METTL16 влияет на  пост-
транскрипционные модификации и эффективность 
процесса трансляции [35]. Согласно результатам ис-
следований ключевая роль при РМЖ отводится мети-
лированию m6A, N7-метилгуанозина (m7G), 5-метилци-
тозина (m5C), N1-метиладенозина (m1A) и N3-метил- 
цитидина (m3C) [36]. Также показано, что метилиро-
вание РНК подавляется в адаптивных иммунных клет-
ках во время метастазирования РМЖ, что подчеркива-
ет его роль в иммунном ответе [37]. Совсем недавно 
выявлена роль метилирования рибосомальной РНК 
(рРНК) в экспрессии генов при РМЖ. Исследования 
включали оценку ландшафта 2’O-метилирования 
рРНК в 195 образцах первичных опухолей молочной 
железы. Показана вариабельность метилирования 
рРНК у пациенток в зависимости от стадии и моле
кулярно-биологического подтипа опухоли [38]. При 
РМЖ химические модификации матричной РНК 
(мРНК) обеспечивают посттранскрипционную регу-
ляцию более широкого эпигенетического ландшафта 
и могут способствовать активации онкогенных сиг-
нальных путей [39].

Хотя о модификациях РНК стало известно еще не-
сколько десятилетий назад, развитие более чувстви-
тельных и точных технологий, таких как высокопро-
изводительное секвенирование и усовершенствованная 
масс-спектрометрия, позволило к настоящему времени 
более детально изучить эти механизмы и их роль в он-
когенезе.

Модификации гистонов
Модификации гистонов – посттрансляционные 

динамические механизмы эпигенетической регуляции 
транскрипции генов, в основе которых лежит ремоде-
лирование хроматина, обеспечивающее прохождение 
различных физиологических процессов в клетке [40]. 
Известны 5 основных гистоновых белков (H2A, H2B, 
Н1, H3, H4), боковые цепи или «хвосты» которых со-
держат большое количество положительно заряжен-
ных остатков лизина и аргинина. Благодаря этому они 

легко связываются с отрицательно заряженной ДНК 
и формируют нуклеосомы. Посттрансляционные моди-
фикации гистоновых «хвостов», такие как ацетилирова-
ние, метилирование, фосфорилирование, рибозилиро-
вание и другие, приводят к изменению соотношения 
гетерохроматина и эухроматина в молекулах ДНК [41]. 
Как показывают многочисленные исследования, на-
рушение этих процессов тесно связано с канцерогене-
зом, в том числе при РМЖ [42–44]. Согласно данным 
недавних исследований, список известных модифи-
каций гистонов быстро расширяется, что требует де-
тального изучения их особенностей. Наиболее значи-
мыми и изученными являются процессы метилирования 
и ацетилирования гистонов, при дисрегуляции которых 
формируются абберантные паттерны экспрессии он-
когенов.

Механизм ацетилирования заключается в перено-
се ацетильной группы (-COCH

3
) на остатки лизина 

боковых цепей гистонов ферментами гистонацетил-
трансферазами (НАТ), в результате чего происходят 
декомпактизация нуклеосом и активация транскрип-
ции. Обратный процесс – деацетилирование – осу-
ществляется гистондеацетилазами (HDAC) и состоит 
в удалении ацетильной группы; хроматин становится 
более компактным и недоступным для транскрипции 
[45]. Дисбаланс этих процессов является ключевым фак-
тором эпигенетически обусловленного онкогенеза.

Существует тесная связь между ацетилированием 
гистонов и РМЖ. Семейство ферментов HAT включа-
ет 3 основных подсемейства: MYST, GNAT и p300/CBP 
[46]. В ходе ряда исследований выявлена повышенная 
экспрессия p300 при РМЖ, а также показана ее связь 
с активацией некоторых онкогенов [47, 48]. Помимо 
этого, известно, что р300 может влиять на скорость 
метаболизма эстрогена путем регуляции активности 
фермента COMT, снижая эстрогензависимую проли-
ферацию клеток РМЖ [49].

Механизм действия HDAC связан с «выключени-
ем» генов-супрессоров опухолей через блокирование 
их транскрипции. Во многих исследованиях показана 
связь аномальной сверхэкспрессии HDAC с агрессив-
ным течением и худшей выживаемостью при РМЖ 
[50–52]. В ряде работ изучалась роль HDAC в прогрес-
сировании РМЖ. Авторы пришли к выводу, что гипер-
экспрессия изоформ HDAC 1, 6, 7, 8, 9 поддерживает 
инвазию опухолевых клеток [53–56]. Y. Su и соавт. 
продемонстрировали противоопухолевый эффект ин-
гибиторов DNMT и HDAC на клеточных культурах 
трижды негативного РМЖ, показав, что эпигенетиче-
ское перепрограммирование подавляет рост клеток 
с фенотипом эпителиально-мезенхимального перехо-
да (ЭМП) [57]. Именно на этих эффектах основано 
применение противоопухолевых препаратов – инги-
биторов ферментов.

Метилирование и деметилирование гистонов так-
же являются ключевыми эпигенетическими механиз-
мами, которые регулируют экспрессию генов через 
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активацию или подавление транскрипции в зависи-
мости от метилированных аминокислот. Метилируются 
обычно остатки лизина и аргинина в «хвостах» гистонов 
H3 и  H4 с  помощью гистоновых метилтрансфераз 
(HMT). Обратный процесс (деметилирование) катали-
зируется гистоновыми деметилазами (HDM). Также 
регуляторами модификаций являются белки, считыва-
ющие метилирование гистонов – HMRP, однако дан-
ные об их роли ограниченны. В  ходе исследования 
Y. N. Cao и соавт. определена панель из 8 регуляторов 
модификации гистонов (HMMR) для прогнозирова-
ния течения болезни при BRCA-положительном РМЖ 
[58]. Очевидно, что полученные данные дают большие 
возможности для разработки системы оценки прогно-
за течения BRCA-зависимого РМЖ, а также его устой-
чивости к лекарственной терапии.

Имеются данные об эпигенетических дестабили-
зирующих эффектах на ферменты НМТ и HDM в опу-
холях молочной железы [59, 60]. При РМЖ часто наблю-
даются амплификация и сверхэкспрессия гистоновой 
метилтрансферазы EZH2, которая приводит к подав-
лению транскрипции различных генов, катализируя 
метилирование H3K27, следствиями чего являются 
активация ЭМП и образование РСК [61]. Также обна-
ружено, что гиперметилирование H3K79, осуществля-
емое метилтрансферазой DOT1L, связано с высокой 
инвазивностью опухоли при трижды негативном РМЖ 
[62]. Гиперэкспрессия гистоновой лизин-специфической 

деметилазы 1 (LSD1) коррелирует с ранним прогресси-
рованием РМЖ, о чем сообщается в разных исследова-
ниях [63]. Аргинин-метилтрансферазы белков, а именно 
PRMT1 и PRMT5, регулируют важные сигнальные пути, 
участвующие в онкогенезе РМЖ [64].

Относительно недавно был обнаружен еще один 
вид модификации гистонов, участвующий в развитии 
трижды негативного РМЖ – лактилирование H4K12, 
индуцированное лактатом [65]. Исследователи отме-
тили, что в результате этого подавляется экспрессия 
гена SLFN5, участвующего в иммунном ответе и кле-
точном цикле, что ведет к нарушению апоптоза в опу-
холевых клетках.

Из вышеизложенного следует, что модификации 
гистонов можно считать важным звеном в эпигенети-
чески обусловленных механизмах канцерогенеза РМЖ. 
Количество исследований в этой области продолжает 
расти с каждым годом, появляются новые перспектив-
ные мишени для лекарственной терапии.

Модификация гистонов как эпигенетический ме-
ханизм регуляции активности генов представлена 
на рис. 2.

Роль некодирующих РНК в патогенезе 
рака молочной железы
Известно, что в геноме человека лишь 2 % РНК уча-

ствуют в трансляции, а остальные 98 % представлены 
нкРНК. Эпигенетические изменения при РМЖ могут 

Рис. 2. Модификация гистонов как эпигенетический механизм регуляции активности генов. HDAC  – гистондеацетилазы; HAT  –  гистонаце-
тилтрансферазы;  HDM  –  гистоновые деметилазы; HMT  –  гистоновые метилтрфанферазы
Fig. 2. Histone modification as an epigenetic mechanism for regulating gene activity. HDAC – histone deacetylases; HAT – histone acetyltransferases;  
HDM – histone demethylases; HMT – histone methyltransferases
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регулироваться этими РНК. Особый интерес представ-
ляют 2 основных класса нкРНК: короткие некодирую-
щие микроРНК (miR) и длинные нкРНК (днРНК).

МикроРНК – это короткие некодирующие моле-
кулы РНК длиной около 20–30 пар нуклеотидов, кото-
рые циркулируют в биологических жидкостях организма 
в составе везикул и могут действовать как межклеточные 
сигнальные молекулы. Они не только сами подвергают-
ся эпигенетической регуляции, но и влияют на эпигене-
тический ландшафт, регулирующий экспрессию генов, 
таким образом, участвуют во всех основных физиоло-
гических процессах, включая клеточный цикл, апо
птоз, дифференцировку клеток и межклеточные вза-
имодействия [66]. На сегодняшний день накоплено 
много данных об эффектах микроРНК при РМЖ. Они 
могут выступать как положительными, так и отрица-
тельными регуляторами миграции и инвазии опухоле-
вых клеток, действуя как супрессоры опухоли или при-
водя к ее прогрессии, регулируя сигнальные пути 
и клетки микроокружения, участвуя в ремоделирова-
нии внеклеточного матрикса. Некоторые микроРНК 
могут ингибировать экспрессию онкогенов, способ-
ствующих развитию опухолей молочной железы. Из-
вестно, что  онкосупрессорные свойства при РМЖ 
способны проявлять miR-22-3p, -30, -31, -34a, -195, 
-200, -203, -219, -483, -10b, -148, -149, -335-5, -449a 
и ряд других микроРНК. Так, показано, что miR-203 
ингибирует экспрессию онкогенов BIRC5 и  LASP1 
при трижды негативном РМЖ [67]. В прогрессирова-
нии РМЖ участвуют miR-9, -17-5p, -15a, -16, -21, 
-221/222, -10b, -29a-3p, -155, -181, -218-5p, -342 и др. 
[66]. Стоит отметить, что для разных молекулярно-
биологических подтипов РМЖ характерны свои пат-
терн и уровень экспрессии микроРНК.

На примере разработанной исследователями па-
нели, включающей гиперметилированные гены апо
птоза (APAF1, BAX, BIM/BCL2L11, DAPK1) в сочетании 
с гиперметилированным геном MIRG125bG1, показа-
ны высокие диагностические чувствительность и спе-
цифичность правильно подобранных комбинаций 
биомаркеров для ранней диагностики РМЖ [68]. Так, 
выявлено, что уровни метилирования генов, кодиру-
ющих miR-34b/с, -193а, -9-1, -9-2 и -129-2, в злокаче-
ственных опухолях молочной железы значимо выше, 
чем в прилежащей неопухолевой ткани [69]. Аномаль-
ное гипометилирование генов микроРНК, связанных 
с онкогенезом, и повышение экспрессии соответст
вующих белков является более редким событием, но 
имеет доказанную связь с химиорезистентностью. Так, 
известно, что деметилирование промоторов генов, 
кодирующих miR-663, -200c и -93, ассоциировано 
с устойчивостью опухолей к химиотерапии, в том чи-
сле с использованием доксорубицина, доцетаксела 
и циклофосфамида [70, 71]. МикроРНК могут как пря-
мо влиять на гены-супрессоры опухолей, так и воздей-
ствовать на  микроокружение опухоли. Например, 
miR-10 оказывает дестабилизирующее действие 

на ген-супрессор опухоли HOXD10, регулирующий 
межклеточную адгезию [72]. Также описано онкоген-
ное действие микроРНК путем воздействия на различ-
ные сигнальные пути. В исследовании L. Ren и соавт. 
MiR-454 идентифицирована как молекула, модулиру-
ющая сигнальный путь Wnt/β-катенин, поддержива-
ющий метастазирование РМЖ [73]. Примером дейст-
вия микроРНК на микроокружение опухоли может 
служить влияние miR-21 на экспрессию антиангио-
генных факторов, таких как  PTEN, что  приводит 
к усилению ангиогенеза опухоли [74]. Также многие 
микроРНК служат прогностическими маркерами лим-
фогенного метастазирования и  рецидива РМЖ. 
В частности, панель, состоящая из miR-191-5p, -214-3p, 
-451a и -489, была создана для прогнозирования мета-
стазирования РМЖ в лимфатические узлы, а включа-
ющая hsa-miR-155-5p – для оценки риска развития 
рецидива [75].

На протяжении последних лет стала активно из-
учаться онкогенная роль днРНК, длина которых пре-
вышает 200 нуклеотидов. Они участвуют во многих 
биологических процессах, регулируя экспрессию ге-
нов механизмами ремоделирования хромосом, транс-
крипционных и посттранскрипционных модифика-
ций, в том числе через взаимодействие с микроРНК 
[76]. Показано, что днРНК могут разнонаправленно 
регулировать цикл Кребса, подавляя или стимулируя 
перераспределение энергетических потоков при РМЖ 
[77]. Нарушение регуляции днРНК не только приво-
дит к развитию РМЖ, но и влияет на клиническое 
течение и прогноз заболевания [78, 79]. Так, днРНК, 
ассоциированная с  уротелиальной карциномой 1 
(UCA1), которая аберрантно экспрессируется вслед-
ствие эпигенетической регуляции белком – организа-
тором хроматина SATB1 при ЗНО, участвует в мета-
стазировании при  агрессивных формах РМЖ [80]. 
Резистентность ER+-опухолей к ингибиторам арома-
тазы также может быть связана с  дисрегуляцией 
днРНК. В частности, показано, что гиперэкспрессия 
DIO3OS усиливает аэробный гликолиз и способствует 
независимой от  эстрогена пролиферации клеток 
in vitro и in vivo [81]. В последние годы доказана роль 
днРНК SOX9-AS1 в развитии метастазов при агрессив-
ных формах BRCA-ассоциированного РМЖ посредст-
вом эпигенетической регуляции гена GFRA1, кодирую-
щего белок семейства рецепторов нейротрофического 
фактора глиальных клеток [82]. Обнаружено, что про-
грессия опухолевого роста при трижды негативном 
РМЖ сопровождается повышенной экспрессией 
днРНК FAISL (Fas-associated RNA for IL-11), регулиру-
ющей протеолиз фокальной киназы адгезии (FAK) [83]. 
MALAT1 – это хорошо известная днРНК, участвующая 
в процессинге РНК и эпигенетической регуляции генов. 
Отрицательная роль MALAT1 показана в патогенезе 
многих заболеваний человека, включая РМЖ [84].

Помимо участия в  канцерогенезе, днРНК мо-
гут оказывать и супрессорные эффекты на опухоль. 
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Например, днРНК GAS5 является эпигенетическим 
регулятором, подавляющим развитие и распростране-
ние РМЖ [85]. Сообщается о супрессорном влиянии 
MEG3 на опухолевые клетки при РМЖ, что осуществ-
ляется посредством воздействия данной днРНК 
на экспрессию miR-182 и miR-29 [86]. Также отмечена 
роль днРНК BC069792, которая действует на  ми-
кроРНК (hsa-miR-658 и hsa-miR-4739) как молекуляр-
ная губка, тем самым подавляя прогрессию опухолей 
молочной железы [87].

Благодаря исследованиям последних лет, стали 
известны эффекты нкРНК, зависящие от их уникаль-
ной молекулярной структуры, а также показана боль-
шая роль этих молекул в эпигенетической регуляции 
как  онкогенов, так и  генов-супрессоров опухоли 
при РМЖ.

Механизм действия микроРНК при РМЖ пред-
ставлен на рис. 3.

Сигнальные пути в эпигенетической 
регуляции рака молочной железы
Эпигенетические механизмы, которые были рас-

смотрены выше, также играют большую роль в регуля-
ции экспрессии множества звеньев сигнальных путей, 
связанных со стимуляцией РСК. К ним относятся пути 
Wnt/β-катенин, Notch, Hedgehog (Hh), Hippo/YAP 
и трансформирующего фактора роста β (TGF-β) [88].

Сигнальный путь Wnt/β-катенин регулирует про-
цессы клеточного развития и дифференцировки, про-
лиферации, апоптоза и поддержания плюрипотентно-
сти клеток путем модуляции экспрессии генов-мишеней 

фактором транскрипции β-катенином [89]. При РМЖ, 
как и при других ЗНО, отмечается гиперактивация дан-
ного пути в популяции опухолевых клеток. Эпигенети-
чески обусловленная дисфункция включает метилиро-
вание ДНК, модификации гистонов и  модуляции 
нкРНК [90–92]. При этом метилирование ДНК может 
затрагивать как гены-мишени (CCND1 и MYC), так 
и гены-антагонисты (SFRP-1, DKK1, WIF-1 и AXIN2) 
данного сигнального пути [93, 94]. Его аномальная 
активация пути связана с дестабилизацией цитозоль-
ной формы β-катенина [95]. Показано, что при инва-
зивной протоковой карциноме экспрессия этого бел-
ка стабильно повышена как в мембранах, так и в ядрах 
опухолевых клеток и имеет положительную корреляцию 
с экспрессией Ki-67 [96, 97]. Также существуют данные, 
что β-катенин, стимулируя экспрессию цитоплазмен-
ных металлопротеиназ (MMP) MMP-9 и MMP-12, при-
водит к возникновению инвазивных свойств опухоли 
[97]. Отметим, что при инвазивной дольковой карцино-
ме данные об экспрессии β-катенина и E-кадгерина 
довольно противоречивы [98–100]. Возможно, это свя-
зано с гетерогенностью данной опухоли. В то же время 
гиперметилирование генов-ингибиторов сигнального 
пути Wnt/β-катенин WIF1, SFRP2, SFRP5, DKK, 
WNT5a и APC приводит к подавлению их экспрессии, 
что играет ключевую роль в формировании лекарст-
венной устойчивости РСК [101].

Hedgehog является консервативным сигнальным 
путем регуляции эмбрионального развития клеток. 
Известны 2 основных механизма канцерогенеза, свя-
занных с активацией данного пути: независимая от 

Рис. 3. Механизм действия микроРНК при раке молочной железы. мРНК – матричная РНК
Fig. 3. Mechanism of action of miRNA in breast cancer. mRNA – messenger RNA
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лигандов активация компонентов Hh и лигандзависи-
мая избыточная экспрессия. Гипометилирование про-
мотора важного онкогена SHH с сопутствующей акти-
вацией транскрипционного ядерного фактора κ-би 
(NF-κB) способствует гиперэкспрессии лиганда SHH, 
что запускает каскад активации нижестоящих звеньев 
сигнального пути Нh [102, 103]. Интересно, что избы-
точная экспрессия лигандов Hh связана с базально-
клеточным РМЖ [104]. Белки семейства GLI, действуя 
как факторы транскрипции в ядре клетки, также могут 
активировать транскрипцию генов-мишеней. В ряде 
исследований показано, что экспрессия GLI1 связана 
с подавлением экспрессии E-кадгерина в тканях мо-
лочной железы мышей во время беременности [105]. 
Таким образом, путь Hh ассоциирован с  ЭМП 
при РМЖ. В патогенезе ряда злокачественных опухо-
лей показаны и другие механизмы эпигенетической 
регуляции Hh-пути, однако они менее изучены 
при РМЖ.

Внутриклеточный сигнальный путь Notch – это 
уникальный эволюционно-консервативный регулятор 
межклеточных взаимодействий, определяющий диф-
ференцировку клеток. Дисрегуляция Notch является 
одним из патогенетических механизмов развития зло-
качественных опухолей молочной железы, предста-
тельной железы, мочевого пузыря, легких и др. Гипер-
активация Notch, поддерживающая метастазирование 
РМЖ, связана с действием ключевого фермента мо-
дификации гистонов EZH2 и ряда других ферментов 
и может обеспечиваться метилированием генов и ре-
гуляцией нкРНК [106–108]. С помощью биоинфор-
матических методов было выявлено, что при РМЖ 
микроРНК и днРНК модулируют сигнальный путь 
Notch через влияние на гены-мишени [109]. Кроме 
того, устойчивость опухолевых клеток к химиотерапии 
также может быть обусловлена усиленной экспресси-
ей лекарственных АТФ-связывающих (АТФ – адено-
зинтрифосфат) переносчиков и белков множественной 
лекарственной устойчивости (MDR1 и MRP1), вызван-
ной аномальными эпигенетическими влияниями 
на Notch и другие сигнальные пути [110, 111]. В иссле-
дованиях сообщается, что экспрессия рецепторов и ли-
гандов сигнального пути Notch при  РМЖ связана 
с подтипом, степенью злокачественности и стадией 
опухоли, а также зависит от скорости метилирования 
[112, 113]. Так, в одной из недавних работ приводятся 
профили эпигенетически экспрессируемых белков 
для разных подтипов РМЖ [109]. Исследователи об-
наружили, что для люминального А подтипа характер-
на экспрессия WNT5A, ARRB1, HES1, JAG1 и HEYL, 
для  люминального В  подтипа – экспрессия SKP1, 
APH1A, CCND1, FBXW11, KAT2A, RBX1, PSEN2 
и PSENEN, HER2-положительный подтип характери-
зуется гиперэкспрессией WNT2, NOTCH3, PPARD, 
DTX2, DTX4, LFNG, а трижды негативный РМЖ свя-
зан с повышением экспрессии NOTCH2, MAML2, 
DLL1, DTX1, FZD1, FZD5 и FZD7. Что касается эпи-

генетической регуляции Notch в канцерогенезе РМЖ, 
остается еще много аспектов, которые предстоит из-
учить, поскольку существуют данные, что рецепторы 
и лиганды этого сигнального пути способны оказы-
вать супрессорное влияние на опухоль при других ви-
дах рака путем различных механизмов [114].

Аналогично эпигенетическая регуляция сигналь-
ного пути Hippo/YAP, принимающего участие в гомео
стазе тканей и регуляции пролиферации и апоптоза, 
также может иметь онкогенный или противоопухоле-
вый эффект. Результаты исследований в этой области 
противоречивы. Однако, согласно данным метаана-
лиза L. Li и соавт., активация основного эффектора 
сигнального пути Hippo YAP (Yes-ассоциированный 
белок) при трижды негативном РМЖ ассоциирована 
с худшими характеристиками опухоли, в то время как 
при других подтипах РМЖ YAP может действовать как 
супрессор опухоли [115]. Из этого следует, что при 
изучении эффектов звеньев сигнального пути необхо-
димо учитывать молекулярно-генетический подтип 
и других характеристик опухоли.

Еще  одним ключевым сигнальным каскадом 
в канцерогенезе РМЖ является путь TGF-β, поддер-
живающий популяцию РСК. Этот фактор играет боль-
шую роль в регуляции множества биологических про-
цессов, включая поддержание клеточного гомеостаза, 
контроль над клеточным ростом, а также процессы 
дифференцировки и программируемой клеточной ги-
бели. HDAC, DNMT и днРНК могут осуществлять 
эпигенетическую регуляцию в  сигнальном пути 
TGF-β/BMP, активируя его гены-мишени [116]. Также 
доказано, что TGF-β влияет на сигнальный путь Wnt/
β-катенин в ходе канцерогенеза. Однако результаты 
оценки пути TGF-β как прогностического фактора 
при РМЖ противоречивы, поскольку в зависимости 
от стадии заболевания он может функционировать 
в качестве как супрессора опухоли, так и протоонко-
гена [117].

Таким образом, эпигенетическая модуляция вы-
шеперечисленных сигнальных путей играет большую 
роль в канцерогенезе РМЖ, его распространении и ре-
зистентности к лекарственной терапии. Проанализи-
рованные данные свидетельствуют о прогностической 
ценности картирования экспрессии генов, связанных 
с активацией сигнальных путей, а не только с иденти-
фикацией конкретных маркеров.

Роль эпигенетической модуляции 
клеток опухоли и ее микроокружения 
в метастазировании и резистентности 
к терапии рака молочной железы
Прогноз и успехи лечения РМЖ в значительной 

степени определяются метастатическим потенциалом 
опухоли и устойчивостью опухолевых клеток к лекар-
ственной терапии.

Метастазирование РМЖ не происходит случайным 
образом и зависит от фенотипа опухолевых клеток, 
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их взаимодействия со стромальной средой и метаста-
тической нишей в отдаленных органах. Результаты 
многочисленных исследований показывают большую 
роль эпигенетических механизмов в  формировании 
РСК – популяции клеток, обладающих значительным 
потенциалом для пролиферации и самообновления, со-
ставляющих основу для клональной эволюции опухоли. 
Они способны подавлять иммунный ответ путем влия-
ния на микроокружение опухоли, обеспечивая лекарст-
венную устойчивость, а также играют ключевую роль 
в развитии рецидива и распространении РМЖ [118].

Одной из точек приложения эпигенетических ме-
ханизмов в  патогенезе РМЖ является модуляция 
ЭМП как ключевого события образования РСК и раз-
вития резистентности эпителиальных опухолей. Суть 
ЭМП заключается в трансформации эпителиальных 
клеток в эпителиально-мезенхимальный или мезен-
химальный фенотип посредством утраты адгезивных 
свойств клеток с приобретением способности к инва-
зии [119]. Эпигенетическая регуляция экспрессии ге-
нов, участвующих в ЭМП, может осуществляться по-
средством вышеперечисленных основных механизмов. 
Главной причиной утраты межклеточной адгезии счи-
тается подавление экспрессии мембранного белка-су-
прессора опухолей E-кадгерина. Ключевая роль в этом 
принадлежит взаимодействию факторов роста (TGF-β, 
фактора роста фибробластов, эпидермального факто-
ра роста и  др.) с  факторами транскрипции ЭМП 
(TWIST1, ZEB, SNAIL), что приводит к подавлению 
транскрипции в  промоторе CDH1, кодирующего 
Е-кадгерин [120]. В ряде исследований при РМЖ вы-
явлен аномально высокий уровень метилирования 
CDH1 [121]. В литературе можно встретить и множе-
ство других данных об онкогенной роли метилирования 
CDH1. Однако, по мнению L. Bücker и U. Lehmann, 
она сильно преувеличена, поскольку использование 
неколичественных методов, не учитывающих тип кле-
ток, часто приводит к завышению количества ложных 
сигналов метилирования (в том числе от популяций 
нормальных клеток), таким образом высока доля лож-
ноположительных результатов [122].

Значительная роль в процессах ЭМП принадлежит 
и другим белкам трансмембранных рецепторов и экс-
трацеллюлярного матрикса, таким как интегрины, 
ламинины, матриксные металлопротеиназы, коллаген 
и т. д. Нарушение экспрессии генов, кодирующих эти 
белки, происходит посредством эпигенетических ме-
ханизмов, которые имеют свои особенности в разных 
молекулярно-биологических подтипах РМЖ [123]. 
Так, гиперэкспрессию мембранных молекул интегри-
нов, связанную с метилированием промоторных об-
ластей генов-регуляторов, некоторые исследователи 
ассоциируют с метастатической активностью клеток 
РМЖ [124]. Гиперэкспрессия циклина D1 (белка – ре-
гулятора клеточного цикла) при ЭМП связана с другим 
эпигенетическим механизмом – регуляцией miR-373 
и может служить маркером прогрессирования РМЖ 

[125]. Помимо этого, регуляторами ЭМП являются 
miR-10b и miR-29a [126, 127]. Получены данные о том, 
что совместная гиперэкспрессия E-кадгерина, интег-
рина 1β и циклина D1 как маркеров активации ЭМП 
может быть признаком малигнизации доброкачествен-
ных новообразований молочной железы и более агрес-
сивных характеристик опухоли [128]. Результаты иссле-
дований показывают, что пул клеток, имеющих фенотип 
ЭМП или обладающих свойствами РСК, проявляют 
резистентность к химиотерапии [129, 130].

Согласно теории поля организации ткани, распро-
странению опухоли способствуют сложные перестрой-
ки в микроокружении опухоли [131]. Клетки микро
окружения опухоли так же, как и сами опухолевые 
клетки, могут подвергаться эпигенетическому пере-
программированию. Микроокружение опухоли мож-
но представить как сложно организованную систему 
различных функциональных молекул, которая реор-
ганизуется согласно потребностям опухоли. К элемен-
там опухолевого микроокружения относят иммунные 
клетки (Т- и В-лимфоциты, макрофаги, дендритные 
клетки и др.), клетки стромы (фибробласты, эндотели-
оциты, адипоциты), а также множество везикул и эк-
зосом с транспортируемыми или сигнальными моле-
кулами [132]. Как оказалось, характер метилирования 
ДНК в микроокружении РМЖ во многом определяет 
иммунные реакции и эффективность противоопухоле-
вой терапии. Так, паттерны метилирования ДНК 
CD8+-Т-лимфоцитов, сенсибилизированных к опухо-
лям, значительно отличаются от таковых в нормальных 
Т-лимфоцитах [133], а гиперметилирование промото-
ра PPARγ1 может быть связано с нарушением поляри-
зации макрофагов [134]. Эпигенетические механизмы 
также контролируют выработку иммунорегуляторных 
медиаторов (PD-1 LAG3, CTLA4, TIGIT и др.) в клет-
ках микроокружения опухоли, что делает их привлека-
тельными мишенями для контроля над модуляцией 
иммунного противоопухолевого ответа [135, 136]. От-
мечено, что  miR-1270 подавляет экспрессию белка 
плотных контактов ZO-1 в эндотелиальных клетках, 
что приводит к увеличению проницаемости сосудов 
и способствует инвазии опухоли [137]. Этот процесс 
сопровождается снижением экспрессии фермента 
LSD1, деметилирующего гистоны. ДнРНК также  
играют большую роль в регуляции взаимодействия 
клеток с опухолевым микроокружением. Например, 
HIF-1α-стабилизирующая (HIF-1α – фактор, индуци-
руемый гипоксией 1α) днРНК может транспортиро-
ваться в везикулах к опухолевым клеткам, где она бло-
кирует взаимодействие PHD2 и HIF-1α, препятствуя 
деградации этого фактора, результатом чего является 
усиление анаэробного гликолиза и подавление апо
птоза в клетках опухоли [138].

Именно микроокружение формирует благоприят-
ную среду для развития опухоли и определяет ее био-
логическое поведение. Расширение представлений 
о вкладе эпигенетических регуляторов в распростра-
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нение и  резистентность к  терапии РМЖ является 
основополагающим для поиска надежных прогности-
ческих биомаркеров и терапевтических мишеней.

Эпигенетическая модуляция микроокружения 
опухоли представлена на рис. 4.

Заключение
Таким образом, эпигенетическая регуляция гено-

ма как  один из  основных способов контроля 
над транскрипцией и иерархии развития клеток вно-
сит неоспоримый вклад в канцерогенез, что подтвер-
ждается многочисленными исследованиями. Сиг-
нальные пути и их звенья, участвующие в патогенезе 
РМЖ, заслуживают особого внимания при поиске 
терапевтических мишеней, поскольку целенаправ-
ленное точечное воздействие позволяет контроли
ровать биологические процессы с минимальными 
побочными эффектами. Описанные для опухолей 
уникальные эпигенетические ландшафты еще  раз 
подтверждают гетерогенность РМЖ. Эпигенетиче-
ские механизмы потери экспрессии ER, обнаружен-
ные в ER+-опухолях, а также пути ЭМП при трижды 
негативном РМЖ особенно важны для понимания 
стратегии преодоления резистентности опухолей 
к терапии. Различия в эпигенетическом профиле мо-
лекулярно-биологических подтипов РМЖ обнаруже-
ны не только между подтипами, но и внутри каждого 
из них. Возможно, в будущем именно благодаря этим 
знаниям будут выделены клинические группы в пре-
делах каждого молекулярно-биологического подтипа, 

что значительно улучшит эффективность терапии 
даже агрессивных форм рака.

Регуляторные механизмы и их звенья, участвую-
щие в развитии РМЖ, безусловно, не ограничиваются 
теми, которые обсуждались выше. Количество иссле-
дований в области эпигенетики РМЖ стремительно 
растет, описываются не  только новые молекулы, 
но и механизмы регуляции. Взаимодействие эпигене-
тических механизмов между собой и с генетическими 
перестройками (что является частым событием в кан-
церогенезе) представляет большой интерес для даль-
нейших исследований. Изучение обнаруженных не-
давно эффектов кометилирования генов особенно 
актуально. Современные исследования направлены 
на оценку роли эпигенетической модуляции клеток 
микроокружения опухоли. Уже получены многообе-
щающие данные о регуляторной роли нкРНК. В ряде 
стран существуют одобренные для клинического при-
менения при РМЖ или эпигенетические препараты, 
в настоящее время проводятся клинические испытания 
десятков молекул-кандидатов, многие молекулы нахо-
дятся на стадии доклинических исследований. Однако, 
несмотря на очевидную гетерогенность РМЖ, совре-
менные терапевтические подходы все еще ограничены 
оценкой гистологического подтипа, рецепторного ста-
туса (ER, PR, HER2) и пролиферативной активности 
(Ki-67) опухолей. Многообразие обнаруженных за по-
следнее десятилетие механизмов онкогенеза свидетель-
ствует о наступлении новой эры эпигенетических от-
крытий в области диагностики и лечения РМЖ.

Рис. 4. Эпигенетическая модуляция микроокружения опухоли. NK – естественные киллеры; днРНК – длинные некодирующие РНК
Fig. 4. Epigenetic modulation of the tumor microenvironment. lncRNA – long non-coding RNA; NK – natural killers
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Защита нормальных тканей при химиотерапии 
злокачественных опухолей

Г. А. Белицкий1, К. И. Кирсанов1, 2, Т. И. Фетисов1, С. Г. Соленова1, М. Г. Якубовская1
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К о н т а к т ы :	 Марианна Геннадьевна Якубовская mgyakubovskaya@mail.ru

В статье представлены данные исследований, направленных на использование в химиотерапии злокачественных 
опухолей преимуществ нормальных клеток, интегрированных в систему организма, перед опухолевыми, утрачива-
ющими в ходе прогрессии связь с его регулирующими системами. Проанализированы результаты работ из инфор-
мационных баз биомедицинской литературы SciVerse Scopus, PubMed, Web of Science, Российский индекс научного 
цитирования. Использована информация 70 статей, включающих данные экспериментов in vitro и in vivo, а также 
клинических исследований, 22 из которых опубликованы в течение 5 последних лет. Рассмотрена возможность 
использования фагоцитарной активности резидентных макрофагов путем перенасыщения их фагоцитируемыми 
частицами с адсорбированным защитным препаратом, например фолиевой кислотой, которая является антидотом 
метотрексата. В результате резидентные макрофаги кроветворных органов и кишечника создают долговременное 
защитное депо, позволяющее использовать высокие дозы метотрексата. В случае использования инкапсулированных 
форм химиопрепаратов, которые захватываются макрофагами и резко снижают время их циркуляции в кровотоке, 
предлагается блокада фагоцитарной способности такими же нагруженными частицами. С одной стороны, это уве-
личит время циркуляции капсул в кровотоке, а с другой – даст возможность сочетать действие первого препарата 
со вторым, например с метотрексатом. Поскольку активность некоторых важных ферментных систем, метаболизи-
рующих ксенобиотики, в частности цитохрома Р450, частично или полностью утрачиваются опухолевой клеткой 
в процессе ее дедифференцировки, предлагается использовать транспортные формы защитных препаратов, акти-
вируемых этими системами в нормальной клетке и недоступных опухолевой клетке. Еще одно преимущество нор-
мальных клеток состоит в том, что действие малых доз цитостатика на контрольные точки останавливает их проли-
ферацию в отличие от клеток опухоли, резистентных к данному цитостатику. Эти клоны будут продолжать делиться 
и станут избирательно доступными к действию митотических ядов. Таким образом, использование в противоопухо-
левой химиотерапии механизмов многоуровневой защиты нормальных тканей актуально для повышения безопас-
ности и эффективности лечения.

Ключевые слова: злокачественная опухоль, химиотерапия, защитный препарат, фагоцитоз, нанопрепарат, цитохром Р450, 
циклотерапия
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Prospects for protecting normal tissues during chemotherapy of malignant tumors
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2RUDN University; 6 Miklukho-Maklaya St., Moscow 117198, Russia

C o n t a c t s :	 Marianna Gennadyevna Yakubovskaya mgyakubovskaya@mail.ru

This article presents research data aimed at exploiting the advantages of normal cells integrated into the body’s system 
in chemotherapy for malignant tumors, compared to tumor cells that lose their connection with its regulatory systems 
during progression. Publications from the biomedical literature databases SciVerse Scopus, PubMed, Web of Science, and 
the  Russian Science Citation Index were analyzed. Information from 70 publications, including in  vitro and in  vivo 
experimental data, as well as clinical studies, was used, 22 of which were published over the past five years. The possibility 
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of harnessing the phagocytic activity of resident macrophages by supersaturating them with phagocytized particles 
containing an adsorbed protective agent, such as folic acid, which is an antidote to methotrexate is considered. As a result, 
resident macrophages of the hematopoietic organs and intestines create a long-term protective depot, allowing the use 
of high doses of methotrexate. In cases of using encapsulated forms of chemotherapeutic agents, which are taken up 
by macrophages and dramatically reduce their circulation time in the bloodstream, blocking their phagocytic capacity 
with similarly loaded particles is  proposed. This will, on the  one hand, increase the  capsule circulation time 
in  the  bloodstream, and, on the  other, allow for the  combined action of  the  first drug with a  second, for example, 
methotrexate. Since the activity of some important xenobiotic-metabolizing enzymatic systems, particularly cytochrome P450, 
is partially or completely lost by tumor cells during their dedifferentiation, the use of transport forms of protective agents 
that are activated by these enzymatic systems in normal cells and inaccessible to  tumor cells is proposed. Another 
advantage of normal cells is that the action of low doses of cytostatics on checkpoints stops their proliferation, unlike 
tumor clone resistant to the cytostatic agent. These clones will continue to divide and become selectively susceptible 
to mitotic toxins. Thus, the use of multilevel mechanisms of protection of normal tissues in antitumor chemotherapy 
is relevant for increasing the safety and effectiveness of treatment.

Keywords: malignant tumor, chemotherapy, protective drug, phagocytosis, nanopreparation, cytochrome P450, cyclo-
therapy
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Введение
Традиционная цитотоксическая химиотерапия 

(ХТ), являющаяся до  настоящего времени одним 
из основных методов лечения онкологических забо-
леваний, по сути, неспецифична в отношении злока-
чественного роста, так как направлена на любые ткани 
с высоким уровнем пролиферации, независимо от то-
го, нормальные они или злокачественные. В связи 
с этим главные усилия исследователей направлены 
на  поиск уникальных свойств опухолевых клеток 
с тем, чтобы на их основе создавать новые препараты 
с  повышенной избирательностью. Развившаяся 
на данной основе таргетная терапия позволила значи-
тельно улучшить результаты лечения меланомы, мие-
лолейкоза, немелкоклеточного рака легкого и ряда 
других опухолей, но в целом проблемы не решила. 
Анализируя 20‑летний опыт этой терапии, С. А. Тю-
ляндин приходит к выводу, что она имеет ограничен-
ный характер вследствие небольшого числа пациентов 
с  наличием активирующей мутации и отсутствием 
таргетных препаратов для большинства генетических 
нарушений [1]. Кроме того, таргетные препараты вы-
зывают серьезные побочные эффекты. Недостаточный 
терапевтический интервал, как и в случае классиче-
ских цитостатиков, не позволяет использовать высо-
кие дозы этих лекарственных средств, необходимые 
для подавления пролиферации опухолевых клеток, 
обладающих повышенной резистентностью. Не очень 
эффективной оказалась и регионарная ХТ, поскольку 
локальное насыщение сосудов, питающих опухоль, 
высокой концентрацией цитостатика не оказывает 
влияния на ее отдаленные метастазы.

В связи с вышесказанным в качестве одного из на-
правлений повышения эффективности ХТ разрабаты-
ваются методы избирательной защиты нормальных 
клеток от токсического действия высоких доз проти-
воопухолевых препаратов. Основой для этого подхода 

являются, во‑первых, интегрированность нормальных 
органов и тканей в организм, обладающий многими 
эволюционно возникшими защитными системами, 
во‑вторых, более высокие упорядоченность и управ-
ляемость клеточного гомеостаза в нормальной тка-
ни в отличие от опухолевой ткани. Возникшие в свое 
время интуитивно правильные проекты защиты нор-
мальных органов от токсического действия противо-
опухолевых препаратов не были до конца выполнены, 
поскольку разрабатывались задолго до того, как был 
достигнут необходимый уровень развития биотехно-
логии, позволяющей их адекватную реализацию. Анализ 
перспективности этих проектов с учетом современных 
возможностей представляет научный и практический 
интерес.

Цель работы – продемонстрировать возможности 
использования в ХТ эволюционных механизмов за-
щиты нормальных клеток, интегрированных в систему 
организма.

Защита нормальных тканей от действия 
цитостатиков на основе свойств 
системы фагоцитоза
Одной из первых попыток повысить эффектив-

ность противоопухолевой ХТ за счет функционирова-
ния систем защиты организма, явилась попытка изби-
рательного предотвращения токсического действия 
метотрексата (МТ) на чувствительные к его действию 
нормальные органы (органы кроветворения, кишеч-
ник) путем создания в них локального депо защитно-
го препарата. За счет этого представлялось возможным 
значительно повысить дозы МТ и, соответственно, эф
фективность действия на опухоль и отдаленные мета-
стазы [2].

Как известно, основным механизмом цитотокси-
ческого действия МТ является ингибирование ме
таболизма фолатов, который играет ключевую роль 
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в биосинтезе пуриновых и пиримидиновых основа-
ний, необходимых для пролиферирующих клеток. Для 
этого фолиевая кислота с помощью дигидро- и тетра-
гидрофолатредуктаз превращается в восстановленную 
форму тетрагидрофолата (фолиновую кислоту), обо-
значаемую в фармакологии как лейковорин (ЛВ). Этот 
процесс ингибирует MT, который активируется до 
MT-полиглутаматов и связывает несколько фолатза-
висимых ферментов, в том числе дигидрофолатре
дуктазу. В результате подавляется пролиферация как 
опухолевых, так и нормальных клеток. В отличие от фо-
лиевой кислоты, ЛВ может участвовать в реакциях 
фолатного метаболизма независимо от блокирован-
ных редуктаз, превращаясь в необходимый для синте-
за пуринов и пиримидинов 5,10‑метилентетрагидро-
фолат и 5‑метилтетрагидрофолат (рис. 1).

Поскольку МТ не влияет на действие ЛВ, послед-
ний используется в лечении опухолей с помощью МТ 
для так называемой спасательной терапии и обычно 
вводится больному через 24–42 ч после МТ. За это вре-
мя интенсивно делящиеся опухолевые клетки погиба-
ют, а нормальные, которые делятся менее интенсивно, 
не достигают необратимого уровня поражения. При 
этом сверхвысокие дозы МТ, необходимые для макси-
мального подавления опухолевого роста, требуют так-

же сверхвысоких доз ЛВ, что значительно снижает 
терапевтический эффект. Это показано в клиническом 
исследовании, включавшем 445 детей с острым лим-
фобластным лейкозом: удвоение дозы ЛВ на фоне 
сверхвысокой концентрации МТ увеличило риск раз-
вития рецидива на 22 % [4].

Для решения задачи оптимального соотношения 
ЛВ и МТ при лечении различных опухолей разрабаты-
ваются сложные фармакокинетические схемы. Одна 
из них (для лечения остеосарком у детей с помощью 
МТ) была создана в 2024 г. путем анализа 216 курсов 
терапии МТ у 32 пациентов, что говорит об актуаль-
ности проблемы [5].

В  то  же время еще в  1960‑е годы руководитель 
лаборатории вирусологии Института эксперименталь-
ной и клинической онкологии Г. Я. Свет-Молдавский 
и  А. И.  Павлоцкий предложили использовать для 
ингибирования токсического действия МТ механизм 
фагоцитоза органических и неорганических частиц 
нейтрофилами и другими моноцитами. На основе осо-
бенностей регионарного распределения фагоцитов 
в организме предложено депонировать фолиевую кис-
лоту (ФК) в частицах туши, которые после внутривен-
ного введения и поглощения макрофагами должны 
концентрироваться в местах резидентного нахождения 

Рис. 1. Схема спасательной терапии 5‑формилтетрагидрофолатом (лейкворином (ЛВ)) в обход дигидрофолатредуктазы (DHFR), блокированной 
метотрексатом (МТ) [3]. DHF  – дигидрофолат; THF  – тетрагидрофолат; TS  – тимидилатсинтаза; DHFR  – дигидрофолатредуктаза; 
MTHFD1 – метилентетрагидрофолатдегидрогеназа 1; MTHFR – метилентетрагидрофолатредуктаза; МТ – метотрексат; dUMP – дезок-
сиуридинмонофосфат; dTMP – дезокситимидинмонофосфат
Fig. 1. Leucovorin (LV) (5‑formyltetrahydrofolate) rescue therapy bypasses dihydrofolate (DHFR) [3]. THF – tetrahydrofolate; TS – thymidylate synthase; 
DHFR  – dihydrofolate reductase; MTHFD1  – methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1; MTHFR  – methylenetetrahydrofolate reductase; MTX  – 
methotrexate; dUMP – deoxyuridine monophosphate; dTMP – deoxythymidine monophosphate

Фолаты / Folates

10‑формилтетрагидрофолат / 
10‑formyltetrahydrofolate

5‑формилтетрагидрофолат/ЛВ / 
5‑formyltetrahydrofolate/LV

5,10‑метилтетрагидрофолат / 
5,10‑methyltetrahydrofolate

5,10‑метилентетрагидрофолат / 
5,10‑methylenetetrahydrofolate

MTHFR

MTHFD1

DHFR

DHF

THF

dTMP

TS

MT / МТХ

dUMP

5‑метилтетрагидрофолат / 
5‑methyltetrahydrofolate

Синтез пуринов / Synthesis of purines

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B5%D0%B2%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B5%D0%B2%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/5,10-%D0%BC%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%B3%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D1%84%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82
https://ru.wikipedia.org/wiki/5,10-%D0%BC%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%B3%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D1%84%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82
https://ru.wikipedia.org/wiki/5-%D0%BC%D0%B5%D1%82%D0%B8%D0%BB%D1%82%D0%B5%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%B3%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D1%84%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82
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ретикулоэндотелиальных элементов, создавая там ло-
кальное депо защитного препарата без повышения его 
содержания в других тканях и общем кровотоке. Че-
рез 2–3 мин после внутривенного введения туши кры-
сам с опухолью она обнаруживалась во всех сосудах, 
а уже спустя 2 ч депонировалась только в костном моз-
ге, кишечнике, печени, селезенке, немного в почках 
и лимфатических узлах, но не в опухолевых узлах ис-
пользованной в этих экспериментах лимфосарко-
мы Плисса. Однократное введение адсорбированной 
на туши ФК за сутки до первого введения МТ полно-
стью защищало наиболее уязвимые органы крыс 
от последующего 9‑кратного ежедневного введения 
МТ. При этом рост лимфосаркомы был максимально 
угнетен, отсутствовало метастазирование, и все жи-
вотные дожили до конца эксперимента с хорошими 
показателями крови. Введение ФК без носителя сни-
жало противоопухолевое действие МТ, а использован-
ные в данном эксперименте дозы МТ без ФК приво-
дили вместе с  угнетением роста опухоли к  ранней 
гибели всех животных от токсикоза [2].

Данный метод избирательной защиты нормальных 
тканей в дальнейшем был апробирован в гинекологи-
ческом отделении клиники Института эксперимен-
тальной и клинической онкологии при лечении тро-
фобластических опухолей. Эти редкие опухоли, как 
доброкачественные, так и злокачественные, возника-
ют при беременности из клеток трофобласта. Агрес-
сивный злокачественный рост с метастазированием 
проявляют инвазивный пузырный занос, хориокарци-
нома и эпителиоидная трофобластическая опухоль. 
В их лечении до сих пор основным препаратом 1‑й ли-
нии является МТ, однако при этом применение высо-
ких доз данного препарата по‑прежнему ограничива-
ется у пациентов с осложнениями – энтероколитом, 
стоматитом, гастритом и лейкопенией [6].

Результаты пилотного исследования, направлен-
ного на определение эффективности защиты нор-
мальных тканей пероральным введением ФК, адсорби-
рованной на активированном угле, больным со зло- 
качественной хорионэпителиомой были успешными 
[7]. Однако из‑за  болезни Г. Я.  Свет-Молдавского 
дальнейшие эксперименты по использованию адсор-
бированной ФК не проводились.

Есть основания полагать, что данный подход к проб
леме избирательной защиты нормальных тканей при 
химиотерапии не потерял свою актуальность и в на-
стоящее время, поскольку может быть приложен к ле-
чению опухолей не только с помощью МТ, но и других 
препаратов, имеющих свои антидоты. Идеи часто опе-
режают возможности их претворения в жизнь. Вероят
но, ингибирование токсического эффекта цитостати-
ков путем депонирования в клетках ретикулоэндотелия 
защитных препаратов не получило дальнейшего раз-
вития в 1960‑е годы не только из‑за отсутствия лидера 
и генератора идей, но и в результате ограниченности 
знаний об изменении функций системы мононукле

арных фагоцитов в организме, пораженном опухолью. 
На основе новых знаний о роли макрофагов в опу
холевом росте, которые получены за последовавшие 
5 десятилетий, можно разработать методы избиратель-
ной и персонализированной защиты нормальных тка-
ней и органов при химиотерапии.

В настоящее время стало известно, что макрофаги 
очень пластичны и  проявляют различную, иногда 
противоположную, активность в зависимости от ло-
кальных факторов их  микроокружения. В  ответ 
на проникновение патогена или повреждение тканей 
макрофаги приобретают воспалительный фенотип. 
При этом происходят активация ряда сигнальных пу-
тей, выработка активных форм кислорода и синтез 
провоспалительных цитокинов (фактора некроза 
опухоли α, интерлейкинов (IL) 1 и IL-6), что повыша-
ет эффективность их противомикробного и противо-
опухолевого действия. Кроме того, в фазе заживления 
раны IL-4 и IL-13 стимулируют противоположную 
активность макрофагов, связанную с экспрессией 
трансформирующего фактора роста β1, тромбоцитар-
ного фактора роста, фактора роста эндотелия сосудов 
(VEGF), WNT и различных матриксных металлопро-
теиназ, которые ускоряют заживление ран, стягивая 
края поврежденной области, а также укрепляют по-
врежденный участок с  помощью отложения вне
клеточных коллагеновых волокон. Первоначально 
считалось, что все макрофаги проявляют противо-
опухолевую активность. Однако в настоящее время 
стало известно, что, помимо этого, в разных ситуа-
циях они способствуют возникновению опухоли, ее 
прогрессии и метастазированию. В частности, пока-
зано, что одним из важных факторов канцерогенеза 
является хроническое воспаление, которое возника-
ет в ответ на постоянные инфекции или хроническое 
раздражение. Макрофаги инициируют воспаление, 
синтезируя провоспалительные цитокины, которые 
привлекают и другие иммунные клетки в воспали-
тельный очаг.

Возникшая опухоль инфильтрируется макрофага-
ми, часть из которых проявляет противоопухолевую 
активность, а часть под влиянием синтезируемого опу-
холевыми клетками макрофагального колониестиму-
лирующего фактора (CSF1) и IL-4 / IL-1 трансфор
мируется в фенотипы, способствующие прогрессии 
опухоли и метастазированию (опухолеассоциирован-
ные макрофаги, TAM), и изменяет противоопухолевую 
активность на супрессорную.

Сам процесс фагоцитоза может изменять свойства 
макрофагов. В  частности, после фагоцитирования 
опухолевой клетки они могут утрачивать функцию 
иммунного надзора и снижать экспрессию провоспа-
лительных цитокинов [8, 9]. TAM также стимулируют 
миграцию опухолевых клеток, инвазивный рост опухо-
ли, а также ангиогенез. Эти клетки изменяют профиль 
экспрессии протеаз, таких как матриксные металло-
протеиназы и катепсины, экспрессируют рецепторы 
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урокиназы (uPA) и другие ферменты и ремоделируют 
матрикс опухоли [10, 11].

Кроме того, опухоли метастазируют в области, ор-
ганизация которых частично определяется макрофа-
гами. На основе исследования глиобластом, секре
тирующих экзосомы, содержащие матричную РНК, 
микроРНК и передающие таким образом генетиче-
скую информацию окружающим тканям, изучается 
их способность готовить преметастатические ниши, 
в которые привлекаются миелоидные клетки, экспрес-
сирующие интегрин αM (CD11b) и рецептор VEGF1. 
Кроме того, у онкологических пациентов часто наблю-
дается повышенная свертываемость крови, что может 
приводить к тромбоэмболии. Это способствует фик-
сации циркулирующих опухолевых клеток в зонах 
тромбоза. Они продуцируют CCL2 для привлечения 
воспалительных моноцитов CCR2, которые быстро 
развиваются в макрофаги, ассоциированные с мета-
стазами [12–15]. В связи с приведенными данными 
возникает вопрос: «Могут ли такие макрофаги защи-
щать опухоль от токсического агента антидотом, на-
пример МТ или ЛВ, депонированными на корпуску-
лярном носителе?» [16–18].

В последние десятилетия проблема использования 
фагоцитарной активности элементов ретикулоэндо-
телия для  совершенствования терапии получила 
еще одно новое направление, вызанное тем, что раз-
рабатывается и выходит на рынок большое количест-
во нанопрепаратов. Наномедицина стала перспектив-
ной областью в онкологии благодаря ее возможности 
повысить избирательность действия химиопрепаратов. 
Однако, как показали результаты исследований, толь-
ко 0,7 % лекарственных наночастиц достигают опухо-
левых клеток [19, 20]. Остальную массу препарата по-
глощают макрофаги, накапливая ее в  нормальных 
тканях и повреждая их. Поэтому для защиты нормаль-
ных тканей и увеличения пула циркуляции нанопре-
паратов в  кровотоке исследуется возможность ис
пользования стратегии ингибирования фагоцитоза. 
Например, распознаванию макрофагами наночастиц 
препятствуют путем снижения иммуногенности нано-
препаратов, покрывая их поверхность полимерами 
или маскируя сигнальными молекулами типа CD47, 
которые при взаимодействии с белком SIRPМ1 гене-
рируют сигнал «не ешь меня». Учитывается и то, что 
фагоцитоз требует значительных энергетических затрат. 
Для подавления генерации энергии были разработаны 
наночастицы, блокирующие аэробный гликолиз с по-
мощью эффективного ингибитора транспортера глюко-
зы BAY-876. В результате резко уменьшалось накопление 
наночастиц в печени и других нормальных органах, бо-
гатых резидентными макрофагами. При этом повыси-
лась как доставка инкапсулированного цитостатика 
в опухоль, так и эффективность лечебного воздейст-
вия [19, 20].

Еще одним методом временной блокады актив-
ности элементов ретикулоэндотелия является их из-

быточная нагрузка нейтральными наночастицами. 
В этих условиях введенные лекарственные наноча-
стицы циркулируют в кровотоке дольше и более дли-
тельно действуют на клетки опухоли. В экспериментах 
A. V. Mirkasymov и соавт. наиболее эффективными бло-
каторами оказались частицы, покрытые карбоксиме-
тилдекстраном, позволившие в десятки раз увеличить 
время циркуляции в кровотоке введенных позднее 
магнитных наночастиц, которые затем концентриро-
вали в опухоли с помощью магнита [20]. При этом 
выяснилось, что данный эффект вариабелен у мышей 
различных линий, что, по мнению авторов, связано 
с разным содержанием макрофагов в ткани их парен-
химатозных органов. Также важно, что само наличие 
опухоли ингибировало фагоцитоз, причем в зависи-
мости от происхождения и морфологических особен-
ностей опухоли. Время циркуляции лекарственных 
наночастиц могло увеличиваться в 5 раз у мышей с ме-
ланомой и в 2,6 раза у животных с опухолями молочной 
железы [21, 22]. Эти данные важны для персонализа-
ции протоколов лечения с использованием лекарст-
венных препаратов в виде наночастиц при различных 
видах опухолей и у разных больных.

Одна из причин влияния опухолей на активность 
макрофагов связана с  экспрессией на  опухолевых 
клетках лиганда рецептора программируемой клеточ-
ной гибели 1 (PD-L1). Этот иммуноингибирующий 
лиганд находится на активированных Т-лимфоцитах 
и служит для поддержания иммунной толерантности 
и предотвращения аутоиммунных реакций. Клетки 
опухолей различного гистогенеза в разной степени 
экспрессируют PD-L1, что  обеспечивает им уход 
из‑под иммунного надзора. TAM также экспрессируют 
PD-L1, причем в ходе прогрессии опухоли уровень 
экспрессии рецептора растет. Блокада связи PD-1 – 
PD-L1 in vivo стимулирует способность макрофагов 
фагоцитировать опухолевые клетки и  продлевает 
жизнь мышей с трансплантированными опухолями. 
Она также эффективна у больных с различными он-
кологическими заболеваниями, включая меланому, 
колоректальный рак, немелкоклеточный рак легкого 
и лимфогранулематоз. Клиническим препаратом, бло-
кирующим взаимодействие PD-1 с его инактивирую-
щими лигандами, является ниволумаб – человеческое 
моноклональное антитело IgG4, эффективное, в част-
ности, у  больных с  рецидивирующей или  рефрак
терной формой лимфогранулематоза, которые ранее 
безуспешно получали интенсивное лечение. Его ис-
пользование дало положительный результат в 87 % слу-
чаев в виде дополнительной отсрочки рецидива на 6 мес. 
и более. Стимуляция макрофагов путем блокады систе-
мы распознавания «свой – чужой» (PD-1 – PD-L1), как 
и остальные химиотерапевтические методы лечения, 
имеет относительную избирательность по отношению 
к TAM, поскольку активирует и остальные макрофаги 
организма. Терапевтический интервал этого метода 
ограничен опасностью аутоиммунных осложнений, 
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таких как пневмонит, колит, гепатит, нефрит, гипо- 
и гипертиреоз и т. д. В связи с этим некоторые больные 
отказываются от дальнейшего лечения [23–26].

Таким образом, нам представляется перспектив-
ным изучение вопроса о возможности объединения 
этих двух разных подходов к воздействию на систему 
мононуклеарных фагоцитов с целью повышения эф-
фективности и избирательности ХТ. С одной стороны, 
загрузка макрофагов блокирующим носителем с за-
щитным препаратом, например ФК или ЛВ, позволит 
использовать высокие дозы МТ, а с другой – блокада 
фагоцитоза снизит захват введенных после блокады 
наночастиц с другим противоопухолевым препаратом. 
Это позволит достичь двойного воздействия на опу-
холь при меньшем поражении чувствительных нор-
мальных тканей.

Защита нормальных тканей на основе 
различий в экспрессии изоформ 
цитохрома P450
Следует иметь в виду, что ЛВ одинаково доступен 

как для нормальных, так и для опухолевых клеток, 
и только разница в их чувствительности к МТ обеспе-
чивает клинический эффект. Таким образом, логично 
сделать действие защитного препарата более доступ-
ным для нормальных клеток, чем для опухолевых, пу-
тем создания соответствующей транспортной формы 
защитного препарата. В основу этого положены дан-
ные о различной активности в нормальных и опухоле-
вых тканях человека изоформ цитохрома Р450 (CYP), 
метаболизирующих широкий спектр ксенобиотиков, 
в том числе лекарственные препараты.

CYP является суперсемейством белков эндоплаз-
матического ретикулума, примерно 70 % из которых 
в печени человека являются изоформами CYP1A2, 
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6, CYP2E1 и CYP3A4. 
В меньшей степени они экспрессируются во внепече-
ночных тканях, таких как тонкий кишечник, почки 
и периферические клетки крови.

В опухолях различного генеза их активность по срав-
нению с нормой варьирует от нулевой до повышенной. 
Это отмечено уже в ранних работах, когда активность 
изоформ CYP определялась суммарно по способности 
микросомной фракции метаболизировать определенный 
субстрат. В частности, при изучении способности этой 
фракции, выделенной из опухолей легкого отдельных 
пациентов, метаболизировать бенз(а)пирен, обнаружена 
более чем 20‑кратная разница в активности. Такой же 
диапазон различий был и при сравнении между собой 
нормальных тканей, окружающих опухоль.

В 73 случаях экспрессия CYP в тканях опухолей 
была ниже, в 11 – выше и только в 2 случаях оказалась 
одинаковой [27, 28]. Таким образом, в процессе кан-
церогенеза, а  также прогрессирования и дедиффе
ренцировки опухолевые клетки могут полностью 
утрачивать некоторые изоформы. Позднее это было 
подтверждено при анализе экспрессии 4 основных 

изоформ CYP – CYP1A1, CYP1B1, CYP2C9 и CYP3A4 – 
в опухолях человека наиболее частой локализации 
(рак желудка, молочной железы, предстательной же-
лезы, пищевода, яичника, мочевого пузыря, почек, 
толстого кишечника и саркомы). Так, во всех исследо-
ванных случаях аденокарцином желудка, светлокле-
точного рака почки, а также рака молочной железы 
отсутствовала экспрессия всех изоформ семейства 
CYP2C, в том числе CYP2C9 и CYP2C19, играющих 
значительную роль в  метаболизме лекарственных 
средств. При этом примерно у 25 % пациентов с раком 
пищевода и предстательной железы в опухолевых тка-
нях обнаружена экспрессия данных изоформ CYP. 
Кроме того, в большинстве опухолей предстательной 
железы утрачивалась изоформа CYP3A5, участвующая 
в метаболизме тестостерона [29]. В гепатомах челове-
ка также значительно снижена экспрессия генов всего 
суперсемейства P450 по сравнению с окружающей 
нормальной тканью [30]. В большинстве плоскокле-
точных бронхогенных опухолей легкого отсутствуют изо-
формы CYP1A1, CYP2A6, CYP2E1 и CYP3A, а в адено
карциномах они определяются на  ранней стадии 
развития опухоли и в наиболее дифференцированных 
формах [31, 32]. В то же время уровень экспрессии ци-
тохромов CYP1A1, CYP1B1, CYP2E1 в опухолях тол-
стого кишечника выше, чем в клетках нормального 
эпителия [33].

Как  упоминалось выше, у  людей наблюдаются 
большие различия в экспрессии отдельных изоформ 
CYP [34]. Поскольку известно, что ферменты CYP ак-
тивно участвуют в метаболизме как традиционных 
цитостатиков, так и таргетных препаратов (табл. 2), 
изучение индивидуальных профилей экспрессии ге-
нов семейства CYP может способствовать повышению 
эффективности ХТ с использованием ряда препаратов. 
Так, у некоторых пациентов отсутствует экспрессия ге-
нов изоформ семейства CYP2A6, что связано с ме
таболической активацией фторафура (ФФ).Это при-
водит к снижению ответа опухоли на лечение этим 
лекарственным средством [32, 35–37].

Генетические вариации в экспрессии отдельных 
изоформ CYP в организме человека, не совпадающие 
с экспрессией этих изоформ в опухоли, делают пер-
спективным создание и использование химиопрепа-
ратов, активируемых или детоксицируемых преиму-
щественно отдельными изоформами. Исходя из этого, 
можно создавать как агенты с избирательной защитой 
нормальных тканей, так и с избирательным пораже-
нием опухолевых.

Как упоминалось ранее, успешное использование 
ФФ при опухолях толстого кишечника может быть 
связано с высокой экспрессией клетками этих опухолей 
цитохромов CYP1A1, CYPB1, CYP2E1 и CYP2A6, ко-
торые окисляют ФФ в тетрагидрофурановой части мо-
лекулы с последующим разрывом псевдогликозидной 
связи и высвобождением 5‑фторурацила [38, 39]. Это 
показано как на клеточной культуре, так и в экспери-
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Таблица 1. Уровни экспрессии изоформ семейства CYP в нормальных тканях печени и других органов (по данным The Human 
Protein Atlas)

Table 1. Expression levels of the CYP family enzymes in liver and other normal organ tissues (according to the The Human Protein Atlas)

CYP

Уровень экспрессии 
матричной РНК 
в ткани печени 
Messenger RNA 

expression level in liver 
tissue

Уровень экспрес-
сии белка в ткани 

печени 
Protein expression 

in liver tissue

Уровень экспрессии в тканях других органов матричной РНК / белка 
Messenger RNA / protein expression levels in tissues of other organs

CYP1A2 Высокий 
High

Высокий 
High

Желчный пузырь – высокий / высокий 
Gallbladder: high / high

CYP2A6 Умеренный 
Moderate

Умеренный 
Moderate

Семенники – низкий / высокий 
Testes: low / high

CYP2B6 Низкий 
Low

Низкий 
Low

Тонкий кишечник – низкий / высокий; почки – низкий / умеренный; 
поджелудочная железа – низкий / умеренный; семенники – низ-

кий / умеренный; влагалище – низкий / умеренный; лимфатические 
узлы и селезенка – низкий / умеренный 

Small intestine: low / high; kidneys: low / moderate; pancreas: low / moderate; testes: 
low / moderate; vagina: low / moderate; lymph nodes and spleen: low / moderate

CYP2C8 Умеренный 
Moderate

Умеренный 
Moderate

Желчный пузырь – низкий / умеренный; тонкий кишечник – низ-
кий / умеренный; толстый кишечник – низкий / умеренный 

Gallbladder: low / moderate; small intestine: low / moderate; large intestine: 
low / moderate

CYP2C9 Высокий 
High

Высокий 
High

Двенадцатиперстная кишка – низкий / высокий; желчный пузырь – 
низкий / умеренный 

Duodenum: low / high; gallbladder: low / moderate

CYP2C19 Низкий 
Low

Низкий 
Low

Двенадцатиперстная кишка – умеренный / высокий; толстый 
кишечник – низкий / умеренный; желчный пузырь – низкий / уме-

ренный 
Duodenum: moderate / high; large intestine: low / moderate; gallbladder: 

low / moderate

CYP2E1 Высокий 
High

Высокий 
High

 – 

CYP2D6 Низкий 
Low

Низкий 
Low

Тонкий кишечник – низкий / умеренный 
Small intestine: low / moderate

CYP2E1 Умеренный 
Moderate

Умеренный 
Moderate

 – 

CYP3A4 Высокий 
High

Высокий 
High

Тонкий кишечник – умеренный / высокий; 
толстый кишечник – низкий / высокий 

Small intestine: moderate / high; large intestine: low / high

CYP4A11 Умеренный 
Moderate

Низкий 
Low

 – 

менте на животных. Генно-модифицированные клетки 
рака толстого кишечника, экспрессирующие CYP2A6, 
в 2,6 раза активнее катализировали превращение ФФ 
в 5‑фторурацил по сравнению с трансфицированными 
нулевой конструкцией. Соответственно, их рост инги-
бировался также намного сильнее [38, 39].

Предварительная индукция повышенной экспрес-
сии CYP фенобарбиталом и/или 20‑метилхолантреном 
резко усиливала действие ФФ на лейкоз Раушера, пе-
ревитый мышам, а также его токсическое действие. 
Ингибитор CYP SKF 525‑A отменял оба эффекта [40].

Для вариантов, когда в нормальных клетках орга-
низма активность определенных изоформ CYP выше, 
чем в опухолевых, логично было создать латентную 
форму защитного препарата, активируемую этой фер-
ментной системой. В связи с этим по аналогии с ФФ 
создана латентная форма тимидина, которая должна 
была быть более доступной нормальным клеткам с бо-
лее широким и активным спектром CYP, чем опухоле-
вым клеткам. Поскольку 5‑фторурацил превращают 
в транспортную форму ФФ путем присоединения к его 
молекуле тетрагидропиранильной защитной группы, 
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по  аналогии с  ним созданы 2  замещенные формы 
тимидина 5’-О-(тетрагидрофуранил)тимидин и 3’-О- 
(2‑тетрагидрофуранил)тимидин (рис. 2). При их ин-

кубации с микросомами печени крыс происходило 
отщепление защитной группы, и они превращались 
в тимидин (О-тетрагидрофуранильные производные 

Таблица 2. Белки семейства CYP и их субстраты среди химиопрепаратов

Table 2. CYP family proteins and their substrates among chemotherapeutic agents

CYP Субстрат (химиопрепарат) 
Substrate (chemotherapeutic drug) 

CYP3A4

Таксаны: паклитаксел, доцетаксел.
Винка-алкалоиды: винкристин, винбластин, винорелбин.

Эпиподофиллотоксины: этопозид, тенипозид.
Ингибиторы тирозинкиназ: иматиниб, дазатиниб, нилотиниб, босутиниб, понатиниб, руксолитиниб, 
ибрутиниб, иделалисиб, венетоклакс, сорафениб, сунитиниб, пазопаниб, кабозантиниб, вандетаниб, 

акситиниб, регорафениб.
Ингибиторы CDK4 / 6: палбоциклиб, рибоциклиб, абемациклиб.

PARP-ингибиторы: олапариб.
Гормональная терапия: тамоксифен, анастрозол, летрозол, экземестан, фулвестрант, абиратерон, энзалута-

мид.
Иммуномодуляторы: эверолимус, темсиролимус.

Алкилирующие агенты: циклофосфамид, ифосфамид, тиотепа 
Taxanes: paclitaxel, docetaxel. 

Vinca alkaloids: vincristine, vinblastine, vinorelbine. 
Epipodophyllotoxins: etoposide, teniposide. 

Tyrosine kinase inhibitors: imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib, ponatinib, ruxolitinib, ibrutinib, idelalisib, venetoclax, sorafenib, 
sunitinib, pazopanib, cabozantinib, vandetanib, axitinib, regorafenib. 

CDK4 / 6 inhibitors: palbociclib, ribociclib, abemaciclib. 
PARP inhibitors: olaparib. 

Hormone therapy: tamoxifen, anastrozole, letrozole, exemestane, fulvestrant, abiraterone, enzalutamide. 
Immunomodulators: everolimus, temsirolimus. 

Alkylating agents: cyclophosphamide, ifosfamide, thiotepa

CYP2C8

Таксаны: паклитаксел.
Гормональная терапия: энзалутамид 

Taxanes: paclitaxel. 
Hormone therapy: enzalutamide

CYP2B6 Алкилирующие агенты: циклофосфамид, ифосфамид 
Alkylating agents: cyclophosphamide, ifosfamide

CYP2C9

Алкилирующие агенты: циклофосфамид, ифосфамид.
Гормональная терапия: тамоксифен 

Alkylating agents: cyclophosphamide, ifosfamide. 
Hormone therapy: tamoxifen

CYP2C19 Алкилирующие агенты: циклофосфамид, ифосфамид 
Alkylating agents: cyclophosphamide, ifosfamide

CYP1A2

Алкилирующие агенты: дакарбазин.
Ингибиторы тирозинкиназ: иматиниб, пазопаниб.

Гормональная терапия: фулвестрант 
Alkylating agents: dacarbazine. 

Tyrosine kinase inhibitors: imatinib, pazopanib. 
Hormone therapy: fulvestrant

CYP2A6

Гормональная терапия: летрозол, фадрозол.
Антиметаболиты: тегафур 

Hormone therapy: letrozole, fadrozole. 
Antimetabolites: tegafur

CYP2E1

Алкилирующие агенты: дакарбазин.
Эпиподофиллотоксины: этопозид 

Alkylating agents: dacarbazine. 
Epipodophyllotoxins: etoposide

CYP1B1

Таксаны: паклитаксел, доцетаксел.
Гормональная терапия: тамоксифен, флутамид 

Taxanes: paclitaxel, docetaxel. 
Hormone therapy: tamoxifen, flutamide
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тимидина и 2‑дезоксицитидина). Полученные соеди-
нения были переданы для испытаний в качестве за-
щитных препаратов от токсического действия цито-
статиков, однако это перспективное направление 
по ряду финансово-организационных причин не по-
лучило дальнейшего развития.

В последние годы также особый интерес вызывает 
влияние однонуклеотидных полиморфизмов некото-
рых представителей семейства CYP на эффективность 
лечения. Так, I. Pastina и соавт. выявили, что наличие 
полиморфизма CYP1B1-4326C>G у пациентов с ка-
страционно-резистентным раком предстательной же-
лезы опосредовало как худший ответ на доцетаксел, 
так и более низкую общую выживаемость [41]. Схожие 
результаты у пациентов с трижды негативным раком 
молочной железы получили и другие авторы. В их ис-
следовании было было показано, что у больных с го-
мозиготным вариантом генотипа и вариантом аллеля 
полиморфизма CYP1B1 4326C>G наблюдался значи-
тельно более высокий риск развития резистентности 
к ХТ [42]. Это также продемонстрировано и для дру-
гих  членов семейства CYP, например для  CYP2B6 
и CYP2C19 [43]. Помимо ответа на терапию непосред-
ственно опухоли выявлена связь генетического вари-
анта гена и чувствительности нормальных тканей к хи-
миотерапевтическим агентам [43].

Защита нормальных тканей  
на основе утраты опухолью 
чувствительности к регуляторным 
сигналам
Высокая упорядоченность поддержания клеточ-

ного гомеостаза в нормальной ткани обусловливает 
однонаправленную реакцию нормальных клеток 
на определенный стимул, в отличие от утратившей 
чувствительность к нему разбалансированной опухо-
левой популяции. На этом принципе строится одна 
из стратегий избирательной защиты наиболее уязви-
мых нормальных органов от высоких доз цитостати-
ков, необходимых для  максимального подавления 
роста опухоли, резистентной к обычным дозам. Эта 
стратегия, названная стратегией двух лекарств, состо-
ит в том, что характер действия цитостатиков на нор-
мальные пролиферирующие клетки зависит от исполь-
зуемой дозы [44, 45]. Так, в терапевтических дозах они 
вызывают гибель клеток, а в субтоксичных – останов-
ку клеточного цикла и активацию репарации. Опухо-
левые клетки, резистентные к субтоксическим дозам 
цитостатиков, продолжают делиться и становятся из-
бирательно уязвимыми для второй группы цитотокси-
ческих агентов – митотических ядов, к которым у них 
нет перекрестной устойчивости [46–48]. Один из ва-
риантов, при котором нормальные клетки приоста-
навливают цикл размножения в ответ на малую дозу 
цитостатика, был назван циклотерапией. В наиболее 
полном виде она представлена и экспериментально 
обоснована M. Y. Blagosklonny [49].

Эффективность такой комбинации первоначально 
была продемонстрирована в эксперименте на 2 лини-
ях клеток промиелоцитарного лейкоза человека HL60 
и HL60 / TX, различающихся по чувствительности к ад-
риабластину (табл. 3). Предварительная обработка 
малой дозой этого цитостатика временно блокировала 
клеточный цикл в нормальных клетках, но не в резис-
тентных опухолевых клетках. Другой препарат, инги-
битор митотического веретена типа паклитаксела, 
применяемый после адриабластина, вызывал апоптоз 
опухолевых клеток вследствие стабилизации микро-
трубочек в митозе. Нормальные клетки не входили 
в митоз и поэтому не подвергались действию митоти-
ческого яда. Очевидно, что в условиях организма, где 
опухоль состоит из клонов, находящихся на разных 
стадиях прогрессии, таким приемом будут уничтоже-
ны не все опухолевые клетки, но, по крайней мере, 
самые злокачественные и быстро растущие, полно-
стью утратившие чувствительность к регуляторным 
сигналам.

В дальнейшем были разработаны и другие вариан-
ты избирательного поражения химиопрепаратами опу-
холевых клеток, утративших связь с регуляторными 
механизмами тканей и организма (см. табл. 3).

В случае, если резистентность опухоли связана 
с экспрессией эффлюксных насосов, таких как ABC-
транспортеры ABCG2, MDR1 и MRP, предлагается 
комбинация из препарата, индуцирующего апоптоз, 
и его антагониста. Важно, чтобы первый не был суб-
стратом Pgp / MRP, а второй, наоборот, должен быть им 

Рис. 2. Схематическое изображение синтеза транспортных форм 
5‑фторурацила и тимидина
Fig. 2. Schematic representation of  the  synthesis of  transport forms 
of 5‑fluorouracil and thymidine
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Blagosklonny+MV&cauthor_id=10602425
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Таблица 3. Стратегия двух лекарств в циклотерапии

Table 3. Two-drug strategy in cyclotherapy

Препарат 1 –
протектор 

Drug 1 – protective agent

Препарат 2 – 
цитотоксин 

Drug 2 – cytotoxic agent

Механизм действия 
Mechanism of action

P53‑зависимая циклотерапия 
P53‑dependent cyclotherapy

Низкие дозы 
доксирубицина, 
актиномицина 
и этопозида 
Low doses 
of doxorubicin, 
actinomycin and 
etoposide

Паклитоксел 
и другие 

ингибиторы митоза 
Paclitaxel and other 

mitotic inhibitors

В отличие от нормальных клеток (wt р53), в опухолевых клетках 
с мутантным р53 низкие дозы цитостатиков не блокируют митоз. 
В результате опухолевые клетки гибнут от действия препаратов, 

специфичных для S- или M-фазы цикла [44] 
Unlike normal cells (wt p53), low doses of cytostatics do not block mitosis in tumor cells  

with mutant p53. As a result, tumor cells die from the action of drugs specific  
to the S- or M-phase of the cycle [44] 

Нутлин-3а 
(ингибитор Mdm-2) 
Nutlin-3a (Mdm-2 
inhibitor) 

Паклитоксел 
и другие 

ингибиторы митоза 
Paclitaxel and other 

mitotic inhibitors

Нутлин-3а останавливает пролиферацию нормальных 
клеток в фазах G1 и G2, но не опухолевых клетках с мутантным р53. 

Последние гибнут от апоптоза, вызванного паклитакселом или другими 
антимитогенными препаратами [45] 

Nutlin-3a stops the proliferation of normal cells in G1 and G2, but not tumor cells  
with mutant p53. The latter die from apoptosis induced by paclitexel or other antimitogenic 

drugs [45] 

IL-1Ra (антагонист 
человеческого 
рецептора IL-1) 
IL-1Ra (human IL-1 
receptor antagonist) 

5‑фторурацил, 
азацитидин 
5‑fluorouracil, 

azacitidine

IL-1Ra останавливает у мышей деление нормальных клеток системы 
кроветворения, кишечных крипт и тимуса, защищая 

их от 5‑фторурацила и азацитидина, но не опухолевых клеток с мутантным 
р53 [46] 

IL-1Ra stops hematopoietic, intestinal crypt, and thymus cell division in mice,  
protecting them from 5‑fluorouracil and azacitidine, but not tumors  

with mutant p53 [46] 

Избирательное уничтожение клеток, экспрессирующих Pgp / MRP 
Selective killing of cells expressing Pgp / MRP

Ингибитор каспаз 
z-DEVDfmk 
Casapase inhibitor 
z-DEVDfmk

Флавопиридол, таксотер, иксабепилон 
Flavopiridol, taxotere, ixabepilone

Резистентные клетки опухоли, экспрессирую-
щие Pgp / MRP1, выбрасывают введенный 

ингибитор каспаз z-DEVD-fmk и погибают 
от апоптоза, вызванного индукторами 

каспаз [47] 
Resistant tumor cells expressing Pgp / MRP1 release 

the administered caspase inhibitor z-DEVD-fmk and die 
by caspase inducer-induced apoptosis [47] 

P53‑независимая циклотерапия 
P53‑independent cyclotherapy

Низкие дозы 
стауроспорина и его 
аналога UCN-01 
Low doses 
of staurosporine and its 
analogue UCN-01

Доксирубицин, 
5‑фторурацил, 
камптотецин 

Doxirubicin, 
5‑fluorouracil, 
camptothecin

Низкие дозы стауроспорина останавливают пролиферацию нормальных 
клеток (pRb+) в фазе G1, но не опухолевых клеток pRb– [48] 

Low doses of staurosporine stop the proliferation of normal cells (pRb+) in G1, but not 
tumor pRb– [48] 

AG1478‑ингибитор 
рецепторов 
EGF-киназ 
AG1478 – EGF receptor 
kinase inhibitor

Паклитаксел 
и другие ингибито-

ры митоза 
Paclitaxel and other 

mitotic inhibitors

Низкие дозы AG1478 – ингибитора рецепторов EGF-киназ останавливают 
пролиферацию иммортализованных клеток молочной железы, 

но не EGF-независимых опухолевых клеток [49] 
Low doses of AG1478, an EGF receptor kinase inhibitor, stopped the proliferation 

of immortalized breast cells but not EGF-independent cancer cells [49] 

Низкая доза 
флавопиридола 
(ингибитора 
пан-CDK) 
Low dose of flavopiridol 
(pan-CDK inhibitor) 

Паклитаксел 
Paclitaxel

Флавопиридол, ингибитор пан-CDK в низких концентрациях защищает 
p21‑чувствительные клетки [50, 51] 

Flavopiridol, a pan-CDK inhibitor, protects p21‑sensitive cells  
at low concentrations [50, 51] 
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и вследствие этого активно удаляться из опухолевой 
клетки. В результате токсическое действие первого 
препарата нейтрализуется в нормальных клетках ин-
гибитором, который из опухолевых клеток удаляется 
насосами Pgp / MRP. Этот эффект продемонстрирован 
на клетках лейкоза человека HL60, экпрессирующих 
и не экпрессирующих Pgp / MRP. Индуктором апо
птоза, токсичным для обеих клеточных линий, был 
бензилоксикарбонил-Val-Ala-Asp-фторметилкетон 
(z-VAD-fmk), а ингибитором каспаз – флавопиридол, 
который в малой дозе защищал только нормальные 
клетки, но не резистентные, удалявшие этот ксеноби-
отик эффлюксными насосами [53].

Как правило, невосприимчивость к сигналам оста-
новки клеточного цикла в опухолевых клетках обуслов-
лена утратой функций p53, белка ретинобластомы (pRb) 
и других ингибиторов пролиферации. Соответственно, 
их активация может быть использована для избиратель-
ной защиты нормальных клеток при ХТ также путем 
временной остановки клеточного цикла. Этот эффект 
могут вызывать как специфические активаторы р53 ти-
па нутлинов, которые препятствуют взаимодействию 
этого белка с его ингибитором – белком MDM2, так 
и  малые дозы некоторых цитостатиков. Например, 
в одном из экспериментов низкие концентрации док-
сорубицина индуцировали экспрессию p53 и вызывали 
остановку клеточного цикла в клетках культуры коло-
ректальной карциномы человека HCT116‑р53+ / +, но не 
в  резистентной к  нему колоректальной карциноме 
HCT116‑p53− / −. Последующая обработка обеих культур 
паклитакселом вызывала гибель резистентной культу-
ры, тогда как родительская была защищена в результа-
те остановки пролиферации [44, 54, 55].

Активация р53 может быть вызвана и воздействи-
ем на ILs, поскольку их взаимодействие с р53 влияет 
на клеточный цикл. Показано, что рекомбинантный 
антагонист человеческого рецептора IL-1 (rhIL-1Ra) 
стимулирует фосфорилирование белков p38, p53 и p21 
и обратимо блокирует продвижение по клеточному 
циклу стволовых и прогениторных клеток гемопоэза. 
Введение rhIL-1Ra до начала лечения 5‑фторурацилом 
мышам с перевиваемой опухолью уменьшало вызыва-
емую этим антиметаболитом нейтропению, но не сни-
жало пролиферативный пул опухолевых клеток и, со-
ответственно, их чувствительность к 5‑фторурацилу. 
Такой же эффект получен и при предотвращении ток-
сического действия 5‑азацитидина на клетки тимуса 
мышей с помощью rhIL-1Ra [46, 56, 57].

P53‑независимая циклотерапия
Разработан ряд методов временной остановки кле-

точного цикла, не связанный с р53. В качестве приме-
ра p53‑независимой циклотерапии M. V. Blagosklonny 
[49] приводит данные о действии стауроспорина, ин-
гибирующего протеинкиназы. В культуре нормаль-
ных клеток молочной железы минимальные дозы это-
го агента (около 0,5–2 нМ) вызывали временную 
остановку цикла в фазе G0 / G1 путем воздействия 
на сигнальный путь pRb стауроспорином, который 
вызывал быстрое и полное исчезновение CDK4, про-
исходившее до полного гипофосфорилирования pRb 
и одновременно со снижением активности CDK2 в ре-
зультате его связывания с p27. Клетки рака молочной 
железы, дефектные по контрольным точкам, также 
регулируемые pRb, не были чувствительны к сигналу 
остановки деления и уходили в апоптоз под действием 

Препарат 1 –
протектор 

Drug 1 – protective agent

Препарат 2 – 
цитотоксин 

Drug 2 – cytotoxic agent

Механизм действия 
Mechanism of action

Циклотерапия c использованием ингибиторов 
Cyclotherapy using inhibitors

Ингибиторы 
CDK4 / 6 палбоци-
клиб и трилациклиб 
CDK4 / 6 inhibitors 
palbociclib and trilaciclib

Радиоактивное 
излучение, карбо-
платин этопозид, 

атезолизумаб, 
топотекан, препара-

ты платины 
Radiation, carboplatin, 

etoposide, atezolizumab, 
topotecan, platinum 

drugs

Малые дозы ингибиторов CDK4 / 6 обратимо останавливают цикл размно-
жения ранних гемопоэтических стволовых клеток костного мозга и клеток 
кишечника in vivo, в отличие от Rb-дефицитных клеток опухолей, устойчи-
вых к этим ингибиторам. При лечении больных раком легкого трилациклиб 
уменьшает нейтропению и другие осложнения, не снижая эффекта химио-

терапии. Препарат одобрен для этих целей Управлением по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных средств США (Food and Drug 

Administration) [52] 
Low doses of CDK4 / 6 inhibitors reversibly stopped the proliferation cycle of early 

hematopoietic stem cells in bone marrow and intestinal cells in vivo, unlike Rb-deficient 
tumor cells resistant to these inhibitors. In the treatment of lung cancer patients, trilaciclib 
reduced neutropenia and other complications without reducing the effect of chemotherapy. 

Food and Drug Administration approved for this purpose [52] 

Примечание. IL – интерлейкин; EGF – эпидермальный фактор роста. 
Note. IL – interleukin; EGF – epidermal growth factor.

Окончание табл. 3

Еnd of table 3
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высоких доз доксорубицина или камптотецина. Бло-
кированные нормальные клетки переносили дозы 
камптотецина, более чем в 100 раз превышавшие ле-
тальные, и после отмывки агента продолжали делить-
ся. Аналогичный защитный эффект стауроспорин 
проявлял и в отношении нормальных лимфоцитов 
[48, 58].

Результаты исследования ингибирующего дейст-
вия малых доз аналога стауроспорина UCN-01 (7‑ги-
дроксистауроспорина) на пролиферацию нескольких 
штаммов нормальных и опухолевых клеток молочной 
железы человека показали, что в то время как нор-
мальные клетки были очень чувствительны к UCN-01 
и останавливали пролиферацию при действии малых 
доз, опухолевые клетки демонстрировали незначи-
тельное ингибирование роста или полное отсутствие 
реакции. UCN-01 также обратимо останавливал деле-
ние клеток эпителия кишечника мышей in  vivo. 
На этом фоне животные с перевитой трижды негатив-
ной опухолью молочной железы переносили высокие 
дозы 5‑фторурацила, которые намного более эффек-
тивно подавляли рост опухолей и значительно увели-
чивали продолжительность жизни мышей [59, 60]. 
Показано, что действие низких доз многих других ци-
тотоксических агентов в  отношении нормальных 
и опухолевых клеток существенно различается и мо-
жет быть использовано для избирательного снижения 
побочного действия препаратов в химиотерапевти
ческих схемах. Эти агенты нарушают различные сиг-
нальные пути, контролирующие деление и выживание 
клеток, в том числе связанные с рецептором эпидер-
мального фактора роста (EGFR / Erb1). Этот рецептор 
экспрессируется в большинстве типов клеток за исклю-
чением кроветворных. Его аберрантная активация свя-
зана с возникновением и прогрессией различных зло-
качественных опухолей. Повышенная экспрессия 
или мутация EGFR / Erb1 коррелирует с поздними ста-
диями развития опухолей, метастазированием и небла-
гоприятным клиническим исходом [61, 62].

В частности, это отмечено в патогенезе гепатоцел-
люлярной карциномы. Блокирование EGFR / Erb1 тир-
фостином (4-(3‑хлоранилино)-6,7‑диметоксихиназо-
лином) вызывает в различных линиях клеток опухолей 
печени остановку клеточного цикла в фазе G1, актива-
цию каспазы-3, фрагментацию ДНК и гибель клеток. 
При этом повышается экспрессия проапоптотического 
члена семейства BCL-2 BIM и снижается экспрессия 
антиапоптотических белков BCL-XL и MCL1. Кроме 
того, уменьшаются и экспрессия ингибиторов каспаз 
HIAP2 и XIAP. Тирфостин также усиливает апоптоз, 
вызванный доксорубицином. В то же время его малые 
дозы останавливают пролиферацию иммортализо
ванных клеток молочной железы, что защищает их, но 
не EGF-независимые клетки опухоли, от токсического 
действия паклитаксела [49, 63, 64].

В 1958 г. W. W. Smith показал, что производное кол-
хицина, связывающееся с тубулином микротрубочек 

и  вследствие этого блокирующее деление клеток 
на стадии метафазы, предотвращает гибель мышей 
от общего облучения. Введение 1 мг этого соединения 
за 24 ч до облучения позволило более чем 50 % мышей 
перенести дозу в 1100 Р, смертельную для всех животных 
в контроле [65]. В дальнейшем было продемонстри
ровано, что химические ингибиторы CDK4 / CDK6, 
в частности палбоциклиб, увеличивают радиорези-
стентность линий нормальных клеток человека in vitro 
и мышей in vivo. В то же время они не защищают ли-
нии клеток, пролиферирующие независимо от актив-
ности этих киназ, в частности 7 линий мелкоклеточ-
ного рака легкого человека с дефицитом Rb. Блокада 
палбоциклибом гемопоэза у мышей с опухолями при 
той же эффективности лучевой терапии значительно 
снижает тяжесть осложнений. Кроме того, в настоя-
щее время проводятся клинические исследования ми-
елопротекторного эффекта трилациклиба. Так, в ходе 
рандомизированных двойных слепых плацебо-контро
лируемых клинических исследований II фазы M. Hussein 
и соавт., посвященных оценке эффективности при
менения этого препарата перед ХТ у пациентов с рас-
пространенным мелкоклеточным раком легкого, про-
демонстрирован выраженный миелопротекторный 
и эритропротекторный эффекты трилациклиба [66]. 
Однако в исследовании эффективности комбинации 
данного лекарственного средства с  гемцитабином 
и карбоплатином у больных метастатическим трижды 
негативным раком молочной железы, несмотря на без-
опасность такого сочетания, не были выявлены зна-
чимые различия в показателях миелосупрессии [67]. 
Действие ингибиторов, преимущественно нацеленных 
на CDK1 / 2 (росковитин и флавопиридол), оказалось 
менее эффективным и в меньшей степени предсказу-
емым [68–70].

Заключение
В процессе эволюции значительное развитие полу-

чили механизмы, направленные на сохранение гомео-
стаза клетки и всего организма. Они обеспечили много-
уровневую защиту, которая в  большинстве случаев 
предотвращает его нарушение как внешними, так и вну-
тренними факторами. Опухолевые клетки в процессе 
прогрессии и функционального упрощения утрачивают 
часть этих свойств, эволюционируя в направлении воз-
растающей автономности. В связи с этим для защиты 
нормальных клеток от действия противоопухолевых пре-
паратов рационально использовать механизмы, утрачи-
ваемые опухолевой клеткой, такие как чувствительность 
к регуляторным сигналам, позволяющим, например, 
временно останавливать пролиферацию всех нормаль-
ных клеток для того, чтобы с помощью митотических 
ядов или облучения отправлять в апоптоз продолжаю-
щие пролиферировать опухолевые клетки.

На уровне организма воздействие на систему клеточ-
ного иммунитета, в частности временное отключение ее 
фагоцитарной активности, позволяет значительно 
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повысить доставку в опухоль наноразмерных форм 
химиопрепаратов, которые в обычных условиях пере-
хватываются макрофагами, депонируются в нормаль-
ных тканях с последующим их повреждением. С одной 
стороны, нагрузка макрофагов нейтральными части-
цами, блокирующими фагоцитоз, защищает нормаль-
ные клетки от этого повреждения. С другой стороны, 
нагрузка фагоцитов частицами с адсорбированным 
на них защитным препаратом позволяет значительно 
увеличить дозу химиопрепарата, поскольку нормаль-
ные органы защищаются этим антидотом, депониро-
ванным в резидентных макрофагах.

По нашему мнению, рационально объединить 2 по-
следних подхода – создать еще один вариант защиты 
путем сочетания блокады макрофагов частицами с ад-
сорбированным защитным препаратом типа ФК или 
ЛВ с последующим воздействием 2 противоопухо
левых препаратов, с одной стороны, наноформой из-
бранного цитостатика, а с другой – антиметаболитом 
типа МТ. Токсическое действие первого агента на опу-
холь будет усилено в результате увеличения времени 
его циркуляции и концентрации в кровотоке, а токси-
ческое действие на нормальные ткани с резидентными 
макрофагами блокировано в результате временного 
отключения фагоцитоза. В то же время адсорбирован-
ный на блокирующих частицах антидот создаст депо, 
защищающее чувствительные нормальные ткани 
от действия второго противоопухолевого агента.

Дальнейшего изучения требуют и  различия 
в экспрессии мощной системы цитохрома Р450, ак-
тивирующей и детоксицирующей основную массу 
лекарственных препаратов в нормальных и опухо-
левых клетках, поскольку это перспективно в плане 
повышения избирательности противоопухолевой 
терапии. Значительная индивидуальная вариабель-
ность экспрессии изоформ системы CYP в челове-
ческой популяции в сочетании с мозаикой ее экс-
прессии в опухолях создает возможность не только 
персонализировать лекарственную противоопухоле-
вую терапию, но и создавать новые целенаправлен-
ные защитные препараты. Сегодня также проводятся 
клинические испытания экспериментально обосно-
ванных методов защиты нормальных клеток с ис-
пользованием дозового эффекта некоторых широко 
применяемых химиопрепаратов, в частности доксо-
рубицина, этопозида, палбоциклиба, трилациклиба 
и ряда других ингибиторов CDK4 / 6, каспаз, Mdm2, 
мишени рапамицина млекопитающих (mTOR), 
а также митогенных киназ, которые в больших дозах 
вызывают гибель чувствительных клеток, а  в  ма-
лых – только временно блокируют их размножение. 
Поскольку наиболее злокачественные опухолевые 
клетки резистентны к этим препаратам и продолжа-
ют делиться, их можно избирательно элиминировать 
с помощью лекарственных препаратов типа митоти-
ческих ядов.
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Клональный гемопоэз неопределенного 
потенциала при метастатическом колоректальном 
раке: двунаправленная регуляция, системная 
селекция и трансляционные стратегии

В.Е. Шевченко, Т.И. Кушнир, М.В. Гудкова, А.В. Полыновский, Н.Е. Арноцкая

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 :	 Валерий Евгеньевич Шевченко vshev2015@yandex.ru

Клональный гемопоэз неопределенного потенциала (КГНП) – возрастное состояние, характеризующееся экспанси-
ей гемопоэтических стволовых клеток соматическими мутациями в отсутствие гематологических заболеваний. 
Традиционно КГНП рассматривается либо как фактор, индуцирующий системное воспаление, либо как источник 
ложноположительных артефактов при жидкостной биопсии солидных опухолей. В настоящем обзоре представлены 
систематизированные данные об обратной патогенетической связи – дистантном регуляторном влиянии метастати-
ческого колоректального рака (мКРР) на костномозговое микроокружение. Мы предлагаем концептуальную модель 
двунаправленного интерфейса «мКРР ↔ КГНП», детально описываем молекулярные механизмы селекции мутантных 
клонов под давлением опухоли и определяем стратегии минимизации диагностических ошибок при анализе цирку-
лирующей опухолевой ДНК.
Метастатический колоректальный рак выступает в роли системного регулятора гемопоэза. Хроническое системное 
воспаление, индуцируемое секрецией медиаторов опухолью и ее метастазами (интерлейкина (IL) 6, фактора некро-
за опухоли α, гранулоцитарного колониестимулирующего фактора), в сочетании с персистирующим окислительным 
стрессом вызывает репликативное истощение и апоптоз нормальных гемопоэтических стволовых клеток.
В этих условиях клоны КГНП с мутациями в генах эпигенетического контроля (TET2, DNMT3A) и ответа на поврежде-
ния ДНК (TP53, PPM1D) приобретают селективное преимущество (повышенную приспособленность). В рамках 
двунаправленной регуляции гиперреактивные миелоидные клетки, происходящие из КГНП, мигрируют в ткани ки-
шечника и печени, где формируют преметастатические ниши, стимулируют ангиогенез (через фактор роста эндоте-
лия сосудов и матриксную металлопротеиназу 9) и подавляют активность CD8+-Т-лимфоцитов (через лиганд рецеп-
тора программируемой клеточной гибели 1 и индоламин-2,3-диоксигеназу). Стандартная платиносодержащая 
химиотерапия по схеме FOLFOX (фторурацил, лейковорин, оксалиплатин) выступает дополнительным катализатором 
ятрогенной селекции клонов TP53/PPM1D, тогда как удаление первичной опухоли уменьшает воспалительное дав-
ление на костный мозг. КГНП снижает специфичность жидкостной биопсии, создавая ложноположительные сигна-
лы для маркеров прогрессии опухоли (TP53) и резистентности (RAS). «Золотым стандартом» преодоления этой 
интерференции является парное секвенирование лейкоцитарного слоя (paired buffy coat sequencing) в сочетании 
с методами фрагментомики.
Разрыв патологической оси – двунаправленного интерфейса «мКРР ↔ КГНП» – с помощью антицитокиновой тера-
пии (ингибиторы IL-1β и IL-6) и внедрение онкогематологического мониторинга в прецизионную онкологию могут 
предотвратить уклонение опухоли от иммунного надзора, снизить риск развития вторичных лейкозов и улучшить 
показатели выживаемости.

Ключевые слова: колоректальный рак, клональный гемопоэз неопределенного потенциала, микроокружение опу-
холи, метастазирование, жидкостная биопсия
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Clonal hematopoiesis of indeterminate potential in metastatic colorectal cancer: bidirectional 
regulation, systemic selection, and translational strategies

V.E. Shevchenko, T.I. Kushnir, M.V. Gudkova, A.V. Polynovskiy, N.E. Arnotskaya

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, 
Russia

C o n t a c t s :	 Valery Evgenievich Shevchenko vshev2015@yandex.ru

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) is an age-related condition characterized by the expansion  
of hematopoietic stem cells harboring somatic mutations in the absence of overt hematological malignancies. 
Traditionally, CHIP has been viewed either as a driver of systemic inflammation or as a source of false-positive artifacts  
in liquid biopsy assays for solid tumors. This review systematizes the evidence for a reciprocal pathogenetic link – namely, 
the distant regulatory influence of metastatic colorectal cancer (mCRC) on the bone marrow microenvironment. We propose 
a conceptual model of a bidirectional “mCRC ↔ CHIP” interface, delineate the molecular mechanisms governing mutant 
clone selection under tumor-imposed pressure, and outline strategies to minimize diagnostic errors in circulating tumor 
DNA analysis.
Metastatic colorectal cancer acts as a systemic regulator of hematopoiesis. Chronic systemic inflammation induced 
by the secretion of tumor and metastasis mediators (interleukin (IL) 6, tumor necrosis factor α, granulocyte  
colony-stimulating factor), in combination with persistent oxidative stress, causes replicative exhaustion and apoptosis 
of normal hematopoietic stem cells. Under these conditions, CHIP clones carrying mutations in genes involved  
in epigenetic control (TET2, DNMT3A) and DNA damage response (TP53, PPM1D) acquire a selective fitness advantage. 
In the context of bidirectional regulation, hyperreactive myeloid cells originating from CHIP clones migrate to intestinal 
and hepatic tissues, where they establish pre-metastatic niches, promote angiogenesis (via vascular endothelial growth 
factor, matrix metallopeptidase 9), and suppress CD8+ T-cell activity (through programmed death ligand 1, indoleamine-2,3-
dioxygenase). Standard platinum-based chemotherapy (FOLFOX) acts as an additional catalyst for the iatrogenic selection 
of TP53/PPM1D clones, whereas primary tumor resection de-escalates the inflammatory pressure on the bone marrow. 
CHIP compromises the specificity of liquid biopsy by generating false-positive signals for progression (TP53) and resistance 
(RAS) markers. The gold standard for overcoming this interference is paired buffy coat sequencing combined with 
fragmentomics-based approaches.
Disruption of the pathological “mCRC ↔ CHIP” axis through anti-cytokine therapy (IL-1β and IL-6 inhibitors)  
and the integration of onco-hematological monitoring into precision oncology may prevent tumor immune evasion, 
reduce the risk of secondary leukemias, and improve patient survival outcomes.

Keywords: colorectal cancer, clonal hematopoiesis of indeterminate potential, tumor microenvironment, metastasis, 
liquid biopsy
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Введение
Колоректальный рак (КРР) стабильно лидирует 

в структуре онкологической заболеваемости и смерт-
ности во всем мире, и его терапия входит в число при-
оритетных проблем трансляционной онкологии [1]. 
Несмотря на значительные успехи в лечении этого 
заболевания на ранних стадиях, прогноз при метаста-
тическом колоректальном раке (мКРР) остается не
удовлетворительным, что обусловлено быстрым раз-
витием резистентности к химио- и таргетной терапии, 
а также системным истощением защитных сил орга-
низма [2]. Долгое время опухолевый процесс рассма-
тривался как локализованное явление, прогрессия 
которого преимущественно зависит от генетических 
нарушений в эпителиоцитах кишечника и простран-
ственной организации их локального микроокруже-
ния [3]. Однако современные концепции системной 
онкобиологии заставляют пересмотреть эту концеп-

цию. Метастатический КРР представляет собой гене-
рализованную патологию, способную осуществлять 
дистантное перепрограммирование жизненно важных 
систем организма, среди которых центральное место 
занимает система гемопоэза [4].

Одним из ключевых и клинически значимых про-
цессов на стыке онкологии и гематологии является 
клональный гемопоэз неопределенного потенциала 
(КГНП) [1, 2]. Под этим термином понимают возраст-
ное состояние, характеризующееся приобретением 
гемопоэтическими стволовыми клетками (ГСК) сома-
тических мутаций (преимущественно в генах DNMT3A, 
TET2, ASXL1, TP53 и PPM1D), которые обеспечивают 
им селективное преимущество – повышенную приспо-
собленность по сравнению со здоровыми ГСК в отсут-
ствие признаков гематологических злокачественных 
новообразований [1]. По  данным фундаменталь-
ных обзоров, в частности работы [5], наличие КГНП 
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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 

   
3

, 
2

0
2

6
82 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS	 ТОМ 13 / VOL. 13

находится в тесной патогенетической связи с широ-
ким спектром злокачественных новообразований со-
лидного характера. Согласно результатам популяци-
онных исследований, распространенность КГНП 
у пациентов с солидными опухолями достигает 25–
30 %, причем спектр мутаций и вариантная доля алле-
ля (VAF) значительно зависят от возраста и предшест-
вующей противоопухолевой терапии [6, 7].

Ранее в литературе основное внимание уделялось 
изучению КГНП как инициатора системного воспа-
ления, способствующего прогрессии солидных опухо-
лей, или как источника биологического «шума», сни-
жающего специфичность жидкостной биопсии [8, 9]. 
Тем не менее накопленные экспериментальные и кли-
нические данные свидетельствуют о существовании 
сложной двунаправленной регуляции, включающей 
встречный поток сигналов от мКРР к костному мозгу 
[6]. Метастатический КРР обладает уникальным про-
филем секретируемых провоспалительных цитокинов 
и факторов роста, а также индуцирует хронический 
системный окислительный и репликативный стресс 
[4]. В этих условиях он выступает в роли мощного фак-
тора отрицательного отбора для здоровых поликло-
нальных ГСК [4, 6]. При нахождении костного мозга 
в экстремальных условиях предсуществующие или ин-
дуцированные субклинические мутантные клоны 
КГНП приобретают исключительную толерантность 
к сигналам апоптоза и воспалительному прессингу, что 
запускает их форсированную экспансию и рост VAF 
[10, 11].

Цель работы – систематизировать современные 
представления о двунаправленных патогенетических 
механизмах взаимодействия КГНП и  микроокру
жения опухоли при мКРР, а также определить опти-
мальные терапевтические и диагностические страте-
гии (включая парное секвенирование лейкоцитарного 
слоя) для преодоления интерференции КГНП при 
жидкостной биопсии.

Модель двунаправленной 
патогенетической оси  
«метастатический колоректальный рак ↔ 
клональный гемопоэз неопределенного 
потенциала» (гипотеза)
В  настоящем обзоре обосновывается гипотеза 

двунаправленной патогенетической оси «мКРР ↔ 
КГНП» – модель «порочного круга». В  отличие от 
классического однонаправленного подхода, рассма-
тривающего гемопоэз лишь как систему, страдающую 
от токсического действия опухоли или химиопрепара-
тов [4, 12], предлагаемая концепция постулирует ди-
намическую систему встречной регуляции.

Выдвигаемая патогенетическая модель основана 
на  синергизме двух взаимосвязанных механизмов, 
экстраполированных из доклинических и первых ре-
троспективных клинических данных [6, 7], которые 
рассмотрены ниже.

Механизм А: системная селекция и клональная 
экспансия (метастатический колоректальный рак → 
клональный гемопоэз неопределенного потенциала)
Распространенный опухолевый процесс в кишеч-

нике и метастатические очаги (преимущественно в пе-
чени) выступают в роли мощного дистантного регуля-
тора гемопоэза [4]. Метастатический КРР генерирует 
непрерывный цитокиновый шторм и хронический 
окислительный стресс, что индуцирует репликативное 
истощение и апоптоз интактных ГСК [10, 13]. Функ-
циональная активность нормального гемопоэза суще-
ственно подавляется опухолью, создавая селективный 
вакуум, который способствует экспансии резидентных 
мутантных клонов КГНП, обладающих генетически 
детерминированной устойчивостью к  клеточному 
стрессу [12, 14].

Механизм Б: обратное влияние клонального 
гемопоэза неопределенного потенциала 
на прогрессию метастатического  
колоректального рака
Согласно авторегуляторной модели [5], индуциро-

ванные опухолью клоны КГНП не остаются пассив-
ными: мутантный костный мозг поставляет в кровоток 
функционально измененные клетки миелоидного 
происхождения с гиперреактивным фенотипом [6]. 
Моноциты и макрофаги, происходящие из этих кло-
нов, направленно мигрируют в ткани кишечника и па-
ренхиму печени. Там они выступают ключевыми архи-
текторами проонкогенного микроокружения опухоли: 
локально ремоделируют внеклеточный матрикс, ин-
дуцируют неоангиогенез, координируют подготовку 
преметастатических ниш для циркулирующих опухо-
левых клеток [5, 6] и формируют зоны иммунной при-
вилегированности, блокируя цитолитическую актив-
ность Т-лимфоцитов [6, 15].

Предложенная двунаправленная модель позволя-
ет гипотетически объяснить агрессивное течение 
мКРР у пациентов пожилого возраста с высокой му-
тантной аллельной нагрузкой (VAF ≥10 %) [6]. При 
этом противоопухолевая терапия выступает дополни-
тельным триггером, меняющим правила эволюци
онного отбора в костном мозге, что потенциально по-
тенцирует резистентность опухоли и снижает общую 
выживаемость пациентов [12, 16].

Системные дистантные медиаторы 
метастатического колоректального рака 
и роль клонального гемопоэза неопределенного 
потенциала в формировании метастазов
Ключевыми триггерами, связывающими мКРР 

и нишу костного мозга на системном уровне, высту-
пают секретируемые опухолевой тканью провоспали-
тельные цитокины и колониестимулирующие факто-
ры. Хроническая продукция данных агентов солидным 
очагом переводит гемопоэз в режим перманентного 
стресса.
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Интерлейкин 6 и фактор некроза опухоли α
Эти агенты секретируются опухолевыми клетками 

КРР в больших количествах, особенно при наличии 
мутаций в генах RAS или BRAF [4]. Поступая через си-
стему воротной вены в системный кровоток, они до-
стигают эндотелия синусоидов костного мозга. Экс-
периментально показано, что длительное цитокиновое 
давление принудительно выводит ГСК из состояния 
физиологического покоя (квесценции) в активный 
клеточный цикл для восполнения пула перифериче-
ских воспалительных лейкоцитов [4, 10].

Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор
Метастатические очаги мКРР используют грану-

лоцитарный колониестимулирующий фактор (G-CSF) 
для экстренного переключения программы гемопоэза. 
Вместо сбалансированного лимфо- и  миелопоэза 
костный мозг начинает работать в режиме аварийного 
миелопоэза (emergency myelopoiesis), ускоряя продук-
цию незрелых гранулоцитов и моноцитов [13].

Системный репликативный стресс
Избыточное цитокиновое давление истощает про-

лиферативный потенциал нормальных ГСК. Это при-
водит к накоплению в них повреждений ДНК, укоро-
чению теломер и запуску программ преждевременного 
старения и апоптоза, что фактически расчищает ниши 
костного мозга для экспансии резистентных мутант-
ных клонов КГНП [6, 17].

Прямая роль клонального гемопоэза 
неопределенного потенциала в формировании 
метастатических ниш колоректального рака
Взаимоотношения между мКРР и КГНП не огра-

ничиваются пассивным отбором клонов в костном 
мозге. Экспансия мутантных ГСК (в первую очередь 
с дефектами генов TET2 и DNMT3A) приводит к вы-
ходу в кровеносное русло функционально измененных 
гиперреактивных моноцитов [6]. Эти клетки активно 
участвуют в координации процессов метастазирова-
ния КРР, инициируя опухолевую инвазию [6].

Подготовка преметастатической ниши в печени
Колоректальный рак метастазирует преимущест-

венно в печень. Еще до прибытия туда первых цирку-
лирующих опухолевых клеток макрофаги, происходя-
щие из КГНП-мутантных клонов, инфильтрируют 
паренхиму печени. Обладая провоспалительным фе-
нотипом, они локально секретируют избыток интер-
лейкина (IL) 1β, что активирует звездчатые клетки 
печени и индуцирует фибротические изменения, со-
здавая благоприятную среду для колонизации цирку-
лирующими опухолевыми клетками [6, 18].

Стимуляция экстравазации и неоангиогенеза
Миелоидные клетки, происходящие из клонов 

КГНП, внутри преметастатических очагов экспресси-

руют высокие уровни матриксных металлопротеиназ 
(MMP) (в частности, MMP-9) и фактора роста эндо-
телия сосудов (VEGF) [6]. MMP-9 локально разрушает 
базальную мембрану синусоидальных сосудов печени, 
облегчая клеткам КРР выход из кровотока в ткань. 
Выброс VEGF запускает локальный проангиогенный 
сдвиг, обеспечивая микрометастазы автономным кро-
воснабжением [6].

Подавление локального NK- и Т-клеточного 
контроля
Внутри метастатических очагов макрофаги, про-

исходящие из клонов КГНП, и миелоидные супрес-
сорные клетки блокируют цитолитическую активность 
NK-клеток (NK – естественные киллеры) и CD8+-Т-
лимфоцитов посредством экспрессии аргиназы-1 
и лиганда рецептора программируемой клеточной ги-
бели 1. В условиях локального дефицита L-аргинина 
Т-клетки теряют способность к  пролиферации, 
что позволяет метастазам КРР уклоняться от иммун-
ного уничтожения на самых ранних этапах колониза-
ции органа [6, 15].

Молекулярные механизмы селекции 
и экспансии клонов клонального 
гемопоэза неопределенного 
потенциала под давлением 
метастатического  
колоректального рака
Системный прессинг, оказываемый мКРР на кост-

ный мозг, представляет собой жесткий эволюционный 
отбор [2]. Цитокиновый шторм, хронический репли-
кативный стресс и системный избыток активных форм 
кислорода создают неблагоприятные условия для ин-
тактных ГСК. В этой агрессивной среде выживают 
и экспансируют только те клоны, которые приобрели 
специфические соматические мутации, обеспечиваю-
щие им селективное преимущество [6, 12].

Молекулярные механизмы, лежащие в основе се-
лекции 4 наиболее частых мутантных клонов КГНП 
(DNMT3A, TET2, TP53 и PPM1D), представлены в табл. 1. 
Ниже дано краткое описание ключевых механизмов 
селекции для каждого из этих генов и соответствую-
щих им мутантных клонов.

Воспалительная резистентность и селективное 
преимущество клонов TET2 и DNMT3A
Мутации в генах DNMT3A (ДНК-метилтрансфе-

раза 3-альфа) и TET2 (метилцитозин-диоксигеназа) 
суммарно встречаются более чем в 60 % случаев КГНП 
[6, 12]. Потеря функции (loss of function, LOF) одного 
из этих эпигенетических регуляторов коренным обра-
зом меняет ответ ГСК на внешние стимулы, исходя-
щие от мКРР. Оба типа мутантных клеток устойчивы 
к  воспалительному цитокиновому шторму, однако 
реализуют эту устойчивость через разные механизмы 
(см. табл. 1).
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Таблица 1. Молекулярный ландшафт клонального гемопоэза неопределенного потенциала (КГНП) и механизмы селекции 
под давлением метастатического колоректального рака (мКРР) [3, 4, 6–8, 12, 16, 19]

Table 1. Molecular landscape of clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) and selection mechanisms under metastatic colorectal cancer 
(mCRC) pressure [3, 4, 6–8, 12, 16, 19]

Ген КГНП 
(в клетках 

крови) 
CHIP Gene 

(in blood 
cells)

Частота 
встречаемости 
при КГНП,  % 

Frequency 
in CHIP,  %

Системный триггер мКРР 
(фактор отбора клона) 

mCRC systemic trigger (clone 
selection driver)

Молекулярный механизм 
выживания гемопоэти

ческих стволовых клеток 
в костном мозге 

Molecular mechanism 
of hematopoietic stem cells 

survival in bone marrow

Фенотип дериватов (TAMs/MDSCs) 
и влияние на метастазы 

Derivative phenotype (TAMs/MDSCs) and 
impact on metastasis

DNMT3A ~35–40

Опухолевый цитокиновый 
шторм (интерлейкин (IL) 

6, TNF-α), высокий 
уровень гранулоцитарного 
колониестимулирующего 

фактора 
Tumor cytokine storm 

(interleukin IL-6, TNF-α), 
elevated granulocyte colony-

stimulating factor levels

Фокальное гипометили-
рование ДНК; активация 

путей самообновления 
генов группы HOX; 

блокирование дифферен-
цировки 

Focal DNA hypomethylation; 
activation of HOX gene 
self-renewal pathways; 
differentiation block

Миелоидный сдвиг; гиперсекреция 
матриксной металлопротеиназы 9 

и фактора роста эндотелия сосудов; 
разрушение матрикса паренхимы 
печени, индукция неоангиогенеза 
Myeloid shift; hyper-secretion of matrix 

metalloproteinase 9 and vascular 
endothelial growth factor; extracellular 

matrix degradation in liver parenchyma; 
induction of neoangiogenesis

TET2 ~20–25

Хроническое воспаление, 
бактериальная транслока-
ция липополисахаридов, 

гипоксия ниши 
Chronic inflammation, bacterial 

translocation 
lipopolysaccharides, niche 

hypoxia

Снижение уровня 
5-гидроксиметилцитози-
на; гиперметилирование 
промоторов проапопто-

тических генов 
(ось BCL-2); толерант-

ность к TNF-α  
Reduced 5-hydroxymethyl 

cytosine level; promoter 
hypermethylation of pro-

apoptotic genes  
(BCL-2 axis); tolerance 

to TNF-α

Формирование преметастатической 
ниши; гиперсекреция IL-1β и IL-6; 

активация звездчатых клеток 
печени; фиброз 

Pre-metastatic niche formation;  
hyper-secretion of IL-1β and IL-6; hepatic 

stellate cell activation; fibrosis

TP53 ~5–7

Системный окислитель-
ный стресс (активные 

формы кислорода), 
платиновая химиотерапия 

(FOLFOX) 
Systemic oxidative stress 
(reactive oxygen species), 

platinum-based chemotherapy 
(FOLFOX)

Выключение ДНК-повре-
ждающего ответа (DDR); 
блокирование транскрип-

ции гена p21 и белков 
BAX/PUMA; обход 

контроля над клеточным 
циклом 

Abrogation of DNA damage 
response (DDR); blockade 

of p21 transcription and 
BAX/PUMA proteins; cell 
cycle checkpoint evasion

Экспрессия лиганда рецептора 
программируемой клеточной 

гибели 1 и индоламин-2,3-диокси-
геназы; истощение CD8+-Т-лимфо-

цитов; уклонение метастазов 
от иммунитета 

Programmed death-ligand 1 and 
indoleamine‑2,3-dioxygenase expression; 
CD8+-Т cell exhaustion; immune evasion 

of metastases

PPM1D ~3–5

Генотоксический прессинг 
со стороны цитостатиков 
(иринотекан, оксалипла-

тин), индуцирующий 
репликативный стресс 

в пуле здоровых гемопоэ-
тических клеток 

Genotoxic pressure from 
cytostatics (irinotecan, 

oxaliplatin), inducing replicative 
stress in the pool of healthy 

hematopoietic cells

GOF (gain-of-function – 
характер приобретения 
функции) усеченного 

белка WIP1; непрерывная 
инактивация интактного 

белка p53 и гистона 
γ-H2AX 

GOF (gain-of-function) 
of truncated WIP1 phosphatase; 

constitutive inactivation 
of intact p53 and γH2AX

Подавление активности белка р53, 
вызывающее супрессию механиз-

мов репарации ДНК и программи-
руемой гибели интактных гемо
поэтических стволовых клеток; 

высокая резистентность к апоптозу; 
супрессия противоопухолевого 

Т-клеточного звена 
Suppression of p53 protein activity, causing 

suppression of DNA repair mechanisms  
and programmed death of intact 

hematopoietic stem cells; high resistance 
to apoptosis; suppression of antitumor 

T-cell responses

Примечание. TNF-α – фактор некроза опухоли α; TAMs – опухолеассоциированные макрофаги; MDSCs – миелоидные 
супрессорные клетки. 
Note. TNF-α – tumor necrosis factor α; TAMs – tumor-associated macrophages; MDSCs – myeloid suppressor cells.
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Молекулярная приспособленность  
при мутации в гене TET2
В условиях интактного гемопоэза повышенные 

уровни TNF-α и интерферона γ, секретируемых ме-
тастазами мКРР, активируют сигнальные пути апоп-
тоза ГСК [13]. Однако при мутации в гене TET2 этот 
защитный механизм нивелируется за счет усиления 
экспрессии антиапоптотических генов семейства 
BCL2 (BCL-2, BCL-XL) [12]. Ключевую роль в этом 
играет гиперактивация оси IL-6/Stat3, что приводит 
к  усилению воспалительного ответа и  обеспече-
нию селективного преимущества мутантных клеток 
в условиях хронического воспаления [19]. Кроме то-
го, TET2-дефицитные клетки гиперчувствительны 
к IL-1β, что дополнительно стимулирует их пролифе-
рацию через активацию провоспалительных цитоки-
нов [19]. Хроническое повышение уровня TNF-α 
также способствует экспансии TET2-мутантных кло-
нов; у пациентов с воспалительными заболеваниями 
терапия анти-TNF-α-антителами (например, адали-
мумабом) может снижать их клональную нагрузку [3]. 
Таким образом, конвергенция сигналов IL-6, IL-1β 
и TNF-α обеспечивает селективное преимущество 
TET2-мутантных ГСК в условиях хронического вос-
паления, характерного для микроокружения мКРР 
[6, 12, 19].

Молекулярная приспособленность  
при мутации в гене DNMT3A
Мутации в гене DNMT3A, особенно затрагиваю-

щие регуляторную «горячую точку» R882 (цифра 882 
указывает на конкретный аминокислотный остаток 
(аргинин) в последовательности белка, который этот 
ген кодирует), действуют по доминантно-негативному 
механизму, вызывая фокальное гипометилирование 
ДНК [10]. Это затрагивает промоторы ключевых генов 
стволовости (включая локусы HOXA9), что усиливает 
способность ГСК к пролиферации вопреки супрессив-
ным сигналам, поступающим из системного кровото-
ка. Эпигенетическое репрограммирование ГСК с му-
тацией в гене DNMT3A смещает их дифференцировку 
в сторону миелопоэза. Мутантные клетки становятся 
сверхчувствительными к опухолевому G-CSF, что при-
водит к значительному росту пула клон-производных 
моноцитов [6]. В отличие от TET2-мутантных клонов, 
селективное преимущество которых обеспечивается 
устойчивостью к апоптозу, DNMT3A-мутантные клоны 
реализуют свое преимущество в основном за счет уси-
ления пролиферативного потенциала и миелоидной 
коммитированности в условиях G-CSF-опосредован-
ного стресс-миелопоэза [6, 10].

Генотоксическая устойчивость  
и экспансия клонов TP53 и PPM1D
Еще одна важнейшая траектория отбора запуска-

ется под воздействием системного генотоксического 
стресса. Метастатический КРР ассоциирован с нако-

плением свободных радикалов в плазме и циркуляци-
ей фрагментов некротической опухолевой ДНК. 
В этой среде преимущество получают мутации в генах 
оси p53-опосредованного ответа на повреждения ДНК 
(DNA Damage Response, DDR) [3, 12]. В отличие от 
воспалительно-резистентных клонов (TET2, DNMT3A), 
мутантные клоны TP53 и PPM1D выживают за счет 
блокады апоптотических каскадов в ответ на повреж
дения ДНК (см. табл. 1).

Селекция мутаций в гене TP53
Белок p53 является «стражем генома» ГСК [15, 16]. 

При возникновении двухцепочечных разрывов ДНК, 
индуцированных системным окислительным стрессом 
мКРР, p53 активирует транскрипцию гена CDKN1A (ко-
дирует белок p21, вызывает арест клеточного цикла) 
или белков BAX/PUMA (запускают апоптоз) [4]. Сома-
тические мутации в гене TP53 в ГСК полностью выклю-
чают этот каскад [15]. В условиях хронического повре-
ждения ДНК нормальные ГСК подвергаются массовой 
гибели. Напротив, TP53-мутантные ГСК беспрепятст-
венно проходят контрольные точки клеточного цикла, 
продолжая репликацию с накопленными повреждения-
ми, что обеспечивает их селективное преимущество [3].

Селекция мутаций в гене PPM1D
Ген PPM1D кодирует фосфатазу WIP1, которая 

в норме выступает отрицательным регулятором каска-
да DDR по принципу обратной связи. Мутации в гене 
PPM1D при  КГНП носят характер приобретения 
функции (gain-of-function, GOF) и приводят к экс-
прессии усеченного, сверхустойчивого к деградации 
белка WIP1 [20, 21]. Гиперактивная фосфатаза WIP1 
непрерывно дефосфорилирует и инактивирует сам бе-
лок p53, киназу Chk2, а также гистон γ-H2AX (маркер 
разрывов ДНК) [21]. Молекулярный фенотип клеток 
с мутацией в гене PPM1D становится эквивалентен 
функциональному дефициту TP53. Клетка теряет чув-
ствительность к индуцированному опухолью репли-
кативному стрессу, а сигнальные пути, запускающие 
программируемую гибель ГСК, остаются полностью 
заблокированными, обеспечивая мутантному клону 
выживание в опустошенных нишах [20].

Кооперативное влияние драйверного статуса 
опухоли кишечника на селекцию клонального 
гемопоэза неопределенного потенциала
Характер отбора конкретных клонов КГНП в кост-

ном мозге напрямую зависит от индивидуального мо-
лекулярного подтипа мКРР [2, 4, 6].

При опухолях с мутациями в генах семейства RAS 
или гене BRAF наблюдается выраженное доминирова-
ние экспансии клонов TET2 и DNMT3A [10]. Данные 
подтипы мКРР продуцируют избыточные объемы IL-6 
и TNF-α, создавая максимальное воспалительное дав-
ление, к которому устойчивы именно эти эпигенети-
ческие мутанты [13, 18].
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При опухолях TP53-мутантного типа (с высоким 
индексом хромосомной нестабильности, CIN) проис-
ходит селективное ускорение роста клонов TP53 
и PPM1D в костном мозге [15, 16]. Системный уровень 
активных форм кислорода, продуцируемых CIN-опу-
холью, создает среду, благоприятствующую выжива-
нию клеток с дефектами ответа на повреждения ДНК 
(DDR) [15, 20].

Ятрогенный синергизм: химио-,  
таргетная терапия и хирургическое 
лечение колоректального рака 
как регуляторы клональной экспансии
Проведение противоопухолевой терапии корен-

ным образом меняет правила эволюционного отбора 
в костном мозге [6, 12]. Системная химиотерапия ци-
тостатиками и применение таргетных агентов дейст-
вуют как мощный селективный фильтр: эти терапевти-
ческие воздействия элиминируют интактные популяции 
ГСК, одновременно запуская массивную пролифера-
цию устойчивых клонов КГНП [4, 12]. Влияние различ-
ных терапевтических режимов, применяемых при мКРР, 
на системные медиаторы, вектор селективного давления 
и клинические последствия представлено в табл. 2. Ни-
же приводится детальное описание ключевых механиз-
мов функционирования двунаправленной патогенети-
ческой оси «мКРР ↔ КГНП».

Генотоксический и репликативный прессинг  
схем FOLFOX и FOLFIRI
Стандартом 1-й и 2-й линий терапии мКРР оста-

ются полихимиотерапевтические схемы на  основе 

5-фторурацила (5-FU) в комбинации с оксалиплати-
ном (FOLFOX) или иринотеканом (FOLFIRI) [4]. Не-
смотря на  общий компонент (5-FU), механизмы 
действия этих режимов принципиально различаются, 
что определяет разные траектории селекции КГНП-
клонов (см. табл. 2).

Оксалиплатин (в составе FOLFOX) как триггер 
экспансии клонов TP53 и PPM1D
Производные платины формируют внутри- 

и  межнитевые сшивки ДНК, вызывая массивные 
двухцепочечные разрывы в ГСК. В здоровых клетках 
это немедленно активирует каскад ДНК-повреждаю-
щего ответа через фосфорилирование p53, что приво-
дит к тотальному апоптозу. ГСК с мутациями потери 
функции гена TP53 или мутациями приобретения 
функции в гене PPM1D оказываются невосприимчи-
выми к платиновому стрессу.

Они выживают в опустошенных нишах костного 
мозга и начинают ускоренное компенсаторное деление, 
демонстрируя значительное увеличение доли мутантно-
го аллеля (VAF) уже после 4–6 курсов терапии [12].

Иринотекан (в составе FOLFIRI) и селекция 
клонов с дефектами репарации ДНК
Иринотекан (активный метаболит SN-38) ингиби-

рует топоизомеразу 1, вызывая накопление одноцепо-
чечных разрывов ДНК и образование стабильных ком-
плексов «топоизомераза 1 – ДНК», которые блокируют 
репликативную вилку [16]. В условиях репликативного 
стресса преимущество получают клоны с мутациями 
в генах репарации ДНК (TP53, PPM1D, а также ATM, 

Таблица 2. Влияние терапевтических режимов, применяемых при метастатическом колоректальном раке (мКРР), на эволю-
цию клонов клонального гемопоэза неопределенного потенциала (КГНП) [4, 6, 13, 16]

Table 2. The effect of therapeutic regimens used in metastatic colorectal cancer (mCRC) on the evolution of clonal hematopoiesis clones of indeterminate 
potential (СHIP) [4, 6, 13, 16]

Терапевтическое 
вмешательство при мКРР 

Therapeutic intervention 
in mCRC

Влияние на системные медиаторы 
и нишу костного мозга 

Effect on systemic mediators and bone 
marrow niche

Вектор селективного давления 
на клоны КГНП 

Vector of selective pressure on CHIP 
clones

Клиническое последствие/
риски для пациентов 

Clinical consequence/patients risk

Резекция первичной 
опухоли кишечника 
Resection of primary 
colorectal tumor

Обвальное падение уровней 
IL-6, фактора некроза опухоли α 
и IL-1β; прекращение трансло-

кации липополисахаридов 
микробиоты 

Sharp decline in IL-6, tumor necrosis 
factor α and IL-1β levels; cessation 

of microbial lipopolysaccharides 
translocation

Деэскалация прессинга; 
стабилизация ниши, возврат 

нормальных ГСК в состояние 
покоя 

De-escalation of inflammatory 
pressure; niche stabilization; return 

of normal HSCs to quiescence

Замедление кинетики роста 
клонов TET2 и DNMT3A; 

выход VAF на плато 
Deceleration of TET2  

and DNMT3A clone growth 
kinetics; plateauing of VAF

Химиотерапия по схеме 
FOLFOX/FOLFIRI 
Chemotherapy with 
FOLFOX/FOLFIRI regimen

Индукция летальных двухцепо-
чечных разрывов ДНК; реплика-
тивный стресс; гибель нормаль-

ных делящихся ГСК 
Induction of lethal DNA double-strand 

breaks; replicative stress; depletion 
of normal dividing HSCs

Положительный отбор 
генотоксических мутантов; 

полная элиминация здоровых 
ГСК-конкурентов 

Positive selection of genotoxic 
mutants; complete elimination 

of healthy HSC competitors

Стремительный ятрогенный 
взрыв клонов TP53 и PPM1D 
(увеличение VAF); высокий 

риск развития вторичных 
лейкозов 

Rapid iatrogenic expansion 
of TP53 and PPM1D clones  

(VAF surge); high risk of therapy-
related myeloid neoplasms
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CHEK2), которые способны избегать апоптоза, не
смотря на накопление повреждений. В отличие от ок-
салиплатина, иринотекан не индуцирует массивные 
двухцепочечные разрывы, однако его хроническое 
применение создает устойчивое селективное давление, 
способствующее экспансии TP53- и PPM1D-мутант-
ных клонов в отсроченном периоде [3, 16].

5-фторурацил и антиметаболическое преимущество 
устойчивых клонов клонального гемопоэза 
неопределенного потенциала
5-фторурацил блокирует тимидилатсинтазу, нару-

шая синтез пиримидиновых нуклеотидов. Хрони
ческий дефицит нуклеотидов в  костном мозге по
тенцирует репликативный стресс [16]. В этих условиях 
эпигенетические мутантные гены DNMT3A и TET2, 
обладающие исходно повышенным потенциалом к са-
мообновлению, эффективнее обходят метаболический 
блок по сравнению со здоровыми ГСК, закрепляя свое 
доминирование в миелопоэзе [6].

Таргетная терапия как модулятор ниши  
костного мозга
Добавление таргетных антител (цетуксимаба, па-

нитумумаба, бевацизумаба) к химиотерапии меняет 
цитокиновый профиль в отдаленных органах [6]. Ме-
ханизмы их влияния на селекцию КГНП-клонов пред-
ставлены в табл. 2.

Анти-EGFR-терапия (цетуксимаб/панитумумаб). Ан-
ти-EGFR-терапия (EGFR  – рецептор эпидермального 
фактора роста) назначается исключительно пациентам 
с опухолями с диким типом генов KRAS и NRAS, по-
скольку мутации в этих генах являются абсолютным 
предиктором первичной резистентности к данному клас-
су препаратов [4, 6]. У таких больных блокада EGFR 
на клетках мКРР вызывает массовую гибель опухолевых 
клеток, сопровождающуюся реактивным системным 
выбросом макрофаг-стимулирующих хемокинов. Изме-
нение уровней системных ростовых факторов в плазме 
крови косвенно стимулирует пролиферацию ГСК с му-
тациями в гене ASXL1, ускоряя их дифференцировку 
в аберрантные воспалительные макрофаги [6].

Анти-VEGF-терапия (бевацизумаб). Ингибирование 
ангиогенеза приводит к транзиторной гипоксии не только 
опухолевой ткани, но и синусоидального эндотелия кост-
ного мозга. В условиях дефицита кислорода ГСК с му-
тациями в гене TET2 демонстрируют повышенную 
стабильность транскрипционного фактора, индуци-
руемого гипоксией 1α (HIF-1α). Это дает им метабо-
лическое преимущество перед нормальными клетками 
и стимулирует их экспансию во время лечения бева-
цизумабом [7].

Риски долгосрочных гематологических последствий
Обусловленный опухолью и химиотерапией отбор 

мутантных ГСК имеет опасное отложенное клини

Терапевтическое 
вмешательство при мКРР 

Therapeutic intervention 
in mCRC

Влияние на системные медиаторы 
и нишу костного мозга 

Effect on systemic mediators and bone 
marrow niche

Вектор селективного давления 
на клоны КГНП 

Vector of selective pressure on CHIP 
clones

Клиническое последствие/
риски для пациентов 

Clinical consequence/patients risk

Таргетная анти-EGFR-
терапия (цетуксимаб) 
Anti-EGFR targeted therapy 
(cetuximab)

Таргетная гибель раковых 
клеток; реактивный выброс 
макрофаг-стимулирующих 

хемокинов в плазму 
Targeted tumor cell death; reactive 

systemic release of macrophage-
stimulating chemokines

Индукция миелоидного 
сдвига; изменение пула 

факторов роста в сыворотке 
крови 

Induction of myeloid shift; 
alteration of serum growth factor 

milieu

Ускорение клональной 
экспансии гена ASXL1; 

увеличение пула аберрант-
ных воспалительных 

макрофагов 
Accelerated clonal expansion 

of ASXL1; increased pool 
of aberrant inflammatory 

macrophages

Анти-VEGF-терапия 
(бевацизумаб) 
Anti-VEGF therapy 
(bevacizumab)

Системная блокада ангиогенеза; 
транзиторная ишемия и гипок-
сия синусоидов костного мозга 

Systemic angiogenesis blockade; 
transient ischemia and hypoxia of bone 

marrow sinusoids

Активация гипоксического 
фитнеса (преимущество 

получают клетки, устойчивые 
к дефициту O

2
) 

Activation of hypoxic fitness 
(advantage for cells resistant to O

2
 

deficiency)

Стабилизация транскрипци-
онного фактора, индуцируе-

мого гипоксией 1α, в ГСК 
с мутацией в гене TET2; 

форсированное 
размножение клона 

Stabilization of hypoxia-inducible 
factor 1α in TET2-mutant HSCs; 

forced clonal proliferation

Примечание. IL – интерлейкин; EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; VEGF – фактор роста эндотелия 
сосудов; ГСК – гемопоэтические стволовые клетки; VAF – вариантная доля аллеля. 
Note. IL – interleukin; EGFR – epidermal growth factor receptor; VEGF – vascular endothelial growth factor; HSCs – hematopoietic stem cells;  
VAF – variant allele fraction.

Окончание табл. 2

End of table 2
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ческое последействие. Ятрогенная экспансия клонов 
КГНП, особенно содержащих мутации в генах TP53 
и PPM1D, резко повышает риск трансформации до-
брокачественного клонального гемопоэза во вторич-
ные терапевтические миелоидные новообразования, 
включая терапевтический миелодиспластический син-
дром и острый миелоидный лейкоз [12, 16]. Пациенты 
с  мКРР, у  которых отмечались ответ на  терапию 
1-й линии и длительный контроль над опухолевым 
процессом, спустя 2–4 года оказываются в группе ри-
ска по развитию летальных форм лейкозов [12]. Как 
показано в табл. 2, наиболее высокий риск развития 
вторичных терапевтических миелоидных новообразо-
ваний ассоциирован с применением платиносодержа-
щих схем, тогда как анти-VEGF- и анти-EGFR-тера-
пия создает иные, хотя и менее изученные, векторы 
селективного давления.

Удаление первичной опухоли как фактор 
деэскалации системного селективного  
давления
Резекция первичной опухоли кишечника (даже 

в паллиативном или циторедуктивном режиме) высту-
пает в роли мощного терапевтического фактора, пре-
рывающего патологическую ось «опухоль ↔ костный 
мозг» [4, 6] (см. табл. 2).

Успешное хирургическое удаление основного очага 
приводит к резкому изменению сывороточного профи-
ля: в течение первых недель после операции наблюда-
ется снижение уровней циркулирующих интерлейкинов 
(IL-6, IL-1β) и TNF-α [4]. Исчезновение бактериальной 
транслокации прекращает постоянную стимуляцию 
липополисахаридами рецепторов TLR на  клетках 
костного мозга.

Снижение уровней IL-6 и G-CSF позволяет ин-
тактным (дикого типа) ГСК выйти из режима аварий-
ного репликативного стресса и вернуться в физиоло-
гическое состояние квесценции [6]. Клоны КГНП 
(в первую очередь с мутациями в генах TET2 и DNMT3A), 
преимущество которых перед здоровыми клетками 
заключалось исключительно в их чрезвычайной устой-
чивости к воспалительной гибели, в «очищенной» нише 
костного мозга теряют этот стимул к экспансии [6, 10]. 
Скорость прироста VAF в крови существенно замед-
ляется или выходит на плато.

Клинические последствия и диагностические 
проблемы прецизионной диагностики 
колоректального рака
Широкое внедрение жидкостной биопсии на ос-

нове анализа циркулирующей опухолевой ДНК 
для оценки минимальной остаточной болезни (и мо-
ниторинга рецидивов КРР имеет серьезное биологи-
ческое ограничение – помехи со стороны КГНП [6, 
8]. Поскольку апоптоз мутантных лейкоцитов постав-

ляет в кровоток фракции свободной ДНК, это создает 
феномен биологического «шума», искажающего ре-
зультаты тестов [9].

Ложноположительные маркеры прогрессии и рези-
стентности. Главная клиническая проблема при КГНП 
у пациентов с мКРР заключается в совпадении мута-
ционных профилей опухоли кишечника и клонально-
го гемопоэза [6, 8].

Ложная прогрессия, ассоциированная с  TP53.  
Мутации в гене TP53, обнаруженные в плазме крови 
после удаления первичной опухоли КРР, могут про-
исходить не  из  растущих метастазов, а  из  клонов 
КГНП, экспансия которых была ускорена химиоте-
рапией [8, 9]. Ошибка интерпретации результатов 
исследования ведет к необоснованной смене линии 
терапии.

Артефакты резистентности по  KRAS. Субклоны 
ГСК с мутациями в гене KRAS, кодирующими замену 
G12D, способны симулировать появление резистент-
ных метастатических клонов у пациентов с исходным 
немутантным KRAS-статусом, что приводит к прежде
временной отмене анти-EGFR-терапии [6].

Технологии фильтрации: «золотой стандарт»  
buffy coat
Для исключения диагностических ошибок и не-

верного назначения таргетной терапии в трансляци-
онной онкологии применяется метод парного сек
венирования лейкоцитарного слоя (paired buffy coat 
sequencing), который в настоящее время утвержден 
в качестве международного консенсусного стандарта 
[9]. Он включает:

• фракционирование. Кровь пациента разделяется 
центрифугированием на плазму (источник цирку-
лирующих опухолевых ДНК) и клеточную фрак-
цию лейкоцитов (buffy coat) [9];

• параллельное секвенирование. Проводится одно
временное ультраглубокое секвенирование обеих 
фракций с  использованием одинаковой генной 
панели [9];

• биоинформатическое вычитание. Если соматиче-
ский вариант идентифицируется в плазме и одно
временно присутствует в  ДНК лейкоцитарного 
слоя (buffy coat) с эквивалентной или большей VAF, 
биоинформатический алгоритм классифицирует 
его как дериват КГНП и автоматически исключает 
из онкологического отчета по минимальной оста-
точной болезни [9].
Дополнительным методом служит фрагментоми-

ка: опухолевые фрагменты циркулирующих ДНК 
в плазме физически короче (пик около 134–145 пар 
нуклеотидов) из-за особенностей апоптоза в солид-
ном очаге, тогда как фрагменты ДНК из лейкоцитов 
КГНП имеют стандартную длину (около 166 пар нук-
леотидов) [22].
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Перспективные трансляционные 
и терапевтические стратегии 
таргетирования оси «метастатический 
колоректальный рак – клональный 
гемопоэз неопределенного 
потенциала»
Представление о мКРР как о системном регуляторе, 

индуцирующем клональную экспансию в костном моз-
ге, открывает принципиально новые терапевтические 
горизонты. Фармакологическое блокирование патоло-
гической оси «мКРР ↔ КГНП» направлено не на саму 
эпителиальную опухоль, а на микроокружение костно-
го мозга и его мутантные миелоидные дериваты, что по-
зволяет предотвратить уклонение опухоли от иммунно-
го надзора и метастатическое ниширование [4].

Таргетная антицитокиновая терапия  
(блокада оси интерлейкин 1β/интерлейкин 6)
Основным драйвером отбора и экспансии клонов 

TET2 и DNMT3A в костном мозге является хроничес
кий цитокиновый прессинг со стороны мКРР [4]. Пря-
мое ингибирование этих сигнальных путей позволяет 
восстановить гомеостаз кроветворения.

Применение моноклональных антител к IL-1β 
(канакинумаб) 
Использование моноклональных антител к IL-1β 

подавляет гиперреактивность воспалительного каска-
да. Снижение уровней системного IL-1β лишает му-
тантные ГСК их главного преимущества – устойчиво-
сти к  воспалительной гибели, стабилизируя VAF 
в периферической крови [15, 19]. Локально внутри 
метастатических очагов в печени блокада IL-1β пре-
дотвращает активацию звездчатых клеток и разрушает 
преметастатические ниши [6].

Ингибирование оси IL-6 (тоцилизумаб)
Ингибирование данной оси блокирует связывание 

опухолевого IL-6 с рецепторами на ГСК, возвращая 
нормальные ГСК из режима аварийного репликатив-
ного стресса в физиологическое состояние квесценции 
[4, 14]. Это останавливает миелоидный сдвиг гемопоэ
за и снижает поступление в кровоток тумор-ассоции-
рованных макрофагов [6].

Фармакологическое ингибирование NLRP3-
инфламмасомы
Поскольку макрофаги, происходящие из клонов 

TET2/DNMT3A, обладают гиперреактивной инфлам-
масомой NLRP3, перспективным направлением явля-
ется использование малых молекул – селективных 
ингибиторов NLRP3 (например, MCC950 и его анало-
гов) [14, 19]. Блокада сборки инфламмасомы в мутант-
ных миелоидных клетках останавливает созревание 
и секрецию IL непосредственно в микроокружении 
опухоли кишечника, восстанавливая цитолитическую 
активность CD8+-Т-лимфоцитов и NK-клеток [6].

Интеграция онкогематологического мониторинга
Трансляционный подход требует изменения пара-

дигмы ведения пожилых пациентов с мКРР, который 
должен предполагать:

• обязательный контроль buffy coat. Внедрение пар-
ного секвенирования лейкоцитарного слоя крови 
в  протоколы жидкостной биопсии должно стать 
стандартом прецизионной диагностики для исклю-
чения ложноположительных результатов по генам 
TP53 и KRAS [9, 13];

• профилактику вторичных лейкозов. У пациентов 
с исходно высокой мутантной аллельной нагруз-
кой (VAF ≥10 %), получающих терапию по схеме 
FOLFOX/FOLFIRI, необходимо проводить долго
срочный онкогематологический скрининг для ран-
него выявления признаков трансформации КГНП 
в терапевтический миелодиспластический синдром 
под действием генотоксического стресса, индуциро-
ванного платиновыми производными [12, 16, 20].

Заключение
Концепция двунаправленного патогенетического 

интерфейса между мКРР и КГНП фундаментально 
расширяет современные представления о системной 
онкобиологии солидных опухолей. Описанная в на-
стоящем обзоре модель демонстрирует, что  мКРР 
функционирует как системный триггер отрицательно-
го отбора, принудительно перепрограммируя ланд
шафт костного мозга и вызывая экспансию мутантных 
клонов КГНП. В свою очередь, клон-производное 
миелоидное потомство выступает в роли ключевого 
инструмента опухолевой прогрессии, стимулируя ан-
гиогенез, подготавливая преметастатические ниши 
в печени и подавляя противоопухолевый Т-клеточный 
иммунитет.

Внедрение трансляционных стратегий, включаю-
щих методы биоинформатической фильтрации гемо-
поэтического «шума» при жидкостной биопсии (парное 
секвенирование лейкоцитарного слоя) и терапевтиче-
ское таргетирование цитокиновой оси, способно ра-
зорвать эту патологическую ось «мКРР ↔ КГНП». 
Синхронное управление эволюцией опухолевой ткани 
кишечника и клональной эволюцией гемопоэза от-
крывает новые возможности для прецизионной онко-
логии, позволяя значимо снизить риски развития 
ятрогенных гематологических осложнений и повысить 
общую и безрецидивную выживаемость пациентов.

Вместе с тем экстраполяция предложенной кон-
цепции в реальную клиническую практику сопряжена 
с рядом научных и методических ограничений, требу-
ющих дальнейшего изучения.

Во-первых, значительная часть молекулярных ме-
ханизмов, включая индуцированный макрофагами 
фиброз паренхимы печени и блокаду Т-клеточного 
ответа клон-производными миелоидными клетками, 
на сегодняшний день продемонстрирована преиму
щественно на мышиных моделях гемопоэтического 
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нокаута (Tet2–/– или Dnmt3a–/–). Животные модели 
не способны в полной мере воспроизвести гетероген-
ность человеческой популяции, возрастные коморбид-
ности и  комплексный характер генотоксического 
стресса при полихимиотерапии.

Во-вторых, в результатах клинических исследова-
ний выявлены определенные противоречия. В то вре-
мя как данные одних когортных исследований четко 
ассоциируют наличие мутаций, связанных с КГНП, 
с высоким риском неблагоприятных исходов [13], дан-
ные других работ демонстрируют флуктуацию VAF 
в процессе лечения, при которой значимая экспансия 
клонов происходит далеко не во всех случаях. Остается 

открытым вопрос, является ли КГНП независимым 
драйвером метастазирования или же выступает лишь 
суррогатным биомаркером системного воспаления 
и общего старения организма.

Наконец, клиническая верификация этих про-
цессов затруднена отсутствием стандартизирован-
ного протокола одновременного секвенирования 
опухолевой ткани и лейкоцитарного слоя в рутин-
ной онкологической практике. Преодоление этого 
методического разрыва – необходимое условие 
для перехода от фундаментальных открытий к пер-
сонализированным стратегиям ведения пациентов 
с мКРР.
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Молекулярные механизмы резистентности  
к платиносодержащей химиотерапии при серозном 
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Эпителиальный рак яичников, в первую очередь серозная карцинома высокой степени злокачественности, харак-
теризуется высокой вероятностью возникновения рецидива после первичного лечения – циторедуктивного хирур-
гического вмешательства в сочетании с платиносодержащей химиотерапией. Несмотря на применение стандартных 
подходов к лечению, показатели бесплатинового интервала, выживаемости без прогрессирования и общей выжи-
ваемости существенно варьируются. Помимо соматических особенностей опухоли и полноты циторедукции при 
хирургическом лечении, вариабельность результатов терапии может определяться герминальным полиморфизмом 
генов, кодирующих белки, ответственные за транспорт лекарственных препаратов, детоксикацию и репарацию ДНК.
Цель работы – систематизировать данные о молекулярных механизмах чувствительности и резистентности к препа-
ратам платины при серозном раке яичников с акцентом на роль герминальных структурных вариантов ДНК, пред-
ставить ограничения существующих данных и наметить направления для дальнейших исследований.
Поиск литературы выполнялся в базах данных PubMed, Scopus и Google Scholar по ключевым словам “high-grade 
serous ovarian cancer”, “platinum”, “carboplatin”, “cisplatin”, “polymorphism”, “SNP”, “pharmacogenetics”, “progression-
free survival” и “platinum resistance”. Приоритет отдавался исследованиям с выборкой ≥100 больных раком яични-
ков, а также работам с независимой валидацией и метаанализом. Работы с меньшими выборками были включены  
в анализ при особой значимости их результатов. Наибольшую воспроизводимость ассоциации с резистентностью  
к препаратам платины демонстрируют герминальные полиморфизмы генов путей эксцизионной репарации нуклео
тидов (ERCC1, ERCC5), транспорта и выведения платины (ABCB1) и отдельных сигнальных путей (STAT3, FGFR4). Мно-
гие кандидатные ассоциации остаются противоречивыми из-за вариации определений платинорезистентности, 
малых выборок, неоднородности по режимам терапии и межэтнических различий в частоте аллелей и эффектах.

Ключевые слова: серозный рак яичников, механизмы платиновой резистентности, генетический полиморфизм
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Epithelial ovarian cancer, primarily high-grade serous ovarian cancer, is a tumor characterized by a high probability  
of recurrence following primary treatment, which consists of cytoreductive surgery combined with platinum-based 
chemotherapy. Despite standardized therapeutic approaches, the platinum-free interval, progression-free survival,  
and overall survival vary substantially. Beyond somatic tumor characteristics and the completeness of cytoreduction,  
a significant portion of this variability may be driven by germline single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes 
encoding proteins responsible for drug transport, detoxification, and DNA repair. The objective of this review  
is to systematize data on the molecular mechanisms of platinum sensitivity and resistance in serous ovarian cancer,  
with an emphasis on the role of germline structural DNA variants (SNPs), discuss the limitations of existing data,  
and outline directions for future research. 
A literature search was performed in PubMed, Scopus and Google Scholar using the following keywords: “high-grade 
serous ovarian cancer”, “platinum”, “carboplatin”, “cisplatin”, “polymorphism”, “SNP”, “pharmacogenetics”,  
“progression-free survival”, and “platinum resistance”. Priority was given to studies with a sample size of ≥100 ovarian 
cancer patients and those with independent validation or a meta-analysis. A number of studies with smaller sample sizes 
were included due to the particular significance of their results and are specified in the text. The most reproducible 
associations with platinum resistance are demonstrated by SNPs in genes involved in nucleotide excision repair pathways 
(ERCC1, ERCC5), platinum transport and excretion (ABCB1), and specific signaling pathways (STAT3, FGFR4). Many candidate 
associations remain controversial owing to variations in the definition of platinum resistance, small sample sizes, 
heterogeneity in treatment regimens, and interethnic differences in allele frequencies and effects.

Keywords: serous ovarian cancer, mechanisms of platinum resistance, genetic polymorphism

For citation: Subbotina K.V., Tarkhov A.V., Boyarskikh U.A. et al. Molecular mechanisms of resistance to platinum based 
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Введение
В лечении злокачественных опухолей яичников 

первостепенное значение имеет выполнение хирурги-
ческого вмешательства в объеме полной или оптималь-
ной циторедукции с последующим проведением адъю-
вантной химиотерапии (ХТ) препаратами платины  
и таксанами. При отсутствии возможности проведения 
циторедуктивной операции на 1-м этапе лечение начи-
нают с неоадъювантной ХТ, после которой осуществля-
ют интервальную циторедукцию [1]. ХТ на основе пре-
паратов платины существенно улучшает выживаемость 
больных серозным раком яичников (РЯ) высокой сте-
пени злокачественности, однако у большинства пациен-
ток с распространенной стадией заболевания в конечном 
счете возникает рецидив [2, 3]. На вероятность его раз-
вития влияет объем циторедукции, наличие детектиру-
емых и скрытых метастазов, молекулярно-генетические 
свойства опухоли, а также генетически обусловленная 
индивидуальная вариация физиологических свойств кле-
ток организма, что нас и интересует в данном обзоре. Ча-
стые генетические варианты незначительно воздействуют 
на функционирование клеточных систем, но за счет рас-
пространенности способны оказывать заметное влияние 
на популяционном уровне.

В последнее десятилетие методы ассоциативной ге-
нетики, изучающие вклад частых вариантов в фенотипи-
ческие признаки, существенно эволюционировали: при-
меняются полногеномные скрининги ассоциаций 
(genome-wide association study, GWAS), созданы крупные 
биобанки и выборки для увеличения статистической 
мощности, а также все чаще предпринимаются успешные 
попытки трансформации ассоциации в причинно-след-

ственную связь за счет функциональной характеризации 
вариантов. Логично предположить, что эффективность 
адъювантного лечения препаратами платины может за-
висеть от генетической конституции пациентки, форми-
руемой как частыми, так и редкими герминальными ва-
риантами. Их влияние реализуется через модуляцию 
биологических процессов, лежащих в основе цитотокси-
ческого действия платины, и способности опухоли ниве-
лировать это воздействие.

Цель работы – систематизация данных о молеку-
лярных механизмах ответа на платиносодержащую ХТ 
при серозном РЯ, анализ вклада однонуклеотидных 
вариантов в модуляцию этого ответа с точки зрения 
как риска развития опухоли, так и классических кли-
нических показателей (выживаемости без прогресси-
рования (ВБП), общей выживаемости (ОВ) и развития 
токсических осложнений).

Поиск публикаций выполнялся в базах данных 
PubMed, Scopus и Google Scholar по ключевым словам 
“ovarian cancer”, “platinum”, “polymorphism”, “SNP”, 
“pharmacogenetics”, “progression-free survival”, 
“platinum resistance”. Приоритет мы отдавали иссле-
дованиям с размером выборки ≥100 больных РЯ. Ра-
боты меньшего объема включали, если их результаты 
были значимы (например, геномные скрининги, впер-
вые идентифицировавшие варианты); в каждом случае 
ограничения выборки оговариваются. В  итоговый 
анализ включены публикации за период 2006–2026 гг., 
посвященные влиянию герминальных однонуклеотид-
ных структурных вариантов (SNPs) различных генов 
на ВБП, ОВ и развитие токсичности при лечении пре-
паратами платины (табл. 1).
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Молекулярный механизм действия 
цисплатина и его путь в клиническую 
практику
Препараты платины нашли широкое применение 

в качестве цитостатиков для лечения многих онколо-
гических заболеваний, в том числе РЯ, благодаря их вы-
раженному цитотоксическому действию на пролифери-
рующую клетку. Цитотоксический эффект платины 
впервые описал в 1965 г. биофизик Барнетт Розенберг. 
Он с коллегами изучал влияние электрического поля 
на деление Escherichia coli и обнаружил резкое увеличе-
ние длины бактериальных клеток, что впоследствии 
было объяснено образованием растворимых платино-
вых комплексов при электролизе платиновых электро-
дов, тормозивших бинарное деление. Дальнейшие экс-
перименты продемонстрировали ингибирующее 
действие платиновых соединений на опухолевые клет-
ки, причем наибольшей активностью обладал цис-
диамминдихлороплатина(II) (цисплатин).

В  1978  г. цисплатин был одобрен Управлением 
по контролю качества пищевых продуктов и лекарст-
венных средств США (Food and Drug Administration), 
а с 1980-х годов получил широкое клиническое приме-
нение, в том числе при РЯ. После публикации в 1996 г. 
результатов крупного клинического исследования  
III фазы Американской группы гинекологической он-
кологии (Gynecologic Oncology Group) GOG-111 ком-
бинация препарата платины (карбоплатин или цис
платин) с паклитакселом была принята как стандарт 
1-й линии терапии распространенного РЯ [22].

Известны 3 пути проникновения цисплатина в клет-
ку: пассивная диффузия, активный транспорт с помощью 
высокоаффинного переносчика меди CTR1 и транспорт 
через белок OCT2 (транспортер органических катионов) 
[23, 24]. Долгое время считалось, что пассивная диффузия 
играет ключевую роль в его поглощении. Однако пассив-
ный транспорт не объясняет вариабельность динамики 
поступления платины в клетки разных тканей, а скорости 
диффузии недостаточно для создания цитотоксической 
концентрации внутри клетки.

Транспортер OCT2 экспрессируется в ограничен-
ном наборе типов клеток, что не позволяет рассматри-
вать его как универсальный переносчик цисплатина. 
В отличие от OCT2, CTR1 экспрессируется практиче-
ски во всех клетках на всех этапах онтогенеза и счита-
ется центральным участником переноса платиновых 
препаратов. В 2002 г. впервые было показано, что сни-
жение экспрессии транспортера CTR1 ведет к умень-
шению внутриклеточного накопления цисплатина 
и развитию резистентности, тогда как его сверхэкспрес-
сия, напротив, вызывает увеличение импорта препара-
тов платины [25, 26]. В цитоплазме, где концентрация 
ионов хлора низкая, хлоридные группы цисплатина 
замещаются молекулами воды с образованием актив-
ного гидрата цис-[Pt(NH

3
)

2
(H

2
O)

2
]2+. Образующийся 

водорастворимый электрофил пересекает ядерную 
мембрану и реагирует с отрицательно заряженной ДНК. 
Далее молекулы воды в гидрате цисплатина замещают-
ся на азотистые основания ДНК с образованием ДНК-
аддуктов цис-[Pt(NH

3
)

2
]-ДНК (рис. 1).

Рис. 1. Механизм действия цисплатина в клетке: проникновение через CTR1, OCT2 и путем пассивной диффузии, дальнейшая внутриклеточная 
гидратация, образование ДНК-аддуктов в ядре и выбор процесса репарации или апоптоза
Fig. 1. Mechanism of action of cisplatin within the cell: entry via CTR1, OCT2 and via passive diffusion, subsequent intracellular hydration, DNA adduct 
formation in the nucleus, and the choice between repair processes or apoptosis
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Гидратированный цисплатин преимущественно 
атакует положение N7 гуанина (рис. 2), что приводит 
к образованию внутри- и межцепочечных аддуктов. 
Внутрицепочечные сшивки в клетках, обработанных 
цисплатином, обнаруживаются между двумя соседними 
гуанинами (GG, ~60–65 %), между аденином и гуани-
ном (AG, ~20–25 %), а также между двумя гуанинами, 
разделенными одним нуклеотидным основанием (G-G). 
Межцепочечные сшивки между двумя гуанинами про-
тивоположных цепей составляют ~5–8 % всех аддук-
тов.

Внутрицепочечные сшивки изменяют конформа-
цию ДНК за счет перегиба спирали на 30–40° и рас-
кручивания ее на 25°. Межцепочечные сшивки вызы-
вают более выраженную деформацию: перегиб 
на 40–50° и раскручивание на 80–110°. Образующиеся 
аддукты ингибируют репликацию ДНК, вызывают 
остановку клеточного цикла в фазе G2 и индуцируют 
апоптоз [27]. Как внутрицепочечные, так и межцепо-
чечные сшивки нарушают работу основных ДНК-по-
лимераз, что вызывает вовлечение резервных ДНК-
полимераз, способных к синтезу через повреждения 
(translesion synthesis). В исследовании K. Xie и соавт. 
было продемонстрировано, что ингибирование актив-
ности данных полимераз ассоциировано с повышени-
ем чувствительности опухолевых клеток к препаратам 
платины [27]. Если ДНК-полимеразы не способны 
обойти повреждение, это также вызывает остановку 
(столлинг) элонгации РНК-полимеразы II на аддукте, 
что запускает транскрипционно-сопряженную репа-
рацию либо, при ее неэффективности, апоптоз.

Резистентность к платиносодержащей 
химиотерапии
Платиносодержащие препараты (карбоплатин, 

цисплатин) остаются ключевым компонентом стан-
дартной ХТ эпителиального РЯ. Хотя начальный ответ 
на лечение 1-й линии достигает 75–80 %, у большин-
ства пациенток с распространенными стадиями забо-
левания развивается рецидив (50–80 % случаев) [28]. 
Исход лечения при рецидиве РЯ определяется его чув-
ствительностью к платиносодержащим препаратам – 
феноменом, который в клинической практике приня-
то оценивать с помощью бесплатинового интервала 
(БПИ). Классификация по БПИ впервые была пред-
ложена в 1991 г. M. Markman и соавт. для прогнозиро-
вания ответа на повторную терапию [29]. Развитие 
рецидива более чем через 6 мес после завершения по-
следнего курса платиносодержащей ХТ классифици-
руется как платиночувствительный рецидив. У таких 
пациенток имеются значительно более высокие шансы 
на повторный ответ на терапию при возврате к этому 
лечению. Платинорезистентный рецидив развивается 
в срок до 6 мес после завершения платиносодержащей 
ХТ [30]. И наконец, платинорефрактерный (первично-
резистентный) рецидив определяется прогрессирова-
нием опухоли или ее стабилизацией непосредственно 
во  время проведения 1-й линии стандартной ХТ 
или в течение 4 нед после ее окончания [31]. Это наи-
более агрессивный вариант, характеризующийся край-
не неблагоприятным прогнозом.

В 2010 г. на 4-й Оксфордской конференции Ме-
ждународной группы по изучению гинекологического 

Соседние гуанины одной 
цепи / Adjacent guanines 

on the same stand

Соседние аденин 
и гуанин / Adjacent 

guanines and guanine

Рис. 2. Три типа аддуктов, образуемых цисплатином с ДНК: а – внутрицепочечная GG-сшивка (доминирующий тип); б – внутрицепочечная 
AG-сшивка; в – межцепочечная G–G-сшивка между соседними парами оснований противоположных цепей
Fig. 2. Three types of cisplatin-DNA adducts: a – intrastrand GG crosslink (the dominant type); б – intrastrand AG crosslink; в – interstrand G–G crosslink 
between adjacent base pairs on opposite strands

Внутрицепочечная 
GG-сшивка (~60–65  %) / 
Intracandular GG crosslink 

(~60–65  %)

а б в
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(~5–8  %)
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противоположных цепей / 
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Атака N7-положения гуанина – основная мишень цисплатина /  
Attack on the N7 position of guanine – the main target of cisplatin
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рака (Gynecologic Cancer Inter Group, GCIG) было уточ-
нено, что БПИ следует рассчитывать как интервал 
между датой последнего введения платины и датой 
задокументированного прогрессирования заболева-
ния. Однако современные подходы, представленные  
на 6-й конференции GCIG (2021), подчеркивают огра-
ничения БПИ и предлагают концепцию бестерапевти-
ческого интервала (БТИ), т. е. времени от окончания 
любой предшествующей линии терапии до следующего 
прогрессирования. Подчеркивается, что это должны быть 
не бинарные категории (чувствительный vs резистент-
ный), а непрерывная временная переменная [32].

Первичная резистентность к препаратам платины 
встречается у 15–25 % пациенток с РЯ (прогрессиро-
вание на фоне проведения терапии или рецидив в срок 
3–6 мес после лечения). Согласно результатам ретро-
спективного анализа специалистов Северо-Восточно-
го немецкого общества гинекологической онкологии 
(Nord-Ostdeutsche Gesellschaft für Gynäkologische 
Onkologie e. V., NOGGO) (2021), частота развития пер-
вичной резистентности среди пациенток с РЯ, полу-
чавших терапию 1-й линии, составила 15–20  %, 
при этом в данной группе зарегистрирована мини-
мальная медиана выживаемости [33]. Вторичная (при-
обретенная) резистентность возникает практически 
у всех пациенток с рецидивом РЯ [34]. Более того, пла-
тинорезистентность является основной причиной ле-
тальных исходов при данной патологии [28]. При пла-
тинорезистентном рецидиве частота объективного 
ответа на  последующие линии ХТ, как  правило, 
не  превышает 10–20  %, а  медиана ОВ составляет  
<12 мес [28, 35].

Несмотря на то что формирование устойчивости 
к платине считается практически неизбежным этапом 
прогрессирования заболевания, клиническая практи-
ка демонстрирует существенную гетерогенность отве-
тов на лечение. Такое различие в исходах продиктова-
но врожденными генетическими особенностями, 
модулирующими фармакологический ответ. В частно-
сти, у ряда пациенток с РЯ с исходно неблагоприят-
ным прогнозом рецидив не возникает, что указывает 
на их врожденную высокую чувствительность к ХТ. 
Подтверждением этой гипотезы служат данные 
T. Mitamura и соавт., которые в ходе полногеномного 
анализа SNP обнаружили специфические генетические 
маркеры сверхчувствительности. В частности, гетеро-
зиготный вариант rs2185379 гена PRDM1 у пациенток 
с длительной ремиссией встречался в 6,8 раза чаще  
(p = 0,013), чем в группе раннего рецидива (p = 0,013). 
Аналогичные прогностически благоприятные корреля-
ции выявлены для SNP в генах LRRC2 (rs28687398) 
и ABCA13 (rs17712299) и L1TD1 (rs7533274), в то время 
как наличие патогенного минорного аллеля A структур-
ного варианта rs80357086 (c.188T>A, p.Leu63Ter) гена 
BRCA1 выступало неблагоприятным прогностическим 
фактором и обусловливало развитие раннего рециди-
ва у 18,2 % больных [6]. Данный вариант характеризу-

ется низкой частотой минорного аллеля (MAF) 
(<0,05 %). Полученные результаты косвенно подтвержда-
ют влияние генетического профиля пациентки на исход 
эффективности терапии, однако окончательные выводы 
можно сделать только после установления причинно-
следственных механизмов данных ассоциаций.

Таким образом, на фоне общей тенденции к раз-
витию резистентности к препаратам платины выявле-
ние подобных генетических маркеров открывает воз-
можности для  лучшего понимания молекулярных 
механизмов раннего рецидива и, возможно, разработ-
ки протоколом прогнозирования и альтернативных 
терапевтических стратегий.

Механизмы резистентности 
к цисплатину при раке яичников
Резистентность РЯ к платиносодержащей ХТ разви-

вается за счет снижения внутриклеточной концентрации 
цисплатина, усиления его детоксикации, нарушения ре-
гуляции апоптоза, изменения микроокружения опухоли 
и увеличения эффективности репарации ДНК. Механиз-
мы резистентности можно разделить на те, что реализу-
ются до связывания цисплатина с ДНК (транспорт и де-
токсикация), и те, что реализуются после образования 
ДНК-аддукта (репарация ДНК, сигнальные пути).

Механизмы резистентности до связывания с мишенью. 
Снижение внутриклеточной концентрации цисплати-
на и увеличение его оттока позволяют клеткам РЯ из-
бегать цитотоксичности до того, как молекула этого 
препарата свяжется с ДНК (рис. 3). Основную роль 
в поглощении цисплатина клеткой играет высокоаф-
финный транспортер меди CTR1. При поступлении 
препарата в цитоплазму данный белок подвергается 
быстрому макропиноцитозу с последующей протеа-
сомной деградацией, что приводит к снижению его 
экспрессии на клеточной мембране. Одновременно 
растет количество CTR2, который, в отличие от CTR1, 
ограничивает внутриклеточное накопление цисплати-
на. Так, B. G. Blair и соавт. продемонстрировали зна-
чимое увеличение цитотоксичности цисплатина 
в  условиях дефицита CTR2 [36]. В  свою очередь, 
Y. Y. Lee и соавт. показали, что высокий уровень экс-
прессии CTR1 в опухолевой ткани РЯ ассоциирован 
с увеличением продолжительности безрецидивного 
периода, тогда как гиперэкспрессия CTR2, напротив, 
коррелирует с неблагоприятным прогнозом [37].

Регуляцию экспрессии транспортеров CTR1 
и  CTR2 осуществляет внутриклеточный шаперон 
ATOX1. Помимо этого, данный регуляторный белок 
принимает непосредственное участие в выведении пре-
паратов платины путем их связывания и транспорти-
ровки к АТФазе 2 (ATP7B). Белок ATP7B относится 
к семейству АТФаз P-типа и совместно с АТФ-связы-
вающими мембранными транспортерами MRP2 
и BCRP увеличивает экспорт цисплатина из клетки [5, 
6]. Гиперэкспрессия ATOX1 и ATP7B ассоциирована 
с развитием платинорезистентности опухолей [38].

https://gcigtrials.org/
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Большую роль в механизмах резистентности игра-
ет система глутатиона. Он представляет собой внутри-
клеточный тиол, защищающий клетку от окислитель-
ного стресса и связывающий цисплатин посредством 
сульфгидрильных групп, что предотвращает взаимо-
действие платины с ДНК [39]. При участии глутати-
он-S-трансферазы образуется неактивный конъюгат, 
который выводится из клетки через АТФ-зависимый 
мембранный белок – транспортер MRP2 (кодируется 
геном ABCC2). Синхронно в данном процессе задей-
ствован переносчик BCRP (кодируется геном ABCG2), 
обеспечивающий активный эффлюкс как свободных 
молекул цисплатина, так и его конъюгированных форм. 
Значимость глутатионовой системы в формировании 
платинорезистентности при РЯ показана еще в 1994 г. 
S. I. Hamada и соавт., установившими связь между 
гиперэкспрессией глутатион-S-трансферазы и неэф-
фективностью терапии [40]. Еще одним ключевым 
звеном пути детоксикации выступает глутатионпе-
роксидаза 1 (GPX1). Ее действие напрямую зависит 
от пула восстановленного глутадиона, который ис-
пользуется ферментом для нейтрализации токсичных 
перекисных радикалов и защиты клеток от окисли-
тельного стресса. Структурный вариант rs1050450 
(C>T; MAF = 0,32, p.Pro200Leu) гена GPX1 ассоци

ирован с риском развития РЯ. У носительниц гено-
типа CC отмечается уменьшение риска возникнове-
ния заболевания (p = 0,002), тогда как у гомозигот TT 
вероятность развития опухоли возрастает в  3 раза  
(p = 0,036) [41]. Возникновение устойчивости к пла-
тиносодержащей терапии также связано с белками 
металлотионеинами. Они работают как внутриклеточ-
ные ловушки, которые связывают цисплатин до его 
проникновения в  ядро. Такая изоляция препарата 
в составе комплексов с этими белками ускоряет его 
последующее выведение из клетки. Впрочем, пока нет 
данных о влиянии структурных вариантов генов ме-
таллотионеинов на функциональность кодируемых 
ими белков [42].

Механизмы резистентности после образования 
ДНК-аддукта: репарация ДНК. Механизм действия 
платиносодержащей ХТ заключается в ковалентном 
связывании ДНК с образованием аддуктов. От способ-
ности опухолевых клеток восстанавливать поврежден-
ную ДНК зависит эффективность терапии. На началь-
ном этапе лечения цисплатином чувствительность 
клеток обусловлена в том числе низким уровнем экс-
прессии молекул, участвующих в восстановлении по-
вреждений. При возникновении повреждения ДНК 
активируются сигнальные пути, запускающие репара-

Рис. 3. Механизмы резистентности к  цисплатину до  связывания с  ДНК: захват цисплатина (CTR1/CTR2), эффлюкс через АТФазы P-типа 
(ATP7A/B) и ABC-транспортеры (MRP2/BCRP), а также цитоплазматическая детоксикация через глутатион (GSH/GST) и металлотионеины 
(MT). GST – глутатион-S-трансфераза
Fig. 3. Mechanisms of cisplatin resistance prior to DNA binding: cisplatin uptake (CTR1/CTR2), efflux via P-type ATPases (ATP7A/B) and ABC transporters 
(MRP2/BCRP), and cytoplasmic detoxification via glutathione (GSH/GST) and metallothioneins (MT). GST – glutathione-S-transferase
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цию, а при невозможности восстановления – апоптоз. 
Поэтому генетически обусловленная вариация меха-
низмов репарации может транслироваться в вариацию 
чувствительности к ХТ на основе платины (рис. 4).

Эксцизионная репарация нуклеотидов (NER) яв-
ляется основным путем удаления объемных поврежде-
ний ДНК, включая Pt-аддукты. На начальном этапе 
Pt-аддукт распознается белком XPC, после чего проис-
ходит привлечение и активация комплекса TFIIH, в со-
ставе которого функционирует ДНК-хеликаза ERCC2. 
На  заключительном этапе эндонуклеазы ERCC1–
ERCC4 и ERCC5 осуществляют асимметричное двой-
ное надрезание поврежденной нити ДНК с 5’- и 3’-сто-
рон от расположения аддукта (рис. 5). После удаления 
клеткой объемных платиновых аддуктов в ходе эксци-
зионной репарации нуклеотидов синтез заполняющей 
цепи осуществляет ДНК-полимераза эпсилон или дель-
та (Pol δ/ε), а ковалентное сшивание цепи (лигирование) 
выполняет фермент ДНК-лигаза I [43]. Снижение спо-
собности к репарации само по себе может привести 
к накоплению мутаций и канцерогенезу.

Помимо NER существует эксцизионная репарация 
оснований (Base Excision Repair, BER), которая являет-
ся ключевым механизмом репарации ДНК, устраняю-
щим мелкие, не искажающие спираль повреждения: 
окисленные, алкилированные или дезаминированные 
основания. Основные ее этапы включают распознава-
ние и удаление повреждения ДНК-гликозилазой, раз-
резание остова, замещение нуклеотида ДНК-полиме-
разой, отвечающей за точечную вставку правильного 
нуклеотида, и восстановление целостности цепи лига-
зой. Данный механизм играет вспомогательную роль 
в устранении вторичных повреждений ДНК, вызванных 
окислительным стрессом при воздействии цисплатина. 
Ключевым белком системы BER является XRCC1.

Результаты исследований показывают, что сниже-
ние экспрессии гена XRCC1 увеличивает чувствитель-
ность опухолей к платиносодержащей терапии, так 
как клетка теряет способность быстро восстанавливать 
одноцепочечные разрывы ДНК. Несмотря на то что бе-
лок XRCC1 непосредственно не задействован в этапах 
узнавания и эксцизии объемных платиновых аддуктов 

Рис. 4. Четыре пути репарации ДНК, участвующих в удалении повреждений ДНК, вызываемых цисплатином: эксцизионная репарация нуклео-
тидов (NER), эксцизионная репарация оснований (BER), репарация ошибок спаривания (MMR) и репарация с помощью гомологичной рекомбина-
ции (HRR). Для каждого пути указаны ключевые гены, в которых локализованы герминальные структурные варианты, ассоциированные с отве-
том на платиносодержащую терапию
Fig. 4. Four DNA repair pathways involved in the removal of cisplatin-induced DNA damage: nucleotide excision repair (NER), base excision repair (BER), 
mismatch repair (MMR), and homologous recombination repair (HRR). For each pathway, key genes are indicated harboring germline structural variants 
associated with the response to platinum-based therapy
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в рамках NER, он выполняет важную координацион-
ную функцию на стадиях репаративного синтеза и ли-
гирования. Данный вспомогательный механизм акти-
вируется при  функциональной недостаточности 
классических систем репликации и сшивания цепей 
ДНК [43–45].

Структурный полиморфизм описан для генов ERCC1, 
ERCC2, ERCC5 и XRCC1 [46]. Продукт гена XRCC1 кри-
тически важен для эксцизионной репарации основа-
ний, в связи с чем особый интерес представляет один 

из  наиболее изученных его SNP – rs25487 (T>C; 
MAF = 0,34; p.Arg399Gln). Известно, что  данный 
структурный вариант ассоциирован с риском разви-
тия рака молочной железы, легкого и носоглотки. 
В то же время в ходе ген-кандидатного исследования 
Т. Zavarykina и соавт. было обнаружено увеличение 
риска развития РЯ у носительниц аллеля Т rs25487  
гена XRCC1 (p = 0,00016) [30]. Напротив, наличие ге-
нотипа TG структурного варианта rs13181 (T>G; 
MAF = 0,35–0,42) гена ERCC2 коррелировало со сни-

Рис. 5. Детальная схема эксцизионной репарации нуклеотидов (NER): распознавание повреждения, раскручивание ДНК, двойное надрезание, 
синтез заполняющей цепи и лигирование. SNP в генах ERCC1, ERCC2, ERCC5 и XRCC1 модулируют эффективность каждой из стадий. ВБП – 
выживаемость без прогрессирования
Fig. 5. Detailed scheme of nucleotide excision repair (NER): damage recognition, DNA unwinding, dual incision, gap-filling synthesis, and ligation. SNPs 
in the ERCC1, ERCC2, ERCC5, and XRCC1 genes modulate the efficiency of each stage. PFS – progression-free survival
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жением риска возникновения РЯ (p = 0,011) [47]. Ра-
бот, направленных на определение связи этих струк-
турных вариантов с вариабельностью ответа на лечение 
препаратами платины, пока не было. Но можно логич-
но предположить, что механизмы реализации увеличе-
ния риска развития вышеописанных злокачественных 
опухолей и удаления повреждений ДНК при ХТ весьма 
близки, и шансы увидеть ассоциацию с эффективно-
стью лечения совсем не нулевые.

Белок ERCC1 занимает ключевое место в системе 
NER, уровень его экспрессии находится в обратной 
корреляционной связи с чувствительностью опухолевых 
клеток к цисплатину. Помимо распознавания и удале-
ния платиновых аддуктов в ходе эксцизионной репара-
ции, ген ERCC1 также вовлечен в процессы гомологич-
ной рекомбинации и восстановления двухцепочечных 
разрывов ДНК. Наиболее часто изучаемые SNP гена 
ERCC1 – C118T (rs11615, p.Asn118Asn) в кодирующей 
области и  C8092A (rs3212986) в  3’-UTR-области. 
K. M. Moxley и соавт. в ходе ген-кандидатного исследо-
вания выявили, что наличие генотипов CA и AA (C>A; 
MAF = 0,25) структурного варианта C8092A ассоцииро-
вано со значимым увеличением ВБП и ОВ по сравне-
нию с гомозиготным генотипом CC (p = 0,04) [8].

Данные результаты объясняются тем, что минор-
ный аллель A структурного варианта C8092A вызыва-
ет снижение стабильности матричной РНК (мРНК) 
в 3’-нетранслируемой области (3’-UTR). Это влечет 
за  собой ускоренную деградацию транскрипта и, 
как следствие, приводит к резкому снижению уровня 
экспрессии белка ERCC1. Данный функциональный 
дефицит нарушает процессы нуклеотидной эксцизион-
ной репарации, следствием чего становится повышение 
чувствительности к препаратам платины, увеличение 
ВБП и ОВ, что продемонстрировано в исследовании.

Прогностическая значимость структурного вариан-
та rs11615 гена ERCC1 при РЯ поздних стадий продемон-
стрирована в работе K. D. Steffensen и соавт.  [48]. Авторы 
установили, что синонимичная замена C→T (p.Asn118Asn) 
приводит к снижению внутриклеточного уровня белка 
ERCC1 и последующему ослаблению систем репара-
ции ДНК. Вследствие этого у носителей минорного 
аллеля T (C>T; MAF = 0,42) наблюдается повышенная 
чувствительность опухоли к карбоплатину, что приво-
дит к клинически значимому улучшению показателей 
выживаемости по сравнению с пациентами с диким 
генотипом CC. Также авторы выявили, что среди боль-
ных с ERCC1-положительными опухолями уровень 
ответа был значительно ниже, чем у больных с ERCC1-
отрицательными опухолями, а высокие уровни мРНК 
и  белка ERCC1 коррелирует с  более низкой ОВ 
и устойчивостью к ХТ [2]. Таким образом, определе-
ние экспрессии белка ERCC1 перед ХТ может быть 
клинически значимо.

Результаты ряда исследований показали, что само-
стоятельное определение вариантов гена ERCC1 не ас-
социировано с изменением чувствительности опухоли 

к платиносодержащей ХТ [19, 49, 50]. К тому же вы-
воду приводят и данные метаанализа Y. Zhang и соавт. 
[51]: при анализе структурного варианта rs11615 на-
блюдалась слабая тенденция к  увеличению ответа 
на терапию препаратами платины у носителей аллеля 
C, однако эти результаты не достигли статистической 
значимости (отношение шансов 0,92; p >0,05). Воз-
можное объяснение такой непоследовательности 
предложили K. Kirschner и D. W. Melton: комплекс 
ERCC1–ERCC4 участвует не только в эксцизионной 
репарации нуклеотидов, но и в ряде других путей вос-
становления ДНК, поэтому его активность не может 
служить однозначным предиктором ответа на проти-
воопухолевые препараты [52].

Большую роль в функционировании системы экс-
цизионной репарации нуклеотидов играют АТФ-за-
висимая геликаза XPD (продукт гена ERCC2), являю-
щаяся компонентом транскрипционного фактора 
TFIIH, и эндонуклеаза ERCC4 (в составе гетеродиме-
ра ERCC1–ERCC4). Изменения экспрессии генов 
ERCC2 и ERCC4 зачастую коррелируют с эффективно-
стью платиносодержащей терапии: снижение их экс-
прессии сопровождается повышением чувствительности 
опухолей к цисплатину, тогда как высокий уровень экс-
прессии ассоциирован с резистентностью. Особое вни-
мание исследователей сосредоточено на структурном 
варианте rs13181 (p.Lys751Gln) гена ERCC2. Согласно 
результатам ген-кандидатного исследования Я. Б. Вало-
вой и соавт., минорный аллель C варианта rs13181 ассо-
циирован со  снижением эффективности репарации 
ДНК, что наряду с повышением риска развития РЯ су-
щественно увеличивает чувствительность опухоли к пре-
паратам платины вследствие неспособности опухолевых 
клеток устранять индуцированные платиной аддукты 
ДНК [53]. Данный вариант характеризуется выраженной 
межпопуляционной гетерогенностью: частота минорно-
го аллеля снижается с 35–42 % в европейских выборках 
до 6–10 % в восточноазиатских популяциях.

Логическим продолжением каскада NER является 
этап с участием белка ERCC5, необходимого для взаи
модействия с комплексом TFIIH. Результаты иссле-
дований показывают, что у носительниц минорного 
аллеля C структурного варианта rs17655 (p.Asp1104His) 
гена ERCC5 снижается эффективность нуклеотидной 
эксцизионной репарации. По данным метаанализа, 
выполненного на китайских выборках, носительство 
этого аллеля выступает важным предиктором повы-
шенной чувствительности опухолевых клеток к ХТ 
на основе производных платины [20]. При этом часто-
та аллеля существенно различается между популяциями 
(MAF ~0,22–0,36), что ограничивает прямой перенос 
этих результатов на европейские когорты. Не исключе-
но, что данный SNP не является функциональным, 
а находится внутри клинически значимого гаплотипа, 
характерного для азиатских популяций. Наряду с бел-
ками прямой репарации, на выживаемость больных РЯ 
могут влиять регуляторные факторы, в частности про-
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дукт гена MMS19. Он играет критическую роль в функ-
ционировании транскрипционного комплекса TFIIH, 
участвуя в метаболизме железосерных (Fe-S) кластеров, 
которые необходимы для поддержания ферментатив-
ной активности геликаз (в частности, ERCC2), а также 
регулируя работу РНК-полимеразы II. При оценке 
клинической значимости структурных вариантов дан-
ного гена установлено, что гомозиготный генотип GG 
структурного варианта rs872106 гена MMS19 ассоци
ирован с выраженной тенденцией к ВБП (p = 0,05) [31]. 
Таким образом, комплексный анализ полиморфизмов 
генов NER остается привлекательным полем для даль-
нейших ассоциативных и функциональных исследо-
ваний эффективности ХТ при РЯ.

Поли(АДФ-рибозо)полимераза-1 (PARP1) явля-
ется ключевым ферментом репарации одноцепочечных 
разрывов ДНК по путям BER и NER. При возникнове-
нии разрыва PARP1 активируется и рекрутирует к месту 
повреждения другие белки комплекса восстановления: 
АДФ-рибозил-акцептор-гидролаза 3 (ARH3), ДНК-ли-
газа 3 (Lig3), ДНК-полимераза β (Pol β), XRCC1, 
BRCA1/2 и др. Повышенная экспрессия PARP1 может 
действовать для опухолевых клеток как защитный ме-
ханизм от цитотоксических эффектов противоопухо-
левой терапии [43, 54]. Среди идентифицированных 
SNPs в гене PARP1 наиболее изученными к настояще-
му времени являются вариант rs1136410, локализован-
ный в экзоне 17, и rs8679, расположенный в 3’-нетранс
лируемой области. J. Zhao и соавт. в своем исследовании 
«случай–контроль» изучили влияние этих SNPs на эф-
фективность платиносодержащей терапии у пациенток 
из Северного Китая [21]. Наибольшее внимание авторов 
привлек структурный вариант rs1136410, представля-
ющий собой миссенс-замену T→C (p.Val762Ala). По-
казано, что гомозиготное носительство минорного 
аллеля C (T>C; MAF = 0,45) ассоциировано с благо-
приятным ответом на платиносодержащую ХТ и низ-
ким риском развития резистентности по сравнению 
с генотипом TT (p = 0,001). Кроме того, у пациенток 
с генотипом CC прослеживалась тенденция к увели-
чению ОВ (p = 0,182). Напротив, для варианта rs8679 
гена PARP1 значимой связи с эффективностью плати-
носодержащих препаратов обнаружено не было. По-
тенциально функциональное объяснение выявленных 
ассоциаций подразумевает влияние аллельных вари-
антов на ферментативную активность продукта иссле-
дуемого гена. Наличие генотипа CC варианта rs1136410 
гена PARP1 приводит к структурному изменению ка-
талитического домена PARP1, что снижает функцио-
нальную активность этого фермента. Данное ослабле-
ние функции фермента, по-видимому, нарушает 
эффективность эксцизионной репарации нуклеотид-
ных оснований. В результате в опухолевых клетках 
происходит избыточное накопление индуцированных 
препаратами платины аддуктов ДНК, что инициирует 
апоптоз и, как следствие, повышает чувствительность 

к ХТ и улучшает показатели выживаемости у больных 
эпителиальным РЯ.

Репарация ДНК с помощью гомологичной реком-
бинации (HRR) обеспечивает высокоточное восста-
новление двухцепочечных разрывов, а также играет 
ключевую роль в элиминации цитотоксических повре-
ждений генома опухолевых клеток, индуцированных 
цисплатином. Дефект HRR в серозной аденокарцино-
ме яичников, вызванный потерей функциональности 
генов BRCA1 и  BRCA2, является частым событием 
и определяет чувствительность опухоли к препаратам 
платины или PARP-ингибиторам [55]. При длитель-
ном воздействии цисплатина могут возникать вторич-
ные мутации этих генов, восстанавливающие функцию 
HRR и ведущие к резистентности. Однако эти сомати-
ческие события не входят в круг вопросов, обсуждае-
мых в этой статье. Кроме BRCA1 и BRCA2, в состав 
HRR входит большое количество генов, кодирующих 
белки, функциональный полиморфизм которых в ре-
зультате вовлеченности в альтернативные каскады ре-
парации может влиять на возникновение резистентности 
к препаратам платины или другим ДНК-повреждающим 
лекарственным средствам.

В ходе ген-кандидатного исследования H. Li и со-
авт. идентифицированы 3 функциональных SNPs: ва-
рианты rs4151393 и rs2284704 гена MNAT1 и вариант 
rs61748571 гена HUS1B [43]. Генотипы TC и CC струк-
турного варианта rs2284704 (T>C; MAF = 0,24) гена 
MNAT1 были связаны со сниженным риском химио-
резистентности к препаратам платины (p = 0,0005) 
по сравнению с генотипом TT и с лучшим прогнозом 
(p = 0,002), а генотипы AG и GG варианта rs61748571 
гена HUS1B, продукт которого участвует в регуляции 
клеточного цикла и поддержании геномной целостно-
сти, – с повышенным риском развития химиорезис-
тентности (p = 0,005). В функциональной части той же 
работы авторы показали, что защитный минорный 
аллель C варианта rs2284704 снижает уровень мРНК 
MNAT1, а это запускает апоптоз и ингибирует рост 
клеток, что может указывать на роль MNAT1 в процес-
сах онкогенеза [10].

Сигнальные пути, вовлеченные 
в резистентность к препаратам платины
Как и при многих других типах рака, в развитие РЯ 

вовлечена аберрантная активация отдельных сигналь-
ных путей, что также может вызывать повышенную 
устойчивость клетки к ХТ. Зависимые от рецепторов 
фактора роста фибробластов (FGFR) сигнальные пути 
участвуют в дифференцировке и пролиферации кле-
ток, а также ангиогенезе. Многочисленные механизмы 
их активации являются важным драйвером канцеро-
генеза при различных типах опухолей.

Структурный вариант rs351855 гена FGFR4 (G>A; 
p.Gly388Arg; MAF = 0,30) связан с прогрессированием 
и неблагоприятным прогнозом при многих опухолях 
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и повышает генетическую предрасположенность к ра-
ку. В ген-кандидатном исследовании F. Marme проа-
нализировано клиническое значение структурного 
варианта rs351855 гена FGFR4 в когорте из 242 больных 
эпителиальным РЯ II–IV стадий (по классификации 
Международной федерации акушерства и гинекологии, 
International Federation of Gynecology and Obstetrics), 
получавших платиносодержащую терапию [4]. 
При проведении анализа пациентки были разделены 
на группы гомозигот по дикому типу (GG, или Gly/Gly) 
и носительниц минорного аллеля (AG + AA или Arg). 
Авторы обнаружили статистически значимую корреля-
цию наличия минорного аллеля A  (c.1162G>A;  
p.Gly388Arg; MAF = 0,30) с увеличением ВБП (p = 0,016) 
и ОВ (p = 0,004). Примечательно, что в субпопуляции 
больных без остаточной опухоли присутствие аллеля 
A (генотипы AG/AA) ассоциировалось с платиночувст-
вительностью в 70 % случаев против 42 % у гомозигот 
GG. Полученные данные позволяют рассматривать 
полиморфный вариант гена FGFR4 в качестве незави-
симого прогностического маркера ответа на платино-
содержащую ХТ.

Данные о клинической значимости системы фак-
торов роста фибробластов (FGF) подтверждаются ре-
зультатами генетических исследований. Так, в ходе 
ген-кандидатного исследования Q. H. Meng и соавт. 
изучили ассоциации SNP в сигнальном пути FGF-
FGFR с риском развития РЯ, ответом на терапию пре-
паратами платины и  показателями выживаемости 
у 417 больных РЯ [14]. Было установлено, что вариант 
rs7727832 гена FGF1 ассоциирован с высоким риском 
развития РЯ; на риск возникновения РЯ также влиял 
структурный вариант rs2288696 того же гена. Кроме 
того, вариант rs167428 гена FGF2 статистически зна-
чимо коррелировали с более благоприятными показа-
телями ОВ. Четыре структурных варианта (rs3806929 
гена FGF18, rs9920722 гена FGF7, rs12812339 гена FGF23 
и rs3733336 гена FGF5) были значимо связаны с поло-
жительным ответом на лечение (p = 0,006; 0,022; 0,028 
и 0,037 соответственно). Молекулярный механизм та-
кой взаимосвязи был детально раскрыт в эксперимен-
тальном функциональном исследовании C. Cole и со-
авт., которые на функциональном уровне показали, 
что  ингибирование рецепторов FGFR1 и  FGFR2  
существенно повышает чувствительность опухолевых 
клеток к цисплатину [56]. Данный синергетический 
эффект обусловлен активацией апоптоза и усилением 
блокады клеточного цикла в фазе G2/M. Это под-
тверждает, что сигнальный путь FGF является пер-
спективной мишенью для преодоления лекарствен-
ной резистентности при РЯ. Можно предположить, 
что вышеописанные ассоциированные структурные 
варианты могут иметь большую активность, реализо-
ванную в увеличении экспрессии соответствующих 
генов.

Известно, что  Wnt/β-катениновый сигнальный 
путь непосредственно вовлечен в процессы формиро-

вания химиорезистентности при эпителиальном РЯ 
[57]. В частности, результаты ген-кандидатного иссле-
дования H. Li и соавт. продемонстрировали, что гено-
типы AT/TT структурного варианта rs935072 (A>T; 
MAF = 0,29) гена CTNNBIP1 (ингибитора β-катенина) 
ассоциированы с повышенным уровнем экспрессии 
мРНК данного ингибитора и, как следствие, с хоро-
шим клиническим ответом на платиносодержащую 
терапию (p <0,05) [11]. Это позволяет рассматривать 
данный локус как потенциальный прогностический 
биомаркер.

Поскольку каскад Wnt/β-катенин является одним 
из фундаментальных регуляторов жизнеспособности 
опухолевых стволовых клеток (ОСК) [58], изучение 
генетических особенностей этой клеточной популя-
ции представляет собой еще одно перспективное на-
правление в поиске предикторов эффективности ком-
бинированного режима (паклитаксел + карбоплатин). 
Ключевыми маркерами ОСК при РЯ выступают фер-
менты – альдегиддегидрогеназы ALDH1 и ALDH2. 
Несмотря на то что высокий уровень экспрессии бел-
ка ALDH1 может коррелировать с лучшими ответом 
на лечение и показателями ОВ [59], генетическая ва-
риабельность внутри популяции ОСК крайне неодно-
родна. Так, в ходе ген-кандидатного исследования 
J. Permuth-Wey и соавт. при анализе 5509 SNPs в генах, 
ассоциированных с ОСК, наиболее значимая связь 
с неблагоприятным ответом на платиносодержащую 
терапию была обнаружена для вариантов rs62075772 
гена STAT3 (p = 0,0005) и rs1364455 гена ALDH1A1 (p = 
0,0031). Критическая роль пути STAT3 подтверждает-
ся и на экспрессионном уровне: у пациенток с высо-
ким содержанием общего белка STAT3 наблюдалась 
значимо более низкая выживаемость (p <0,01). В то же 
время SNPs в генах ESRRB и LIN28, напротив, ассо-
циировались с благоприятным прогнозом, что допол-
нительно подчеркивает комплексный характер регу-
ляции выживаемости ОСК [15].

Наряду с маркерами стволовых клеток, критичес
кую роль в определении судьбы опухолевой клетки 
играют транскрипционные факторы, регулирующие 
процессы дифференцировки и пролиферации. К их чи-
слу относится ген CEBPA, подавляющий пролифера-
цию в  фазе G1 и  регулирующий АТФ-зависимый 
комплекс ремоделирования хроматина (SWI/SNF). 
Установлено, что избыточная экспрессия CEBPA за-
щищает раковые клетки от индуцированного плати-
ной апоптоза. В работе B. Konopka и соавт. впервые 
было показано, что сочетание высокой экспрессии 
CEBPA на уровне мРНК с его аллельным вариантом 
rs34529039 (c.690G>T; p.Thr230=; MAF = 0,15) ассоци-
ировано с низкой чувствительностью к терапии (p = 0,024) 
и неблагоприятным прогнозом (p = 0,013). Примечатель-
но, что аномалии TP53, характерные для большинства 
случаев РЯ, могут дополнительно искажать физиоло-
гическую функцию CEBPA, усиливая агрессивность 
опухолевого фенотипа [7].
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Генетические предикторы токсичности платиносо-
держащей терапии. Помимо резистентности, серьезной 
проблемой применения препаратов платины в тера-
пии РЯ являются тяжелые побочные эффекты. В ген-
кандидатном исследовании A. V. Khrunin и соавт., в ко-
торое вошли 104 больных РЯ, изучалась взаимосвязь 
SNPs более чем в 100 генах (TPMT, NQO1, ERCC5, 
MUTYH, NAT2, EPHX1, RAD52 и др.) и исходов терапии 
цисплатином [12]. Установлено, что наиболее значимым 
предиктором гематологической токсичности являет-
ся вариант rs3219484 (G>A; p.Val8Met; MAF = 0,047)  
гена MUTYH. При этом носительство гетерозиготы AG 
обеспечивало протективный эффект, минимизируя 
риск развития тяжелой нейтропении, в  то  время 
как  наличие комбинации генотипов GG варианта 
rs3219484 гена MUTYH и CC варианта rs1052536 (C>T; 
3’-UTR; MAF = 0,45) гена LIG3 служило прогности-
чески неблагоприятным фактором и приводило к воз-
никновению нейтропении III–IV степеней тяжести 
в 95,5 % случаев. Риск развития анемии был ассоции-
рован с  вариантом rs1801280 (T>C; p.Ile114Thr;  
MAF = 0,43–0,46) гена NAT2. Данное осложнение зна-
чимо чаще регистрировалось у носительниц гетерози-
готного генотипа CT (78,4 % случаев) по сравнению 
с гомозиготами TT и CC. В свою очередь, манифеста-
ция нефротоксичности была сопряжена с гетерозигот-
ным носительством варианта rs1051740 (T>C;  
p.Tyr113His; MAF = 0,35) гена EPHX1, частота встре-
чаемости которого в исследуемой выборке составила 
64 %. Наряду с этим авторы выявили маркеры прогно-
за заболевания. SNPs гена NQO1 (rs1131341 и rs1800566) 
и SNP гена TPMT (rs1142345) были значимо связаны 
с различиями в ВБП: у пациенток с гомозиготным ге-
нотипом дикого типа по любому из трех SNPs наблю-
далась более высокая ВБП по сравнению с гетерозиго-
тами или гомозиготами по вариантному аллелю.

Межэтнические различия как важный источник ге-
терогенности результатов. Существенные различия 
в чувствительности к препаратам платины между эт-
ническими группами – одна из частых причин расхо-
ждения результатов исследований одних и  тех  же 
SNPs. Характерным примером служит структурный 
вариант rs11615 (C>T; MAF = 0,35) гена ERCC1. 
S. Kang и соавт. провели ген-кандидатное исследова-
ние и  выявили, что  генотипы CC и  CT варианта 
rs11615 увеличивают чувствительность к препаратам 
платины у пациенток азиатского происхождения [18]. 
Молекулярный механизм этой ассоциации связан 
с регуляцией эффективности трансляции мРНК: на-
личие аллеля C обеспечивает высокую скорость транс-
ляции, что в опухолевых клетках азиатских больных 
РЯ запускает микроРНК-зависимую деградацию 
и приводит к парадоксальному снижению экспрессии 
белка ERCC1 и последующему дефициту репарации 
ДНК. Y. Li и соавт. [60] сообщили об увеличении по-
казателей смертности у больных РЯ после платиносо-
держащей ХТ при  наличии генотипа TT варианта 

rs11615, что согласуется с результатами исследования 
S. Kang и соавт. Однако N. Tang и соавт. [19] и F. Yang 
и соавт. [61] не обнаружили корреляции между струк-
турным вариантом rs11615 и чувствительностью к пре-
паратам платины при РЯ. Возможно, это противоречие 
объясняется различиями в чувствительности к ХТ боль-
ных РЯ разной этнической принадлежности [18]. По-
мимо влияния на  эффективность лечения, вариант 
rs11615 ассоциирован с риском развития РЯ преимуще-
ственно в азиатских выборках, тогда как в европейских 
популяциях подобная корреляция отсутствует. Столь 
выраженная дискордантность данных накладывает ме-
тодологические ограничения на экстраполяцию резуль-
татов: эффекты, выявленные в китайских или корей-
ских когортах, не всегда воспроизводятся в европейских 
группах. Это имеет прямое значение для интерпретации 
фармакогенетического профиля российских пациенток 
и обусловливает необходимость проведения валидиру-
ющих исследований в локальных популяциях.

Опубликованные к настоящему времени данные 
свидетельствуют, что ответ на платиносодержащую ХТ 
при серозном РЯ зависит от соматических изменений 
опухоли, режима лечения и генетической конституции 
пациентки. Среди герминальных SNPs с наиболее вос-
производимой ассоциацией с клиническим ответом 
на препараты платины следует выделить варианты 
в  генах сигнального пути NER (ERCC1 – rs11615 
и C8092A; ERCC5 – rs17655; ERCC2 – rs13181), а также 
в генах PARP1 (rs1136410, Val762Ala), FGFR4 (rs351855, 
Gly388Arg) и STAT3 (rs62075772). Эти варианты могут 
быть основой для валидационных исследований, име-
ющих большую статистическую мощность и  более 
аккуратное фенотипирование. Также они являются 
кандидатами на функциональные исследования, рас-
крывающие причинно-следственную связь реализа-
ции генетического полиморфизма.

Вместе с тем мы вынуждены признать несколько 
серьезных ограничений доступной доказательной базы. 
Большинство исследований выполнено на смешанных 
когортах РЯ, поэтому прямой перенос результатов на се-
розную карциному высокой степени злокачественности 
требует осторожности. Ответ на платиносодержащую 
ХТ значительно зависит от этнической принадлежно-
сти когорты. Отчетливый пример – вариант rs11615 
гена ERCC1, воспроизводимый в азиатских когортах 
и не воспроизводимый в европейских. Кроме того, мно-
гие кандидатные ассоциации не прошли независимой 
репликации. Результаты GWAS, выполненного 
K. L. White и соавт. (n >10 000), не подтвердили большин-
ство ранее описанных ассоциаций [50]. Определения 
терминов «платинорезистентность» и «платиночувстви-
тельность» варьируют, что затрудняет метаанализ.

Помимо кандидатного подхода в последние годы 
применяются полногеномные и полигенные страте-
гии. Так, анализ данных TCGA выявил ассоциации 
герминальных генотипов с выживаемостью больных 
РЯ [5], а S. Gagno и соавт. предложили генетическую 



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 

   
3

, 
2

0
2

6
110 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS	 ТОМ 13 / VOL. 13

шкалу на основе вариантов сигнального пути TGF-β 
для  оценки прогноза и  платиночувствительности 
при распространенном эпителиальном РЯ [9]. Кле
точные модели используются для  приоритизации  
кандидатных вариантов: таким способом был выявлен 
герминальный полиморфизм, связанный с чувствитель-
ностью к препаратам платины, и оценена его ассоциация 
с исходами лечения у больных РЯ [13]. Полногеномные 
исследования выживаемости выполнены и для режимов, 
содержащих бевацизумаб [16]. Отдельного внимания 
заслуживают гены транспорта и метаболизма лекарст-
венных средств: полиморфные варианты ABCB1, CYP3A4 
и CYP3A5 изучены в связи с ответом на терапию у поль-
ских пациенток с РЯ [17].

В отечественной медицинской практике исполь-
зование фармакогенетических тестов при РЯ пока оста-
ется предметом научных исследований, а не рутинной 
клинической практики. Применение ограниченных 
ПЦР-панелей не позволяет охватить все многообразие 
релевантных вариантов. Современной альтернативой 
является секвенирование нового поколения (NGS), по-
зволяющее одновременно тестировать десятки генов. 

Тем не менее для внедрения в практику фармакогенети-
ческого тестирования требуется дальнейшая валидация 
как диагностической значимости определения единич-
ных аллельных вариантов или  их  композиций, так 
и их реальной клинической полезности, для чего необ-
ходимы проспективные клинические исследования 
с большим сроком наблюдения.

Заключение
Сегодня значимый вклад в изучение генетических 

предпосылок возникновения резистентности к плати-
носодержащей ХТ вносят идентификация новых бел-
ков и их ансамблей и уточнение уже известных моле-
кулярных механизмов, что является неотъемлемым 
компонентом разработки новых более эффективных 
лекарственных препаратов для лечения рака.

Выявление SNPs, модулирующих чувствительность 
к ХТ на основе препаратов платины, заслуживает особо-
го внимания. Их идентификация может оказать сущест-
венную помощь в определении прогноза заболевания, 
оценке риска развития рецидива и прогнозировании 
выживаемости.
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