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BRCA-ассоциированный трижды негативный рак молочной железы (ТНРМЖ) характеризуется высокой чувствитель-
ностью к ДНк-повреждающим цитотоксическим препаратам. применение известных BRCA1 / 2-специфических 
противоопухолевых средств – производных платины и PARP-ингибиторов – длительное время обсуждалось в кон-
тексте лечения метастатического BRCA-ассоциированного ТНРМЖ. Стандартом лекарственной терапии первичного 
BRCA-ассоциированного РМЖ является неоадъювантная химиотерапия с использованием антрациклинов и таксанов. 
В настоящее время имеется не так много данных о добавлении препаратов платины к антрациклин-таксановой нео-
адъювантной химиотерапии при лечении первичного BRCA-ассоциированного ТНРМЖ. В представленном обзоре 
подробно описаны различные способы терапии данного рака, как первичного, так и метастатического. показано, что 
разработка новых стратегий неоадъювантной химиотерапии для пациенток с первичным BRCA-ассоциированным ТНРМЖ 
является насущной клинической необходимостью для снижения рисков рецидивирования и прогрессирования.
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BRCA-associated triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by high sensitivity to DNA-damaging cytotoxic 
drugs. The use of well-known BRCA1 / 2-specific antitumor agents – platinum derivatives and PARP inhibitors – has been 
discussed for a long time in the context of the treatment of metastatic BRCA-associated TNBC. Neoadjuvant regimens 
based on the use of anthracyclines and taxanes are the standard of drug therapy for primary BRCA-associated breast 
cancer. At present, there are few data regarding the addition of platinum drugs to anthracycline-taxane neoadjuvant 
chemotherapy in the treatment of primary BRCA-associated TNBC. This review details the various treatment options for 
both primary and metastatic BRCA-associated TNBC. It has been shown that the development of new strategies for the 
neoadjuvant chemotherapy of patients with primary BRCA-associated TNBC is an urgent clinical need to reduce the risks 
of recurrence and progression.
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ВВЕдЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) на протяжении мно-

гих лет сохраняет лидирующее место в структуре он-
кологических заболеваний среди женщин во всем ми-
ре. В 2021 г. в РФ число пациенток с диагнозом РМЖ 
составило около 70 тыс., что делает это заболевание 
ведущей онкопатологией среди женского населения 
страны [1].

Одним из ключевых факторов риска развития 
РМЖ является семейный анамнез заболевания [2]. 
Гипотеза о существовании наследственного РМЖ по-
лучила молекулярное подтверждение в лаборатории 
профессора М. Клэр-Кинг, где была выявлена зависи-
мость между молодым возрастом манифестации РМЖ 
с семейным анамнезом и наличием патологии в локу-
се 17q21. Позже, в 1994 г., впервые был клонирован ген 
BRCA1 [3], а спустя 2 года – ген BRCA2, который нахо-
дится на длинном плече 13-й хромосомы в позиции 
13q12.3 [4].

Риск развития РМЖ у женщин при наличии мута-
ции генов BRCA1 / 2 на протяжении жизни чрезвы-
чайно высок. A. Antoniou и соавт. полагают, что куму-
лятивный риск возникновения данной патологии 
к 70 годам у женщин с патогенным вариантом BRCA1 
составляет 65 %, а у женщин с мутацией BRCA2 – 45 % 
[5]. Одно из крупнейших проспективных исследова-
ний EMBRACE также продемонстрировало, что риск 
развития РМЖ к 70 годам для носительниц мутаций 
генов BRCA1 / 2 составляет 60 %, а риск развития кон-
тралатеральной опухоли – 83 % [6].

Изучение биологических особенностей РМЖ вы-
явило связь между наличием мутаций BRCA1 / 2 и раз-
витием трижды негативного РМЖ (ТНРМЖ). Данная 
патология является одним из наиболее агрессив-
ных подтипов РМЖ, который часто связан с неблаго-
приятными исходами вследствие быстрого развития 
отдаленных метастазов [7–10]. На долю ТНРМЖ при-
ходится 1 / 4 часть всех случаев опухолей данной лока-
лизации [11]. По данным различных авторов, пациент-
ки с ТНРМЖ с мутациями BRCA1 / 2 имеют лучшие 
показатели общей выживаемости, чем пациентки без 
этих мутаций [4, 12].

В данном обзоре представлен анализ данных, на-
чиная с 2003 г. по настоящее время.

НЕОадъюВаНТНОЕ ЛЕКаРСТВЕННОЕ ЛЕчЕНИЕ 
BRCA-аССОцИИРОВаННОгО ТРИжды 
НЕгаТИВНОгО РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
В настоящее время все усилия направлены на ми-

нимизацию оперативного вмешательства и улучшение 
выживаемости у пациенток с РМЖ. C этой целью 
больным ТНРМЖ с мутациями BRCA1 / 2 с учетом от-
сутствия возможности применения гормонотерапии 
или таргетной терапии рекомендовано проведение 
неоадъювантной химиотерапии (НАХТ). Дефицит 
функции BRCA1 / 2 делает опухоли особо уязвимыми 
к химиотерапевтическим средствам, повреждающим 

ДНК [13]. Предполагается, что пациентки с мутация-
ми BRCA1 / 2 в отличие от пациенток с люминальными 
подтипами РМЖ с большей вероятностью достигнут 
полного патоморфологического регресса (pCR) после 
прохождения НАХТ [14].

Существует небольшое количество исследований, 
в которых оценивалось применение стандартной ан-
трациклин-таксановой НАХТ, приводящей к pCR 
у большей части больных с BRCA-ассоциированным 
ТНРМЖ [13, 15]. Антрациклины – одни из самых эф-
фективных противоопухолевых препаратов. Механизм 
их цитотоксического действия заключается в интер-
каляции между парами нуклеотидов ДНК, что вызы-
вает нарушение ее матричных функций, и ингибиро-
вании топоизомеразы II, участвующей в процессах 
репликации и транскрипции [16]. Антрациклиновые 
агенты во всех внутриклеточных компартментах ци-
клически подвергаются восстановлению и окислению 
до химически активных соединений, которые в при-
сутствии кислорода начинают индуцировать образо-
вание свободных радикалов. Возникающий при этом 
окислительный стресс оказывает повреждающее дейст-
вие на липиды мембран, основания ДНК и транс-
портные белки. Известен факт, что антрациклины 
могут приводить опухолевые клетки к гибели не толь-
ко путем апоптоза, но и посредством активации других 
типов запрограммированной гибели, включая имму-
ноопосредованную [12].

Паклитаксел – препарат таксанового ряда – име-
ет другой молекулярный эффект. Его действие заклю-
чается в усилении полимеризации тубулина и избы-
точном образовании микротрубочек. Последующее 
их неправильное расположение приводит к остановке 
клеточного цикла (в фазах митоза G2 и M) и ингиби-
рованию опухолевого роста. Также важным моментом 
является способность таксанов увеличивать продук-
цию фактора некроза опухоли (ФНО) и интерлейки-
на-1 (ИЛ-1), что обусловливает прямой цитотоксиче-
ский эффект данной группы препаратов [17]. Наличие 
мутации генов BRCA1 / 2 может оказывать негативное 
влияние на таксан-опосредованный апоптоз. По не-
которым данным, у пациенток с мутацией гена BRCA1 
таксаны демонстрируют ограниченную эффективность 
химиотерапии [17, 18]. В то же время в исследовании 
M. L. Burness и соавт. [14] сообщается о 8 % (2 / 25) слу-
чаев достижения pCR на фоне неоадъювантной моно-
химиотерапии паклитекселом у больных с BRCA1-ас-
социированным РМЖ. Тем не менее некоторые 
аспекты цитотоксического действия таксанов при на-
рушении функции генов BRCA1 / 2 до сих пор остаются 
неясными, что делает целесообразным дальнейшее 
изучение этого вопроса.

Для пациенток c ТНРМЖ – носительниц патоген-
ных вариантов BRCA1 / 2 характерны более высокие 
показатели pСR (59 %) при использовании антраци-
клин-таксанового режима НАХТ по сравнению с па-
циентками с ТНРМЖ без таких мутаций (22 %) [19]. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4994296/#CR63
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Эти наблюдения подтверждены исследованиями 
L. Bignon [20] и S. Paluch-Shimon [16], в которых более 
высокая частота pCR (68 %) была продемонстрирова-
на после антрациклин-таксановой НАХТ при BRCA-
ассоциированном ТНРМЖ по сравнению с группой 
пациенток с ТНРМЖ без патогенной мутации (37 %).

Особый интерес представляют работы, оценива-
ющие эффективность добавления препаратов платины 
к стандартным режимам НАХТ у больных с первич-
ным ТНРМЖ и мутациями BRCA1 / 2 [21, 22]. Циспла-
тин – первое платиновое соединение, играющее клю-
чевую роль в лечении опухолей с наследственными 
мутациями [23]. Механизм его действия заключается 
в способности образовывать сшивки с пуриновыми 
основаниями ДНК, вызывая ее повреждение. Это 
в свою очередь индуцирует апоптоз в опухолевых клет-
ках с нарушенной ДНК-репарацией. Высокая чувст-
вительность опухолей с герминальными мутациями 
BRCA1 / 2 к цисплатину была первоначально продемон-
стрирована в исследовании эффективности платино-
вой монотерапии у пациенток с первичным BRCA-
ассоциированным ТНРМЖ: у 9 из 10 (90 %) больных 
был зарегистрирован pCR [24]. В аналогичной работе 
[25] частота pCR при применении цисплатина в каче-
стве монотерапии составила 83 %. Дальнейшие иссле-
дования только повысили интерес к данному вариан-
ту химиотерапии, сопровождавшейся значимой 
частотой pCR [25–27].

Столь успешные результаты после применения 
цисплатина достойны особого внимания. Тем не менее 
нельзя не принимать во внимание тот факт, что дан-
ный препарат показал высокий риск развития нефро-
токсического эффекта. Это побудило исследователей 
к поиску столь же эффективного лекарственного сред-
ства, но характеризующегося меньшим риском разви-
тия токсических эффектов. Единственным платино-
вым агентом, прошедшим клинические испытания, 
имеющим практически такую же эффективность, 
что и цисплатин, и вызывающим меньше нежелатель-
ных явлений (особенно в устранении нефротоксично-
сти), является карбоплатин.

Данные литературы подтверждают преимущество 
применения карбоплатина в сочетании с препаратами 
таксанового ряда, в частности с паклитакселом, у боль-
ных ТНРМЖ с мутациями BRCA1 / 2. Показано, что 
добавление платинового агента к таксанам после про-
веденного курса химиотерапии антрациклинами у па-
циенток с мутациями BRCA1 / 2 ассоциировано с более 
высокой частотой pCR по сравнению со стандартным 
режимом НАХТ (58 % (92 / 160) против 31 % (49 / 158)) 
(табл. 1) [28, 29]. Кроме того, было установлено, что 
включение карбоплатина в стандартную схему НАХТ 
у пациенток с этими мутациями приводит к увеличению 
показателей выживаемости без прогрессирования [29].

Еще одним препаратом, биологическая актив-
ность которого проявляется в способности образовы-
вать как межцепочечные, так и внутрицепочечные 

поперечные связи ДНК, является противоопухолевый 
антибиотик митомицин (МС). Ранее он применялся 
для лечения метастатического РМЖ (мРМЖ) [30, 31]. 
Несмотря на высокую эффективность МС у больных 
мРМЖ, в литературе нет данных о его использовании 
у пациенток с местно-распространенным РМЖ и му-
тациями BRCA1 / 2. В настоящее время на базе Нацио-
нального медицинского исследовательского центра 
онкологии им. Н. Н. Петрова проводится клиническое 
исследование эффективности неоадъювантной тера-
пии с МС у больных местно-распространенным BRCA-
ассоциированным ТНРМЖ.

адъюВаНТНОЕ ЛЕКаРСТВЕННОЕ 
ЛЕчЕНИЕ BRCA-аССОцИИРОВаННОгО 
МЕТаСТаТИчЕСКОгО ТРИжды НЕгаТИВНОгО 
РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Для пациенток с мТНРМЖ – носительниц мута-

ций BRCA1 / 2 и соединения платины, и PARP-ингиби-
торы являются подходящими вариантами послеопера-
ционного лечения [33–36]. Не существует убедительных 
сведений для определения последовательности ис-
пользования этих препаратов при мТНРМЖ, поэтому 
применение первого или второго вариантов в качест-
ве 1-й линии терапии после проведения антрациклин-
таксановой схемы НАХТ допустимо для данной когор-
ты пациентов.

Соединения платины демонстрируют лучшие ре-
зультаты по достижению высокой частоты объектив-
ных ответов у больных мТНРМЖ с наличием патоген-
ной мутации (54,5 %) по сравнению с больными 
спорадическим мТНРМЖ (19,7 %) [37]. Кроме того, 
применение солей платины у пациенток с BRCA1 / 2-ас-
социированным мТНРМЖ увеличивает не только 
 частоту объективного ответа (68 % против 33 %), но 
и медиану выживаемости без прогрессирования (ВБП) 
(6,8 мес против 4,4 мес) по сравнению с монотерапией 
доцетакселом [38]. T. Byrski и соавт. впервые проде-
монстрировали преимущество использования циспла-
тина в качестве неоадъювантной терапии у первичных 
больных с мутациями BRCA1 / 2 [24–26]. Позднее этот 
коллектив авторов исследовал применение данного 
препарата у пациенток с мТНРМЖ, у которых полный 
регресс отдаленных очагов был достигнут в 50 % слу-
чаев [39].

Помимо генов BRCA1 / 2, которые обеспечивают 
репарацию двунитевых разрывов, еще одним важным 
путем восстановления повреждений ДНК является 
PARP-опосредованная репарация одноцепочечных 
разрывов [35]. Ингибиторы PARP нарушают репарацию 
одноцепочных разрывов ДНК, которые конвертиру-
ются в двухцепочные. Таким образом, при нарушении 
функции репарации двухцепочечных повреждений 
ДНК в BRCA1 / 2-дефицитных клетках возникает эф-
фект синтетической летальности [40].

Ингибиторы PARP, а именно олапариб и талазопа-
риб, были одобрены Управлением по санитарному 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7718625/#j_med-2020-0138_ref_005
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надзору за качеством пищевых продуктов и медика-
ментов США (Food and Drug Administration, FDA) 
и Европейским агентством по лекарственным средст-
вам (European Medicines Agency, EMA) для применения 
у пациенток с BRCA1 / 2-ассоциированным / HER2neu-
отрицательным (HER2 – human epidermal growth factor 
receptor 2, рецептор эпидермального фактора роста, 
тип 2) статусом. В частности, олапариб одобрен FDA 
для лечения мРМЖ, а EMA одобрило применение 
данного препарата для лечения местно-распростра-
ненного / метастатического РМЖ. Талазопариб был 
рекомендован FDA и EMA для терапии местно-рас-
пространенного / метастатического РМЖ [41].

Применение олапариба у больных с мТНРМЖ – 
носительниц патогенных вариантов BRCA1 / 2 сущест-

венно увеличивает ВБП (7,0 мес против 4,2 мес) и спо-
собствует достижению более высоких показателей 
частоты объективных ответов по сравнению со стан-
дартной химиотерапией (59,9 % против 28,8 %), что 
может служить основой для достижения долгосрочной 
выживаемости [42]. Аналогичное увеличение медианы 
ВПБ по сравнению с химиотерапией (капецитабин, эри-
булин, винорелбин или гемцитабин) продемонстрировал 
и талазопариб (5,6 мес против 8,6 мес) [43].

Еще одним PARP-ингибитором, показавшим 
устойчивое увеличение ВБП у пациенток с мТНРМЖ 
и наследственной мутацией, является велипариб [44]. 
Однако в рандомизированном двойном слепом пла-
цебо-контролируемом исследовании фазы II (S1416) по 
изучению цисплатина в сочетании либо с велипарибом, 

Таблица 1. Избранные клинические исследования по неоадъювантной терапии BRCA-ассоциированного трижды негативного рака молочной 
железы (ТНРМЖ)

Table 1. Selected neoadjuvant clinical trials on neoadjuvant therapy of BRCA-associated triple-negative breast cancer (TNBC)

Исследование 
Trial

Число пациентов, включенных 
в исследование, n 

Number of patients included in the study, n

Режим химиотерапии 
Chemotherapy regimen

рCR, % (n) 

Антрациклины и таксаны 
Anthracyclines and taxanes

B. Arun и соавт., 2011 [19] 
B. Arun et al., 2011 [19] 

80 А + Т против А против Т 
A + T versus A versus T

46 против 17 против 22 
46 versus 17 versus 22

L. Bignon и соавт., 2018 [20] 
L. Bignon et al., 2018 [20] 

53 A + Т 42,6

S. Paluch-Shimon и соавт., 2016 
[16] 
S. Paluch-Shimon et al., 2016 [16] 

34 А + Т 68 против 37* 
68 versus 37*

M. L. Burness и соавт., 2016 [14] 
M. L. Burness et al. 2016 [14] 

25 Т 8 (2) 

Платиносодержащая химиотерапия 
Platinum-based chemotherapy

D. Silver и соавт., 2010 [27] 
D. Silver et al., 2010 [27] 

28 Cis 22 (6) 

S. Loibl и соавт., 2018 [28] 
S. Loibl et al., 2018 [28] 

24 Cb + P → Dox + C 50 (12) 

J. Zhang и соавт., 2021 [29] 
J. Zhang et al., 2021 [29] 

102 А + ТCb против А + Т 
А + ТCb versus А + Т

40,9 против 21,5 
40.9 versus 21.5

M. Holánek и соавт., 2018 [32] 
M. Holánek et al., 2018 [32] 

37 Cis + A против A 
Cis + A versus A

56,7 против 43,4 
56.7 versus 43.4

T. Byrski и соавт., 2010 [25] 
T. Byrski et al., 2010 [25] 

12 Cis 83 (10)**

T. Byrski и соавт., 2009 [26] 
T. Byrski et al., 2009 [26] 

107 Cis 61 (65)**

*BRCA-положительный ТНРМЖ против BRCA-отрицательного ТНРМЖ. **BRCA- и ER-положительный ТНРМЖ. 
*BRCA-positive TNBC versus BRCA-negative TNBC. **BRCA- and ER-positive TNBC.
Примечание. pCR – полный патоморфологический регресс; Dox – доксорубицин; A – схема на основе антрациклина; T – схема 
на основе таксана; Cb – карбоплатин; TCb – таксаны + карбоплатин; P – паклитаксел; C – циклофосфамид; Cis – цисплатин. 
Note. pCR – pathological complete response; Dox – doxorubicin; A – anthracycline based regimen; T – taxane based regimen; Cb – carboplatin;  
TCb – taxane + сarboplatin; P – paclitaxel; C – cyclophosphamide; Cis – cisplatin.
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либо с плацебо у больных с BRCA1 / 2-ассоциирован-
ным мТНРМЖ особых различий в продолжительно-
сти ВБП зарегистрировано не было (6,2 мес против 
6,4 мес) [45].

Необходимо также отметить, что не только мута-
ции, но и метилирование промотора BRCA1 коррели-
рует с плохим прогнозом и низкими показателями 
выживаемости пациенток с ТНРМЖ. Метилирование 
промотора наряду с мутацией в этом гене может слу-
жить прогностическим фактором. Для таких опухолей 
также вероятна высокая эффективность PARP-инги-
биторов [46–49].

W. Mo и соавт. в 2016 г. изучили возможность ин-
гибиторов мишени рапамицина млекопитающих 
(mammalian target of rapamycin, mTOR) посредством 
модулирования репарации гомологичной рекомбина-
ции оказывать терапевтический эффект в сочетании 
с ингибиторами PARP в доклинических моделях 
BRCA-ассоциированного ТНРМЖ. Согласно получен-
ным данным ингибиторы mTOR подавляют восста-
новление гомологичной рекомбинации и усиливают 
цитотоксичность ингибиторов PARP в BRCA-дефицит-
ных клетках ТНРМЖ in vitro и in vivo. Эти результаты 

демонстрируют эффективный подход к терапевтиче-
скому сочетанию ингибиторов mTOR с ингибиторами 
PARP при BRCA-ассоциированном ТНРМЖ, однако мы 
не нашли исследований по применению данной ком-
бинации препаратов в клинической практике [50].

Таким образом, производные платины, а также 
ингибиторы PARP являются эффективными препара-
тами при лечении мТНРМЖ у носительниц мутаций 
BRCA1 / 2.

заКЛючЕНИЕ
В последнее десятилетие наблюдается эскалация 

лекарственной терапии пациенток с ТНРМЖ – носи-
тельниц мутаций BRCA1 / 2. Производные платины 
и PARP-ингибиторы, безусловно, способствуют повы-
шению показателей ВБП у больных метастатическим 
РМЖ. Однако стоит отметить, что использование пре-
паратов платины при лечении первичного ТНРМЖ 
у носительниц мутаций BRCA1 / 2 пока не является 
повсеместной практикой. Разработка новых стратегий 
неоадъювантного лекарственного лечения больных 
первичным BRCA1 / 2-ассоциированным ТНРМЖ яв-
ляется насущной клинической необходимостью.

Таблица 2. Избранные клинические исследования по системной терапии BRCA1 / 2-ассоциированного метастатического трижды негативного 
рака молочной железы (мТНРМЖ)

Table 2. Selected clinical trials and outcomes for systemic therapy of BRCA1 / 2-associated metastatic triple-negative breast cancer (mTNBC)

Исследование 
Trial

Число пациентов, 
включенных 

в исследование, n 
Number of patients 

included in the trial, n

Режим химиотерапии 
Chemotherapy regimen

Частота объектив-
ных ответов, % 
Objective response 

rate, %

Выживаемость 
без прогрессиро-

вания, мес 
Progression-free 
survival, months

T. Byrski и соавт., 2019 [39] 
T. Byrski и соавт., 2019 [39] 

14 Cis 50 17*

M. E. Robson и соавт., 2019 
[42] 
M. E. Robson et al., 2019 [42] 

302
Олапариб против 

химиотерапии 
Olaparib versus chemotherapy

59,9 против 28,8 
59.9 versus 28.8

7,0 против 4,2 
7.0 versus 4.2

J. K. Litton и соавт., 2018 [43] 
J. K. Litton et al., 2018 [43] 

431
Талазапариб против 

химиотерапии 
Talazoparib versus chemotherapy

62,6 против 27,2 
62.6 versus 27.2

8,6 против 5,6 
8.6 versus 5.6

J. P. Ayoub и соавт., 2018 [44] 
J. P. Ayoub et al., 2018 [44] 

243
Велипариб + ТСb против 

плацебо + ТСb 
Veliparib + TCb versus placebo + TCb

77,5 против 77,5 
77.5 versus 77.5

17,5 против 11,4 
17.5 versus 11.4

E. Rodler и соавт., 2023 [45] 
E. Rodler et al., 2023 [45] 

101
Cis + велипариб против Cis + 

плацебо 
Cis + veliparib versus Cis + placebo

77,5 против 77,5 
77.5 versus 77.5

5,9 против 4,2** 
5.9 versus 4.2**

*BRCA- и ER-положительный ТНРМЖ. **BRCA-положительный ТНРМЖ против BRCA-отрицательного ТНРМЖ. 
*BRCA- and ER-positive TNBC. **BRCA-positive TNBC versus BRCA-negative TNBC.
Примечание. TCb – таксаны + карбоплатин; Cis – цисплатин. 
Note. TCb – taxane + сarboplatin; Cis – cisplatin.
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Современное представление о факторах риска 
и механизмах развития рака молочной железы
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К о н т а к т ы : Сергей Сергеевич Демин doctor.dyomin@gmail.com

В данном обзоре литературы изложены современные данные об этиопатогенезе и факторах риска рака молочной 
железы (РМЖ). поиск источников осуществлялся в системах PubMed, Medline, Cochrane Library, eLIBRARY, NHGRI-EBI 
Catalog of GWAS. В анализ включены публикации с января 2000 г. по декабрь 2022 г. Взаимодействие определенных 
факторов риска, эндокринных стимулов и генетических нарушений обусловливает активацию / инактивацию разно-
образных сигнальных путей, которые прямо или косвенно влияют на канцерогенез. по современным генетическим 
оценкам вклад наследственного компонента в формирование РМЖ достигает 40 %. при взаимодействии разно-
образных факторов риска происходит формирование нескольких молекулярных подтипов карцином молочной 
железы, отличающихся по рецепторному статусу, клиническому течению и терапевтическим подходам. Детали 
взаимодействия этиопатогенетических факторов РМЖ неясны и часто имеют разнонаправленный характер. Мат-
риксные металлопротеиназы (MMPs) регулируют механизмы пролиферации и апоптоза, инвазии и метастазирования, 
формирования микроокружения опухоли, неоангиогенеза, а также межгенных сигнальных взаимодействий, являясь 
важным звеном патогенеза РМЖ.

Ключевые слова: рак молочной железы, факторы риска, биологические механизмы, матриксные металлопротеина-
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The article presents current data on the etiopathogenesis and risk factors of breast cancer (BC). The search for the 
sources was carried out in the PubMed, Medline, Cochrane Library, eLIBRARY, NHGRI-EBI Catalog of GWAS systems, pub-
lications from January 2000 to December 2022 were included. The interaction of definite risk factors, endocrine stimu-
li and genetic disorders causes activation / inactivation of various signaling pathways that directly or indirectly affect 
carcinogenesis. According to modern genetic evaluations, the contribution of the hereditary component to the formation 
of BC reaches 40 %. Interactiones between various risk factors form several molecular subtypes of breast carcinomas, 
differing in receptor status and clinical course, as well as therapeutic approaches. The details of the interaction of etio-
pathogenetic factors of BC are not clear, and often have a multidirectional character. Matrix metalloproteinases (MMPs) 
regulate the mechanisms of proliferation and apoptosis, invasion and metastasis, formation of the tumor microenvironment, 
neoangiogenesis, as well as intergenic signaling interactions, being an important link in the pathogenesis of BC.
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ВВЕдЕНИЕ
Настоящий обзор литературы посвящен раку мо-

лочной железы (РМЖ). Поиск интересующих источ-
ников осуществлялся в системах PubMed, Medline, 
Cochrane Library, eLIBRARY, NHGRI-EBI Catalog of 
GWAS. В анализ включены публикации с января 
2000 г. по декабрь 2022 г. Поисковые запросы включа-
ли в себя данные о роли различных факторов риска 
в патогенезе РМЖ, разнообразных молекулярно-ге-
нетических маркеров в формировании опухолей жен-
ской репродуктивной системы, а также о  распростра-
ненности и особенностях клинического течения 
данного заболевания в различных популяциях.

Рак молочной железы – злокачественная опухоль, 
исходящая из эпителия ткани молочной железы. В те-
чение одного года в мире РМЖ заболевают более 2 млн 
женщин, и данный показатель неуклонно возрастает 
[1]. В Российской Федерации отмечается тенденция, 
соответствующая общемировой: за период 2008–2018 гг. 
стандартизованный показатель заболеваемости РМЖ 
увеличился с 42,83 до 51,63 на 100 тыс. населения 
при среднегодовом темпе прироста в 1,97 % [2]. Пики 
заболеваемости РМЖ в России приходятся на возраст-
ные категории 70–74 года (147,85 на 100 тыс. человек), 
65–69 лет (145,35 на 100 тыс. человек) и 75–79 лет 
(135,76 на 100 тыс. человек) [2]. Велика доля этой па-
тологии и в структуре смертности женского населения 
нашей страны, особенно в возрастных группах 45–49 лет 
(23,01 %), 35–39 лет (22,71 %), 40–44 года (22,60 %), 
50–54 года (22,44 %). Рак молочной железы является 
непосредственной причиной смерти каждой 4–5-й женщи-
ны, умершей в возрастном промежутке 35–54 лет [2].

Исследования, посвященные этиопатогенезу 
РМЖ, многочисленны, однако при этом не существу-
ет единой теории возникновения и развития данного 
заболевания. Реализация злокачественного фенотипа 
становится возможной благодаря взаимодействию 
различных генетических и эпигенетических наруше-
ний, эндокринных стимулов, а также внешнесредовых 
воздействий в присутствии факторов риска [3–6].

ВКЛад ОСНОВНыХ фаКТОРОВ РИСКа 
В ПаТОгЕНЕз РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Согласно данным American Cancer Society, Breast 

Cancer Facts & Figures 2019–2020 [7], выделяют более 
20 факторов возникновения и развития РМЖ, боль-
шинство из которых включены в современные модели 
расчета рисков изучаемого заболевания (Gail, Tyrer-
Cusick, Rosner Colditz BCRAT, BCPRO и BOADICEA) 
[8] (см. таблицу). Вклад разнообразных факторов 
в риск развития заболевания может существенно раз-
личаться. В связи с этим целесообразно рассмотреть 
значимые звенья патогенеза РМЖ, условно разделив 
их на несколько этиопатогенетических групп. Очевид-
ным значимым фактором риска развития РМЖ яв-
ляется женский пол [9]. Данное обстоятельство опре-
деляет начальные этапы канцерогенеза, ключевым 

образом зависящие от действия эстрогенов (ERs) 
и прогестерона (PG) [3, 10]. Рак молочной железы 
у мужчин составляет менее 1 % опухолей этой лока-
лизации и занимает 0,3 % в структуре заболеваемос-
ти  [2].

Другим независимым фактором риска возникно-
вения РМЖ, который изучается многими исследова-
тельскими коллективами, является возраст заболев-
ших. Так, согласно данным Cancer Statistics Review 
[11], в настоящее время около 80 % пациентов с РМЖ 
составляют лица старше 50 лет, более 40 % – старше 
65 лет. При этом риск развития РМЖ у пациентов 
в возрасте 40 составляет 1,5 %, в возрасте 50 лет и бо-
лее – 3 %, в возрасте 70 лет – 4 %. Трижды негативный 
подтип РМЖ (ТНРМЖ) чаще диагностируется в груп-
пах больных моложе 40 лет, в то время как у пациентов 
старше 70 лет в основном наблюдается люминальный 
подтип А РМЖ [5].

Существенную роль в формировании и течении 
РМЖ играют гормональные и эндокринные факторы. 
Ожирение вносит вклад в канцерогенез, увеличивая 
уровень циркулирующих ERs, модулируя сигнальные 
каскады инсулиноподобного фактора роста 1 (insulin-
like growth factor 1, IGF-1) и поддерживая локальное 
и системное воспаление на фоне изменения экспрес-
сии провоспалительных цитокинов, лептина, адипо-
нектина и прочих адипокинов. В результате этого раз-
вивается супрессия генов клеточной дифференцировки, 
а также происходит активация генов, ответственных 
за ангиогенез и клеточный рост, что способствует эпи-
телиально-мезенхимальному переходу [12, 13]. Жиро-
вая ткань участвует в синтезе ERs и определяет их уро-
вень в постменопаузе, который прямо коррелирует 
с индексом массы тела (ИМТ). Продолжают считать, 
что при ожирении у больных РМЖ летальность и риск 
развития рецидивов выше на 30 % по сравнению с па-
циентками, имеющими аналогичный диагноз, но 
с нормальным ИМТ. Тем не менее K. Liu и соавт. [14] 
в недавнем обширном метаанализе, основанном на 12 
проспективных когортных исследованиях среди 
22 728 674 индивидуумов, определили, что каждые 
5 кг / м2 увеличения ИМТ соответствовали повышению 
риска возникновения РМЖ у женщин на 2 % (отно-
сительный риск (ОР) 1,02; 95 % доверительный интер-
вал (ДИ) 1,01–1,04; p <0,001). Однако также проде-
монстрировано, что более высокий ИМТ может быть 
фактором предупреждения развития РМЖ у женщин 
в пременопаузе (ОР 0,98; 95 % ДИ 0,96–0,99; р <0,001). 
В основе данных закономерностей могут лежать сле-
дующие процессы: в постменопаузе более высокий 
уровень ER обусловлен ароматизацией андростенди-
она в избыточном объеме жировой ткани у пациенток 
с более высоким ИМТ, и наоборот, отрицательная 
связь между более высоким ИМТ и риском развития 
РМЖ у женщин в пременопаузе, вероятно, обуслов-
лена защитным эффектом увеличения массы тела 
в ранние годы пременопаузы и является предиктором 
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более длительных ановуляторных циклов, а следова-
тельно, более низких уровней PG и ER.

Установлено, что увеличение роста на 10 см сопря-
жено с возрастанием риска развития РМЖ на 17 %. 
В качестве причины такой закономерности обсужда-
ется роль как гормональных, так и генетических фак-
торов. При этом у высоких женщин преобладают по-
ложительные в отношении наличия рецепторов ER 
и PR варианты РМЖ [15].

Сахарный диабет 2-го типа часто сочетается с ожи-
рением (метаболический синдром). В общий патоге-
нетический каскад вовлечены инсулин, инсулинопо-
добные факторы роста и их рецепторы, фактор 
некроза опухоли-α (tumor necrosis factor α, TNF-α), 
интерлейкин-6 (IL-6), ERs и адипокины. У больных 
сахарным диабетом 2-го типа в пременопаузе досто-
верно чаще развиваются фенотипические варианты 
РМЖ с отрицательным PR- и HER-2-статусом (HER-2 – 
human epidermal growth factor receptor 2, рецептор эпи-
дермального фактора роста человека 2), а также ба-
зальноподобные опухоли [16].

В литературе широко обсуждается роль оральных 
контрацептивов и заместительной гормонотерапии 
в возникновении РМЖ. В одном из последних мета-
анализов установлено, что при использовании боль-
шинства современных оральных контрацептивов риск 
развития РМЖ незначителен, его увеличение по срав-
нению с общей популяцией характерно для женщин, 
постоянно принимающих или недавно закончивших 
принимать оральные контрацептивы, с риском воз-
никновения РМЖ 1,24 в течение 5–10 лет [17].

Метаанализ, выполненный Collaborative Group on 
Hormonal Factors in Breast Cancer [18] среди 108 647 жен-
щин в менопаузе со средним возрастом 65 лет, проде-
монстрировал, что заместительная гормонотерапия 
в менопаузе обусловливает больший риск развития 
инвазивного РМЖ. Также отмечено, что повышенный 
риск возникновения РМЖ отмечается у женщин, при-
нимающих заместительную гормонотерапию посто-
янно, по сравнению с пациентками, ранее прервавши-
ми ее. При сравнении рецепторного статуса опухолей 
у больных с РМЖ фенотипически чаще регистриро-
вались ER-позитивные новообразования. Интересно, 
что риск развития РМЖ выше у женщин, принима-
ющих препараты, содержащие ERs и прогестины (ОР 1,60; 
95 % ДИ 1,52–1,69), чем у женщин, принимавших 
только эстрогенные препараты (ОР 1,17; 95 % ДИ 
1,10–1,26). Такие закономерности могут быть обуслов-
лены тем, что синтетические прогестины стимулируют 
«спящие» премалигнизированные клетки через сиг-
нальный путь рецепторов PR [9].

Основные факторы риска развития рака молочной железы (РМЖ) [7]

The main risk factors of breast cancer (BC) [7]

Фактор 
Factor

Величи-
на риска 
Risk value

Возраст старше 65 лет. 
Age above 65 years.
Атипическая гиперплазия молочной железы. 
Atypical breast hyperplasia.
Дольковая карцинома in situ. 
Lobular carcinoma in situ.
Патологически значимые мутации генов 
BRCA1 / 2, PALB2, P53 и др. 
Pathologically significant mutations in BRCA1 / 2, PALB2, 
P53 genes et al.

>4,0

Протоковая карцинома in situ. 
Ductal carcinoma in situ.
Высокий уровень половых гормонов (в постме-
нопаузе). 
High level of sex hormones (in post-menopause).
Высокодозное облучение грудной клетки 
(например, терапия лимфомы Ходжкина). 
High-dose radiation of the thoracic cage (for example, 
Hodgkin’s lymphoma therapy).
Маммографическая плотность молочной 
железы. 
Mammography density of the breast.
Два и более родственника 1-й линии родства, 
имеющих РМЖ 
Two and more 1st line relatives having breast cancer

2,1–4,0

Употребление алкоголя / особенности диеты / ку-
рение. 
Alcohol consumption / dietary choices / smoking.
Раннее менархе (ранее 11 лет). 
Early menarche (before 11 years of age).
Избыточная масса тела / метаболический синдром. 
Overweight / metabolic syndrome.
Высокий уровень эстрогенов или тестостерона 
(в пременопаузе). 
High level of estrogens or testosterone (in pre-menopause).
Поздний возраст первой доношенной беремен-
ности (>30 лет). 
Late age of first complete pregnancy (>30 years).
Поздняя менопауза (>55 лет). 
Late menopause (>55 years).
Отсутствие периода кормления грудью. 
Absence of breast feeding period.
Недоношенные беременности. 
Incomplete pregnancies.
Единственный родственник первой степени 
родства с РМЖ. 
Single 1st line relative with breast cancer.
Ожирение (в постменопаузе). 
Obesity (in post-menopause).
Рак яичников или эндометрия в анамнезе. 
History of ovarian and endometrial cancer.
Отсутствие должной физической активности. 
Absence of sufficient physical activity.
Пролиферативные заболевания молочной 
железы без признаков атипии (обычная прото-
ковая гиперплазия, фиброаденома). 
Proliferative diseases of the breast without atypical signs 
(common ductal hyperplasia, fibroadenoma).
Недавнее и долгосрочное применение замести-
тельной гормонотерапии, содержащей прогестины 
Recent and long-term use of hormone-replacement 
therapy containing progestins

1,1–2,0

Недавнее и долгосрочное применение гормо-
нальных контрацептивов. 
Recent and long-term use of hormonal contraceptives.
Высокий рост 
Tallness

1,1–2,0
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Многочисленной группой факторов, вносящих 
существенный вклад в развитие РМЖ, являются осо-
бенности репродуктивного цикла женщины. К ним 
относятся возраст менархе, периодичность менст-
руального цикла, время наступления менопаузы, воз-
раст первых родов, количество родов, длительность 
и осложнения беременности, длительность грудного 
вскармливания [2, 5].

Возраст менархе характеризует функционирование 
эндокринной системы женщины (включая уровень 
половых гормонов), влияет на ее репродуктивный 
 потенциал, а также развитие пролиферативных забо-
леваний женской половой сферы, эндокринной и сер-
дечно-сосудистой патологии [19]. При этом большин-
ство исследовательских групп отмечают существенную 
роль раннего возраста менархе (раньше 11–13 лет) 
в формировании повышенного риска возникновения 
РМЖ в течение жизни. Для таких женщин характерны 
ER- и PR-негативные фенотипы опухолей, а также 
склонность к метастазированию, риску развития реци-
дивов и неблагоприятный прогноз заболевания [20].

В метаанализе F. Islami и соавт. [21] показано, что 
длительность кормления грудью существенно снижает 
риск развития ТНРМЖ, не влияя на манифестацию 
ER-, PR- и HER2-позитивных фенотипов. M. Lamber-
tini и соавт. [22] в расширенном метаанализе, посвя-
щенном влиянию родов на риск развития определен-
ных суррогатных подтипов РМЖ, сообщили, что риск 
возникновения люминальных А и В фенотипов в це-
лом снижен (ОР 0,75; 95 % ДИ 0,70–0,81; p <0,0001) 
у всех рожавших женщин. Поздние роды (возраст жен-
щины более 25 лет) повышают риск развития люми-
нальных молекулярных подтипов РМЖ (ОР 1,15; 
95 % ДИ 1,00–1,32; p = 0,05), но не влияют на риск 
развития трижды негативного и HER2-позитивного 
фенотипов РМЖ. Однако, если возраст первых родов 
30 лет и более, то риск возникновения и развития 
HER2+-фенотипа РМЖ значительно возрастает 
(ОР 1,83; 95 % ДИ 1,31–2,56; p = 0,02). Также считает-
ся, что первые и каждые последующие роды снижают 
ОР на 7 % (95 % ДИ 5,0–9,0; p <0,0001) [2].

R. Troisi и соавт. [13] показали, что ранний возраст 
первых родов, ранняя менопауза, длительность груд-
ного вскармливания, а также преэклампсия во время 
беременности являются протективными факторами 
в отношении возникновения РМЖ, что обусловле-
но антиканцерогенной активностью хорионического 
гонадотропина человека, а также каскадом антианги-
огенных реакций, возникающих при увеличении сред-
него артериального давления (АД

ср
) на фоне преэклам-

псии. По данным Committees of the American College 
of Obstetricians and Gynecologists (ACOG Committee) 
[23], аборты, как спонтанные, так и индуцированные, 
не являются фактором риска возникновения и разви-
тия РМЖ.

По данным H. L. Olsson и M. L. Olsson [8], начало, 
длительность, периодичность и регулярность менстру-

ального цикла зависят от экспрессии гена 17-α-гидро-
ксилазы (CYP17) и его вариантов по локусу rs743572, 
при этом большее количество менструаций до первой 
доношенной беременности и также высокая менстру-
альная активность в течение жизни являются значи-
мыми факторами риска возникновения РМЖ, а нере-
гулярные циклы способствуют возникновению 
доброкачественной пролиферативной патологии мо-
лочных желез.

E. Ubago-Guisado и соавт. [24] в рамках исследова-
ния EPIC установили, что употребление пищи, бога-
той волокнами, служит протективным фактором в от-
ношении РМЖ у лиц, употребляющих алкоголь; 
гормональный паттерн, при котором наблюдаются 
низкие уровни глобулина, связывающего половые гор-
моны, и имеются более высокие уровни эстрадиола 
и тестостерона в плазме, обусловливает статистически 
значимую ассоциацию алкоголизации с ER-позитивным 
РМЖ в постменопаузе. Потребление жиров, содер-
жащих транс-изомеры жирных кислот, связано с их 
высоким уровнем в плазме крови, сочетающимся с по-
вышенным риском развития фенотипических вариан-
тов РМЖ, отрицательным ER-статусом, в то время 
как повышенный синтез пальмитолеиновой кислоты 
(маркера липогенеза de novo) обусловливал увеличение 
общего риска развития РМЖ. По данным авторов, 
употребление овощей и некоторых фруктов наряду 
с увеличением плазменной концентрации α- и β-ка-
ротинов является протективным фактором в отноше-
нии злокачественных новообразований (ЗНО) молоч-
ной железы, не экспрессирующих рецепторы ERs.

Интересно, что изменения микробиоты кишечни-
ка при ожирении активируют независимые от ER пу-
ти канцерогенеза. Однако микробиота кишечника 
при РМЖ также способна вмешиваться в метаболизм 
ERs и ксеноэстрогенов, деконъюгируя последние 
β-глюкуронидазами и обеспечивая механизм энтеро-
гепатической циркуляции гормонов, благодаря чему 
они в активных формах связываются с тканью молоч-
ных желез [25].

По данным A. McTiernan и соавт. [26], нормальная 
или повышенная физическая активность существенно 
(на 10–20 %) уменьшает риск возникновения РМЖ 
вследствие ее оптимизирующего влияния на процессы 
системного воспаления, уровень гормонов и энерге-
тический баланс и при этом действует независимо 
от влияния ИМТ.

В качестве важного биологического фактора, свя-
занного с риском развития РМЖ, рассматривается 
нарушение циркадных ритмов. Так, J. Hansen [27] по-
казал, что ночная работа в молодом возрасте в течение 
продолжительного времени связана с повышенным 
риском возникновения РМЖ на фоне измененной 
выработки мелатонина. Также показана прямая связь 
курения (пассивного или активного) с риском разви-
тия РМЖ, особенно в периоде между менархе и пер-
вой доношенной беременностью [28].
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N. Rivkind и соавт. [29] показали, что пролонгиро-
ванная экспозиция низких доз ионизирующей радиа-
ции увеличивала риск возникновения РМЖ до 3 % 
(95 % ДИ 1,3–7,0) среди жительниц Брянской обла-
сти, проживающих в зоне радиоактивного заражения 
после аварии на Чернобыльской атомной электро-
станции. Согласно исследованию Q. Zhang и соавт. 
[30], основным фактором развития вторичного РМЖ 
является экспозиция ионизирующей радиации во вре-
мя радиологического лечения ранее существовавшей 
у пациентки карциномы молочной железы или лим-
фопролиферативных заболеваний.

Рентгенографическая плотность молочной железы 
прямо коррелирует с высоким риском развития РМЖ 
у женщин в пре- и постменопаузе. При этом у паци-
енток с высокой плотностью молочных желез появле-
ние ЗНО рентгенологически может быть не зафикси-
ровано [31].

В отношении доброкачественной гиперплазии от-
мечена ключевая роль гистологической структуры 
ткани или наличия семейного анамнеза доброкачест-
венных новообразований с локализацией в молочной 
железе как факторов, увеличивающих риск развития 
РМЖ. Показательно, что в случаях как дольковых, так 
и протоковых гиперплазий молочной железы среди 
всех возрастных групп риск возникновения инвазив-
ного РМЖ или карциномы in situ в течение 5 лет на-
блюдения от возраста манифестации гиперплазии 
составлял 7,6 % (95 % ДИ 5,9–9,3 %), в течение 
10 лет – 25,1 % (95 % ДИ 20,7–29,2 %), в течение 
15 лет – 40,1 % (ДИ 32,8–46,6 %) [32]. Доказан также 
крайне высокий риск возникновения рецидива РМЖ 
или контралатерального поражения вследствие име-
ющегося или излеченного ЗНО этой локализации [33].

БИОЛОгИчЕСКИЕ МЕХаНИзМы РазВИТИЯ 
РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕзы
Многими авторами показано, что семейный анам-

нез существенно влияет на возникновение карцином 
молочной железы, при этом, чем больше заболевших 
индивидуумов первой степени родства в возрасте мо-
ложе 50 лет, тем выше риск манифестации заболева-
ния. Данная закономерность может быть обусловлена 
рядом факторов. Разнообразные генетические дефек-
ты на различных уровнях, а также эпигенетические 
изменения могут действовать относительно изолиро-
ванно или сочетаться с экспозицией однотипных фак-
торов окружающей среды, действующих в качестве 
потенциальных триггеров формирования РМЖ в усло-
виях сходных внутрисемейных генотипов, с чем связано 
формирование так называемых «раковых семей» [34].

Очевидно, что размножение, дифференцировка 
и метаболизм клеток опухоли зависят от активности 
триггеров, в роли которых рассматриваются различ-
ные генетические и эпигенетические факторы, влия-
ющие на сигнальные пути основных гормонов-регу-
ляторов [2, 4]. При этом наследуемость при РМЖ 

складывается из взаимодействий различных факторов. 
По современным генетическим оценкам вклад наслед-
ственного компонента в формирование РМЖ дости-
гает 31 % [35].

Полногеномные ассоциативные исследования 
РМЖ (GWASs) демонстрируют, что более 180 различ-
ных однонуклеотидных полиморфных вариантов 
(SNPs) имеют связь с этой патологией [36]. Следует 
отметить, что такие полиморфные локусы объясняют 
лишь 18 % наследуемости заболевания [37]. Очевидно, 
что, несмотря на активное изучение генетических 
основ РМЖ на протяжении последних десятилетий, 
значительная часть генетических детерминант (более 
40 %), участвующих в возникновении заболевания, 
на сегодняшний день остаются неизвестными [38].

Прямо влияют на риск канцерогенеза генетиче-
ские изменения в генах восприимчивости к РМЖ 1-го 
и 2-го типов (BRCA1 и BRCA2) (40 и 20 % соответствен-
но), которые являются высокопенетрантными опухо-
левыми супрессорами. Их мутации в подавляющем 
большинстве герминальные, наследуемые по аутосом-
но-доминантному типу, однако также существуют 
примеры спорадических мутаций и эпигенетические 
изменения их экспрессии (например, аномальное 
метилирование); все эти факторы ведут к потере гете-
розиготности. Считается, что BRCA-ассоциированный 
РМЖ составляет 5–10 % всех случаев заболевания, 
15–20 % случаев семейного и до 25 % наследственно-
го РМЖ [39, 40].

Показано, что потеря функции гена BRCA1 об-
условливает развитие опухолей молочной железы вы-
сокой степени злокачественности, ТНРМЖ, а мута-
ции в гене BRCA2 ведут к развитию ER+ / PR+-рака 
с частым развитием III и IV стадий. По сравнению 
с женщинами в общей популяции, у которых риск раз-
вития РМЖ к 80 годам составляет 10 %, у женщин 
с патогенными вариантами BRCA1 и BRCA2 он оцени-
вается до 70 % [33].

Моногенные мутации в других локусах также свя-
заны с повышенным риском развития РМЖ, напри-
мер, локализующиеся в генах TP53 (ассоциирован 
с синдромом Ли–Фраумени), PTEN (синдром Каудена), 
STK11 (синдром Пейтца–Егерса) и CDH1 (ассоцииро-
ван с синдромом диффузного рака желудка и долько-
вого РМЖ) [7].

Эпигенетический профиль опухолевой клетки так-
же рассматривается как один из важных факторов опу-
холевой прогрессии РМЖ. Так, S. Karsli-Ceppioglu 
и соавт. [41] показали, что гиперметилирование генов 
BRCA1, p16, GSTP1 и CHD1 является значимым в инва-
зии и метастазировании РМЖ, а аналогичные изме-
нения промотера гена ADAM23 выявлены в опухолях 
у пациентов с III и IV стадиями РМЖ.

Метилирование в гистонах H3K9, H3K27 и H4K20 
связано со снижением экспрессии или выключением 
данных генов и увеличивает вероятность метастазиро-
вания РМЖ [42]. Установлено, что многие гистоны 
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(H3K9ac, H4K16ac, H4K16ac, H3K18ac) связаны 
с транскрипционно активными промоторными реги-
онами различных генов (CD324, p53, ERBB2, ESR1, 
ESR2, PGR, BRCA1).

Глобальное гипоацетилирование H3K18Ac ассо-
циировано с формированием базальноподобных 
и HER2-позитивных опухолей, а его высокие уровни 
связаны с формированием карцином молочной желе-
зы c повышенной экспрессией ER / PR, E-кадгерина 
и BRCA1, а также с низкой экспрессией клеточного 
опухолевого антигена (p53) и HER-2. Таким образом, 
низкий уровень ацетилирования H3K18Ac коррелирует 
с неблагоприятным исходом, а повышенный – с вы-
сокими показателями безрецидивной выживаемости 
и отсутствием отдаленного метастазирования [43].

Процессы фосфорилирования гистонов также де-
терминируют канцерогенез. Установлено, что у боль-
ных РМЖ с высокой экспрессией гистона phosphoH3 
наблюдаются низкие показатели выживаемости за 
счет раннего метастазирования [44].

Согласно данным A. Asiaf и соавт. [45], в клетках 
опухолевой ткани существуют различия экспрессии 
микроРНК и их белков-мишеней по сравнению с нор-
мальными структурами. В частности, гиперэкспрессия 
miR-21 активирует онкогены BCL2, TPM1, PDCD4, 
PTEN; снижение экспрессии miR-206 приводит к уве-
личению плотности рецепторов ERα; miR-193b, на-
против, ингибирует синтез ERα; экспрессия miR-205 
влияет на гены ERBB3, VEGF-A, ZEB1, ZEB2, регулируя 
эпителиально-мезенхимальный переход; мишенью 
miR-146a и miR-146b является эпителиальный фактор 
роста (epidermal growth factor, EGF), активация кото-
рого в опухолевой ткани снижает метастатический по-
тенциал; гиперэкспрессия miR-204 и miR-510 увеличи-
вает синтез простатзависимого фактора Е-26 (PDEF).

В связи с тем что РМЖ является гетерогенным за-
болеванием, имеющим несколько патогенетических 
разновидностей, большое значение для развития опре-
деленного типа опухоли, ее клинических проявлений, 
течения и прогноза имеют рецепторный статус ЗНО 
и активация определенных сигнальных путей различ-
ными стимулами [46].

Согласно H. N. Hilton и соавт. [10], ER / PR-опо-
средованные сигнальные пути обусловливают превос-
ходство пролиферативных сигналов, направленных 
на выживание клетки, над стимулами апоптоза и кле-
точной смерти, в том числе благодаря увеличению 
экспрессии рецепторов протеина В-клеточной лим-
фомы 2-го типа (BCL2), являющегося антиапоптоти-
ческим протоонкогеном. Н. Б. Чагай и А. М. Мкртумян 
[3] указывают, что патогенез РМЖ зависит от измене-
ния биологических эффектов ERs с собственно гор-
монального на генотоксический, в частности при про-
цессах метилирования.

Гормонозависимые ЗНО составляют до 80 % в по-
пуляции заболевших, тем не менее оставшаяся часть 
неоплазий молочной железы экспрессирует разнооб-

разные рецепторы эстроген-независимых сигнальных 
путей, обеспечивая персистирование и пролиферацию 
опухолевых клеток при ингибировании сигнальных 
путей ERs и PG [47].

Многими исследователями показано, что 15–
20 % ЗНО молочной железы демонстрируют повы-
шенную экспрессию HER2, что связано с ранним 
метастазированием и снижением показателей выжи-
ваемости [48].

Различными авторами обсуждается патогенетиче-
ская роль IGF-1. Отмечено увеличение на 30 % риска 
развития РМЖ у женщин с повышенными уровнями 
IGF-1 в сыворотке крови по сравнению с женщинами, 
имевшими нормальные или низкие его концентрации, 
при этом продемонстрированы значимые ассоциации 
между концентрацией IGF-1 и повышенным риском 
развития РМЖ для всех суррогатных подтипов [49].

Фактор роста эндотелия сосудов (vascular endo-
thelial growth factor, VEGF) является основным регу-
лятором ангиогенеза, активируя свой сигнальный путь 
с помощью трансмембранных рецепторов VEGFR-1 
(Flt-1) и VEGFR-2 (KDR / Flk-1). Он связан с экстра-
целлюлярным матриксом (ЭЦМ) и высвобождается 
путем MMP-протеолиза. При этом экспрессия VEGF 
зависит от результирующего влияния ERs, оксида азо-
та (NO) и других факторов роста (фактора роста фи-
бробластов 2 (fibroblast growth factor 2, FGF-2), факто-
ра роста фибробластов 4 (fibroblast growth factor 4, 
FGF-4), фактора роста тромбоцитов (platelet-derived 
growth factor, PDGF), TNF-α, EGF, трансформиру-
ющего фактора роста β (transforming growth factor β, 
TGF-β), фактора роста кератиноцитов (keratinocyte 
growth factor, KGF), IL-6, интерлейкина-1β (IL-1β) 
и IGF-1) на фоне пониженного синтеза генов-супрес-
соров опухоли (p53 и pVHL) [50].

МаТРИКСНыЕ МЕТаЛЛОПРОТЕИНазы 
И ИХ ВзаИМОдЕЙСТВИЕ 
С МИКРООКРУжЕНИЕМ ОПУХОЛИ
N. Mahmood и соавт. [51] указали на значимую 

роль системы активатора плазминогена в разрушении 
ЭЦМ посредством активации плазмина или MMPs; 
при этом деградация ЭЦМ высвобождает различные 
факторы роста, а также влияет на процессы метаста-
зирования.

Микроокружение опухоли включает ЭЦМ, стро-
мальные клетки (эндотелиальные и иммунные), фиб-
робласты и адипоциты. Основными ферментами, ре-
гулирующими состояние ЭЦМ, являются матриксные 
металлопротеиназы (ММРs) и их тканевые ингибито-
ры (TIMP) [52].

Проведенные зарубежные исследования показали 
значимую роль MMPs в канцерогенезе РМЖ [53, 54]. Се-
мейство ММРs – это пул эндопептидаз, содержащих 
 ионы Zn2+ и Ca2+ в своих активных сайтах. Значимыми 
их представителями являются неспецифические коллаге-
назы (ММР-1, -8, -13); желатиназы, или специфические 

https://www.probl-endojournals.ru/jour/article/view/10070?locale=ru_RU
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коллагеназы коллагена 4-го типа (ММР-2 и ММР-9), 
стромелизины (ММР-3 и ММР-10), матрилизины 
(ММР-7 и ММР-26) и мембранные MMPs (MMP-14, 
-15, -16, -24) [55, 56].

Тканевые ингибиторы матриксных металлопроте-
иназ (TIMP-1–4) связываются с Zn2+-связывающими 
сайтами активных MMPs в эквимолярном соотноше-
нии. С этими процессами ассоциированы MMP-опо-
средованное высвобождение и активация факторов 
роста, TNF-α, TNF-β, IL-6, IL-10 и других цитокинов, 
а также VEGF [52].

Дисбаланс MMPs вызывает повреждение ДНК 
и нестабильность генома [57]. Рассматривают не-
сколько функций MMPs, ответственных за канцеро-
генез: регуляция клеточной пролиферации и апоптоза; 
формирование микроокружения опухоли; обеспече-
ние инвазии и метастазирования; некаталитическое 
влияние на межгенные взаимодействия в качестве 
сигнальных молекул; активация неоангиогенеза 
и эпителиально-мезенхимального перехода [53].

Было показано, что MMP-3, -9,  -7 и -15 индуци-
руют эпителиально-мезенхимальный переход в раз-
личных типах клеток посредством деградации E-кад-
герина, а их активация находится под контролем 
TGF-β. Экспрессия ММР-14 опухолевыми клетками 
может запускать эпителиально-мезенхимальный пе-
реход в рядом расположенных клетках посредством 
паракринного действия TGF-β. Интересно, что мезен-
химоподобные опухолевые клетки возвращаются 
к стабильному эпителиальному фенотипу, когда стро-
мальная активация TGF-β, регулируемая MMP-14, 
ингибируется, несмотря на эндогенную экспрессию 
прочих MMPs в опухолевых клетках [55].

Гиперэкспрессия MMP-1 влияет на синтез проте-
инов c-Myc, p-AKT, AKT и Bcl-2, а также BAX и кас-
пазы-3, что подразумевает раннее метастазирование 
и развитие ТНРМЖ [56]. Участие MMP-2 в деструк-
ции базальной мембраны приводит к развитию инва-
зивных карцином молочной железы, так как фермент 
секретируется и активируется на границе нормальной 
и опухолевой тканей [54].

В работе S. Quintero-Fabián и соавт. [58] показано, 
что MMP-3, разрушая плазминоген, запускает выде-

ление ангиостатина, который ингибирует ангиогенез 
и способен влиять на синтез FGF, являющегося мощ-
ным эндотелиальным митогеном, одновременно ак-
тивируя MMP-9. Также авторы продемонстрирова-
ли, что MMP-8 под активирующим влиянием TNF-α 
и IL-6 обеспечивает ангиогенез.

Матриксная металлопротеиназа 9 является триг-
гером активации неоангиогенеза путем стабилизации 
капилляров, сформированных de novo, что модулирует 
сосудистую проницаемость и функции эндотелиоци-
тов [55]. При этом значимое увеличение экспрессии 
MMP-9 в клетках карцином молочной железы по сравне-
нию с нормальными структурами позволяет считать эту 
матриксную металлопротеиназу значимым прогностиче-
ским маркером во всех суррогатных подтипах. Например, 
ее гиперэкспрессия в опухоли является однозначным 
признаком ТНРМЖ и HER2-позитивного РМЖ. Также 
повышенный уровень ММР-9 в сыворотке крови в сово-
купности с другими биомаркерами (нейрон-специфиче-
ская енолаза и белок внеклеточного домена HER2) явля-
ется показателем метастатического поражения головного 
мозга при РМЖ [59]. В очаге поражения повышенная 
экспрессия ММРs (ММР-1, -2, -9 и др.) индуцирует рост 
опухолевой ткани и инициирует ее инвазию и метастази-
рование. Имеются убедительные данные о связи ММРs 
с выживаемостью пациентов с РМЖ [60].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, согласно анализу данных о дейст-

вии различных этиопатогенетических факторов РМЖ 
существуют многочисленные пути развития канцеро-
генеза на различных уровнях. Детали взаимодействия 
упомянутых механизмов неясны, а их влияние на кан-
церогенез часто носит разнонаправленный характер. 
Таким образом, важной задачей является поиск уни-
версальных путей канцерогенеза (инвазии, метастази-
рования, эпителиально-мезенхимального перехода 
и лизиса опухолей). В качестве значимых регуляторов 
могут рассматриваться MMPs, глубоко влияющие 
на основные этапы опухолевой прогрессии. В связи 
с этим изменение экспрессии MMPs может считаться 
важным фактором развития различных типов карци-
ном молочной железы.
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Молекулярные механизмы полового диморфизма 
в канцерогенезе
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К о н т а к т ы : Марианна Геннадиевна Якубовская mgyakubovskaya@mail.ru

Заболеваемость злокачественными новообразованиями нерепродуктивных органов, как карциномами, так и сарко-
мами, и смертность от них у мужчин в 1,5 раза выше, чем у женщин. В основе этого лежат генетические различия, 
на которые накладываются закономерности эпигенетической регуляции экспрессии генов половых хромосом, 
определяющие половые различия в процессах дифференцировки тканей и гормонального статуса организма. 
по сравнению с Y-хромосомой на Х-хромосоме млекопитающих находится в несколько десятков раз больше генов, 
кодирующих основные регуляторы пролиферации, метаболизма, иммунитета и ингибирования опухолевого роста, 
а также X-сцепленных микроРНк, влияющих на транскрипционные факторы и перекрестную регуляцию другими 
некодирующими РНк. В результате образуется профиль экспрессии генов по женскому и мужскому типам, обуслов-
ливающий фенотипические различия. этот факт наряду с тем, что в женских клетках в некоторых важнейших генах 
второй инактивированной X-хромосомы происходит снятие эпигенетической репрессии и, соответственно, удвоение 
уровня экспрессии, может в значительной степени объяснить «половое неравенство» в канцерогенезе. Существен-
ный вклад в это различие вносят влияние половых гормонов и неравенство в выраженности противоопухолевого 
иммунитета. Детальное исследование молекулярных механизмов, лежащих в основе полового диморфизма в кан-
церогенезе, будет существенным вкладом в фундаментальную онкологию, практику диагностики, прогноза и персо-
нализированного лечения злокачественных новообразований с учетом особенностей их течения у мужчин и женщин. 
Особенно актуальны такие исследования в отношении недостаточно изученных сарком мягких тканей, соотношение 
частоты возникновения которых у мужчин и женщин сильно варьирует в зависимости от гистологического подтипа 
опухоли.

Ключевые слова: канцерогенез, половой диморфизм, X-хромосома, Y-хромосома, микроРНк, половые гормоны, 
противоопухолевый иммунитет
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ма в канцерогенезе. Успехи молекулярной онкологии 2023;10(3):24–35. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-24-35

Sexual dimorphism in cancer
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The incidence and mortality of malignant neoplasms of non-reproductive organs both carcinomas and sarcomas in men 
is one and a half times higher than in women. This is based on genetic differences, which are superimposed by patterns 
of epigenetic regulation of the expression of sex chromosome genes that determine sex differences in the processes of 
tissue differentiation, which, in turn, mediates the formation of the hormonal status of the body. Compared to the 
Y chromosome, the mammalian X chromosome contains several dozen times more genes encoding major regulators of 
proliferation, metabolism, immunity, and tumor growth inhibitors, as well as X-linked microRNAs affecting transcription 
factors and cross-regulation by other non-coding RNAs. This results in a female or male gene expression profile that 
accounts for phenotypic differences. This peculiarity, along with the fact that in female cells on the second inactivated 
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ВВЕдЕНИЕ
С эволюционной точки зрения половой димор-

физм в патологии можно рассматривать как подмно-
жество более общего явления количественной разницы 
в таких всеобъемлющих фенотипических проявлени-
ях, как старение и продолжительность жизни. Поло-
вые различия наблюдаются при многих заболеваниях 
человека. Помимо злокачественных новообразований 
(ЗНО) и аутоиммунных заболеваний к ним относятся 
психические расстройства, эндокринные, сердечно-
сосудистые и другие патологии. Кроме того, мужчины 
и женщины по-разному переносят действие токсиче-
ских соединений и даже последствия вакцинации.

Обобщенные данные мировой статистики свиде-
тельствуют о том, что мужчины по сравнению с жен-

щинами в 1,5 раза чаще заболевают ЗНО органов, 
не относящихся к половой сфере, и почти в 2 раза ча-
ще умирают от них [1–3]. Эти различия наиболее рез-
ко выражены в отношении опухолей пищевода, пече-
ни, головы и шеи и мочевого пузыря (рис. 1).

Тенденция к более частой заболеваемости ЗНО 
у мужчин не связана ни с этнической принадлежно-
стью, ни с другими параметрами, поскольку она со-
храняется и после стандартизации по всем известным 
факторам риска. Данная тенденция характерна также 
для большинства ЗНО детского возраста, когда нет 
профессиональных рисков и вредных привычек [4]. 
Исключениями является рак щитовидной железы, 
желчного пузыря и ануса, который чаще возникает 
у женщин. При этом, однако, у мужчин рак щитовидной 

X chromosome epigenetic repression of the most important genes is reversed and, accordingly, their expression level is 
doubled, may largely explain the sex disparity in carcinogenesis. The influence of sex hormones and disparity in the 
expression of antitumor immunity contribute significantly to this difference. A detailed study of the mechanisms un-
derlying sex dimorphism in carcinogenesis will be an essential contribution to fundamental oncology and to the practice 
of diagnosis, prognosis and personalized treatment of malignances with regard to their gender-specific course. These 
studies are especially relevant in relation to insufficiently studied soft tissue sarcomas, the ratio of the frequencies of 
which in men and women varies greatly depending on the histological subtype of the tumor.

Keywords: carcinogenesis, sexual dimorphism, X chromosome, Y chromosome, microRNA, sex hormones, antitumor im-
munity

For citation: Belitsky G. A., Kirsanov K. I., Lesovaya E. A. et al. Sexual dimorphism in cancer. Uspekhi molekulyarnoy on-
kologii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(3):24–35. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-24-35

Рис. 1. Сравнение частоты возникновения опухолей нерепродуктивных органов на 100 тыс. случаев у мужчин и женщин: а – заболеваемость 
и смертность от рака всех нерепродуктивных органов с поправкой на возраст на 100 тыс. заболевших; б – скорректированные по возрасту по-
казатели заболеваемости и смертности для опухолей различной локализации [1]. М – мужчины; Ж – женщины
Fig. 1. Comparative incidence of tumors of non-reproductive organs per 100,000 cases in men and women: a – age-adjusted cancer morbidity and mortality 
per 100,000 cases for all non-reproductive organs; б – age-adjusted morbidity and mortality rates for tumors of different localization [1]. M – men; W – women
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железы протекает более злокачественно и чаще возни-
кает метастазирование [5].

Опухоли соединительной ткани также значитель-
но чаще поражают мужчин. В США среди 4253 паци-
ентов со всеми гистологическими формами мягко-
тканных сарком головы и шеи, зарегистрированных 
в 2000–2018 гг., мужчин было в 5 раз больше, чем жен-
щин. При этом выраженность полового диморфизма 
различалась в зависимости от гистологических подти-
пов заболевания. Злокачественные фиброзные гис-
тиоцитомы возникали у мужчин чаще в 4,7 раза, лейо-
миосаркомы – в 3,7 раза, ангиосаркомы – в 2 раза, 
а дерматофибросаркомы столь же часто [6, 7].

В то же время существует одна из разновидностей 
мягкотканных сарком, которая поражает почти ис-
ключительно женщин. Эти опухоли развиваются 
в случае герминального синдрома DICER1, при кото-
ром инактивирован один из аллелей гена эндорибону-
клеазы, расщепляющей молекулы-предшественники 
до зрелых микроРНК, которые затем гибридизируют-
ся с целевыми матричными РНК (мРНК), что приво-
дит к посттранскрипционному нокдауну ряда генов, 
в том числе онкосупрессоров. Это предрасполагает 
к канцерогенезу по аутосомно-доминантному меха-
низму. Поражаются преимущественно женщины 
в возрасте до 30 лет. Саркомы у таких больных лока-
лизуются в основном в области гениталий, которые 
развиваются из мюллерова протока, регрессирующего 
у мужчин вскоре после его образования под влиянием 
антимюллерова гормона, вырабатываемого клетками 
Сертоли семенников [8–10]. Отмечено также, что 
у женщин чаще развиваются дефицитные по сукци-
натдегидрогеназе саркомы желудка [11].

Данные экспериментальных исследований под-
тверждают универсальный характер полового димор-
физма в канцерогенезе. При изучении 278 химических 
канцерогенов в хроническом опыте на грызунах в рам-
ках Национальной токсикологической программы 
США (National Toxicology Program, NTP) было пока-
зано, что канцерогенный эффект изученных соедине-
ний у самцов в среднем в 1,69 раза выше, чем у самок 
(р <0,001). При этом выраженные половые различия 
в действии этих канцерогенов проявили 72 % проана-
лизированных соединений. Помимо этого, в органах, 
не относящихся к половой сфере, 68 соединений вы-
зывали опухоли только у самцов и не были канцеро-
генны для самок. Обратная зависимость обнаружена 
при действии 19 других канцерогенов [12].

В условиях растущего загрязнения биосферы эн-
докринными дизрапторами в комбинации с канцеро-
генными ксенобиотиками изучение роли половых 
факторов в канцерогенезе становится актуальным, 
поскольку она может быть одной из важных составля-
ющих в комплексе событий, обусловливающих рост 
заболеваемости ЗНО в глобальном масштабе. Кроме 
того, понимание механизмов, лежащих в основе по-
лового диморфизма в патогенезе злокачественного 

роста, существенно и для персонального подхода 
к профилактике и терапии онкологических заболева-
ний у женщин и мужчин [13].

ХРОМОСОМНыЙ фаКТОР ПОЛОВОгО 
дИМОРфИзМа
Как известно, количество генов половых хромо-

сом различается у мужских и женских особей, по-
скольку женские наследуют по одной Х-хромосоме 
от обоих родителей, а мужские – одну Х-хромосому 
матери и Y-хромосому отца, которая почти в 3 раза 
меньше X-хромосомы (59 Мб против 154 Мб). При 
этом Х-хромосома содержит, по разным данным, бо-
лее 800–1000 генов, а Y-хромосома – около 90, кото-
рые кодируют не более 78 белков [14–16] (рис. 2).

В течение жизни у особей женского пола полно-
стью экспрессируется только одна из Х-хромосом. 
Другая превращается в Х-неактивный транскрипт 
(XCI) в результате эпигенетического сайленсинга, 
включающего метилирование ДНК и уплотнение хро-
матина с помощью длинной некодирующей РНК 
(lncRNA) гена Xist, который локализован на инакти-
вируемой Х-хромосоме. В механизме этой инактива-
ции (XI) существенную роль играют триметилирова-
ние гистонов H3K27 и сдвиг времени репликации 
относительно остальной части ядра [15–18].

Рис. 2. Относительный размер хромосом Х и Y человека. Гены, экспрес-
сирующиеся только в клетках женских или мужских особей, обозна-
чены красным цветом; гены, избегающие XCI и имеющие гомологи на 
Y-хромосоме, – синим, гены, избегающие XCI, но не имеющие очевид-
ного Y- гомолога, – черным (адаптировано из [16])
Fig. 2. Relative size of human X and Y chromosomes. Genes expressed only 
in female or male cells are shown in red, genes that avoid XCI and have 
homologues on the Y chromosome – blue, genes that avoid XCI but do not 
have an obvious Y homologue are shown in black (adapted from [16])
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РНК Xist, относящаяся к длинным некодирующим 
РНК и осуществляющая дозовую компенсацию генов, 
является мощным антиканцерогенным фактором. Ее 
нокаут в стволовых клетках кроветворного ростка вы-
зывает у мышей развитие миелодиспластического 
синдрома со 100 % пенетрантностью, а также миело-
лейкоз и гистиоцитарную саркому [19]. У человека 
анеуплоидия Х-хромосомы также ассоциируется 

с канцерогенезом. У женщин в клетках рака молочной 
железы и яичников часто наблюдается утрата конден-
сированной Х-хромосомы (тельце Барра) или ее дуб-
лирование, а у мужчин с генотипом XXY риск разви-
тия рака молочной железы и герминогенных опухолей 
яичек повышен в 20–50 раз [20–24].

Несмотря на процесс дозовой компенсации, жен-
ские клетки имеют значительное преимущество перед 

Таблица 1. Локализованные на Х-хромосоме кодирующие последовательности микроРНК, для которых была показана ассоциация с канцероге-
незом (Канцер) и / или с регуляцией иммунитета (Иммун) [15, 16]

Table 1. MicroRNA coding sequences localized on the X chromosome for which an association with carcinogenesis (Cancer) and / or immunity regulation 
(Immun) has been shown [15, 16]

Локус 
на X-хромосоме 

X chromosome locus

МикроРНК 
MicroRNA

Канцер 
Cancer

Иммун 
Immune

Примечание 
Comment

р11.3
Hsa-MiR-221 + +

 – 
Hsa-MiR-222 + +

р11.23

Hsa-MiR-532 +  – 
Локализованы во внутригенной области CLCN5 (ген, кодирующий 

белок потенциалзависимого хлоридного канала) 
Located in the CLCN5 intragene part (gene coding voltage-gated chloride channel) 

Hsa-MiR-188 +  – 

Hsa-MiR-502 +

р11.23
Hsa-MiR-98 + + Локализованы во внутригенной области HUWE1 (ген, кодирующий 

фермент убиквитинлигазу) 
Located in the HUWE1 intragene part (gene coding ubiquitin ligase enzyme) Hsa-Let-7f-2 +  – 

q12 Hsa-MiR-223 +  –  – 

q13.1

Hsa-MiR-421 +  – Локализованы внутри области длинной некодирующей РНК FTX, 
которая является компонентом центра инактивации Х-хромосомы 

Located inside long RNA non-coding fragment FTX which is a component of 
X-inactivation center

Hsa-MiR-374a +  – 

q26.2

Hsa-MiR-363  – +

 – 

Hsa-MiR-
19b-2 + +

Hsa-MiR-20b + +

Hsa-MiR-18b + +

Hsa-MiR-106a + +

q26.3
Hsa-MiR-503 + +

 – 
Hsa-MiR-424  – +

q27.3

Hsa-MiR-513a  – +

 – Hsa-MiR-513b  – +

Hsa-MiR-513c  – +

q28

Hsa-MiR-224 +  – 

Локализована во внутригенной области GABRE (ген, кодирующий 
субъединицу эпсилон рецептора гамма-аминомасляной кислоты 

типа А) 
Located in the GABRE intragene part (gene coding epsilon subunit of the gamma-

aminobutyric acid type A receptor) 

Hsa-
MiR-105-1  +

Локализована во внутригенной области GABRA3 (ген, кодирующий 
субъединицу альфа рецептора гамма-аминомасляной кислоты типа А) 

Located in the GABRA3 intragene part (gene coding alfa subunit  
f the gamma-aminobutyric acid type A receptor) 
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мужскими, поскольку помимо полного комплекта ра-
ботающих генов на активной Х-хромосоме часть генов 
инактивированной Х-хромосомы преодолевает эпи-
генетическую репрессию. Эти так называемые «гены-
беглецы» удваивают число активных генов, экспрес-
сируемых с обеих Х-хромосом [25, 26].

Среди «генов-беглецов» находятся гены эпигене-
тических модификаторов KDM5C и KDM6A (UTX), 
которые модифицируют остатки лизина гистона H3, 
изменяя структуру хроматина и транскрипцию генов. 
Содержание этих ферментов у женщин гораздо выше, 
чем у мужчин, поскольку их паралоги на Y-хромосоме 
KDM5D и UTY мало активны [25–29].

В связи с этим последствия инактивирующих му-
таций в генах ATRX, CNKSR2, DDX3X, KDM5C, KDM6A 
и MAGEC3 чаще проявляются в опухолях мужчин, по-
скольку у женщин эти гены экспрессируются биал-
лельно и в случае мутации любого из них на активной 
Х-хромосоме копия с XCI компенсирует утрату. Кроме 
того, в Y-хромосоме млекопитающих почти в 5 раз по-
вышен риск мутирования. Во-первых, это связано с тем, 
что сперматозоиды, через которые она передается, 
образуются в ряду делений клеток-предшественников, 
и каждое из этих делений несет возможность появле-
ния новой мутации, а во-вторых, с тем, что спермато-
зоиды находятся в семенниках в кислой среде, стиму-
лирующей мутагенез [30].

Половой диморфизм в канцерогенезе может быть 
связан и с тем, что, по данным проекта Genotype-Tissue 
Expression (GTEx, релиз v8), 37 % всех генов экспрес-
сируются в зависимости от пола хотя бы в одной ткани, 
что обусловливает фенотипические различия. Напри-
мер, у мужчин в отличие от женщин в эпителии молоч-
ных желез экспрессируются гены, которые, по пред-
варительным данным, подавляют лактацию [31].

Экстремальное снижение экспрессии генов Y-хро-
мосомы (EDY) или их мозаичная утрата (LOY), проис-
ходящие у пожилых мужчин, указывают на повышенный 
риск ряда заболеваний, в том числе онкологических 
[32, 33].

Инактивирующие мутации гена UTX, который ко-
дирует гистоновую H3K27-специфическую деметила-
зу, также часто встречаются у мужчин в клетках рака 
почки, плоскоклеточного рака пищевода, медуллобла-
стомы IV желудочка и других опухолей. Предполага-
ется, что это может быть одной из причин, по которой 
детская форма острого Т-клеточного лимфолейкоза 
(T-ALL) чаще встречается у мальчиков, чем у девочек. 
Среди других генов белков гистон-деацетилазного 
комплекса в опухолях у мужчин обнаруживаются му-
тации DDX3X, АТФ-зависимой РНК-хеликазы, кото-
рые не компенсируются молчащим гомологом 
(ZMYM3) на Y-хромосоме [34, 35].

Определенную роль в преимущественном возник-
новении опухолей печени у мужчин играет аберрант-
ная активация локализованного на Y-хромосоме гена 
мотива связывания РНК (RBMY), кодирующего 

специфичный для мужских половых клеток белок-ре-
гулятор сплайсинга РНК во время сперматогенеза. 
В клетках семенников человека обнаружено не менее 
20 потенциальных генов-мишеней этого белка. У транс-
генных мышей с аберрантной активацией RBMY раз-
вивались предраковые поражения печени и гепато-
карциномы, а в случае химического канцерогенеза 
экспрессия этого белка у трансгенных мышей ускоря-
ла возникновение гепатом [36].

Помимо различий в уровне экспрессии генов, ко-
дирующих белки, мужские и женские клетки значи-
тельно различаются по экспрессии некодирующих 
микроРНК, мишенями которых являются 30–50 % 
белок-кодирующих генов. Наибольшая плотность микро-
РНК выявлена на Х-хромосоме. Она содержит не ме-
нее 118 микроРНК, тогда как Y-хромосома – только 2 
(рис. 2; табл. 1). В числе Х-сцепленных микро РНК 
находятся как микроРНК, способствующие злокаче-
ственному превращению клетки и прогрессии опухо-
ли, так и опухолевые супрессоры. В этом плане кластер 
Х-сцепленных микроРНК – miR-221–223 – изучен 
 наиболее подробно. Нарушение регуляции miR-221 
характерно для нескольких видов ЗНО, что, вероятно, 
объясняется ее влиянием на экспрессию белка-регу-
лятора клеточного цикла p27Kip1 / CDKN1B, явля-
ющегося опухолевым супрессором. Его инактивация 
наблюдается при многих опухолях человека (табл. 2). 
В женских клетках некоторые из Х-сцепленных микро-
РНК находятся в генах, которые избегают XCI, напри-
мер, в DMD, CHM, ATP11C или IRAK1. Вследствие 
этого двойной набор независимых микроРНК может 
компенсировать утрату функций одной из них, что 
в мужских клетках невозможно.

Одним из механизмов полового диморфизма в он-
кологии является неравенство в развитии врожденно-
го и адаптивного противоопухолевого иммунитета, 
связываемое с Х-сцепленным кластером miR-106-363 
(-106a, -18b, -20b, -19b2, -92a2 и -363). Показано так-
же, что miR-106b, -20b и -513 контролируют экспрес-
сию лиганда программируемой клеточной гибели 
(programmed death-ligand 1, PD-L1), который стиму-
лирует апоптоз эффекторных Т-лимфоцитов и инги-
бирует этот процесс у супрессорных Т-лимфоцитов. 
Все они репрессируют PD-L1 путем прямого связыва-
ния с частично комплементарными последовательно-
стями 3’UTR мРНК. Другой лиганд этого рецептора – 
programmed death-ligand 1 (PD-L2) – контролируется 
miR-20 и miR-106. Относительно Х-сцепленной 
miR-424 известно, что она также регулирует PD-L1 и, 
вероятно, экспрессию антигенпрезентирующего ко-
рецептора CD80 [37–41].

Помимо этого, флуоресцентная гибридизация in 
situ (fluorescence in-situ hybridization, FISH) микроРНК 
женских Т-клеток показала, что в некоторых из них 
Х-сцепленные гены Т-клеточного ответа CD40LG 
и CXCR3 экспрессируются с обоих аллелей. В частно-
сти, в зрелых T- и B-лимфоцитах были обнаружены 
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паттерны РНК Xist без типичных инактивирующих 
гетерохроматических модификаций, характерных 
для XCI [43, 44].

Таблица 2. Экспрессия miR-221 в различных опухолях [37]

Table 2. Expression of miR-221 in various tumors [37]

Злокачественная опухоль 
Malignant tumor

Мишени miR-221 
miR-221 targets

Глиобластома 
Glioblastoma

GJA1 (Cx43), SOCS3

Рак печени 
Liver cancer

CDKN1B (p27), CDKN1C 
(p57), HDAC6, BMF, NFKB1 

(NF-kB), SOCS3

Рак поджелудочной 
железы 
Pancreatic cancer

PTEN (p27, p57), PUMA, 
TIMP2, SOCS3

Рак пищевода и желудка 
Esophageal and gastric cancer

PTEN (p27), CDX2, DKK2, 
HAI-1

Рак простаты 
Prostate cancer

CDKN1B (p27), DIRAS3, 
SOCS3, IRF2

Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

PTEN, PUMA, STMN1

Рак молочной железы 
Breast cancer

CDKN1B (p27), TRPS1, 
TNFAIP3 (A20), SOCS1, 
ADIPOR1, PTEN, ZEB1, 

TIMP3, ITGB4 (b4 integrin), 
ADAM17, STAT5

Хронический лимфолей-
коз 
Chronic lymphocytic leukemia

CDKN1B (p27) 

Хронический миелолей-
коз 
Chronic myeloid leukemia

CDKN1B (p27), STAT5

Множественная миелома 
Multiple myeloma

CDKN1B (p27), CDKN1C 
(p57), PTEN, PUMA, ABCC1 

(MRP1)

Рак легкого 
Lung cancer

CDKN1B (p27), PTEN, 
TIMP2, TIMP3

Рак почки 
Kidney cancer

TIMP2

Рак яичников 
Ovarian cancer

APAF1, BMF, PTEN, ARF4

Рак шейки матки 
Cervical cancer

SOCS1, THBS2, MBD2, 
ARID1A

Меланома 
Melanoma

FOS

Саркомы 
Sarcomas

CDKN1B (p27), PTEN, 
CCND2, CDK6, ERBB3, ARHI

Таким образом, ряд унаследованных или первона-
чально возникших мутаций Х-сцепленного гена, ре-
гулирующего экспрессию микроРНК, может ком-
пенсироваться в клетках женского организма и не 

проявиться, в то время как в мужских клетках эти му-
тации дают фенотипические изменения вследствие 
моноаллельной экспрессии единственной мутантной 
копии. В то же время избыточная билатеральная экс-
прессия Х-сцепленных генов, связанных с иммунитетом, 
коррелирует у женщин (помимо больших антиканце-
рогенной устойчивости и эффективности иммуно-
терапии) с повышенной предрасположенностью к ау-
тоиммунным заболеваниям, таким как склеродермия, 
ревматоидный артрит, рассеянный склероз, систем-
ная красная волчанка, системное поражение соеди-
нительной ткани в виде синдрома Шегрена, которые 
в 3–7 раз чаще встречаются у женщин, чем у мужчин 
[44, 45].

Еще одним фактором, увеличивающим половые 
различия в иммунном статусе, является участие андро-
генных рецепторов (AR) Т-клеток в ингибировании 
воспалительных процессов и противоопухолевом кле-
точном иммунитете.

Как известно, цитотоксические Т-клетки состав-
ляют основу адаптивной иммунной системы. Поддерж-
ка их активности на определенном уровне позволяет, 
с одной стороны, осуществлять элиминацию атипич-
ных клеток, а с другой, не допускать развития ауто-
иммунных реакций. Показано, что половые различия 
в патогенезе ЗНО в значительной мере связаны с осо-
бенностями адаптивного иммунитета. Мужские 
CD8+-Т-клетки проявляют более низкие эффектор-
ные свойства по сравнению с женскими, так, AR по-
давляет активность и стволовость мужских инфиль-
трирующих опухоль CD8+-Т-клеток путем регуляции 
эпигенетических и транскрипционных программ диф-
ференцировки. В частности, активность андрогенного 
рецептора ингибирует дифференцировку исходных 
клеток Th1 в CD4+ и тем самым влияет на противо-
опухолевый клеточный иммунитет. Механизм подав-
ления созревания CD4 включает связывание консер-
вативной области фосфатазы Ptpn1 с последующим 
повышением ее активности, что ингибирует сигнали-
зацию цитокина интерлейкина-12 (IL-12) и диффе-
ренцировку CD4-клеток. При этом опосредованно 
подавляется и выработка клетками CD8+-интерфе-
рона γ (IFNγ), который является важным активатором 
макрофагов и индуктором экспрессии молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости II класса. По та-
кому механизму тестостерон ингибирует в Т-клетках 
экспрессию IFNγ и способствует устойчивости опухо-
ли к иммунотерапии. Кроме того, противоопухолевый 
иммунитет подавляется и способностью злокачествен-
ных клеток вырабатывать PD-L1. Блокада этих рецеп-
торов с помощью небольших моноклональных анти-
тел или малых молекул, так же как и антиандрогенная 
терапия, стали новым подходом в химиотерапии, по-
скольку предотвращают истощение пула цитотокси-
ческих Т-клеток, увеличивают выработку цитокинов 
CD8+-клетками и улучшают реакцию на таргетную 
терапию путем увеличения экспрессии IFNγ [46–50].
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Способность гуморальных факторов воздейство-
вать на развитие опухолевого процесса у особей муж-
ского пола также понижена. Показано, что в процессе 
развития иммунного ответа В-клетки у мужчин и жен-
щин функционируют по-разному. В частности, это 
касается динамики активации герминативных цент-
ров периферических лимфоидных органов, где зрелые 
 В-лимфоциты, активированные антигеном, пролифе-
рируют, дифференцируются и претерпевают процессы 
соматического гипермутагенеза с переключением 
классов антител. В активированных антигеном муж-
ских В-клетках процессы происходят менее эффек-
тивно, чем в женских. Одной из причин этого являет-
ся способность тестостерона стимулировать рецептор 
GPR174, кодируемый Х-хромосомой, который подав-
ляет формирование герминальных центров у самцов, 
но не у самок или кастрированных самцов. Введение 
тестостерона таким самцам возобновляет ингибиру-
ющее действие GPR174. Данный процесс является 
еще одной составляющей половых различий в гумо-
ральном противоопухолевом иммунитете [49, 50].

РОЛь гОРМОНаЛьНОгО ПРОфИЛЯ
У мужских особей пол определяется наличием 

в составе Y-хромосомы гена SRY, кодирующего TDF 
(testis determining factor) – совокупность генов 
и их продуктов, стимулирующих развитие семенников 
и выработку тестостерона. После полутора месяцев 
эмбрионального развития человека TDF начинает 
превращать первичные половые закладки в яички, ко-
торые в результате стимуляции хорионическим гона-
дотропином плаценты вырабатывают тестостерон. 
Без экспрессии гена SRY развитие первичных прими-
тивных гонад продолжает идти по женскому типу.

Гормональный профиль зрелого организма в плане 
половых различий определяется гипоталамо-гипофи-
зарно-гонадной осью, состоящей из гипоталамуса, ги-
пофиза и половых желез. Нейроны гипоталамуса выде-
ляют гонадотропин-рилизинг-гормон, который 
стимулирует выработку клетками передней доли гипо-
физа фолликулостимулирующего (ФСГ) и лютеинизи-
рующего (ЛГ) гормонов. В мужском организме ФСГ 
стимулирует сперматогенез, а ЛГ – выработку тесто-
стерона. В женском организме эти белковые гормоны 
определяют синтез эстрогенов и прогестерона. Баланс 
оси регулируется петлей обратной связи. Гипофизарные 
гормоны вызывают в периферических органах, напри-
мер в печени, специфический для пола профиль экс-
прессии генов и таким образом влияют на канцерогенез 
непосредственно в репродуктивных органах и опосре-
дованно в других. Их воздействие на транскрипцию 
обусловлено активацией фосфорилирования преоб-
разователя сигналов и активатора транскрипции 5 
(STAT5), защищающего гепатоциты от хронического 
повреждения в результате воспаления, вызванного ви-
русом гепатита В или химическими канцерогенами, 
и, соответственно, от злокачественной трансформации.

В случае химического канцерогенеза половые раз-
личия в активности ферментов метаболизма канцеро-
генов проявляются в результате разного профиля вы-
деления соматотропного гормона гипофиза, который 
отвечает за большую часть различий в уровне экспрес-
сии генов, характерных для особей мужского или жен-
ского пола. В частности, в печени более постоянный 
уровень циркуляции соматотропного гормона приво-
дит к женской модели экспрессии генов, а пульсиру-
ющий – к мужской [51]. По этой причине и в резуль-
тате давления отбора по половому признаку у самок 
и самцов значительно различаются транскриптомы, 
оптимальные для выживания данного пола, т. е. одни 
и те же гены по-разному экспрессируются в клетках 
мужского и женского организмов. Х-хромосома обо-
гащена аллелями, оптимальными для женщин, и их 
экспрессия в клетках женского организма выше, чем 
мужского. Поэтому соматотропный гормон по-разно-
му инициирует у самок и самцов триметилирование 
гистона H3K27 через STAT5b с помощью каталитиче-
ских субъединиц Ezh1 / Ezh2 поликомб-репрессивного 
комплекса 2 (PRC2). В результате по сравнению с сам-
цами у самок повышена активность изоформ цито-
хрома Р450 CYP2A4, 2B9, 2B10, 2B13, 3A41, 3A44, что 
влияет на профиль метаболизма канцерогенов. Нока-
ут Ezh1 / Ezh2 так же, как и гипофизэктомия, устраня-
ют половые различия в экспрессии этих ферментов 
и в активности канцерогенеза [52–54].

Помимо репродуктивных органов гормоны контро-
лируют канцерогенез и в тканях, не относящихся к по-
ловой сфере. Это в значительной мере связано с тем, 
что кроме гландулярной системы существует и диф-
фузная эндокринная система, представленная гормон-
продуцирующими клетками практически во всех тканях. 
Она также играет существенную роль в канцерогенезе 
[55, 56]. В частности, в ткани легкого нейроэндокрин-
ные клетки метаболизируют стероиды и синтезируют 
многие гормоны, в том числе биогенные амины, влия-
ющие на активность клеточной пролиферации, вос-
паление, иммунный ответ и другие процессы как не-
посредственно в легком, так и в других органах.

В патогенезе опухолей легкого наблюдаются чет-
кие половые различия. При прочих равных условиях 
плоскоклеточная бронхогенная форма рака легкого 
поражает в основном мужчин. У женщин значительно 
чаще развиваются аденокарциномы. Среди никогда 
не куривших пациентов у женщин около 53 % всех 
немелкоклеточных опухолей легких составляют адено-
карциномы, а у мужчин – только 15 %. Величина это-
го соотношения варьирует на разных континентах, 
но всегда выше у женщин. Борьба с курением и другие 
профилактические мероприятия привели к снижению 
заболеваемости бронхогенным раком у мужчин, 
но не аденокарциномами у женщин, частота которых 
продолжает расти. Курение повышает риск развития 
рака легкого у женщин в 3 раза больше, чем у мужчин. 
Это связано, помимо прочего, с тем, что табачный дым 
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не только оказывает прямое канцерогенное действие, 
но и увеличивает уровень изоформ цитохрома P450 
типа CYP1B1, которые превращают эндогенные эстро-
гены в потенциально канцерогенные формы катехолов 
и хинонов. В результате повышенной экспрессии дру-
гих ферментов, активирующих канцерогены табачно-
го дыма, у женщин образуется больше аддуктов и чаще 
обнаруживаются мутации в гене супрессора p53 и про-
тоонкогене KRAS. Роль эстрогенов в легочном канце-
рогенезе подтверждает и тот факт, что у женщин, по-
лучающих заместительную гормональную терапию 
или оральные контрацептивы, рак легкого возникает 
чаще, так же как и у мужчин, принимающих эстроген-
ные препараты для снижения риска сердечно-сосуди-
стых заболеваний [57–61].

В клетках немелкоклеточного рака легкого экс-
прессия эстрогенового рецептора α (ERα) обычно сни-
жена, в то время как почти в 90 % образцов опухолей 
пациентов обоего пола наблюдается гиперэкспрессия 
эстрогенового рецептора β (ERβ). При этом его влия-
ние на течение заболевания различается в зависимости 
от пола. У мужчин с ERβ-положительными опухолями 
отмечается более низкая смертность по сравнению 
с ERβ-отрицательными опухолями, а у женщин эта 
зависимость обратная [62, 63].

У грызунов ERβ однозначно определялся как фак-
тор, способствующий злокачественной трансформации 
эпителия легкого. Было показано, что ERβ, связанный 
с G-белком (GPER), активирует цАМФ / PKA / CREB 
и сигнальные пути PI3K / IKK / NF-κB, что, в свою очередь, 
приводит к активации сигнальных путей PI3K / IKK /  
NF-κB, PI3K / AKT / Bcl-XL и RAS / RAF /MEK / ERK, 
связанных с пролиферацией, инвазией, метастазиро-
ванием и ингибированием апоптоза [64].

Рецептор прогестерона также стимулирует про-
грессию рака легкого, причем повышенное содержа-
ние его компонента – трансмембранного эволюцион-
но консервативного белка PGRMC1 – коррелирует 
с плохим прогнозом. Этот компонент помимо влияния 
на апоптоз и аутофагию модифицирует клеточные 
транспортеры, сигнализацию стероидных гормонов 
и ряд других процессов путем взаимодействия с рецеп-
тором эпидермального фактора роста (epidermal growth 
factor receptor, EGFR) и регулятором липидного обме-
на (SCAP). В настоящее время он является одной 
из перспективных мишеней в химиотерапии рака лег-
кого [65].

Андрогены и их рецептор влияют на патогенез ра-
ка легких по нескольким механизмам. В частности, 
показано, что в клетках культуры немелкоклеточного 
рака андрогены изменяют профиль экспрессии мно-
гих генов, включая те, которые связаны с пролифера-
цией или апоптозом. Андрогенный рецептор взаимо-
действует с EGFR, который играет роль в патогенезе 
рака легких. Их стимуляция с помощью дигидротесто-
стерона или эпидермального фактора роста (epidermal 
growth factor, EGF) активирует сигнальный путь 

p38MAPK-mTOR, который отвечает за уход от апоп-
тоза, рост, пролиферацию клеток и метаболизм. По-
этому ингибирование андрогенного сигналинга может 
прямо влиять на прогрессию рака легкого, выживае-
мость его клеток и чувствительность к химиотерапии 
[66]. У мужчин с немелкоклеточным раком легкого 
ингибиторы андрогенного пути значительно повыша-
ют выживаемость, в то же время лучшая выживаемость 
женщин с той же опухолью коррелировала с повышен-
ным уровнем AR [67, 68].

В целом роль сигналов AR в прогрессировании 
опухолей изучена недостаточно, так как в настоящее 
время нет объяснения, почему этот рецептор оказы-
вает противоположное действие на опухолевый рост 
в зависимости от органов и клеток, например, как сти-
мулятор метастазирования рака мочевого пузыря, по-
чек и легких и супрессор метастазирования рака про-
статы и печени.

Выраженной гормональной зависимостью обла-
дают и клетки печени. С различиями в возникновении 
опухолей этого органа более всего связаны половые 
стероиды, их рецепторы ERα, ERβ и АR. Поскольку 
с каждым из них прямо или косвенно связана экспрес-
сия сотен генов, трудно выделить сигнальные пути, 
ответственные за данные различия. Показано, что вли-
яние ERα и АR на развитие гепатоцеллюлярных кар-
цином, которые чаще возникают у особей мужского 
пола, прямо противоположно. Андрогены и их рецеп-
торы промотируют пролиферацию гепатоцитов после 
инициации злокачественного процесса химическими 
канцерогенами или вирусом гепатита В. Они ингиби-
руют супрессоры опухолевого роста и ингибитор циклин-
зависимой киназы р16, но стимулируют экспрессию ин-
гибитора апоптоза р21. Кроме того, лигандзависимая 
и независимая сигнализация AR активирует эпители-
ально-мезенхимальный переход гепатоцеллюлярной 
карциномы и ее метастазирование путем активации 
транскрипционного фактора SNAI2, который в числе 
других факторов связывается с промоторами генов, 
ответственных за этот переход [69].

Эстрогены и ERα снижают действие химических 
канцерогенов на печень в клинической практике 
и эксперименте. Введение эстрогенов в химиотерапев-
тический протокол замедляет прогрессирование рака 
печени, тогда как тамоксифен, который связывает ре-
цептор ERα и блокирует действие эстрогена, его сти-
мулирует [70–73].

Следует отметить, что при раке молочной железы 
у женщин и мужчин тамоксифен, наоборот, значи-
тельно увеличивает показатели безрецидивной выжи-
ваемости. У мужчин они превышают 60 % по сравне-
нию с другими методами лечения, а его побочные 
эффекты в значительной степени зависят от гормо-
нального фона пациента, поскольку у мужчин данная 
патология развивается на фоне гинекомастии, как 
идиопатической, так и вызванной антиандрогенами 
при лечении рака предстательной железы [74, 75].
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Различия в действии ERα и АR на печень связаны 
с разным уровнем экспрессии у самцов и самок акти-
ваторов транскрипции FOXA1 и FOXA2, регулиру-
ющих эстрогенную и андрогенную сигнализацию путем 
изменения компактизации хроматина и организации 
нуклеосом. Связываясь с ERα и AR, они превращают 
эти рецепторы в активные цис-регуляторные элемен-
ты. Инактивирующие мутации в сайтах связывания 
FOXA и ERα у пациентов с опухолями печени приво-
дят к прерыванию эстрогенной сигнализации. В экс-
перименте нокаут FOXA так же, как и гена Esr1, вызы-
вает маскулинизацию экспрессии генов в печени 
самок и стирает половые различия в канцерогенном 
действии нитрозаминов на печень. Самки становятся 
столь же чувствительными к канцерогену, как и сам-
цы, поскольку эстрогены, находящиеся под контролем 
ERα, перестают ингибировать продукцию воспа-
лительных медиаторов типа интерлейкина-6 (IL-6), 
стимулирующих канцерогенез. Таким образом, FOXA-
зависимая ERα-опосредованная сигнализация предот-
вращает, а AR-опосредованная андрогенная сигнали-
зация способствует росту опухолей печени.

Прогрессию гепатоцеллюлярной карциномы ре-
гулируют и локальные факторы, связанные со способ-
ностью клеток опухоли стимулировать экспрессию 
miR-9-5p, мишенью которой является Esr1. В отличие 
от Esr1, статус Esr2, кодирующего ERβ, не влиял на ге-
патоканцерогенез [76–79].

В то же время при опухолях других органов высокий 
уровень экспрессии ERβ коррелирует с улучшенным 
прогнозом. Например, при раке толстого кишечника 
и почки активирующий полиморфизм промотора ERβ 
является индикатором повышения выживаемости па-
циентов. В случае плоскоклеточных карцином кожи 
с низкой экспрессией ERβ ее спонтанное или индуци-
рованное агонистом повышение вызывает дифференци-
ровку клеток опухоли и замедление роста новообразова-
ния. При меланоме уровни экспрессии ERβ также 
обратно пропорциональны прогрессированию опухоли, 
а тамоксифен, который является агонистом ERβ, подав-
ляет на мышиной модели и метастазирование [80–84].

Еще один механизм защитного действия эстроге-
нов на клетки печени связан с их способностью сти-
мулировать выработку гипофизом пролактина, кото-
рый ингибирует базальный уровень врожденного 
иммунитета, отвечающего воспалением на поврежде-
ние гепатоцитов вирусом гепатита В или канцерогена-
ми [85]. В культуре гепатоцитов пролактин ингибирует 

активацию MYC и пролиферацию путем подавления 
сигналинга рецептора интерлейкина-1 (IL-1R), Toll-
подобного рецептора 4 (TLR4) и рецептора фактора 
некроза опухоли (TNFRSF1A) через деградацию адап-
терных белков, таких как фактор 6, ассоциированный 
с рецептором фактора некроза опухолей (TRAF6).

заКЛючЕНИЕ
Рассматриваемые половые различия в онкопато-

логии человека являются частным случаем диморфиз-
ма двуполых организмов, проявляющегося в разных 
физиологических и патологических состояниях. Кон-
кретные механизмы большей защищенности женс кого 
организма от возникновения опухолей органов, не 
относящихся к половой сфере, связаны в первую оче-
редь с наличием в женских клетках двух Х-хромосом 
и с тем, что некоторые гены, противодействующие 
канцерогенезу по разным механизмам, экспрессиру-
ются биаллельно. При этом манифистации рецессив-
ной соматической мутации одного из них не происхо-
дит. Количество генов на Y-хромосоме на порядок 
меньше, чем на Х-хромосоме. В результате многие 
гены Х-хромосомы в мужских клетках представлены 
единственной копией, что даже при одинаковой ве-
роятности возникновения драйверных онкогенных 
мутаций у лиц обоего пола даст большую частоту воз-
никновения опухолей у мужчин. В качестве одного 
из механизмов, определяющих это неравенство, рас-
сматриваются также различия в экспрессии некоди-
рующих микроРНК, влияющих на значительную часть 
белок-кодирующих генов, которых на Х-хромосоме 
в 5 раз больше, чем на Y-хромосоме. С Х-сцепленным 
кластером микроРНК связывают более выраженный 
у женщин противоопухолевый иммунитет, как вро-
жденный, так и адаптивный. Различный гормональ-
ный профиль мужского и женского организмов также 
существенен. Он оказывает значительное влияние 
как на инициацию, так и на промоцию процесса кан-
церогенеза. В первом случае роль играют различия 
в образовании мутагенных производных стероидов 
и неравнозначная активация генотоксических ксено-
биотиков биосферы, во втором, выражающемся в пре-
имущественной стимуляции роста трансформирован-
ных клеток, – эпигенетические механизмы. Таким 
образом, половой диморфизм в канцерогенезе обу-
словлен сложным комплексом взаимосвязанных фак-
торов, воздействие на которые может служить целям 
профилактики и терапии злокачественных опу холей.
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Роль микоплазм в качестве инфекционного 
агента при канцерогенезе

М. А. Галямина, О. В. Побегуц, А. Ю. Горбачев
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К о н т а к т ы : Мария Алексеевна Галямина mrogova@gmail.com

В обзоре представлены данные исследований о роли микоплазм в качестве инфекционных агентов при канцероге-
незе, а также их участии в медикаментозной терапии рака и влиянии на исход лечения. Микоплазмы представляют 
особый интерес, поскольку обладают уникальными способностями легко прикрепляться к эукариотическим клеткам 
и проникать в них, модулировать их функциональное состояние и вызывать хроническое воспаление, избегая дейст-
вия иммунной системы хозяина. В обзоре представлены данные, подтверждающие повышенную колонизацию ми-
коплазмами опухолевой ткани по сравнению со здоровой, описаны молекулярные механизмы, с помощью которых 
микоплазмы активируют экспрессию онкогенов и факторов роста, инактивируют супрессоры опухоли, способству-
ют NF-κB-зависимой миграции опухолевых клеток и модулируют апоптоз, что приводит к аномальному росту и транс-
формации клеток хозяина. Также анализируется эффективность противоопухолевых препаратов при микоплазмен-
ной инфекции.

Ключевые слова: микоплазменная инфекция, канцерогенез, метаболизм нуклеозидов, антиметаболиты

Для цитирования: Галямина М. А., побегуц О. В., Горбачев А. Ю. Роль микоплазм в качестве инфекционного агента 
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The role of mycoplasmas as an infectious agent in carcinogenesis
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ВВЕдЕНИЕ
К настоящему времени проведено довольно много 

исследований, подтверждающих тесную связь между 
злокачественными новообразованиями и хрониче-
ским воспалением, возникающим в результате персис-

тирующих бактериальных или вирусных инфекций. 
По данным Американского онкологического общест-
ва (American Cancer Society, ACS), до 20 % случаев ра-
ка во всем мире связаны с инфекционными агентами 
[1]. Микробиом способен модулировать клеточный 
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цикл, изменять иммунный ответ, гормональный мета-
болизм, поддерживать гомеостаз, влиять на клеточный 
апоптоз и пролиферацию, вызывать различные забо-
левания и способствовать проканцерогенному состо-
янию клеток организма [2–4]. Причинно-следствен-
ная связь между различными типами рака и многими 
онковирусами (вирусы папилломы человека, гепати-
та В и Эпштейна–Барр), а также бактериями убеди-
тельно доказана. Показано, что Streptococcus bovis обла-
дает онкогенными свойствами, способствующими 
развитию рака толстой кишки, Salmonella thyphi – рака 
желчного пузыря, Chlamydia pneumoniae – рака легких, 
Helicobacter pylori – рака желудка [4–8].

В настоящее время получено достаточное количе-
ство данных, подтверждающих связь между микоплаз-
мами и развитием злокачественных новообразований. 
Микоплазмы идеально подходят на роль агентов, спо-
собствующих трансформации нормальных клеток 
в опухолевые, поскольку могут вызывать бессимптом-
ное хроническое воспалительное состояние без ущер-
ба для жизнеспособности инфицируемых клеток [9].

ИдЕНТИфИКацИЯ МИКОПЛазМ  
В КЛЕТКаХ ОПУХОЛЕЙ
Микоплазмы относятся к классу Mollicutes и пред-

ставляют собой бактерии с минимальным размером 
генома (от 600 до 2200 тыс. п. о.). Значительная редук-
ция генома этих бактерий связана с паразитическим 
образом жизни [10]. Из-за отсутствия клеточной стен-
ки микоплазмы активно подвергаются воздействию 
окружающей среды, поэтому в процессе эволюции 
они приобрели способность успешно выживать в усло-
виях стресса, избегая влияния иммунной системы хо-
зяина и получая возможность свободно персистировать 
в организме. Одним из таких механизмов является 
внутриклеточная инвазия. Многие микоплазмы спо-
собны не только прикрепляться к эукариотическим 
клеткам хозяина, но и проникать в них, свободно ре-
плицироваться, не вызывая клеточной гибели [11, 12]. 
Другим механизмом является фенотипическая пла-
стичность, обусловленная постоянной сменой поверх-
ностных антигенов [11, 13]. Липопротеины микоплазм 
могут не только играть роль адгезинов или антигенов, 
но и активировать провоспалительный ответ [14], моду-
лировать клеточный апоптоз, связывать иммуноглобу-
лины, тем самым инактивируя их функции [15, 16].

Онкогенный потенциал и роль микоплазм в раз-
витии рака начали исследовать с 1950-х годов. 
Mycoplasma orale (M. orale) – один из первых видов 
этих бактерий, которых стали связывать с лейкозом 
человека [17]. Позже во многих исследованиях была 
показана зависимость между микоплазменной инфек-
цией и раком предстательной железы (РПЖ), желудка, 
пищевода, легких и молочной железы. Появилось мно-
го сообщений об идентификации микоплазм в злока-
чественных опухолях либо путем количественной по-
лимеразной цепной реакции с детекцией в реальном 

времени (кПЦР) и иммуногистохимии, либо косвен-
но – путем определения антител к белкам микоплазмы 
в крови пациентов. Анализировались парафинизирован-
ные блоки злокачественных опухолей и околоопухоле-
вых тканей, хирургический и биопсийный материал, 
а также клеточные линии. Так, методом иммуноблот-
тинга с использованием специфических зондов рДНК 
микоплазмы у 11 из 23 (48 %) японских пациентов с ра-
ком желудка была обнаружена Mycoplasma hyorhinis 
(M. hyor hinis) [18]. Удалось даже культивировать эту 
микоплазму из биоптатов, что является неопровержи-
мым доказательством ее существования в тканях опу-
холей. Более высокие показатели – около 56 [19] и 54,1 % 
[20] – были зарегистрированы в опухолях китайских 
пациентов с использованием иммуногистохимическо-
го (ИГХ) анализа. С помощью количественной ПЦР 
с ИГХ-исследованием в опытной и контрольной груп-
пах в 120 парафинизиро ванных образцах желудка бы-
ли определены представители Mollicutes, в частно-
сти M. hyorhinis (в 12 и 2,5 % случаев соответственно). 
Авто ры предполагают, что эти показатели коррелиро-
вали с папиллярной гистологической картиной из-за 
трансформации клеток, вызванной микоплазменной 
инфекцией [21]. В ходе анализа 46 образцов быстро-
замороженных опухолевых тканей с помощью метода 
секвенирования из геля продуктов ПЦР были выявле-
ны Mycoplasma salivarium (M. salivarium) и Mycoplasma 
arginini (M. arginini) [22]. Разработанный комбиниро-
ванный метод (кПЦР + иммуноферментный анализ) 
для определения 15 видов микоплазм у женщин с ра-
ком яичников позволил обнаружить микоплазмы 
у 60 % протестированных пациенток [23]. В работе 
S. Banerjee и соавт. показано, что в 74 % случаев рака 
яичников в злокачественных клетках выявлялась ми-
коплазма [24]. С помощью ПЦР у пациенток с ра-
ком  шейки матки идентифицировали Ureaplasma spp. 
в 51,4 % случаев, Mycoplasma hominis (M. hominis) – 
в 34 %, Mycoplasma genitalium (M. genitalium) – в 2,3 % 
[25]. Предполагают, что эти микоплазмы обладают 
онкогенным потенциалом и способствуют развитию 
иммортализации, повышенной миграции и инвазии 
опухолевых клеток при раке простаты. Методом кПЦР 
в образцах, полученных от пациентов с повышенным 
уровнем простатического специфического антигена 
(ПСА), были выявлены Ureaplasma urealyticum (U. ure-
alyticum), M. genitalium и M. hominis [26–29]. Нали-
чие M. hominis коррелировало с тяжестью диагноза. 
Отмечается значительное увеличение коэффициента 
инфицирования Mycoplasma spp. злокачественной тка-
ни (35 %) по сравнению с соседней нормальной тка-
нью (7 %). В ходе ПЦР-скрининга биоптатов предста-
тельной железы российских мужчин Ю. Барикова 
и соавт. обнаружили, что M. hominis присутствовала 
в 3 раза чаще у пациентов с РПЖ, чем у пациентов 
с доброкачественной гиперплазией предстательной 
железы (ДГПЖ). Авторы предполагают, что инфекция 
M. hominis может быть вовлечена в развитие рака 
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простаты и, следовательно, рассматриваться в качест-
ве потенциального маркера рака простаты и / или ми-
шени для улучшения результатов профилактики и ле-
чения этого заболевания [29].

Довольно часто проводят ретроспективные иссле-
дования архивного материала. Так, группа ученых 
под руководством S. Saadat изучила парафинизиро-
ванные блоки тканей РПЖ и ДГПЖ. По результатам 
кПЦР M. hominis была выявлена в нескольких образ-
цах, выделенных только из клеток РПЖ. Как предпо-
лагают авторы, встречаемость микоплазменной ин-
фекции именно при злокачественном проявлении 
может свидетельствовать о хронической и бессим-
птомной колонизации этой бактерией предстательной 
железы [27]. В более раннем исследовании, в ходе ко-
торого также были изучены архивные образцы паци-
ентов с РПЖ, M. genitalium определена в нескольких 
образцах независимо от степени агрессивности опу-
холи. Однако, как утверждают авторы, низкая пред-
ставленность этого персистирующего микроорганизма 
указывает на его непричастность к развитию РПЖ, 
независимо от фенотипа опухоли [30]. В ходе иссле-
дования парафинизированных тканей пациентов 
с РПЖ и ДГПЖ у 15 из 50 пациентов с помощью ПЦР-
амплификации с дальнейшим секвенированием выяв-
лена уреаплазменная инфекция. В большинстве своем 
это были больные старше 60 лет с РПЖ и показателем 
ПСА >4 нг / мл. По мнению авторов, представители 
класса Mollicutes, а именно Ureaplasma parvum (U. par-
vum) и U. urealyticum, причастны к развитию РПЖ, 
но эти предположения требуют дальнейших исследо-
ваний [31]. При тестировании хирургических и биоп-
сийных образцов в исследовании M. Osama M. genita-
lium чаще определялась у молодых пациентов с РПЖ, 
причем инфицированность микоплазмой коррелирова-
ла со злокачественностью данного заболевания [28].

При определении наличия микоплазменной ин-
фекции в различных образцах требуются точность, 
специфичность и чувствительность методов анализа. 
Полимеразная цепная реакция и кПЦР являются наи-
более простыми и доступными способами детекции, 
поскольку легко адаптируются под задачи исследова-
телей. Так, при анализе клеточных линий лейкемии – 
лимфомы метод ПЦР был модернизирован: исполь-
зовалась смесь праймеров, которые реагировали 
на ДНК любой микоплазмы. Таким образом, повыси-
лась чувствительность определения, а также были 
исключены ложноположительные результаты [32]. 
Часто для идентификации микоплазм в опухолевой 
ткани используют ИГХ-анализ. Исследований, в ко-
торых применялись методы высевания микоплазм 
на твердые или полужидкие среды, очень мало.

Трудности в культивировании выделенных из био-
птатов опухоли микоплазм связаны с тем, что, как из-
вестно, их клинические изоляты плохо растут даже 
в самых богатых культуральных средах. Отсутствие 
возможности выделять и культивировать микоплазмы 

непосредственно из биоптатов опухолей остается до-
вольно сильным аргументом, вызывающим в некото-
рых случаях сомнения в неопровержимом доказатель-
стве инфицирования ею раковых тканей.

Известные случаи определения микоплазм в раз-
личных тканях опухолей и клеточных линиях пред-
ставлены в табл. 1.

МОЛЕКУЛЯРНыЕ МЕХаНИзМы, 
ИСПОЛьзУЕМыЕ МИКОПЛазМаМИ 
дЛЯ РазВИТИЯ И ПОддЕРжаНИЯ  
ОПУХОЛЕВыХ КЛЕТОК
Предложены некоторые молекулярные механиз-

мы, с помощью которых микоплазмы способствуют 
агрессивности опухолей (рис. 1). Эти бактерии могут 
действовать на разных уровнях клеточной организа-
ции: активировать экспрессию онкогенов, увеличи-
вать продукцию факторов роста, инактивировать су-
прессоры опухоли, способствовать NF-κB-зависимой 
(NF-κB – ядерный фактор kappa B) миграции опухо-
левых клеток и модулировать апоптоз, тем самым по-
тенциально помогая аномальному росту и трансфор-
мации клеток хозяина [33]. Показано, что они 
индуцируют хромосомную нестабильность и злокаче-
ственные трансформации, таким образом содействуя 
иммортализации, повышенной миграции и инвазии 
опухолевых клеток [34]. Было также показано, что ми-
коплазменная инфекция может трансформировать 
клеточные линии, способствуя экспрессии некоторых 
онкогенов, таких как H-ras и c-myc. Отмечалось, 
что длительное инфицирование микоплазмой приво-
дит к заметным хромосомным изменениям и некон-
тролируемому росту клеток [35].

Индуцированная микоплазмами злокачественная 
трансформация была обнаружена во многих клеточ-
ных линиях человека из разных органов, таких 
как клеточная линия лейомиосаркомы матки челове-
ка SK-UT-1B [36], клетки аденокарциномы легкого 
A549 [37] и клеточная линия нейробластомы человека 
BE-M17 [38]. S. Feng и соавт. изучили влияние инфек-
ции Mycoplasma fermentans (M. fermentans) и M. hominis 
на мышиную линию кроветворных клеток 32D, кото-
рая, как известно, подвергается интерлейкин-3-зави-
симому апоптозу. Было обнаружено, что микоплаз-
менная инфекция изменяет свойства клеток 32D, 
предотвращая их апоптотическую способность и позво-
ляя им расти автономно, независимо от стимуляции 
интерлейкина-3. Об этом свидетельствовало образо-
вание опухолей после инъекции трансформированных 
32D-клеток мышам [39]. В ходе изучения роли M. hyor-
hinis и M. fermentans при инфицировании опухолевых 
клеток W. Liu и соавт. выявили, что эти микоплазмы 
ингибируют рост иммортализованных (32D и COS-7) 
и опухолевых клеточных линий (HeLa и AGS). Зара-
жение клеточной линии 32D M. hyorhinis и M. fer-
mentans приводило к конденсации ядра, деградации 
клеточного генома и дисрегуляции экспрессии генов, 



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

3

39ТОМ 10 / VOL. 10  ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW

Таблица 1. Определение микоплазм в различных опухолевых тканях и клеточных линиях

Table 1. Detection of mycoplasmas in various tumor tissues and cell lines

Вид опухоли 
Tumor tipe

Ткань / клеточная линия 
Tissue / cell line

Мико плазма 
Mycoplasma

Метод детекции 
Method detection

Источ-
ник 

Source

Острый лимфобласт-
ный лейкоз 
Acute lymphoblastic 
leukemia

Костный мозг 
Bone marrow

M. orale

Гель-диффузия, фиксация 
комплемента (реакция 

бактериолиза) 
Gel diffusion complement fixation 

(bacteriolysis reaction) 

[17] 

Рак желудка 
Gastric cancer

Срезы парафинизированных тканей 
карциномы желудка 

Sections of paraffinized tissue of gastric carcinoma
M. hyorhinis

Иммуногистохимическое 
исследование, ПЦР 

Immunohistochemical examination, 
PCR

[21] 

Саузерн-блоттинг, ПЦР 
Southern blot analysis, PCR

[18] 

Иммуногистохимическое 
исследование 

Immunohistochemical examination
[20] 

Карцинома пищево-
да, легких, молочной 
железы и глиома 
Esophageal, lung, breast 
carcinoma and glioma

Срезы парафинизированных тканей 
пищевода, легкого, молочной железы, 

мозга 
Sections of paraffinized tissues of the  esophagus, 

lung, breast, brain

M. hyorhinis

Иммуногистохимическое 
исследование, ПЦР 
Immunohistochemical  

examination, PCR

[19] 

Рак яичников 
Ovarian cancer

Срезы парафинизированной ткани 
яичника 

Paraffinized ovarian tissue sections

Mycoplasma 
spp.

ПЦР с иммуноферментным 
анализом 

PCR with enzyme immunoassay
[23] 

Ткани рака яичников, прилегающие 
к опухоли ткани 

Ovarian cancer tissue adjacent to tumor tissue

Mycoplasma 
spp., Ureaplas-

ma spp.

Микробные зонды, 
секвенирование 

Microbial probes, sequencing
[24] 

Замороженные биоптаты опухоли 
яичников 

Frozen ovarian tumor biopsies

M. salivarium, 
M. arginini

ПЦР, секвенирование 
PCR, sequencing

[22] 

Рак шейки матки 
Cervical cancer

Мазок с поврежденных тканей шейки 
матки 

Swab from damaged cervical tissue

M. genitalium,
M. hominis,

Ureaplasma spp.

ПЦР, метагеномное 
секвенирование 

PCR, metagenomic sequencing
[25] 

Рак предстательной 
железы 
Prostate cancer

Биоптаты рака предстательной железы 
Prostate cancer biopsies

M. hominis ПЦР, кПЦР 
PCR, qPCR

[26] 

Срезы парафинизированных тканей 
предстательной железы 

Sections of paraffinized prostate tissues
Ureaplasma spp. ПЦР, cеквенирование 

PCR, sequencing
[31] 

Хирургические и биопсийные образцы рака 
предстательной железы и доброкачествен-
ной гиперплазии предстательной железы 
Surgical and biopsy specimens of prostate cancer 

biopsies and benign prostatic hyperplasia

M. genitalium ПЦР 
PCR

[28] 

Срезы парафинизированных тканей рака 
предстательной железы и доброкачествен-
ной гиперплазии предстательной железы 

Sections of paraffinized tissues of prostate cancer and 
benign prostatic hyperplasia

M. hominis ПЦР 
PCR

[27] 

Срезы парафинизированных тканей рака 
предстательной железы 

Sections of paraffinized tissues of prostate cancer
M. genitalium ПЦР 

PCR
[30] 

Лимфома 
Lymphoma

Клеточные линии лейкемии – лимфомы 
Leukemia-lymphoma cell line

Mycoplasma 
spp.

кПЦР 
qPCR

[32] 

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция; кПЦР – количественная полимеразная цепная реакция с детекцией 
в реальном времени. 
Note. qPCR – quantitative polymerase chain reaction with real-time detection.
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Рис. 1. Молекулярные механизмы, используемые микоплазмами для развития и поддержания опухолевых клеток. Bcl-2 – белок-регулятор, обла-
дающий антиапоптотической активностью; Bid – белок-регулятор, являющийся связующим звеном между двумя направлениями апоптоза; 
Fas – белок-рецептор на поверхности клетки, который реагирует на внешний сигнал и запускает процесс апоптоза; NF-kB – ядерный фактор 
kappa B, универсальный фактор транскрипции, контролирующий экспрессию генов иммунного ответа, апоптоза и клеточного цикла; H-ras – 
уникальная изоформа семейства Ras GTPase, одного из наиболее заметно мутировавших семейств онкогенов в раковых заболеваниях; c-myc –один 
из наиболее важных факторов транскрипции, регулирующий широкий спектр клеточных функций, включая пролиферацию, рост и апоптоз; 
 IL-1β – интерлейкин-1β; IL-18 – интерлейкин-18
Fig. 1. Molecular mechanisms that mycoplasmas use to develop and maintain tumor cells. Bcl-2 – regulatory protein with anti-apoptotic activity; Bid – 
regulatory protein that is a link between two directions of apoptosis; Fas – is a receptor protein on the cell surface that responds to an external signal and triggers 
the apoptosis process; NF-kB – nuclear factor kappa B, is a universal transcription factor that controls the expression of immune response, apoptosis, and cell 
cycle genes; H-ras – unique isoform of the Ras GTPase family, one of the most prominently mutated families of oncogenes in cancer; c-myc – one of the most 
important transcription factors regulating a wide range of cellular functions, including proliferation, growth and apoptosis; IL-1β – interleukin 1β; IL-18 – 
interleukin 18
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Modulating apoptosis

Bcl-2                         Fas
Bid
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   Снижение активности фермента/онкосупрессора/сигнального пути / Indicate a decrease in enzyme/oncosuppressor/signaling pathway activity
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связанных с пролиферацией, апоптозом, онкогенезом, 
сигнальными путями и метаболизмом. Экспрессия 
генов, кодирующих белки Bcl-2, Bid и p53 и ассоции-
рованных с апоптозом, снижалась, в то время как экс-
прессия гена, кодирующего апоптозный антиген Fas, 
увеличивалась. Таким образом, авторы показали, 
что микоплазменная инфекция ингибирует рост кле-
ток путем модификации профилей экспрессии генов 
и посттрансляционной модификации белков, связан-
ных с пролиферацией и апоптозом [40]. Д. Ю. Логунов 
и соавт. изучили влияние 4 видов микоплазм – М. fer-
mentans, М. arginini, М. hominis и Mycoplasma arthritidis 
(M. arthritidis) – на экспрессию гена, кодирующего су-
прессор опухоли белок p53, а также на ген NF-κB (оба 
участвуют в поддержании стабильности клеточного 
цикла). Эксперименты, проведенные in vitro на панели 
клеточных линий человека и мышей, показали, что 
микоплазменные инфекции ингибируют активность 
p53 и активируют NF-κB. Однако белок микоплазмы, 
который непосредственно участвует в этом, не был 
идентифицирован [41]. Исследование Y. Wang и соавт. 
показало, что микоплазмы более успешно заражают 
клетки гепатоциллюлярной карциномы с нокдауном 
митохондриального транскрипционного фактора 
А (TFAM). Как следствие, активируется сигнальный 
путь NF-κB, увеличивается способность клеток к миг-
рации, инвазии и метастазированию. Было показано, 
что при снижении этого фактора транскрипции акти-
вируется фактор транскрипции Sp1, что влечет за со-
бой повышение уровня аннексина A2 (ANXA2), который 
взаимодействует с мембранным белком микоплаз-
мы [42].

В других исследованиях было показано, что M. hyor-
hinis активирует сигнальный путь β-катенина в опухо-
левых клетках желудка с участием гликогенсинтазы 
киназы 3 β (GSK3β) и белка-рецептора липопротеи-
нов низкой плотности (LRP6). При этом обнаружено 
взаимодействие между LRP6 и липопротеином p37 
M. hyorhinis [43]. Микоплазменный мембранный белок 
р37 предложен в качестве онкогена. В работах S. Goo-
dis on и соавт. показана роль липопротеина р37 М. hyor-
hinis в инвазии клеток линий рака простаты РС3 и DU145. 
Авторы обнаружили, что р37 вызывает изменения 
морфологии и экспрессии генов, кодирующих белки, 
участвующие в клеточном цикле, сигнальной тран-
сдукции и метаболизме [44]. Показано также, что р37 
может не только индуцировать экспрессию воспали-
тельных цитокинов, но и задействовать множественные 
сигнальные пути, активируя протеинкиназы, включая 
каскад фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) / AKT, 
семейство протеинкиназ C (PKC) и митоген-активиру-
емую протеинкиназу (MAPK) / RAS, что увеличивает 
инвазивность клеток рака предстательной железы [10, 
43]. Исследование Y. Zhang и соавт. продемонстриро-
вало, что блокировка взаимодействия белка p37 и его 
рецептора TLR4 на мембране клеток плоскоклеточно-
го рака пищевода с помощью аптамера ZY3A, способ-

ного нейтрализовать M. hyor hinis на клетках этой опу-
холи, приводит к ингибированию миграции и инвазии 
клеток, инфицированных M. hyorhinis in vitro, и мета-
стазирования in vivo [45].

В качестве белка-онкогена предложен еще один 
компонент микоплазмы – шаперон DnaK. F. Benedetti 
и соавт. удалось обнаружить, что DnaK M. hyorhinis 
связывает поли (АДФ-рибоза) – полимеразу (PARP), 
которая играет критическую роль в путях, участву-
ющих в распознавании повреждения и репарации ДНК, 
и снижает его каталитическую активность. Он также 
связывает белок USP10 (ключевой регулятор онкосу-
прессора p53), тем самым снижая стабильность p53 
и противораковые функции. Показано, что неинфи-
цированные клетки поглощают экзогенный DnaK, что 
предполагает возможную функцию в стимулировании 
клеточной трансформации, помимо прямой мико-
плазменной инфекции [46]. Поскольку этот белок 
консервативен среди бактерий и другие бактериаль-
ные DnaK схожи по структуре и аминокислотному 
составу, авторы предложили новый механизм, при ко-
тором компоненты микробиоты человека способны 
модифицировать активность протеинкиназ, участву-
ющих в канцерогенезе и прогрессировании рака. Роль 
М. hyorhinis в злокачественной трансформации была 
также продемонстрирована в работе Y. Xu и соавт. [47]. 
Чтобы уточнить, способствует ли M. hyorhinis разви-
тию опухоли посредством активации инфламмасомы 
NLRP3 (белковый комплекс, контролирующий созре-
вание важных провоспалительных цитокинов интер-
лейкина-1β (ИЛ-1β) и интерлейкина-18 (ИЛ-18) и участ-
вующий в онкогенезе и метастазировании различных 
видов рака), был проведен анализ продукции цитоки-
нов ИЛ-1β и ИЛ-18 моноцитами при инфицирова-
нии этой бактерией. Показано, что индуцированная 
M. hyorhinis секреция цитокина ИЛ-1β была инфлам-
масомозависимой in vitro и in vivo. Микоплазма влияла 
на активность катепсина B, отток K(+), приток Ca(2+) 
и продукцию активных форм кислорода, необходимых 
для активации NLRP3 инфламмасомы. Авторы пред-
полагают, что вызванная микоплазмой активация 
NLRP3 инфламмасомы может быть связана с метаста-
зированием рака желудка, а антимикоплазменная те-
рапия – являться эффективным подходом для конт-
роля прогрессирования рака желудка. Был предложен 
еще один механизм участия микоплазм в поддержании 
злокачественного перерождения клеток, нарушающий 
противоопухолевый процесс. Микоплазма подавляет 
активность естественных клеток-киллеров, которые 
распознают и устраняют опухолевые или патоген-ин-
фицированные клетки [48]. В ходе использования мо-
делей, имитирующих воспалительную среду опухоли, 
авторы наблюдали, что макрофаги защищают клеточ-
ные линии хронического миелоидного лейкоза от ата-
ки клеток-киллеров только тогда, когда они были за-
ражены микоплазмой и находились в состоянии 
хронической инфекции. Эта работа служит еще одним 
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доказательством того, что воспаление, вызванное ми-
коплазменной инфекцией, способствует прогрессиро-
ванию рака; в данном случае оно связано со снижени-
ем активности клеток-киллеров, опосредованной 
макрофагами. Одним из немногих исследований, в ходе 
которого обнаружено влияние микоплазмы на транс-
формацию нормальных клеток в злокачественные, 
является работа K. Namiki и соавт. Показано, что дли-
тельная хроническая инфекция доброкачественных 
клеток предстательной железы человека BPH-1 двумя 
видами микоплазмы (M. genitalium и M. hyorhinis) при-
водит к злокачественной трансформации доброкаче-
ственных эпителиальных клеток человека [49].

Таким образом, получено много данных, подтвер-
ждающих участие микоплазм в развитии разных типов 
рака. Были идентифицированы микоплазмы в злока-
чественных опухолях и в крови больных пациентов, 
а также предложены некоторые молекулярные меха-
низмы, с помощью которых микоплазмы способству-
ют агрессивности рака, определены 2 возможных он-
когена – липопротеин р37 и шаперон DnaK (рис. 2). 
Однако молекулярные механизмы и пути воздействия 
микоплазм исследованы недостаточно. В основном 
в их качестве рассматриваются активация некоторых 
сигнальных путей, антиапоптотических белков, ин-
активация белков-супрессоров опухоли. Большинство 
молекулярных механизмов, ответственных за дедиф-
ференцировку опухоли, агрессивность и развитие 
 рецидивов, еще предстоит открыть. Влияние мико-
плазменных инфекций на поддержание и развитие кан-
церогенеза представлено в табл. 2.

ВЛИЯНИЕ МИКОПЛазМ На эффЕКТИВНОСТь 
ПРОТИВООПУХОЛЕВыХ ПРЕПаРаТОВ
В начале 1950-х годов впервые сообщалось о син-

тезе и цитостатической активности аналогов пуриновых 
нуклеозидов. Несколько исследований продемонстри-
ровали ингибирующую активность против мышиных 
опухолевых клеток in vitro и in vivo таких соединений, 
как 6-меркаптопурин, 6-тиогуанин и 2,6-диаминопу-
рин. Первоначально они нашли применение в лече-
нии гематологических злокачественных новообразо-
ваний, но в настоящее время различные производные 
пиримидиновых и пуриновых нуклеозидов также про-
являют активность в отношении нескольких видов 
рака. Например, такой пиримидиновый аналог нук-
леозидов, как гемцитабин (2’,2’дифтор-2’дезокси-
цитидин), используется при лечении рака мочевого 
пузыря, поджелудочной железы и легкого [50–52]. 
В работе M. V. Cronauer и соавт. было показано его ин-
гибирующее влияние на пролиферацию опухолевых 
клеток предстательной железы LNCaP [52]. Большин-
ство антиметаболитов тормозят синтез пуриновых 
и пиримидиновых нуклеотидов, необходимых для по-
строения ДНК, инактивируют ферменты, отвечающие 
за репликацию ДНК. Препараты этой группы могут 
также снижать эффективность синтеза РНК, нарушать 

метаболизм аминокислот и синтез белков. Все это 
в конечном счете приводит к индукции апоптоза и ги-
бели злокачественных клеток. По химической струк-
туре можно выделить 3 различных класса пуриновых 
и пиримидиновых антиметаболитов: тиопурины, 
фторпиримидины и 2’-дезоксирибонуклеозидные ана-
логи [53]. Синтезированный еще в 1950-х годах 5-фтор-
уридин стал одним из основных препаратов противо-
опухолевой химиотерапии, применяемым, несмотря 
на 50-летнюю историю, для лечения многих злокаче-
ственных новообразований до настоящего времени.

Было обнаружено, что микоплазменные инфек-
ции снижают эффективность противоопухолевых пре-
паратов – аналогов нуклеозидов (антиметаболитов). 
Показано, что цитостатическая активность антимета-
болитов резко (в 20–150 раз) снижалась при инфи-
цировании M. hyorhinis клеточной линии MCF-7, 
 полученной из инвазивной аденокарциномы протоков 
молочной железы человека. Цитостатическая актив-

Рис. 2. Пути влияния белков-онкогенов микоплазм р37 и DnaK на раз-
витие и поддержание опухолевых клеток. LRP6 – белок-рецептор 
липопротеинов низкой плотности; PARP – поли (АДФ-рибоза) – по-
лимераза; USP10 – ключевой регулятор онкосупрессора p53; PI3K – 
фосфатидилинозитол-3-киназа; NF-kB – ядерный фактор kappa B; 
PKC – протеинкиназа С
Fig. 2. Pathways of influence of mycoplasma p37 and DnaK oncogene proteins 
on the development and maintenance of tumor cells. LRP6low-density 
lipoprotein receptor-related protein 6. PARP – poly (ADP-ribose) polymerase; 
USP10 – a key regulator of the p53 tumor suppressor; PI3K – phos pha-
tidylinositol 3-kinase; NF-kB – nuclear factor kappa B; PKC – proteinkina-
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Indicate growth/activation of an enzyme/oncosuppressor/signaling 
pathway

   Снижение активности фермента/онкосупрессора/сигнального 
пути / Indicate a decrease in enzyme/oncosuppressor/signaling pathway 
activity
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Таблица 2. Влияние микоплазменных инфекций на поддержание и развитие канцерогенеза

Table 2. Effect of mycoplasma infections on the maintenance and development of carcinogenesis

Мико-
плазма 

Mycoplasma

Клеточная линия 
Сell line

Механизм / результат влияния микоплазменной инфекции 
Mechanism / result of influence of mycoplasma infection

Источ-
ник 

Source

A. laidlawii 
(штамм 
PG-8) 
A. laidlawii 
(strain PG-8) 

Лейомиосаркома 
матки человека 

SK-UT-1B 
Human uterine 
leiomyosarcoma 

SK-UT-1B

Существенно изменялся характер распределения клеток по числу хромосом 
по сравнению с контролем. Происходило постепенное увеличение в 13 раз 

количества дицентриков в опытных образцах, тогда как количество хроматид-
ных разрывов увеличивалось только в 2 раза. Дицентрики появлялись 
независимо от других типов хромосомных аберраций и увеличивались 

в количестве по мере удлинения срока контаминации 
The nature of the distribution of cells according to the number of chromosomes changed 
significantly in comparison with the control. There was a gradual increase in the number  

of dicentrics in the experimental samples by 13 times, while the number of chromatid breaks 
increased only 2 times. Dicentrics appear independently of other types of chromosomal 

aberrations and increase in number as the duration of contamination increases

[36] 

M. fer-
mentans 
incognitus, 
M. hominis

Миелоидная 
клеточная линия 

мыши 32D ИЛ-3-за-
висимая 

Myeloid cell line  
of mouse 32D 

 IL-3-dependent

Неинфицированные контрольные клетки не экспрессировали BMP2 в среде, 
не содержащей ИЛ-3. Инфицированные клетки индуцировали экспрессию 

матричной РНК BMP2 в течение 4 ч после инфекции 
Uninfected control cells did not express BMP2 in medium without IL-3. Infected cells induced 

BMP2 matrix RNA expression within 4 hours of infection

[37] 

BEAS-2B (имморта-
лизованные клетки 

бронхиального 
эпителия человека) 

BEAS-2B (immortalized 
human bronchial 
epithelial cells) 

Микоплазменная инфекция запускала экспрессию зрелого секретируемого 
белка BMP2 в клетках BEAS-2B, которые в норме не экспрессируют его. 

BMP2 стимулировал пролиферацию клеток BEAS-2B, трансформированных 
хронической микоплазменной инфекцией. Хронически инфицированные 

микоплазмой клетки BEAS-2B вызывали низкодифференцированные, 
высокозлокачественные и инвазивные опухоли у мышей 

Mycoplasma infection triggered the expression of the mature secreted BMP2 protein  
in BEAS-2B cells, which normally do not express BMP2. BMP2 stimulated proliferation  

of BEAS-2B cells transformed by chronic mycoplasma infection. Chronically infected  
with mycoplasma, BEAS-2B cells induced low-grade, high-grade,  

and invasive tumors in mice

M. arginini

A549 (клетки 
аденокарциномы 

легкого) 
A549 (lung 

adenocarcinoma cells) 

Микоплазменная инфекция стимулировала разные уровни экспрессии BMP2 
в клетках A549 разных штаммов (от неопределяемого до высокого). Высокий 

уровень BMP2 коррелировал с микоплазменной инфекцией 
Mycoplasma infection  stimulated different levels of expression of BMP2 in A549 cells of diffe rent 

strains (from undetectable to high). A high level of BMP2 correlates with mycoplasma infection

HELA

Две сублинии клеток HeLa (A, B) экспрессировали полноразмерную РНК 
BMP2, но только HeLa-B экспрессировала более короткую РНК. Обнаружено, 
что высокий уровень экспрессии РНК BMP2 и новый транскрипт коррелиру-

ют со скрытой инфекцией M. arginini 
Two sublines of HeLa cells (A, B) both expressed the full-length BMP2 RNA, but only HeLa-B 
expressed the shorter RNA. It was found that a high level of BMP2 RNA expression and a new 

transcript correlate with latent infection with M. arginini

ность полностью восстанавливалась в присутствии 
ингибитора тимидинфосфорилазы (5-хлор-6-[1- 
(2-иминопирролидинил) метил] урацила гидрохлорида). 
Снижение цитостатической активности сопровожда-
лось уменьшением включения препарата в нуклеиновые 
кислоты в случае 5-трифтортимидина [54]. В двух неза-
висимых исследованиях S. Liekens и соавт. и V. Voorde 
и соавт. было показано снижение эффективности про-
тивоопухолевых и противовирусных препаратов на ос-
нове нуклеозидов при инфицировании микоплазмами 
[55, 56]. L. Jetté и соавт. обнаружили, что культуры 
клеток рака толстой кишки HCT116 в 5 и 100 раз были 
более устойчивы к 5-фторуридину и 5-фтор-2’-дезок-
сиуридину соответственно при инфицировании ми-

коплазмами [57]. Таким образом, микоплазменная 
инфекция может привести как к уменьшению, так 
и к увеличению цитостатической активности лекарст-
ва в зависимости от того, требует оно дополнительной 
активации или нет. Эти биологические эффекты могут 
быть нормализованы путем совместного примене-
ния антибиотиков, направленных на микоплазмы, 
или специфического ингибитора тимидинфосфори-
лазы. Активность антиметаболитов, требующих фос-
форолиза в качестве стадии активации, была, наоборот, 
повышена в культурах опухолевых клеток, инфициро-
ванных микоплазмами. Цитостатический потенциал 
5’-дезокси-5-фторуридина – промежуточного метабо-
лита капецитабина – был увеличен в 30 раз благодаря 
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Мико-
плазма 

Mycoplasma

Клеточная линия 
Сell line

Механизм / результат влияния микоплазменной инфекции 
Mechanism / result of influence of mycoplasma infection

Источ-
ник 

Source

Myco-
plasma spp.

Нейробластома 
человека BE-M17 

Human neuroblastoma 
BE-M17

Вызывала окислительный стресс в отсутствие воспалительной реакции 
с заметно повышенным уровнем повреждения ДНК. Снижала эффективность 

основного пути, ответственного за восстановление окислительно 
поврежденной ДНК 

Induces oxidative stress in the absence of an inflammatory response with markedly increased 
levels of DNA damage. Reduces the efficiency of the main pathway responsible for the repair  

of oxidatively damaged DNA

[38] 

M. fermen-
tans, 
M. pene-
trans

Миелоидная 
клеточная линия 

мыши 32D ИЛ-3-за-
висимая 

Mouse myeloid cell line 
32D IL-3-dependent

Показана активация NF-kB-пути в ИЛ-3-зависимой клеточной линии 32D, 
инфицированной несколькими видами микоплазм человека. Микоплазмы 

продолжали расти в культуре 32D, лишенной ИЛ-3. Не обнаружено призна-
ков аутокринной продукции ИЛ-3 в клетках 32D, инфицированных мико-
плазмами. Инактивированные нагреванием микоплазмы или препараты 
мембран микоплазм могли поддерживать непрерывный рост клеток 32D 

в культуре без добавления ИЛ-3 в течение значительного периода времени. 
При удалении инактивированных нагреванием микоплазм клетки 32D быстро 

погибали. Хроническая инфекция M. fermentans или M. penetrans вызывала 
злокачественную трансформацию клеток 32D 

An IL-3-dependent 32D cell line infected with several species of human mycoplasmas  
rapidly activating NF-kB lives and continues to grow in culture depleted of IL-3. No signs  
of autocrine production of IL-3 were found in cells infected with mycoplasma. Heat-killed 

mycoplasmas or mycoplasma membrane preparations alone could maintain continuous growth 
of 32D cells in culture without the addition of IL-3 for a significant period of time.  

However, upon removal of heat-inactivated mycoplasmas, 32D cells rapidly apoptated.  
Chronic infection with M. fermentans or M. penetrans induced malignant  

transformation of 32D cells

[39] 

M. hyor-
hinis, 
M. fermen-
tans

Миелоидная 
клеточная линия 

мыши 32D ИЛ-3-за-
висимая 

Mouse myeloid cell line 
32D IL-3-dependent

Ингибировали рост. Вызывали компрессию ядра, деградацию клеточного 
генома и нарушение регуляции экспрессии генов, связанных с пролифера-
цией и апоптозом. Связанные с апоптозом белки Bcl-2, Bid и p53 подавля-

лись, Fas повышалась, а Bax не регулировалась в инфицированных 
микоплазмой клетках 32D 

Growth inhibited. Caused nuclear compression, cell genome degradation and dysregulation  
of gene expression associated with proliferation, apoptosis. Apoptosis-associated proteins 

Bcl-2, Bid, and p53 were down-regulated, Fas was up-regulated, and Bax was down-regulated  
in mycoplasma-infected 32D cells

[40] 

М. fermen-
tans, 
М. arginini, 
М. hominis, 
M. arthri-
tidis

Фибробласты 
человека и мышей 

Human and mouse 
fibroblasts

Активировала путь NF-kB, а также общие характеристики большинства 
опухолевых клеток. M. arginini оказывала наиболее сильный эффект по срав-

нению с протестированными видами. Кроме того, микоплазменная инфекция 
снижала уровень экспрессии и индуцируемость эндогенного p53-чувствитель-
ного гена p21 и ингибировала апоптоз, вызванный генотоксическим стрессом. 
Инфекция M. arginini делала фибробласты эмбрионов крыс и мышей воспри-

имчивыми к трансформации онкогенными H-Ras, тогда как свободные 
от микоплазмы клетки подвергались необратимой p53-зависимой остановке 
роста. Микоплазменная инфекция была так же эффективна, как и опосредо-

ванный shRNA-нокдаун экспрессии р53, делала фибробласты грызунов 
восприимчивыми к Ras-индуцированной трансформации 

Activates the NF-kB pathway as well as general characteristics of most tumor cells. M. arginini 
has the strongest effect among the species tested. In addition, mycoplasma infection reduces the 

level of expression and inducibility of the endogenous p53-sensitive p21 gene and inhibits 
genotoxic stress-induced apoptosis. M. arginini infection rendered rat and mouse embryonic 
fibroblasts susceptible to transformation with oncogenic H-Ras, while mycoplasma-free cells 
underwent irreversible p53-dependent growth arrest. Mycoplasma infection was as effective as 

shRNA-mediated knockdown of p53 expression in making rodent fibroblasts susceptible 
to Ras-induced transformation

[41] 

M. hyorhinis

Миелоидная 
клеточная линия 

мыши 32D ИЛ-3-за-
висимая 

Mouse myeloid cell line 
32D IL-3-dependent

Способствовала накоплению ядерного β-катенина и усиливала экспрессию 
его нижестоящих генов. Увеличивала подвижность раковых клеток. 

M. hyorhinis также индуцировала фосфорилирование LRP6 GSK3β-зависимым 
образом 

Promotes the accumulation of nuclear β-catenin and increases the expression of downstream 
β-catenin genes. Increases the mobility of cancer cells. M. hyorhinis also induces LRP6 

phosphorylation in a GSK3β-dependent manner

[43] 

Продолжение табл. 2

Continuation of table 2
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Мико-
плазма 

Mycoplasma

Клеточная линия 
Сell line

Механизм / результат влияния микоплазменной инфекции 
Mechanism / result of influence of mycoplasma infection

Источ-
ник 

Source

M. hyorhinis

Клеточные линии 
рака простаты РС3 

и DU145 
Prostate cancer cell lines 

PC3 and DU145

Микоплазменный белок p37 индуцировал рост, изменял морфологию клеток 
и увеличивал экспрессию генов в клеточных линиях рака предстательной 
железы. Рекомбинантный p37 вызывал увеличение ядер, обозначающее 

активные анапластические клетки, и увеличивал миграционный потенциал 
клеток PC-3 и DU145 

The mycoplasmal p37 protein induced growth, altered cell morphology, and increased gene 
expression in prostate cancer cell lines. Recombinant p37 caused an increase in nuclei, 

indicating active anaplastic cells, and increased the migratory potential of PC-3 and DU145 cells

[44] 

Моноцитарная 
клеточная линия 
человека THP-1 

Human monocytic cell 
line THP-1

Микоплазменная инфекция индуцировала быструю и значительную секре-
цию ИЛ-1β и ИЛ-18. За индукцию ИЛ-1β отвечал мембранный белок мико-

плазмы, ассоциированный с липидами (LAMP). Секреция ИЛ-1β была 
NLRP3-зависимой in vitro и in vivo. Микоплазма активировала инфламмасому 
NLRP3 за счет активности катепсина B, оттока K(+), притока Ca(2+) и продук-

ции активных форм кислорода 
Mycoplasma infection induced rapid and strong secretion of IL-1β and IL-18. The mycoplasma 
lipid-associated membrane protein (LAMP) was responsible for the induction of IL-1β. IL-1β 

secretion was NLRP3 dependent in vitro and in vivo. Mycoplasma activated the NLRP3 
inflammasome through cathepsin B activity, K(+) efflux, Ca(2+) influx, and reactive oxygen 

species production

[47] 

Гепатоцеллюлярная 
карцинома HCC 

SNU‐739, SNU‐368 
Hepatocellular carcinoma 

HCC SNU-739, 
SNU-368

Микоплазменная инфекция усиливалась при нокдауне транскрипционного 
фактора А (TFAM) в клетках HCC, способствуя их метастазированию, а также 

миграции и инвазии за счет активации сигнального пути NF-kB 
Mycoplasma infection was enhanced by transcription factor A (TFAM) knockdown in HCC 

cells, promoting their metastasis, as well as migration and invasion due to activation of the 
NF-kB signaling pathway

[42] 

Mycoplasma 
spp.

Клеточная линия 
ХМЛ 

CML cell line

Хроническая микоплазменная инфекция способствовала макрофагальной 
защите клеток ХМЛ от клеток-киллеров 

Chronic mycoplasma infection contributed to the macrophage protection of CML cells from 
killer cells

[48] 

M. genita-
lium, 
M. hyorhinis

Доброкачественные 
клетки предстатель-
ной железы человека 

BPH-1 
Benign human prostate 

cells BPH-1

BPH-1 достигали независимого прикрепления и роста, а также повышенной 
миграции и инвазии. Злокачественность была подтверждена образованием 
ксенотрансплантатных опухолей у бестимусных мышей. Такие изменения 

приводили к увеличению кариотипической энтропии, проявляющейся 
накоплением хромосомных аберраций и полисомией 

BPH-1 achieved independent attachment and growth, as well as increased migration and 
invasion. Malignancy was confirmed by the formation of xenograft tumors in athymic mice. 

Such changes led to an increase in karyotypic entropy, manifested by the accumulation  
of chromosomal aberrations and polysomy

[49] 

Примечание. ХМЛ – хронический миелоидный лейкоз; ИЛ-3 – интерлейкин-3; ИЛ-1β – интерлейкин-1β; ИЛ-18 – интерлей-
кин-18; NF-kB – ядерный фактор kappa B. 
Note. CML – сhronic myeloid leukemia; IL-3 – interleukin 3; IL-1β – interleukin 1β; IL-18 – interleukin 18; NF-kB – nuclear factor kappa B.

Окончание табл. 2

The end of table 2

кодируемой микоплазмой тимидинфосфорилазе, эф-
фективно превращающей пролекарство в его актив-
ный метаболит 5-фторуридин [58]. Показано, что ин-
фицирование микоплазмой может стимулировать 
изменения в метаболизме пиримидина в клетках зло-
качественных опухолей [59]. В частности, отмечались 
активация процесса катаболизма нуклеозидов и сни-
жение активности их синтеза de novo в инфицирован-
ных микоплазмой эукариотических клетках [60].

У микоплазм сильно редуцированы метаболиче-
ские пути, и синтезировать нуклеозиды de novo они 
не способны. Однако эти бактерии имеют ферменты, 
участвующие в процессе катаболизма нуклеозидов, 

в результате которого они получают не только нуклео-
тиды для построения ДНК, но и энергию (рис. 3). 
Г. Фисунов и соавт. изучили протеомный профиль ми-
коплазм и реконструировали карту энергетического 
метаболизма M. hominis. Было обнаружено, что эта 
бактерия может использовать нуклеозиды в качестве 
источника углерода. Применение нуклеозидов пири-
мидинового ряда позволяет ей переходить в состоя-
ние, подобное персистерам, что дает возможность 
быть устойчивой к антибиотикам, избегать действия 
иммунной системы, свободно персистировать внутри 
организма хозяина и вызывать хронические инфекции 
[61, 62]. Возможно, эта особенность метаболизма 
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 микоплазм объясняет их стремление инфицировать 
именно злокачественные клетки, когда доступность 
к определенным питательным веществам повышена. 
Предполагают, что ферментативная активность одно-
го из основных ферментов катаболизма нуклеозидов 
пиримидинового ряда микоплазм – тимидинфосфо-
рилазы DeoA – может быть инструментом, снижа-
ющим эффективность пиримидиновых антиметабо-
литов (аналоги пиримидиновых нуклеозидов, такие 
как 5-фтор-2’-дезоксиуридин 5-трифтортимидин 
и 5-галогенированные 2’-дезоксиуридины, могут 
разла гаться тимидинфосфорилазой микоплазм до не-
активных оснований) (рис. 4). Интересно, что тими-
динфосфорилаза не только является ключевым фер-
ментом катаболизма нуклеозидов пиримидинового 
ряда, но и идентична тромбоцитарному фактору роста 
эндотелиальных клеток (platelet-derived endothelial cell 
growth factor, PD-ECGF) [63, 64]. Роль нуклеозидного 
метаболизма в развитии опухоли, а также механизмы 
влияния микоплазм на эффективность антиметаболи-
тов требуют дальнейшего исследования.

Рис. 3. Схема катаболизма нуклеозидов в клетках микоплазм
Fig. 3. Scheme of nucleoside catabolism in mycoplasma cells

Рис. 4. Влияние микоплазм на эффективность противоопухолевых 
препаратов
Fig. 4. Effect of mycoplasmas on the efficacy of anticancer drugs
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заКЛючЕНИЕ
Таким образом, получено достаточное количест-

во данных, подтверждающих повышенную колони-
зацию микоплазмами опухолевой ткани по сравне-
нию со здоровой, их участие в злокачественной 
трансформации клеток, влияние на течение онколо-
гического заболевания и исход лечения. Предложены 
некоторые молекулярные механизмы, с помощью 
которых микоплазмы способствуют иммортализа-
ции, пролиферации и инвазивности опухолевых кле-
ток, определены два возможных онкогена мико-
плазм – липопротеин р37 и шаперон DnaK. Однако 
молекулярные механизмы и пути воздействия мико-

плазм в процессе онкогенеза требуют дальнейшего 
всестороннего исследования. Следует уделить более 
пристальное внимание изучению хронической ин-
фекции, особенно при новообразованиях, даже если 
они носят доброкачественный характер. Необходимо 
также дальнейшее исследование взаимодействия ми-
коплазм с нуклеозид-производными противоопухо-
левыми препаратами, поскольку это увеличит шансы 
на благоприятный исход лечения онкологических 
заболеваний. Нельзя исключать, что микоплазмы мо-
гут быть потенциальным маркером рака или мише-
нью для улучшения профилактики и терапии этой 
патологии.
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Хроническое ультрафиолетовое облучение 
индуцирует развитие устойчивой резистентности 
клеток меланомы к противоопухолевым препаратам
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Введение. Меланома относится к группе наиболее злокачественных новообразований, отличающихся агрессивным 
ростом и активным метастазированием. при этом эффективность терапии, в первую очередь таргетной терапии, 
во многом ограничена быстрым развитием резистентности к препаратам.
Цель исследования – изучить влияние хронического ультрафиолетового (УФ) облучения на формирование субпо-
пуляции устойчивых к УФ клеток меланомы, а также особенности клеточного сигналинга и чувствительность УФ-
резистентных клеток меланомы к действию противоопухолевых препаратов.
Материалы и методы. эксперименты проводились на культивируемых in  vitro клетках меланомы А375. клетки 
культивировали в стандартной среде DMEM + 10 % FBS, анализ скорости роста клеток проводили с помощью МТТ-теста; 
выживаемость клеток после облучения анализировали с использованием колониеобразующего теста. Транскрип-
ционную активность рецептора эстрогенов (ER) определяли методом репортерного анализа при трансфекции 
в клетки плазмиды, содержавшей ген-репортер люциферазы под контролем промотора с эстроген-респонсивным 
элементом. Для анализа экспрессии клеточных белков использовали метод иммуноблоттинга; сравнительный ана-
лиз экспрессии ERα и ERβ проводили с помощью иммунофлуоресцентного метода.
Результаты. Длительное УФ-облучение приводит к формированию УФ-резистентной субпопуляции клеток мелано-
мы А375, отличающейся пониженной чувствительностью к таргетным (вемурафенибу) и гормональным (тамоксифе-
ну) препаратам на фоне повышенной экспрессии Snail – активатора эпителиально-мезенхимального перехода 
и при отсутствии заметных изменений в экспрессии белков PI3K (фосфоинозитид-3-киназы) / mTOR (мишень рапа-
мицина млекопитающих) сигналинга. Метформин снижает экспрессию Snail как в родительских, так и в УФ-резис-
тентных клетках А375 и усиливает цитостатический эффект в комбинации с вемурафенибом или тамоксифеном.
Заключение. полученные данные свидетельствуют о снижении чувствительности к таргетным препаратам клеток 
меланомы на фоне длительной экспозиции с УФ. Способность метформина потенцировать действие таргетных пре-
паратов и ингибировать Snail позволяет рассматривать это лекарственное стредство не только как противоопухоле-
вый агент, но и как потенциальный ингибитор эпителиально-мезенхимального перехода.

Ключевые слова: клетки меланомы, ультрафиолетовое облучение, вемурафениб, тамоксифен, резистентность
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of melanoma cells to anticancer drugs

Yu. Yu. Shchegolev1, M. A. Karpukhina1, D. V. Sorokin1, 2, A. M. Scherbakov1, 2, O. E. Andreeva1, V. E. Razuvaeva1, T. A. Bogush1, 
I. N. Mikhailova1, 3, L. V. Demidov1, M. V. Gudkova1, M. A. Krasil’nikov1, 2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115522, 
Russia; 



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

3

51ТОМ 10 / VOL. 10  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

2National Research Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod; 23 Gagarin Prospekt, Nizhny Novgorod 603022, Russia; 
3Prof. V. F. Voino-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Ministry of Health of Russia; 1 Partizan Zheleznyak St., 
Krasnoyarsk, Russia

C o n t a c t s : Mikhail Alexandrovich Krasil’nikov krasilnikovm1@ya.ru

Introduction. Melanoma belongs to the group of the most malignant tumors characterized by aggressive growth and 
active metastasis. At the same time, the effectiveness of therapy, primarily targeted therapy, is largely limited by the 
rapid development of drug resistance.
Aim. To study the effect of chronic ultraviolet (UV) irradiation on the formation of a population of radiation-resistant 
melanoma cells; to study the features of cell signaling and the sensitivity of UV-resistant melanoma cells to the antitu-
mor drugs.
Materials and methods. The experiments were carried out on in vitro cultured A375 melanoma cells. Cells were cultured 
in a standard DMEM + 10 % FBS medium; cell growth rate was analyzed using the MTT assay; cell survival after irradiation 
was analyzed using a colony-forming test. Determination of the transcriptional activity of the estrogen receptor (ER) 
was performed by reporter analysis upon transfection into cells of a plasmid containing the luciferase reporter gene 
controlled by estrogen responsive element. The immunoblotting method was used to analyze the expression of cellular 
proteins; comparative analysis of ERα and ERβ expression was performed by immunofluorescent method.
Results. Long-term UV irradiation leads to the formation of a UV-resistant subpopulation of A375 melanoma cells, which 
is characterized by decreased sensitivity to targeted (vemurafenib) and hormonal (tamoxifen) drugs, increased expres-
sion of Snail, an activator of the epithelial-mesenchymal transition, and in the absence of noticeable changes in the 
expression of PI3K / mTOR signaling. Metformin reduces Snail expression in both parental and UV-resistant A375 cells 
and enhances the cytostatic effect in combination with vemurafenib or tamoxifen.
Conclusion. The data obtained demonstrate a decrease in the sensitivity of melanoma cells to targeted drugs under the 
long-term exposure to UV. The ability of metformin to potentiate the action of targeted drugs and inhibit Snail allows 
us to consider metformin not only as an antitumor agent, but also as a potential inhibitor of the epithelial-mesenchymal 
transition.

Keywords: melanoma cells, ultraviolet irradiation, vemurafenib, tamoxifen, resistance
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ВВЕдЕНИЕ
На сегодняшний день меланома рассматривается 

как одно из наиболее агрессивных злокачественных 
новообразований кожи, отличающихся высоким ри-
ском развития рецидивирования и метастазирования. 
Меланома характеризуется выраженной генетической 
нестабильностью и высоким уровнем мутаций, среди 
которых наиболее распространенной является мутация 
в гене BRAF, расположенная на 600-м кодоне 15-го экзо-
на (BRAFV600E). В настоящее время в клиническую прак-
тику активно внедряются новые таргетные препараты, 
тропные к мутантному эпитопу BRAF, однако эффек-
тивность таргетной терапии во многом ограничена 
возникновением резистентности к препаратам – врож-
денной или приобретенной в процессе терапии.

Одним из основных внешних факторов, способст-
вующих злокачественной трансформации меланоци-
тов кожи и развитию меланомы, является ультрафио-
летовое (УФ) облучение, длительное воздействие 
которого вызывает целый каскад мутаций в ДНК ме-
ланоцитов, приводящих в итоге к трансформации кле-
ток. Собственно, роль УФ-облучения в инициации 
злокачественного роста довольно хорошо изучена, 
идентифицированы мутации, вызванные облучением, 
получившие общее название УФ-сигнатуры, в том чи-
сле драйверные мутации таких генов, как Р53, PTEN, 
p14ARF, p16INK4a, ARID2, PPP6C, SNX31, некоторые 

варианты BRAF и ряд других [1]. Менее исследован 
вопрос о влиянии УФ-облучения на клетки, прошед-
шие злокачественную трансформацию. Установлено, 
что оно вызывает каскад апоптотических реакций 
в клетках меланомы, сопровождающийся остановкой 
клеточного деления и гибелью клеток; идентифици-
рованы отдельные белки, участвующие в развитии 
УФ-индуцированного апоптоза [2]. Вместе с тем прак-
тически не изучен вопрос о воздействии хроническо-
го УФ-облучения на клетки меланомы, в том числе 
возможность и механизм формирования клонов кле-
ток меланом, устойчивых к данному облучению. Про-
демонстрировано участие р53-сигналинга в реализа-
ции УФ-индуцированного апоптоза [3], выявлены 
отдельные белки, в частности MEK-ERK-STAT3-сиг-
налинга, ассоциированные с резистентностью клеток 
меланом к УФ-облучению [4], однако особенности 
формирования УФ-резистентных клонов и взаимо-
связь УФ-резистентности и чувствительности клеток 
меланом к противоопухолевым препаратам, в первую 
очередь таргетным, остаются малоисследованными.

В настоящей работе в условиях хронического 
УФ-облучения культивируемых in vitro клеток меланомы 
А375 была получена сублиния клеток, отличающаяся 
частичной резистентностью к УФ-облучению. Резис-
тентные к УФ клетки характеризовались понижен-
ной чувствительностью к таргетным (вемурафенибу) 
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и гормональным (тамоксифену) препаратам на фоне 
повышенной экспрессии Snail – активатора эпители-
ально-мезенхимального перехода (ЭМП). Метформин 
усиливал цитостатический эффект препаратов и сни-
жал экспрессию Snail, что свидетельствует об актив-
ности этого лекарственного средства не только 
как противоопухолевого агента, но и как потенциаль-
ного ингибитора ЭМП.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Эксперименты проводились на культивируемых 

in vitro клетках меланомы А375. В работе использова-
лись методы, представленные ниже.

Культивирование клеток. Клетки меланомы А375 
культивировали в стандартной среде DMEM («ПанЭко», 
Россия), содержавшей 4,5 г / л глюкозы, 10 % эмбрио-
нальной сыворотки телят (FBS HyClone, США) и ген-
тамицин (50 ед. / мл) («ПанЭко», Россия), при 37 °С 
и 5 % СО

2
. Культивирование клеток выполняли в ин-

кубаторе NU-5840E (NuAire, США). При анализе ско-
рости роста количество клеток определяли с исполь-
зованием МТТ-теста, основанного на восстановлении 
живыми клетками реагента МТТ (3-(4,5-диметилтиа-
зол-2)-2,5-дифенилтетразол бромида) в кристаллы 
формазана (нерастворимые в культуральных средах).

Репортерный анализ. Для определения транскрип-
ционной активности рецептора эстрогенов (ER) про-
водили трансфекцию клеток плазмидой, содержавшей 
ген-репортер люциферазы под контролем промотора 
с эстроген-респонсивным элементом, любезно предо-
ставленной George Reid и Frank Gannon [5]. Для конт-
роля за эффективностью и потенциальной токсичностью 
процедуры трансфекции применялась котрансфекция 
клеток плазмидой, содержавшей ген β-галактозидазы. 
Активность люциферазы измерялась по стандартному 
протоколу (Promega, США) на люминометре Tecan 
Infinite M200 Pro (США). Расчет активности люцифе-
разы проводили в условных единицах (отношение об-
щей активности люциферазы к активности галактози-
дазы в исследованных образцах).

Иммуноблоттинг. Клетки на стадии формирования 
80 % монослоя дважды промывали на чашках (60 мм; 
Corning, США) 2 мл фосфатного буфера. Для получе-
ния тотального клеточного экстракта к образцам до-
бавляли по 130 мкл буфера следующего состава: 50 мM 
Трис-HCl pH 7,4; 1 % Igepal CA-630, 150 мM NaCl, 1 мM 
тетраацетата этилендиамина, 1 мM дитиотреитола, 
1 мкг / мл апротинина, леупептина и пепстатина, 1 мM 
фторида натрия и ортованадата натрия (Merck, США). 
Образцы клеточных экстрактов центрифугировали 
(10 000 g, 10 мин, 4 °C, центрифуга Eppendorf 5417R) 
и проводили стандартный электрофорез и иммуно-
блоттинг, как описано ранее [6]. В цитозольных экс-
трактах исследовали содержание расщепленной формы 
PARP, phospho-p53, p53, Snail, мишень рапамицина 
млекопитающих (mTOR), phospho-mTOR, phospho-
S6K, S6K, phospho-Akt, Akt, Slug, ERα (Cell Signaling 

Technology, США). Для контроля эффективности им-
муноблоттинга использовали антитела к α-тубулину 
(Cell Signaling Technology, США).

Анализ экспрессии рецепторов эстрогенов α и β им-
мунофлуоресцентным методом. В работе использова-
лись первичные моноклональные антитела к ERα 
и ERβ и вторичные антикроличьи антитела, конъюги-
рованные с флуоресцентным красителем DyLight650 
(Abcam, ab98510). Клетки А375 инкубировали с пер-
вичными антителами 14–16 ч при +37 ºС в темноте, 
со вторичными – 1,5 ч при +4 ºС в темноте. Интенсив-
ность флуоресценции клеток оценивали на проточном 
цитометре Beckman Coulter Navios. Специфическая 
флуоресценция клеток рассчитывалась в программе 
FlowJo 10.0.8 с помощью критерия Колмогорова– 
Смирнова.

Ультрафиолетовое облучение и отбор устойчивых 
к ультрафиолетовому облучению клеток. Облучение 
проводили с помощью УФ-лампы Vilber Lourmat 
(Франция) мощностью 6 Вт модели VL-6. LC. На клет-
ки А375 воздействовали УФ-излучением диапазона C 
с длиной волны 254 нм и интенсивностью 50 Дж / м2. 
Для отбора УФ-резистентных клеток клетки А375 под-
вергали воздействию УФ 1 раз в неделю в течение 
12 нед с последующим поддержанием роста клеток 
в течение не менее 40 дней после последнего раунда 
облучения.

Колониеобразующий тест. Клетки А375 рассеивали 
на культуральные чашки диаметром 60 мм (Corning, 
США) в среде DMEM, содержавшей 10 % FBS. 
На следующий день культуральную среду удаляли, 
клетки облучали УФ (длина волны 254 нм) и рассеи-
вали на 6-луночный культуральный планшет (Corning, 
США) в стандартной культуральной среде с образова-
нием 50–2000 колоний на лунку. Колонии фиксиро-
вали и окрашивали 20 % метанолом и 0,2 % кристал-
лическим фиолетовым после 10-дневного периода 
инкубации в инкубаторе с 5 % СО

2
, 37 °С. Любую ко-

лонию, состоящую из более чем 50 клеток, оценивали 
как выживший клон.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили в программе Microsoft Excel. Во всех слу-
чаях статистические критерии считали достоверными 
при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Влияние однократного ультрафиолетового облучения 

на клетки меланомы А375. Основной целью работы 
явилось исследование возможных изменений чувст-
вительности клеток меланомы к противоопухолевым 
препаратам под действием УФ-облучения. Экспери-
менты проводились на культивируемых in vitro клетках 
меланомы А375, несущих мутацию BRAFV600Е и чувст-
вительных к ингибитору BRAF вемурафенибу.

Клетки А375 облучали под лампой 6W Vilber Lour-
mat (Франция) VL-6. LC, интенсивность 25–50 Дж / м2, 
как было описано выше. Однократное УФ-облучение 

http://vl-6.lc/
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клеток меланомы А375 в диапазоне 254 нм приводит 
к выраженной гибели клеток (рис. 1, a), сопровожда-
ющейся повышением уровня апоптотических марке-
ров: накоплением фосфорилированной формы р53, 
расщеплением PARP и повышением экспрессии мар-
кера ЭМП Snail (рис. 1, б).

Разработка модели хронического ультрафиолетово-
го облучения культивируемых in vitro клеток меланомы 
А375. Для моделирования хронического облучения про-
ведены 12 раундов облучения клеток в диапазоне УФ 
254 нм с интенсивностью 50 Дж / м2 с частотой 1 раз 
в неделю, последующие эксперименты с выжившими 
клетками (сублиния А375 / UVR) выполняли в стан-
дартной среде в течение 2 мес после последнего раунда 
облучения. Сравнительный анализ чувствительности 

Рис. 1. Влияние ультрафиолетового (УФ) облучения на клетки мела-
номы линии А375: а – клетки А375 облучали УФ 1 и 3 с, 1s IRR и 3s IRR, 
как описано в тексте, через 48 ч с помощью МТТ-теста определяли 
количество выживших клеток. Представлены средние значения ± 
стандартное отклонение двух независимых экспериментов; б – имму-
ноблоттинг образцов клеток А375 через 24 ч после УФ-облучения про-
водили, как описано в тексте. Представлены результаты одного 
из трех независимых экспериментов. Антитела к α-тубулину исполь-
зовали для контроля загрузки образцов в гель
Fig. 1. Influence of ultraviolet (UV) irradiation on A375 melanoma cells: 
a – A375 cells were irradiated with UV 1–3 s, 1s IRR and 3s IRR, respec-
tively, as described in the text of the article, and after 48 h the amount of vi-
able cells was assessed by the MTT-test. Data represent the mean value ± 
standard deviation of two independent experiments; б – A375 cells exposed 
to UV irradiation, and after 24 h were subjected to immunoblotting. Protein 
loading was controlled by membrane hybridization with α-tubulin Abs. The 
blot represents the results of one of the three similar experiments
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Рис. 2. Сравнительный анализ клеток А375 и резистентной к ультра-
фиолетовому (УФ) излучению сублинии А375 / UVR: а – колониеобразу-
ющий тест. Клетки облучали УФ и рассеивали на 6-луночный планшет 
с образованием 50–2000 колоний на лунку. Окраску колоний проводили 
через 10–14 сут, как описано в тексте; б – иммуноблоттинг образцов 
клеток А375 и А375 / UVR. Представлены результаты одного из трех 
независимых экспериментов
Fig. 2. Comparative analysis of A375 and resistant to ultraviolet (UV) irra-
diation A375 / UVR cells: a – colony-forming test. The cells were exposed to 
UV and seeded on 6-well plates for growing 50–2000 colonies per well. The 
colonies were stained after 10–14 days as described in the text of the arti-
cle; б – immunoblotting of A375 and A375 cells. The blot represents the re-
sults of one of the three similar experiments
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клеток к УФ-облучению с использованием теста на ко-
лониеобразование показал существенное увеличение 
эффективности этого процесса в клетках А375 / UVR 
по сравнению с родительскими клетками, что свиде-
тельствует о развитии частичной резистентности к об-
лучению в клетках А375 / UVR (рис. 2, a). Исследова-
ние основных белков ростового сигналинга в клетках 
А375 и А375 / UVR не выявило существенных различий 

а

б

а
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в экспрессии белков, за исключением Snail, ключево-
го активатора ЭМП, экспрессия которого оказалась су-
щественно выше в резистентных клетках (рис. 2, б).

Чувствительность клеток меланомы А375 к вемура-
фенибу; комбинированный эффект вемурафениба и мет-
формина. Сравнительный анализ чувствительности 
родительских и УФ-резистентных клеток меланомы 
А375 к ингибитору BRAF вемурафенибу показал сни-
жение чувствительности УФ-резистентных клеток 
А375 / UVR к антипролиферативному действию вему-
рафениба (рис. 3, a). Как отмечалось выше, резистентные 
клетки А375 / UVR сохраняют практически неизмен-
ным уровень экспрессии белков Akt- и mTOR-сигна-
линга (см. рис. 2, б), что свидетельствует о потенци-
альной возможности усиления цитостатического 
эффекта при комбинированном воздействии на клет-
ки вемурафениба и ингибиторов mTOR. В дальнейших 
экспериментах в качестве последнего использовался 
метформин – антидиабетический препарат с мини-
мальными побочными эффектами, обладающий ши-

роким спектром действия, в том числе являющийся 
непрямым ингибитором mTOR-сигналинга. Мы по-
казали, что комбинация вемурафиниба с сублеталь-
ными дозами метформина усиливает цитостатический 
эффект на родительские и УФ-резистентные клетки 
меланомы (рис. 3, б). Анализ влияния этого препарата 
на основные белки клеточного сигналинга выявил вы-
раженное снижение экспрессии Snail в присутствии 
метформина, в том числе в УФ-резистентных клетках 
(рис. 4), что позволяет рассматривать его в качестве 
одного из соединений, не только обладающих анти-
пролиферативной активностью, но и препятствующих 
активизации ЭМП.

Эстрогеновый сигналинг в клетках меланомы А375; 
чувствительность клеток меланомы к антипролифе-
ративному действию антиэстрогена тамоксифена. Ис-
пользование тамоксифена в качестве дополнительной 
линии терапии меланом активно обсуждается в лите-
ратуре, однако результаты как экспериментальных, 
так и клинических исследований носят довольно про-
тиворечивый характер [7, 8].

Проведенный в наших экспериментах анализ со-
держания ER в клетках меланомы А375 методом 

Рис. 3. Влияние вемурафениба (VF) в концентрации 0,125–2 мкМ (а) 
и вемурафениба в концентрации 0,25 мкМ в комбинации с 2 мM мет-
формина (MF) (б) на рост клеток А375 и А375 / UVR. Клетки культи-
вировали с указанными препаратами в течение 72 ч, количество вы-
живших клеток определяли с помощью МТТ-теста. Представлены 
средние значения ± стандартное отклонение трех независимых экспе-
риментов
Fig. 3. Influence of 0,125–2 μМ vemurafenib (VF) (a) and 0,25 μМ vemu-
rafenib in combination with 2 mM metformin (MF) (б) on the growth of А375 
and А375 / UVR cells. The cells were cultured with indicated drugs within 72 h, 
and the amount of viable cells was assessed by the MTT-test. Data represent 
the mean value ± standard deviation of three independent experiments

Рис. 4. Влияние метформина (MF) на экспрессию белков в клетках 
А375 и А375 / UVR. Клетки культивировали в присутствии 2 мM мет-
формина 24 ч и проводили иммуноблоттинг образцов, как описано 
в тексте. Представлены результаты одного из трех независимых экс-
периментов
Fig. 4. Metformin (MF) influence on the protein expression in А375 and 
А375 / UVR cells. The cells were treated with 2 mM metformin for 24 h, and 
the cells were subjected to immunoblotting as described in the text of the ar-
ticle. The blot represents the results of one of the three similar experiments
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проточной цитометрии показал присутствие в клетках 
α- и β-форм этого рецептора, при этом содержание 
ERβ практически в 3 раза превышает содержание ERα 
(см. таблицу). Определение транскрипционной актив-
ности ERα с использованием репортерной плазмиды, 
содержавшей ген люциферазы под контролем эстро-
ген-респонсивного элемента, не выявило изменений 
его активности под действием эстрогенов или анти-
эстрогенов, что свидетельствует о низкой транскрип-
ционной активности ERα в клетках меланомы А375 
(рис. 5).

Сравнительный анализ экспрессии и активности 
ERα в родительских и УФ-резистентных клетках ме-
ланомы не показал существенных различий в уровне 
ERα; однократное УФ-облучение клеток приводило 
к снижению содержания ERα, при этом транскрипци-
онная активность менялась незначительно (рис. 6). 
Несмотря на низкую активность ERα, был выявлен 
выраженный цитостатический эффект антиэстрогена 
тамоксифена на клетки меланомы А375; при этом, 
как и в случае с вемурафенибом, мы обнаружили сни-
жение чувствительности к тамоксифену в УФ-рези-
стентных клетках А375 / UVR (рис. 7, a). Комбинация 
тамоксифена с метформином усиливает цитостатиче-
ский эффект, в большей степени – в родительских 
клетках А375 (рис. 7, б).

В целом полученные результаты свидетельствуют 
о формировании УФ-резистентной популяции клеток 
меланомы в условиях длительного УФ-облучения, 
для которой характерна пониженная чувствительность 
к таргетным и гормональным препаратам на фоне по-
вышенной экспрессии активатора ЭМП Snail. Метфор-
мин в комбинации с вемурафенибом или тамоксифе-
ном усиливает цитостатический эффект и снижает 
экспрессию Snail, что свидетельствует о потенциальной 
перспективности использования метформина при про-
ведении противоопухолевой терапии.

ОБСУждЕНИЕ
Мутации в гене BRAF встречаются в 40–85 % слу-

чаев меланомы, повышенная частота мутации отмеча-
ется в метастазах и рецидивирующих меланомах [9, 
10]. Чаще всего мутация локализуется в 600-м кодоне 

Рис. 5. Эстрогеновый сигналинг в клетках А375. Репортерный анализ 
транскрипционной активности ERα. Клетки А375 трансфецировали 
плазмидой, содержавшей ген-репортер люциферазы под контролем 
промотора с эстроген-респонсивным элементом, и плазмидой, содер-
жавшей ген β-галактозидазы, и культивировали в присутствии 10–8 M 
17β-эстрадиола (E2) и 5 × 10–6 М тамоксифена (ТАМ). Через 24 ч опре-
деляли активность люциферазы и β-галактозидазы, как описано в тек-
сте. Расчет активности люциферазы проводили в у. е. (отношение 
общей активности люциферазы к активности β-галактозидазы в ис-
следованных образцах). Представлены средние значения ± стандарт-
ные отклонения трех независимых экспериментов. 
Fig. 5. Estrogen signaling in A375 cells. Reporter analysis of ERα transcrip-
tional activity. A375 cells were transfected with the plasmid containing the 
luciferase reporter gene under the estrogen-responsive elements, and 
β-galactosidase plasmid, and cells were cultured in the presence of 10–8 M 
17-β estradiol (E2) and 5 × 10–6 M tamoxifen (TAM). After 24 h the lucife rase 
and β-galactosidase activities were determined as described in the text of the 
article. The relative luciferase activity was calculated in arbitrary units as the 
ratio of the luciferase to the galactosidase activity. Data represent mean va-
lue ± standard deviation of three independent experiments

Содержание рецепторов эстрогенов ERα и ERβ, определенное с помощью иммунофлуоресцентного метода

Level of estrogen receptors ERα and ERβ determined by immunofluorescence assay

Показа-
тель 

Parameter

Уровень экспрессии (доля 
специфически флуоресциру-
ющих клеток относительно 

контроля), % 
Expression level (is the proportion of 

specifically fluorescent cells relative to 
the control), %

Интенсивность экспрессии (отношение 
среднего геометрического интенсивности 

флуоресценции в опытном образце 
к контролю), у. е. 

Expression intensity (is the ratio of the geometric 
mean fluorescence intensity in the test sample to 

the control), r. u.

Индекс экспрессии (интегральный 
показатель, равный произведению 

интенсивности и уровня экспрессии, 
деленному на 100), у. е. 

Expression index (an integral indicator equal 
to the product of intensity and expression level 

divided by 100), r. u.
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гена BRAF, в результате которой происходит замена 
валина на глутаминовую кислоту (V600E) [11]. Иден-
тификация мутаций, приводящих к усиленной акти-
вации BRAF, способствовала разработке селективных 
ингибиторов, включая вемурафениб (PLX4032) и да-
брафениб (GSK2118436), которые ингибируют пере-
дачу ростового сигнала в MAP-киназном каскаде.

Вемурафениб (N-(3-([5-(4-Хлорфенил)-1H-пир-
роло[2,3-b]пиридин-3-ил]  карбонил)-2,4-дифторфе-
нил)пропан-1-сульфонамид) является сильным инги-
битором мутантной киназы BRAF [12] и проявляет 
высокую противоопухолевую активность в клетках 
меланомы с мутацией BRAFV600E [9, 13]. Ответ клеток 
меланомы на этот препарат может варьировать в зависи-
мости от уровня экспрессии гена BRAF или количества 
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Рис. 7. Влияние тамоксифена (TAM) в концентрации 2–5 мкМ (а) 
и тамоксифена в концентрации 5 мкМ в комбинации с 2 мM метфор-
мина (MF) (б) на рост клеток А375 и А375 / UVR. Клетки культивиро-
вали с указанными препаратами в течение 72 ч, количество выживших 
клеток определяли с помощью МТТ-теста. Представлены средние 
значения ± стандартное отклонение трех независимых экспериментов
Fig. 7. Influence of 2–5 μM tamoxifen (TAM) (а) and 5 μM tamoxifen in 
combination with 2 mM metformin (MF) (б) on the growth of А375 and 
А375 / UVR cells. The cells were cultured with indicated drugs within 72 h, 
and the amount of viable cells was assessed by the MTT-test. Data represent 
the mean value ± standard deviation of three independent experiments

Рис. 6. Влияние ультрафиолетового (УФ) облучения на экспрессию 
и транскрипционную активность эстрогенового рецептора ERα в клет-
ках А375 и А375 / UVR. Клетки облучали УФ, через 24 ч содержание ERα 
в образцах клеток определяли методом иммуноблоттинга (а); актив-
ность ERα анализировали методом репортерного анализа (б). Пред-
ставлены средние значения ± стандартное отклонение трех незави-
симых экспериментов. E2 – 17β-эстрадиол
Fig. 6. The influence of ultraviolet irradiation (UV) on the expression of es-
trogen receptor α (ERα) and its transcriptional activity in А375 and 
А375 / UVR cells. The cells were exposed to UV, and after 24 h the ERα ex-
pression was determined by immunoblotting (a); ERα activity was measured 
by reporter gene analysis (б). Data represent mean value ± standard deviation 
of three independent experiments. E2 – 17-β estradiol
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матричной РНК (мРНК) BRAF. Несмотря на высокие 
показатели ответа на терапию в начале применения 
вемурафениба, у пациентов с метастатической мела-
номой во многих случаях наблюдается довольно стре-
мительное прогрессирование заболевания на фоне 
продолжения терапии, что указывает на развитие при-
обретенной резистентности к нему в клетках мелано-
мы. Как правило, приобретенная резистентность 
к данному препарату связана с реактивацией незабло-
кированных сигнальных путей, в частности путей ре-
цепторной тирозинкиназы PDGFR [14], киназы CRAF 
(RAF1) и ряда других [15, 16]. Продемонстрирована 
важная роль эпигенетических факторов в формирова-
нии резистентности к вемурафенибу, в том числе ме-
тилирования ДНК [17], изменения спектра отдельных 
микроРНК, регулирующих ростовой сигналинг в клет-
ках меланом [18].

Особый интерес представляет вопрос о возможных 
изменениях чувствительности меланомы к вемурафе-
нибу под действием различных повреждающих и ге-
нотоксических факторов, в том числе под действием 
УФ-облучения. Роль УФ-облучения в злокачественной 
трансформации меланоцитов и прогрессировании ме-
ланомы достаточно хорошо изучена, продемонстри-
рована ведущая роль мутаций ДНК, индуцированных 

облучением, в трансформации клеток, в том числе 
мутаций Р53, PTEN, p14ARF, p16INK4a, BRAF и ряда дру-
гих [1]. Действие УФ-облучения на трансформирован-
ные клетки меланомы сопровождается активизацией 
апоптотического каскада и частичной гибелью клеток 
[3]. Лишь в единичных работах исследовались особен-
ности метаболизма клеток меланомы, обладающих 
повышенной устойчивостью к УФ-облучению. Так, 
в клетках, резистентных к нему, выявлены существен-
ная реаранжировка сигнальных путей и активизация 
ростового / антиапоптотического сигналинга [4], про-
демонстрировано развитие УФ-резистентности при 
инактивации р53 сигнального пути [3].

В какой степени изменения клеточного сигналин-
га, ассоциированные с развитием УФ-резистентности, 
могут влиять на чувствительность клеток меланом 
к противоопухолевым препаратам? В настоящей рабо-
те мы исследовали чувствительность клеток меланомы 
А375 и УФ-резистентной сублинии А375 / UVR, полу-
ченной в результате хронического облучения клеток УФ, 
к ингибитору BRAF вемурафенибу [13] и ингибитору 
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эстрогенового сигналинга тамоксифену, возможное 
использование которого в терапии меланом активно 
обсуждается в литературе [7, 8]. Было показано, что 
развитие резистентности клеток меланомы к УФ-об-
лучению сопровождается снижением чувствительности 
клеток к обоим препаратам; дополнительное воздей-
ствие на клетки метформина, относящегося к группе 
активаторов АМРК и непрямых ингибиторов mTOR, 
приводит к усилению их цитостатического эффекта. 
Сравнительный анализ белков клеточного сигналинга 
выявил конститутивную активацию Snail – основного 
активатора ЭМП, в УФ-резистентных клетках; при 
этом метформин приводил к существенному подавле-

нию экспрессии Snail в родительских и УФ-резистент-
ных клетках.

заКЛючЕНИЕ
В целом полученные результаты свидетельствуют 

о формировании в условиях длительного УФ-облучения 
клона УФ-резистентных клеток, характеризующихся 
пониженной чувствительностью к вемурафенибу и та-
моксифену, а также активацией белков, ассоциирован-
ных с ЭМП. Метформин усиливает цитостатический 
эффект в комбинации с обоими препаратами, что по-
зволяет рассматривать его в качестве потенциального 
противоопухолевого препарата в терапии меланом.
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пиррол-карбоксамидов в отношении опухолевых 
клеточных сублиний с множественной 
лекарственной устойчивостью
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Введение. Вещества, именуемые митотическими ядами и влияющие на динамическое состояние микротрубочек 
веретена деления, являются хорошо известными и эффективными химиотерапевтическими препаратами. эти веще-
ства связываются с микротрубочками, влияя тем самым на процессы полимеризации или деполимеризации тубули-
на, что в конечном счете приводит к остановке клеточного цикла в M-фазе (митотическая катастрофа) и последу ющей 
гибели клеток по механизму апоптоза. В предыдущих исследованиях мы показали высокую цитотоксическую 
и противоопухолевую активность пиррол-карбоксамидов (пк) (пк-61 и пк-84) в отношении широкого спектра 
опухолевых клеточных линий эпителиального происхождения, включая трижды негативный рак молочной железы, 
рак легких и предстательной железы.
Цель исследования – изучить цитотоксическую активность пк-61 и пк-84 в отношении опухолевых клеточных 
линий с множественной лекарственной устойчивостью.
Материалы и методы. Исследования проводили на клеточных линиях трижды негативного рака молочной железы, 
резистентного к паклитакселу (HCC1806 Tx-R), и остеосаркомы, резистентной к доксорубицину (SaOS-2 Dox-R). Со-
гласно ранее проведенным исследованиям обе опухолевые клеточные сублинии имели фенотип множественной 
лекарственной устойчивости.
Результаты. противоопухолевая активность пк обусловлена их способностью ингибировать процессы полимери-
зации тубулина. Данные иммунофлуоресцентной микроскопии показали способность пк нарушать процессы сбор-
ки тубулина в опухолевых клетках. В результате ингибирования полимеризации тубулина в этих клетках происходит 
остановка клеточного цикла в М-фазе, что приводит к накоплению митотических клеток и индуцирует апоптоз.
Заключение. Результаты исследований показывают высокую цитотоксическую активность соединений пк-61 и пк-84 
в отношении опухолевых клеточных линий с множественной лекарственной устойчивостью, что открывает перспек-
тивы для создания новых эффективных противоопухолевых средств на основе пк.

Ключевые слова: микротрубочки, деполимеризация тубулина, клеточный цикл, апоптоз, множественная лекарст-
венная устойчивость, трижды негативный рак молочной железы, остеосаркома, пиррол-карбоксамиды, паклитаксел, 
винбластин, доксорубицин
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востью. Успехи молекулярной онкологии 2023;10(3):59–71. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-59-71
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Mechanisms of cytotoxic activity of pyrrole-carboxamides against multidrug-resistant  
tumor cell sublines

A. R. Galembikova1, P. D. Dunaev1, F. F. Bikinieva1, I. G. Mustafin1, P. B. Kopnin2, S. S. Zykova3, F.I. Mukhutdinova1, 
E. A. Sarbazyan4, S. V. Boichuk1, 5–7
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Introduction. Mitotic poisoning agents (MPAs) affecting the dynamic state of the microtubules, are the well-known and 
effective chemotherapeutic agents. Mitotic poisoning agents are binding to the microtubules, and thereby interfere with 
tubulin polymerization or depolymerization dynamic state, resulting in the cell cycle arrest in M-phase (mitotic catastro-
phe) and subsequent apoptotic cell death. We reported previously about potent cytotoxic activities against the 
pyrrole-carboxamides (PCs) (PC-61 and PC-84) against broad spectrum of cancer cell lines, including triple negative 
breast cancer, lung and prostate cancer.
Aim. To examine the cytotoxic activities of PC-61 and PC-84 against multidrug-resistant cancer cell lines indicated above.
Materials and methods. Studу was performed on the triple-negative paclitaxel-resistant breast cancer cell line HCC1806 
Tx-R and doxorubicin-resistant osteosarcoma SaOS-2 Dox-R cell line.
Results. The cytotoxic activity of PCs was due to the inhibition of tubulin polymerization. Immunofluorescence staining data 
revealed PC’s ability to interfere with tubulin’s assembly in multidrug-resistant cancer cell lines. As an outcome of inhibition 
of tubulin polymerization, PCs induced cell cycle arrest in M-phase, and further led to apoptotic cell death of cancer cells.
Conclusion. Collectively, we demonstrated potent cytotoxic activity of PCs against cancer cell lines with multidrug-re-
sistant phenotype, which arising the possibilities to develop novel and effective anti-tumor agents that belongs to mi-
totic poisoning agents.

Keywords: microtubules, tubulin depolymerization, cell cycle, apoptosis, multidrug resistance, triple negative breast 
cancer, osteosarcoma, pyrrole-carboxamides, paclitaxel, vinblastine, doxorubicin.

For citation: Galembikova A. R., Dunaev P. D., Bikinieva F. F. et al. Mechanisms of cytotoxic activity of pyrrole-carboxam-
ides against multidrug-resistant tumor cell sublines. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Onco logy 
2023;10(3):59–71. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-59-71

ВВЕдЕНИЕ
Микротрубочки являются важными регуляторами 

широкого спектра физиологических процессов, вклю-
чая пролиферацию и миграцию клеток, транспорт вези-
кул в процессе эндоцитоза и хромосомную сегрегацию 
во время митоза. Последний процесс рассматривается 
как привлекательная молекулярная мишень для дейст-
вия противоопухолевых препаратов, что подтвержда-
ется наличием довольно большого количества 
как природных, так и синтетических низкомолекуляр-
ных соединений, эффективно влияющих на динами-
ческое состояние микротрубочек и вызывающих по-
следующую гибель опухолевых клеток по механизму 
апоптоза вследствие незавершенности клеточного 
цикла и так называемой катастрофы в митозе [1, 2]. 
Молекулярный механизм действия химиотерапевти-
ческих препаратов, мишенью которых являются микро-
трубочки, обусловлен их способностью вмешиваться 
в динамическое состояние микротрубочек посредст-

вом ингибирования или усиления полимеризации ту-
булина. К веществам, которые ингибируют процессы 
полимеризации тубулина, относятся алкалоиды бар-
винка, колхицин и его аналоги, майтанзин и пироне-
тин [3–6], а к химиопрепаратам (ХП), способствующим 
полимеризации тубулина, – таксаны (паклитаксел, 
доцетаксел) [7, 8]. Помимо таксанов, продукты мор-
ских губок (например, лаулималид [9] и пелорузид А 
[10]) также усиливают полимеризацию тубулина и ста-
билизируют микротрубочки, приводя к аналогичным 
для клетки фатальным последствиям [11].

Было обнаружено, что помимо «классических» 
ХП, избирательно влияющих на динамическое состо-
яние микротрубочек, способностью оказывать влия-
ние на процессы полимеризации тубулина обладают 
также некоторые таргетные препараты, относящиеся 
к группе ингибиторов рецепторных и нерецепторных 
киназ. Например, тивантиниб изначально разрабаты-
вался как ингибитор тирозинкиназы c-Мet и довольно 
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успешно прошел клинические испытания именно 
в качестве таргетного препарата [12]. Однако резуль-
таты последующих исследований продемонстрирова-
ли, что терапевтический эффект данного лекарствен-
ного средства может быть обусловлен не только 
ингибированием соответствующего сигнального пути 
в опухолевых клетках [13], но и его способностью вли-
ять на процессы полимеризации тубулина [14]. Ана-
логичным образом ригосертиб, ингибирующий ак-
тивность полоподобной киназы типа 1 (Plk1) [15], 
в дальнейшем также показал способность эффективно 
препятствовать процессу полимеризации тубулина 
[16]. Для некоторых химических соединений была об-
наружена обратная закономерность. Например, 
для нокодазола – известного митотического яда (МЯ), 
нарушающего процессы деполимеризации тубулина, 
впоследствии была обнаружена высокая активность 
в отношении ряда киназ, включая ABL, c-KIT, BRAF 
и MEK [17, 18]. Некоторые ингибиторы киназ, кото-
рые клинически одобрены или в настоящее время про-
ходят клинические испытания II или III фазы (напри-
мер, селонсертиб, маситиниб, нинтеданиб, PF0477736, 
мезилат SNS-314, MPI0479605 и понатиниб), прояви-
ли стабилизирующий эффект на микротрубочки 
без прямого взаимодействия с тубулином [19, 20].

Митотические яды (в первую очередь таксаны 
и алкалоиды барвинка) обычно используются в тера-
пии пациентов с солидными злокачественными ново-
образованиями, а также гемобластозами преимущест-
венно в составе комбинированной химиотерапии. 
Однако их длительное применение ограничено, в том 
числе вследствие образования резистентности опухо-
лей. Вторичная резистентность злокачественных но-
вообразований к данным химиотерапевтическим пре-
паратам может быть следствием развития в опухолевых 
клетках различных адаптационных механизмов, среди 
которых выделяют повышение экспрессии в опухолевых 
клетках ABC-транспортеров [21, 22], изменение уров-
ня экспрессии специфических изотипов β-тубулина 
[23], мутации β-тубулина, остановку клеточного цикла 
вследствие активации соответствующих чек-поинтов 
и др. [24]. Кроме того, использование МЯ сопряжено 
с развитием серьезных побочных эффектов, включа-
ющих периферическую нейропатию, миело- и имму-
носупрессию и другие, что существенным образом 
ограничивает их продолжительное использование 
и является стимулом для разработки новых эффектив-
ных и менее токсичных химиотерапевтических препа-
ратов с аналогичным механизмом действия.

Результаты ранее проведенных нами исследований 
показали высокую цитотоксическую и противоопу-
холевую активность этил-2-аминопиррол-3-карбок-
силатов (пиррол-карбоксамидов, ПК) в отношении 
довольно широкого спектра опухолевых клеточных 
линий и ксенографтных опухолей [25–27]. Молекуляр-
ный механизм их действия обусловлен способностью 
влиять на динамическое состояние микротрубочек 

путем ингибирования полимеризации тубулина, что 
приводит к остановке клеточного цикла в М-фазе 
и гибели опухолевых клеток по механизму апоптоза. 
Эти данные, свидетельствующие о противоопухолевой 
активности пиррол-содержащих химических соедине-
ний, согласуются с результатами других исследований. 
Например, в зарубежной научной литературе имеются 
данные о цитотоксической и проапоптотической ак-
тивности некоторых пиррол-содержащих соединений, 
осуществляемой за счет их способности оказывать 
влияние на процессы полимеризации тубулина [28, 29]. 
В 2020–2021 гг. наша научная группа синтезировала 
пиррол-содержащие химические соединения, основ-
ной молекулярной мишенью для которых явился кол-
хициновый сайт связывания в молекуле тубулина, что 
обусловливало их способность эффективно нарушать 
процессы полимеризации данного белка [30]. В ре-
зультате комплексного анализа их активности, осно-
ванного как на методах компьютерного моделирова-
ния, так и на биологических методах, мы выявили 
2 лидерных соединения (ПК-61 и ПК-84), обладаю-
щих наибольшей аффинностью к колхицин-связыва-
ющему домену тубулина и максимальной биологиче-
ской активностью в отношении данной клеточной 
мишени. Ожидаемыми результатами данного взаимо-
действия на клеточном уровне были накопление 
 опухолевых клеток эпителиального происхождения 
в M-фазе клеточного цикла и их последующая гибель 
по механизму апоптоза. Следует отметить, что про-
апоптотическая активность данных соединений под-
тверждена in vivo на ксенографтных моделях злокаче-
ственных опухолей молочной железы [30].

Результаты настоящего исследования иллюстри-
руют высокую активность вышеуказанных лидерных 
соединений в отношении опухолевых клеточных 
сублиний с признаками множественной лекарствен-
ной устойчивости (МЛУ), что имеет, на наш взгляд, 
большое научно-практическое значение и создает 
предпосылки для разработки новых противоопухоле-
вых препаратов, эффективных в отношении широко-
го спектра злокачественных новообразований, в том 
числе с признаками вторичной резистентности к ХП, 
используемым в настоящее время в практической он-
кологии.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Химические соединения. Пиррол-карбоксамиды 61 

и 84 были синтезированы в наших лабораториях в со-
ответствии со стандартными протоколами, как пока-
зано в предыдущих исследованиях [30–32]. Структуры 
и спектры ядерного магнитного резонанса ПК-61 
и ПК-84 приведены в опубликованной ранее статье 
[30]. Паклитаксел, винбластин (SigmaAldrich, США), 
ПК-61 и ПК-84 были растворены в 100 % диметил-
сульфоксиде (ДМСО) (SigmaAldrich, США). В качест-
ве контроля клетки инкубировали в культуральной 
среде с соответствующей концентрацией ДМСО 
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(конечная концентрация 0,1 %). Пиррол-карбоксами-
ды 61 и 84 использовались в концентрации, близкой 
к IC50 (10 мкМ), паклитаксел (1 мкМ) и винбластин 
(0,01 мкМ) были использованы в данных концентра-
циях, подобранных ранее [30].

Клеточные линии и условия их культивирования. 
В настоящем исследовании использовали 2 опухолевые 
клеточные сублинии – клеточную линию трижды не-
гативного рака молочной железы, резистентную к пакли-
такселу (HCC1806 Тх-R), и клеточную линию остеосар-
комы, резистентную к доксорубицину (SaOS-2 Dox-R), 
ранее полученные в нашей лаборатории путем после-
довательного культивирования материнских опухолевых 
линий с постепенно увеличивающимися концентра-
циями ХП [33]. Линии HCC1806 и SaOS-2 получены 
из Американской коллекции клеточных культур (Ame-
rican Type Culture Collection, ATCC). Все клеточные 
линии культивировали во влажной атмосфере с 5 % CO

2
 

при 37 °С (LamSystems, Россия) в среде RPMI-1640 
(OOO «ПанЭко», Россия) с добавлением 15 % эмбрио-
нальной бычьей сыворотки (HyClone, США), 1 % L-глю-
тамина, 50 ед. / мл пенициллина и 50 мкг / мл стрепто-
мицина (OOO «ПанЭко», Россия).

Анализ жизнеспособности клеточных линий. Опухо-
левые клетки засевали в 96-луночные плоскодонные 
планшеты (Corning Inc., США). Спустя 24 ч инкуби-
ровали в присутствии ПК-61 и ПК-84 или раствори-
теля (ДМСО) в течение 48 ч. Затем к клеткам добавляли 
реагент MTS (Promega, США) на 1 ч. Жизнеспособ-
ность клеток оценивали на спектрофотометре 
MultiScan FC (Thermo Fisher Scientific, США) при дли-
не волны 492 нм. Половинную ингибирующую кон-
центрацию (IC 50) исследуемых соединений определяли 
с использованием электронного ресурса http://ic50.tk / 
(по состоянию на 25.04.2023). Все данные нормализо-
ваны относительно контрольных клеток. Были прове-
дены 3 повтора для каждого экспериментального ус-
ловия.

Вестерн-блоттинг. Для приготовления клеточных 
экстрактов клетки лизировали буфером для радиоим-
мунопреципитации – RIPA (25 мМ Tris-HCl (pH 7,6); 
150 мМ NaCl; 5 мМ ЭДТА; 1 % NP-40; 1 % дезоксихо-
лат натрия; 0,1 % SDS) с добавлением ингибиторов 
протеаз и фосфатаз. Лизаты клеточных культур инкуби-
ровали в RIPA буфере течение 20 мин при 4 °С, а затем 
центрифугировали в течение 30 мин при 13 000 об. / мин 
при 4 °С. Концентрацию белка в образцах определя-
ли с помощью BCA (Thermo Fisher Scientific, США) 
по методу Брэдфорда. Образцы, содержащие 30 мкг 
белка, вносили в кассеты с 4–12 % Bis-Tris NuPAGE 
гелем (Invitrogen, США). Электрофорез проводили 
при 4 °C в течение 3 ч с использованием постоянного 
напряжения (80 В) в NuPAGE MOPS SDS буфере 
(Invitrogen, США).

Перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану 
осуществляли в соответствующем буфере (25 мМ Трис, 
метанол (рН 8,3)) при 350 мА в течение 1,5 ч при 4 °С.  

Для блокирования неспецифических взаимодействий 
и разведения антител использовали 5 % обезжиренное 
сухое молоко. Нитроцеллюлозную мембрану инкуби-
ровали с первичными антителами (АТ) в течение 16 ч 
при 4 °С, а затем со вторичными АТ, конъюгирован-
ными с HRP (Santa Cruz Biotechnology, США), в тече-
ние 1 ч. Экспрессию белков определяли в системе ви-
зуализации хемилюминесценции Fusion Solo S (Vilber 
Lourmat, Франция). Эксперименты проводили в трех 
повторностях.

Иммунофлуоресцентная микроскопия. Для про-
ведения иммунофлюоресцентного окрашивания ис-
следуемых образцов опухолевые клетки засевали 
на покровные стекла, предварительно покрытые поли-
L-лизином (Sigma-Aldrich, США), и культивировали 
в 6-луночных плоскодонных планшетах (Corning Inc., 
США) в течение 48 ч, а затем в исследуемую культуру 
клеток вносили вышеуказанные химические соедине-
ния и культивировали в течение 8 ч. После инкубации 
покровные стекла с клетками фиксировали 4 % рас-
твором формальдегида в течение 15 мин при ком-
натной температуре. После трехкратного отмыва фос-
фатно-солевым буфером клетки инкубировали 
в блокирующем растворе (фосфатно-солевой буфер 
с 5 % козьей сывороткой и 0,3 % Triton X-100) в тече-
ние 60 мин при комнатной температуре. Далее к клет-
кам добавляли АТ к p-H3 (Ser10), конъюгированные 
со вторичными АТ Alexa Fluor 488 (Cell Signaling, 
США) и разведенные в соотношении 1: 200 в фосфат-
но-солевом буфере, содержащем 1 % бычий сыворо-
точный альбумин и 0,3 % Triton X-100 (инкубация 
в течение 16 ч при 4 °С). После трехкратного отмыва 
фосфатно-солевым буфером к клеткам добавляли 
ядерный краситель DAPI (Sigma-Aldrich, США).

Для исследования тубулиновых микротрубочек 
покровные стекла с клетками фиксировали смесью 
метанола и ацетона (соотношение 1: 1) в течение 20 мин 
при –20 °С. После блокирования неспецифических 
сайтов связывания клеточные образцы инкубировали 
с первичными моноклональными АТ к α-тубулину 
(Sigma-Aldrich, США) в течение 16 ч при 4 °С. После 
отмыва фосфатно-солевым буфером клетки инкуби-
ровали со вторичными АТ, конъюгированными с те-
хасским красным (Invitrogen, США), в течение 60 мин 
при комнатной температуре. В дальнейшем проводи-
ли окрашивание ядер красителем DAPI (Sigma-Aldrich, 
США).

Для индукции деполимеризации микротрубочек 
клетки предварительно подвергали холодовому шоку 
(планшеты с клетками находились на льду в течение 
1 ч) и далее культивировали в предварительно подо-
гретой до 37 °С культуральной среде в присутствии 
исследуемых соединений в течение 2 ч для стимуляции 
полимеризации тубулина. Далее проводили описан-
ную выше окраску на α-тубулин. Клетки визуализиро-
вали на флуоресцентном микроскопе Olympus BX63 
(Olym pus, Япония).

http://ic50.tk/
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Для каждого экспериментального условия были 
проведены 2 повтора.

Проточная цитофлуориметрия. Анализ клеточного 
цикла в опухолевых клетках выполняли на проточном 
цитофлуориметре Guava Muse (Luminex, США) с ис-
пользованием набора CellCycleKit (Luminex, США) 
в соответствии с протоколом производителя. Были 
проведены 5 повторов для каждого эксперименталь-
ного условия.

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью теста Краскела–Уоллиса с последующим 
тестом Манна–Уитни–Уилкоксона с корректировкой 
Бенджамини–Хохберга в программном обеспечении 
R (R Foundation for Statistical Computing, Австрия; до-
ступно онлайн: https://www.R-project.org / , по состоянию 
на 25.04.2023).

РЕзУЛьТаТы
На начальном этапе исследования было обнару-

жено, что инкубация опухолевых клеток с фенотипом 
МЛУ с соединениями ПК-61 и ПК-84 приводит к на-
коплению клеток округлой формы (рис. 1). Аналогич-
ные результаты получены при культивировании опу-
холевых клеток с винбластином.

С учетом результатов проведенного нами ранее 
компьютерного моделирования, показавших, что кол-
хициновый домен тубулина является наиболее ве-
роятным сайтом связывания ПК с тубулином [30], 
следующим этапом исследований стало изучение спо-
собности данных соединений влиять на процессы по-
лимеризации тубулина на клеточном уровне. С этой 
целью клетки сублинии НCC1806 Тх-R культивировали 
с вышеуказанными ПК, а также ХП винбластином 

и паклитакселом в течение 8 ч, после чего проводили 
иммунофлуоресцентное окрашивание для выявления 
структурных изменений в α-тубулине. Было обнару-
жено, что в результате культивирования опухолевых 
клеток с ПК наблюдается диффузное окрашивание 
α-тубулина (рис. 2). Аналогичная картина наблюда-
лась при культивировании опухолевых клеток с вин-
бластином, что свидетельствует о нарушении процес-
сов полимеризации микротрубочек тубулина. В то же 
время инкубация опухолевых клеток с паклитакселом 
приводила к образованию характерных тяжей и пучков 
тубулина, что говорит о нарушении процессов дина-
мического равновесия белков цитоскелета в сторону 
их стабилизации (см. рис. 2).

Аналогичные результаты были получены в экспе-
риментах на клетках, предварительно подвергнутых 
«холодовому шоку», что позволило оценить динамику 
полимеризации микротрубочек после их разрушения 
в результате часовой инкубации клеток при 4 °C и по-
следующего культивирования клеток в физиологиче-
ских условиях (37 °C в течение 2 ч) для последующей 
инициации процессов полимеризации тубулина. Как 
и ожидалось, после «разрушения» сети тубулина в ре-
зультате воздействия на клетки «холодового шока» 
нормализация условий их культивирования приводи-
ла к восстановлению сетчатой структуры данного бел-
ка, что являлось отражением процессов активной 
сборки микротрубочек (рис. 3). В то же время в клет-
ках, культивированных после «холодового шока» 
в присутствии винбластина, а также ПК, аналогичных 
изменений не наблюдалось, что подтверждало их спо-
собность ингибировать процессы сборки микротрубо-
чек и полимеризации тубулина (см. рис. 3).

Рис. 1. Морфологические изменения в клетках сублиний HCC1806 Tx-R (а) и SaOS-2 Dox-R (б), культивированных в течение 24 ч в присутствии 
растворителя (диметилсульфоксида) (отрицательный контроль), винбластина (0,01 мкМ) (положительный контроль), пиррол-карбоксамидов 
61 (ПК-61) и 84 (ПК-84) (10 мкМ). ×10
Fig. 1. Changes in morphology of HCC1806 Tx-R (а) and SaOS-2 Dox-R (б) cancer cells treated by pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84) (10 
μM), vinblastine (0,01 μM) (positive control), dimethyl sulfoxide (negative control) for 24 h. ×10

Контроль / Control                                   Винбластин / Vinblastine                                     ПК-61 / PC-61                                               ПК-84 / PC-84

а

б
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Рис. 2. Ингибирование сборки микротрубочек в опухолевых клетках линии НCC1806 Тх-R под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК). Клетки 
НCC1806 Тх-R инкубировали с диметилсульфоксидом (контроль), паклитакселом (10 мкМ), винбластином (0,01 мкМ), ПК-61 и ПК-84 (10 мкМ) 
в течение 8 ч, а затем фиксировали смесью метанола и ацетона и окрашивали моноклональными антителами к α-тубулину (красный цвет) 
и ядерным красителем DAPI (синий цвет). ×100
Fig. 2. Pyrrole-carboxamides (PCs) disrupt the microtubules network in cancer cells. HCC1806 Тх-R breast cancer cells were treated with dimethyl sulfoxide 
(control), Paclitaxel (10 μM), Vinblastine (0,01 μM), PC-61 and PC-84 (10 μM) for 8 h, fixed with a mixture of methanol and acetone, and stained with 
monoclonal antibodies targeting α-tubulin (red). DAPI nuclear staining (blue) was used to outline the nuclei. ×100

Рис. 3. Ингибирование сборки микротрубочек в опухолевых клетках линии НCC1806 Тх-R под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК), предвари-
тельно подвергшихся «холодовому шоку». Клетки сублинии НCC1806 Тх-R инкубировали на льду в течение 1 ч, затем при 37 °С в течение 2 ч 
в присутствии диметилсульфоксида (контроль), паклитаксела (10 мкМ), винбластина (0,01 мкМ), ПК-61 и ПК-84 (10 мкМ). Клетки фиксиро-
вали смесью метанола и ацетона и окрашивали моноклональными антителами к α-тубулину (красный цвет) и ядерным красителем DAPI (синий 
цвет). ×100
Fig. 3. Pyrrole-carboxamides (PCs) inhibit the microtubules assembly in cancer cells. HCC1806 were incubated in ice-cold culture medium (“cold shock”) 
within 1 h in presence of dimethyl sulfoxide (control), Paclitaxel (10 μM), Vinblastine (0,01 μM), PC-61 and PC-84 (10 μM). After 1 h, the media were replaced 
with pre-warmed medium (37 °C) and cells were further cultured for 2 h to initiate tubulin polymerization. Cells were fixed with a mixture of methanol and 
acetone, and stained with monoclonal antibodies targeting α-tubulin (red). DAPI nuclear staining (blue) was used to outline the nuclei. ×100
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Таблица 1. Распределение фаз клеточного цикла в клетках сублинии остеосаркомы SaOS-2 Dox-R после воздействия пиррол-карбоксамида 61 
(ПК-61) и ПК-84 (10 мкМ) (n = 5)

Table 1. Cell cycle distribution in SaOS-2 Dox-R cancer subline treated with pyrrole-carboxamide 61 (PC-61) and PC-84 (10 μM) (n = 5)

Группа 
Group

G0 / G1 S G2 / М

Контроль 
Control

75,8 ± 2,7 5,80 (5,5–5,9) 9,4 ± 3,4

ПК-61 67,9 ± 2,3* 9,6 ± 2,1* 15,1 ± 2,5*

ПК-84 48,0 (48–48,5) ** 11,1 ± 0,9 * 28,30 (27,6–29) *

*р <0,05. **р <0,01.
Примечание. Нормально распределенные данные представлены как среднее ± стандартное отклонение; ненормально распре-
деленные данные – как медиана (межквартильный интервал). S – синтетическая фаза клеточного цикла; G0 – фаза покоя 
клеточного цикла; G1 – пресинтетическая фаза клеточного цикла; G2 – постсинтетическая фаза клеточного цикла; M – 
фаза митоза клеточного цикла. 
Note. Normally, distributed data are presented as mean ± standard deviation, non-normally distributed data – as median (interquartile range).  
S – the synthetic phase of the cell cycle; G0 – the resting phase of the cell cycle; G1 – the presynthetic phase of the cell cycle; G2 – the post-synthetic phase 
of the cell cycle; M – the mitosis phase of the cell cycle.

Рис. 4. Накопление опухолевых клеток линии SaOS-2 Dox-R в G2 / М-фазе клеточного цикла под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК). Репрезен-
тативные изображения распределения фаз клеточного цикла в клетках сублинии остеосаркомы SaOS-2 Dox-R, культивированных в присутст-
вии диметилсульфоксида (контроль), ПК-61 и ПК-84 (10 мкМ) в течение 12 ч. S – синтетическая фаза клеточного цикла; G0 – фаза покоя 
клеточного цикла; G1 – пресинтетическая фаза клеточного цикла; G2 – постсинтетическая фаза клеточного цикла; M – фаза митоза клеточ-
ного цикла
Fig. 4. Accumulation of SaOS-2 Dox-R cancer cells in the G2 / M phases after treatment with pyrrole-carboxamides (PCs). Representative histograms illustrating 
the changes in cell cycle profile of SaOS-2 Dox-R cells treated with dimethyl sulfoxide (negative control), PC-61, and PC-84 (10 μM) for 12 h. S – the synthetic 
phase of the cell cycle; G0 – the resting phase of the cell cycle; G1 – the presynthetic phase of the cell cycle; G2 – the post-synthetic phase of the cell cycle; 
M – the mitosis phase of the cell cycle
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Таким образом, снижение уровня конфлюентно-
сти опухолевых клеточных культур и повышение ко-
личества клеток округлой формы при их инкубации 
с ПК (см. рис. 1) могли быть результатом нарушения 
процессов полимеризации белка тубулина в опухоле-
вых клетках, что приводило к остановке клеточного 
цикла в одной из точек рестрикции. Для подтвержде-
ния правомочности данной гипотезы проведен анализ 
фаз клеточного цикла в опухолевых клетках. Резуль-
таты проточной цитофлуориметрии показывают уве-
личение количества клеток сублинии SaOS-2 Dox-R 
в фазах G2 / M после их инкубации с ПК (рис. 4).

Анализ распределения клеток по фазам клето ч-
ного цикла представлен в табл. 1. Аналогичные дан-
ные были получены в отношении клеток сублинии 
НCC1806 Тх-R.

С учетом накопления клеток округлой формы после 
воздействия на опухолевые клетки ПК (рис. 1) и накоп-
ления клеток в G2 / M-фазах клеточного цикла (рис. 4) 
в дальнейшем было проведено изучение уровня экспрес-
сии маркеров М-фазы в клетках, культивированных 
с ПК. Результаты иммунофлюоресцентной микроско-
пии, представленные на рис. 5, показывают, что после 
воздействия ПК на опухолевые клетки сублинии 
НCC1806 Тх-R происходит значительное увеличение 
числа клеток, экспрессирующих гистон 3, фосфорили-
рованный по остаткам серина в положении 10 (p-H3 
(Ser10)), являющийся, как известно, общепринятым 
маркером митоза. Аналогичные данные были получены 
в отношении винбластина, но не паклитаксела, что яв-
лялось косвенным свидетельством наличия резистент-
ности к паклитакселу у данной опухолевой сублинии.
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Рис. 5. Накопление опухолевых клеток линии НCC1806 Тх-R в М-фазе под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК). Репрезентативные изображе-
ния клеток сублинии НCC1806 Тх-R, инкубированных в присутствии диметилсульфоксида (отрицательный контроль), паклитаксела (1 мкМ), 
винбластина (0,01 мкМ, положительный контроль), ПК-61 (10 мкМ) и ПК-84 (10 мкМ) в течение 8 ч. Клетки фиксировали 4 % параформаль-
дегидом и окрашивали антителами к р-Н3 (Ser10), конъюгированными с флюорохромом Alexa 488 (зеленый цвет) и ядерным красителем DAPI 
(синий цвет). ×10
Fig. 5. Pyrrole-carboxamides (PCs) induce accumulation of НCC1806 Тх-R breast cancer cells in M-phase. The representative images of cancer cells treated 
with dimethyl sulfoxide (negative control), paclitaxel (1 μM), and vinblastine (0.01 μM) (positive control), PC-61 and 84 (10 μM) for 8 h. The cells were fixed 
with 4 % paraformaldehyde and immunostained by using Alexa 488-conjugated anti-p-Н3 (Ser10) antibody (green color). Cell nuclei were outlined by staining 
with DAPI (blue color). ×10
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Рис. 6. Нарушения регуляции клеточного цикла в опухолевых клетках субли-
ний HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R под влиянием пиррол-карбоксамидов 61 
(П-61) и 84 (ПК-84). Уровень экспрессии p-NuMA (Ser395), р-H3 (Ser10), 
Mdm2, циклинов A2 и B1, р-Cdk2 (Tyr15) в клетках сублиний HCC1806 Tx-R 
(a) и SaOS-2 Dox-R (б) после их культивирования с диметилсульфокси-
дом (отрицательный контроль), ПК-61, 84 (10 мкМ) и винбластином 
(0,01 мкМ) в течение 48 ч. Уровень экспрессии актина использовали в каче-
стве контроля белковой нагрузки в исследуемых образцах
Fig. 6. Pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84) induce abnorma-
lities of cell cycle regulation in HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R cancer sublines. 
Immunoblot analysis for the expression of p-NuMA (Ser395), p-H3 (Ser10), 
Mdm2, cyclins A2 and B1, and р-Cdk2 (Tyr15) in HCC1806 Tx-R (a) и SaOS-2 
Dox-R (б) cells treated with dimethyl sulfoxide (negative control), PC-61 and 
84 (both 10 μM), and Vinblastine (0,01 μM) for 48 h. Actin stain was used as 
a loading control
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а бПовышение экспрессии p-H3 (Ser10) в опухолевых 
клетках после воздействия на них ПК и винбластина 
было также подтверждено методом иммуноблоттинга 
(рис. 6). Помимо этого, было обнаружено значитель-
ное усиление экспрессии фосфорилированной формы 
белка NUMA (p-NuMa (Ser395)), также являющегося 
маркером М-фазы клеточного цикла (см. рис. 6). На-
против, после воздействия на опухолевые клетки ПК 
экспрессия р-Cdk2 (Tyr15), циклина A2, B1 и Mdm2 
снижалась. Следует отметить, что в опухолевых клет-
ках, культивированных с винбластином, изменения 
в экспрессии большинства вышеуказанных белков 
были менее выраженными по сравнению с ПК, 
что свидетельствует о большей (по сравнению с ХП) 
способности синтезированных нами химических со-
единений вызывать нарушения регуляции клеточного 
цикла в опухолевых клетках с фенотипом МЛУ.

Следствием выраженных нарушений в регуляции 
клеточного цикла опухолевых сублиний рака молоч-
ной железы и остеосаркомы с фенотипом МЛУ яви-
лась их последующая гибель, о чем свидетельствовали 
данные колориметрического MTS-теста. Значения 
половинных концентраций соединений, ингибиру-
ющие жизнеспособность опухолевых клеток (IC50), 
представлены в табл. 2.

Чтобы выяснить, явилась ли цитотоксическая ак-
тивность ПК in vitro следствием активации апоптоза 
в опухолевых клетках, проведен анализ экспрессии 
маркеров апоптоза (расщепленные формы каспазы-3 
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и поли(АДФ-рибоза)-полимеразы) до и после воздей-
ствия на них ПК. Действительно, мы обнаружили зна-
чительное увеличение экспрессии маркеров апоптоза 
в клеточных сублиниях HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R 
после воздействия на них ПК (рис. 7). Следует отме-
тить, что ПК проявляли большую проапоптоти ческую 
активность для обеих клеточных сублиний по сравне-
нию с винбластином.

ОБСУждЕНИЕ
Несмотря на довольно успешные результаты кли-

нического применения ХП, основной мишенью 
для которых являются микротрубочки, длительное 
использование данных лекарственных средств в соста-
ве моно- и комбинированной терапии многих злока-
чественных новообразований имеет ряд серьезных 
ограничений, включающих в себя низкую биодоступ-
ность большинства ХП данной группы, а также тяже-
лые побочные системные эффекты (например, пери-
ферическая нейропатия, миелосупрессия и др.). 
Кроме того, быстрое развитие вторичной резистент-
ности опухолей к данным ХП является одним из серь-
езных и клинически значимых факторов, снижающих 
их эффективность при длительном использовании. 
Вторичная резистентность к ХП данной группы может 
являться следствием различных механизмов, включа-
ющих в себя активацию АВС-транспортеров, обеспе-
чивающих усиленную экскрецию ХП из опухолевых 
клеток [35], мутации TUB, изменения изотипов тубу-
лина и его посттрансляционные модификации [23] 
и т. д. Вышеизложенное является мощным драйвером 
для разработки и последующего внедрения в практи-
ческую онкологию новых ХП с аналогичным механиз-
мом действия, способных эффективно обходить вы-
шеуказанные адаптационные механизмы в опухолевых 
клетках, в том числе с признаками МЛУ.

Известно, что производные химических соеди-
нений на основе пиррола и пиразола широко ис-
пользуются для поиска потенциальных кандидатов 
при разработке новых лекарственных соединений, 
обладающих противоопухолевой активностью. Ре-
зультаты исследований последних лет, в том числе 
нашей научной группы, иллюстрируют их выражен-
ные антипролиферативные и цитотоксические 

Таблица 2. Значения IC50 (мкМ) для пиррол-карбоксамидов 61 (ПК-61) и 84 (ПК-84), доксорубицина (Dox), паклитаксела (Tx) и индекс резис-
тентности в сублиниях HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R (n = 3)

Table 2. IC50 values (in the micromolar range) for pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84), doxorubicin (Dox), paclitaxel (Tx) and resistance 
index in HCC1806 Tx-R and SaOS-2 Dox-R cancer sublines (n=3)

Клеточная линия 
Cell line

ПК-61 
PC-61

ПК-84 
PC-84

Dox Tx

HCC1806 Tx-R 13,5 ± 0,9 7,2 ± 0,3 1,8 ± 0,5 [34] 5,4 ± 1 [34] 

HCC1806 8,4 ± 0,3 [30] 7,2 ± 0,6 [30] 0,22 ± 0,004 [34] 0,22 ± 0,01 [34] 

Индекс резистентности сублинии HCC1806 
Tx-R 
Resistance index of HCC1806 Tx-R subline

1,6 1 81,8 [34] 24,5 [34] 

SaOS-2 Dox-R 5,3 ± 0,1 9,1 ± 0,4 0,97±0,12 0,0000000039 ± 
0,0000000008

SaOS-2 2,3 ± 0,07 5,1 ± 0,03 0,16±0,02 0,0000001196 ± 
0,0000000209

Индекс резистентности сублинии SaOS-2 
Dox-R 
Resistance index of SaOS-2 Dox-R subline

2,3 1,8 6,1 30,7

Рис. 7. Индукция апоптоза в опухолевых клетках сублиний HCC1806 
Tx-R и SaOS-2 Dox-R под влиянием пиррол-карбоксамидов 61 (ПК-61) 
и 84 (ПК-84). Уровень экспрессии расщепленных форм поли(АДФ-рибоза)-
полимеразы и каспазы-3 (cl. PARP, cl. caspase-3) в клетках сублиний 
HCC1806 Tx-R (a) и SaOS-2 Dox-R (б) после их культивирования с диме-
тилсульфоксидом (отрицательный контроль), ПК-61, ПК-84 (10 мкМ) 
и винбластином (0,01 мкМ) в течение 48 ч. Актин использовался в ка-
честве контроля белковой нагрузки в исследуемых образцах
Fig. 7. Pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84) induce apoptosis 
of HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R cancer sublines. Immunoblot analysis 
for apoptosis markers (e. g., cleaved forms of poly(ADP-ribose)-polymerases 
and caspase-3) in HCC1806Tx-R breast cancer (A) and SaOS-2 Dox-R 
osteosarcoma (B) after treatment with dimethyl sulfoxide (negative control), 
PC-61 and PC-84 (10 μM), and vinblastine (0,01 μM) for 48 h. Actin stain 
is used as a loading control
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эффекты в отношении опухолевых клеток различного 
происхождения как in vitro, так и in vivo. Например, 
было показано, что  химическое соединение 
N-(2-хлорпиридин-4-ил)-5- (4-метилфенил)-
1-(хинолин-2-ил)-1H-пиразол-3-карбоксамид обла-
дает выраженным антипролифера тивным и цитоток-
сическим эффектами в отношении различных 
опухолевых клеточных линий in vitro, включая гепато-
целлюлярную карциному человека, рак молочной же-
лезы и толстой кишки, посредством нару шения регу-
ляции клеточного цикла и накопления опухолевых 
клеток в G1-фазе клеточного цикла [36]. Производные 
4,5-дигидро-1H-тиено[2’,3’:2,3]ти эпино[4,5-c]пира-
зол-3-карбоксамида эффективны в отношении опухо-
левой клеточной линии аденокарциномы легкого 
A549, у которой была обнаружена гиперэкспрессия 
рецептора эпидермального фактора роста (epidermal 
growth factor receptor, EGFR). Результаты молекулярно-
го докинга показали высокий уровень гомологии меж-
ду данным химическим соединением и ингибитором 
EGFR-сигнального пути гефитинибом в отношении 
их связывания как с EGFR, так и с конформационно 
измененной формой данного рецептора, обусловлен-
ной его активацией, т. е. фосфорилированием [37]. 
Согласно данным недавно проведенных исследова-
ний, производные 4-бензоиламино-1H-пиразол-
3-карбоксамида являются мощными ингибиторами 
CDK2-киназы и проявляют высокую антипролифера-
тивную активность в отношении опухолевых клеточ-
ных линий различного происхождения по сравнению 
с нетрансформированными клетками [38]. О производ-
ных 1-этилпиразол-3-карбоксамида также сообщалось, 
что они являются эффективными ин гибиторами факто-
ра, индуцируемого гипоксией 1 (hypoxia-inducible factor 
1, HIF-1), что подавляет HIF-1- опосредованный ответ 
на гипоксию посредством влияния на уровень экспрес-
сии карбоангидразы IX [39]. Проведенный анализ взаи-
мосвязи между структурой и функцией данных соедине-
ний показал, что наибольшей цитотоксической 
активностью, коррелировавшей со способностью инги-
бировать активность изоферментов карбоангидразы, 
обладали бензолсульфонамиды [40–43].

Результаты других исследований, в том числе на-
ших, иллюстрируют взаимосвязь противоопухолевой 
активности пиррол-содержащих соединений и их спо-
собности влиять на динамическое состояние тубулина, 
что индуцирует апоптоз опухолевых клеток в резуль-
тате остановки клеточного цикла в М-фазе (митоти-
ческая катастрофа). Одно из первых сообщений об 
эффективности соединений на основе пиррола, при-
водящих к дестабилизации микротрубочек, было опуб-
ликовано еще в 2007 г. и показало высокую активность 
тетразамещенного бромированного пиррола JG03–14 
в отношении микротрубочек, что, в свою очередь, 
приводило к образованию аберрантных митотических 
волокон, накоплению опухолевых клеток в G2 / M-фа-
зах клеточного цикла и последующей активации вну-

треннего (митохондриально-опосредованного) пути 
апоптоза [44]. Известно, что JG03–14 является анало-
гом комбретастатина А-4 – природного продукта, по-
лученного из южноафриканского дерева Combretum 
caffrum и являющегося хорошо известным агентом 
природного происхождения, дестабилизирующим 
микротрубочки. Несмотря на высокую биологическую 
активность комбретастатина А-4 в отношении микро-
трубочек, основным препятствием для клинического 
применения этого вещества является его цис-изофор-
ма олефинового мостика, которая довольно быстро 
трансформируется в менее активную транс-изоформу. 
Для предотвращения перехода из цис- в транс-изо-
форму и стабилизации структуры олефиновый мостик 
комбретастатина А-4 был заменен пиррольным коль-
цом, что привело к созданию целого ряда аналогов 
JG03–14 с мощной противоопухолевой активностью 
[45]. Другие исследователи обнаружили, что цис-ре-
стриктированные аналоги комбретастатина А-4, ко-
торые содержат пиррольное кольцо, расположенное 
между двумя арильными кольцами, также проявляют 
высокую антипролиферативную активность в отноше-
нии опухолевых клеточных линий различного проис-
хождения из-за их способности ингибировать поли-
меризацию тубулина, блокировать клеточный цикл 
в метафазе и активировать митохондриально-опосре-
дованный путь апоптоза [46].

Следует отметить, что во всех сообщениях, пред-
ставленных выше, подчеркивалось, что активность 
соединений на основе пиррола в отношении деполи-
меризации тубулина обусловлена их связыванием 
с колхициновым доменом в молекуле тубулина. Эти 
данные согласуются с результатами исследований на-
шей научной группы, изучающей противоопухолевую 
активность пиррол-3-карбоксилатов на моделях как 
in vitro, так и in vivo. Например, мы обнаружили, что 
цитотоксическая и антипролиферативная активность 
этих соединений также обусловлена их способностью 
вмешиваться в динамическое состояние микротрубо-
чек путем ингибирования полимеризации тубулина 
[25–27]. Это, в свою очередь, приводило к остановке 
клеточного цикла опухолевых клеток в М-фазе и ин-
дуцировало их апоптоз в результате незавершенности 
клеточного цикла.

На основании полученных нами ранее данных бы-
ли синтезированы новые химические соединения, 
относящиеся к ПК, для их последующего изучения 
в качестве эффективных ингибиторов полимеризации 
тубулина, обладающих высокой активностью в отно-
шении опухолевых клеток эпителиального происхож-
дения (рак молочной железы, легких, простаты и др.). 
В частности, в результате комплексного анализа био-
логической активности и компьютерного моделиро-
вания 38 новых химических соединений обнаружены 
2 лидерных соединения (ПК-61 и ПК-84), облада-
ющих наименьшей энергией связывания с колхици-
новым доменом в молекуле тубулина и максимальной 
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биологической активностью в отношении широкого 
спектра опухолевых клеток эпителиального происхож-
дения как in vitro, так и in vivo [30].

Было также показано, что данные химические со-
единения способны нарушать процессы полимериза-
ции тубулина [30]. В рамках настоящего исследования 
мы показали высокую цитотоксическую и проапо п-
тотическую активность данных соединений в отноше-
нии опухолевых клеток с признаками МЛУ. Воздействие 
ПК на опухолевые клетки приводило к выраженным 
изменениям в их морфологии, схожим с изменения-
ми, происходящими под влиянием тубулин-деполи-
меризующего ХП винбластина. Способность ПК-61 
и ПК-84 нарушать динамическое состояние белков 
цитоскелета также подтверждена результатами имму-
нофлуоресцентной микроскопии, показавшими диф-
фузное распределение α-тубулина в клетках, культи-
вированных с ПК, а также с винбластином (см. рис. 2, 3). 
В результате нарушения формирования сети микро-
трубочек после воздействия ПК в опухолевых клетках 
наблюдались дезрегуляция клеточного цикла и их 
 селективное накопление в М-фазе, о чем свидетельст-
вовало значительное увеличение числа р-H3-Ser10-по-
ложительных клеток (см. рис. 5), также сопровождае-
мое увеличением уровня экспрессии данного белка 
в опухолевых клетках (см. рис. 6). Нарушения регуля-
ции клеточного цикла после воздействия на опухоле-
вые клетки ПК подтверждались изменениями в экс-
прессии других белков-регуляторов клеточного цикла, 
а именно Mdm2, р-Cdk-Tyr15 и циклинов B1 и A2 
(см. рис. 6). Это согласуется с изменениями в мор-
фологии клеток, культивированных с ПК (см. рис. 1), 
и данными проточной цитофлуориметрии, показавши-
ми существенное увеличение числа клеток в G2 / M-фа-
зах клеточного цикла (см. рис. 4). Результатом нару-
шений регуляции клеточного цикла опухолевых 
клеток явилась их гибель по механизму апоптоза, 
о чем свидетельствовали повышенные уровни экс-
прессии расщепленных форм поли(АДФ-рибоза)-по-
лимеразы и каспазы-3 (см. рис. 7).

Таким образом, соединения 2-амино-1-бензами-
до-5-(2-(нафтилен-2-ил)-2-оксоэтилиден)-4-оксо- 
4,5-дигидро-1-Н-пиррол-3-карбоксамид (ПК-61) 

и 22-амино-5-(3,3-диметил-2-оксобутилиден)-4-оксо-
1-[2-(фениламино)-бензамидо]-4,5-дигидро-1H-пир-
рол-карбоксамид (ПК-84) обладают выраженной ци-
тотоксической и проапоптотической активностью 
в отношении опухолевых клеточных сублиний различ-
ного происхождения с ранее доказанными фенотипи-
ческими признаками резистентности к ХП. Данная 
активность ПК явилась следствием способности вы-
шеуказанных химических соединений нарушать про-
цессы динамического равновесия белков цитоскелета, 
в частности тубулина, препятствуя его полимериза-
ции. Это, в свою очередь, приводит к нарушениям 
в регуляции клеточного цикла, селективному накопле-
нию клеток в М-фазе и последующей их гибели по ме-
ханизму апоптоза.

заКЛючЕНИЕ
Было показано, что 2 соединения, относящихся 

к группе пиррол-карбоксамидов (ПК-61 и ПК-84), 
проявляют высокую цитотоксическую активность 
в отношении опухолевых клеток с признаками МЛУ 
как эпителиального, так и мезенхимального проис-
хождения in vitro. Противоопухолевая активность этих 
соединений обусловлена их способностью к деполиме-
ризации тубулина, что приводит к нарушению форми-
рования сети микротрубочек в опухолевых клетках, 
вызывая тем самым остановку клеточного цикла в М-фа-
зе и запуская гибель клеток по механизму апоптоза. Это 
показывает, что ПК, имеющие высокое сродство к кол-
хициновому сайту связывания в тубулине, должны рас-
сматриваться как перспективный класс противоопухоле-
вых соединений и, следовательно, могут использоваться 
в качестве основы для разработки нового класса ХП 
с описанным выше механизмом действия. Изучение 
стабильности ПК в плазме, их способностей всасывать-
ся в желудочно-кишечном тракте и проникать через 
гематоэнцефалический барьер в настоящее время яв-
ляется предметом наших исследований, результаты 
которых будут важными для последующей оценки пер-
спективности разработки и внедрения ПК в качестве 
лекарственных препаратов для  терапии пациентов 
с солидными злокачественными новообразованиями, 
в том числе с фенотипом МЛУ.
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Механизмы нарушения экспрессии генов 
р53-респонсивных микроРНК при диффузной 
В-крупноклеточной лимфоме

Е. Н. Воропаева1, 2, Т. И. Поспелова2, М. И. Чуркина2, А. А. Гуражева1, О. В. Березина2, В. Н. Максимов1, 2

1Научно-исследовательский институт терапии и профилактической медицины – филиал ФГБНУ «Федеральный 
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630089 Новосибирск, ул. Бориса Богаткова, 175 / 1; 
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Красный проспект, 52

К о н т а к т ы : елена Николаевна Воропаева vena.81@mail.ru

Введение. Большое значение для понимания механизмов формирования и прогрессии диффузной В-крупнокле-
точной лимфомы (ДВккЛ), а также ее чувствительности к лечению имеет более глубокое представление о молеку-
лярных событиях, нарушающих функционирование сигнального пути р53. Белок р53 проявляет свою онкосупрес-
сорную функцию и опосредует противоопухолевые эффекты лекарственных препаратов посредством регуляции 
транскрипции и / или созревания широкого спектра генов-мишеней, в том числе MIR-34A, MIR-34B / C,  MIR-129-2 
и MIR-203. В опухолевой ткани лимфом по сравнению с нормальной лимфоидной тканью показано снижение уров-
ня кодируемых данными генами микроРНк.
Цель исследования – комплексный анализ метилирования генов р53-респонсивных микроРНк MIR-34А, MIR-34В / С, 
MIR-203 и MIR-129-2, а также мутаций в ДНк-связывающем домене и разрушения последовательности сигнала 
к полиаденилированию гена ТР53 при ДВккЛ.
Материалы и методы. проанализированы 136 образцов ДНк, выделенной из опухолевой ткани пациентов с ДВккЛ, 
и 11 образцов ДНк, полученной из лимфатических узлов с реактивной В-клеточной фолликулярной гиперплазией. 
Определение статуса метилирования генов MIR-203 и MIR-129-2 осуществляли методом метил-специфичной поли-
меразной цепной реакции, генов MIR-34А и MIR-34В / С – методом метил-чувствительного анализа кривых плавления 
высокого разрешения. В опухолевых образцах методом полимеразной цепной реакции с полиморфизмом длин 
рестрикционных фрагментов выполнено генотипирование варианта нуклеотидной последовательности rs78378222, 
приводящего к разрушению сигнала полиаденилирования,  с помощью  капиллярного прямого секвенирования 
по Сэнгеру определена нуклеотидная последовательность района гена ТР53, кодирующего ДНк-связывающий домен.
Результаты. Выявляемое в лимфомной ткани метилирование носило опухолеспецифичный характеp. Частота ана-
лизируемых аберраций в гене ТР53 и метилирования MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-129-2 и MIR-203 составила 21, 23, 55, 
65 и 66 % соответственно. при этом метилирование анализируемых генов р53-респонсивных микроРНк и аберра-
ций в гене ТР53 в опухолевой ткани пациентов с ДВккЛ являлись независимыми событиями с тенденцией к взаим-
ному исключению. Вместе с тем показано, что в подавляющем большинстве образцов лимфомы метилирование 
генов MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-129-2 и MIR-203 носило сочетанный характер.
Заключение. Наряду с аберрациями в ТР53, метилирование генов MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-129-2 и MIR-203 может 
являться частой причиной снижения экспрессии miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129 и miR-203 при ДВккЛ. Соче-
танное метилирование генов MIR-203, MIR-129-2 и MIR-34B / C, а также пары MIR-34B / C и MIR-34A потенциально 
имеет более выраженный проопухолевый эффект за счет наличия у кодируемых ими микроРНк общих мишеней.

Ключевые слова: ген ТР53, мутации, rs78378222, микроРНк, метилирование, miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129, 
miR-203, лимфома
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Introduction. A more in-depth description of molecular events that disrupt the functioning of the p53 signaling path-
way is important for understanding the mechanisms of formation and progression of diffuse B-large cell lymphoma (DCCL), 
as well as its sensitivity to treatment. The p53 protein exhibits its oncosuppressive function and mediates the antitumor 
effects of drugs by regulating transcription and / or maturation of a wide range of target genes, including MIR-34A, MIR-
34B / C, MIR-129-2 and MIR-203. In the tumor tissue of lymphomas, in comparison with normal lymphoid tissue, a decrease 
in the level of microRNAs encoded by these genes is shown.
Aim. The aim of this study was to conduct a comprehensive analysis of the methylation of the genes of the p53-respon-
sive microRNAs MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-203 and MIR-129-2, as well as mutations in the DNA-binding domain and de-
struction of the polyadenylation signal of the TP53 gene in DLBCL.
Materials and methods. 136 DNA samples isolated from tumor tissue of patients with DLBCL and 11 DNA samples obtained 
from lymph nodes with reactive B-cell follicular hyperplasia were analyzed. The methylation status of MIR-203 and  
MIR-129-2 genes was determined by the method of methyl-specific polymerase chain reaction, MIR-34A and MIR-34B / C 
genes by the method of methyl-sensitive analysis of high-resolution melting curves. In tumor samples, rs78378222 
genotyping was performed by polymerase chain reaction with restriction fragment length polymorphism, resulting in the 
destruction of the polyadenylation signal, and the nucleotide sequence of the region of the TP53 gene encoding the 
DNA-bin ding domain was determined by capillary direct sequencing by Sanger.
Results. The methylation detected in lymphoma tissue was tumor-specific. The frequency of analyzed aberrations in the 
TP53 gene and methylation of MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-129-2 and MIR-203 was 21, 23, 55, 65 and 66 %, respectively. At 
the same time, methylation of the analyzed genes of p53-responsive microRNAs and aberrations in the TP53 gene in the 
tumor tissue of patients with DLBCL were independent events with a tendency to mutual exclusion. At the same time, it 
was shown that in the vast majority of lymphoma samples, the methylation of the MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-129-2 and 
MIR-203 genes was combined.
Conclusion. Along with aberrations in TP53, methylation of MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-129-2 and MIR-203 genes may be 
an important cause of decreased expression of miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129 and miR-203 in DLBCL. The combined 
methylation of the MIR-203, MIR-129-2 and MIR-34B / C genes, as well as the MIR-34B / C and MIR-34A pairs, potentially 
has a more pronounced pro-tumor effect due to the presence of common targets in the microRNAs encoded by them.

Keywords: TP53 gene, mutations, rs78378222, microRNA, methylation, miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129, miR-203, 
lymphoma

For citation: Voropaeva E. N., Pospelova T.I.,. Churkina M.I. et al. Mechanisms of impaired expression of p53-res ponsive 
microRNA genes in diffuse B-large cell lymphoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Uspekhi Advances in Molecular 
Oncology 2023;10(3):72–81. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-72-81

ВВЕдЕНИЕ
Важным этапом развития многих злокачественных 

новообразований является нарушение функциониро-
вания гена TP53, которое может возникать на ранних 
стадиях формирования опухоли или при ее прогрессии 
[1]. Помимо онкосупрессорной функции путем конт-
роля клеточного цикла и апоптоза, регуляции диффе-
ренцировки, репарации ДНК, антиоксидантной за-
щиты и метаболизма, модулирования активности 
сигнальных путей цитокиновых рецепторов и экспрес-
сии на поверхности клеток молекул, необходимых 
для презентации эндогенных антигенов и иммунного 
распознавания, кодируемый данным геном белок р53 
опосредует эффект противоопухолевых агентов раз-
личной молекулярной направленности [1, 2]. Именно 
поэтому оценка функционального статуса TP53 ши-
роко используется для стратификации онкологиче-
ских пациентов на прогностические группы [3].

Диффузная В-крупноклеточная лимфома 
(ДВККЛ) является биологически гетерогенным, наи-
более частым типом агрессивных неходжкинских 

лимфом. Около 40 % пациентов с данной патологией 
имеют рефрактерно-рецидивирующее течение забо-
левания при применении стандартной терапии 1-й ли-
нии – ритуксимаба в комбинации с протоколом CHOP 
(циклофосфан, доксорубицин, винкристин, предни-
золон) [4]. Таким образом, отбор больных лимфомой 
с высоким риском неэффективности лечения и разра-
ботка новых подходов терапии, которые будут эффек-
тивны у данной когорты пациентов с ДВККЛ, имеют 
большую актуальность.

Наиболее активно изучаемым при ДВККЛ аспек-
том аберраций в гене TP53 является его мутационный 
статус [5]. Вместе с тем в настоящее время не предло-
жены терапевтические подходы, преодолевающие не-
благоприятное прогностическое значение мутаций 
в данном гене при лимфоме. Дальнейшего изучения 
требуют и механизмы устойчивости опухолевых кле-
ток к стандартной терапии в случаях ДВККЛ с отсут-
ствием мутаций в TP53 [4].

Белок р53 является транскрипционным фактором 
и большинство своих эффектов реализует через 
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регуляцию экспрессии мишеней главным образом пу-
тем прямого связывания со специфическими последо-
вательностями ДНК, называемыми р53-чувствитель-
ными элементами и расположенными в промоторах 
респонсивных генов. Накапливается все больше сви-
детельств того, что данный белок проявляет свою он-
косупрессорную функцию и опосредует противоопу-
холевые эффекты лекарственных препаратов 
посредством регуляции транскрипции и / или созрева-
ния широкого спектра микроРНК, в том числе ми-
кроРНК-34a, -34b, -34c, -129 и -203 [6–9]. Известно 
также, что экспрессия перечисленных онкосупрессор-
ных микроРНК снижена при лимфомах [8, 9].

Мутантный статус ТР53 может быть одним из по-
тенциальных, но не единственным механизмом нару-
шения экспрессии р53-респонсивных молекул. Косвен-
но об этом свидетельствует тот факт, что в опухолевых 
клетках с мутациями в данном гене не происходит об-
щее снижение уровня всех регулируемых им мишеней, 
при этом экспрессия одних из них нарушается в гора-
здо большей степени, чем других [1].

Изменения в 3’-нетранслируемой последователь-
ности гена ТР53 также могут иметь прямое биологи-
ческое действие на функцию р53 [10]. Так, вариант 
нуклеотидной последовательности rs78378222 в 3’-не-
транслируемой последовательности гена приводит 
к изменению сигнала к полиаденилированию AATAAA 
на AATACA, нарушению процессинга 3’-конца мат-
рич ной РНК и формированию функционального де-
фицита TP53.

Гены MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2 
расположены в CpG-богатых регионах, и аберрантное 
метилирование также может иметь большое значение 
в нарушении их экспрессии при опухолях [8, 9]. Однако, 
в отличие от злокачественных новообразований эпители-
ального происхождения и сарком, эпигенетические нару-
шения в данных генах при лимфомах мало изучены.

Таким образом, более глубокое представление 
о лежащих в основе развития ДВККЛ молекулярных 
событиях, затрагивающих сигнальный путь р53, имеет 
большое значение для понимания механизмов фор-
мирования и прогрессии опухоли, а также ее чувстви-
тельности к лечению.

Цель исследования – комплексный анализ мети-
лирования генов р53-респонсивных микроРНК MIR-
34А, MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2, а также мута-
ций в ДНК-связывающем домене и разрушения 
последовательности сигнала полиаденилирования 
гена ТР53 при ДВККЛ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Работа проводилось в соответствии с Хельсинк-

ской декларацией Всемирной медицинской ассоциа-
ции (World Medical Association) 2000 г. и протоколом 
к Конвенции о правах человека и биомедицине 
(Protocol to the Convention on Human Rights and Bio-
medicine) 1999 г.

Проанализированы 136 образцов ДНК, выделен-
ной из опухолевой ткани пациентов с ДВККЛ (с со-
держанием опухолевых клеток не менее 50 %), и 11 об-
разцов ДНК, полученной из лимфатических узлов 
с реактивной В-клеточной фолликулярной гиперплази-
ей. С FFPE-блоков брались срезы толщиной 10–12 мкм. 
Выделение ДНК проводили методом фенольно-хло-
роформной экстракции с применением гуанидина. 
Оценку и контроль качества выделенных нуклеиновых 
кислот выполняли на BioTek Epoch (BioSPX, Бельгия).

Бисульфитную конверсию выделенной ДНК про-
водили с применением наборов EZ DNA Methylation-
Gold Kit. Для контроля полноты конверсии применя-
ли набор Human Methylated and Unmethylated DNA 
Control Kit (рис. 1). Определение статуса метилирова-
ния генов MIR-203 и MIR-129-2 осуществляли мето-
дом метил-специфичной полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), генов MIR-34А и MIR-34В / С – методом 
метил-чувствительного анализа кривых плавления 
высокого разрешения (табл. 1).

В опухолевых образцах описанным ранее методом 
ПЦР с полиморфизмом длин рестрикционных фрагмен-
тов выполнено генотипирование rs78378222, приводяще-
го к разрушению сигнала полиаденилирования  [7].

Методом капиллярного прямого секвенирования 
по Сэнгеру определена нуклеотидная последователь-
ность ТР53 (экзоны 5–10) в соответствии с протоко-
лом Международного агентства по изучению рака 
(International Agency for Research on Cance, IAR). Ана-
лиз осуществляли методом капиллярного электрофо-
реза на аппарате Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, США). Результаты секвенирования анали-
зировали с помощью программ SeqScape и Chromas. 
В качестве референсной использовалась последова-
тельность гена ТР53 NG_017013.

Количественный анализ сочетанного выявления 
метилирования изученных генов и аберраций в ТР53 
проводили путем вычисления двоичного логарифма 
отношений шансов (log2 odds ratio) и одностороннего 
точного критерия Фишера (p-value) с поправкой 
на множественность сравнений с помощью процедуры 
Бенджамини–Хохберга (q-value). С помощью онлайн-
сервиса OncoPrinter [14] получена картина сочетанно-
го выявления изучаемых молекулярно-генетических 
нарушений. Мутационный спектр гена ТР53 был ви-
зуализирован в формате графика «леденец на палочке» 
с помощью программы Lollipops [15].

РЕзУЛьТаТы
При оценке мутационного профиля гена ТР53 

и rs78378222 в 3’-нетранслируемой последовательности 
показано, что в целом частота анализируемых аберра-
ций в группе исследования составила 21 % (29 / 136). 
У 10 / из 136 (7,4 %) человек выявлены множественные 
нарушения.

Распределение аберраций по типам было следую-
щим: разрушение сигнала полиаденилирования – 
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 17,0 % (9 / 53); интронные мутации с неизвестным эф-
фектом – 22,6 % (12 / 53); миссенс-замены – 39,6 % 
(21 / 53); сеймсенс – 13, 2 % (7 / 53) и нонсенс-замены – 
3,8 % (2 / 53); мутации, приводящие к нарушению сплай-
синга молекулы РНК, – 1,9 % (1 / 53); – мутации, при-
водящие к сдвигу рамки считывания в гене ТР53, – 1,9 % 
(1 / 53) (табл. 2).

Все мутации, за исключением A189Pfs (98,1 %), 
представляли собой однонуклеотидные замены. Не-
однократно в группе исследования отмечены миссенс-
замены p.W146R, p.T155I и p.V273С, а также нонсенс-
замены p.R213Х* и c.1175T>G, приводящие к на - 
рушению полиаденилирования.

Расположение мутаций по последовательности 
ТР53 представлено на рис. 2. Биоинформационный 
анализ с применением программы Рolyphen2 показал, 
что 2 / 3 (14 из 18; 77,8 %) миссенс-замен являлись воз-
можно патогенными и ранее были описаны при зло-
качественных новообразованиях (табл. 3 и 4).

В ходе анализа статуса метилирования генов MIR-
203, MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B / С отрицательный 
и положительный контроли из набора Human Methyl-
ated and Unmethylated DNA Control Kit (Zymo Re-
search, США) показали ожидаемые результаты. 
Ни один образец ДНК, выделенной из ткани лимфа-
тических узлов с реактивной гиперплазией, не имел 

Рис. 1. Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка гена MIR-129-2: а – метилированная ДНК; б – неметилированная 
ДНК. Met – цитозин в метилированном состоянии; UMet – тимин на месте цитозина в неметилированном состоянии. Красной рамкой выделе-
ны CpG-динуклеотиды
Fig. 1. A fragment of the CpG island bisulfite sequence chromatogram of the MIR-129–2 gene: a – methylated DNA; б – unmethylated DNA. Met – cytosine 
in the methylated state; UMet – thymine in place of cytosine in the unmethylated state, CpG dinucleotides are highlighted in red frame

Таблица 1. Последовательности праймеров для МС-ПЦР и MS-HRM и длины ампликонов анализируемых генов микроРНК

Table 1. Primers sequences for MS-PCR and MS-HRM and lengths of amplicons of analyzed microRNA genes

Метод 
Method

Ген 
Gene

Последовательность праймеров 
Primers sequences

Длина ампликона (п. н.) 
Amplicon length (b. p.) 

Температура отжига 
праймеров, оС 
Primer annealing 
temperature, оС

Источник 
Reference

MS-HRM

MIR-34A F 5’-tttttttttaggtggaggagatgt-3’
R 5’-ccaaacaaacccaaacaaaac-3’ 155 64

[11] 

MIR-34В / С F 5’-ttgttattaaaataaggtatagtatta-3’
R 5 / -cgcttctcaaacatcttctct-3’ 99 56

МС-ПЦР 
MS-PCR

MIR-203

MF 5’-gagtattttcggtttagacgagac-3’
MR 5’-ccttttatacgacgcaaccg-3’

UMF 5’-tttgagtatttttggtttagatgagat-3’
UMR 5’-aacaccttttatacaacacaacca-3’

287 60 [12] 

MIR-129-2

MF 5’-gagttgggggatcgcggac-3’
MR 5’-atataccgacttcttcgattcgccg-3’ 189 62

[13] 
UMF 5’-gagttgggggattgtggat-3’

UMR 5’-aatataccaacttcttcaattcacca-3’ 188 60

Примечание. MS-HRM – methyl-sensitive high-resolution melting curves analysis, метил-чувствительный анализ кривых плавле-
ния высокого разрешения, МС-ПЦР – метил-специфичная полимеразная цепная реакция, п. н. – пар нуклеотидов. 
Note. MS-HRM – methyl-sensitive high-resolution melting curves analysis; MS-PCR – methyl-specific polymerase chain reaction, b. p. – base pairs.

Met Met Met Met

UMet
UMet UMet UMet

Т    С         G        G          T    T       C       G          G    G          T      A    G         T     T     C         G       T        A  G          T       T       T      T      C       G        A       R        A  G        A 

а

б
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Таблица 2. Общая характеристика результатов секвенирования гена ТР53

Тable 2. General characteristics of the TP53 gene sequencing results

3 / НТО 
3 / -UTR

Расположение мутаций 
Mutations localization

Интроны 
Introns

Кодирующая последовательность 
Coding sequence

С неизвестным эффектом 
With the unknown effect

Влияние 
на cплайсинг 

Impact on splicing

Нонсенс 
Nonsense

Сдвиг 
рамки 

Frame shift

Миссенс 
Missense

Синонимичные 
Synonimous

c.1175T>G#

IVS4–30Т>С*

IVS6–36G>C p.SR213Х* p.SA189Pfs

p.SL130F

р.V157VIVS5+43G>T p.SW146R*

IVS5–17Т>С p.ST155I*

IVS7+31G>С* p.SR156C

p.SS166SIVS8+10С>А* p.SM160V

IVS8+20A>G p.SV173L

IVS8+37A>G p.SH178D

р. H179H

IVS9+12Т>С*

р. R196Q

p.SR197G

p.ST211S

p.SL252Lp.SV218A

p.SG244S

p.SR249S

р. V272Vp.SV272E

p.SV273С*

p.SA276V p.SG302G

p.SE285Q
р. A307A

p.SG293R

*Мутации, встречающиеся в группе исследования 2 раза. #Мутация, встречающаяся в группе исследования 9 раз.
Примечание. НТО – нетранслируемая область. 
*Mutations encountered 2 times in the study group. #Mutation that occurs 9 times in the study group. 
Note. UTR – untranslated region.

метилирования изучаемых генов микроРНК. Частота 
метилирования генов MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-203 
и MIR-129-2 в опухолевой ткани ДВККЛ составила 23, 
55, 66 и 65 % соответственно.

Совместное выявление метилирования генов 
 микроРНК и мутаций в ТР53 для каждого из образцов 
группы исследования представлено на рис. 3. Соглас-
но полученным данным отсутствие метилирования 
хотя бы одного из изученных генов наблюдалось 
лишь в 11,0 % (15 / 136) случаев лимфомы, в подавля-
ющем же большинстве образцов метилирование но-
сило сочетанный характеp. Так, в 24,3 % (33 / 136) случаев 
имело место метилирование 2, в 44,1 % (60 / 136) – 
3 и в 11,1 % (15 / 136) – всех 4 проанализированных 
генов.

Вместе с тем метилирование анализируемых генов 
р53-респонсивных микроРНК и аберрации в гене 
ТР53 в опухолевой ткани больных ДВККЛ, напротив, 
носили независимый характер с тенденцией к взаим-
ному исключению (табл. 5).

ОБСУждЕНИЕ
Участие микроРНК в лимфомогенезе подтвержде-

но в ходе моделирования новообразований на живот-
ных. Аберрантная их экспрессия не только иницииру-
ет развитие, но и способствует увеличению темпов 
опухолевой прогрессии злокачественных лимфом [9]. 
При этом увеличивается число исследований, пока-
зывающих важную роль микроРНК в функциониро-
вании сигнального пути белка р53 [16].
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ДВККЛ у большей части пациентов имели тенденцию 
к взаимному исключению.

Настоящее исследование позволило уточнить ча-
стоты анализируемых ранее молекулярно-генетиче-
ских нарушений и расширить их спектp. На выборке 
из 136 образцов ДНК, выделенной из опухолевой ткани 
пациентов с ДВККЛ, выполнен комплексный анализ 
механизмов, нарушающих экспрессию микроРНК-
34a, -4b, -34c, -129 и -203, а именно: метилирования 
генов MIR-34A, MIR-34B / С, MIR-129-2 и MIR-203, 
а также мутационного статуса и разрушения сигнала 
полиаденилирования гена ТР53.

Показано, что метилирование анализируемых ге-
нов микроРНК является распространенным событием 
при ДВККЛ. Отсутствие метилирования хотя бы од-
ного из изученных генов имело место лишь в каждом 
10-м случае лимфомы. Частота метилирования MIR-
34А, MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2 в опухолевой 
ткани лимфомы составила 23, 55, 66 и 65 % соответст-
венно, что согласуется с полученными ранее данны-
ми [17].

В подавляющем большинстве опухолевых образ-
цов метилирование носило сочетанный характеp. 
Установлено, что даже с учетом поправки на множе-
ственность сравнений метилирование MIR-34B / C, 
MIR-203 и MIR-129-2, а также MIR-34B / C и MIR-34A при 
лимфоме достоверно коррелирует друг с другом.

Можно предположить, что сочетанное метилиро-
вание данных генов при ДВККЛ является механиз-
мом, который потенциально дерегулирует несколько 
функционально связанных генов, вовлеченных в от-
дельный путь патогенеза опухоли, и / или затрагивает 
сразу несколько путей лимфомогенеза, а следователь-
но, имеет более выраженный проопухолевый эффект. 
Это подтверждается функциональной ассоциацией 
микроРНК семейства miR-34, микроРНК-129 и микро-
РНК-203 за счет наличия у них общих мишеней [8, 9, 17]. 
В данной работе показано, что аберрации, приводя-
щие к функциональному дефициту ТР53, обнаружи-
ваются в каждом 5-м образце ДВККЛ. При этом раз-
рушение сигнала полиаденилирования составило 17,0 % 
данных аберраций.

Поскольку большая часть выявленных в анализи-
руемой выборке образцов лимфомы мутаций прихо-
дится на ДНК-связывающий домен, обеспечивающий 
регуляцию генов-мишеней белка р53, они могут вы-
зывать нарушение экспрессии микроРНК-129 и микро-
РНК семейства miR-34.

В отличие от последних, экспрессия микроРНК-203 
регулируется белком р53 на посттранкрипционном 
уровне путем ускорения процессинга ее в ядре. В этой 
связи интересны данные о том, что транскрипционно 
неактивные мутантные варианты р53, например, вы-
явленная в группе исследования мутация в «горячем» 
кодоне гена ТР53 p.SR273, могут препятствовать 
функциональной сборке белкового комплекса в соста-
ве с Drosha [18].

Таблица 3. Анализ патогенности выявленных миссенс-мутаций в гене 
ТР53 с помощью онлайн-программы Polyphen2

Table 3. Analysis of the identified TP53 gene missense mutations 
pathogenicity using the Polyphen2 online program

Мутация 
Mutation

Прогноз 
Prognosis

Уровень 
патогенности 

Pathogenicity level

p.SL130F Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SW146R Непатогенная 
Non-pathogenic

0,01

p.ST155I Патогенная 
Pathogenic

0,99

p.SR156C Непатогенная 
Non-pathogenic

0,02

p.SM160V Вероятно патогенная 
Probably pathogenic

0,41

p.SV173L Патогенная 
Pathogenic

0,98

p.SН178D Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SR196Q Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SV197G Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.ST211S Непатогенная 
Non-pathogenic

0,17

p.SV218A Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SG244S Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SR249S Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SV272E Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SR273C Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SA276V Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SE285Q Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SG293R Непатогенная 
Non-pathogenic

0,02

Ранее нами проводился анализ мутационного про-
филя ТР53 и статуса метилирования генов MIR-34А, 
MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2 в небольшой группе 
(n = 73) образцов ДВККЛ [17]. Было показано, что 
метилирование анализируемых генов р53-респонсив-
ных микроРНК и мутации ТР53 в опухолевой ткани 
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В целом было показано, что в ряде случаев мети-
лирование MIR-203, MIR-129-2, MIR-34B / C и MIR-
34A и аберрации гена ТР53 в опухолевой ткани ДВККЛ 
сочетаются. Однако в большинстве образцов они 
не только являются независимыми событиями, но 
и имеют склонность к взаимному исключению.

Вероятно, как аберраций ТР53 (мутаций или разру-
шения сигнала полиаденилирования), так и метилиро-
вания генов изучаемых микроРНК может быть доста-

точно для нарушения регуляторной сети белка р53 
при лимфоме (рис. 4). Данное предположение под-
крепляется наличием положительных обратных связей 
между р53 и активируемыми им молекулами. Напри-
мер, микроРНК-34а участвует в стабилизации белка 
путем нацеливания на деацетилазу SIRT1 [9].

Наконец, высокая частота выявления опухолеспе-
цифичного метилирования генов MIR-203, MIR-129-2, 
MIR-34B / C и MIR-34A при ДВККЛ указывает 

Таблица 4. Связь мутаций, выявленных в кодирующей части гена ТР53, со злокачественными опухолями

Table 4. Association of mutations detected in the coding part of the TP53 gene with malignant tumors

Мутация 
Mutation

Экзон 
Exon

Злокачественное новообразование 
Malignant neoplasm

p.SL130F 5 Опухоли эпителиальных тканей и центральной нервной системы 
Tumors of epithelial tissues and central nervous system

p.SW146R 5 Диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Diffuse large B-cell lymphoma

p.ST155I 5 Хронический лимфолейкоз, NK / T-клеточная лимфома 
Hronic lymphocytic leukemia, NK / T-cell lymphoma

p.SR156C 5 Острый миелоидный лейкоз 
Acute myeloid leukemia

p.SM160V 5 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SV173L 5 Хронический лимфолейкоз, диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Chronic lymphocytic leukemia, diffuse large B-cell lymphoma

p.SН178D 5 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SR196Q 6
Острый миелоидный лейкоз, аденокарцинома прямой кишки, меланома радужки, плоскоклеточная 

карцинома тимуса 
Acute myeloid leukemia, rectal adenocarcinoma, iris melanoma, thymic squamous cell carcinoma

p.SV197G 6 Т-клеточная лимфома, плоскоклеточная карцинома легких, карцинома почки 
T-cell lymphoma, squamous cell carcinoma of the lung, carcinoma of the kidney

p.ST211S 6 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SV218A 6 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SG244S 7 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SR249S 7 Хронический лимфолейкоз, гепатоцеллюлярная карцинома, аденокарцинома толстой кишки 
Chronic lymphocytic leukemia, hepatocellular carcinoma, colon adenocarcinoma

p.SV272E 8 Диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Diffuse large B-cell lymphoma

p.SR273C 8
Опухоли центральной нервной системы, хронический лимфолейкоз, мантийноклеточная лимфома, 

диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Central nervous system tumors, сhronic lymphocytic leukemia, mantle cell lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma

p.SA276V 8 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SE285Q 8 Опухоли эпителиальных тканей, тератома яичника 
Tumors of epithelial tissues, ovarian teratoma

p.SG293R 8 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues
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Таблица 5. Анализ сочетанного выявления аберраций в гене ТР53 и метилирования генов изучаемых р53-респонсивных микроРНК

Table 5. Analysis of combined detection of TP53 gene aberrations and studied p53-responsive miRNAs genes methylation

Ген 1 
Gene 1

Ген 2 
Gene2

Частота сочетанного выявления, абс. 
Frequency of combined detection, abs.

Log2 Odds 
Ratio p-value q-value Связь 

Tendency

MIR-34A MIR-34B / C 26 2,571 <0,001 0,001 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-129-2 MIR-203 68 1,880 <0,001 0,002 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34B / C MIR-129-2 58 1,723 0,001 0,002 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34B / C MIR-203 57 1,426 0,006 0,009 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34A MIR-203 22 0,411 0,339 0,407 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34A MIR-129-2 21 0,192 0,468 0,468 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34A ТР53 5 –0,624 0,297 0,424 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

MIR-129-2 ТР53 18 –0,269 0,412 0,458 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

MIR-34B / C ТР53 14 –0,507 0,264 0,424 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

MIR-203 ТР53 17 –0,600 0,225 0,424 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

Рис. 2. Распределение миссенс-мутаций в гене ТР53, выявленных в группе исследования
Fig. 2. Distribution of missense mutations in the TP53 gene identified in the study group
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Рис. 3. Метилирование генов MIR-203, MIR-129–2, MIR-34A и MIR-34B / С и аберрации (разрушение сигнала полиаденилирования и мутации) 
в гене ТР53 в опухолевой ткани больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой. Случаи с метилированием и аберрациями выделены розовым 
цветом
Fig. 3. MIR-203, MIR-129–2, MIR-34A and MIR-34B / C genes methylation and aberrations (destruction of polyadenylation and mutation signal) in the 
TP53 gene in the tumor tissue of diffuse B-large cell lymphoma patients. Cases with methylation and aberrations are highlighted in pink
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на необходимость их дальнейшего изучения в качест-
ве потенциальных мишеней для таргетной терапии 
данной опухоли. Возможными направлениями могут 
быть использование ингибиторов метилирования 
ДНК, таких как производные 5-азацитидина, которые 
уже одобрены для лечения отдельных злокачествен-
ных новообразований крови, и синтетические анало-
ги микроРНК. Последние после попадания в клетку 
включаются в эффекторный комплекс, функционально 
замещают дерегулированные эндогенные микроРНК 
и восстанавливают сигнальные пути, функциониру-
ющие в норме [9, 19].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, метилирование генов микроРНК 

МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B / С является 
биомаркером для дифференциальной диагностики 
ДВККЛ и реактивных изменений в лимфатических 
узлах. Наряду с аберрациями в гене ТР53 аберрантное 
метилирование может быть частой независимой при-
чиной снижения экспрессии микроРНК семейства 
mir-34, микроРНК-129 и микроРНК-203 при ДВККЛ, 
что указывает на необходимость дальнейшего изуче-
ния таргетных подходов лечения данной патологии, 
основанных на эпигенетических механизмах.

Рис. 4. Механизмы нарушения экспрессии р53-респонсивных микроРНК
Fig. 4. Mechanisms of impaired expression of p53-responsive microRNAs
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Экспрессия белков цитоскелета – цитокератинов 
и бета-III тубулина в клетках культур меланомы 
человека из коллекции НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина

Т. А. Богуш, И. Э. Мизаева, А. А. Башарина, А. Н. Гришанина, М. А. Барышникова, О. С. Бурова,  
А. А. Рудакова, В. С. Косоруков

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 : Анна Александровна Башарина basharinaa@inbox.ru

Введение. Несмотря на достижения в лечении меланомы, результаты терапии нельзя признать удовлетворительны-
ми, и поиск новых препаратов и эффективных комбинаций лекарств продолжается. Разрабатываются препараты, 
направленные на снижение метастатического потенциала опухолей, – миграстатики. Точкой приложения этой 
группы препаратов могут являться белки цитоскелета опухолевой клетки, к которым относятся промежуточные 
филаменты – цитокератины (Цк) и белок микротрубочек бета-III тубулин (TUBB3).
Цель исследования – формирование панели культур клеток меланомы с охарактеризованной экспрессией Цк 
и TUBB3 для создания информативной клеточной модели in vitro для скрининга и изучения миграстатиков.
Материалы и методы. Исследован молекулярный фенотип 21 культуры клеток меланомы из коллекции клеточных 
линий ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии, из которых 18 культур получены из метастазов опухоли в лимфатические узлы, мягкие ткани или подкожно. 
Оценка уровня экспрессии TUBB3 и de novo экспрессии Цк в клетках, экспрессирующих виментин (Вим) (Цк + Вим), 
проведена иммунофлуоресцентным методом, ассоциированным с проточной цитометрией.
Результаты. экспрессия TUBB3 выявлена во всех исследованных культурах, de novo экспрессия Цк – в 20 из 21 куль-
туры. Исключение составила первичная увеальная меланома 92-1, не экспрессирующая Цк + Вим. Оба показателя 
значительно различались между клетками исследованной панели: коэкспрессия Цк + Вим – от 0 до 91 %, TUBB3 – 
от 18 до 86 %. корреляции между уровнями экспрессии TUBB3 и Цк + Вим не выявлено (коэффициент корреляции 
пирсона r = 0,11; p = 0,65). Выделены 3 группы культур клеток с разным соотношением уровня экспрессии TUBB3 
и коэкспрессии Цк + Вим: 1) сходный уровень показателей экспрессии маркеров; 2) уровень коэкспрессии Цк + Вим 
в большей или меньшей степени превышает показатель для TUBB3; 3) уровень экспрессии TUBB3 в разной степени 
превышает показатель коэкспрессии Цк + Вим.
Заключение. Сформирована панель из 21 культуры клеток меланомы человека, в которых количественно охарак-
теризована экспрессия Цк и TUBB3 – белков цитоскелета, ответственных за миграционную активность опухолевых 
клеток. Группы культур с разным соотношением показателей экспрессии этих маркеров могут быть использованы 
для скрининга и доклинической оценки потенциальных миграстатиков, которые уменьшают метастатический потен-
циал меланомы и могут снижать резистентность к таксанам.

Ключевые слова: культуры клеток меланомы человека, бета-III тубулин, цитокератины, миграстатики, цитостатики, 
панель клеток
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Expression of the cytoskeletal proteins – cytokeratins and beta-III tubulin in human melanoma 
cell lines from the collection of N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology
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Introduction. Despite advances in the treatment of melanoma, the results of therapy cannot be considered satisfactory, 
and the search for new drugs and effective combinations of medicine continues. The drugs are being developed aimed 
at reducing the metastatic tumor potential – migrastatics. The targets of the drugs can be cytoskeletal proteins of tumor 
cells – cytokeratin (CK) intermediate filaments and microtubule protein beta-III tubulin (TUBB3).
Aim. To estimate of the CK and TUBB3 expression in melanoma cell lines to form an informative in vitro cell model for 
screening and studying migrastatics.
Materials and methods. The molecular phenotype of 21 human melanoma cell lines from the collection of N. N. Blokhin 
National Medical Research Center of Oncology, and 18 of which were isolated from tumor metastases in the lymph nodes, 
soft tissues or subcutaneously. The level of TUBB3 expression and de novo expression of CKs in vimentin-expressing cells 
(CK + Vim) were assessed by an immunofluorescent method and flow cytometry.
Results. Beta-III tubulin expression was detected in all cultures studied, de novo expression of CKs was found in 20 / 21 lines. 
The exception was primary uveal melanoma 92-1, that did not express CK + Vim. Both parameters significantly differed 
between the cells of the studied panel: CK + Vim co-expression – from 0 to 91 %, TUBB3 – from 18 to 86 %. No correla-
tion was found between the expression level of TUBB3 and CK + Vim (Pearson’s correlation coefficient r = 0.11; p = 0.65). 
Three groups of the cell lines with different ratio of TUBB3 expression and CK + Vim co-expression were identified: 
1) similar level of expression of both markers; 2) the level of co-expression of CK + Vim more or less high than the index 
for TUBB3; 3) the level of TUBB3 expression more or less high than the index for CK + Vim co-expression.
Conclusion. A panel of 21 human melanoma cell lines was formed with quantitatively estimated expression of cytoske-
letal proteins responsible for the migration activity of tumor cells – CKs and TUBB3. Groups of the lines with different 
expression ratio of the markers can be used for screening and preclinical evaluation potential migrastatics that reduce 
the metastatic potential of melanoma and may reduce resistance to taxanes.

Keywords: human melanoma cell lines, beta-III tubulin, cytokeratins, migrastatics, cytostatics, cell panel

For citation: Bogush T. A., Mizaeva I. E., Basharina A. A. et al. Expression of the cytoskeletal proteins – cytokeratins and 
beta-III tubulin in human melanoma cell lines from the collection of N. N. Blokhin National Medical Research Center 
of Oncology. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(3):82–9. (In Russ.). 
DOI:  10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-82-89

ВВЕдЕНИЕ
Меланома – агрессивное злокачественное новооб-

разование, которое характеризуется высокой частотой 
метастазирования даже при небольшом размере пер-
вичного очага. Несмотря на достижения в лечении 
этого заболевания, результаты терапии нельзя при-
знать удовлетворительными, и поиск новых препара-
тов и эффективных комбинаций лекарств продолжа-
ется [1]. В частности, разрабатываются препараты, 
направленные на снижение метастатического потенци-
ала опухолей, – так называемые миграстатики [2, 3].

Важнейшей потенциальной точкой приложения 
этой группы лекарств являются белки цитоскелета 
опухолевой клетки, к которым относятся промежуточ-
ные филаменты цитокератины (ЦК) и белок микро-
трубочек бета-III тубулин (TUBB3).

Цитокератины являются облигатным маркером 
эпителиальных новообразований, однако их экспрес-
сия обнаружена и в клетках меланомы, экспрессиру-
ющих виментин (Вим). При этом в фундаментальных 
исследованиях на культурах клеток показано, что de novo 
экспрессия ЦК увеличивает динамическую активность 
клеток меланомы, а именно повышает скорость миг-
рации клеток через поры мембраны [4, 5] и инвазии 
через матригель [4–6]. Напротив, нокдаун ЦК в куль-
туре клеток меланомы уменьшает скорость инвазии 
через матригель, а также заживления раны [7].

В клинических исследованиях продемонстрирова-
но, что высокий уровень экспрессии матричной РНК 

ЦК коррелирует с поздней стадией заболевания и низ-
кими показателями общей выживаемости больных 
меланомой [8]. Более того, экспрессия ЦК чаще вы-
является в метастатических меланомах и потому рас-
сматривается как показатель дедифференцировки 
этого новообразования [9–12].

Что касается белка микротрубочек TUBB3, кото-
рый конститутивно экспрессируется в ткани мелано-
мы, его ингибирование в клетках культур меланомы 
приводит к нарушению динамики микротрубочек 
и снижает метастатический потенциал опухолевых 
клеток [13, 14]. При этом в клинических исследовани-
ях показано, что снижение уровня экспрессии TUBB3 
в опухоли является неблагоприятным фактором про-
гноза и коррелирует с худшими показателями безре-
цидивной и общей выживаемости [15, 16].

Важнейшая биологическая характеристика TUBB3 
заключается в том, что этот белок в опухолях разного 
генеза является мишенью противоопухолевых препа-
ратов из группы таксанов. Гиперэкспрессия TUBB3 
ассоциирована с резистентностью к этим лекарствен-
ным средствам, тогда как при ингибировании TUBB3 
чувствительность опухолей к таксанам восстанавли-
вается [17].

Целью исследования явилось формирование пане-
ли культур клеток меланомы с охарактеризованной 
экспрессией этих важнейших белков цитоскелета – 
ЦК и TUBB3 для создания информативной клеточной 
модели in vitro для скрининга и изучения соединений, 

mailto:basharinaa@inbox.ru
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ингибирующих метастатический потенциал опухолей 
и резистентность к противоопухолевым таксанам.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Культуры клеток меланомы. В работе исследована 

21 культура клеток меланомы из коллекции клеточных 
линий ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России. Три культуры клеток меланомы получе-
ны из первичного опухолевого узла: 92-1 – увеальная 
меланома; Mel May и A-375 – меланома кожи. Куль-
туры клеток Mel H, Mel Cher, Mel Si, A-052, Mel Rac, 
Mel Il, Mel Bgf, Mel Hn, Mel Gi, Mel Gus, Mel Me, Mel 
Ibr, Mel Mtp, Mel Ch, Mel Ki, Mel Kor, A-875 и Mel R 
получены из метастазов меланомы кожи в лимфати-
ческие узлы, мягкие ткани или подкожно.

Клетки культивировали в среде RPMI-1640 («Пан-
эко») с 10 % телячьей эмбриональной сывороткой 
(Biosera) в инкубаторе при +37 °С в атмосфере 5 % СО

2
. 

В экспериментах использовали клетки сформирован-
ного монослоя.

Клетки инкубировали в течение 15 мин при 37 °С 
в растворе Версена («Панэко»), снимали с подложки, 
суспендировали, осаждали центрифугированием 
при 1000 оборотах в течение 5 мин при комнатной тем-
пературе. В полученном осадке клетки фиксировали 
4 % раствором формальдегида (pH 7,4).

Иммунофлуоресцентный анализ и проточная цито-
метрия. Оценку экспрессии TUBB3 проводили с по-
мощью иммунофлуоресцентного окрашивания и про-
точной цитометрии [18]. Кратко, одноклеточную 
суспензию инкубировали в течение 1,5 ч при комнат-
ной температуре в темноте с первичными монокло-
нальными антителами к TUBB3 (клон EP1569Y, Abcam) 
в конечном разведении 1: 8000. После однократной 
отмывки 20-кратным объемом 0,5 % раствора бычьего 
сывороточного альбумина (BSA) добавляли вторичные 
антитела, конъюгированные с DyLight 650 (ab98729, 
Abcam) в конечном разведении 1: 500, и инкубировали 
в течение 1,5 ч при +4 °C в темноте. Далее клетки ин-
кубировали в течение 15 мин с ДНК-красителем 
Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) для дальнейшего удале-
ния из анализа дебриса и конгломератов клеток. Ана-
лиз проводили после двукратной отмывки 20-кратным 
объемом 0,5 % раствора BSA.

Специфическая флуоресценция клеток рассчитана 
в программе FlowJo v.10.0.8 с помощью критерия Кол-
могорова–Смирнова. Оценивали уровень экспрессии 
TUBB3 (в процентах): число специфически флуоресци-
рующих клеток относительно контроля (инкубация кле-
ток только с вторичными антителами). Различия в вели-
чине показателей экспрессии маркеров в повторных 
экспериментах на одной и той же культуре клеток не пре-
высили 5 %, поэтому в иллюстративный материал вклю-
чены результаты одного из типичных экспериментов.

Для оценки de novo экспрессии ЦК в клетках куль-
тур меланом использован ассоциированный с проточ-

ной цитометрией метод двойного иммунофлуорес-
центного окрашивания, разработанный в нашей 
лаборатории [19]. Кратко, одноклеточную суспензию 
клеток инкубировали в течение 1 ч при комнатной 
температуре в темноте с первичными моноклональ-
ными антителами к ЦК 5 / 6 / 8 / 17 / 19 (клон MNF116, 
DAKO). После однократной отмывки 20-кратным объ-
емом 0,5 % раствора BSA к клеткам добавляли анти-
тела к мезенхимальному белку Вим (клон SP20, 
Biocare) и инкубировали в тех же условиях. Конечное 
разведение обоих первичных антител – 1: 2000. По за-
вершении инкубации клетки отмывали 20-кратным 
объемом 0,5 % раствора BSA, одноклеточную суспен-
зию клеток инкубировали в течение 1,5 ч при +4 °C 
в темноте с двумя вторичными антителами, конъюги-
рованными с флуорохромом DyLight 488 (ab96871, 
Abcam) или DyLight 650 (ab98729, Abcam) в конечном 
разведении 1: 240 и 1: 500 соответственно. Далее клет-
ки инкубировали в течение 15 мин с ДНК-красителем 
Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) для дальнейшего удале-
ния из анализа дебриса и конгломератов клеток. Ана-
лиз проводили после двукратной отмывки 20-кратным 
объемом 0,5 % раствора BSA. Уровень de novo экспрес-
сии ЦК определяли как отношение (%) числа клеток, 
коэкспрессирующих ЦК и Вим, к общему числу опу-
холевых клеток, экспрессирующих Вим.

Флуоресценцию клеток измеряли на проточном 
цитометре Navios (Beckman Coulter). Для визуализа-
ции распределения клеток в зависимости от интенсив-
ности флуоресценции использовали гистограммы 
и точечные диаграммы, построенные в программе 
WinMDI 2.9.

Статистическая обработка результатов. Статисти-
ческая обработка данных проведена с помощью про-
граммы GraphPad Prism 9.2 (GraphPad Software). Нор-
мальность распределения образцов по уровню 
экспрессии маркеров оценена с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. Коэффициент корреляции Пирсона 
использован для оценки ассоциативной связи между 
показателями экспрессии TUBB3 и ЦК. Различия счи-
тали статистически значимыми при p ≤0,05.

РЕзУЛьТаТы
Количественные показатели уровня de novo экспрес-

сии цитокератинов и бета-III тубулина в культурах кле-
ток меланомы. Результаты количественной оценки 
уровня de novo экспрессии ЦК и белка TUBB3 в клет-
ках 21 культуры меланомы представлены на рис. 1 
и в таблице. Видно, что оба показателя значительно 
различаются между клетками исследуемой панели: 
коэкспрессия ЦК и Вим (ЦК + Вим) – от 0 до 91 %, 
TUBB3 – от 18 до 86 %. Важно отметить, что коэкс-
прессия ЦК + Вим выявлена во всех 18 культурах клеток 
метастатической меланомы и в 2 из 3 культур первич-
ной меланомы. De novo экспрессия ЦК не обнаружена 
только в первичной увеальной меланоме. Иными сло-
вами, включенные в панель культуры, за исключением 
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одной, по этому показателю следует отнести к агрес-
сивному типу опухолей.

Характер распределения показателей экспрессии 
маркеров в исследованной группе культур был нор-
мальным, поэтому их сравнение проведено по сред-
ним значениям, которые оказались близкими: 53,2 
и 57,4 % для ЦК + Вим и TUBB3 соответственно.

Достаточное для статистических оценок количе-
ство исследованных культур (n = 21) позволило нам 
ответить на фундаментально важный вопрос о нали-
чии корреляции между уровнем коэкспрессии ЦК + 
Вим и экспрессией TUBB3 при сравнении показате-
лей в одних и тех же клеточных культурах. С учетом 
нормальности распределения обоих показателей 
для этой цели использован метод Пирсона, который 

не выявил корреляции, что указывает на отсутствие 
общих механизмов регуляции экспрессии этих опухо-
левых маркеров.

Подгруппы культур клеток меланомы с разным соот-
ношением уровня коэкспрессии цитокератинов и вимен-
тина и экспрессии бета-III тубулина в одной и той же 
культуре. С учетом высокой гетерогенности исследу-
емой панели клеток меланом по уровню коэкспрессии 
ЦК + Вим и TUBB3, сформированы группы с разным 
соотношением показателей в одной и той же культуре 
(рис. 2).

Первая группа культур характеризуется сходным 
уровнем показателей экспрессии маркеров приблизи-
тельно от 40 до 80 %. Во 2-й группе клеток уровень 
коэкспрессии ЦК + Вим в большей или меньшей сте-
пени превышает показатель для TUBB3. В 3-й группе 
соотношение противоположное: уровень экспрессии 
TUBB3 в разной степени превышает показатель коэкс-
прессии ЦК + Вим. Интересна культура клеток первич-
ной увеальной меланомы с высокой (65 %) экспрес сией 
TUBB3 при отсутствии de novo экспрессии ЦК.

Примеры результатов, характеризующих культуры 
клеток меланомы по уровню коэкспрессии цитокерати-
нов и виментина и экспрессии бета-III тубулина (имму-
нофлуоресцентный анализ и проточная цитометрия). 
Примеры реальных результатов иммунофлуоресцент-
ного анализа, ассоциированного с проточной цитомет-
рией, которые использованы для характеристики 
культур клеток меланомы по уровню коэкспрессии 
ЦК + Вим и экспрессии TUBB3, представлены на рис. 3. 
Приведены примеры культур с разным соотношением 
уровней экспрессии маркеров в разных подгруппах куль-
тур, включенных в клеточную панель (см. рис. 2).

Из 1-й подгруппы представлены результаты иссле-
дования культуры A-052 с высокой и приблизительно 
одинаковой экспрессией TUBB3 и коэкспрессией 
ЦК + Вим: 74 и 66 % соответственно. Из 2-й подгруп-
пы продемонстрированы результаты исследования 

Рис. 1. Количественные показатели уровня коэкспрессии цитокерати-
нов и виментина (ЦК + Вим) и экспрессии белка бета-III тубулина 
(TUBB3) в клетках 21 культуры меланомы. Белыми символами отме-
чены показатели уровня экспрессии маркеров в культурах клеток ме-
ланомы, полученных из первичных опухолей
Fig. 1. Quantitive data of cytokeratins and vimentin (CK + Vim) co-
expression and beta-III tubulin expression in cells of 21 melanoma lines. 
White symbols indicate the levels of markers’ expression in cell lines isolated 
from primary melanomas

Уровень коэкспрессии цитокератинов и виментина (ЦК + Вим) и экспрессии бета-III тубулина (TUBB3) в культурах клеток меланом (n = 21), %

Level of cytokeratin and vimentin (CK + Vim) co-expression and beta-III tubulin (TUBB3) expression in melanoma cell lines (n = 21), %

Маркер 
Marker

M ± SD Me [Q1; Q3] Min Max
Проверка на нормальность 

распределения, p* 
Normality test, p*

Коэффициент корреляции 
Пирсона, r 

Pearson correlation coefficient, r

ЦК + Вим 
CK + Vim

53,2 ± 22,6 50,0 [41,5; 70,0] 0,0 91,0 0,47

0,11; p = 0,65

TUBB3 57,4 ± 17,2 60,0 [45,5; 70,5] 18,0 86,0 0,34

*Нулевая гипотеза о нормальности распределения показателя в выборке, оцененная с помощью критерия Шапиро–Уилка 
(принималась при p >0,05). 
*The Shapiro–Wilk test was used to assess the null hypothesis about normality of the index distribution (it was accepted at p >0.05).
Примечание. M ± SD – среднее арифметическое значение ± стандартное отклонение; Me [Q1; Q3] – медиана [нижний 
квартиль; верхний квартиль]; min – минимальное значение; max – максимальное значение. 
Note. M ± SD – arithmetic mean value ± standard deviation; Me [Q1; Q3] – median [lower quartile; upper quartile]; min – minimum value; max – 
maximum value.
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культуры Mel Me с низкой экспрессией TUBB3 (18 %) 
и высоким уровнем коэкспрессии ЦК + Вим (74 %). 
Из 3-й подгруппы представлены результаты для клеток 
линии Mel H, в которых высокий уровень экспрессии 
TUBB3 (66 %) сочетается с умеренным показателем 
коэкспрессии ЦК + Вим (39 %). От других культур от-
личалась культура клеток первичной увеальной мела-
номы 92-1, в которой при высоком уровне экспрессии 
TUBB3 (65 %) не выявлена de novo экспрессия ЦК.

Следует отметить важную деталь. При иммуно-
флуоресцентном окрашивании культур, представлен-
ных на рис. 3, отчетливо видна экспрессия специфи-
ческого мезенхимального белка Вим во всех клетках 
(верхний левый квадрант в диаграммах «Вим»). В то же 
время уровень экспрессии ЦК в разных культурах раз-
личается, и в 100 % случаев de novo экспрессия ЦК 
выявляется в клетках меланомы только в коэкспрес-
сии с конститутивным мезенхимальным белком Вим 
(верхний и нижний квадранты в диаграммах «ЦК + 
Вим»). Аналогичные результаты получены при иссле-
довании всех культур, включенных в сформированную 
панель клеток меланомы.

ОБСУждЕНИЕ
В настоящее время одним из трендов, направлен-

ных на повышение эффективности лекарственной 
терапии опухолей разного генеза, в том числе мела-
ном, является разработка новых классов противо-
опухолевых препаратов, в частности так называемых 
миграстатиков, нацеленных на снижение метастати-
ческого потенциала опухолевых клеток [2]. Отметим, 
что скрининг химических соединений – потенциаль-
ных претендентов на создание новых лекарств – на-
чинается с экспериментов in vitro, поэтому формиро-
вание панелей клеточных культур разного генеза, 
охарактеризованных по экспрессии тех или иных 

мишеней новых препаратов, является неотъемлемой 
частью подобного рода исследований.

В работе сформирована панель клеточных куль-
тур меланомы, которые охарактеризованы по коли-
чественным показателям экспрессии важнейшей 
потенциальной точки приложения миграстатиков – 
промежуточных филаментов ЦК и белка микротру-
бочек TUBB3. Согласно результатам фундаменталь-
ных исследований, экспрессия ЦК увеличивает 
миграционную активность клеток меланомы in vitro 
[4–7], а в клинических исследованиях показано, что 
de novo экспрессия ЦК в клетках меланомы повыша-
ет агрессивность течения этого заболевания [8, 9]. 
Что касается белка TUBB3, уже получены экспери-
ментальные данные, согласно которым препараты, 
нацеленные на микротрубочки, могут быть исполь-
зованы как миграстатики [20, 21], и эффективность 
некоторых из них уже оценивается в клинических 
исследованиях [22].

De novo экспрессия ЦК выявлена в 20 культурах 
клеток из 21 культуры меланом, из которых 18 культур 
получены из метастазов опухоли в лимфатические узлы, 
мягкие ткани или подкожно. И только в культуре 92-1, 
полученной из первичной увеальной меланомы, ЦК 
не экспрессировались. Следует отметить, что ЦК выяв-
лены в клетках меланомы только в коэкспрессии с кон-
ститутивным белком меланомы Вим. По уровню коэкс-
прессии ЦК + Вим клетки различались значительно, 
и это позволяет использовать пары культур «высокая 
экспрессия маркера – низкая экспрессия маркера» 
для выявления как ингибирующего, так и стимулиру-
ющего воздействия на экспрессию ЦК при скрининге 
и изучении новых миграстатиков.

Что касается белка TUBB3, его экспрессия, как 
и Вим, выявлена в 100 % исследованных культур ме-
ланомы. При этом в сформированную панель вошли 

Рис. 2. Группы культур клеток меланомы с разным соотношением уровней коэкспрессии цитокератинов и виментина (ЦК + Вим) и экспрессии 
бета-III тубулина (TUBB3). Римскими цифрами обозначены номера групп
Fig. 2. Groups of melanoma cell cultures with different ratios of cytokeratin and vimentin (CK + Vim) co-expression and beta-III tubulin (TUBB3) expression. 
Roman numerals indicate group numbers

TUBB3 = ЦК + Вим  /  TUBB3 = CK + Vim TUBB3 <ЦК + Вим  /  TUBB3 <CK + Vim TUBB3 >ЦК + Вим  /  TUBB3 >CK + Vim

M
el

 S
i

M
el

 C
he

r

M
el

 R

M
el

 R
ac

M
el

 B
gf

M
el

 C
h

A
-0

52

A
-3

75

M
el

 M
tp

M
el

 G
i

M
el

 M
e

M
el

 H
n

M
el

 G
us

A
-8

75

92
–1

M
el

 Il

M
el

 H

M
el

 M
ay

M
el

 Ib
r

M
el

 k
i

M
el

 k
or

100

50

 0

Ур
ов

ен
ь 

эк
сп

ре
сс

ии
, %

 / 
Ex

pr
es

si
on

 le
ve

l, 
%

I                                                                                         II                                                                    III

ЦК + Вим  /  CK + Vim                                TUBB3



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

3

87ТОМ 10 / VOL. 10  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Рис. 3. Примеры результатов иммунофлуоресцентного анализа и проточной цитометрии культур клеток меланомы по уровню коэкспрессии 
цитокератинов и виментина (ЦК + Вим) и экспрессии бета-III тубулина (TUBB3). *Уровень экспрессии TUBB3: серые гистограммы – контроль 
(инкубация клеток только с вторичными антителами); белые – после инкубации с моноклональными антителами к TUBB3. По оси абсцисс – 
количество исследованных клеток; по оси ординат – интенсивность флуоресценции (у. е.). **Уровень экспрессии Вим, ЦК и коэкспрессии ЦК + 
Вим: по оси абсцисс – интенсивность внутриклеточной флуоресценции (у. е.) красителя DyLight 488; по оси ординат – DyLight 650. На диаграм-
мах: контроль – автофлуоресценция клеток после инкубации с вторичными антителами (нижний левый квадрант); Вим – клетки, экспресси-
рующие Вим (левый верхний квадрант); ЦК – клетки, экспрессирующие ЦК (нижний правый квадрант); ЦК + Вим – клетки, коэкспрессирующие 
ЦК + Вим (верхний правый квадрант). Цифрами указан уровень экспрессии TUBB3 и коэкспрессии ЦК + Вим (%)
Fig. 3. Examples of the results of immunofluorescent analysis and flow cytometry of melanoma cell lines by the level of cytokeratin and vimentin (CK + Vim) 
co-expression and beta-III tubulin (TUBB3) expression. *TUBB3 expression level: gray histograms are control (incubation of cells with secondary antibodies 
only); white ones are after incubation with monoclonal antibodies to TUBB3. The abscissa shows the number of examined cells; along the y-axis, fluorescence 
intensity (a. u.). **The level of expression of Vim, CK and CK + Vim co-expression: abscissa and ordinate show the intensity of intracellular fluorescence (a. u.) 
of the dyes DyLight 488 and DyLight 650 respectively. On the diagrams: control is autofluorescence of cells after incubation with secondary antibodies (lower 
left quadrant); Vim – cells expressing Vim (upper left quadrant); CK – cells expressing CK (lower right quadrant); CK + Vim – cells co-expressing CK + Vim 
(upper right quadrant). The numbers indicated the level of TUBB3 expression and CK + Vim co-expression

Контроль / Control Вим / Vim ЦК / CK

ЦК + Вим** / CK + Vim**

ЦК + Вим** / CK + Vim**

TUBB3*

74 %

74 %

39 %

0 %

18 %

66 %

66 %

65 %

I. Культура A-053 / Cell line A-053

II. Культура Mel Me / Cell line Mel Me

III. Культура Mel H / Cell line Mel H

IV. Культура 92-1 / Cell line 92-1
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культуры как с низким, так и с высоким уровнем экс-
прессии TUBB3. Изучение на парах таких культур но-
вых соединений позволит выявить стимулирующий 
и ингибирующий эффекты потенциального миграста-
тика. При этом обнаружение ингибирующего воздей-
ствия будет указывать на «двойной» позитивный 
 эффект нового соединения: как ингибитора метаста-
тической активности клеток, так и резистентности 
к таксанам, поскольку известно, что резистентность 
клеток меланомы к препаратам таксанового ряда кор-
релирует с высокой экспрессией TUBB3 [15, 23].

И наконец, следует отметить разнообразность моле-
кулярных фенотипов культур меланомы, включенных 
в сформированную панель. Клетки с разным соотноше-
нием экспрессии исследованных маркеров могут быть 
интересны с точки зрения выявления особенностей воз-
действия новых соединений не только на экспрессию 
белков цитоскелета, но и на резистентность клеток к так-
санам. Представляют интерес и ответы на фундамен-
тальные вопросы о различиях биологических характе-

ристик клеток с разным соотношением экспрессии 
белков цитоскелета, например, по их ростовым характе-
ристикам в культуре и при трансплантации животным, 
по степени морфологической дифференцировки и т. д.

заКЛючЕНИЕ
Сформирована панель, включающая 21 культуру 

клеток меланомы человека из коллекции ФГБУ «На-
циональный медицинский исследпвательский центр 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, 
в которых количественно охарактеризована экспрес-
сия белков цитоскелета, ответственных за миграцион-
ную активность опухолевых клеток, – промежуточных 
филаментов ЦК и белка микротрубочек TUBB3. Груп-
пы культур с разным соотношением показателей экс-
прессии этих маркеров могут быть использованы 
для скрининга и доклинической оценки потенциаль-
ных миграстатиков, которые уменьшают метастати-
ческий потенциал меланомы и способны снижать 
резистентность к так санам.
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Прогностическая тонкоигольная аспирационная 
биопсия увеальной меланомы:  
молекулярно-генетические факторы риска 
развития метастазов

В. А. Яровая1, И. А. Левашов1, А. Р. Зарецкий2, Л. В. Чудакова2, В. В. Назарова3, А. Д. Матяева1,  
Л. В. Демидов3, А. А. Яровой1
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«Микрохирургия глаза» им. акад. С. Н. Федорова» Минздрава России; Россия, 127486 Москва, Бескудниковский бульвар, 59а; 
2ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н. И. Пирогова» Минздрава России; 
Россия, 117997 Москва, ул. Островитянова, 1; 
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 23

К о н т а к т ы :  Вера Андреевна Яровая verandreevna@gmail.com

Введение. Для определения прогноза заболевания при увеальной меланоме активно используются молекулярно-
генетические методы исследования материала первичной опухоли, который может быть получен в рамках органо-
сохраняющего лечения с помощью тонкоигольной аспирационной биопсии (ТИАБ). Молекулярно-генетическое 
тестирование и ТИАБ в отечественной практике имеют ряд особенностей, связанных с хирургической техникой, 
методикой молекулярно-генетического тестирования и классификационными подходами.
Цель – представить собственный опыт применения молекулярно-генетических методов в прогнозировании риска 
развития метастазов у пациентов с увеальной меланомой на основе материала ТИАБ.
Материалы и методы. Был проанализирован материал ТИАБ, полученный от 151 пациента. Тонкоигольную аспи-
рационную биопсию с прогностической целью выполняли одновременно с органосохраняющим лечением (брахи-
терапией или стереотаксической радиохирургией). В ходе молекулярно-генетического исследования осуществляли 
анализ мутаций в генах GNAQ, GNA11, EIF1AX и SF3B1 (методами высокочувствительной мутационно-специфической 
полимеразной цепной реакции в реальном времени и полимеразной цепной реакции с последующим секвениро-
ванием продуктов этой реакции по Сэнгеру) и количества копий генов PPARG и MYC (методом флуоресцентной 
гибридизации in situ). Также проводили цитологическое исследование всех образцов, полученных при ТИАБ.
Результаты.  Уровень информативности материала ТИАБ составил 91 %, медиана срока наблюдения – 36 мес. 
За этот период отдаленные метастазы выявлены у 12 пациентов из 151. Частота встречаемости молекулярно-гене-
тических нарушений в целом соотносится с данными других крупных исследований. Оригинальная прогностическая 
панель впервые продемонстрировала возможность определения прогноза пациента в зависимости от делеции гена 
PPARG, наличие которой ассоциировано с низкими показателями выживаемости (p <0,01). Мутации в генах EIF1AX 
и SF3B1, амплификация гена MYC и клеточный тип опухоли по результатам цитологического исследования не про-
демонстрировали статистической значимости.
Заключение. Использованные нами у пациентов с увеальной меланомой технологии ТИАБ и молекулярно-генети-
ческого тестирования продемонстрировали надежность и высокую информативность. Ряд прогностических фак-
торов требуют дальнейшего исследования с более длительными сроками наблюдения за пациентами.

Ключевые слова: офтальмоонкология, молекулярная онкология, увеальная меланома, прогнозирование, выживаемость

Для цитирования: Яровая В. А., Левашов И. А., Зарецкий А. Р. и др. прогностическая тонкоигольная аспирационная 
биопсия увеальной меланомы: молекулярно-генетические факторы риска развития метастазов. Успехи молекуляр-
ной онкологии 2023;10(3):90–7. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-3-90-97

Prognostic fine needle aspiration biopsy of uveal melanoma: Molecular and genetic factors  
of metastasis risk
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Introduction. Molecular genetic testing is actively used for prognostication in patients with uveal melanoma (UM). 
Tissue for genetic analysis may be obtained either by surgical excision or through fine-needle aspiration biopsy (FNAB). 
Performing genetic testing and FNAB in each institution can differ in surgical techniques and laboratory methodologies.
Aim. To present our own experience of performing FNAB-based molecular genetic testing for prognostication in patients 
with uveal melanoma.
Materials and methods. Prognostic FNAB (n = 151) were combined with brachytherapy or stereotactic surgery. Genetic 
testing was performed by methods based on polymerase chain reaction (GNAQ, GNA11, EIF1AX and SF3B1 mutations) and 
fluorescence in situ hybridization (copy numbers of PPARG and MYC genes); cytology of FNAB material was also assessed.
Results. Fine-needle aspiration biopsy material was informative in 91 % of cases. At the median follow-up of 36 months, 
12 cases of distant metastases were detected. Occurrence of the assessed mutations and copy numbers were related to 
other representative studies. PPARG deletion was shown to be a significant prognostic factor for metastasis-free surviv-
al (p <0,01), which was demonstrated for the first time; EIF1AX and SF3B1 mutations, MYC amplification and cytological 
class were not shown to be significantly associated with survival in our study.
Conclusion. FNAB-based molecular genetic testing for prognostication in patients with uveal melanoma was shown to 
be a reliable and highly informative approach. Some of the prognostic factors need to be evaluated further with longer 
follow-up.
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ВВЕдЕНИЕ
Молекулярно-генетические методы исследования 

в современной онкологии используются чаще всего 
для подбора таргетной терапии, несколько реже – 
для уточнения диагноза и еще реже – для определения 
прогностических факторов [1–3]. Прогностические 
факторы – это биологические или клинические мар-
керы, позволяющие уточнить шансы на реализацию 
различных исходов заболевания, например, вероят-
ность развития метастазирования. Одним из редких 
примеров активного использования молекулярно-ге-
нетических методов в прогнозировании течения он-
кологического заболевания является их применение 
при увеальной меланоме (УМ).

Увеальная меланома – наиболее распространенное 
злокачественное внутриглазное новообразование, кле-
точным субстратом которого являются меланоциты 
сосудистой оболочки глаза [3–5]. Показатели локаль-
ного контроля первичного очага УМ даже при органо-
сохраняющем лечении находятся на уровне 70–98 % 
[3, 6, 7]. Тем не менее УМ характеризуется сравнитель-
но низким уровнем выживаемости: 5-летняя общая 
выживаемость при данном типе опухоли составляет 
около 80 %, 10-летняя – 50–70 % [8, 9]. Такие показа-
тели обусловлены прежде всего отсутствием эффектив-
ных методов системной терапии – как в адъювантном 
режиме, так и при лечении метастатической болезни.

Вероятность возникновения метастазов УМ зави-
сит от ряда факторов: клинических (возраст пациента, 

размеры, локализация и особенности роста опухоли), 
морфологических (клеточный тип опухоли, митоти-
ческая активность, инфильтрация лимфоцитами и др.) 
и молекулярно-генетических (мутации в генах и хро-
мосомные аберрации) [3, 5, 10]. Изучение молекулярно-
генетических особенностей УМ позволило улучшить 
понимание механизмов и рисков метастазирования 
данной опухоли, а выявление соответствующих про-
гностических маркеров стало центральным звеном 
в определении прогноза заболевания.

Успех применения генетических методов в про-
гнозировании заболевания во многом обусловлен от-
носительно узким и уникальным мутационным про-
филем УМ. По данным литературы, наиболее часто 
встречаются мутации в генах GNA11, GNAQ, EIF1AX, 
SF3B1 и BAP1, а также хромосомные аберрации – на-
рушения количества копий обширных участков хро-
мосом 1, 3, 6 и 8 [3, 5, 10–13]. Мутации в гене BAP1 
ассоциированы с моносомией по короткому плечу 
хромосомы 3 (что неудивительно с учетом того, что ген 
BAP1 физически расположен именно на 3p) и являют-
ся наиболее существенным молекулярным фактором 
плохого прогноза при УМ. Мутации в гене EIF1AX 
при данной опухоли связаны с самым благоприятным 
прогнозом и ожидаемой продолжительностью жизни 
как у здоровых людей. Мутации в гене SF3B1 ассоци-
ированы с промежуточным прогнозом и отсроченны-
ми метастазами, возникающими спустя 7 и более лет 
после установления диагноза. Наконец, мутации 
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в генах GNA11 и GNAQ являются драйверными, т. е. 
участвуют в начальных процессах онкогенеза, однако, 
по имеющимся данным, не оказывают существенного 
влияния на показатели выживаемости [4, 14].

В зависимости от представленных нарушений 
и использованных молекулярно-генетических методов 
авторы используют различные классификационные 
подходы. Наиболее распространенным методом стра-
тификации является профилирование генной экс-
прессии (gene expression profiling, GEP), разделяющее 
все опухоли на 2 класса; результаты этой классифика-
ции ассоциированы со статусом хромосомы 3 (дисо-
мия хромосомы 3 – класс 1, более благоприятный; 
моносомия – класс 2, менее благоприятный) [15]. Бо-
лее детальное разделение на подклассы и подтипы 
предполагает учет других прогностических факторов: 
наличия мутаций в генах EIF1AX и SF3B1, статуса хро-
мосом 1, 6 и 8. В зависимости от этих особенностей 
авторы могут использовать различные прогностиче-
ские панели [4, 15–17].

В отечественной практике молекулярно-генетиче-
ские методы прогнозирования течения УМ на матери-
але первичной опухоли, полученном либо по резуль-
татам энуклеации, либо с помощью тонкоигольной 
аспирационной биопсии (ТИАБ), широко не исполь-
зуются в связи с отсутствием возможности проведения 
данного исследования на бюджетной основе и пред-
взятости отдельных специалистов-офтальмологов 
в отношении технологии ТИАБ. В то же время приме-
нение ТИАБ в отечественной практике имеет ряд осо-
бенностей, связанных с хирургической техникой, ме-
тодикой молекулярно-генетического тестирования 
и классификационными подходами [12, 18–23].

Цель исследования – представить собственный 
опыт применения молекулярно-генетических методов 
в прогнозировании риска развития метастазов у паци-
ентов с УМ на основе материала ТИАБ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
За период с января 2017 г. по январь 2022 г. в отделе-

нии офтальмоонкологии и радиологии Национального 
медицинского исследовательского центра «Межотрас-
левой научно-технический комплекс «Микрохирур-
гия  глаза» им. акад. С. Н. Федорова» была проведена 
151 ТИАБ с прогностической целью. Всем пациентам 
ТИАБ выполнялась одновременно с органосохраня-
ющим лечением в качестве первичного метода тера-
пии или в течение нескольких дней от его начала (бра-
хитерапия – в 136 (90 %), стереотаксическая 
радиохирургия гамма-нож – в 15 (10 %)). Тонкоигольная 
аспирационная биопсия проводилась по стандартной тех-
нологии, описанной ранее [20]. Все пациенты подписали 
информированное согласие на обработку персональных 
данных, диагностические исследования и лечение.

Молекулярно-генетическое исследование выпол-
нялось методами высокочувствительной мутационно-
специфической полимеразной цепной реакции в ре-

альном времени (ПЦР-РВ), ПЦР с последующим 
секвенированием продуктов этой реакции по Сэнгеру 
и флуоресцентной гибридизации in situ (fluorescence in 
situ hybridization, FISH).

Анализ мутаций в GNAQ и GNA11 проводился 151 па-
циенту, EIF1AX и SF3B1 – 144 и 142 соответственно 
(количество копий генов PPARG и MYC оценивалось 
у 121 и 122 пациентов соответственно). Тест на деле-
цию гена PPARG использовали для определения стату-
са короткого плеча хромосомы 3, тест на амплифика-
цию гена MYC – для выявления статуса длинного 
плеча хромосомы 8.

Также проводилось цитологическое исследование, 
по результатам которого определялся клеточный тип 
опухоли: как по стандартной трехчастной классифи-
кации (веретеноклеточная, смешанноклеточная или 
эпителиоидноклеточная УМ), так и по упрощенной 
бинарной (присутствие или отсутствие эпителиоид-
ных клеток) [24].

Средний срок наблюдения за пациентами, про-
шедшими ТИАБ и находящимися на диспансерном 
наблюдении, составил 33 мес (минимум – 2 мес, мак-
симум – 70 мес, медиана – 34 мес). Критерии включе-
ния в анализ показателей выживаемости: наличие 
на момент исследования актуальной информации 
о больных в архиве учреждения (по данным диспан-
серного наблюдения или, при отсутствии актуальной 
информации, по заключениям офтальмологов, тера-
певтов, онкологов или патологоанатомов, полученных 
через органы здравоохранения по месту жительства), 
срок наблюдения при отсутствии метастазов более 
12 мес. Критериями исключения являлись установлен-
ная метастатическая болезнь до проведения локально-
го лечения, эндовитреальные вмешательства в течение 
всего срока наблюдения, наличие >1 опухолевого оча-
га и билатеральная УМ.

Анализ риска метастазирования проводился по типу 
«случай–контроль»: 2 группы пациентов – с метаста-
зами («случаи») и без них («контроль») – сравнивались 
на основе частоты встречаемости предполагаемого 
влияющего фактора и по методу Каплана–Майера. 
Для статистической обработки данных использовали 
программное обеспечение Google Sheets (Google LLC), 
Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft) и GraphPad Prism 
9.2.0 (GraphPad Software, LLC). Для оценки достовер-
ности различий между количественными значениями 
2 выборок применяли U-критерий Манна–Уитни; 
для сравнения качественных признаков – критерии χ² 
и Фишера. Безрецидивную выживаемость (выживае-
мость до выявления метастазов) оценивали с помощью 
метода Каплана–Майера с проверкой значимости раз-
личий по логранговому критерию. Различия между груп-
пами считали статистически значимыми при p <0,05.

РЕзУЛьТаТы
Общая информативность материала ТИАБ, опре-

деляемая как возможность верификации диагноза УМ 
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цитологическим или молекулярно-генетическим ме-
тодом, составила 91 % (n = 138). Таким образом, в 9 % 
(n = 13) случаев не обнаружено никаких молекулярно-
генетических и цитологических признаков УМ, оценива-
емых в рамках данного исследования, что, однако, 
не исключало клинически установленный диагноз УМ.

Встречаемость мутаций в информативных образцах 
составила 44 % (n = 61) для гена GNAQ, 43 % (n = 59)
для гена GNA11, 18 % (n = 25) для гена EIF1AX и 18 % 
(n = 25) для гена SF3B1. В информативных образцах, 
в которых проводился анализ на делецию гена PPARG 
и амплификацию гена MYC, встречаемость этих молеку-
лярных нарушений составила 31 (n = 36) и 54 % (n = 64) 
соответственно. Драйверные мутации (в генах GNAQ 
или GNA11) были обнаружены в 78 % (n = 108) инфор-
мативных образцов; в большинстве случаев они ока-
зывались взаимоисключающими (в 5 случаях отмеча-
лись обе мутации). Результаты попарного анализа 
взаимовстречаемости молекулярных нарушений в ин-
формативных образцах УМ в рамках настоящего ис-
следования представлены в таблице.

Попарный анализ взаимовстречаемости молеку-
лярных нарушений в исследованных образцах проде-
монстрировал высокозначимые различия (p <0,01) 
при сравнении групп с мутациями в генах GNAQ 
и GNA11. Умеренно значимые различия были обнару-
жены при сравнении образцов с мутациями в гене 

EIF1AX и с молекулярными нарушениями в генах 
GNAQ, SF3B1 и PPARG (показатель p составил 0,047; 
0,03 и 0,03 соответственно), а также при сравнении 
образцов с нарушениями количества копий генов 
PPARG и MYC (p = 0,02).

По результатам цитологического исследования 
в 20 % случаев клеточный тип опухоли определить 
не удалось. В оставшихся случаях встречаемость вере-
теноклеточной меланомы составила 79 %, эпителио-
идноклеточной – 11 % и смешанноклеточной – 10 % 
(в соответствии с классическим принципом определе-
ния клеточного типа УМ). Согласно бинарному прин-
ципу определения клеточного типа, в соответствии 
с которым выявляется наличие (>10 % эпителиоидных 
клеток) или отсутствие эпителиоидного компонента 
(≤10 % эпителиоидных клеток), встречаемость клеточ-
ных типов составила 30 и 70 % соответственно [24].

В группу пациентов, в которой проводился анализ 
показателей выживаемости в соответствии с критери-
ями включения и исключения, вошли 133 больных. 
Средний срок наблюдения в ней составил 36 мес (ме-
диана – 36 мес, минимум – 2 мес, максимум – 70 мес). 
За это время отмечены 12 случаев метастазирования 
УМ (метастазы в печени – 9 случаев, в легких – 1, 
множественные метастазы – 2).

Риск развития метастазов в зависимости от наличия 
мутаций, ассоциированных с уровнем выживаемости, 

Взаимовстречаемость молекулярных нарушений

Cross-incidence of molecular abnormalities

Ген 
Gen

GNAQ (n = 138) GNA11 (n = 138) EIF1AX (n = 131) SF3B1 (n = 129) PPARG (n = 117) MYC (n = 118) 

Mt WT Mt WT Mt WT Mt WT Mt WT Mt WT

GNAQ
Mt  –  – 5 56 16 44 13 46 12 39 27 24

WT  –  – 54 23 9 62 12 58 24 42 37 30

GNA11
Mt 5 54  –  – 10 46 12 44 18 36 30 24

WT 56 23  –  – 15 60 13 60 18 45 34 30

EIF1AX
Mt 16 9 10 15  –  – 1 24 2 18 12 8

WT 44 62 46 60  –  – 24 79 31 60 50 42

SF3B1
Mt 13 12 12 13 1 24  –  – 5 18 14 10

WT 46 58 44 60 24 79  –  – 28 57 47 38

PPARG
Mt 12 24 18 18 2 31 5 28  –  – 13 23

WT 39 42 36 45 18 60 18 57  –  – 49 31

MYC
Mt 27 37 30 34 12 50 14 47 13 49  –  – 

WT 24 30 24 30 8 42 10 38 23 31  –  – 

Примечание. Mt – молекулярное нарушение в соответствующем гене; WT – в соответствующем гене молекулярных наруше-
ний не обнаружено. Статистическая значимость оценивалась по точному двустороннему критерию Фишера (ячейки зеленого 
цвета – p <0,05, белого – p >0,05). 
Note. Mt – molecular abnormality in a corresponding gene; WT – no abnormalities found in the corresponding gene. Statistical significance was 
calculated using Fisher’s exact two-sided test (green cells – p <0.05, white cells – p >0.05).
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оценивался по типу «случай–контроль»: пациенты 
были разделены на 2 группы – с метастазами («слу-
чаи») и без них («контроль»). Сравнение проводилось 
на основе предполагаемого влияющего фактора (му-
тации в генах GNAQ, GNA11, EIF1AX, SF3B1, PPARG, 
MYC и клеточный тип) по критерию χ2.

Статистически значимые различия определялись 
при делеции гена PPARG, наличие которой ассоции-
ровано с негативным прогнозом (p <0,01). Различия 
не были статистически значимы для молекулярных 
нарушений в генах GNAQ (p = 0,99), GNA11 (p = 0,31) 
EIF1AX (p = 0,1), SF3B1 (p = 0,09) и MYC (p = 0,44). 
Аналогичный анализ показателей выживаемости про-
водился в зависимости от клеточного типа как по тра-
диционной трехчастной классификации, так и по  
пред ложенной нами двухчастной; в обоих случаях ста-
тистически значимые различия не были выявлены 
(p = 0,27 и 0,62 соответственно).

В ходе анализа по методу Каплана–Майера полу-
чены схожие результаты статистически значимые раз-
личия показателей выживаемости в зависимости 
от наличия или отсутствия молекулярного нарушения 
определялись только для делеции гена PPARG (p <0,01), 
различия не были статистически значимы для моле-
кулярных нарушений в генах EIF1AX (p = 0,11), SF3B1 
(p = 0,10), MYC (p = 0,53), GNAQ (p = 0,93) и GNA11 (p = 0,22) 
по логранговому критерию. График выживаемости 
по методу Каплана–Майера представлен на рисунке.

ОБСУждЕНИЕ
Генетический анализ опухолевого материала явля-

ется частью комплексного подхода к ведению пациен-
тов с УМ [1, 3, 5]. В специализированных офтальмо-
онкологических центрах Европы и США такой анализ 
осуществляется на материале как энуклеированных 
глаз, так и ТИАБ, в то время как в российской практи-
ке этот подход все еще не является общепризнанным. 
Данная работа представляет собой описание молеку-
лярно-генетических результатов первого масштабного 

отечественного опыта применения ТИАБ с прогно-
стической целью у пациентов с УМ.

Информативность ТИАБ зависит от размеров опу-
холи и техники получения биопсии (использование 
иглы или витреотома, диаметра инструмента) и, по дан-
ным различных исследований, варьирует от 22 до 100 % 
[18, 22, 23, 25]. Как правило, низкий уровень инфор-
мативности может наблюдаться при биопсии опухолей 
небольшого размера или при цитологическом анализе 
материала [26, 27]. Информативность генетического 
материала, по результатам различных исследований, 
находится на сравнительно высоком уровне: 85–100 %. 
По нашим данным, в 91 % образцов удалось провести 
молекулярно-генетический анализ.

По результатам наиболее крупных исследований, 
мутации GNAQ и GNA11 в ткани УМ можно обнару-
жить в 57 и 41 % образцов соответственно, что соотно-
сится с полученными нами результатами: эти мутации 
были выявлены в 44 и 43 % случаев соответственно 
[21, 28]. Мутации в генах EIF1AX и SF3B1 и амплифи-
кация гена MYC, по данным литературы, встречаются 
в 8–21, 10–24 и 70 % случаев УМ [12, 21, 28, 29]. Пред-
ставленная информация в целом соотносится с резуль-
татами нашего исследования: встречаемость мутаций 
в гене EIF1AX в исследованной группе образцов соста-
вила 18 %, в гене SF3B1 – 18 %, амплификации гена 
MYC – 54 %. Вероятнее всего, разница обусловлена 
применением различных молекулярно-генетических 
методов идентификации мутаций. Информации о ча-
стоте встречаемости делеции гена PPARG в литературе 
найти не удалось; по нашим данным, эта мутация об-
наружена в 31 % образцов. Анализ нарушений количе-
ства копий генов PPARG и MYC является отличительной 
особенностью нашей прогностической панели, в осно-
ве которой тем не менее лежат многократно валиди-
рованные принципы прогностической классификации 
УМ. Согласно этим принципам одними из главных 
прогностических факторов являются статусы хромосом 
3 и 8 [3, 5, 10–13, 30].

В ходе анализа взаимовстречаемости молекуляр-
ных нарушений было показано, что в большинстве 
случаев мутации GNAQ и GNA11 являются взаимо-
исключающими (p <0,01), что полностью соответству-
ет результатам предыдущих исследований [4, 14, 31]. 
При оценке попарной частоты встречаемости мутаций 
в гене EIF1AX с другими молекулярными нарушения-
ми получены статистически значимые результаты 
для молекулярных нарушений в генах GNAQ, PPARG 
и SF3B1, однако в случае с GNAQ такой результат яв-
ляется скорее пограничным (p = 0,047) и требует до-
полнительной проверки. В то же время анализ взаи-
мовстречаемости молекулярных нарушений в генах 
EIF1AX, PPARG и SF3B1 демонстрирует намного более 
высокий уровень статистической значимости, что ука-
зывает на редкость сочетания этих мутаций, которые 
по своей прогностической сути во многом являются 
противоположными.

Безрецидивная выживаемость в зависимости от наличия делеции гена 
PPARG по методу Каплана–Майера
Recurrence-free survival depending on the presence of PPARG gene deletion 
per the Kaplan-Meier method
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В наиболее крупных исследованиях, посвященных 
изучению клеточного типа УМ на гистологическом ма-
териале энуклеированных глаз, веретеноклеточная мела-
нома была выявлена в 34–44 % случаев, смешаннокле-
точная – в 35–62 %, эпителиоидноклеточная – в 3–21 % 
[24, 32, 33]. В нашем исследовании встречаемость данной 
патологии составила 79 %, смешанноклеточной – 10 %, 
эпителиоидноклеточной – 11 %. Представленную раз-
ницу во встречаемости веретеноклеточной УМ, вероят-
но, можно объяснить определенной степенью клеточной 
гетерогенности опухоли, а также тем фактом, что воз-
можности цитологического анализа заведомо ограничен-
ны по сравнению с гистологическим анализом [34, 35].

Связь с уровнем выживаемости как при оценке 
риска развития метастазов по типу «случай–контроль», 
так и по методу Каплана–Майера, показала делеция 
гена PPARG. Данный ген несет информацию о синтезе 
рецепторов, активируемых пролифератором перокси-
сом, – белков-факторов транскрипции с плейотропны-
ми эффектами, влияющими на метаболизм жиров 
и углеводов, развитие атеросклероза, воспалительных 
и онкологических процессов. Интерес к этой мутации 
обусловлен ее тесной связью с моносомией хромосо-
мы 3 – главного прогностического фактора УМ [30]. 
Наше исследование впервые продемонстрировало 
возможность использования данного молекулярного 
маркера для оценки прогноза пациентов с УМ.

Наше исследование показало отсутствие статисти-
чески значимой связи между наличием мутаций в ге-
нах GNAQ, GNA11, EIF1AX, SF3B1 и амплификации 
гена MYC и безрецидивной выживаемости пациентов 
с УМ. С учетом данных предыдущих работ, продемон-
стрировавших исключительно инициирующую роль 
мутаций в генах GNAQ и GNA11 в процессе онкогенеза 
УМ, полученные результаты по этим мутациям явля-
ются вполне ожидаемыми [4, 14]. В ходе этого иссле-
дования не удалось продемонстрировать прогности-
ческую значимость мутаций в генах EIF1AX и SF3B1 
и амплификации MYC, что можно объяснить сроками 
наблюдения (оценивалась только 3-летняя выживае-
мость, в то время как первое плато безрецидивной 
выживаемости отмечается после 5–6 лет, а в контекс-

те анализа мутации SF3B1 – после 7–10 лет) [8–10]. 
В то же время необходимо отметить полное отсутствие 
случаев метастазирования УМ у пациентов с мутаци-
ями EIF1AX и SF3B1, что предварительно подтвержда-
ет потенциальную прогностическую ценность этих 
молекулярно-генетических факторов.

В одном из первых исследований прогностической 
значимости материала ТИАБ, проведенном в 1996 г., 
изучался только клеточный тип опухоли [36]. Авторы 
продемонстрировали статистически значимое влияние 
клеточного типа, а точнее – количества обнаруженных 
эпителиоидных клеток, на выживаемость пациентов 
с УМ. По данным этой работы, веретеноклеточная УМ 
обнаруживалась в 70–79 % случаев (в зависимости 
от классификационного подхода). Наш анализ выжи-
ваемости в зависимости от клеточного типа опухоли 
продемонстрировал отсутствие статистически значи-
мого влияния этого фактора, что можно объяснить как 
относительно малыми сроками наблюдения, так и огра-
ничениями метода, описанными выше [24, 32–34].

заКЛючЕНИЕ
Тонкоигольная аспирационная биопсия УМ при 

проведении органосохраняющего лечения позволяет 
получить информативный материал в большинстве 
случаев (в нашем исследовании – в 91 %).

Высокий уровень информативности и частота 
встречаемости молекулярных нарушений в основных 
генах, значимых для УМ, обнаруживаемых в материале 
биопсии, в целом соотносятся с данными других круп-
ных исследований, что позволяет сделать вывод о на-
дежности используемых технологий биопсии и моле-
кулярно-генетических методов оценки мате риала.

Использованная нами прогностическая панель 
продемонстрировала возможность определения про-
гноза пациентов в зависимости от наличия делеции 
гена PPARG. Остальные прогностические факторы, 
такие как мутации в генах EIF1AX и SF3B1, амплифика-
ция гена MYC и клеточный тип опухоли по результатам 
цитологического исследования, требуют дальнейшего 
изучения с более длительными сроками наблюдения 
за больными.
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Introduction. Oropharyngeal squamous cell carcinomas are often found to be associated with human papilloma virus 
(HPV) infection. The prevalence of HPV infection among oropharyngeal squamous cell carcinomas patients in India is 
comparatively lower to that of the same worldwide.
Aim. To find out the prevalence of HPV infection among oropharyngeal squamous cell carcinomas patients who present-
ed in our hospital.
Settings and design. Retrospective cross-sectional study.
Materials and methods. Tissue block of 60 patients with biopsy-proven oropharyngeal squamous cell carcinomas were 
subjected to immunohistochemistry for evaluating p16 expression. The p16 expression pattern was correlated with the 
demographic details. Data was entered in Microsoft Excel and Statistical Analysis was done with the help of SPSS version 
22 (IBM Corp. Released, 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
Results. Prevalence of HPV infection in our study was found to be 11.7 %. 85.8 % of all p16-positive patients had 
moderate-well differentiated disease. 6 out of 7 p16-positive patients had higher T stage (T3–4). All the patients who 
were p16+ were found to have a higher Nodal stage (N2–3). 100 % of all p16+ patients were found to have stage IV 
disease.
Conclusion. Prevalence of HPV infection was found to be similar to that of previous studies conducted in India. These 
patients also presented with advanced nodal disease at presentation and thereby, an advanced overall stage.

Keywords: human papillomavirus infection, oropharyngeal cancers, prevalence of infection, Indian subpopulation
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Распространенность инфекции HPV / p16+ среди пациентов с орофарингеальной 
плоскоклеточной карциномой в центре высокоспециализированной медицинской помощи 
в Южной Индии
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Введение. Орофарингеальная плоскоклеточная карцинома часто связана с заражением вирусом папилломы чело-
века (ВпЧ). Распространенность инфекции ВпЧ среди пациентов с данной патологией в Индии сравнительно ниже, 
чем в других странах.
Цель исследования – определить распространенность инфекции ВпЧ среди пациентов с орофарингеальной пло-
скоклеточной карциномой, получавших лечение в нашей больнице.
Дизайн исследования. Ретроспективное одномоментное исследование.
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Материалы и методы. Образцы тканей 60 пациентов с подтвержденным биопсией диагнозом «орофарингеальная 
плоскоклеточная карцинома» были исследованы иммуногистохимически на экспрессию p16. Было проведено срав-
нение профиля экспрессии p16 с демографическими данными. полученные результаты оценены с помощью про-
граммы Microsoft Excel. Статистический анализ выполнен с использованием программного обеспечения SPSS version 
22 (IBM Corp. Released, 2013. IBM SPSS Statistics для Windows, версия 22.0, Армонк, Нью-Йорк: IBM Corp.).
Результаты. Частота встречаемости ВпЧ в нашем исследовании составила 11,7 %. Средне- и высокодифференци-
рованное заболевание наблюдалось у 85,8 % пациентов с положительной экспрессией p16. Шесть из 7 больных 
с такой экспрессией p16 имели более высокую T-стадию (T3–4), а все больные с таким показателем – высокую 
 N-стадию (N2–3). У всех пациентов с положительной экспрессией p16 наблюдалось заболевание стадии IV.
Заключение. Распространенность инфекции ВпЧ была близкой к значениям, полученным в других исследованиях 
в Индии. Для пациентов с этой инфекцией также были характерны вовлеченность лимфатических узлов (N-стадия) 
в патологический процесс и более высокая общая стадия заболевания.

Ключевые слова: инфицирование вирусом папилломы человека, орофарингеальный рак, распространенность 
инфекции, индийская субпопуляция
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среди пациентов с орофарингеальной плоскоклеточной карциномой в центре высокоспециализированной медицинской 
помощи в Южной Индии. Успехи молекулярной онкологии 2023;10(3):98–102. (На англ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-
2023-10-3-98-102

INtRODUCtION
Head and neck cancers approximately accounts for 

900,000 cases worldwide with over 400,000 deaths annual-
ly. They comprise 30 % of all malignancies in India [1]. 

Consumption of tobacco products and alcohol are the typ-
ically associated risk factors [2].

Oropharyngeal squamous cell carcinomas (OPSCC) 
are often found in association with human papilloma virus 
(HPV) infection. They generally present with advanced 
nodal disease at presentation. However, they respond better 
to definitive treatment [3].

Increased HPV viral load noted in OPSCC leads to in-
creased expression of oncoproteins E6 and E7, causing 
suppression of p53 and pRb, which indirectly causes over-
expression of p16. This increased expression of p16 is 
known to be an excellent surrogate marker of active trans-
forming infection of high-risk HPV types [4]. Hence, im-
munohistochemical staining of p16 is considered a highly 
sensitive detection method for active HPV infection [5].

This study was conducted to find out the prevalence 
of HPV infection in OPSCC patients by evaluating the 
p16 expression by immunohistochemistry (IHC) in our 
centre.

MAtERIALS AND MEthODS
Study design. A total of 60 oropharyngeal histopatho-

logical specimens of OPSCC patients who presented in our 
centre from 2017 to 2022 were available for final evaluation 
and were selected based on the following inclusion / exclu-
sion criterion.

Inclusion criteria: patients who presented with the di-
agnosis of OPSCC in our centre.

Exclusion criteria:
• all head and neck carcinomas except OPSCC;
• incomplete medical records;
• inadequacy / unavailability of histopathological specimens.

Ethical clearance: patient consent was taken, and the 
institutional ethical committee approval was obtained “IEC 
KMC MLR 12–2020 / 419”.

Patients were staged according to the 7th edition of Ame-
rican Joint Committee on Cancer (AJCC) Tumor, Nodus 
and Metastasis (TNM) classification of malignant tumours, 
using their respective clinical notes and radiological imag-
ing records, as the p16 expression assessment was done 
afterwards. Tumour and lymph node status were divided 
into two categories (T1–2 and T3–4; N0–1 and N2–3, 
respectively). Other demographic data were also noted.

Staining procedure. All the biopsy slides were initially 
reviewed, and appropriate blocks with the maximum tu-
mour content were chosen for immunohistochemistry. 
3-micron thin sections were cut from the tumour blocks. 
These sections were incubated for 1 hour at 80 degrees Cel-
sius. The antigen retrieval solution was prepared and 
pre-heated in the microwave oven for 5 minutes. The slides 
were dipped in this pre-heated solution, incubated for 20 
minutes, and then allowed to cool. Then the slides were 
washed under running tap water, after which they were 
transferred to distilled water. After this step, a blocking 
agent (a buffered casein solution with sodium azide) was 
added to the solution and incubated for 10 minutes. The 
slides were again washed with distilled water and dipped in a 
wash buffer solution, which was made separately, for 10 mi-
nutes. After this, the primary antibody for p16 (clone 
MX007, “Dako”) was added to the slides and incubated for 
40 minutes at room temperature. After incubation, slides 
were washed in the wash buffer for 10 minutes. Then the 
linker solution was added to the slides and incubated for 
20 minutes at room temperature. Following this, the slides 
were again washed with wash buffer for 10 minutes. After 
this step, the secondary antibody, horse radish peroxidase 
(HRP), was added to the slides and incubated for 30 min-
utes at room temperature. After 30 minutes, the slides were 
washed in the wash buffer for 10 minutes and then treated 
with a freshly prepared diaminobenzidine (DAB) solution, 
following which the slides were incubated for 5 minutes at 
room temperature. Next, the slides were washed with 
a wash buffer for 5 minutes. Finally, counterstaining was 
performed with Meyer»s haematoxylin for 3 minutes. 
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Positive control was used for the verification of the marker, 
the staining procedure, and the expression pattern on the 
respective slides. The strong, diffuse, and homogenous pat-
tern of expression of p16 in both cytoplasm and nuclei was 
considered positive p16 expression.

Statistical analysis. Data was entered in Microsoft Ex-
cel and Statistical Analysis was done with the help of SPSS 
version 22 (IBM Corp. Released, 2013. IBM SPSS Statis-
tics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.). 
A descriptive analysis was used to indicate the distribution 
of the quantitative variables in terms of mean, standard de-
viation (SD) / median, inter-quartile range (IQR). The 
qualitative variables were defined in terms of percentages 
by category. Association between p16 expression and de-
mographic data was calculated using the Chi square test. 
p-value of <0.05 was considered as significant value.

RESULtS
Demographic data. A total of 60 patients were included 

for final evaluation in this longitudinal study. The median 
age in this study was found to be 60 years (mean ± SD = 
58.27 ± 10.09) (table 1). Majority of the patients were 
found to be males with a male: female ratio of 9: 1 (table 2). 
The commonest subsite among the parts of the oropharynx 
involved in this study was found to be the tonsil (48.3 %) 
followed by the base of tongue (36.7 %) (table 2). Histo-
pathological examination revealed that majority of the pa-
tients (60 %) had moderately differentiated squamous cell 
carcinoma (MDSCC) followed by well-differentiated squa-
mous cell carcinoma (WDSCC) (30 %) and poorly differen-
tiated squamous cell carcinoma (PDSCC) (10 %) (table 2).

In this study, 50 patients (83.4 %) had advanced T stage 
(T3–4) and 47 (78.4 %) had advanced N stage (N2–3) (ta-
ble 2). 46 out of 60 patients (76.7 %) had stage IV disease. 
18.3 % had stage III disease, 55 had stage II disease.

Table 1. Demographic data (median 60, mean ± SD 58.27 ± 10.09; range 47)

Parameter
Number of patients

n  %

Age, years:
<60
>60
total

29
31
60

48.3
51.7

100.0

Prevalence and correlations. Out of the 60 total patients 
in the study, 7 patients (11.7 %) were found to be p16-pos-
itive (HPV-associated) (table 3, figure). 85.8 % of all 
p16-positive patients had moderate-well differentiated dis-
ease whereas 90.6 % of all p16-negative patients had mod-
erate-well differentiated disease. 6 out of 7 p16-positive 
patients had higher T stage (T3–4). 83.1 % of p16-negative 
patients had T3–4 stage. All the patients who were p16+ 
were found to have a higher nodal stage of N2–3. Whereas 
only 75.5 % of the p16– patients were found to have N2–3 
nodal stage. 100 % of all p16+ patients were found to have 

stage IV disease. 73.6 % of p16– patients were found 
to have stage IV disease (table 4).

Table 2. Clinical data

Parameter
Number of patients

n  %

Gender:
male
female

54
6

90
10

Subsite:
base of tongue
soft palate
tonsil
uvula

22
8

29
1

36.7
13.3
48.3
1.7

Histological grade:
WDSCC
MDSCC
PDSCC

18
36
6

30
60
10

T stage:
T1–2
T3–4

10
50

16.6
83.4

N stage:
N0–1
N2–3

13
47

21.6
78.4

Overall stage:
I
II
III
IV

0
3

11
46

0
5

18.3
76.7

Note. Here and in table 4: WDSCC – well-differentiated 
squamous cell carcinoma; MDSCC – moderately differentiated 
squamous cell carcinoma; PDSCC – poorly differentiated 
squamous cell carcinoma.

Table 3. Prevalence of human papilloma virus

p16 status
Number of patients

n  %

Negative 53 88.3

Positive 7 11.7

Total 60 100.0

DISCUSSION
It is clear from previous studies that there is a signifi-

cant association between HPV infection and head and neck 
cancer, especially in OPSCC. The prevalence of this HPV 
infection is generally seen higher in the western population 
when compared to that of Indian population.

B. J. Cline et al. conducted a study including 31702 
OPSCC patients in which the mean age at diagnosis was 
found to be 60.3 years. In this study, 22.9 % were females 
and 77.1 % were males [6]. Similarly in our study, the mean 
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age at diagnosis was found to be 58.2. Out of the total 60 
patients, 54 of them (90 %) were males, and the remaining 
6 patients (10 %) were females. A study done by Tristan 
tham et al which included 23297 OPSCC patients had ton-
sil as the most common subsite (96.4 %) and poorly differ-
entiated squamous cell carcinomas as the most common 
histology (38.9 %) [7]. Our study also had tonsil as the most 
common subsite (48.3 %) followed by the base of tongue 
(36.7 %). Majority of the patients had moderately differ-
entiated squamous cell carcinomas as the most common 
histological grade in our study (60 %) followed by well-dif-
ferentiated squamous cell carcinomas (30 %).

According to the Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC), among the US population, 70 % of the OPSCC 
patients are associated with HPV infection. C. de Martel 

et al. conducted a study in 2008 including 12.7 million cas-
es to quantify the burden of cancers associated with infec-
tions worldwide. The pattern of HPV prevalence among 
oropharyngeal carcinoma (OPC) patients from various 
regions in this research was as follows: 56 % in North 
America, 39 % in Northern & Western Europe, 38 % 
in Eastern Europe, 17 % in Southern Europe, 45 % in Aus-
tralia, 52 % in Japan, and 13 % in the remaining countries 
combined [8]. A study by A. Bahl et al. in India revealed 
22.8 % of patients had HPV-associated disease among the 
total 105 patients with OPC [2]. Studies conducted by 
V. Murthy et al. and M. K. Sannigrahi et al. including OPC 
patients from Indian subpopulation also had similar rates 
of prevalence – 20 % and 15 % respectively [9, 10]. The 
prevalence of HPV in our study was found to be 11.7 %. 
The slight variations in prevalence rates amidst the various 
studies conducted may be attributable to the technique 
of detection chosen, which may be HPV DNA in-situ hy-
bridization (ISH), HPV DNA polymerase chain reaction 
(PCR), or IHC for the interpretation of p16 expression.

In a study by N. Wakisaka et al., 35.8 % patients had 
advanced T stage (T3–4), 60.3 % had higher N stage (N1–
3) and 75.4 % had advanced stage disease (stage III–IV). 
Among the HPV-positive patients in this study, 31.8 % had 
T3–4 stage, 77.2 % had N1–3 disease and 81.8 % had 
stage III–IV disease [11]. Out of the total 60 patients in our 
study, 83.3 % had T3–4 stage, 78.3 % had N2–3 stage and 
76.6 % had stage IV disease. In the HPV-positive patients 
in our study, 85.8 % had T3–4 stage, 100 % of the patients 
had N2–3 disease and 95 % had stage IV disease.

In summary, our study demonstrated an HPV-positiv-
ity rate of 11.7 % among the 60 total patients taken up for 
evaluation. Similar to previous literature, the HPV-positive 
patients in our study presented with advanced nodal disease 
at presentation and thereby, an advanced overall stage. Fur-
ther follow-up of these patients including their treatment 
details, determination of possible prognostic markers, and 
evaluation of their survival parameters can be done which 
can help in modifying the existing treatment modalities as 
HPV-associated OPSCC are known to have better progno-
sis according to literature.

CONCLUSION
Prevalence of HPV infection was found to be similar 

to that of previous studies conducted in India. These pa-
tients also presented with advanced nodal disease at pres-
entation and thereby, an advanced overall stage.

Table 4. Correlations with human papilloma virus status

Parameter p16-positive 
(%) 

p16-negative 
(%) p-value

Histological grade:
WDSCC
MDSCC
PDSCC

42.9
42.9
14.2

28.4
62.2
9.4

0.616

T stage:
T1–2
T3–4

14.2
83.1

16.9
85.8

0.857

N stage:
N0–1
N2–3

0
100

24.5
75.5

0.139

Stage:
I
II
III
IV

0
0
0

100

0
5.6

20.8
73.6

0.299

  p16-negative

  p16-positive

Prevalence of human papilloma virus

11.7 %

88.3 %
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Надежда Викторовна родилась в Новокузнецке 
Кемеровской области. В 1975 г. окончила биолого-поч-
венный факультет Томского государственного универ-
ситета. В 1975–1976 гг. работала старшим лаборантом 
кафедры физиологии этого университета. В 1979 г. по-
ступила в Сибирский филиал Всесоюзного онкологи-
ческого научного центра АМН СССР (в настоящее вре-
мя НИИ онкологии Томского НИМЦ) на должность 
младшего научного сотрудника. С 1987 г. работала стар-
шим научным сотрудником этого учреждения, с 1991 г. – 
заведующим лабораторией иммунологии (в настоя-
щее время – лаборатория молекулярной онкологии 
и иммунологии). С 2003 г. Н. В. Чердынцева – заме-
ститель директора по научной работе, руководитель 
лаборатории молекулярной онкологии и иммуноло-
гии, с 2011 г. по совместительству – профессор кафедры 
онкологии Сибирского государственного медицин-
ского университета.

Область научных интересов Н. В. Чердынцевой – 
проблема патогенеза злокачественных новообразова-
ний. В 1987 г. в Совете при НИИ онкологии ТНЦ 
АМН СССР Надежда Викторовна защитила диссерта-
цию на тему «Микробицидные системы нейтрофиль-
ных гранулоцитов в условиях экспериментального 
злокачественного роста» на соискание ученой степени 
кандидата биологических наук (научный руководитель 
академик АМН СССР Н. В. Васильев), а в 1999 г. в Со-
вете при Восточно-Сибирском научном центре 
СО РАМН (Иркутск) – диссертацию на тему «Имму-
нологические механизмы противоопухолевого дейст-
вия модификаторов биологических реакций различ-
ной природы» на соискание ученой степени доктора 
биологических наук (научные консультанты академик 
РАМН Е. Д. Гольдберг, профессор Е. С. Смольянинов). 
В 2001 г. Н. В. Чердынцевой присвоено ученое звание 
профессора. В 2016 г. Надежда Викторовна избрана 
членом-корреспондентом РАН.

Н. В. Чердынцева внесла существенный вклад 
в развитие онкоиммунологии и молекулярной онко-
логии в регионах Сибири и Дальнего Востока. Она 

Надежде Викторовне 
ЧЕРДЫНЦЕВОЙ – 70 лет!
Nadezhda Viktorovna Cherdyntseva is 70 years old!

17 июля 2023 г. исполнилось 70 лет Надежде Викторовне 
Чердынцевой – доктору биологических наук, профессору, 
члену-корреспонденту РАН, известному специалисту 
в области молекулярной онкологии и иммунологии, 
активному организатору науки и талантливому 
руководителю.

консолидировала генетические исследования по он-
кологии в Сибирском регионе, что позволило устано-
вить роль генетической компоненты в предрасполо-
женности к злокачественным новообразованиям 
и выявить маркеры повышенного риска. Надежда 
Викторовна координирует научные разработки инсти-
тута, объединяя исследователей разного профиля че-
рез образование консорциумов, совместных проектов, 
временных творческих междисциплинарных коллек-
тивов, что способствует повышению эффективности 
исследований и ускорению их внедрения в практику. 
Также она курирует подготовку междисциплинарных 
профессиональных кадров различного уровня.

Н. В. Чердынцева создала научную школу по изу-
чению молекулярных механизмов злокачественного 
роста и роли иммунной системы в опухолевой про-
грессии, подготовила десятки специалистов и кадров 
высшей квалификации.

На рубеже столетий в НИИ онкологии Томского 
НИМЦ были проведены крупномасштабные иссле-
дования роли иммунной системы в формировании 
и прогрессии злокачественных опухолей на экспери-
ментальных моделях и в условиях клиники, результаты 
которых показали особый проопухолевый режим ра-
боты иммунной системы. Н. В. Чердынцева и ее кол-
леги получили новые данные о системе иммунитета 
в условиях опухолевой прогрессии, выявили маркеры, 
предсказывающие эффект терапии, показали роль 
опухолевого микроокружения в клиническом течении 
заболевания, что позволило развить разработанную 
ими оригинальную концепцию на новом технологи-
ческом уровне.

По инициативе Н. В. Чердынцевой НИИ онколо-
гии Томского НИМЦ стал лидером во внедрении ме-
тодов молекулярно-генетических исследований 
для диагностики и назначения терапии онкологиче-
ским больным с целью повышения эффективности 
лечения в регионе. Надежда Викторовна активно раз-
вивает новое направление в области молекулярной 
онкологии, связанное с изучением наследственных 
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2 раковых синдромов в разных этнических популяциях. 
Под ее руководством проведены межцентровые иссле-
дования и получены важные данные о генетической 
компоненте предрасположенности к раку молочной 
железы в регионах Сибири и Дальнего Востока, под-
тверждена гипотеза об этнической специфичности 
мутаций в генах, контролирующих целостность гено-
ма, в различных сибирских этнических группах 
при наследственном раке молочной железы. Это дало 
возможность использования медико-генетического 
консультирования и повысило эффективность кура-
ции больных с мутациями и их родственников разных 
этнических групп. Также под руководством Надежды 
Викторовны разработаны новые медицинские техно-
логии для улучшения результатов лечения онкологи-
ческих пациентов.

Возглавляемый Н. В. Чердынцевой отдел экспери-
ментальной онкологии стал плацдармом междисцип-
линарных фундаментальных молекулярно-генетиче-
ских исследований, предполагающих объединение 
компетенций академических и образовательных учреж-
дений Минобрнауки России в интересах пациентов 
для получения новых знаний, их трансляции в практи-
ку и повышения эффективности борьбы со злокачест-
венными новообразованиями.

Актуальность и важность исследований Н. В. Чер-
дынцевой подтверждаются 50 патентами и авторскими 
свидетельствами о государственной регистрации баз 
данных, публикациями в высокорейтинговых журна-

лах, грантовой поддержкой. Надежда Викторовна яв-
ляется руководителем большого числа научных про-
ектов, реализованных в рамках государственного 
задания, финансовой поддержки российских и зару-
бежных фондов (РФФИ, РНФ и др.), ответственным 
исполнителем и участником крупных проектов Ми-
нобрнауки России, мегагрантов в рамках Постановле-
ния Правительства РФ от 15.02.2023 № 220, в том чи-
сле междисциплинарного характера.

На протяжении всей своей научной деятельности, 
начиная с 80-х годов XX в. Н. В. Чердынцева активно 
занимается подготовкой молодых научных кадров. Под 
ее руководством защищены 6 докторских и 20 канди-
датских диссертаций. Ученики Надежды Викторовны 
в настоящее время заведуют лабораториями, руково-
дят подготовкой кадров в аспирантуре, получают кон-
курсное финансирование РНФ, РФФИ, гранты и сти-
пендии Президента РФ, участвуют в крупных проектах 
Минобрнауки и Минпромторга России, мегагрантах, 
подтверждая принадлежность к ведущей научной шко-
ле в области молекулярной онкологии и иммунологии.

Н. В. Чердынцева – автор более 800 научных пуб-
ликаций, из них 23 монографий, 272 статей. Надежда 
Викторовна вносит заметный вклад в развитие прак-
тического здравоохранения, осуществляя актуальную 
молекулярно-генетическую диагностику для назначения 
лекарственного лечения онкологическим пациентам.

Талантливый ученый, Н. В. Чердынцева продол-
жает активную научную работу.

Редакция журнала «Успехи молекулярной онкологии» искренне поздравляет Надежду Викторовну 
с замечательным юбилеем и желает дальнейших успехов в ее благородной деятельности!
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