
адвокат, учредитель юридической компании
«Факультет Медицинского Права», вице-президент Фонда поддержки
противораковых организаций «Вместе против рака», член Союза 
журналистов России, Международной федерации журналистов

«Час онкологии с Полиной Габай» – регулярный цикл видео-
эфиров, посвященных правовым и острым вопросам оказания 
и организации онкологической помощи. Целый час в прямом 
эфире адвокат Полина Габай и приглашенный гость-эксперт 
отвечают на вопросы слушателей, разбирают насущные задачи 
и кейсы, дают актуальные советы. Также адвокат делает крат-
кий обзор по самым важным изменениям в сфере медицинского 
законодательства. 

Габай 
Полина Георгиевна

каждую вторую среду месяца 
18.00 – 19.00 по московскому времени 
Youtube-канал «Вместе против рака»
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противораковых организаций
в партнерстве с юридической 
компанией «Факультет
медицинского права»
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В последнее время появляются многочисленные данные о мутациях в гене ESR1 (mutESR1), кодирующем эстро-
геновый рецептор α (ЭРα), и  гене, кодирующем белок из  семейства SRC нерецепторных тирозинкиназ,  
LYN (mutLYN), ассоциированных с резистентностью опухолей к эндокринной терапии. Такие мутации могут 
рассматриваться в  качестве маркеров эффективности эндокринной терапии. В  случае гинекологических 
злокачественных новообразований, включая рак яичников, наиболее часто наблюдаются mutESR1, а именно 
ESR1L536H / P / R / V, ESR1Y537S / N / C / H, ESR1D538G, возникающие при лечении пациенток с использованием гормонотерапии, 
в  особенности ингибиторов ароматазы. Идентифицированы также mutLYN: LYNE159K, LYND189Y, LYNK209N, LYNA370T, 
LYNG418R, LYNA503D. Мутации в генах ESR1 и LYN ассоциированы с резистентностью к эндокринной терапии рака 
яичников, так как увеличивают транскрипционную активность ЭРα и каталитическую активность киназы LyN 
соответственно. Кроме того, наблюдается взаимосвязь генов ESR1 и LYN на уровне кодируемых ими белков, 
так как киназы семейства SRC, к которым относится LYN, активируют транскрипцию генов-мишеней ЭРα, фос-
форилируя рецептор по аминокислотному остатку y537. При этом в опухолях с резистентностью к эндокрин-
ной терапии наиболее часто выявляются мутации ЭРα по аминокислоте y537.
Задачей обзорной статьи был анализ клинических корреляций mutESR1 и mutLYN и резистентности рака яич-
ников к  эндокринной терапии, раскрывающий перспективы использования mutESR1 и mutLYN в  качестве 
новых предиктивных маркеров и поиска более эффективных противоопухолевых средств. Обсуждены данные, 
представленные в поисковой системе PubMed за последние 20 лет, полученные с использованием следующих 
ключевых слов: ESR1, LYN, mutation(s), estrogen receptor α (ERα), kinase LYN, SRC family kinases, ovarian cancer, 
gynecologic(al) cancer.

Ключевые слова: ген ESR1, ген LYN, мутация, прогноз, рак яичников, резистентность, эстрогеновый рецептор α, 
киназа LYN, эндокринная терапия
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Recently multiple data accumulated concerning mutations in the ESR1 gene coding estrogen receptor α (mutESR1) 
and in the LYN gene coding non receptor tyrosine kinase SRC family member (mutLYN) that are associated with en-
docrine therapy resistance and that could be considered as markers of endocrine therapy efficiency. In case of gy-
necologic cancers including ovarian cancer the most frequent mutESR1 are ESR1L536H / P / R / V, ESR1Y537S / N / C / H, ESR1D538G that 
emerge in the course of hormonotherapy especially using aromatase inhibitors. mutLYN including LYNE159K, LYND189Y, 
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ВВЕдЕНИЕ
Резистентность к эндокринной терапии представ-

ляет собой одну из основных проблем лечения гине-
кологических злокачественных новообразований. 
Несмотря на всестороннее изучение резистентности 
к гормонотерапии [1, 2], в последние годы появляют-
ся новые данные о еще недостаточно изученном меха-
низме возникновения резистентности к эндокринной 
терапии, связанном с появлением мутаций в самом 
гене ESR1 (mutESR1) [3–9], а также в гене нерецептор-
ной тирозинкиназы семейства SRC LYN (mutLYN) [10, 
11]. В связи с этим в ряде лабораторий стали изучать 
mutESR1 и mutLYN в качестве потенциальных мише-
ней противоопухолевой терапии, а также прогности-
ческих и предиктивных биомаркеров, предсказываю-
щих ее эффективность.

В опухолях яичников наиболее часто выявляются 
mutESR1: ESR1L536H / P / R / V, ESR1Y537S / N / C / H, ESR1D538G, не сколь-
ко реже – ESR1E380Q, ESR1V422del, ESR1S463P, ESR1L469V 
(см. рисунок). Эти мутации во многих случаях появ-
ляются в ходе проведения гормонотерапии и особенно 
с использованием ингибиторов ароматазы [7–9]. В ге-
не LYN идентифицированы мутации LYNE159K, LYND189Y, 
LYNK209N, LYNA370T, LYNG418R, LYNA503D (см. рисунок) [10, 11]. 
Как правило, mutESR1 и mutLYN увеличивают транс-
крипционную активность эстрогенового рецептора α 
(ЭРα), кодируемого геном ESR1, и каталитическую 
активность киназы LYN, соответственно, переводя как 
ЭРα, так и LYN в активное состояние и вызывая таким 
образом резистентность гормонозависимых видов ра-
ка к эндокринной терапии [4–7, 9, 10]. Кроме того, ге-
ны ESR1 и LYN взаимосвязаны также на уровне коди-
руемых ими белков, так как киназы семейства SRC, 
к которым относится LYN, фосфорилируют ЭРα по 
аминокислотному остатку Y537, активируя ЭРα-за-
висимую транскрипцию [12–14]. Следует отметить, что 
мутация ЭРα по аминокислоте Y537, которая приводит 
к его активации, является наиболее частой в опухолях 
с резистентностью к эндокринной терапии [3–9].

В связи с изложенным целью данной обзорной 
статьи является анализ корреляций mutESR1 и mutLYN 

с резистентностью к эндокринной терапии рака яични-
ков. Перспективы использования mutESR1 и mutLYN 
в качестве новых предиктивных маркеров особенно 
актуальны в наши дни в связи с увеличением проведе-
ния эндокринной терапии рака яичников и поиском 
более эффективных противоопухолевых средств.

В данном обзоре представлены сведения, получен-
ные в поисковой системе PubMed за последние 20 лет 
с использованием следующих ключевых слов: ESR1, 
estrogen receptor α (ERα), LYN, mutation(s), LYN, SRC 
fa  mily kinases, ovarian cancer, gynecologic(al) malignan-
cies, gynecologic(al) cancer.

РОЛь МУТацИЙ В гЕНЕ эСТРОгЕНОВОгО 
РЕцЕПТОРа α (ESR1) В ПРОгНОзЕ 
РЕзИСТЕНТНОСТИ К гОРМОНОТЕРаПИИ  
РаКа ЯИчНИКОВ
Активирующие мутации в гене ESR1 (mutESR1) 

наиболее часто возникают в гормонозависимых опу-
холях в результате эндокринной терапии с использо-
ванием в основном ингибиторов ароматазы [7–9]. 
В последнее время эндокринная терапия применяется 
не только в лечении рака молочной железы, для кото-
рого она является стандартом в течение многих деся-
тилетий, но и рака яичников.

В соответствии с рекомендациями RUSSCO в ле-
чении злокачественных эпителиальных опухолей яич-
ников, кроме химиотерапевтических средств, приме-
няется также и гормонотерапия с использованием 
антиэстрогенов и ингибиторов ароматазы [15]. По ре-
комендациям ESMO–ESGO [16], показанием к при-
менению эндокринной терапии в случае эпителиальных 
опухолей яичников является увеличение экспрессии 
ЭР в ткани опухоли, являющееся предиктивным мар-
кером ответа на эндокринную терапию [17–19].

При проведении эндокринной терапии рака яич-
ников часто наблюдается появление активирующих 
мутаций mutESR1, расположенных в лиганд-связы-
вающем домене ЭР и приводящих к изменению амино-
кислот в позициях 536–538 (ESR1L536H / P / R / V, ESR1Y537S / N / C / H / D, 
ESR1D538G) и в меньшей степени в других сайтах, таких 

LYNK209N, LYNA370T, LYNG418R, LYNA503D are also identified. mutESR1 and mutLYN increase transcriptional activity of estrogen 
receptor α (ERα) coded with ESR1 gene and catalytic activity of LyN kinase inducing endocrine therapy resistance. 
Interdependence of ESR1 and LYN genes is revealed at the level of proteins that they code as the kinases of the SRC 
family including LyN activate ERα-dependent transcription due to the phosphorylation of ERα at y537 amino-acid 
residue that is the most frequently mutated in tumors with endocrine therapy resistance.
The aim of the review is revealing the clinical correlations of mutESR1 and mutLYN with the ovarian cancer endocrine 
therapy resistance that opens perspectives of mutESR1 and mutLYN use as new predictive markers of ovarian cancer 
and development of more efficient anti-tumor medicaments. In the review the information obtained from PubMed 
database for the last 20 years using the following key words: ESR1, LYN, mutation(s), estrogen receptor α (ERα), LYN 
kinase, SRC family kinases, ovarian cancer, gynecologic(al) cancer is discussed.

Keywords: ESR1 gene, LYN gene, mutation, prognosis, ovarian cancer, resistance, estrogen receptor α, LyN kinase, 
endocrine therapy
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как ESR1E380Q, ESR1V422del, ESR1S463P, ESR1L469V (см. рису-
нок и таблицу) [8, 9]. Кроме того, mutESR1 чаще появля-
ются в опухолях пациенток, получающих ингибиторы 
ароматазы для лечения метастатической болезни, в то 
время как адъювантная терапия после первичной ци-
торедуктивной операции при раке яичников реже при-
водит к появлению mutESR1 [20]. В целом у пациенток, 
получающих эндокринную терапию, mutESR1 в опу-
холях выявляют относительно часто, в то время как 
у пациенток, которые еще не прошли курс лечения, 
в первичных опухолях mutESR1 выявляют существен-
но реже (3 %) [4].

Следует подчеркнуть, что mutESR1 возникают пре-
имущественно при раке яичников низкой степени 
злокачественности [8, 9, 21], при которой показано 
проведение эндокринной терапии [8, 9, 20, 21]. Сероз-
ный рак яичников низкой степени злокачественности, 
составляющий 5 % от всех случаев рака яичников, на 
поздних стадиях характеризуется высокой резистент-
ностью к химиотерапии. С учетом высокого уровня 
экспрессии рецепторов гормонов-мишеней таргетной 
терапии при данном подтипе рака яичников пациентки 
проходят лечение, состоящее из первичной циторедук-
тивной операции, за которой следует адъювантная гор-
монотерапия, часто с применением ингибиторов 
ароматазы (летрозол, анастрозол) [8, 9, 20].

К настоящему времени в системе PubMed опубли-
кованы данные трех исследований, в которых изучали 
ассоциацию mutESR1 при раке яичников с резистент-
ностью к гормонотерапии [8, 9, 21].

S. L. Gaillard и соавт. в 2019 г. [9] провели анализ 
клинических характеристик заболевания у 6 пациен-
ток с раком яичников, у которых были выявлены раз-
личные mutESR1. Данные клинические случаи были 
отобраны из 9645 пациенток с гинекологическими 
опухолями на основании геномного профилирования 
с использованием секвенирования нового поколения. 
В данном исследовании mutESR1 встречались в основ-
ном при эндометриоидном раке яичников как низкой, 
так и высокой степени злокачественности и рецидиве 
серозного рака яичников также высокой степени зло-
качественности. При этом mutESR1 чаще выявляли 
в опухолях с эндометриоидной гистологией, чем с се-
розной [9].

Еще в двух исследованиях были идентифицирова-
ны соматические mutESR1 при серозном раке яичников 
низкой степени злокачественности [8, 21]. При этом 
в каждом из этих исследований mutESR1 были выяв-
лены в одном клиническом случае. Авторы рассматри-
вают этот параметр как потенциальный прогностиче-
ский маркер серозного рака яичников низкой степени 
злокачественности и маркер резистентности к эндо-
кринной терапии данного подтипа рака яичников.

При наиболее распространенном серозном подти-
пе рака яичников высокой степени злокачественности 
были выявлены следующие мутации, представленные 
в порядке уменьшения встречаемости: TP53, BRCA1, 
CSMD3, NF1, CDK12, FAT3, GABRA6, BRCA2, RB1. 
При этом частота mutESR1, характерных для серозно-
го рака яичников низкой степени злокачественности, 

Структура мутированных ЭРα (а)  и LYN (б) с расположением аминокислотных остатков, измененных в результате мутаций в генах ESR1 и LYN 
соответственно: а – все аминокислоты в ЭРα, появившиеся в результате мутаций в гене ESR1, расположены в лиганд-связывающем домене (LBD), 
являющемся также доменом активации 2 (AF2); домены ЭРα: AF1 – домен активации 1; DBD – ДНК-связывающий домен; NLS – сигнал лока-
лизации в ядре; б – аминокислоты в LYN, возникшие в результате мутаций в гене LYN, находятся в основном в домене гомологии с SRC (SH2) 
и киназном домене KD
The structure of mutated ERα (а) and LYN (б) with the indication of amino acid residues changed as a result of ESR1 и LYN gene mutations, respectively: 
а – all amino acids appeared in ERα as a result of ESR1gene mutations are located in the ligand-binding domain (LBD), being also the activation function 
domain 2 (AF2); ERα domains: AF1 – activation function 1; DBD – DNA binding domain; NLS – nuclear localization signal; б – LYN amino acids emerged 
as the result of LYN gene mutations are situated mainly in the SH2 domain (SRC homology 2 domain) and in the Kinase Domain (KD)
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была исключительно низкой [22]. Это еще раз под-
тверждает необходимость применения различных те-
рапевтических подходов в лечении этих подтипов ра-
ка яичников. В случае серозного рака яичников 
высокой степени злокачественности более широко 
применяется химиотерапия. Для этого подтипа также 
необходим поиск новых таргетных препаратов, отлич-
ных от гормональных, используемых в лечении сероз-
ного рака яичников низкой степени злокачественности.

Несмотря на то что mutESR1 ассоциированы с ре-
зистентностью к эндокринной терапии и главным 
образом к ингибиторам ароматазы (см. таблицу) [8, 9, 21], 
соединения, селективно деградирующие ЭР (selective 
ER degraders, SERDs), а также модулирующие / ин-
гибирующие активность ЭР (selective ER modulators, 
SERMs), демонстрируют противоопухолевый эффект, 
в особенности в комбинации с другими химиопре-
паратами [8]. У пациенток, имеющих ESR1Y537S / N / C / H 
в опухоли, наблюдался клинический ответ на фулве-
странт, фулвестрант с последующим применением 
ингибитора ароматазы летрозола, тамоксифен, ком-
бинацию тамоксифена и мегестрола, а также на тамок-
сифен с последующим применением ингибитора ра-
памицина (эверолимуса) [8, 9]. При наличии ESR1D538G 
в опухоли наблюдался эффект фулвестранта [9]. Осо-
бенно эффективным оказался SERD AZD9496, нахо-
дящийся в первой фазе клинических исследований, 
спонсируемых компанией AstraZeneca (https://clini-
caltrials. gov / ct2 / show / NCT03236974) [23]. При этом 
комби нации фулвестранта с ингибиторами CDK4 / 6 
(палбоциклиб, абемациклиб) и рапамицина (эверолимус), 
а также тамоксифена с мегестролом и эверолимусом 
оказались менее эффективным [7, 9, 24]. Было отме-
чено, что эффективность SERDs / SERMs зависела от 

специфической mutESR1. Опухоли с ESR1Y537S оказа-
лись наиболее резистентны к SERDs / SERMs, далее 
по уменьшению резистентности следовали опухоли 
с ESR1D538G, а опухоли с ESR1Y537N / C проявляли наимень-
шую резистентность к SERDs / SERMs [9]. Таким обра-
зом, mutESR1 представляют собой новые потенциальные 
предиктивные маркеры ответа опухоли на SERDs /  
SERMs в комбинации с ингибиторами CDK4 / 6 и ра-
памицина.

РОЛь МУТацИЙ В гЕНЕ КИНазы СЕМЕЙСТВа 
SRC (LYN) В ПРОгНОзЕ РЕзИСТЕНТНОСТИ 
К гОРМОНОТЕРаПИИ РаКа ЯИчНИКОВ
С мутациями mutLYN также ассоциирована рези-

стентность к эндокринной терапии гормонозависи-
мых опухолей, что заслуживает специального рассмо-
трения. Как уже говорилось во введении, киназа LYN 
относится к нерецепторным тирозинкиназам семей-
ства SRC. Киназы семейства SRC – это протоонкогены, 
играющие важную роль в клеточном росте, делении, 
миграции, регуляции эпителиально-мезенхимального 
перехода и внутриклеточных сигнальных путей [25, 
26], они ассоциированы со злокачественными ново-
образованиями различных нозологий [12].

Несмотря на то что мутации в генах, кодирующих 
киназы этого семейства, встречаются редко в опухолях 
человека, среди тирозинкиназ семейства SRC киназа 
LYN характеризуется наличием наибольшего числа 
мутаций в кодирующем ее гене [10]. mutLYN иденти-
фицированы в ряде злокачественных новообразо-
ваний, включая рак молочной железы (см. рисунок) 
[10], а также некоторые лейкозы и лимфомы [27, 28]. 
В клетках рака молочной железы были выявлены сле-
дующие мутации LYN: LYNE159K, LYND189Y, LYNK209N, 

Роль мутаций в гене эстрогенового рецептора α (ESR1) в прогнозе резистентности к гормонотерапии рака яичников

Role of estrogen receptor α (ESR1) gene mutations in the prognosis of ovarian cancer hormonotherapy resistance

Мутация в гене ESR1 
ESR1 gene mutation

Клиническая значимость 
Clinical significance

Источник  
Source

ESR1Y537S / N / C / H

Резистентность к гормонотерапии*, эффективность SERDs / SERMs после возникно-
вения резистентности к ингибиторам ароматазы** 

Hormonal therapy resistance*, SERDs / SERMs efficiency after acquired aromatase inhibitor 
resistance**

[8, 9] 

ESR1D538G

Резистентность к гормонотерапии*, эффективность SERDs / SERMs после 
возникновения резистентности к ингибиторам ароматазы*** 

Hormonal therapy resistance*, SERDs / SERMs efficiency after acquired aromatase inhibitor 
resistance***

[9] 

ESR1L536H/P/R/V, ESR1E380, 
ESR1V422, ESR1S463, 
ESR1L469

Резистентность к гормонотерапии*, эффективность SERDs / SERMs после 
возникновения резистентности к ингибиторам ароматазы 

Hormonal therapy resistance*, SERDs / SERMs efficiency after acquired aromatase inhibitor resistance
[9] 

*В большинстве случаев после лечения с использованием ингибиторов ароматазы (анастрозол и др.). **Клинический ответ 
на фулвестрант, фулвестрант с последующим ингибитором ароматазы (летрозолом), тамоксифен, тамоксифен + мегестрол, 
тамоксифен с последующим ингибитором рапамицина (эверолимусом). ***Клинический ответ на фулвестрант. 
*In most cases after the therapy with the aromatase inhibitors (anastrozole and others). **Clinical response to fulvestrant, fulvestrant followed by the aro-
matase inhibitor (letrozole), tamoxifen, tamoxifen + megestrol, tamoxifen followed by the rapamycin inhibitor (everolimus). ***Clinical response 
to fulvestrant.
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LYNA370T, LYNG418R, LYNA503D. При лейкозах встречалась 
другая мутация этого гена – mutLYNL379P.

Следует отметить, что киназы семейства SRC мо-
гут непосредственно взаимодействовать с ЭРα, фос-
форилируя рецептор по аминокислотному остатку 
Y537 и таким образом увеличивая его транскрипцион-
ную активность [13, 14], при этом дефосфорилирова-
ние Y537 в ЭРα приводит к уменьшению резистентно-
сти опухолевых клеток к антиэстрогенам [29]. Особый 
интерес к этим киназам вызван тем, что наблюдается 
взаимосвязь киназ семейства SRC и ЭРα на уровне 
белок-белковых взаимодействий, ведущая к измене-
нию резистентности к гормонотерапии.

Полученные данные о наличии mutLYN в солид-
ных опухолях пациенток вызвали интерес к дальнейше-
му изучению нерецепторных тирозинкиназ семейства 
SRC и особенно LYN в доклинических исследованиях 
и на различных фазах клинических исследований. 
В данных работах использовали ингибиторы киназ, 
часто мультикиназный ингибитор дазатиниб, специ-
фичный для нерецепторных тирозинкиназ семейства 
SRC, ABL, а также ряда рецепторных тирозинкиназ. 
Дазатиниб препятствует делению и метастазированию 
клеток, а также вызывает апоптоз опухолевых клеток [30]. 
Резистентность к эндокринной терапии солидных гор-
монозависимых опухолей ассоциирована как с mutLYN, 
так и с гиперэкспрессией и активацией киназ семей-
ства SRC, в частности киназы LYN [31, 32]. В связи 
с этим мультикиназный ингибитор дазатиниб приме-
няли в случае опухолей со сверхэкспрессией киназ 
семейства SRC [30] и далее в исследованиях с mutLYN 
в опухолевых клетках [10].

L. J. Schwarz и соавт. в своей работе определили 
мутации в гене LYN в образцах ткани рака молочной 
железы с резистентностью к эндокринной терапии, 
приобретенной в результате лечения ингибитором 
ароматазы летрозолом [10]. Резистентность определяли 
по высокому уровню Ki-67, маркера клеточной проли-
ферации, который также рассматривается и как маркер 
резистентности к гормонотерапии. В данном исследо-
вании секвенирование всех генов известных киназ (ки-
номное секвенирование) позволило идентифициро-
вать еще одну мутацию в гене LYN (LYND189Y) при раке 
молочной железы в дополнение к уже известным му-
тациям в гене LYN в опухолях данной нозологии 
(LYNE159K, LYNK209N, LYNA370T, LYNG418R, LYNA503D), инфор-
мация о которых содержится в базе данных The Cancer 
Genome Atlas (см. рисунок). Мутация LYND189Y увели-
чивает каталитическую активность киназы, по-види-
мому, постоянно поддерживая киназу в активной кон-
формации. При этом мутантный LYN стабилизирует 
ЭРα или влияет на его транскрипцию. Следует также 
отметить, что мутация LYND189Y, в свою очередь, вызы-
вает резистентность к дазатинибу по сравнению с LYN 
дикого типа [10]. Более детальное изучение мутации 
LYND189Y в гене киназы LYN показало, что гиперэкс-
прессия LYN дикого типа или наличие LYND189Y приво-

дит к резистентности к эндокринной терапии [10]. 
В связи с этим использование ингибиторов киназ се-
мейства SRC, таких как дазатиниб, может повысить 
эффективность гормональной терапии или отсрочить 
появление приобретенной резистентности к такой 
 терапии. Действительно, дазатиниб значительно усили-
вал эффект фулвестранта в доклинических исследовани-
ях с использованием клеточных линий и перевиваемых 
опухолей [10]. Несмотря на то что в доклинических экс-
периментах на культуре клеток проверяется цитоток-
сичность противоопухолевых средств, такие экспери-
менты позволяют предположить их потенциальную 
эффективность, а также возможность использования 
данных мутаций в качестве маркеров эффективности 
эндокринной терапии.

Мутация LYNA370T заслуживает особого внимания, 
так как была идентифицирована в ходе массового па-
раллельного полногеномного секвенирования ДНК 
опухолей пациенток с раком молочной железы, полу-
чавших лечение ингибиторами ароматазы [11]. Авторы 
этого исследования рассматривают мутацию LYNA370T 
в качестве одной из основных мутаций, связанных с при-
обретением резистентности к эндокринной терапии.

Доклинические исследования с использованием 
клеток рака яичников различных линий показали, что 
клеточные линии с высокой экспрессией гена LYN 
и ряда других генов обладали повышенной чувстви-
тельностью к дазатинибу [33]. Результаты, полученные 
в доклинических исследованиях, открыли перспекти-
вы изучения клинической значимости дазатиниба 
в монотерапии или в комбинации с химиотерапевти-
ческими лекарствами для лечения гормонозависимых 
опухолей, в частности рака яичников.

В клинических исследованиях I и II фаз мультики-
назный ингибитор дазатиниб использовали в моноте-
рапии и в комбинации с другими препаратами для 
преодоления резистентности к эндокринной терапии, 
предупреждения возникновения такой резистентно-
сти, предотвращения появления метастазов в костях 
и подавления метастазирования. Такое изучение дазати-
ниба было проведено в рамках клинического исследова-
ния CA180–088 [34]. В исследованиях NCT00696072 
и NCT00903006 оценивали эффективность дазатиниба 
в сочетании с эндокринной терапией с использовани-
ем ингибиторов ароматазы (летрозол) или антиэстро-
генов (фулвестрант) соответственно в лечении гормо-
нозависимых опухолей [30]. В целом комбинированное 
ингибирование киназ семейства SRC и ЭР приводило 
к снижению пролиферативной активности клеток ра-
ка молочной железы, резистентных к эндокринной 
терапии в экспериментах как in vitro, так и in vivo [31, 
35–38].

Полученные данные свидетельствуют о перспек-
тивности дальнейших исследований по идентификации 
новых мутаций в гене LYN в ЭР-зависимых опухолях, 
резистентных к  гормонотерапии, и в особенности при 
раке яичников. Также заслуживает внимания поиск 
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более эффективных ингибиторов киназы LYN, кото-
рые могут быть также использованы в комбинации 
с ингибиторами ЭР и PI3K. Следует отметить, что глу-
бокое и обширное изучение роли мутаций в гене LYN 
в приобретении резистентности к  гормонотерапии 
рака яичников наблюдается не в такой степени, как 
при раке молочной железы. В значительной мере это 
может быть связано с тем, что эндокринную тера-
пию рака яичников стали использовать в клинической 
практике позже, чем гормонотерапию рака молочной 
 железы.

ОбСУждЕНИЕ
Мутации в гене ESR1 (mutESR1) возникают при 

проведении эндокринной терапии рака яичников 
и в основном с использованием ингибиторов ароматазы. 
Мутации mutESR1 появляются преимущественно в опу-
холях яичников низкой степени злокачественности, 
в особенности в серозной карциноме яичников низкой 
степени злокачественности и, по-видимому, в большей 
степени в опухолях пациенток, получающих эндокрин-
ную терапию для лечения метастатической болезни.

В то время как показанием для применения гормо-
нальной терапии рака яичников могут являться высо-
кие уровни экспрессии эстрогеновых и прогестероно-
вых рецепторов, mutESR1 могут быть потенциальными 
предиктивными маркерами для применения препара-

тов, деградирующих и модулирующих эстрогеновые 
рецепторы (SERDs / SERMs), таких как фулвестрант, 
тамоксифен, AZD9496 в комбинации с ингибиторами 
CDK4 / 6 и рапамицина. При этом эффективность 
SERDs / SERMs может зависеть от специфичности 
mutESR1: опухоли с ESR1Y537S проявляют наибольшую 
резистентность к SERDs / SERMs, опухоли с ESR1D538G 
менее резистентны, и опухоли с ESR1Y537N / C показыва-
ют наименьшую резистентность к SERDs / SERMs.

В последнее время появляется все больше данных 
о роли мутаций в гене киназы семейства SRC LYN 
(mutLYN) в приобретении резистентности к гормоно-
терапии ЭР-положительных опухолей. В настоящее 
время проводятся клинические исследования ингиби-
торов киназ, в частности мультифункционального 
киназного ингибитора дазатиниба, с целью преодоле-
ния резистентности гормонозависимых видов рака.

Таким образом, результаты исследований, проана-
лизированных в обзоре, свидетельствуют о перспек-
тивности, с одной стороны, идентификации новых 
мутаций в генах ESR1 и LYN в ЭР-положительных 
опухолях яичников, резистентных к эндокринной 
терапии, и, с другой стороны, поиска более эффек-
тивных ингибиторов ЭРα и киназы LYN, которые 
могли бы также быть использованы в комбинации 
с другими противоопухолевыми лекарствами в лече-
нии рака яичников.
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Нейрофиброматоз 1‑го типа:  
результаты собственного исследования  
(Республика Башкортостан)
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Введение. Нейрофиброматоз 1-го типа (НФ1) – самый распространенный наследственный опухолевый синдром 
(частота встречаемости в мире – 1 : 3000 населения). Основными клиническими проявлениями болезни явля-
ются множественные пигментные пятна на коже и нейрофибромы, скелетные аномалии и когнитивный дефи-
цит. В основе болезни лежат мутации в онкосупрессорном гене NF1. характерен выраженный клинический 
полиморфизм НФ1 даже среди членов одной семьи, гено-фенотипических корреляций не выявлено. В связи 
с этим предполагается, что гены-модификаторы влияют на патогенез варьирующей экспрессивности болезни.
Материалы и методы. Проведено клинико-эпидемиологическое и молекулярно-генетическое исследование 
больных НФ1 в Республике Башкортостан (РБ). Поиск внутригенных мутаций осуществлялся методом секве-
нирования 57 экзонов гена NF1, делеции всего гена – с использованием микросателлитного анализа.
Результаты. Частота встречаемости НФ1 в РБ составила 1 : 10 153 населения. Анализ клинических проявлений 
НФ1 у больных из РБ показал меньшую частоту встречаемости кист головного мозга у больных, рожденных 
в смешанном браке, что свидетельствует о протективной роли метисации. При наследовании НФ1 от матери 
определено более частое развитие скелетных аномалий и дизморфизма лица. Выявлены 1 делеция всего гена 
NF1 у 1 пациента и 14 внутригенных мутаций у 20 больных НФ1 (c.205-1G>C, с.1278G>A, c.1369_1370insGGGTC, 
с.1570G>A, с.1973_1974delTC, c.2806A>T, с.2991-1G>C, c.3158C>G, с.3526_3528delAGA, с.3826delC, с.4514+5G>A, 
с.4537С>Т, c.5758_5761delTTGA, с.6792С>A). Показано случайное распределение типов мутаций, не выявлено 
специфических особенностей клиники НФ1 в зависимости от типа мутаций.
Выводы. Протективная роль метисации в отношении кист головного мозга, а также преобладание скелетных 
аномалий при наследовании НФ1 от матери свидетельствуют о роли генов-модификаторов в патогенезе бо-
лезни. Идентификация мутаций в гене NF1 позволит проводить пренатальную профилактику НФ1 у населения РБ.

Ключевые слова: ген NF1, гено-фенотипические корреляции, канцерогенез, мутации, нейрофибромин, ней-
рофиброматоз 1-го типа
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Neurofibromatosis type 1: results of our own study (Republic of Bashkortostan)
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Introduction. Neurofibromatosis type 1 (NF1) is the most common hereditary tumor syndrome (frequency of its 
occurrence in the world is 1 : 3000 of the population). The main clinical manifestations of the disease are multiple 
café-au-lait macules on the skin and neurofibromas, skeletal abnormalities and cognitive deficits. The disease is based 
on mutations in the oncosuppressor gene NF1. This disease is characterized by significant clinical polymorphism 
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ВВЕдЕНИЕ
Нейрофиброматоз 1-го типа (НФ1) – наследствен-

ный опухолевый синдром с аутосомно-доминантным 
типом наследования, встречающийся в мире со сред-
ней частотой 1 : 3000 населения [1]. Болезнь вызвана 
мутациями в гене NF1, локализованном на 17q11.2. Ген 
кодирует активирующий ГТФазу (GTPase) белок ней-
рофибромин – негативный регулятор Ras / митоген-
активируемых сигнальных путей, которые контроли-
руют клеточный рост и пролиферацию [2]. В базе 
данных HGMD (Human Gene Mutation Database) опи-
сано более 3 тыс. различных герминативных мутаций 
в гене NF1 как причина возникновения НФ1. Описаны 
также мутации NF1 при спорадических неоплазмах в ба-
зах данных COSMIC (Catalogue Of Somatic Muta tions 
In Cancer), что говорит об их роли в канцерогенезе [3]. 
Соматические мутации NF1 выявляются в образцах дес-
мопластических меланом (45–90 % случаев), карци-
ном яичника (12–34,4 %), кожных меланом (12–30 %), 
феохромоцитом (21–26 %), глиобластом (14–23 %), 
переходно-клеточных карцином мочевого пузыря 
(6–14 %), плоскоклеточного рака легкого (11 %) [4]. В ге-
не NF1 отсутствуют горячие точки мутагенеза. Около 
5 % всех случаев НФ1 обусловлены крупными делеци-
ями, охватывающими весь ген NF1 и фланкирующие 
области [4]. До 50 % случаев НФ1 – спорадические, 
вызванные мутациями de novo [1]. Продолжительность 
жизни при НФ1 на 8–20 лет короче общей популяции 
главным образом из-за злокачественных новообразова-
ний. Диагноз «НФ1» устанавливается при наличии у па-
циента двух и более признаков из перечисленных ниже:

1) шесть или более пятен цвета кофе с молоком 
(CALM – café-au-lait macules) диаметром более 5 мм 
в допубертате и более 15 мм в постпубертате,

2) веснушчатость в подмышечной или паховой об-
ластях,

3) две и более кожных нейрофибромы или одна плек-
сиформная нейрофиброма,

4) две и более гамартомы радужки глаза (узелки Лиша),
5) глиома зрительного нерва,
6) специфические костные дисплазии,
7) наличие НФ1 у родственников первой степени род-

ства [1].
CALM определяются у 99 % больных НФ1 старше 

года, веснушчатость – у 90 % старше 7 лет. Около 81 % 
детей с НФ1 имеют проблемы с поведением. Сколиоз 
диагностируется у 21–49 %, псевдоартроз – у 5 % [5], 
низкий рост – у 18–30 % взрослых больных НФ1 [6]. 
Более чем у половины детей с НФ1 выявляются из-
менения в Т2-взвешенных сигналах при магнитно-
резонансной томографии (МРТ) головного мозга. 
Нарушения интеллекта определяются в 30–65 % случаев 
НФ1, среднее значение IQ составляет 85. Нейрофи-
бромы обнаруживаются у 40–60 % больных НФ1, 
узелки Лиша – у 70 %, плексиформные нейрофибро-
мы – у 30–50 %, злокачественные опухоли из оболо-
чек периферических нервов определяются у 8–13 %, 
глиомы зрительных нервов – у 15–20 % [7], опухоли 
ствола головного мозга – у 10 % [8], гидроцефалия – 
у 7,7 % [9]. Распространенность эпилепсии при НФ1 для 
всех возрастных категорий составляет 5,4 %, для детей – 
3,7 % [10]. Мальформация Арнольда–Киари при НФ1 
встречается с частотой 2 % [11].

Цель исследования – анализ эпидемиологических 
и клинических особенностей НФ1 в Республике Баш-
кортостан (РБ), выявление мутаций в гене NF1 у части 
пациентов с НФ1 для определения молекулярно-гене-
тических причин развития болезни в РБ.

of manifestations, even among members of the same family. No geno-phenotypic correlations were found for NF1. 
Therefore, it is assumed that modifier genes are the cause of the varying expressiveness of the disease.
Materials and methods. Clinical-epidemiological and molecular-genetic research of patients with NF1 in the Re-
public of Bashkortostan (RB) was carried out. Sequencing was used to search for intragenic mutations in 57 exons 
of the NF1 gene. Microsatellite analysis was used to detect the deletion of the entire gene.
Results. The frequency of occurrence of NF1 in RB was 1 : 10 153 of the population. Analysis of the clinical manife-
stations of NF1 in RB patients showed a lower incidence of brain cysts in patients born in mixed marriages, which indi-
cates the protective role of mestization. In patients with NF1 who inherited the disease from the mother, a more frequent 
development of skeletal anomalies and facial dysmorphism was determined. We identified 1 deletion of the entire 
NF1 gene in 1 patient and 14 intragenic mutations (c.205-1G>C, с.1278G>A, c.1369_1370insGGGTC, с.1570G>A, 
с.1973_1974delTC, c.2806A>T, с.2991-1G>C, c.3158C>G, с.3526_3528delAGA, с.3826delC, с.4514+5G>A, с.4537С>Т, 
c.5758_5761delTTGA, с.6792С>A) in 20 patients with NF1. We determined the random distribution of the types of mu-
tations and did not reveal the specific features of the NF1 clinic depending on the type of mutations.
Conclusions. The protective role of crossbreeding in relation to brain cysts, as well as the predominance of skeletal 
anomalies in patients with NF1 inheritance from the mother, indicate the role of modifier genes in the pathogenesis 
of the disease. The identified mutations in the NF1 gene will allow us to perform prenatal prevention of NF1 in RB 
patients.

Key words: NF1 gene, geno-phenotypic correlations, carcinogenesis, mutations, neurofibromin, type 1 neurofibro-
matosis
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МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Исследованы больные НФ1 из числа жителей РБ, 

состоящие на учете у врача-генетика в ГБУЗ «Рес-
публиканский медико-генетический центр» (РМГЦ). 
Диагноз «НФ1» был установлен согласно принятым 
критериям [1]. Для выявления внутригенных мутаций 
NF1 проведено секвенирование 57 экзонов гена, для 
определения делеции всего гена – микросателлитный 
анализ локусов GXAlu, TCCAint1, IVS27AC28.4, 
IVS38TG53.0. Использовано оборудование Института 
биохимии и генетики ФГБНУ «Уфимский федераль-
ный исследовательский центр» РАН: автоматический 
секвенатор ABI PRISM, модель 310 (Applied Biosys-
tems, США), с набором флюоресцентного мечения 
SYEnamicTMET по протоколу “Amersham Pharmacia 
Biotech” DYEnamicTM ET Terminator Cycle Sequencing Kit. 
Для прочтения последовательностей нуклеотидов ис-
пользовано приложение BioEdit v. 5.0.9. Для определе-
ния патогенетической значимости миссенс-мутации 
использованы пакеты программ: SIFT, Polyphen-2.0, 
PROVEAN, I-Mutant-3.0, PhD-SNP, SNAP, Meta-STP, 
mutation t@sting. Все исследования велись с соблюде-
нием норм биомедицинской этики и соответствуют 
стандартам GCP (Good Clinical Practice). Для получен-
ных качественных бинарных данных проводили ста-
тистическую обработку с использованием интерактивной 
таблицы сопряженности 2 × 2 с вычислением стати-
стики связи (критерий χ2) с поправкой Йейтса на не-
прерывность, разработанной В. П. Леоновым (http://
www.biometrica.tomsk.ru / freq2. htm), анализа четырех-
польных таблиц сопряженности на сайте http://med-
statistic.ru / calculator, а также с помощью точного кри-
терия Фишера (φ*

эмп
) для проверки нулевой гипо тезы 

о том, что различия между двумя группами статисти-
чески значимы.

РЕзУЛьТаТы И ОбСУждЕНИЕ
В РБ с населением 4 051 333 человека на учете 

у врача-генетика в РМГЦ в 2020 г. состояли 399 боль-
ных НФ1 из 320 семей. Частота встречаемости соста-
вила 1 : 10 153, что значительно ниже, чем в среднем 
по миру (1 : 3000) [1], но превышает показатели по РБ 
за 2009 г. (1 : 21 277) [12]. Пациенты с НФ1 выявлены 
во всех городах и в 43 из 54 районов сельской местности 
РБ. По национальной принадлежности среди больных 
НФ1 36 % были рождены в смешанном браке, осталь-
ные 64 % – в семьях одной нации: у татар (26 %), русских 
(19 %), башкир (12 %), чувашей (3 %), марийцев (2 %), 
мордвы (1 %), казахов (0,5 %), таджиков (0,5 %). Соот-
ношение мужчин (187) и женщин (212) составило при-
близительно 1 : 1. Спорадические случаи НФ1 опреде-
лены в 53 % случаев, наследование от матери – у 27 % 
и от отца – у 20 % пациентов. Анализ клинических 
проявлений НФ1 у больных в РБ по большинству сим-
птомов показал результаты, сравнимые с данными 
по миру (табл. 1). Однако плексиформные нейрофи-
бромы и глиомы зрительных нервов выявлены лишь 

у 5 % больных НФ1. Нарушение интеллекта описано 
у 17,7 % больных, что несколько ниже данных миро-
вой статистики [7].

Таблица 1. Сравнительная характеристика клинических проявлений 
нейрофиброматоза 1-го типа у больных в Республике Башкорто-
стан (РБ) и мире

Table 1. Comparative characteristics of clinical manifestations of neuro-
fibro matosis type 1 in patients from the Republic of Bashkortostan (RB) and 
in the world

Клиническое проявление 
Clinical manifestation

РБ, % (абс.) 
RB, % (abs.)

В мире, % 
In the world, %  

CALM* 98,7 (394) 99,0 

Нейрофибромы 
Neurofibromas

59,0 (235) 40,0–60,0

Сколиоз 
Scoliosis

19,0 (76) 21,0–49,0

Нарушения интеллекта 
Cognitive ipairments

17,7 (71) 30,0–65,0

Низкий рост 
Short stature

14,0 (56) 18,0–30,0

Плексиформные 
нейрофибромы 
Plexiform neurofibromas

5,0 (20) 30,0–50,0

Глиомы зрительных нервов 
Optic nerve gliomas

5,0 (20) 15,0–20,0

Опухоль головного мозга 
вне зрительных нервов 
Brain tumor outside optic nerves

4,3 (17) 10,0

Киста головного мозга 
Brain cyst

4,0 (16) —

Гидроцефалия 
Hydrocephalus

4,0 (16) 7,7

Псевдоартроз 
Pseudoarthrosis

4,0 (16) 5,0

Эпилепсия 
Epilepsy

2,7 (11) 5,4

Мальформация 
Арнольда—Киари 
Arnold—Chiari malformation

1,3 (5) 2,0

*Café au lait macules — пятна цвета кофе с молоком. 
*Café au lait macules — spots the color of coffee and milk.

Молекулярно-генетическое исследование ДНК 
21 больного НФ1 из РБ, давшего письменное согласие 
на исследование, позволило выявить 14 внутригенных 
мутаций NF1 у 20 больных из 16 семей и 1 протяженную 
делецию NF1 у 1 пациента. Был проведен анализ осо-
бенностей клинических проявлений НФ1 у данных 
больных, гено-фенотипических корреляций обнаруже-
но не было (табл. 2), что соответствует данным мировой 
литературы [13–16]. Девять из 14 выявленных нами 
мутаций в гене NF1 описаны впервые в мире (c.205-
1G>C, с.1278G>A, c.1369_1370insGGGTC, с.1570G>A, 
с.1973_1974delTC, с.3526_3528delAGA, с.3826delC, 



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 

  1
, 

2
0

2
1

20 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 8 / VOL. 8

Таблица 2. Мутации в гене NF1 и клинические проявления нейрофиброматоза 1-го типа (НФ1) у больных в Республике Башкортостан

Table 2. Mutations in the NF1 gene and clinical manifestations of neurofibromatosis type 1 (NF1) patients from the Republic of Bashkortostan

Экзон 
Exon

Мутация 
Mutation

№ семьи* (пол) 
Family number (gender)

Клиническое проявление  
Clinical manifestation

3
c.205-1G>C (сайт 

сплайсинга) 
c.205-1G>C (splicing site)

1 (женский) 
1 (female)

CALM**, веснушчатость, сколиоз 
CALM*, freckles, scoliosis

12 с.1278G>A (p.W426Х)

2–I
(мужской) 
2–I (male)

CALM, множественные нейрофибромы 
CALM, multiple neurofibromas

2–II (женский) 
2–II (female)

CALM, локальные нейрофибромы, сколиоз 
CALM, local neurofibromas, scoliosis

12
c.1369_1370insGGGTC 

(p.H457fs)
3 (мужской) 

3 (male)
CALM, множественные нейрофибромы, глиома зрительного нерва 

CALM, multiple neurofibromas, optic nerve glioma

14 с.1570G>A (p.E524K)

4–I (женский) 
4–I (female)

CALM, локальные нейрофибромы 
CALM, local neurofibromas

4–II (мужской) 
4–II (male)

CALM, выраженные нарушения физического и когнитивного 
развития 

CALM, significant impairment of physical and cognitive development

17
с.1973_1974delTC 

(р.L658Pfs)
5 (мужской) 

5 (male)

CALM, множественные нейрофибромы, плексиформная 
нейрофиброма 

CALM, multiple neurofibromas, plexiform neurofibroma

21 c.2806A>T (p.K936X) 6 (женский) 
6 (female)

CALM, множественные очаги гиперинтенсивности в подкорковых 
структурах на КТ головного мозга  

CALM, multiple foci of hyperintensity in the subcortical structures of the brain on CT

23
с.2991-1G>C (сайт 

сплайсинга) 
с.2991-1G>C (splicing site)

7–I (женский) 
7–I (female)

CALM, множественные нейрофибромы 
CALM, multiple neurofibromas

7–II (мужской) 
7–II (male)

CALM, локальные нейрофибромы, дизморфизм лица, сколиоз, 
острый лимфолейкоз 

CALM, local neurofibromas, facial dysmorphism, scoliosis, acute lymphocytic 
leukemia

8 (мужской) 
8 (male)

CALM, локальные нейрофибромы 
CALM, local neurofibromas

с.4514+5G>A, c.5758_5761delTTGA). Сплайсинговая 
мутация c.2991-1G>C ранее описана у больных НФ1 
из Германии [14]. Нонсенс-мутация c. 4537C>T оказа-
лась наиболее известной в мире и встречалась у 7 боль-
ных в Германии [14], 2 – в Бельгии [16], 2 – в Корее [15] 
и 1 больного – в Испании [13]. Нонсенс-мутация 
c.6792С>A ранее выявлена у 3 пациентов с НФ1 в Гер-
мании [14], 2 – в Испании [13] и по 1 – в Бельгии [16] 
и Корее [15]. Две другие нонсенс-мутации были обна-
ружены в образцах спорадических злокачественных 
неоплазм у пациентов без НФ1: c.3158C >G – в тканях 
рака молочной железы, резистентного к гормональной 
терапии [3]; c.2806A >T – в феохромоцитоме [17].

Отсутствие гено-фенотипических корреляций да-
же у членов одной и той же семьи, соответствующее 
данным научной литературы [2, 4], позволяет сделать 
вывод о роли генов-модификаторов в развитии болез-
ни. Анализ мировой литературы показал наличие ра-
бот в пользу данного предположения. Прежде всего 
об этом говорят данные о более тяжелых проявлениях 
НФ1 (ранняя манифестация и большее количество 

нейрофибром, выраженные умственная отсталость 
и пороки сердца) при протяженных делециях NF1, что 
связано с вовлечением в делецию соседних генов [18], 
таких как HCA66, продукт экспрессии которого регу-
лирует апоптоз за счет взаимодействия с опухолевым 
супрессором Apaf-1 (apoptic protease activating fac-
tor-1) [19]. Экспериментальные исследования на мы-
шах позволили предсказать роль мутаций в гене-он-
косупрессоре ATM как инициаторов возникновения 
новых нейрофибром при НФ1 [20]. Анализ имеющих-
ся данных о влиянии других генов на развитие клини-
ческих особенностей НФ1 позволил определить такие 
гены-модификаторы, как AKT1, BRAF, EGFR, LIMK1, 
PAK1, PTEN, RAF1, SDC2, SMARCA4, VCP [21]. В образ-
цах нейрофибром выявлены повышенные уровни хе-
мокинов CXCL12 (в 512 раз) и CXCR4 (в 120 раз), что 
свидетельствует о роли кодирующих их генов в пато-
генезе НФ1 [22]. Показано влияние микроРНК на раз-
витие злокачественных опухолей при НФ1. К ним 
относятся miR-34a, miR-10b [23], miR-204 [24], miR-21 
[25], miR-24 [26].
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Экзон 
Exon

Мутация 
Mutation

№ семьи* (пол) 
Family number (gender)

Клиническое проявление  
Clinical manifestation

24 c.3158C>G (p.S1053X) 9 (мужской) 
9 (male)

CALM**

27
с.3526_3528delAGA 

(p.R1176del)

10 (мужской) 
10 (male)

CALM, локальные нейрофибромы, нарушение физического 
и когнитивного развития, гидроцефалия 

CALM, local neurofibromas, impaired physical and cognitive development, 
hydrocephalus

11–I (мужской) 
11-I (male)

CALM, множественные нейрофибромы 
CALM, multiple neurofibromas

11–II (мужской) 
11-II (male)

CALM, эпилепсия, гидроцефалия 
CALM, epilepsy, hydrocephalus

28
с.3826delC 

(р.R1276EfsX8)
12 (мужской) 

12 (male)

CALM, множественные нейрофибромы, деформация грудной 
клетки, опухоль головного мозга (мозжечка) 

CALM, multiple neurofibromas, chest deformity, brain (cerebellum) tumor

33
с.4514+5G>A (сайт 

сплайсинга) 
с.4514+5G>A (splicing site)

13 (женский) 
13 (female)

CALM, множественные очаги гиперинтенсивности в подкорковых 
структурах на МРТ головного мозга 

CALM, multiple foci of hyperintensity in subcortical structures  
on MRI of the brain

34 с.4537С>Т (p.R1513Х) 14 (женский) 
14 (female)

CALM, множественные нейрофибромы  
CALM, multiple neurofibromas

39 c.5758_5761delTTGA 
(p.L1920NfsX7)

15 (женский) 
15 (female)

CALM, локальные нейрофибромы, сколиоз 
CALM, local neurofibromas, scoliosis

45 с.6792С>A (p.Y2264X) 16 (женский) 
16 (female)

CALM, деформация грудной клетки, псевдоартроз голени, 
гидроцефалия 

CALM, chest deformity, pseudoarthrosis of the tibia, hydrocephalus

1–57

Протяженная делеция 
всего гена 

Extended deletion  
of entire gene

17 (мужской) 
17 (male)

CALM, деформация грудной клетки 
CALM, chest deformity

*Арабской цифрой обозначен номер семьи; если число ее членов с выявленной мутацией больше одного, то каждый член семьи 
дополнительно обозначен римской цифрой. **Café-au-lait macules — пятна цвета кофе с молоком.
Сокращения: КТ — компьютерная томография, МРТ — магнитно-резонансная томография. 
*The arabic numeral indicates the family number; if the number of family members who have a mutation is more than one, then each family member is 
additionally designated with a Roman numeral. **Café-au-lait macules — spots the color of coffee and milk. 
Abbreviations: CT — computed tomography; MRI — magnetic resonance imaging.

Окончание табл. 2

End of table 2

Для оценки возможного влияния генов-модифи-
каторов на развитие особенностей НФ1 нами проведен 
анализ клинических проявлений болезни в зависимо-
сти от этнической принадлежности и наследования 
от матери или отца. У больных НФ1 от смешанных 
браков отмечены статистически значимо бо́льшая ча-
стота развития скелетных аномалий и мальформации 
Арнольда–Киари и меньшая распространенность 
кист головного мозга (табл. 3). Отмечена также тен-
денция к различиям в отношении плексиформных 
нейро фибром и опухолей головного мозга. Клиниче-
ских особенностей НФ1 в зависимости от этнической 
принадлежности не выявлено, что совпадает с данны-
ми научной литературы [27].

При анализе проявлений НФ1 в зависимости от 
характера наследования мутации NF1 (от матери, отца 
и спорадические случаи) было выявлено статистиче-

ски значимое преобладание частоты встречаемости 
сколиоза, низкого роста, дизморфизма лица, изоли-
рованных деформаций грудной клетки и псевдоартро-
за голени при наследовании от матери (табл. 4) в срав-
нении со спорадическими случаями НФ1.

Определена также статистически значимая разни-
ца в распространенности низкого роста (выше) 
и гидро цефалии (ниже) у пациентов, наследовавших 
мутацию NF1 от отца, по сравнению со спорадически-
ми случаями (табл. 5).

Кроме того, показано преобладание частоты встре-
чаемости дизморфизма лица и гидроцефалии у паци-
ентов, наследовавших НФ1 от матери, в сравнении 
с наследовавшими болезнь от отца (табл. 6). Получен-
ные результаты могут свидетельствовать о вероятной 
роли импринтинга генов-модификаторов в развитии 
скелетных аномалий у больных НФ1.
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Таблица 3. Анализ проявлений нейрофиброматоза 1-го типа (НФ1) у больных, рожденных в смешанном браке, в Республике Башкортостан

Table 3. Analysis of the manifestations of type 1 neurofibromatosis (NF1) in patients born in mixed marriage in the Republic of Bashkortostan

Клиническое 
проявление НФ1 

Clinical manifestation of NF1

Число больных НФ1, % (абс.) 
Number of patients with NF1, % (abs.)

Показатели: критерий χ2; значение p 
при степени свободы, равной 1; 

критерий Фишера φ*
эмп

 
Indicators: χ2 criterion, p value at degree  

of freedom equal to 1; Fisher’s criterion φ*
emp

от смешанных браков, 
n = 144 

from mixed marriages, n = 144

одной национальности, 
n = 255 

one nationality, n = 255

Нейрофибромы 
Neurofibromas

56 (80) 56 (143) χ2 = 0,05; p = 0,8; φ*
эмп

 = 0,096

Плексиформные 
нейрофибромы 
Plexiform neurofibromas

4,17 (6) 6,7 (17) χ2 = 1,49; p = 0,2; φ*
эмп

 = 1,065

Скелетные аномалии 
Skeletal abnormalities

50,6 (73) 35 (89) χ2 = 10,47; p = 0,002; φ*
эмп

 = 3,079

Киста головного мозга 
Brain cyst

2 (3) 6,3 (16) χ2 = 4,2; p = 0,04; φ*
эмп

 = 2,072

Опухоль головного мозга 
Brain tumor

2,9 (4) 5,9 (15) χ2 = 3,67; p = 0,056; φ*
эмп

 = 1,487

Гидроцефалия 
Hydrocephalus

3,5 (5) 4,3 (11) χ2 = 0,02; p = 0,88; φ*
эмп

 = 0,403

Опухоль спинного мозга 
Spinal cord tumor

1,4 (2) 2 (5) χ2 = 0,38; p = 0,54; φ*
эмп

 = 0,451

Эпилепсия  
Epilepsy

4,17 (6) 1,57 (4) χ2 = 1,59; p = 0,2; φ*
эмп

 = 1,525

Мальформация 
Арнольда—Киари 
Arnold—Chiari malformation

5,6 (8) 0,78 (2) χ2 = 6,73; p = 0,01; φ*
эмп

 = 2,868

Примечание. Здесь и в табл. 4–6 полужирным начертанием выделены статистически значимые различия. 
Note. Here and in Tables 4–6, statistically significant differences are highlighted in bold.

Таблица 4. Сравнительный анализ частот проявлений нейрофиброматоза 1-го типа (НФ1) при наследовании мутации от матери и спорадичес-
ких случаях, % (абс.)

Table 4. Comparative analysis of the frequency of manifestations of type 1 neurofibromatosis (NF1) with inheritance of the mutation from the mother 
and sporadic cases, % (abs.)

Клиническое проявление 
Clinical manifestation

Наследование НФ1 
от матери, n = 108 

Inheritance from  
the mother, n = 108

Спорадические 
случаи, n = 211 

Sporadic cases,  
n = 211

Показатели: критерий χ2; значение p при степени 
свободы, равной 1; критерий Фишера φ*

эмп
 

Indicators: χ2 criterion, p value at degree  
of freedom equal to 1; Fisher’s criterion φ*

emp

Нейрофибромы 
Neurofibromas

51,0 (55) 61,6 (130) χ2 = 3,35; p = 0,068; φ*
эмп

 = 1,826

Сколиоз 
Scoliosis

27,0 (29) 16,0 (34) χ2 = 5,2; p = 0,023; φ*
эмп

 = 2,24

Низкий рост 
Short stature

26,0 (28) 8,0 (17) χ2 = 20,86; p = 0,0005; φ*
эмп

 = 4,15

Дизморфизм лица 
Facial dysmorphism

21,0 (23) 11,0 (23) χ2 = 7,48; р = 0,0071; φ*
эмп

 = 2,417

Деформация грудной клетки 
Chest deformity

11,0 (12) 5,0 (11) χ2 = 5,3; р = 0,0217; φ*
эмп

 = 1,851

Псевдоартроз голени 
Pseudoarthrosis of the tibia

6,5 (7) 3,0 (6) χ2 = 4,4; р = 0,036; φ*
эмп

 = 1,521

Гидроцефалия 
Hydrocephalus

5,5 (6) 6,6 (14) χ2 = 0,14; р = 0,7; φ*
эмп

 = 0,355

Киста головного мозга 
Brain cyst

4,6 (5) 3,8 (8) χ2 = 0,13; р = 0,7; φ*
эмп

 = 0,338
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Таблица 5. Сравнительный анализ частот проявлений нейрофиброматоза 1-го типа (НФ1) при наследовании мутации от отца и спорадических 
случаях, % (абс.)

Table 5. Comparative analysis of the frequency of manifestations of type 1 neurofibromatosis (NF1) with inheritance of a mutation from the father 
and sporadic cases, % (abs.)

Клинические 
проявления 

Clinical manifestations

Наследование НФ1 
от отца, n = 80 

Inheritance of NF1  
from the father, n = 80

Спорадические 
случаи, n = 211 

Sporadic cases,  
n = 211

Показатели: критерий χ2; значение p при степени свобо-
ды, равной 1; критерий Фишера φ*

эмп
 

Indicators: χ2 criterion, p value at degree of freedom equal to 1; 
Fisher’s criterion φ*

emp

Нейрофибромы 
Neurofibromas

63,8 (51) 61,6 (130) χ2 = 0,113; р = 0,7; φ*
эмп

 = 0,343

Сколиоз 
Scoliosis

20,0 (16) 16,0 % (34) χ2 = 0,7; р = 0,4; φ*
эмп

 = 0,769

Низкий рост 
Short stature

20,0 (16) 8,0 % (17) χ2 = 10,36; р = 0,002; φ*
эмп

 = 2,666

Дизморфизм лица 
Facial dysmorphism

6,0 (5) 11,0 (23) χ2 = 0,96; р = 0,329; φ*
эмп

 = 1,337

Деформация грудной 
клетки 
Chest deformity

5,0 % (4) 5,0 (11) χ2 = 0,64; р = 0,4245; φ*
эмп

 = 0,069

Псевдоартроз голени 
Pseudoarthrosis of the tibia

5,0 (4) 3,0 (6) χ2 = 29; р = 0,5884; φ*
эмп

 = 0,876

Гидроцефалия 
Hydrocephalus

0 (0) 6,6 (14) χ2 = 5,6; р = 0,019

Киста головного мозга 
Brain cyst

2,6 (2) 3,8 (8) χ2 = 0,3; р = 0,6; φ*
эмп

 = 0,564

Таблица 6. Сравнительный анализ частот проявлений нейрофиброматоза 1-го типа (НФ1) в зависимости от наследования мутации от мате-
ри или отца

Table 6. Comparative analysis of the frequency of manifestations of type 1 neurofibromatosis (NF1) depending on the inheritance of the mutation from the 
mother or father, % (abs.)

Клинические проявления 
Clinical manifestations

Наследование НФ1, % (абс.) 
NF1 inheritance,% (abs.)

Показатели: критерий χ2; значение p при степени 
свободы, равной 1; критерий Фишера φ*

эмп
 

Indicators: χ2 criterion, p value at degree  
of freedom equal to 1; Fisher’s criterion φ*

emp
по матери, n = 108 

maternal, n = 108
по отцу, n = 80 
paternal, n = 80

Нейрофибромы 
Neurofibromas

51 (55) 63,8 (51) χ2 = 3; р = 0,08; φ*
эмп

 = 1,769

Сколиоз 
Scoliosis

27 (29) 20 (16) χ2 = 1,4; р = 0,23; φ*
эмп

 = 0,463

Низкий рост 
Short stature

26 (28) 20 (16) χ2 = 1,3; р = 0,19; φ*
эмп

 = 1,112

Дизморфизм лица 
Facial dysmorphism

21 (23) 6 (5) χ2 = 8,9; р = 0,0037; φ*
эмп

 = 3,064

Деформация грудной клетки 
Chest deformity

11 (12) 5 (4) χ2 = 2,9; р = 0,087; φ*
эмп

 = 1,546

Псевдоартроз голени 
Pseudoarthrosis of the tibia

6,5 (7) 5 (4) χ2 = 0,013; р = 0,91; φ*
эмп

 = 0,441

Гидроцефалия 
Hydrocephalus

5,5 (6) 0 (0) χ2 = 4,6; р = 0,03

Киста головного мозга 
Brain cyst

4,6 (5) 2,6 (2) χ2 = 0,6; р = 0,44; φ*
эмп

 = 0,773
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Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

заКЛючЕНИЕ
Согласно данным РМГЦ, частота встречаемости 

НФ1 в РБ на 2020 г. составила 1 : 10 153, что на 68 % 
превышает аналогичные показатели за 2009 г. [12], но 
в 3,4 раза реже в сравнении с данными по миру [1]. Это 
свидетельствует как об эффективности работы центра, 
так и о возможных эпидемиологических особенностях 
НФ1 в РБ. Анализ клинических проявлений НФ1 
у больных в РБ показал, что частота развития боль-
шинства из них соответствует данным научной лите-
ратуры [5–11]. Однако более низкая частота регистра-
ции глиом зрительных нервов (5 %) и плексиформных 
нейрофибром (5 %) в сравнении с их встречаемостью 
в мире (15–20 % [7–9] и 30–50 % [7–9] соответствен-
но) говорит о необходимости внедрения комплексно-
го обследования всех больных НФ1 с обязательным 
проведением МРТ головного мозга и проблемных об-
ластей (для выявления глиом, плексиформных нейро-
фибром). Так, магнитно-резонансная и компьютерная 
томография головного мозга была проведена 97 боль-
ным НФ1 из 399 (24,3 %), при этом у 92 из них (95 %) 
обнаружена патология, что свидетельствует об эф-

фективности этого метода диагностики. Нами выяв-
лены эпидемиологические данные о развитии кист 
головного мозга при НФ1 (4 %), которые ранее не 
были представлены в научной литературе. Проведен-
ный нами молекулярно-генетический анализ образ-
цов ДНК 21 больного из 17 семей позволил выявить 
14 внутригенных мутаций, из которых 9 ранее не были 
описаны в научной литературе. Распределение выяв-
ленных мутаций носит случайный характер: 1 протя-
женная делеция (6,7 % больных), 5 нонсенс-мутаций 
(33,2 %), 4 делеции (26,7 %), 3 мутации сайтов сплай-
синга (20 %), 1 инсерция (6,7 %) и 1 миссенс-мутация 
(6,7 %). Hе обнаружено мажорных мутаций, что соот-
ветствует данным научной литературы [4], не выявле-
но гено-фенотипических корреляций, что также согла-
суется с большинством исследований в мире [2, 4, 
13–16]. Полученные нами данные о протективной роли 
метисации в отношении развития кист головного мозга 
при НФ1, а также о большей частоте развития скелетных 
аномалий и дизморфизма лица при наследовании НФ1 
от матери свидетельствуют о роли генов-модификаторов 
в патогенезе НФ1.
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Исследование влияния генетического варианта 
c.470T>C в гене CHEK2 на повышение риска 
развития рака молочной железы у населения 
Российской Федерации

Е. И. Новикова, В. К. Боженко, Е. А. Кудинова, В. А. Солодкий

ФГБУ «Российский научный центр рентгенорадиологии» Минздрава России; Россия, 117997 Москва, ул. Профсоюзная, 86

К о н т а к т ы :  Екатерина Ивановна Новикова e.novikova.rncrr@mail.ru

Введение. В настоящее время имеются противоречивые данные относительно влияния герминальной мутации 
с.470Т>С в гене CHEK2 на повышение риска возникновения рака молочной железы (РМЖ), поэтому необходи-
мы исследования на больших выборках больных, в том числе в российской популяции, в целях анализа вкла-
да данной мутации в риск развития онкологического заболевания.
Цель исследования – определение частоты встречаемости генетического варианта с.470Т>С в гене CHEK2 
в российской популяции у больных РМЖ и пациенток с доброкачественными заболеваниями молочной же-
лезы (ДЗМЖ) для  оценки возможного влияния данного повреждения дезоксирибонуклеиновой кислоты 
на вероятность возникновения онкологического заболевания.
Материалы и методы. В исследование были включены 2787 больных РМЖ и 1004 пациентки с ДЗМЖ, прохо-
дившие обследование и лечение в ФГБУ «Российский научный центр рентгенорадиологии» Минздрава России 
с 2010 по 2018 г. Молекулярно-генетическое исследование для определения характерного для российской 
популяции наследственного генетического варианта с.470Т>С в гене CHEK2 было проведено методом поли-
меразной цепной реакции в режиме реального времени с использованием диагностической панели, позво-
ляющей определять три герминальные мутации: с.1100delC, c.444+1G>A и с.470Т>С в гене CHEK2.
Результаты. У больных с диагнозом РМЖ частота мутации c.470T>C в гене CHEK2 составила 3,8 %, у пациенток 
с ДЗМЖ данная мутация выявлена в 4,7 % случаев. Частота генетического варианта c.470T>C в группах повы-
шенного риска составила 5,1 % для больных РМЖ с клиническими признаками наследственного заболевания 
и  4,9 % для  пациенток с  ДЗМЖ, имеющих онкологически отягощенный семейный анамнез. Статистически 
значимых различий между частотой мутации c.470T>C в общих группах больных РМЖ и пациенток с ДЗМЖ 
и  соответствующей частотой в  группах повышенного риска, а  также в  группах больных РМЖ и  пациенток 
с ДЗМЖ не установлено (p >0,05).
Заключение. Результаты проведенного исследования свидетельствуют о вероятном отсутствии связи между 
наличием мутации с.470Т>С в гене CHEK2 и повышением риска развития РМЖ.

Ключевые слова: наследственный рак молочной железы, мутации в гене CHEK2, генетический вариант с.470Т>С

Для цитирования: Новикова Е.И., Боженко В.К., Кудинова Е.А., Солодкий В.А. Исследование влияния генетиче-
ского варианта с.470Т>С в гене CHEK2 на повышение риска развития рака молочной железы у населения 
Российской Федерации. Успехи молекулярной онкологии 2021;8(1):26–31. DOI: 10.17650/2313-805X-2021-8-1-26-31.

Studying of the effect of the genetic variant c.470T>C in the CHEK2 gene on increasing the risk 
of breast cancer in the population of the Russian Federation

E. I. Novikova, V. K. Bozhenko, E. A. Kudinova, V. A. Solodkiy

Russian Scientific Center of Roentgenoradiology, Ministry of Health of Russia; 86 Profsoyuznaya St., Moscow 117997, Russia

C o n t a c t s : Ekaterina Ivanovna Novikova e.novikova.rncrr@mail.ru 

Introduction. Currently, there are conflicting data regarding the effect of the c.470T> C germline mutation in the CHEK2 
gene on increasing the risk of breast cancer (BC), so it is necessary to conduct research on large samples of patients, 
including in the Russian population, in order to analyze the contribution of this mutation to the risk of cancer developing.

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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The aim of the study was to determine the frequency of occurrence of the genetic variant c.470Т>С in the CHEK2 
gene in the Russian population in patients with BC and patients with benign breast diseases (BBD) to assess the 
possible effect of this deoxyribonucleic acid damage on the likelihood of cancer occurrence.
Materials and methods. The study included 2,787 patients with BC and 1,004 patients with BBD who underwent exa-
mination and treatment at the Russian Scientific Center of Roentgenoradiology of the Ministry of the Russian Federation 
from 2010 to 2018. Molecular genetic study was carried out by real-time polymerase chain reaction to determine the 
characteristic of the Russian population hereditary genetic variant c.470Т>С  in the CHEK2 gene using a diagnostic 
panel that allows to determine three germline mutations: c.1100delC, c.444+1G>A and c.470Т>С in the CHEK2 gene.
Results. In patients with BC the frequency of the mutation c.470T>C in the CHEK2 gene was 3.8 %, in patients with 
BBD this mutation was detected in 4.7 % of cases. The frequency of the genetic variant c.470T>C in high-risk groups 
was: 5.1 % – for BC patients with clinical signs of hereditary disease and 4.9 % – for patients with BBD with a family 
history of cancer. There were no statistically significant differences between the frequency of the mutation c.470T>C 
in the general groups of BC patients and patients with BBD and the corresponding frequency in the high-risk groups, 
as well as in the groups of BC patients and patients with BBD (p >0.05).
Conclusion. The results of this study indicate the probable absence of a relationship between the presence of the 
mutation c.470Т>С in the CHEK2 gene and an increased risk of BC.

Key words: hereditary breast cancer, mutations in the CHEK2 gene, genetic variant c.470Т>С

For citation: Novikova E. I., Bozhenko V. k., kudinova E. A., Solodkiy V. A. Studying of the effect of the genetic variant 
c.470T>C in the CHEK2 gene on increasing the risk of breast cancer in the population of the Russian Federation. Us-
pekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2021;8(1):26–31. (In Russ.) DOI: 10.17650/2313-
805X-2021-8-1-26-31.

ВВЕдЕНИЕ
Ген CHEK2 находится на втором месте по частоте 

встречаемости в нем наследственных мутаций при 
 раке молочной железы (РМЖ) после генов BRCA1 
и BRCA2 в российской популяции. CHEK2 кодирует 
треонин киназу (threonine kinase) – белок, который 
активируется при повреждении дезоксирибонуклеи-
новой кислоты (ДНК) и участвует в процессах ре-
парации, клеточной пролиферации, а также контроли-
рует процессы апоптоза [1]. Поэтому риск развития 
онкологического заболевания у носителей повреждений 
в данном гене повышен по сравнению с общепопу ля-
ци онным. Для российской по пуляции наиболее харак-
терны герминальные мутации с.1100delC, c.444+1G>A 
и c.470Т>С в гене CHEK2, которые были внесены 
в стандартные диагностические панели, использую-
щиеся в ежедневной практике молекулярно-генетиче-
ских лабораторий [2]. Но эти генетические поврежде-
ния имеют разную пенетрантность, т. е. вероятность 
развития заболевания у носителей мутаций различа-
ется. Если связь между наличием мутаций с.1100delC 
и c.444+1G>A в гене CHEK2 и повышением риска раз-
вития РМЖ у их носителей в 3–5 раз доказана [3–5], 
то относительно связи генетического варианта c.470Т>С 
с повышением риска развития РМЖ имеются противо-
речивые данные. Часть проведенных зарубежных ис-
следований описывает достоверное, хоть и небольшое 
повышение риска (отношение шансов (ОШ) = 1,4–1,58) 
у носителей данной мутации [5–8]. В других научных 
работах, в том числе российских, связь с повышенным 
риском развития (ПРР) РМЖ опровергается [2, 9–12]. 
В настоящее время даже для носителей среднепене-
трантных мутаций с.1100delC и c.444+1G>A в гене 
CHEK2, а уж тем более для пациентов, имеющих низ-
копенетрантный генетический вариант c.470Т>С, от-

сутствуют конкретные рекомендации по профилактике 
и лечению, кроме проведения диагностических меро-
приятий (маммография в сочетании с магнитно-резо-
нансной томографией по достижению 30–40 лет) [13]. 
Однако ведущие российские онкологи учитывают на-
личие данной мутации (c.470Т>С) при выборе такти-
ки лечения и проведении профилактических опера-
ций [14]. В связи с этим исследования на больших вы-
борках больных РМЖ в российской популяции для 
изучения вклада данного варианта в риск развития 
онкологического заболевания являются актуальными 
и клинически важными.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В молекулярно-генетическое исследование были 

включены 2787 пациенток с диагнозом «РМЖ», кото-
рым он был впервые поставлен в возрасте от 20 до 
90 лет (средний возраст манифестации заболевания – 
58 лет), и 1004 пациентки с доброкачественными за-
болеваниями молочной железы (ДЗМЖ), у которых 
болезнь развилась в возрасте от 20 до 78 лет (средний 
возраст ее манифестации – 45 лет).

Пациентки проходили обследование и лечение 
в ФГБУ «Российский научный центр рентгенорадио-
логии» Минздрава России с 2010 по 2018 г. (табл. 1).

Среди пациенток были выделены группы ПРР за-
болевания, согласно рекомендациям Европейского 
общества медицинской онкологии (European Society 
for Medical Oncology, ESMO) [15] и Национальной он-
кологической сети США (National Comprehensive 
Cancer Network, NCCN) [13]. В данные группы вошли 
486 пациенток с ДЗМЖ, имеющих онкологически отя-
гощенный семейный анамнез, и 1072 больные РМЖ, 
имеющих хотя бы один из следующих клинических 
признаков наследственного заболевания (КПНЗ): 
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молодой возраст манифестации заболевания (до 50 лет), 
онкологически отягощенный семейный анамнез (на-
личие родственников первой и / или второй степени 
родства с диагнозом РМЖ и / или рака яичников (РЯ)), 
наличие первично-множественных опухолей 
(РМЖ / РМЖ или РМЖ / РЯ) (см. табл. 1).

ДНК была выделена из 100 мкл периферической 
крови с помощью наборов «М-Сорб» (компания 
«Синтол», Россия) в соответствии с протоколом про-
изводителя.

Постановку полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени проводили с использова-
нием наборов реагентов «ОнкоГенетика CHEK2» 
(ООО «НПФ ДНК-Технология», Россия) на детекти-
рующем амплификаторе «ДТ-96» (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия) согласно инструкции, предо-
ставленной фирмой-производителем.

Полученные данные обрабатывались с помощью 
программного обеспечения StatSoft Statistica 10.0. 
Для сравнения частот мутации в различных группах 
пациенток применялся анализ таблиц сопряженности 

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, включенных 
в молекулярно-генетическое исследование 
Table 1. Clinical characteristics of patients included in the molecular 
genetic examination

Характеристика 
Characteristic

Число пациентов, n (%) 
Number of patients, n (%)

РМЖ, 
n = 2787 

BC, n = 2787

ДЗМЖ, 
n = 1004 

BBD, n = 1004

1. Возраст 
1. Age

Средний возраст 
манифестации 
заболевания  
Average age of disease 
manifestation

58 (20–90) лет 
58 (20–90) years

42 (20–78) года 
42 (20–78) years

До 50 лет 
Under 50 y.o.

975 (35) 823 (82)

51 год и старше 
51 y.o. and older

1812 (65) 181 (18)

2. Семейный онкологический анамнез 
2. Family cancer history

Отягощен 
Burden

362 (13) 486 (48)

Не отягощен 
Not burden

2425 (87) 518 (52)

3. Диагноз 
3. Diagnosis

ПМЗН (РМЖ/РМЖ 
или РМЖ/РЯ) 
PMMN (BC/BC or BC/
OC)

157 (6) —

РМЖ 
BC

2630 (94) —

Фиброаденома 
молочной железы 
Breast fibroadenoma

— 361 (36)

Солитарная киста 
молочной железы 
Breast solitary cyst

— 20 (2)

Диффузная кистозная 
мастопатия 
Diffuse cystic mastopathy

— 242 (24)

Фиброаденоз 
молочной железы 
Breast fibroadenosis

— 231 (23)

Фибросклероз 
молочной железы 
Breast fibrosclerosis

— 110 (11)

Другие доброкачест-
венные дисплазии 
молочной железы 
Other benign breast 
dysplasias

— 40 (4)

4. Молекулярный подтип опухоли 
4. Molecular subtype of tumor

ER+ и/или PR+, Her2– 1784 (64) —

ER+ и/или PR+, Her2+ 613 (22) —

ER–, PR–, Her2+ 139 (5) —

ER–, PR–, Her2– 251 (9) —

5. Гистологический тип опухоли 
5. Histological type of tumor

Инвазивный протоко-
вый РМЖ 
Infiltrating ductal 
carcinoma

1951 (70) —

Инвазивный долько-
вый РМЖ 
Invasive lobular carcinoma

446 (16) —

Другие 
Other

390 (14) —

6. Признак повышенного риска развития РМЖ 
6. Sign of an increased risk of breast cancer developing 

Наличие  
Presence

1072 (38) 486 (48)

Отсутствие  
Absence

1715 (62) 518 (52)

Примечание. ДЗМЖ — доброкачественные заболевания 
молочной железы; ПМЗН — первично-множественные 
злокачественные новообразования; РМЖ — рак молочной 
железы; РЯ — рак яичников. 
Note. BBD — benign breast diseases; PMMN — multiple primary 
malignant neoplasms; BC — breast cancer; OC — ovarian cancer.

Окончание табл. 2

End of table 2
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с использованием критерия χ2 с поправкой Йейтса. 
Различие частот считалось статистически значимым 
при p <0,05.

Стандартная ошибка частоты мутации sp вычисля-
лась по формуле

sp = sqrt(p(1 – p) / n),

где р – частота мутации, n – число пациентов в группе.

РЕзУЛьТаТы И ОбСУждЕНИЕ
В результате проведенного молекулярно-генети-

ческого обследования у 106 больных РМЖ (3,8 %) 
и 47 па циенток с ДЗМЖ (4,7 %) выявлена мутация 
c.470T>C в гене CHEK2 (табл. 2).

У больных РМЖ с данным генетическим вариантом 
средний возраст манифестации заболевания составил 
52 года (табл. 3). Более половины из них (53 %) к мо-
менту обнаружения заболевания были старше 50 лет. 
Только 9 % пациенток имели онкологически отяго-
щенный семейный анамнез, 7 % имели первично-
множественные опухоли (РМЖ / РМЖ или РМЖ / РЯ). 
Средний возраст манифестации заболевания у носи-
телей мутации с ДЗМЖ был ниже и составил 41 год. 
Только у половины из них (51 %) наблюдался онколо-
гически отягощенный семейный анамнез. В группах 
пациенток с мутацией признаки ПРР РМЖ отмечены 
примерно у половины обследованных (у 52 % больных 
РМЖ и 51 % пациенток с ДЗМЖ), что говорит об от-
сутствии связи между наличием данного генетическо-
го варианта у пациенток и присутствием характерных 
признаков ПРР заболевания.

Частота данного генетического варианта в группах 
повышенного риска составила 5,1 % и 4,9 % соответ-
ственно (см. табл. 2). Различий, имеющих статистиче-
скую значимость, между частотой мутации c.470T>C 
в общих группах больных РМЖ и пациенток с ДЗМЖ 
и соответствующей частотой в группах повышенного 
риска, а также в группах больных РМЖ и пациенток 
с ДЗМЖ не установлено (p >0,05). Данный факт мож-
но объяснить как низкой вероятностью развития за-
болевания при наличии данного генотипа (низкой 

Таблица 3. Клиническая характеристика пациентов с мутацией 
c.470T>C в гене CHEK2

Table 3. Clinical characteristics of patients with the c.470T>C mutation in 
the CHEK2 gene

Характеристика 
Characteristic

Число пациентов, n (%) 
Number of patients, n (%)

РМЖ, 
n = 106 

BC, n = 106

ДЗМЖ, 
n = 47 

BBD, n = 47

1. Возраст 
1. Age

Средний возраст манифе-
стации заболевания 
Average age of disease 
manifestation

52 (24–85) года 
52 (24–85) years

41 (26–61) год 
41 (26–61) years

До 50 лет 
Under 50 y.o.

50 (47) 42 (89)

51 год и старше 
51 y.o. and older

56 (53) 5 (11)

2. Семейный онкологический анамнез 
2. Family cancer history

Отягощен 
Burden

10 (9) 24 (51)

Не отягощен 
Not burden

96 (91) 23 (49)

3. Диагноз 
3. Diagnosis

ПМЗН (РМЖ/РМЖ 
или РМЖ/РЯ) 
PMMN (BC/BC or BC/OC)

7 (7) —

РМЖ 
BC

99 (93) —

4. Признак повышенного риска развития РМЖ 
4. Sign of an increased risk of breast cancer developing

Наличие  
Presence

55 (52) 24 (51)

Отсутствие  
Absence

51 (48) 23 (49)

Примечание. ДЗМЖ — доброкачественные заболевания 
молочной железы; ПМЗН — первично-множественные 
злокачественные новообразования; РМЖ — рак молочной 
железы; РЯ — рак яичников. 
Note. BBD — benign breast diseases; PMMN — multiple primary 
malignant neoplasms; BC — breast cancer; OC — ovarian cancer.

Таблица 2. Частота мутации c.470T>C в гене CHEK2 у больных раком молочной железы (РМЖ) и пациенток с доброкачественными заболева-
ниями молочной железы (ДЗМЖ)

Table 2. Frequency of the c.470T>C mutation in the CHEK2 gene in patients with breast cancer (BC) and patients with benign breast diseases (BBD)

Диагноз 
Diagnosis

Число пациентов с мутацией, n 
Number of mutation carriers, n

Частота мутации, % 
Mutation frequency, %

Общая группа 
General group

Группа ПРР РМЖ 
Group of IRD of BC

Общая группа 
General group

Группа ПРР РМЖ 
Group of IRD of BC

РМЖ 
BC

106 55 3,8 ± 0,4 5,1 ± 0,7

ДЗМЖ 
BBD

47 24 4,7 ± 0,7 4,9 ± 1,0

Примечание. ПРР — повышенный риск развития. 
Note. IRD — increased risk of developing.
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равно 3,6 и 4,5 соответственно) [4]. Метаанализ резуль-
татов обследований 19 621 больного РМЖ и 27 001 здо-
рового донора, проведенных в ряде стран Европы 
и Аме рики (Польша, Финляндия, Чехия, Белоруссия, 
Нидерланды, Великобритания, США, Канада и Гер-
мания), показал, что наличие мутации c.470Т>С в ге-
не CHEK2 сопряжено с ПРР РМЖ (ОШ = 1,48; 95 % ДИ: 
1,31–1,66; p <0,0001) [7]. Другой метаанализ результа-
тов обследований 15 985 больных РМЖ и 18 609 здо-
ровых доноров из Германии, Польши, Латвии, Чехии 
и Белоруссии выявил более высокий риск развития 
заболевания, ассоциированный с данным генетическим 
вариантом (ОШ = 1,58; 95 % ДИ: 1,42–1,75, p <0,00001) 
[8]. Зарубежные исследования опровергают связь меж-
ду наличием мутации c.470Т>С в гене CHEK2 и повы-
шением риска развития РМЖ у жителей Северной 
Америки и Чехии [10–12]. В некоторых популяциях 
данный генетический вариант вовсе не был обнару-
жен. Мутация c.470Т>С в гене CHEK2 отсутствовала 
у жителей Великобритании, Якутии (Россия), Китая 
и Ирана [10, 16–18].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, результаты проведенного иссле-

дования, а также других российских исследований 
свидетельствуют о вероятном отсутствии связи между 
наличием мутации c.470Т>С в гене CHEK2 и повыше-
нием риска развития РМЖ. Однако в связи с наличи-
ем зарубежных исследований, подтверждающих связь 
данного генетического варианта с развитием РМЖ, 
проведение масштабных исследований для изучения 
вклада мутации c.470Т>С в риск развития онкологи-
ческого заболевания является клинически важной 
и актуальной задачей.

пенетрантностью мутации), так и отсутствием связи 
между наличием данного генетического варианта 
и повышением риска развития онкологического забо-
левания.

В исследовании, проведенном в НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н. Блохина, частота мутации c.470T>C в ге-
не CHEK2 в группе больных РМЖ (n = 963) составила 
5,7 % [2], что в 1,5 раза превышает частоту генетическо-
го варианта, полученную в нашем исследовании (95 % 
доверительный интервал (ДИ): 1,08−2,16; р = 0,01). 
Этот факт может объясняться гетерогенностью выбор-
ки по этнической принадлежности. Частота данной 
мутации, которая была установлена в российском ис-
следовании у больных РМЖ из Республики Башкор-
тостан (n = 977) [9], составила 5,12 % и не имеет ста-
тистически значимых различий с соответствующей 
частотой, полученной в нашем исследовании (p >0,05). 
Оба исследования, ранее проведенные в российской 
популяции [2, 9], показали отсутствие статистически 
значимых различий между частотой мутации c.470T>C 
в гене CHEK2 в группе больных РМЖ и контрольной 
группе, что подтверждает предположение о вероятном 
отсутствии связи между наличием этого генетическо-
го варианта и повышением риска развития РМЖ.
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ственно) [5, 6].
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Влияние гипоксии на секретом клеток 
мультиформной глиобластомы человека

Т. И. Кушнир, Н. Е. Арноцкая, И. А. Кудрявцев, А. А. Митрофанов, А. Х. Бекяшев, В. Е. Шевченко

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115478 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :  Валерий Евгеньевич Шевченко vshev2015@yandex.ru

Введение. Мультиформная глиобластома (МГБ) развивается на фоне гипоксической микросреды, играющей 
важную роль в патогенезе заболевания и тесно связанной с ростом и развитием опухоли и плохим прогнозом. 
Гипоксия (ГС) повышает резистентность опухолевых клеток (ОК) к лучевой терапии и химиотерапии, способ-
ствует появлению агрессивного фенотипа ОК, приводящего к рецидиву заболевания. Молекулярные механиз-
мы действия ГС на секретом клеток МГБ, участвующий в формировании микроокружения опухоли, остается 
не изученным. В настоящее время также не установлены маркеры агрессивного гипоксического фенотипа 
опухолевых клеток.
Цель исследования – изучение молекулярных механизмов действия гипоксии на секретом клеток U251 МГБ.
Материалы и методы: протеомная масс-спектрометрия высокого разрешения, клеточные технологии.
Результаты. В секретомах двух типов клеток МГБ (контроля и опыта) в целом идентифицированы 1432 белка. 
После действия гипоксии зарегистрированы статистически значимые изменения в экспрессии 390 белков. 
Повышение экспрессии более чем на два порядка наблюдали у 11 протеинов. Идентифицированы внутрикле-
точные сигнальные пути, ответственные за действие гипоксии на клетки U251 МГБ.
Заключение. Гипоксия оказывала заметное влияние на протеомный состав секретома клеток МГБ. В качестве 
потенциальных маркеров гипоксического фенотипа МГБ предложены 5 гиперэкспрессированных белков 
секретома: S100A6, HEy1, ZIP3, S100A4, ZEB2, для которых ранее доказано участие в патогенезе мультиформной 
глиобластомы.

Ключевые слова: мультиформная глиобластома, гипоксия, протеом, секретом, прогностические маркеры, 
масс-спектрометрия

Для цитирования: Кушнир Т. И., Арноцкая Н. Е., Кудрявцев И. А., Митрофанов А. А., Бекяшев А. х., Шевчен-
ко В. Е. Влияние гипоксии на секретом клеток мультиформной глиобластомы человека. Успехи молекулярной 
онкологии 2021;8(1):32–40. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2021-8-1-32-40.

The effect of hypoxia on the secretome of human glioblastoma multiforme cells

T. I. Kushnir, N. E. Arnotskaya, I. A. Kudryavtsev, A. A. Mitrofanov, A. K. Bekyashev, V. E. Shevchenko

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

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

Background. Glioblastoma multiforme (GBM) develops in the hypoxic microenvironment, which plays an important 
role in the pathogenesis of the disease and is closely associated with tumor growth, development and poor pro-
gnosis. Hypoxia increases the resistance of tumor cells (TC) to radiation therapy and chemotherapy, promotes  
the appearance of an aggressive TC phenotype, leading to the disease recurrence. The molecular mechanism of hypo-
xic action on the secretome of GBM cells, which is involved in the formation of the tumor microenvironment, remains 
unclear. Also, markers of the aggressive hypoxia-associated phenotype of tumor cells have not been established.
The purpose of research – to study the molecular mechanisms of the hypoxia-associated effect on the secretome 
of the U251 GBM cells.
Materials and method. High resolution proteomic mass spectrometry, cell technologies.
Results. A total of 1432 proteins were identified in the secretomes of two types of GBM cells (control and experiment). 
After the action of hypoxia, statistically significant changes in the expression of 390 proteins were registered. 11 pro-
teins showed increase in expression over two orders of magnitude. The intracellular signaling pathways which are 
responsible for the hypoxia-associated effects on the U251 GMB cells have been identified.

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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ВВЕдЕНИЕ
Мультиформная глиобластома (МГБ), или астро-

цитома IV степени злокачественности, – наиболее 
распространенная, инвазивная, первичная, глиальная 
опухоль головного мозга человека. МГБ развивается 
на фоне сильной гипоксии (ГС) (pO

2 
= 0,5–2,5 %), иг-

рающей важную роль в патогенезе заболевания [1, 2]. 
ГC – результат высокой пролиферативной и метабо-
лической активности злокачественных клеток [3]. Ра-
нее показано, что прогрессирование опухоли обуслов-
лено гипоксической передачей сигналов [4]. Инвазия 
опухоли одна из основных причин смерти больных 
МГБ. Низкая оксигенация опухоли модулирует взаи-
модействие стромальных клеток в микроокружении 
опухоли, способствует выживанию и распростране-
нию ОК в здоровую паренхиму головного мозга. ГС 
приводит к снижению чувствительности клеток МГБ 
к облучению и цитотоксической активности многих 
видов химиотерапии [1, 5].

Поскольку в глиомах часто присутствуют участки 
с различными степенями злокачественности в опухо-
ли, важное значение приобретает изучение особенно-
стей, закономерностей и механизмов образования 
агрессивного фенотипа клеток МГБ в условиях ГС. 
Актуальной становится идентификация молекулярных 
детерминант фенотипической трансформации линий 
клеток МГБ человека при действии ГС.

В настоящее время считается, что не только про-
теом ОК, но и их секретом имеет важное значение, 
представляя собой микросреду опухоли, играющую 
ключевую роль в формировании злокачественного 
фенотипа, а также в процессах ангиогенеза и инвазии. 
Изучение в опытах in vitro секретома линий клеток 
МГБ даст возможность оценить глубину изменений 
их фенотипа под влиянием фактора клональной се-
лекции – ГС, чтобы использовать эти данные в кли-
нической онкологии.

В данной работе мы исследовали эффект ГC на се-
кретом линии клеток U251 МГБ человека, культиви-
руемых в условиях нормоксии (НС) и низкой оксиге-
нации (1 % O

2
). ГС существенно влияла на секретом 

опухолевых клеток. В частности, ее действие повыша-
ло более чем на два порядка уровни 11 белков секре-
тома, для которых участие в канцерогенезе отмечено 
во многих исследованиях. Эти гиперэкспрессированные 
белки могут являться потенциальными маркерами ги-

поксического фенотипа (ГФ) клеток МГБ и исполь-
зоваться для его обнаружения.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Получение секретома клеток U-251 МГБ. Клетки 

линии U-251 культивировали при температуре +37 °C 
в увлажненной атмосфере с 5 % СО

2
 в среде DMEM / 

 F12 (Gibco, Life Technologies, Россия) с низким содер-
жанием глюкозы, глутамином, добавлением 10 % бычь-
его сывороточного альбумина, пенициллина (100 ед / мл) 
и стрептомицина (100 мкг / мл) в общем объеме 15 мл 
в пластиковых флаконах для культур клеток (75 см2) 
(Corning Costar, США).

При достижении 70 % монослоя (после 48 ч роста) 
клетки двукратно осторожно отмывали бессывороточ-
ной средой, затем культивировали в бессывороточной 
среде в течение 24 ч при температуре +37 °С в различ-
ных условиях:

1) контрольный образец клеток инкубировали при 
20 % содержании О

2
 (в нормоксических условиях);

2) опытный образец клеток инкубировали при 1 % 
содержании О

2
 (в гипоксических условиях).

Контрольные и опытные клетки выращивали в трех 
экземплярах, независимо обрабатывали и анализиро-
вали. После инкубации отбирали кондициониро-
ванную среду (КС) (по 45 мл), центрифугировали на 
оборудовании Biosan LMC-3000 (Biosan, Латвия) 
при 1500 об / мин 10 мин для удаления интактных кле-
ток и клеточного дебриса. Супернатант пропускали 
через 0,22 мкм фильтр и хранили при –80 °C для даль-
нейшего использования. Число мертвых клеток оце-
нивали окрашиванием культуры клеток трипановым 
синим, а их относительное количество – по соотно-
шению уровней лактатдегидрогеназы (ЛДГ) (показа-
теля гибели клеток): КС(ГС) / КС(НС).

Подготовка образцов для масс-спектрометрии. Се-
кретомы опухолевых клеток подвергали ультрафиль-
трации для удаления низкомолекулярных соединений 
описанным методом [6]. После ферментативного рас-
щепления (трипсинолиза) образцы концентрировали 
при +30 °С в центрифужном концентраторе Labconco 
CentriVap (Labconco, США) для полного удаления би-
карбоната аммония.

Продукты трипсинолиза секретомов ОК (100 мкг) 
растворяли в 50 мкл фазы A (20 мМ NH

4
OH, рН 10) 

и фракционировали на колонке Zorbax 300 Extend-C18 

Conclusions. Hypoxia significantly affected the proteomic composition of the GBM cells secretome. Five over expressed 
secretome proteins, S100A6, HEy1, ZIP3, S100A4, ZEB2, have been proposed as potential markers of the hy poxia-
associated phenotype of GBM, for which participation in the pathogenesis of glioblastoma multiforme has been 
previously showed.

Key words: glioblastoma multiforme, hypoxia, proteome, secretome, prognostic markers, mass spectrometry

For citation: kushnir T. I., Arnotskaya N. E., kudryavtsev I. A., Mitrofanov A. A., Bekyashev A. k., Shevchenko V. E. The ef-
fect of hypoxia on the secretome of human glioblastoma multiforme cells. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Ad-
vances in Molecular Oncology 2021;8(1):32–40. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2021-8-1-32-40.
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(2,1 × 500 мм; 3,5 мкм) (Agilent, США) на высокоэф-
фективном жидкостном хроматографе (ВЭЖХ) Agi-
lent 1100 (Agilent, США), оборудованном коллектором 
фракций и УФ-детектором. Объем введенной пробы 
составлял 20 мкл, температура колонки – 25 °C, детек-
тирование по УФ-поглощению при длине волны 214, 
254, 280 нм. Подвижная фаза состояла из двух фаз: 
А (20 мМ NH

4
OH, рН 10) и Б (20 % фазы A плюс 

80 % ацетонитрила). Колонку уравновешивали фазой А 
в течение 30 мин перед вводом образца. Для фазы Б 
градиент подвижной фазы был установлен следующим 
образом (при скорости потока 300 мкл / мин): а) от 0 
до 5 мин: 0 %; б) от 5 до 35 мин – 0–35 %; в) от 35 до 
45 мин – 35–100 %; г) от 45 до 60 мин – 100 %; д) от 60 
до 70 мин – 100–0 %. Всего были собраны 24 фракции 
от 0 до 50 мин с интервалами 1,5 и 3 мин. Фракции 
упаривали досуха при 30 °С в центрифужном испари-
теле CentriVap (Labconco, США) и повторно разбавля-
ли 100 мкл 0,1 % муравьиной кислоты для масс-спект-
рометрического анализа.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ пепти-
дов, образованных после трипсинолиза белков секре-
тома ОК, проводили с использованием нано-ВЭЖХ 
Dionex Ultimate 3000 (Dionex, США) и масс-спектро-
метра LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Inc., 
США) с источником ионизации NanoSpray (Thermo 
Fisher Scientific, Inc., США) [6]. Для обработки масс-
спектрометрических данных использовали программ-
ное обеспечение MaxQuant (v1.6.1.0; Biochemistry 
Computational Systems, Biochemistry Max Planck, 
Martinsried, Германия). Таблицу полученных белков 
обрабатывали в программе Perseus v1.5.1.6 для анноти-
рования и удаления белков-контаминантов и ложно-
положительных идентификаций, а также для определе-
ния статистической значимости различий в уровнях 
белков, полученных методом label-free (без метки). 
Значимыми считали различия при уровне достоверно-
сти p < 0,05 для парного t-критерия Стьюдента.

Аннотирование биологических, молекулярных 
функций и сигнальных путей проводили с помощью 
открытых баз данных PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 pubmed), PANTHER (www.pantherdb.org), GeneOntology 
(www.geneontology.org / ), Swiss-Prot (www.uniprot.org / 
 uniprot), KEGG (www.genome.jp / kegg / ), DAVID 
(david.ncifcrf.gov / home. jsp). Анализ данных The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) (200 больных МГБ) выполняли 
с помощью программы GBM-BioDP с использовани-
ем модели пропорциональных интенсивностей Кокса.

РЕзУЛьТаТы
При получении высококачественного секретома 

ОК предварительно изучался эффект ГС на выживае-
мость линии клеток U251 МГБ. Перед проведением 
опыта количество мертвых клеток в контрольном 
и опытном образцах составляло ~3 %. После инкуба-
ции ОК в нормоксических условиях в течение 24 ч 
число мертвых клеток увеличилось до ~5 %, под дейст-

вием ГС – до ~8 %. Соотношение уровней ЛДГ(
ГС

) / 
 ЛДГ(

НС
) составило 1,3.

Мы использовали метод label-free для количест-
венного нано-ВЭЖХ – МС / МС (тандемная масс-
спектрометрия) анализа секретомов линии клеток 
U251 МГБ человека в условиях НС и ГС (1 % O

2
) в те-

чение 24 ч. Анализом триптических пептидов по их 
11 059 спектрам МС / МС с помощью программного 
пакета MaxQuant были просеквенированы 1342 про-
теина по 3000 (2469 уникальным) пептидам при срав-
нении с данными базы SwissProt_human и ложным 
уровнем обнаружения (a false discovery rate) 1 % для 
тройных повторов двух видов образцов. Из них 1133 бел-
ка идентифицировали по 2748 (2225 уникальным) 
пептидам в секретомах контрольных клеток U251 
и 1025 белков – по 2614 (2098 уникальным) пептидам 
в секретомах клеток U251 после действия ГС. Для всех 
линий клеток ~32 % белков идентифицировали по 2 
и более пептидам. Диапазон молекулярных масс про-
теинов изменялся от 0,96 до 2993 кДа, из них 524 име-
ли молекулярный вес до 30 кДа, 568 – от 30 до 100 кДа, 
206 – от 100 до 300 кДа, 26 – от 300 до 500 кДа, 18 – 
выше 500 кДа. Процент покрытия анализируемых бел-
ков варьировался от 0,2 до 100 %, из них: 1153 белка – 
с покрытием до 20 %, 155 – от 20 до 40 %, 21 – от 40 
до 60 % и 13 – от 60 до 100 %. Коэффициент корреля-
ции Пирсона для данных по образцам клеток U251 
до и после действия ГС изменялся от 0,904 до 0,952.

Идентифицированные протеины показали доста-
точно высокий процент перекрытия для двух клеточ-
ных популяций. Восемьсот шестнадцать из 1342 (61 %) 
протеинов детектировались во всех клеточных секре-
томах, 317 протеинов – только в секретоме клеток 
U251, культивируемых в условиях НС, и 209 протеинов 
были уникальными для секретома клеток U251 после 
действия ГС.

Статистически значимые изменения в экспрес-
сии (p < 0,05) после действия ГС зарегистрировали для 
390  белков. Триста сорок один протеин был диффе-
ренциально экспрессированным белком (ДЭБ) и из-
менял экспрессию более чем в 2 раза, 151 – увеличи-
вал, а 190 – уменьшали. Повышение экспрессии более 
чем на два порядка наблюдали у 11 протеинов.

Динамический диапазон (определяемый порогом 
чувствительности масс-спектрометра и линейной за-
висимостью его сигнала от концентрации анализиру-
емого объекта) для идентифицированных белков со-
ставляет 6 порядков (от 4,1 ∙ 108 до 363), что позволяет 
выявить низкокопийные белки (протеины с низкими 
уровнями концентрации в секретоме), такие как ко-
филин-2, MIF (Macrophage migration inhibitory factor) 
и др. Также идентифицированы специфические маркеры 
мезенхимального субтипа (CD44, интегрин β-1) МГБ.

Для лучшего понимания биологических процессов 
и путей, включенных в гипоксия-индуцированные 
отклики, мы провели развернутый биоинформатиче-
ский анализ данных картирования белков секретомов 
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двух типов клеток с использованием KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) и биологических 
процессов GO (Gene Ontology). В дальнейшем вклю-
чали в анализ каждой из групп сравнения только 
ДЭБ.

Каждый идентифицированный белок, удовлетво-
ряющий вышеназванным требованиям, классифици-
ровался в соответствии с его биологической ролью 
в клетке, молекулярной функцией и функциональным 
классом. Основная часть ДЭБ участвовала в метаболи-
ческих (GO:0008152) (28,1 %) и клеточных (GO:0009987) 
(28,8 %) процессах, а также в процессах организации 
клеточных компонентов, биогенезе (GO:0071840) 
(10,7 %) и локализации (GO:0051179) (9,4 %) (рис. 1).

Большая часть ДЭБ проявляла каталитическую 
(GO:0003824) (39,9 %), связывающую (GO:0005488) 
(35,4 %), структурно-молекулярную (GO:0005198) 
(13,4 %), транспортную (GO:0005215) (6,3 %) активность 
(рис. 2). Основная часть ДЭБ представлена нуклеопро-
теидами (PC00171) (11,9 %), гидролазами (PC00121) 
(10,9 %), моду ляторами энзимов (PC00095) (9,5 %), ре-
цепторами (PC00197) (7,5 %), сигнальными молекулами 
(PC00207) (6,5 %).

ОбСУждЕНИЕ
Анализ выживаемости линии клеток U251 МГБ 

при ГС и НС в течение 24 ч показал, что ГС в этих 
условиях оказывала достаточно слабый эффект. Число 
мертвых клеток в опыте не превышало 8 %, а в конт-
роле – 5 %, что в целом не мешало получению высо-
кокачественного секретома опухолевых клеток и не 
сказывалось заметно на его качественном и количест-
венном составе. Особенно это касалось ДЭБ, экспрес-
сия которых менялась более чем в 2 раза. Несомненно, 
что небольшая часть белков секретома связана с гибе-
лью клеток. Тем не менее ГС оказывала значительное 
влияние на внутриклеточные процессы, что находило 
свое отражение в протеомном составе секретома ли-
нии клеток U251 МГБ.

Нами обнаружено достаточно большое количество 
ДЭБ, 16 % идентифицированных протеинов были 
уникальными для ОК после ее действия. Происходили 
изменения с участием 77 % ДЭБ в клеточных, метабо-
лических процессах, а также в процессах организации 
клеточных компонентов и биогенезе. Большая часть 
ДЭБ (89 %) проявляла каталитическую, связывающую 
и структурно-молекулярную активность. Появление 
в секретоме 13,4 % ДЭБ со структурно-молекулярной 
активностью можно объяснить тем, что основную 
часть этих протеинов составляли два высокоэкспрес-
сированных коллагена (COL5A2 и COL1A2), участву-
ющие в построении внеклеточного матрикса. Оба 
белка вырабатываются и секретируются клетками 
U251 МГБ. После действия ГС отмечали значительное 
обогащение сигнальных путей в клетках U251 МГБ, 
связанных с клеточным дыханием, инвазией, протеа-
сомной активностью, презентацией антигенов (табл. 1). 

Рис. 2. Молекулярные функции дифференциально экспрессированных 
белков секретома клеток U251 мультиформной глиобластомы, куль-
тивируемых в условиях гипоксии и нормоксии
Fig. 2. Differentially expressed proteins molecular functions of the secretome 
of the U251 glioblastoma multiforme cells cultured at hypoxia and normoxia

Рис. 1. Биологические процессы с участием дифференциально экспрес-
сированных белков секретома клеток U251 мультиформной глиобла-
стомы, культивируемых в условиях гипоксии и нормоксии
Fig. 1. Biological processes involving the secretome differentially expressed pro-
teins of the U251 glioblastoma multiforme cells cultured at hypoxia and normoxia
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Таблица 2. Дифференциально экспрессированные белки секретома, уровни которых увеличились на 2 порядка при действии гипоксии на клетки 
U251 мультиформной глиобластомы

Table 2. The levels of secretome differentially expressed proteins which increased over 2 orders of magnitude under the action of hypoxia on the U251 
glioblastoma multiforme cells

Индекс гена 
Gene index

Название белка 
Protein name

Моллекулярный вес, кДа 
Molecular weight, kDa

Гипоксия / нормоксия 
Hypoxia / normoxia

S100A6 S100 кальций-связывающий белок A6 
S100 calcium-binding protein A6

  9,6810 509

HEY1 HESR белок-1, связанный с YRPW-мотивом 
HESR protein-1 associated with the YRPW motif

 32,6380 293

ZIP3 Транспортер цинка ZIP3 
Zinc-regulated transporter 3

 11,2050 271

BAG6 Белок, богатый пролином BAG6 
Large proline-rich protein BAG6

 21,2240 221

ATP11A Фосфолипид-транспортирующие аденозинтрифосфатазы 11A 
Adenosine triphosphatases phospholipid transporting 11A

 10,5700 203

S100A4 S100 кальций-связывающий белок A4 
S100 calcium-binding protein A4

11,7280 169

BAZ2B
Бром-домен, ассоциированный с доменом «цинкового 

пальца» 2B 
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B

240,4600 159

ZNF350 Белок «цинковый палец» 350 
Zinc finger protein 350

 60,0110 152

PSMA1 Протеасомная субъединица альфа-1 
Proteasome subunit alpha type-1

 26,5050 145

SORCS3 VPS10-доменный рецептор SorCS3 
VPS10 domain-containing receptor SorCS3

135,7800 113

ZEB2 E-box-связывающий белок гомеобокс 2 «цинкового пальца»  
Zinc finger E-box binding homeobox 2

   6,4847  90

Таблица 1. Анализ обогащения сигнальных путей после действия гипоксии на линию клеток U251 мультиформной глиобластомы

Table 1. Enrichment analysis of signaling pathways after exposure to hypoxia on the U251 glioblastoma multiforme cells

Сигнальный каскад 
Signal cascade

Дифференциально экспрессированный ген 
Differentially expressed gene

р*

Гликолиз / глюконеогенез 
Glycolysis / gluconeogenesis

AKR1A1; ALDH2; ALDOC; GAPDH; LDHA; LDHAL6B; 
PGAM1; PGM1; TPI1

2,5Е-4

Фокальная адгезия 
Focal adhesion

ACTN1; COL1A1; COL1A2; COL5A2; COL6A1; FLNA; FLNC; FN1; 
ITGB5; LAMC1; MYL12A; MYL12B; MYL9; PTK2; RAP1A; RAP1B

5,0Е-4

Регуляция актинового цитоскелета 
Regulation of the actin cytoskeleton

ACTN1; APC; ARPC2; BAIAP2; CFL1; CFL2; CHRM3; F2; FGF7; FN1; 
ITGB5; MYL12A; MYL12B; MYL9; PTK2; TMSB4X

1,0Е-3

Протеасомы 
Proteasomes

PSMA1; PSMA3; PSMA5; PSMA6; PSMB4; PSMC5; PSME1 1,9Е-3

Процессирование и презентация антигена 
Antigen processing and presentation

CIITA; HLA-DPB1; HLA-DRB1; HSP90AB1; HSPA1L; HSPA5; HSPA8; 
KIR2DL3; PSME1

2,2Е-3

Взаимодействие внеклеточного матрикса 
с рецептором 
Interaction of the extracellular matrix  
with the receptor

COL1A1; COL1A2; COL5A2; COL5A2; COL5A2; DAG1; FN1; HMMR; 
ITGB5; LAMC1

2,4Е-3

*Модифицированное точное p-значение критерия Фишера для анализа обогащения генов c диапазоном значений от 0 до 1. 
Точное p-значение Фишера, равное 0, представляет собой идеальное обогащение. Обычно значение p равно или меньше 0,05, что-
бы считаться сильно обогащенным в категориях аннотаций.  
*Modified exact p-value of the Fisher criterion for gene enrichment analysis with a range of values from 0 to 1. Еxact p-value of the Fisher criterion  
of 0 represents ideal enrichment. Usually p-value is equal to or less than 0.05 to be considered highly enriched in annotation categories. 
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Таблица 3. Злокачественные новообразования, в патогенезе которых 
участвует ряд дифференциально экспрессированных белков

Table 3. Malignant neoplasms in the pathogenesis of which a number  
of differentially expressed proteins are involved

Индекс гена 
Gene index

Злокачественное новообразование 
Malignant neoplasm

BAG6

Рак щитовидной железы, головы и шеи, 
яичка, предстательной железы, молочной 

железы, яичников, толстой кишки, 
карциноид, меланома 

Cancer of the thyroid gland, head and neck, 
testicle, prostate, breast, ovary, colon, carcinoid, 

melanoma

ATP11A

Рак щитовидной железы, поджелудочной 
железы, головы и шеи, мочевого пузыря, 

яичка, толстой кишки, меланома, 
карциноид 

Cancer of the thyroid gland, pancreas, head and 
neck, bladder, testicle, colon, melanoma, carcinoid

BAZ2B

Рак щитовидной железы, легких, печени, 
поджелудочной железы, головы и шеи, 

почки, мочевого пузыря, яичка, 
предстательной железы, эндометрия, 

молочной железы, шейки матки, 
толстой кишки, лимфома 

Cancer of the thyroid gland, lungs, liver, pancreas, 
head and neck, kidney, bladder, testicle, prostate, 
endometrium, breast, cervix, colon, lymphoma

ZNF350
Рак головы и шеи, предстательной 

железы, шейки матки 
Cancer of the head and neck, prostate, cervix

PSMA1

Гепатоцеллюлярная карцинома, рак 
мочевого пузыря, желудка, шейки матки, 

яичка, щитовидной железы, меланома 
Hepatocellular carcinoma, cancer of the bladder, 

stomach, cervix, testicle, thyroid gland, melanoma

SORCS3 Рак почки 
Kidney cancer

В целом зарегистрированы изменения в 45 сигнальных 
каскадах.

ГС повышала экспрессию 151 ДЭБ и более чем 
на два порядка 11 белков (табл. 2), для которых участие 
в канцерогенезе отмечено во многих исследованиях. Со-
гласно литературным источникам, BAG6, ATP11A, 
BAZ2B, ZNF350, PSMA1, SORCS3 участвуют в пато-
генезе ряда злокачественных новообразований (табл. 3). 
Для составления табл. 3 использовалась база данных 
The Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org) с вклю-
ченным в нее патологическим атласом с данными 
по опухолевым заболеваниям с повышенной экспрес-
сией интересующих нас белков.

Роль перечисленных 6 белков в патогенезе МГБ 
и процессах, связанных с ГС, на текущий момент не 
известна. Впервые полученные нами данные о гипер-
экспрессии секретируемых белков BAG6, ATP11A, 
BAZ2B, ZNF350, PSMA1, SORCS3 при действии ГС 
на клетки линии U251 МГБ могут быть полезны и ис-

пользованы в других исследованиях для поиска по-
тенциальных терапевтических мишеней и маркеров 
ГФ МГБ.

При поиске потенциальных маркеров ГФ МГБ 
основное внимание уделялось 5 гиперэкспрессирован-
ным белкам: S100A6, HEY1, ZIP3, S100A4, ZEB2, 
для которых доказано участие в патогенезе МГБ. Со-
гласно базам данных по изучению протеома человека 
(Human Proteome Project), протеомному составу лик-
вора и экзосомам (ExoCarta), все эти белки могут ана-
лизироваться в биологических жидкостях больных 
МГБ, потенциально использоваться для детектирова-
ния ГФ МГБ и прослеживания эффективности тера-
пии заболевания.

Для оценки роли генов, кодирующих группу ДЭБ 
(S100A6, HEY1, ZIP3, S100A4, ZEB2), в выживаемости 
больных МГБ были построены кривые Каплана – 
Мейера для 4 различных субтипов МГБ на основе 
мультигенного прогностического индекса отношения 
рисков – отношения риска события в определенный 
момент времени t в одной и другой группах (рис. 3). 
Показатель относится к методам оценки выживаемо-
сти и оценивается при проведении регрессионного 
анализа. Отношение рисков связано с вероятностью 
того, что событие, не произошедшее к определенному 
моменту времени, случится в следующий интервал 
времени. Вероятность того, что событие в одной груп-
пе наступит раньше, чем в другой, может быть рассчитана 
на основании показателя HR по формуле р = HR / (1 + HR).

Анализ данных TCGA (200 больных МГБ), выпол-
ненный c помощью программы GBM-BioDP с исполь-
зованием модели пропорциональных интенсивностей 
Кокса, показал, что снижение в опухоли экспрессии 
группы матричных рибонуклеиновых кислот (мРНК), 
отвечающих перечисленным выше белкам, приводит 
к увеличению выживаемости пациентов с МГБ. На-
ибольший эффект наблюдался для больных с проней-
ральным и нейральным субтипами МГБ.

Наиболее изученным белком этой группы являет-
ся S100A4. Как видно из табл. 2, уровень S100A4 в се-
кретоме возрастал в 169 раз после действия ГС на клет-
ки U251. Повышенная экспрессия S100A4 в опухолевой 
ткани наблюдалась при многих онкозаболеваниях [7]. 
S100A4 является прогностическим показателем выжива-
емости пациентов с глиомой и может использоваться 
в качестве маркера при МГБ [7]. S100A4 связан с мезен-
химальным фенотипом МГБ и играет важную роль 
в пронейрально-мезенхимальном переходе (ПМП) [8]. 
Мезенхимальный субтип МГБ характеризуется наиболь-
шей инвазивностью и резистентностью к терапии [9]. 
Нами показано, что уровень экспрессии S100A4 поло-
жительно ассоциировался с маркерами мезенхималь-
ного субтипа глиобластомы CD44 и FN1 (в услови-
ях ГС экспрессия увеличивалась в 6,8 и 1,22 ра за 
соответственно). Как полагают, S100A4 действует через 
систему MMP / TIMP (матриксные металлопротеина-
зы / ингибиторы металлопротеиназ) при индукции 
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инвазии и ангиогенеза. S100A4 сверхэкспрессирован 
в инвазивных клеточных линиях глиомы одновре-
менно со снижением экспрессии TIMP2 (0,51 ра за при 
ГС). Это указывает на тесную связь S100A4 с си стемой 
MMP (MMP19 – в 3,57 раза выше в условиях ГС) при 
инициации инвазии.

Ранее показано, что экспрессия белка S100A4 
контролируется сигнальным путем Wnt / β-катенин [7]. 
Нами установлена прямая связь S100A4 с WNT / β-кате-
нин каскадом (увеличение экспрессии CTNNB1 при ГС 
в 6,1 раза) и P53 / статмин сигнальным каскадом (увели-
чение экспрессии STMN1 в 2,45 и STMN2 в 53,22 раза). 
S100A4 является прямой мишенью β-катенин / TCF 
(transcription factor) и считается маркером ПМП, ко-
торому способствует его повышенная экспрессия [8].

Таким образом, в патогенезе МГБ S100A4 играет 
важную роль: является маркером мезенхимального 
субтипа опухолевых клеток и способствует метастази-
рованию опухоли, участвует в регуляции клеточного 
цикла, клеточной пролиферации, подвижности, инва-
зии и инициирует процесс ангиогенеза.

Как показано в табл. 2, уровень белка S100A6 в се-
кретоме ОК возрастал в 509 раз после действия ГС 
на клетки U251. При ряде новообразований S100A6 

сверхэкспрессирован [7, 10] и считается диагностиче-
ским маркером или прогностическим фактором при ра-
ке поджелудочной железы, желудка, предстательной 
железы, меланоме и гепатоцеллюлярной карциноме [11].

Белок S100A6 взаимодействует с CacyBP / SIP (ком-
понентом убиквитинлигазы) и таким образом может 
регулировать деградацию β-катенина. S100A6 ингиби-
рует CacyBP / SIP, стимулируя клеточную пролифера-
цию и миграцию, опухолегенез и ПМП посредством 
ингибирования деградации β-катенина [11].

Можно сделать вывод о том, что S100A6 играет важ-
ную роль в патогенезе глиобластомы, участвуя в регу-
ляции нескольких клеточных функций, таких как про-
лиферация, апоптоз клеток и инвазия.

Согласно данным табл. 2, уровень белка HEY1 в се-
кретоме ОК возрастал в 293 раза после действия ГС на 
клетки U251. HEY1 участвует в патогенезе МГБ, ингиби-
руя транскрипцию пронейральных транскрипционных 
факторов MASH1, MATH3, нейрогенина. Измененная 
активность сигнального пути NOTCH играет сущест-
венную роль в формировании опухолей головного моз-
га, увеличивая экспрессию HEY1 [12]. Повышенная 
активность фактора транскрипции E2F также увеличи-
вает экспрессию HEY1 и усиливает пролиферацию 

Рис. 3. Анализ выживаемости 200 больных с классическим (а), мезенхемальным (б), пронейральным (в) и нейральным (г) субтипами мультиформ-
ной глиобластомы на основе мультигенного прогностического индекса отношения рисков с использованием данных по матричным рибонуклеино-
вым кислотам из базы «Атласа ракового генома»
Fig. 3. Survival analysis of 200 patients with with classical (a), mesenchemal (б), pronural (в), and neural (г) subtypes of glioblastoma multiforme based 
on the  multigenic prognostic index Hazard ratio using matrix ribonucleic acids data from The cancer genome atlas database
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клеток [12]. Сигнальный путь TGF-β / SMAD регули-
рует экспрессию HEY1 через канонический NOTCH 
или независимым от NOTCH способом. При актива-
ции TGF-β1 инициирование HEY1 происходит через 
связывание SMAD 3 / SMAD 4 с промоторами HEY1 
в положениях повторов связующих элементов SMAD 
[13]. Как и в случае с каскадом NOTCH, сигнальный 
каскад TGF-β / SMAD часто активируется в опухолях 
и способствует их прогрессированию [13]. BMP9-белок 
активирует SMAD 1 / 5 / 8 и непосредственно стимулирует 
экспрессию HEY1 через неканонический путь переда-
чи сигналов NOTCH [13].

Таким образом, HEY1 играет значительную роль 
в пролиферации и инвазии клеток МГБ.

Экспрессия ZEB2 увеличилась в 90 раз (см. табл. 2). 
Уровень ZEB2 положительно коррелирует с прогрессией 
и прогнозом многих видов рака, включая рак молочной 
железы, почек, поджелудочной железы и яичников. ZEB2 
является хорошо известным активатором ПМП. Показа-
но, что в клеточных линиях глиомы, как ZEB1, так 
и ZEB2, способствуют пролиферации и инвазии опухо-
левых клеток [14]. Многие молекулы, в том числе ZEB2, 
N-кадгерин, TWIST и SNAIL, активируют ПМП, тогда 
как E-кадгерин ингибирует процесс ПМП. ZEB1 может 
подавлять транскрипцию E-кадгерина и, следовательно, 
способствовать ПМП. Сигнальный путь ZEB регулирует 
пролиферацию, миграцию, инвазию, апоптоз клеток 
и обусловливает хеморезистентность глиобластомы [14].

Как видно из табл. 2, уровень белка ZIP3 в секре-
томе ОК увеличивался в 271 раз после действия ГС 

на клетки МГБ. Ген ZIP3 активно взаимодействует 
с несколькими генами, играющими важную роль в ро-
сте клеток и ангиогенезе, такими как MMP-9, VEGF-A, 
PDGF-A,  I L-6, IL-8 и IGFBP-2. Они опосредуют эффект 
ZIP3 на опухолевый рост и метастазирование глиомы 
и обратно коррелируют с выживаемостью пациентов. 
Экспрессия ZIP3 достоверно коррелирует со всеми 
этими генами, указывая на то, что ZIP3 может участ-
вовать во множестве сигнальных путей и потенциально 
регулировать прогрессию опухолевого процесса [15].

Полученные нами данные о действии ГС на экс-
прессию белков S100A6, HEY1, ZIP3, S100A4, ZEB2, 
по нашему мнению, указывают на то, что они могут 
являться потенциальными прогностическими марке-
рами ГФ ОК. Присутствие этих протеинов в экзосомах 
открывает возможность использования метода жидкой 
биопсии для оценки эффективности терапии МГБ.

заКЛючЕНИЕ
Методом протеомной масс-спектрометрии высо-

кого разрешения изучены молекулярные механизмы 
действия ГС на секретом линии клеток U251 МГБ че-
ловека. После действия ГС зарегистрированы стати-
стически значимые изменения в экспрессии 390 белков. 
Показано значительное влияние ГС на сигнальные 
пути ОК, связанные с клеточным дыханием, инвазией, 
протеасомной активностью, презентацией антигенов. 
В качестве потенциальных прогностических маркеров 
ГФ МГБ предложен набор из пяти геперэкспрессиро-
ванных белков секретома.
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Влияние нокдауна кавеолина‑1 на белковый 
состав экстраклеточных везикул, секретируемых 
клетками немелкоклеточного рака легких

Г. О. Скрябин1, А. В. Комельков1, П. Б. Копнин1, И. И. Никишин2, С. А. Кузьмичев1, Е. М. Чевкина1
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К о н т а к т ы : Елена Максимовна Чевкина tchevkina@mail.ru

Введение. Данные исследований последних лет свидетельствуют о том, что белки, входящие в состав липид-
ных рафтов, могут быть задействованы в формировании экзосом и отборе белков, входящих в состав экзосо-
мального карго. Такие данные получены для флотиллинов, структурно-функциональных компонентов плоских 
рафтов. Для кавеолина-1 (Cav-1), основного компонента кавеолярных рафтов, показано присутствие в экзо-
сомах некоторых опухолевых клеток, однако его возможное участие в регуляции белкового состава экзосом 
ранее не исследовалось.
Материалы и методы. Нокдаун Cav-1 проводили методом трансдукции лентивирусного вектора, экспресси-
рующего предшественников малых шпилечных рибонуклеиновых кислот к Cav-1. Экстраклеточные везикулы 
(ЭКВ) выделяли из клеток линии Н1299 немелкоклеточного рака легких методом дифференциального ультра-
центрифугирования. Препараты ЭКВ верифицировали с помощью трансмиссионной электронной микроско-
пии (анализ размера и морфологии) и методом анализа траекторий движения наночастиц (среднеразмерное 
распределение и концентрация). Для анализа экзосомальных маркеров и Cav-1 в клетках и ЭКВ применяли 
метод иммуноблоттинга.
Результаты. Анализ влияния экспрессии Cav-1 на состав белков ЭКВ, ассоциированных с биогенезом экзосом, 
выявил снижение уровня Alix и TSG101, повышение уровня белков липидных рафтов и отсутствие изменений 
уровня тетраспанина CD9.
Заключение. Полученные данные демонстрируют Cav-1-зависимое изменение состава ЭКВ, свидетельству-
ющее об изменении соотношения везикул, образованных с помощью различных молекулярных механизмов.

Ключевые слова: экзосомы, липидные рафты, флотиллин, стоматин, кавеолин-1, Alix, TSG101

Для цитирования: Скрябин Г. О., Комельков А. В., Копнин П. Б., Никишин И. И., Кузьмичев С. А., Чевкина Е. М. 
Влияние нокдауна кавеолина-1 на белковый состав экстраклеточных везикул, секретируемых клетками не-
мелкоклеточного рака легкого. Успехи молекулярной онкологии. 2021;8(1):41–6. DOI: 10.17650/2313-805X-2021-
8-1-41-46.

Effect of caveolin-1 knockdown on the protein composition of extracellular vesicles secreted  
by non-small cell lung cancer cells

G. O. Skryabin1, A. V. Komelkov1, P. B. Kopnin1, I. I. Nikishin2, S. A. Kuzmichev1, E. M. Tchevkina1

1Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
Build. 15, 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Lomonosov Moscow State University, 1–12 Leninskie Gory, Moscow 119234, Russia

C o n t a c t s : Elena Tchevkina tchevkina@mail.ru

Background. Recent data show evidence that lipid rafts (LR) proteins could be involved in the formation of exosomes 
and the sorting of proteins that make up the exosomal cargo. Such data are available for flotillins, structural and 
functional components of flatted rafts. The presence of the main component of caveolar rafts, caveolin-1 (Cav-1), has 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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been shown in exosomes produced by some cancer cells; however, its possible participation in the regulation of the 
protein composition of exosomes has not been studied previously.
Materials and methods. knockdown of Cav-1 by transduction of a lentiviral vector expressing precursors of short 
hairpin ribonucleic acid to Cav-1; isolation (by ultracentrifugation) and analysis (transmission electron microscopy, 
nanoparticle tracking analysis) of extracellular vesicles (EVs) from non-small cell lung cancer cells (NSCLC) H1299; 
analysis of proteins in cells and in EVs by immunoblotting.
Results. Analysis of the effect of Cav-1 expression on the composition of EV proteins associated with exosome bio-
genesis revealed a decrease in the level of Alix and TSG101, an increase in the level of LR proteins and the absence 
of changes in the level of tetraspanin CD9.
Conclusion. The obtained data demonstrate a Cav-1-dependent changes in the composition of EVs, indicating 
a change in the ratio of vesicles formed by the various molecular mechanisms.

Key words: exosomes, lipid rafts, flotillin, stomatin, caveolin-1, Alix, TSG101

For citation: Skryabin G. O., komelkov A. V., kopnin P. B., Nikishin I. I., kuzmichev S. A., Tchevkina E. M. Effect of Caveolin-1 
knockdown on the protein composition of extracellular vesicles secreted by non-small cell lung cancer cells. Uspekhi 
molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2021;8(1):41–6. (In Russ.). DOI: 10.17650/2313-805X-
2021-8-1-41-46. 

ВВЕдЕНИЕ
Несмотря на растущий интерес к экзосомам как 

в области фундаментальных исследований, так и в кон-
тексте клинической онкологии, до сих пор молекуляр-
ные механизмы биогенеза экзосом и отбора биомоле-
кул, входящих в их состав (экзосомального карго), 
изучены далеко не полностью. Процесс селекции био-
молекул для включения в состав будущих экзосом 
неразрывно связан с процессом образования интра-
люминальных везикул (ИЛВ) – внутриклеточных 
предшественников экзосом, возникающих путем ин-
вагинации мембран эндосом и приводящих к форми-
рованию мультивезикулярных эндосом. Предполага-
ется, что существует несколько путей образования 
ИЛВ. Наиболее изученным является механизм, реа-
лизуемый с помощью комплексов, включающих в се-
бя более 20 белков, относящихся к четырем классам 
ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Trans-
port) – ESCRT-0, -I, -II и -III.

Схематично это происходит так: гетеродимер 
ESCRT-0 узнает убиквитинированные белки и при-
влекает их к мембране, формируя тем самым сортиро-
вочные микродомены (sorting microdomains) и отвечая 
за отбор содержимого будущей экзосомы. Кроме того, 
он рекрутирует комплексы ESCRT-I и -II, которые 
также могут связывать карго (например, ESCRT-II при-
влекает различные рибонуклеиновые кислоты (РНК)), 
но преимущественно индуцируют инвагинацию участ-
ка мембраны с выбранным «грузом». Помимо этого 
они привлекают каркасный белок Alix, который, 
в свою очередь, рекрутирует комплекс ESCRT-III, в со-
став которого входят белки, отвечающие за финальные 
этапы формирования ИЛВ – отделение сформировав-
шегося пузырька и диссоциацию комплекса от мем-
браны [1]. Маркерами данного пути биогенеза ИЛВ 
(и, соответственно, экзосом) считаются компоненты 
комплекса ESCRT, прежде всего белок TSG101 (tumor 
susceptibility gene 101), субъединица комплекса ESCRT. 
Другой механизм, не связанный, по-видимому, с уби-

квитинированием молекул карго, реализуется с помо-
щью трансмембранных белков синдекана и синтени-
на. Эти белки способны привлекать различные 
лиганды (хемокины, факторы роста, молекулы адге-
зии, интегрины и др.). Карго-зависимая олиго меризация 
синдекана и его связывание с молекулами синтенина 
приводят, в частности, к рекрутированию тетраспани-
на CD63 и белка Alix и, в конечном счете, к формиро-
ванию ИЛВ [2–4]. Соответственно, каркасный белок 
Alix используется в качестве маркера экзосом, биоге-
нез которых проходит с участием обоих названных 
механизмов. Ряд данных указывает на существование 
третьего, так называемого рафт-зависимого механиз-
ма, при котором основную роль в формировании ИЛВ 
и селекции молекул карго играют компоненты мем-
бранных липидных микродоменов, или липидных 
рафтов (ЛР) [5, 6].

Этот тип сортировки карго и формирования ИЛВ 
изучен менее подробно и связан с изменением липид-
ного состава эндосомальной мембраны, когда липиды 
кластеризуются в специфические субдомены (рафты), 
которые, с одной стороны, служат сборочными плат-
формами для белковых комплексов и рекрутинга бел-
ков, с другой – вызывают инвагинацию и отпочковы-
вание мембран с помощью процесса, инициируемого 
церамидом [7, 8]. Механизм сортинга экзосомального 
содержимого в этом случае остается малоизученным. 
Предполагается, что в нем могут быть задействованы 
тетраспанины [9] и флотиллины [10]. Описываемый 
путь секреции экзосом зависит от нейтральной сфин-
гомиелазы 2-го типа (фермента, катализирующего 
формирование церамида) [11] и не зависит от подав-
ления продукции компонентов комплексов ESCRT, 
таких как HRS, Alix или TSG101 [7].

Липидные рафты по морфологии делятся на 2 ос-
новных типа – плоские и инвагинированные (или 
 кавеолярные). Некоторые исследователи в качестве от-
дельного подтипа ЛР рассматривают тетраспанин-обо-
гащенные микродомены. Подробнее о рафт-зависимом 
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пути биогенеза экзосом и участии рафт-образующих 
белков в этом процессе можно прочитать в обзорной 
статье Г. О. Скрябина и соавт. [12]. К белкам, стабили-
зирующим плоские ЛР, относятся представители 
SPFH-семейства (Stomatin, Prohibitin, Flotillin, HflK / C). 
Основным белком, организующим инвагинированные 
рафты, является кавеолин-1 (Cav-1). Учитывая сход-
ство процессов с участием ЛР на плазматической мем-
бране (сборка сигнальных комплексов, рафт-зависи-
мый эндоцитоз) и мембранах эндосом (формирование 
ИЛВ), можно предположить, что белки ЛР задейство-
ваны в процессах биогенеза экзосом и селекции карго. 
Флотиллины (Flot-1, -2) неоднократно показаны в со-
ставе экзосом [13], есть данные, указывающие и на их 
участие в продукции экзосом и селекции экзосомаль-
ного карго [10, 14]. Предполагается, что флотиллины 
наряду с церамидом можно считать маркерами рафт-
зависимого пути биогенеза экзосом [3]. Нами впервые 
было показано присутствие в экзосомах и другого 
представителя SPFH-семейства белков плоских ЛР – 
стоматина (Stom), более того, по ряду характеристик 
этот белок можно рассматривать в качестве нового 
экзо сомального маркера [15]. Имеются данные и о при-
сутствии в экзосомах Cav-1, и даже о связи экзосо-
мального кавеолина с малигнизацией клеток [16], 
однако функциональная роль этого белка в биогенезе 
экзосом и селекции карго ранее не исследовалась. Целью 
данной работы было исследование влияния Cav-1 на 
состав экзосомальных белков, относящихся к различ-
ным функциональным группам и рассматриваемых 
в качестве маркеров различных путей биогенеза экзосом.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Культивирование клеток. Клетки немелкоклеточ-

ного рака легкого линии H1299 культивировали в сре-
де DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10 % эм-
бриональной телячьей сыворотки (HyClone), 0,294 мг / мл 
L-глутамина, 0,1 мг / мл стрептомицина, 100 ед / мл пе-
нициллина.

Выделение экстраклеточных везикул (ЭКВ). ЭКВ 
выделяли из кондиционированной среды после инку-
бации в течение 72 ч в среде DMEM с добавлением 
10 % эмбриональной сыворотки, очищенной от экзо-
сом по ранее описанной методике [15].

Анализ морфологии ЭКВ. Визуализацию частиц 
не менее чем в 10 полях зрения проводили с исполь-
зованием трансмиссионного электронного микроско-
па JEM1011 (Jeol, Япония) по ранее описанной мето-
дике [15].

Характеризация наночастиц. Размер частиц и их 
концентрация оценивались методом анализа траекторий 
движения наночастиц (nanoparticle tracking analysis, 
NTA) с использованием прибора NanoSight LM10 
(Malvern Panalytical, Великобритания) по методике, 
описанной нами ранее [15].

Подавление эндогенной экспрессии кавеолина-1. 
Последовательности малых шпилечных РНК (short 

hairpin RNA, shRNA), комплементарные матричной 
РНК Cav-1 человека, и контрольная последовательность 
shRNA к зеленому флуоресцентному белку (shGFP) 
были клонированы в вектор pLKO.1 puro и трансдуци-
рованы в клетки H1299 методом лентивирусной ин-
фекции по методике, описанной ранее [17]. В работе 
использовались последовательности sh1 GCTTTG 
TGATTCAATCTGTAA, sh2 CCACCTTCACTG 
TGACGAAAT, sh3 GACCCTAAACACCT CAACGAT, 
sh4 GACGTGGTCAAGATTGACTTT, sh7 GACCCACT 
CTTTGAAGCTGTT.

Иммуноблоттинг. На 15 % полиакриламидный гель 
для  электрофореза  наносили 20 мкг клеточного ли-
зата и 10 мкг экзосомального белка. Анализ прово дили 
по методике, описанной нами ранее [15]. Для гибри-
дизации использовали следующие антитела: anti-flo-
tillin-1 (BD, 610821), anti-caveolin-1 (BD, 610407), anti-
stomatin (Santa Cruz Bio tech, sc-134554), anti-Alix (Cell 
Signaling, 2171S), anti-CD9 (Cell Signaling, 13174S), anti-
TSG101 (Abcam, ab125011), anti-β-actin (Abcam, ab8227).

РЕзУЛьТаТы
Для подавления эндогенной экспрессии Cav-1 

в клетках Н1299 использовали 5 последовательностей 
shRNA. Оценка эффективности нокдауна Cav-1 после 
лентивирусной инфекции приведена на рис. 1.

Для дальнейших экспериментов были выбраны 
производные сублинии Н1299 sh2Cav-1 и sh4Cav-1. 
Из кондиционированной среды были выделены пре-
параты ЭКВ, которые верифицировались согласно 
требованиям международной ассоциации по исследо-
ванию ЭКВ (International Society for Extracellular 
Vesicles, ISEV) [18] методами NTA (рис. 2, а) и анализа 
морфологии частиц с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии (ТЭМ) (рис. 2, б).

Средний размер (105 нм, стандартное отклонение 
11,7 нм) и положение максимума (73 нм), по данным 
NTA, находятся в диапазоне стандартных для экзосом 
значений. Морфология частиц (чашеобразная форма 
или форма «сдутых мячиков») соответствует экзосо-
мам при визуализации методом ТЭМ.

Анализ Cav-1 показал практически полное отсут-
ствие данного белка в экзосомах клеток с нокдауном 
Cav-1 (рис. 3, а).

Рис. 1. Анализ экспрессии кавеолина-1 в производных клеточной линии 
Н1299 с экспрессией shCav-1 (sh1, sh2, sh3, sh4, sh7) и контрольной 
линии Н1299 shGFP методом иммуноблоттинга
Fig. 1. Analysis of the expression of caveolin-1 in derivatives of H1299 cell 
line with expression of shCav-1 (sh1, sh2, sh3, sh4, sh7) and the control line 
H1299 shGFP by immunoblotting

β-актин /  
β-actin

Кавеолин-1 / 
Caveolin-1

sh1        sh2         sh3       sh4          sh7    shGFP
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Далее в препаратах экзосом был проведен анализ 
белков, ассоциированных с биогенезом экзосом, 
включая тетраспанин CD9, предположительно участ-
вующий во всех путях биогенеза экзосом [19], белок 
Alix, участвующий в ESCRT- и синдекан / синтенин-
зависимых механизмах [3], TSG-101, ассоциирован-
ный с ESCRT-зависимым механизмом [3], и белки ЛР 
семейства SPFH: флотиллин-1, ассоциированный 
с рафт-зависимым путем [10], и стоматин, белок ЛР, 
предложенный нами ранее в качестве экзосомального 
мар кера [15]. На рис. 3, б представлен репрезентатив-

Рис. 2. Пример анализа экстраклеточных везикул для линии Н1299 shGFP: а — среднечисловое размерное распределение по результатам анализа 
траекторий движения наночастиц; б — анализ морфологии частиц методом трансмиссионной электронной микроскопии (на фото приведен 
масштабный отрезок 500 нм)
Fig. 2. An example of extracellular vesicles analysis for H1299 shGFP cells: a — number-average size distribution based on nanoparticle tracking analysis  
results; b — analysis of particle morphology by transmission electron microscopy (the photo shows a scale bar of 500 nm)

Рис. 3. Анализ уровня представленности белков в экстраклеточных 
везикулах, секретируемых клетками H1299 с нокдауном Cav-1 (sh2 
и sh4) и клетками контрольной линии Н1299 shGFP; в качестве рефе-
ренсных белков использованы β-актин (для клеток) и CD9 (для экзо-
сом): а — анализ экспрессии Cav-1 в клетках и экзосомах; б — анализ 
белков липидных рафтов, флотиллина-1 и стоматина, а также белков 
Alix и TSG101 в экзосомах
Fig. 3. Analysis of the protein levels in extracellular vesicles secreted by 
H1299 cells with Cav-1 knockdown (sh2 and sh4) and the control line H1299 
shGFP; β-actin (for cells) and CD9 (for exosomes) were used as reference 
proteins: a — analysis of Cav-1 expression in cells and exosomes; b — analysis 
of  lipid raft proteins flotillin-1 and stomatin, as well as Alix and TSG101 proteins 
in exosomes
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ный пример результатов иммуноблоттинга, получен-
ных в одном эксперименте с использованием единой 
мембраны для возможности адекватного сравнения 
уровня исследуемых белков. Как видно на рис. 3, б, 
нокдаун Cav-1 никак не отразился на уровне «общего» 
экзосомального маркера CD9, при этом уровень бел-
ков ЛР увеличился, а белков, ассоциированных с «не-
рафтовыми» путями биогенеза экзосом, – снизился 
по сравнению с контролем.

заКЛючЕНИЕ
В работе исследовалось влияние Cav-1 на уровень 

белков, ассоциированных с различными механизмами 
биогенеза экзосом, а также рафт-образующего белка 
плоских ЛР, стоматина, ранее предложенного нами 
в качестве нового экзосомального маркера [15] в ЭКВ, 
секретируемых клетками немелкоклеточного рака лег-
ких. Мы показали, что подавление экспрессии Cav-1 
в клетках Н1299 привело к снижению в ЭКВ уровня 
белков, ассоциированных с «не-рафтовыми» путями 
биогенеза экзосом, таких как Alix и TSG-101, и к повы-
шению уровня рафтовых белков флотиллина-1 и сто-
матина. При этом уровень тетраспанина CD9, «уни-
версального» маркера экзосом, предположительно, 
задействованного во всех молекулярных сценариях 
биогенеза экзосом, в ЭКВ, секретируемых клетками 
с нокдауном Cav-1, остался прежним. Полученные дан-
ные демонстрируют Cav-1-зависимое изменение соста-
ва ЭКВ, свидетельствующее об изменении соотноше-
ния везикул, образованных с участием различных 
молекулярных механизмов.
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Памяти профессора  
Аллы Александровны Ставровской
(1932–2020)

В последний день минувшего года 
в 88 лет ушла из жизни доктор меди
цинских наук профессор Алла Алек
сандровна Ставровская. С 1961 г. она 
работала в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло
хина (в то время Институт эксперимен
тальной и клинической онкологии), ру
ководила лабораторией генетики 
опухолевых клеток НИИ канцерогенеза 
со дня ее основания в 1981 г.

А. А.  Ставровская окончила Первый 
Московский ордена Ленина медицинский 
институт им. И. М.  Сеченова в  1956  г. 
и по распределению уехала в г. Братск, где 
два года была главным врачом Братской 
городской санитарной эпидемиологиче
ской станции. В  1958–1960  гг. работала 
государственным санитарным инспекто
ром на  строительстве Братской ГЭС. Та
лант организатора и энергия, с которыми 
Алла Александровна развернула и затем 
возглавляла санитарную службу на  ГЭС, 
определили и  ее дальнейшую деятель
ность. В  1961  г., в  связи с  окончанием 
срока «северного» договора, она верну
лась в Москву и стала старшим лаборан
том в  Институте экспериментальной 
и клинической онкологии АМН СССР (ны
не НМИЦ онкологии им. Н. Н.  Блохина). 
В 1966 г. защитила диссертацию на звание 
кандидата медицинских наук, а в 1975м –  
докторскую диссертацию.

А. А. Ставровская принадлежит к пле
яде ученых старшего поколения, извест
ных не  только в  своем Отечестве, 
но и за рубежом. Основное направление 
ее научной деятельности было посвящено 
изучению механизмов развития множе
ственной лекарственной устойчиво
сти  (МЛУ), являющейся одной из  важ
нейших причин неудач химиотерапии 
при лечении онкобольных. Алла Алексан
дровна первой в нашей стране и одной 
из  первых в  мире начала исследовать 
лекарственную устойчивость опухолевых 
клеток, опосредованную Ргликопро
теином – белком, принадлежащим к се
мейству АВСтранспортеров. Эта работа 
успешно продолжается ее учениками, они 
положили начало ряду направлений в ис
следованиях, которые развивают в НИИ 
канцерогенеза и  других научных учре
ждениях.

В лаборатории, руководимой Аллой 
Александровной, получен ряд принципи
ально новых данных, касающихся участия 
фосфатазы PTEN и сфинголипидного пути 
сигнальной трансдукции в  регуляции 
транспортных белков семейства АВС, ак
тивность которых часто является причи
ной возникновения МЛУ, и впервые пока
зано, что рецептор ретиноевой кислоты 
RARα принимает участие в  регуляции 
активности Ргликопротеина. Эти данные 
свидетельствуют о том, что гиперэкспрес
сия RARα в клетках лейкозов разных ти
пов дифференцировки может приводить 
к МЛУ. Также впервые было определено, 
что  многофункциональный белок YB1, 
контролирующий в  клетках процессы 
транскрипции и  трансляции, участвует 
в контроле многофакторной МЛУ, влияя 

на экспрессию нескольких АВСбелков, 
и  что  повышенная экспрессия YB1 
в опухолевых клетках сообщает им се
лективные преимущества при действии 
химиотерапевтических агентов. Иссле
дование количества мРНК гена YB-1 
предложено в  качестве теста на  МЛУ 
при раке молочной железы (РМЖ). По
казано, что группу пациентов, имеющих 
малые (Т1, Т2) опухоли молочной же
лезы с  высоким содержанием мРНК 
гена YB-1, можно выделить в  группу 
повышенного риска возникновения 
отдаленных метастазов.

За  свою долгую научную деятель
ность проф. А. А. Ставровская воспита
ла не  одно поколение молодых уче
ных, под ее управлением подготовлены 
18  кандидатских диссертаций. Под  ру
ководством Аллы Александровны на
чинали свою научную деятельность 
проф. Б. П.  Копнин, возглавивший поз
же лабораторию цитогенетики, а затем 
и НИИ канцерогенеза, д.м.н. А. А. Штиль – 
руководитель лаборатории механизмов 
гибели опухолевых клеток НИИ канце
рогенеза, а  также известные ученые
исследователи к.б.н. Е. С.  Какпакова 
и к.м.н. Т. П. Стромская.

Возглавляемая Аллой Александров
ной лаборатория сотрудничала со  мно
гими научными институтами Москвы, 
Институтом белка РАН в  Пущино, МГУ 
им.  М. В.  Ломоносова. А. А.  Ставровская 
с большим интересом погружалась в проб
лемы клинической онкологии, и  под  ее 
руководством защищали кандидатские 
и докторские диссертации врачи из Гема
тологического научного центра РАМН 
(ныне НМИЦ гематологии), Московского 
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областного научноисследовательского 
клинического института им. М. Ф. Влади
мирского и  центральной клинической 
больницы «РЖДМедицина».

А. А. Ставровская была до конца пре
дана науке и, будучи уже в преклонном 
возрасте, продолжала активно писать 
научные статьи и  публиковаться в  пре
стижных научных журналах. Она прово

дила большую консультативную, педаго
гическую и  научноорганизационную 
работу, была примером настоящего уче
ного, восхищавшего своим талантом 
и трудоспособностью.

А. А.  Ставровская была мужествен
ным человеком, чрезвычайно скром
ным и в то же время строгим, но очень 
добрым, поматерински заботящимся 

о каждом из своих сотрудников. И ее всег
да будут вспоминать с  восхищением 
и благодарностью.

Коллектив сотрудников   
лаборатории генетики опухолевых 

клеток НИИ канцерогенеза  
ФГБУ «НМИЦ онкологии  

им. Н.Н. Блохина»  Минздрава России 


