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Использование белка p53 как мишени  
для иммунотерапии онкологических  
заболеваний

М.Л. Филипенко1, У.А. Боярских1, Н.Е. Кушлинский2
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115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :	 Максим Леонидович Филипенко mlfilipenko@gmail.com

В солидных опухолях соматические мутации чаще всего встречаются в гене TP53, что приводит к образованию 
опухоль-специфического антигена p53 за счет гиперэкспрессии p53 дикого типа (WT-p53) или образования мутант-
специфических неоэпитопов (MUT-p53). Таким образом, белок p53 является перспективной мишенью для иммуно-
терапии.
В статье обобщены клинические и иммунологические данные по вакцинным стратегиям, нацеленным на p53. Пока-
зано, что вакцинация WT-p53 воспроизводимо индуцирует p53-специфические Т-клеточные ответы и безопасна, 
однако ее клиническая эффективность в монорежиме ограниченна. Ключевыми проблемами являются центральная 
толерантность, низкая плотность комплексов p53-HLA (HLA – человеческие лейкоцитарные антигены) на поверх-
ности опухолевых клеток, иммуносупрессивное микроокружение и вариабельность HLA. Для мутантных форм p53 
валидированы иммуногенные эпитопы, но клинические исследования вакцин II фазы пока отсутствуют. Перспек-
тивы повышения эффективности p53-вакцин связаны с использованием комбинированных подходов (использование 
ингибиторов контрольных точек иммунитета, адъювантов), точной стратификацией пациентов, а для MUT-p53 –  
с применением TCR-технологий (TCR – T-клеточные рецепторы) и разработкой персонализированных схем.

Ключевые слова: белок p53, солидная опухоль, терапевтическая вакцина, соматическая мутация, неоантиген, че-
ловеческий лейкоцитарный антиген, HLA 
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Targeting p53 for immunotherapy of solid tumors

M.L. Filipenko1, U.A. Boyarskikh1, N.E. Kushlinskii2
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2N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
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The most common somatic mutations in solid tumors affect the TP53 gene, leading to the formation of the tumor-specific 
p53 antigen through overexpression of the wild-type antigen (WT-p53) or the generation of mutant-specific neoepitopes 
(MUT-p53). Thus, the p53 protein is a promising target for immunotherapy. This article summarizes clinical  
and immunological data on p53-targeting vaccine strategies. Vaccination against WT-p53 is shown to reproducibly induce 
p53-specific T-cell responses and has a favorable safety profile; however, its clinical efficacy as a monotherapy is limited. 
Key challenges include central immune tolerance to WT-p53 epitopes, low density of p53 peptide-HLA complexes  
on the tumor cell surface, an immunosuppressive tumor microenvironment, and HLA (HLA – human leukocyte antigens) 
heterogeneity. For mutant p53, specific immunogenic epitopes have been validated, yet phase II clinical trials of vaccines 
targeting frequent p53 mutations are still lacking. Future prospects for enhancing the efficacy of p53-targeted vaccines 
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lie in combination strategies (e.g., with immune checkpoint inhibitors, adjuvants), precise patient stratification,  
and for mutant p53, the application of TCR-based (TCR – T-cell receptor) technologies and the development of personalized 
neoantigen selection platforms.

Keywords: p53 protein, solid tumor, therapeutic vaccine, somatic mutation, neoantigen, human leukocyte antigen, HLA

For citation: Filipenko M.L., Boyarskikh U.A., Kushlinsky N.E. Targeting p53 for immunotherapy of solid tumors. Uspekhi 
molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2026;13(1):8–15.
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2026-13-1-8-15

Введение
Нарушения в гене TP53 – самые частые генетиче-

ские события в опухолевых клетках. Мутации в дан-
ном гене обнаруживают более чем в 50 % первичных 
опухолей человека [1]. Это стимулирует поиск имму-
нотерапевтических подходов, которые могли бы изби-
рательно распознавать опухолевые клетки на основе 
экспрессии p53 и его неоэпитопов [2]. За последние  
10 лет именно иммунологические лекарственные под-
ходы, основанные на применении ингибиторов контр-
ольных точек иммунитета, обеспечили наиболее вы-
раженные и стойкие ответы на терапию у некоторых 
пациентов. Однако далеко не все опухоли отвечают 
на иммунотерапию, что связано с ограниченной спе-
цифической активацией Т-клеток, иммуносупрессив-
ным опухолевым окружением и гетерогенностью опу-
холевых антигенов. Терапевтические вакцины против 
опухолевых антигенов способны усилить действие 
ингибиторов контрольных точек, благодаря активации 
Т-клеточного звена противоопухолевого иммунного 
ответа [3]. Белок p53 является уникальным опухоле-
вым антигеном: с одной стороны, он часто аномально 
стабилизирован и гиперэкспрессирован в опухолях, 
что способствует формированию пула иммунологиче-
ски таргетируемых нормальных пептидов, с другой 
стороны, мутантные формы p53 создают неоэпитопы, 
качественно новые детерминанты для иммунной сис-
темы, которых нет в нормальных тканях [4].

Цель работы – обобщить состояние и клиниче-
скую готовность стратегий, использующих p53 в каче-
стве мишени для иммунотерапии солидных опухолей.

Роль p53 в нормальных условиях 
и при онкогенезе
Белок p53, кодируемый геном TP53, является од-

ним из наиболее важных супрессоров опухолей в клет-
ке человека. Он играет главную роль в поддержании 
геномной стабильности, регулируя клеточный цикл, 
репарацию ДНК, апоптоз и клеточное старение в от-
вет на стрессовые сигналы, такие как повреждение 
ДНК, гипоксия или онкогенный стресс [5]. Путь p53 
может реагировать на клеточный стресс остановкой 
клеточного цикла в фазах G1 и G2, опосредуя любой 
из 5 вариантов клеточной гибели.

В нормальных условиях уровень p53 в клетке оста-
ется низким, благодаря его постоянной деградации, 

опосредованной E3-убиквитинлигазой MDM2. 
При клеточном стрессе p53 стабилизируется, фосфо-
рилируется и ацетилируется, что приводит к усилению 
его транскрипционной активности. Активированный 
p53 регулирует экспрессию сотен генов, включая p21 
(ингибитор циклинзависимых киназ), BAX (проапо
птотический белок), PUMA и NOXA, что останавливает 
клеточный цикл или инициирует апоптоз [6]. Однако 
в опухолях нормальная функция p53 часто нарушается. 
Более 50 % всех солидных опухолей человека содержат 
мутации в гене TP53, а при некоторых типах рака (на-
пример, при серозном раке яичников высокой степени 
злокачественности, трижды негативном раке молочной 
железы, плоскоклеточном раке легкого) частота мутаций 
превышает 80 % [2]. Инактивация p53 происходит 
за счет соматических мутаций или увеличения экспрес-
сии негативных регуляторов MDM2/MDM4, вирусных 
онкобелков (например, E6 вируса папилломы челове-
ка), эпигенетической супрессии или нарушения пат-
терна посттрансляционных модификаций. Потеря 
функции p53 позволяет опухолевым клеткам избежать 
апоптоза, продолжать деление при поврежденной ДНК 
и накапливать дополнительные мутации, что способ-
ствует прогрессии опухоли, метастазированию и устой-
чивости к терапии [6].

Спектр мутаций гена TP53 в различных 
опухолях
Ген TP53 расположен на хромосоме 17p13.1 и со-

держит 11 экзонов. Большинство мутаций (>90  %) 
локализованы в экзонах 5–8, кодирующих ДНК-свя-
зывающий домен (DBD) белка [7]. Миссенс-мутации 
приводящие к  замене одной аминокислоты, часто 
нарушающей структуру DBD и способность p53 свя-
зываться с ДНК, встречаются чаще всего. По резуль-
татам репрезентативных исследований и  согласно 
базам данных, доля миссенс-мутаций TP53 в злокаче-
ственных опухолях человека составляет 70–80 % [1]. 
Около 30 % всех TP53-мутаций приходится на клас-
сические часто встречающиеся мутации в 6 кодонах: 
R175, G245, R248, R249, R273 и R282 (приводят к за-
менам аминокислот R175H, G245S, R248Q/W, R249S, 
R273C/H и R282W соответственно) [8].

Реже встречаются нонсенс-мутации, инсерции 
и делеции, приводящие к образованию нефункцио-
нальных укороченных форм p53. По  данным базы 
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Международного агентства по  изучению рака 
(International Agency for Research on Cancer, IARC) 
TP53, в 2024 г. зарегистрировано более 80 тыс. сомати-
ческих мутаций в гене TP53 в опухолях человека [9]. 
Мутации в TP53 классифицируются на структурные 
мутации (вызывающие конформационные изменения 
(например, R175H, R249S и R282W)), контактные му-
тации, которые изменяют способность транскрипци-
онного фактора p53 взаимодействовать со  своими 
сайтами связывания в  промоторах генов-мишеней 
(R248W и R273W), и инактивирующие мутации, вы-
зывающие утрату полноценного р53 [7].

Распределение мутаций зависит от типа опухоли 
и вызывающих их этиологических факторов. Напри-
мер, для  рака легкого характерны мутации V157F 
и R158L (связано с курением) [10], для рака печени – 
R249S, что ассоциировано с воздействием афлатокси-
на B1 [11], для  рака молочной железы – R175H, 
R248Q, R273H, для рака яичников – R273H, R248Q, 
для колоректального рака – R248W, R273H, R175H [9]. 
Так называемые GOF-мутации (gain-of-function) при-
дают p53 новые функции, способствуя инвазии, мета-
стазированию и устойчивости опухоли к химиотера-
пии [5]. Например, мутантные формы R175H и R273H 
активируют транскрипционный ядерный фактор κB, 
рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) 
и другие проканцерогенные пути. Высокая частота 
встречаемости мутаций p53 при различных типах опу-
холей обусловливает возможность разработки универ-
сальных терапевтических вакцин, основанных на нео
антигенах, определяемых этими мутациями.

Иммуногенность пептидов p53:  
дикий тип, мутантные 
и модифицированные формы
Несмотря на то что p53 является собственным бел-

ком организма, при онкологических заболеваниях он 
часто сверхэкспрессируется в  опухолевых клетках, 
что делает его потенциальной мишенью для иммунной 
системы. В норме клетка содержит около 2 × 104 –2 × 105 
молекул p53 (в зависимости от клеточной линии) [12]. 
При генотоксическом стрессе концентрация p53 ди-
кого типа (WT-p53) на короткое время увеличивается 
в 1,25–5 раз [13]. При злокачественной трансформа-
ции мутации в гене TP53 (MUT-p53, например R175H, 
R248Q/W, R273H/C) приводят к стабилизации белка 
за счет нарушения его связывания с MDM2/MDMX, 
взаимодействия с шаперонами и других механизмов. 
В работах с использованием методов молекулярной ви-
зуализации уровни MUT-p53 были на порядок выше ба-
зального уровня WT-p53 и составили более 105–106 моле-
кул на клетку [14].

Пептиды WT-p53, представленные молекулами 
главного комплекса гистосовместимости классов I 
(MHC I) и II (MHC II), распознаются Т-клетками, 
несущими WT-p53-специфичные Т-клеточные рецеп-
торы (TCR). Такие Т-клетки были обнаружены 

как у здоровых доноров, так и у онкологических паци-
ентов, что говорит о частичной иммунной толерант-
ности к  этому белку [15]. Наиболее изученными 
WT-p53-эпитопами являются пептиды p53

149–157 

(STPPPGTRV), p53
264–272 

(LLGRNSFEV), p53
139–147 

(RMPEAAPPV) для  аллеля HLA-A*02:01 [16–19] 
и p53

125–134 
(AYVEGSDLII) – для HLA-A*24:02 [20]. Эти 

пептиды стимулируют образование специфических 
CD8+-Т-клеток in vitro и in vivo, однако их иммуноген-
ность ограничена из-за центральной толерантности 
(удаление Т-клеток с высокоаффинными TCR в тиму-
се) и низкой аффинности к MHC. Слабое связывание 
описанных пептидов WT-p53 и иммунное редактиро-
вание снижают клиническую эффективность, мотиви-
руют исследователей модифицировать эпитопы и ис-
кать пути усиления их презентации [21]. Изменения 
в механизмах протеолиза и презентации антигенов 
у опухолевых клеток, включающие модуляцию актив-
ности протеасом, TAP, ERAP1/2, HLA I/β2M/NLRC5 
и другие, значительно изменяют набор пептидов p53, 
которые презентируются на поверхности клетки в со-
ставе HLA-комплекса [22]. Согласно результатам ис-
следований лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль 
(TIL) (например, при раке яичников), спектр «види-
мых» T-клетками WT-p53-эпитопов варьирует между 
опухолями, что является совместным эффектом экс-
прессии p53, типа мутации в гене TP53 и состояния 
антигенпрезентирующего молекулярного пути [23]. 
Таким образом, можно предположить значительную 
вариабельность возможной эффективности терапевти-
ческих вакцин, основанных на пептидах WT-p53.

Помимо гиперэкспрессируемых WT-p53-антигенов 
мутации в TP53 могут генерировать неоантигены – 
пептиды, которых нет в нормальных клетках. Эти пеп-
тиды обладают более высокой иммуногенностью, так 
как не подвержены центральной толерантности. Рас-
смотрим в этом контексте наиболее часто встречающи-
еся несинонимичные замены аминокислот p53.

Мутация R175H является одной из наиболее часто 
детектируемых в различных солидных опухолях: ~5 % 
всех мутаций в  гене TP53 приходится именно 
на R175H. Для указанной мутации описан минималь-
ный HLA-A*02:01-зависимый CD8-эпитоп p53

168–176
 

(HMTEVVRHC). Продемонстрировано, что различ-
ные типы TCR специфично узнают мутантный пептид 
p53

168–176
 [24]. Функциональность данного эпитопа 

доказана с помощью кристаллографии комплексов 
TCR-pMHC и структур HLA-A2 с WT/Mut-пептидами, 
масс-спектрометрического анализа HLA-комплексов 
из клеток, экспрессирующих p53-R175H, а также в хо-
де работ по  созданию TCR-инженерных Т-клеток 
(TCR-T) и антител, имитирующих T-клеточный ре-
цептор (TCR-m) [25–27]. Помимо MHC I-зависимого 
иммунного ответа p53-R175H индуцирует MHC II-от-
вет; так у пациентов с эпителиальными опухолями были 
выделены CD4+-Т-клетки специфичные для p53-R175H 
в комплексе с HLA-DRB1*13:01 [28]. Тем не менее 



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

6

11ТОМ 13 / VOL. 13 	 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS

плотность специфических комплексов p53-R175H-пеп-
тидов и MHC низкая, что требует высокой чувстви-
тельности терапевтического распознавания (TCR-m, 
TCR-T, armored-подходы) [27].

Частые мутации p53 G245 и R248 также обладают 
иммуногенностью. Показано, что пептиды p53

245–254
 

(GMNQRPILTI) и p53
245–254

 GMNWRPILTI, которые 
генерируются мутациями R248Q и R248W соответст-
венно, существенно стабилизировали комплекс  
HLA-A*02:01 в клетках Т2 (лимфобластоидной клеточ-
ной линии с  дефицитом TAP2) и  вызывали ex vivo 
CD8+-Т-клеточные реакции у некоторых пациентов 
и доноров с HLA-A*02:01. Примечательно, что описан-
ные эффекты не наблюдались для пептидов – произ-
водных мутации R175H [29]. Результаты еще одного  
исследования показали, что  длинный пептид p53 
с мутацией R248W, центрированный вокруг позиций 
240–254, вызывает образование специфических  
CD8+- и CD4+-Т-клеток у A2/DR1-гуманизированных 
мышей и ex vivo у человека [30]. Мутант-специфичные 
G245S CD4+-T-клетки обнаружены в  TIL яичника 
(HYNYMCNSSCMGSMN, HLA-DRB3*02:02) [23].

В процессе высокопроизводительного TIL-скри-
нинга у  пациентов с  эпителиальными опухолями 
идентифицированы мутант-специфичные T-клетки 
для R273C/H и R282W (ограниченные различными 
аллелями HLA I и HLA II) [28]. Пептид p53

264–742 

(LLGRNSFEV), содержащий мутацию R273H, был 
охарактеризован как  иммуногенный неоэпитоп 
у больных с карциномой пищевода. T-клетки, нагру-
женные этим пептидом, вызывали секрецию интерфе-
рона γ специфическими CD8+-T-клетками, которые 
стимулировали их лизис [31].

Еще  одна часто встречающаяся мутация p53 – 
Y220C – является валидированным неоэпитопом 
для CD4+- и CD8+-Т-клеток. Результаты исследования 
D. C. Deniger и соавт. показали, что TIL-культуры па-
циентов распознают содержащие Y220C пептиды 
p53

217–225
 (VVPCEPPEV) в контексте A*02:01 (CD8+) 

и  р53
211–225 

(NTFRHSVVVPCEPPE) в  контексте 
DRB3*02:02 (CD4+), при этом частота встречаемости 
специфичных клонов в активированном пуле TIL до-
ходила до нескольких десятков процентов [23]. Cпе-
цифичные для p53 Y220C CD4+-клетки также обнару-
жены при HLA-DRB1*04:01 [28].

Более редкие соматические мутации p53 могут пред-
ставлять интерес для разработки персонализированных 
вакцин, например на основе технологий синтетических 
матричных РНК (мРНК), несущих специфические по-
тенциально иммуногенные для пациента неоэпитопы, 
выявленные в результате таргетного или экзомного сек-
венирования нового поколения ДНК или мРНК опухо-
левых клеток. Однако не все мутантные пептиды p53 
иммуногенны, многие связываются с MHC с низкой 
эффективностью или не распознаются TCR.

Для усиления иммуногенности могут быть исполь-
зованы нативные и мутантные пептиды р53 с замена-

ми аминокислот, повышающими аффинность к MHC 
или  TCR. Например, в  контексте аллеля HLA-A2 
Y220C-неоэпитоп VVPCEPPEV обеспечивает сравни-
тельно низкую стабильность комплекса пептида и HLA. 
В 2023 г. предложено ввести замену валина на лейцин 
в позицию P2 (VLPCEPPEV или TP53-Y220C–L2) [32]. 
Это повысило аффинность и стабильность связывания 
модифицированного пептида с HLA-A*02:01, усилило 
индукцию Y220C-специфичных CTL in vitro и подав-
ление опухоли in vivo по сравнении с нативным Y220C-
пептидом. Авторы предлагают использовать этот пеп-
тид как основу для дендритно-клеточных и пептидных 
вакцин.

Для  пептида p53
149–157 

замена T>L в  позиции 2 
(STPPPGTRV → SLPPPGTRV) увеличивает аффин-
ность к  HLA-A*02:01 и  усиливает CTL-ответ [33], 
для  p53

264–272 
замена F>Y и  V>I (LLGRNSFEV → 

LLGRNSYEI) усиливает стабильность комплекса пеп-
тида с MHC и его иммуногенность [17]. С развитием 
нейросетевого моделирования взаимодействия MHC 
с пептидами такой подход, как направленная модифи-
кация неоэпитопов, может существенно повысить 
эффективность противоопухолевых вакцин.

Клинические исследования 
безопасности и эффективности 
вакцинации белковыми 
последовательностями p53
Уже в начале 2000-х годов данные, полученные 

в ходе клинических исследований, показали реализу-
емость иммунного нацеливания на WT-пептиды p53: 
вакцинация дендритными клетками (DC), нагружен-
ными p53-пептидами, была безопасной и индуциро-
вала p53-специфические Т-клеточные ответы у боль-
ных с солидными опухолями; при этом сравнивались 
разные режимы доставки антигена (прямые инъекции 
пептидов против DC-терапии) у пациентов c HLA-A*02 
[33]. Несмотря на ограниченную эффективность ис-
пользованного подхода в «трудных» когортах, получен-
ные результаты заложили основу для дальнейших иссле-
дований. Последующие клинические испытания были 
направлены на поиск путей повышения иммунного 
ответа против р53 с помощью применения адъювантов, 
использования длинных пептидов классов I и II для рас-
ширения Т-клеточного спектра, а  также вирусных 
векторов для доставки антигенов.

К настоящему моменту проведены более 30 кли-
нических испытаний I/II фазы с целью оценки без-
опасности и эффективности вакцинации белковыми 
последовательностями WT-p53. Результаты клиниче-
ских исследований II фазы, посвященных анализу 
вакцин, нацеленных на WT-p53, представлены в табл. 1. 
Сегодня нет положительных результатов испытаний 
III фазы вакцин против p53. Вакцинация полнораз-
мерным WT-p53 или его пептидами демонстрирует 
иммуногенность (индукцию p53-специфических  
T-клеток) в клинических исследованиях I/II фазы. 
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Эффективность таких вакцин не очень высока у пред-
леченных пациентов с рецидивами опухолевых забо-
леваний (как правило, у меньшей части больных на-
блюдаются стабилизация заболевания и отсутствие 
благоприятного влияния на выживаемость в рандоми-
зированном дизайне) [21].

Попытки усилить иммунный ответ низкими дозами 
циклофосфамида или комбинацией с вирусной терапи-
ей приводят к повышению иммунных ответов, однако 
убедительные данные о клинической эффективности 
такой терапии на данный момент ограничены неболь-

шими группами пациентов [34]. Ни одна WT-p53-вак-
цина не показала статистически значимого улучшения 
показателей выживаемости в рамках клинических иссле-
дований фазы II, что препятствует проведению испыта-
ний фазы III. В большинстве программ используются 
комбинации анти-PD-1/PD-L1- (PD-1 – рецептор про-
граммируемой клеточной гибели 1, PD-L1 – лиганд-1 
рецептора программируемой клеточной гибели), химио- 
и лучевой терапии и неоантигенных стратегий (в том 
числе TCR-/TCRm-подходы), которые проходят клини-
ческие исследования I/II фазы [21].

Таблица 1. Опубликованные клинические исследования II фазы вакцин, нацеленных на p53 дикого типа (WT-p53)

Table 1. Published phase II clinical trials of wild-type p53-targeted vaccines (WT-p53)

Исследование 
Study

Антиген 
Antigen

Нозология 
Nosology

Число 
пациентов 

(фаза) 
Number 

of patients 
(phase)

Клинические данные 
Clinical data

[35] 

WT-p53 SLP (10 перекрываю-
щихся 25–30-мерных пепти-

дов в позиции p5370–248) 

WT-p53 SLP (10 overlapping  
25–30 amino acid long peptides 

covering residues p53
70–248

)

Рецидив РЯ 
OC recurrence

20 (II)

У 2 (10 %) из 20 пациентов – стаби-
лизация заболевания; клинический 

эффект ограничен 
In 2 (10 %) of 20 patients the disease 

stabilized; clinical effect is limited

[36] WT-p53 SLP Рецидив РЯ 
OC recurrence

20 (II)
Показатели выживаемости – 

без улучшения 
Survival rates without improvement

NCT00844506 [34] 
WT-p53 SLP + циклофосфа-

мид 
WT-p53 SLP + cyclophosphamide

Рецидив РЯ 
(повышен 
CA-125) 

OC recurrence 
(elevated CA-125)

12 (II)
У 2 пациентов стабилизация 

заболевания 
In 2 patients the disease stabilized

NCT00001827 [37] 

WT-p53264–272

(DC + пептид LLGRNSFEV) 
WT-p53264–272 

(DC + LLGRNSFEV peptide)

РЯ с высоким 
риском рецидива 

OC with high risk 
of recurrence

21 (II)

Низкая токсичность, время 
до прогрессии и показатели общей 

выживаемости – без улучшения 
Low toxicity, time to progression and overall 

survival without improvement

NCT00617409, 
NCT00776295, 
NCT00049218 [38] 

Ad. p53-DC (аутологичные 
DC, трансфецированные 

WT-р53) 
Ad. p53-DC (autologous DC, 

transfected WT-р53)

Рецидив мелко-
клеточного рака 

легкого после 
1-й линии 

терапии 
Recurrence of small 
cell lung cancer after 

1st line therapy

78 (II)

Частота ответов не выше, 
чем при химиотерапии 

Response rate not higher than for chemo-
therapy

NCT03113487 [39] 

p53MVA (вирусный вектор 
Modified Vaccinia Ankara 

(MVA), экспрессирующий 
WT-p53) + пембролизумаб 

p53MVA (Modified Vaccinia Ankara 
(MVA) viral vector, expressing 

WT-p53) + pembrolizumab

Рецидив РЯ 
OC recurrence

17 (II)

У 3 из 11 пациентов – длительная 
стабилизация заболевания 

(30–49 нед); профиль безопасности 
приемлемый 

In 3 of 11 patients, long-term  
(30–49 weeks) disease stabilization was 

achieved; safety profile is acceptable

Примечание. РЯ – рак яичников; SLP – синтетические длинные пептиды; DC – дендритные клетки. 
Note. OC – ovarian cancer; SLP – synthetic long peptides; DC – dendritic cells.
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На сегодняшний день результаты клинических ис-
следований II фазы вакцин, направленных исключи-
тельно на MUT-p53-неоантигены, не опубликованы. 
Однако MUT-p53-антигены (включающие мутации 
R175H, R248Q/W, R273H/C, R282W) исследуются в со-
ставе мультиэпитопных панелей, которые содержат 
p53-эпитопы наряду с неоэпитопами других генов [30]. 
Например, пептидная вакцина IMA901 (Immatics, Гер-
мания), содержащая 10 опухоль-ассоциированных 
пептидов, включая p53

149–157
 для метастатического рака 

почек относительно успешно прошла клинические ис-
следования II фазы (NCT01265901), и сейчас проводят-
ся испытания III фазы (NCT00523159) [40, 41].

Ограничения иммунотерапии на основе 
p53 и стратегии их преодоления
Очевидной проблемой использования WT-p53-им-

мунизации является наличие центральной толерант-
ности. Высокоаффинные TCR к эпитопам WT-p53 
частично удаляются в тимусе, это проявляется нали-
чием иммуногенности и ограниченной клинической 
пользой вакцин при монотерапии [21]. Даже при вы-
сокой экспрессии белка представленный в комплексе 
с MHC пул p53-пептидов часто невелик (из-за огра-
ничения протеолиза, конкуренции пептидов за связы-
вание и HLA-аффинности). Так, для мутации R175H 
было показано натуральное представление эпитопа 
p53

168-176
 (HMTEVVRHC) в контексте HLA-A*02:01 [42], 

однако авторы отмечают чрезвычайно низкую плот-
ность комплексов «пептид–МНС»; для преодоления 
этого ограничения используют биспецифическое ан-
титело (TCRm/TCR-T).

Опухоли часто имеют дефекты пути процессинга 
и презентации антигенов, что уменьшает или смещает 
репертуар p53-эпитопов. Это один из центральных пу-
тей ускользания от иммунного ответа [43]. Ранее также 
было показано, что редактирование эпитопов протеа-
зами может играть большую роль в  их дальнейшей 
представленности. Гиперактивность ERAP1/2ERAP1, 
которые укорачивают пептиды до 8–10 а. о., приводит 
к потере отдельных эпитопов, а дисрегуляция иммуно-
протеасомы меняет C-концы и спектр пептидов [44].

Большое влияние на репертуар представленных 
пептидов оказывают HLA-рестрикция и вариабель-
ность генетики пациентов. Результаты скринингов TIL 
показывают высокую, но неоднородную иммуноген-
ность распространенных мутаций в TP53 для несколь-
ких валидированных HLA-аллелей.

Сегодня одним из самых эффективных способов 
защиты опухолевых клеток от иммунной системы счи-
тается формирование иммунодепрессивного микро
окружения. Регуляторные Т-клетки, миелоидные су-
прессорные клетки, PD-1/PD-L1-сигналинг и другие 

регуляторные воздействия подавляют реализацию 
p53-опосредованных индуцированных иммунных ре-
акций [45].

Несмотря на скромные результаты клинических 
исследований, интерес к  использованию WT-p53 
и MUT-p53 в иммунотерапии не ослабевает. Вакцина-
ция ими может быть частью комбинированных стра-
тегий (использование адъювантов, ингибиторов 
контрольных точек, онколитических вирусов, химер-
ных антигенных рецепторов (CAR) и TCR), что с боль-
шей вероятностью позволит преодолеть толерантность 
и иммунное подавление в микроокружении [21]. На-
пример, таргетирование R175H/A*02:01-антителами 
с двойной специфичностью к опухолевому антигену 
и  комплексу TCR-CD3 эффективно активировало  
Т-клетки для лизиса раковых клеток. На этом фоне 
начаты ранние клинические исследования TCR-T-те-
рапии против R175H/A2. Выявлено, что неоэпитопы 
WT-p53 могут служить лекарственными мишенями, 
обладающими высокой специфичностью по отноше-
нию к опухоли [42]. Другим примером таких подходов 
является применение вакцины NT-175, которая пред-
ставляет собой аутологичные Т-клетки с выключени-
ем эндогенного TCR и гена β-рецептора трансформи-
рующего фактора роста типа 2 (TGFBR2) с  доба- 
влением TCR, распознающего R175H-p53 (в комплек-
се с HLA-A*02:01). В ходе этого клинического исследо-
вания (NCT05877599, I фаза), начатого в 2023 г., будут 
оценены безопасность и предварительная противоопу-
холевая активность NT-175 [46, 47].

Заключение
На основании данных клинических исследований 

можно сделать вывод, что WT-p53 остается иммуно-
генной и безопасной мишенью, но не самодостаточ-
ной для достижения устойчивого клинического эф-
фекта у  предлеченных пациентов. Определены 
механизмы, ограничивающие эффективность имму-
нотерапии, нацеленной на WT-p53: центральная толе-
рантность к эпитопам дикого типа, невысокая и вари-
абельная плотность комплекса «p53-пептид–HLA»,  
нарушения процессинга антигенов, HLA-зависимость 
распознавания, иммуносупрессивная опухолевая ми-
кросреда. Эти факторы объясняют невысокую эффек-
тивность монотерапевтических вакцин при устойчи-
вой иммуногенности.

Будущее, вероятно, за индивидуализированными 
вакцинами, содержащими WT-p53, и за их комбина-
цией с модифицированными клеточными терапевти-
ческими технологиями (применение DC, CAR, TCR 
и др.), в том числе с ингибиторами контрольных точек 
иммунитета и другими модификаторами опухолевого 
иммунного микроокружения.
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Локальный и системный иммунные профили  
при злокачественных новообразованиях

С.А. Кулева1, 2, О.Е. Савельева2, И.А. Балдуева1, К.М. Борокшинова1, Е.А. Михайлова1, Т.Л. Нехаева1,  
А.А. Кулева1, Е.М. Сенчуров1, 2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава России; Россия, 
197758 Санкт-Петербург, п. Песочный, ул. Ленинградская, 68; 
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194100 Санкт-Петербург, ул. Литовская, 2

К о н т а к т ы :	 Светлана Александровна Кулева Kulevadoc@yandex.ru

Иммунная система способна уничтожать опухоли, однако прогрессия злокачественного процесса свидетельствует 
о нарушении этого механизма. Анализ данных литературы о прогностическом эффекте различных Т-субпопуляций 
микроокружения опухоли показывает, что цитотоксические CD8+-Т-клетки и Т-клетки памяти, ассоциированные  
с типом Th1 иммунной реакции, коррелируют с благоприятным клиническим течением при большинстве изученных 
типах рака. Однако прогностическая ценность популяций Th2-, Th17- и Treg-клеток противоречива и варьирует  
в зависимости от типа и стадии злокачественного новообразования. В целом эти результаты убедительно свиде-
тельствуют о том, что поведение опухоли следует рассматривать как результат баланса между инвазивным опухо-
левым процессом и скоординированной иммунной реакцией макроорганизма. У детей микроокружение солидных 
опухолей неоднородно, динамично и отличается от микроокружения неоплазий, встречающихся у взрослых.  
В связи с низкой мутационной нагрузкой опухолей для пациентов детского возраста характерен ограниченный 
набор неоантигенов, которые могли бы быть распознаны, а в опухолевом окружении представлено небольшое ко-
личество инфильтрирующих Т-клеток. Традиционная биопсия не всегда отражает гетерогенность опухоли, поэтому 
важно выполнять анализ периферической крови. Биомаркеры в крови позволяют проводить повторную оценку  
в разные моменты времени, они доступны, их забор менее инвазивен. Кроме того, эти биомаркеры могут предоста-
вить больше информации об иммунном статусе и оказать помощь в оценке потенциала пациента для развития эф-
фективного иммунитета против опухоли. Однако стоит учитывать, что в силу ряда причин при выходе клеток  
из опухоли в кровоток происходит изменение их фенотипа и биологических свойств, поэтому анализ циркулирую-
щих клеток является лишь вспомогательным инструментом.
В обзоре представлен современный взгляд на иммунологический ландшафт злокачественных опухолей со сложной 
сетью различных клеточных популяций и взаимодействий между ними.

Ключевые слова: иммунный статус, иммуномониторинг, злокачественные новообразования, опухолевое микро
окружение, системный иммунный ответ, иммунные клетки
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The immune system is able to destroy tumors, but the progression of the malignant process indicates a violation of this 
mechanism. Analysis of literature data on the prognostic effect of different microenvironment T subpopulations shows 
that cytotoxic CD8+-T cells and memory T cells associated with Th1-type immune response correlate with good clinical 
course in most cancer types studied. On the other hand, the prognostic value of Th2, Th17 or Treg cell populations  
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is inconsistent and varies depending on the type and stage of malignancy. Overall, these results strongly suggest that 
tumor behavior should now be viewed as the result of a balance between an invasive tumor process and a coordinated 
macroorganism immune response. In children, the microenvironment of solid tumors is heterogeneous, dynamic,  
and distinct from the microenvironment of neoplasias found in adults. Due to the low mutation burden, tumors in children 
have a limited set of neoantigens that could be recognized, and a small number of infiltrating T cells are represented  
in their tumor environment. Traditional biopsy does not always reflect tumor heterogeneity, so the focus shifts  
to peripheral blood testing. Biomarkers in the blood allow reassessment at different time points, they are readily available 
and their sampling is less invasive for patients. In addition, they can provide more information on immune status  
and assist in assessing a patient’s potential to develop effective immunity against a tumor. The article presents a modern 
view of immunological landscape of malignant tumors with a complex network of various cell populations and interactions 
between them.

Keywords: immune status, immunomonitoring, malignant neoplasms, tumor microenvironment, systemic immune response, 
immune cells
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Введение
Иммунный ответ представляет собой динамичное 

взаимодействие специализированных клеточных по-
пуляций, которые координируют свои действия путем 
непосредственного контакта и паракринной/эндо-
кринной сигнализации, опосредованной цитокинами 
и другими растворимыми медиаторами.

Прогрессирование опухоли и ее молекулярные ха-
рактеристики оказывают различное влияние на основ-
ные субпопуляции иммунных клеток. И наоборот, 
различные соотношения субпопуляций иммунных 
клеток и их поляризация или состояния активации 
могут по-разному влиять на прогрессию опухоли, ее 
ответ на терапию и выживаемость пациента. 

Цель работы – рассмотреть особенности систем-
ной и местной иммунной среды при различных видах 
злокачественных опухолей.

Характеристика неопластических клеток
До конца XX в. доминировала клеточная теория 

происхождения рака, известная как теория соматиче-
ских мутаций, согласно которой опухоль – это клеточ-
ная патология, вызванная повреждением ДНК. Вслед-
ствие такой «клеточно-ориентированной» модели, 
опухолевые клетки автономны и функционируют не-
зависимо от своего микроокружения [1]. Со временем 
достижения в области молекулярной биологии опухо-
лей позволили выявить недостатки данной модели [2]. 
Действительно, чрезвычайная сложность генома, раз-
нообразие и огромное количество геномных измене-
ний, наблюдаемых в клетках, а также нестабильность 
генома препятствуют созданию унифицированной, 
структурированной теории канцерогенеза [3].

В 2000 г. D. Hanahan и R. A. Weinberg предложили 
модифицировать «клеточно-ориентированную» мо-
дель [4]. Определены 6 приобретенных фенотипиче-
ских поведенческих черт (отличительных признаков) 
злокачественной опухоли, вторичных по отношению 

к  геномным изменениям. В 2011 г. к ним добавлены 
функции перепрограммирования энергетического мета-
болизма (эффект Варбурга) и ускользания от иммун-
ного надзора [5]. На  смену парадигмы клеточной 
структуры пришло представление, согласно которому 
микроокружение является основным связующим зве-
ном между опухолевыми клетками и иммунной систе-
мой и влияет на развитие рака [6].

Естественное развитие опухоли зависит от ее вза-
имодействия с защитными механизмами организма. 
Идея о том, что иммунная система может распознавать 
и устранять развивающиеся опухоли, постулируется 
уже более ста лет [7]. Эта концепция, получившая на-
звание «иммунный надзор за раком», в настоящее вре-
мя доказана данными исследований с использованием 
клеточных культур и животных моделей [8, 9]. Позже 
эта концепция интегрирована в теорию иммунного 
редактирования рака, которая учитывает взаимодей-
ствие опухоли и иммунных клеток [10]. Если опухоль 
полностью не удается элиминировать из организма, 
наступает временное состояние равновесия. Селек-
тивное давление, оказываемое иммунными клетками, 
вызывает отбор вариантов опухолевых клеток, 
что способствует установлению фазы побега. Во время 
этой фазы иммунная система больше не  способна 
сдерживать рост опухоли, что приводит к развитию 
клинически обнаруживаемых злокачественных обра-
зований [11].

На принципах иммунного редактирования на сегод-
няшний день строится новая терапевтическая стратегия, 
предполагающая разработку комплекса прецизионных 
терапевтических вмешательств, адаптированных к спе-
цифике каждой фазы иммунного редактирования 
(контриммуноредактирующая терапия). Целью данных 
вмешательств является активное противодействие фа-
зовому переходу из фазы элиминации в фазу побега 
или инверсия процесса иммунного редактирования. 
Вследствие этого опухоли, находящиеся в фазе побега, 
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переходят в фазу равновесия или элиминации, что по-
зволяет осуществить целенаправленное терапевтиче-
ское воздействие.

Микроокружение опухоли
Микроокружение опухоли представлено сложной 

экосистемой, включающей клеточный (стромальные, 
эпителиальные, нейроэндокринные, иммунные клет-
ки), молекулярный (сигнальные молекулы) и сосуди-
стый компоненты. Эти компоненты гетерогенны и ди-
намичны, взаимодействуют друг с другом напрямую 
посредством межклеточного контакта или через секре-
тируемые молекулы [5]. Микроокружение опухоли 
влияет на  пролиферативную активность ее клеток 
и их резистентность к апоптозу, а также на интенсив-
ность процессов ангиогенеза, воспаления, инвазии 
и метастазирования, способствующих развитию ново-
образования. Это открывает новые возможности 
для противоопухолевой терапии, которая может быть 
нацелена на  элементы микроокружения опухоли 
или их сигнальные пути. Существует значительное те-
рапевтическое преимущество в воздействии на микро-
окружение опухоли по сравнению с прямым воздей-
ствием на опухолевые клетки, поскольку они склонны 
к лекарственной устойчивости из-за нестабильности 
их генома, в то время как неопухолевые клетки в ми-
кроокружении генетически более стабильны и уязви-
мы для препаратов [12].

Иммунный компонент микроокружения опухоли. 
Важным компонентом опухолевого микроокружения 
являются иммунные клетки: гранулоциты, лимфоци-
ты и макрофаги. Они участвуют в различных иммун-
ных процессах, включая воспалительные реакции, 
запускаемые опухолью для обеспечения собственного 
выживания.

Макрофаги. Наиболее распространенным типом 
иммунных клеток в опухолевом микроокружении яв-
ляются макрофаги. Они играют двойственную роль, 
участвуя в различных анти- и проонкогенных процес-
сах. Их  фундаментальная особенность – высокие 
адаптивность и пластичность, проявляющаяся в двух 
основных формах: фенотипах M1 и M2. Фенотип ма-
крофагов определяется получаемыми паракринными 
сигналами, а также характеристиками опухолевого 
микроокружения, включая тип ткани и стадию разви-
тия опухоли [13].

Макрофаги 2-го типа составляют до 45 % лейкоци-
тов, инфильтрирующих опухоль. Они дифференциру-
ются в ответ на стимуляцию интерлейкинами (IL) 4, 
IL-10, IL-13, а также стероидными гормонами. Кроме 
того, ангиокринное воздействие IL-6 способствует 
альтернативной поляризации макрофагов и сдвигу 
в сторону M2-клеток. В отличие от моноцитарных 
клеток 1-го типа, стимулируемых интерфероном γ 
(IFNγ), которые продуцируют фактор некроза опухо-
ли α (TNF-α), IL-12, оксид азота (NO) и активные 
формы кислорода и проявляют противоопухолевый 

эффект за счет как прямой цитотоксичности, так и ак-
тивации Th1-иммунного ответа, M2-макрофаги, на-
против, потенцируют прогрессирование опухоли. Они 
синтезируют цитокины IL-1β, -6, -8, металлопротеи-
назы и фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), а так-
же способствуют переключению с цитотоксического 
(Th1) иммунного ответа на гуморальный (Th2). Обо-
гащение лейкоцитарной популяции, инфильтрирую-
щей опухоль, данным типом клеток ассоциировано 
с высоким риском развития рецидива и низкой общей 
выживаемостью больных. Напротив, присутствие 
IFNγ-положительных клеток в инфильтрате приводит 
к усилению экспрессии лиганда 10 хемокина мотива 
C-X-C (CXCL10) клетками микроокружения опухоли, 
индукции спонтанного T-клеточного ответа и увели-
чению выживаемости [14].

Макрофаги выполняют разнообразные функции, 
которые связаны с развитием и прогрессированием 
рака. Так, они участвуют в интравазации опухолевых 
клеток и могут подавлять противоопухолевые иммун-
ные механизмы [15]. Получено много данных, свиде-
тельствующих о том, что макрофаги могут способство-
вать диссеминированию циркулирующих опухолевых 
клеток, например в легкие, что может привести к раз-
витию метастазов. Результаты многих исследований 
демонстрируют, что  макрофаги, ассоциированные 
с опухолью, могут усиливать, опосредовать или про-
тиводействовать противоопухолевой активности об-
лучения, цитотоксических агентов и  ингибиторов 
контрольных точек [15].

Макрофаги M2 индуцируются противовоспали-
тельными стимулами, например колониестимулиру-
ющим фактором 1, IL-4, -13 и -10. Этот подтип клеток 
вырабатывает такие противовоспалительные цито-
кины, как IL-10, глюкокортикоиды, TLR-ассоцииро-
ванные лиганды (TLR – Toll-подобный рецептор) 
и трансформирующий фактор роста β (TGF-β), кото-
рые связаны с их различными функциями [16]. Из-
вестно, что они способны привлекать нейтрофилы 
и Th2-клетки, выделяя хемокин CCL17/18, который 
играет большую роль в гомеостазе [17]. Кроме того, 
данные клетки могут участвовать в фагоцитарной ак-
тивности и способствовать ангиогенезу, восстановле-
нию и ремоделированию тканей [18]. В свою очередь, 
условия, создаваемые макрофагами M1, могут также 
подготовить идеальную среду для провоспалительно-
го микроокружения и тем самым потенциально ока-
зать проопухолевое воздействие, как, например, 
при протоковой аденокарциноме поджелудочной же-
лезы [19]. Кроме того, они способствуют росту опухо-
ли и  метастазированию, вырабатывая матриксные 
металлопротеиназы, которые разрушают внеклеточ-
ный матрикс, облегчая инвазию раковых клеток, и ан-
гиогенезу за счет выработки VEGF [20, 21].

Пластичность макрофагов во многом обеспечива-
ется передачей сигналов от микроокружения ткани 
к ядерным компартментам этих клеток через мембран-
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ные рецепторы и различные сигнальные пути, которые 
в совокупности приводят к перепрограммированию экс-
прессии генов в макрофагах [22]. В конечном счете это 
определяет фенотипические свойства макрофагов.

Клеточный паттерн иммунной системы. Несмотря 
на феномен ускользания от иммунной системы, со-
лидные опухоли обычно инфильтрируются клетками 
врожденного (врожденные лимфоидные клетки, есте-
ственные киллеры (NK-клетки), NK-Т-, γδ-Т-клетки, 
макрофаги, нейтрофилы, эозинофилы и тучные клет-
ки) и адаптивного (Т-, В-лимфоциты и антигенпре-
зентирующие клетки (АПК)) иммунитета. На протя-
жении более 30 лет в ходе различных исследований 
оценивались качество, плотность и функциональная 
ориентация Т-клеток, инфильтрирующих опухоль. 
В настоящее время накоплены данные, свидетельст-
вующие о положительной связи между плотностью 
внутриопухолевых лимфоцитарных инфильтратов 
в солидных образованиях и увеличением выживаемо-
сти пациентов [23].

Доказано также, что у иммунокомпрометирован-
ных пациентов сохраняется естественный противо-
опухолевый иммунный ответ, который работает про-
тив, казалось бы, нечувствительных к иммунной атаке 
опухолевых клеток. В ходе поиска механизмов, участ-
вующих в  дисфункции Т-клеток, выявлено, что их 
истощение, первоначально идентифицированное 
в CD8+-Т-клетках во время хронической инфекции (на-
пример, вирус иммунодефицита человека, гепатиты С и В), 
также происходит и при злокачественных опухолях [24]. 
На истощенных Т-клетках сверхэкспрессируются мно-
жественные ингибирующие рецепторы, включая рецеп-
тор программируемой клеточной гибели 1 (PD-1), ци-
тотоксический антиген Т-лимфоцитов 4 (CTLA-4) 
и др. [25]. Важно отметить, что антитела, нацеленные 
на эти ингибирующие молекулы контрольных точек 
и блокирующие их, уже показали свою эффективность 
в лечении солидных опухолей [26]. Эти методы тера-
пии положили начало новому, революционному на-
правлению таргетной иммунотерапии.

Результаты клинических исследований продемон-
стрировали возможность усиления функции эндоген-
ных противоопухолевых Т-клеточных ответов. Таким 
образом, CD8+-Т-клетки опухолевого микроокружения 
могут быть дисфункциональными не безвозвратно [27]. 
К сожалению, не всех пациентов можно излечить дан-
ными методами, поэтому необходимо определить про-
гностические маркеры эффективности стратегий имму-
нотерапии блокаторами контрольных иммунных точек. 
Глубокий анализ микроокружения, направленный 
на оценку опухолевого иммунного инфильтрата (типа, 
плотности, распределения в опухоли и статуса актива-
ции фенотипа), может стать главным тестом, коррели-
рующим с клиническим ответом на терапию.

Влияние иммунного компонента микроокружения опу-
холи на выживаемость пациентов. В 1931 г. W. C. MacCarty 
с помощью гистологического анализа срезов рака тол-

стой кишки, окрашенных гематоксилином и эозином, 
обнаружил, что сильный внутриопухолевый иммунный 
инфильтрат имеет положительную корреляцию с пока-
зателем выживаемости пациентов [28]. Это новаторское 
наблюдение позже было подтверждено не  только 
при колоректальном раке [29, 30], но и при меланоме 
[31, 32], раке молочной железы [33] и других видах не-
оплазий. В 1986 г. J. R. Jass впервые продемонстрировал, 
что высокая плотность лимфоцитов, оцененная на ги-
стологических срезах в  инвазивном крае опухолей 
прямой кишки, является единственным показателем, 
который должен учитываться в многомерной прогно-
стической модели наряду с классификацией Tumor, 
Nodus and Metastasis [34]. Данное наблюдение имело 
первостепенное значение, поскольку оно показало, 
что адаптивная иммунная реакция in situ является кри-
тической переменной, влияющей на общую выжива-
емость независимо от распространения опухоли. Это 
ставит под сомнение наше понимание естественной 
истории развития рака.

Последующая идентификация специфических 
маркеров и транскрипционных профилей позволила 
количественно оценить иммунные субпопуляции 
и определить их функциональную направленность. 
Для большинства солидных опухолей (злокачествен-
ные опухоли яичников [35], головы и шеи [36, 37], мо-
чевого пузыря [38], молочной железы [39], печени [40], 
предстательной железы [41, 42], меланомы [43], лег-
кого [44, 45], пищевода [46], толстой кишки [47–49]) 
продемонстрировано, что присутствие Т-клеток, экс-
прессирующих CD3 с CD8 или CD4, и CD45RO-поло-
жительных Т-клеток памяти связано с благоприятным 
прогнозом. Тем не менее получены противоречивые 
результаты при светлоклеточном почечно-клеточном 
раке [50, 51, 41], лимфоме Ходжкина и увеальной ме-
ланоме [52].

Th1-тип иммунных реакций. Th1-клетки играют 
ключевую роль в противоопухолевом ответе, связывая 
врожденную и адаптивную иммунные системы [53]. 
Эти клетки способствуют увеличению опухолеспеци-
фичных CD8+-цитотоксических Т-клеток, индуциро-
ванных путем перекрестной презентации антигенных 
опухолевых пептидов на молекулах главного комплек-
са гистосовместимости (MHC) класса I, представлен-
ных дендритными клетками (ДК) [54, 55]. Результаты 
исследований показали, что цитокин Th1-профиля 
IFNγ обладает антипролиферативным и/или проапо
птотическим действием на опухолевые клетки [56, 57] 
и способностью повышать иммуногенность опухоле-
вых клеток за счет активации компонентов процес-
синга и презентации антигена MHC класса I [58, 59]. 
Кроме того, IFNγ может приводить к стимулированию 
продукции макрофагами NO и супероксидного анио-
на [60, 61], а NK-клетки, активированные IFNγ, – 
элиминировать опухолевые клетки [62].

Транскриптомный анализ образцов колоректаль-
ного рака подтвердил наличие сильной связи между 
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инфильтрирующим профилем опухоли, цитотоксиче-
ским и Th1-профилем иммунных клеток. Среди бел-
ков Th1-кластера отмечены фактор транскрипции  
T-bet (TBX21), регуляторный фактор IFN1 (IRF1) 
и сигнальный преобразователь и активатор транскрип-
ции 1 (STAT1), цитокины IFNγ (IFN G) и IL12 (IL12), 
среди белков инфильтрирующего профиля – хемоки-
ны (CXCL9, CXCL10, CCL5, CX3CL1 и CCL2), моле-
кулы адгезии ICAM1, MADCAM1 и VCAM1, среди 
протеаз цитотоксического профиля – гранзимы 
(GZMs – granzymes), перфорин 1 (PRF1 – perforin-1) 
и  гранулизин (GNLY – granulysin) [63, 64]. Таким 
образом, локальное присутствие IL-12 и IFNγ, хемо-
аттрактантов и молекул адгезии может привлекать 
в опухоль Т-клетки с профилями Th1, цитотоксиче-
ские клетки и клетки памяти.

Выявлено, что генные сигнатуры Th1-профиля 
коррелируют с благоприятным прогнозом при коло-
ректальном раке [55–67], а также при злокачествен-
ных опухолях молочной железы [68, 69], яичников [70] 
и меланоме [71]. Эти наблюдения согласуются с ре-
зультатами многих исследований на мышиных моде-
лях, показывающих, что дефицит генов, участвующих 
в Th1-типе иммунного ответа (например, IFNγ, IFNγR 
и IL12), увеличивает частоту спонтанных или канце-
роген-индуцированных опухолей [72].

Th2-тип иммунных реакций. Данные о  влиянии 
Th2-типа иммунных реакций на развитие злокачест-
венных опухолей до сих пор противоречивы. Такие 
составляющие Th2-иммунитета, как Th2-цитокины 
(IL-4 и IL-13) и В-клетки, могут оказывать двойствен-
ное, разнонаправленное воздействие на прогрессиро-
вание опухоли [73–75]. Кроме того, выявлено, что эози-
нофилы уменьшают рост опухоли и  инициируют 
противоопухолевую активность [76], а иммуносупрес-
сивный цитокин IL-10 традиционно считается спо-
собствующим росту опухоли [77, 78]. Прогноз иммун-
ной дифференцировки по  Th2-типу при  раке 
яичников [79], поджелудочной железы [80] и желудка 
[81] оценивался в ходе некоторых исследований, ре-
зультаты которых также оказались противоречивыми. 
Th2-реакция связана с плохим прогнозом, и, наобо-
рот, при раке молочной железы [82] и фолликулярной 
лимфоме или лимфоме Ходжкина [83] существует по-
ложительная связь между иммунным инфильтратом 
Th2 и высокими показателями выживаемости. Нако-
нец, при колоректальном раке генная сигнатура Th2 
не коррелировала с клиническим исходом [84].

Th17-клетки. Клетки Th17 в настоящее время при-
знаны независимой от  Th1 и  Th2 субпопуляцией  
Т-клеток [85, 86]. Th17-клетки, продуцирующие IL-17 
и IFNγ, вызывают воспаление и, следовательно, могут 
способствовать росту опухолевых клеток [87]. Они об-
наружены в нескольких опухолях, но прогностическое 
значение, связанное с этим инфильтратом, варьирует 
в зависимости от типа рака. Например, клетки Th17 

связаны с неблагоприятным прогнозом при колорек-
тальной карциноме [88], раке легкого [89], гепатоцел-
люлярной карциноме [90] и  раке яичников [91], 
а при раке пищевода [92], наоборот, – с хорошим про-
гнозом. В целом выраженная внутриопухолевая ин-
фильтрация Th17-клетками ассоциирована с  более 
медленным прогрессированием рака предстательной 
железы [93], в то время как при гормонально-рези-
стентной форме данного типа рака наблюдался про-
тивоположный эффект [94]. Эти противоречивые ре-
зультаты могут быть связаны с  пластичностью 
Th17-клеток: они могут обладать способностью ре-
дифференцироваться в супрессивные Treg-клетки (ре-
гуляторные Т-лимфоциты) или в качестве альтерна-
тивы – в Th1-подобные провоспалительные клетки, 
которые могут активировать цитотоксические иммун-
ные эффекторы [95, 96].

Т-регуляторные клетки. Четвертой основной субпо-
пуляцией CD4+-Т-клеток являются Тreg-клетки [97]. 
Они могут подавлять функцию эффекторных Т-клеток 
и АПК путем либо межклеточного взаимодействия, ли-
бо высвобождения TGF-β и IL-10 – двух супрессивных 
цитокинов [98]. Прогностическое значение плотности 
Тreg-клеток в опухоли до сих пор обсуждается. В работе 
T. J. Curiel и соавт. отмечена положительная корреляция 
присутствия большого количества FoxP3+-клеток в асци-
те карциномы яичников со степенью распространения 
опухоли и снижением выживаемости [99]. Это отрица-
тельное прогностическое значение также зарегистри-
ровано при  других солидных опухолях, например 
при раке поджелудочной железы [100], печени [101] 
и молочной железы [102]. На основании этих результа-
тов выдвинута гипотеза о том, что присутствие естест-
венных или индуцированных Тreg-клеток в микроокру-
жении может быть основным механизмом ускользания 
опухоли от цитотоксического иммунного ответа.

Благоприятный прогноз, связанный с высокой 
плотностью внутриопухолевых клеток FoxP3+, отме-
чен при фолликулярных лимфомах и лимфоме Ходж-
кина [103, 104], раке головы и шеи [105] и колорек-
тальном раке [106–108]. Необходимы дополнительные 
исследования, поскольку фенотипические и функци-
ональные маркеры, используемые в настоящее время 
для идентификации Тreg-клеток, не являются полно-
стью специфичными [109, 110].

Анализ данных литературы, посвященной прогно-
стическому эффекту различных Т-субпопуляций, пока-
зывает, что цитотоксические CD8+-Т-клетки и Т-клетки 
памяти, ассоциированные с Th1-типом иммунной реак-
ции, коррелируют с хорошим клиническим течением 
при большинстве изученных типов рака [111]. Однако 
прогностическая ценность популяций Th2-, Th17- 
или Treg-клеток противоречива и варьирует в зависимо-
сти от типа и стадии злокачественного процесса [112].

В  целом результаты исследований убедительно 
свидетельствуют о том, что поведение опухоли зависит 
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от баланса между инвазивным опухолевым процессом 
и скоординированной иммунной реакцией макроор-
ганизма.

Опухолевое микроокружение у детей. У детей ми-
кроокружение солидных опухолей неоднородно, ди-
намично и отличается от микроокружения неоплазий, 
встречающихся у взрослых. Успехов в применении 
таргетной иммунотерапии у пациентов детского воз-
раста достичь не удалось, что связано с орфанностью 
заболеваний. Объединение различных исследователь-
ских групп также не привело к разработке новых ме-
тодов лечения и инициации рандомизированных кли-
нических исследований. Одной из  особенностей 
опухолей у детей является низкая мутационная нагруз-
ка. Это влияет на этиопатогенез и особенности опухо-
левого микроокружения. У детей опухоли возникают 
из клеток-предшественников несамообновляющихся 
тканей (эмбриональных и фетальных), которые харак-
теризуются небольшим количеством мутаций. Таким 
образом, геномные изменения и механизмы развития 
опухолей у детей и взрослых различны и нередко об-
условлены не накоплением соматических генных мута-
ций, а эпигенетической дизрегуляцией транскрипции 
генов [113]. У детей часто наблюдаются уникальные 
генетические мутации, которые не встречаются во взро-
слой когорте [114].

В связи с низкой мутационной нагрузкой опухоли 
у детей имеют ограниченный набор неоантигенов, ко-
торые могли  бы быть распознаны, а  в  опухолевом 
окружении содержится малое количество инфильтри-
рующих Т-клеток. Следовательно, применение инги-
биторов контрольных точек иммунного ответа у паци-
ентов детского возраста не всегда оправданно. Эти два 
обстоятельства обусловлены «холодной» (неиммуно-
генной) характеристикой опухоли у детей, что услож-
няет подбор таргетной терапии. Одним из способов 
преодоления такой ситуации может быть комбиниро-
вание различных стратегий и/или воздействие на дру-
гие компоненты микроокружения для снижения ее 
иммуносупрессивных и проопухолевых эффектов.

Анализ инфильтрации глиом у детей иммунными 
клетками показал, что миелоидные клетки являются 
основными компонентами опухолевого микроокру-
жения, кроме того, глиомы низкой степени злока
чественности содержат больше CD8+-Т-клеток 
и CD45+-лейкоцитов, чем глиомы высокой степени 
злокачественности [115]. В то время как количество 
ассоциированных с опухолью CD68+-макрофагов со-
поставимо между подгруппами, в диффузных средин-
ных глиомах наблюдается наименьшее количество 
инфильтрирующих CD8+-Т-клеток и CD163+-макро-
фагов, что способствует формированию иммуносу-
прессивного фенотипа [116].

Высокая инфильтрация микроокружения эпенди-
мом у детей CD3+- и CD8+-Т-клетками коррелирует 
с увеличением выживаемости без прогрессирования, 
в то время как повышение содержания регуляторных 

FoxP3+-Т-клеток и CD68+-макрофагов влияет на этот 
показатель отрицательно [117].

A. M. Griesinger и соавт. показали различия в ин-
фильтрации иммунными клетками и степени иммуно-
супрессии в образцах пилоцитарной астроцитомы, 
эпендимомы, глиомы высокой степени злокачествен-
ности и медуллобластомы. По сравнению с глиомой 
и  медуллобластомой пилоцитарные астроцитомы 
и эпендимомы имели значительную миелоидную (ха-
рактеризующуюся как CD45+CD11b+) и лимфоцитар-
ную инфильтрацию [118]. Толерантность микроокру-
жения к иммунотерапии доказывал низкий уровень 
экспрессии PD-1 на инфильтрирующих иммунных 
клетках. В целом большинство опухолей головного 
мозга являются «холодными» с иммунологической 
точки зрения, характеризуются высоким содержанием 
миелоидных сигнатур и незначительной инфильтра-
цией Т-клетками. Однако некоторые авторы выявили 
наличие воспаления в определенных подтипах ново-
образований; в таких ситуациях показано применение 
ингибиторов иммунных контрольных точек [119].

В ходе систематического анализа данных РНК-сек-
венирования (TARGET) установлено, что количество 
CD8+-, Тh17-, NKT-клеток, Treg и АПК было значимо 
выше в микроокружении нейробластомы группы высо-
кого риска без амплификации MYCN по сравнению 
с группой с амплификацией MYCN (p <0,05). Кроме того, 
Т-хелперы показали значимую положительную связь 
с выживаемостью пациентов с нейробластомой группы 
высокого риска без амплификации MYCN [120]. Экс-
прессия CTLA-4 обнаружена как в опухолевых клетках 
нейробластомы, так и в иммунных клетках опухолевого 
микроокружения. Результаты исследования B. H. Kushner 
и  соавт. показали, что  высокие уровни экспрессии 
CTLA-4 связаны с худшим прогнозом [121].

В остеосаркоме, как правило, для инфильтрирую-
щих иммунных клеток характерен иммуноактивный 
фенотип [122]. Высокие уровни АПК, нейтрофилов, 
макрофагов и моноцитов связаны с хорошим прогно-
зом, в  то  время как  большое содержание B-клеток  
и γδ-Т-лимфоцитов ассоциировано с худшими показа-
телями выживаемости [123]. В отличие от остеосаркомы 
наиболее распространенными клетками в микроокру-
жении саркомы Юинга являются иммуносупрессивные 
макрофаги М2-типа [124]. P. Hingorani и соавт. изучили 
иммунную популяцию, присутствующую в кровотоке 
у детей с остеосаркомой и саркомой Юинга, и об- 
наружили повышенную экспрессию CTLA-4 как 
в CD4+-, так и в CD8+-Т-клетках, а также популяцию 
CD14(+)HLA-DR(lo/neg) иммуносупрессивных моно-
цитов, количество которых коррелировало с прогрес-
сированием заболевания [125]. Авторы подчеркивают, 
что в ткани остеосаркомы повышена инфильтрация мо-
ноцитами CD14+, но значительно снижена инфильтрация 
Т-клетками по сравнению с саркомой Юинга [125].

Анализ иммунных инфильтратов в  опухоли 
Вильмса показал, что CD8+- и CD4+-Т-клетки нахо-
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дятся в состоянии активации [126], при этом наличие 
активированных CD8+-Т-клеток коррелирует с поло-
жительным исходом [127]. Высокая плотность имму-
носупрессивных клеток (например, Treg и плазмоци-
тоидных ДК) имела прямую положительную 
корреляцию с неблагоприятным морфологическим 
типом опухоли и низкой общей выживаемостью [128], 
а  присутствие иммуносупрессивных цитокинов, 
в частности TGF-β, связано с инвазией/метастазиро-
ванием и прогрессированием заболевания [129].

Микроокружение ретинобластомы содержит ряд 
иммунных клеток, например ДК, моноциты, макро-
фаги и Т-лимфоциты [130]. Сниженная пролиферация 
клеток этой опухоли связана с увеличением инфиль-
трации иммунными клетками [131]. P. Mao и соавт. 
на основе иммунных профилей выделили 2 иммуно-
логические подгруппы ретинобластомы, которые име-
ют различные клинические характеристики и профи-
ли экспрессии генов [132]. Авторы изучили различные 
паттерны метилирования ДНК в 2 подгруппах и вы
явили, что инфильтрация иммунными клетками свя-
зана с миграцией ретинобластомы и метастатическим 
прогрессированием [133]. Интегративный анализ 
транскриптома одиночных клеток и полноэкзомного 
секвенирования у пациентов с ретинобластомой по-
казал, что микроокружение при ретинобластоме со-
стоит из  опухолеассоциированных макрофагов, ас-
троцитоподобных клеток и раковых фибробластов 
[134]. Химиотерапия модифицировала микроокруже-
ние ретинобластомы, так как  было обнаружено, 
что она переориентирует микроокружение из анерги-
ческого в активное «горячее» состояние CD8+, PD-L1+ 
(PD-L1 – лиганд PD-1) [135].

Локальная модуляция иммунной системы харак-
терна и для гепатобластомы. Согласно данным J.-J. Guo 
и соавт., у детей с этой патологией в опухолевом микро-
окружении больше NK-клеток и высокоэкспресси-
рованных киллерных иммуноглобулиноподобных 
рецепторов, которые ингибируют цитотоксичность 
NK-клеток, что приводит к ускользанию опухолей из-
под иммунного надзора [135]. Taurine Up-Regulated 1 – 
онко-некодирующая РНК – опосредует инфильтрацию 
проопухолевыми иммуноцитами у пациентов с гепато-
бластомой, несущих мутацию в  гене CTNNB1 [136]. 
На иммунное микроокружение при гепатобластоме так-
же влияют метилирование и эпигенетические измене-
ния [137].

В связи с недостатком лейкоцитарных инфильтра-
тов в опухолевом микроокружении для модуляции 
иммунной системы можно использовать адоптивную 
клеточную терапию опухоленаправленными естест-
венными Т-клетками или генно-модифицированны-
ми опухолевыми клеточными продуктами. Эти новые 
терапевтические средства, эффективность которых 
доказана при злокачественных гематологических забо-
леваниях, также рассматриваются в качестве таргетных 
препаратов при солидных опухолях у детей [138].

Изучение состава микроокружения опухоли у де-
тей дает возможность предложить конкретные подхо-
ды к  модуляции иммуносупрессивной опухолевой 
среды и обеспечить рациональную основу для различ-
ных ассоциаций биологических терапевтических аген-
тов, а также их комбинации с традиционными проти-
воопухолевыми методами лечения.

Иммуномониторинг  
периферической крови
Биопсия опухолевой ткани является инвазивным 

методом, не способна дать полную характеристику 
пространственной гетерогенности опухоли, а также 
затрудняет отслеживание эффективности лечения. 
В последние годы обнаружено, что результативность 
иммунотерапии рака может быть определена с помо-
щью всестороннего анализа системных иммунных 
событий в субпопуляциях иммунных клеток перифе-
рической крови. Циркулирующие биомаркеры рас-
сматриваются как привлекательная альтернатива тка-
невым биомаркерам. Эти биомаркеры можно 
оценивать в разные моменты времени, они легкодо-
ступны, их забор менее инвазивен. Кроме того, такие 
биомаркеры могут предоставить больше информации 
об иммунном статусе и оказать помощь в оценке по-
тенциала пациента для развития эффективного имму-
нитета против опухоли. Однако стоит учитывать, 
что в силу ряда причин при выходе клеток из опухоли 
в кровоток происходит изменение их фенотипа и био
логических свойств. Это делает анализ циркулирую-
щих клеток лишь вспомогательным инструментом.

Для оценки воздействия иммунотерапии на иммун-
ную систему пациента используется иммуномонито-
ринг, который при грамотной расшифровке его резуль-
татов помогает выявить дополнительные клинические 
и лабораторные биомаркеры, связанные с эффектив-
ностью лечения. Кроме того, эти исследования могут 
ускорить разработку иммунотерапевтических средств, 
предоставляя информацию о сложных взаимодействи-
ях опухоли и ее микроокружения, иммунной системы 
и иммунологических вмешательств.

Использование первоначальных методов иммуно-
мониторинга было направлено на оценку пролифера-
ции лимфоцитов ex vivo и функций цитотоксических 
Т-лимфоцитов in vitro, эффективно характеризующих 
объемные иммунные реакции. Однако эти анализы 
не смогли выделить вовлеченные иммунные популя-
ции. Последующие поколения исследований оцени-
вали частоту антигенспецифических Т-клеток и про-
дукцию цитокинов ex vivo. Самые последние методы 
иммуномониторинга учитывают как  особенности 
фенотипа иммунных клеток, так и их функциональ-
ные свойства, что увеличивает роль различных кле-
точных фенотипов в иммунотерапии злокачествен-
ной опухоли.

Основные цели иммуномониторинга в исследова-
ниях иммунотерапии ЗНО – подтверждение предпола-
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гаемых иммунологических эффектов терапевтических 
вмешательств, определение воздействия иммунотера-
пии на популяции иммунных клеток, которые, как из-
вестно, участвуют в эффекторных и/или регуляторных 
противоопухолевых иммунных реакциях, выявление 
функциональных противоопухолевых реакций, вы
званных иммунотерапией, и исследование потенци-
альных биомаркеров клинической эффективности 
иммунотерапии. Однако в настоящее время не дока-
зано преимущество того или иного метода иммуномо-
ниторинга, который мог бы надежно предсказать ис-
ход заболевания. Вероятно, это следствие ограничений 
современных технологий и нашего опыта, что препят-
ствует всестороннему отображению взаимодействий 
между опухолью, ее микроокружением и иммунной 
системой. Несмотря на названные трудности, имму-
номониторинг дает возможность анализа комплекс-
ного воздействия иммунотерапии на иммунную сис-
тему и способствует определению прогностического 
биомаркера [139].

Цитотоксические CD8+-Т-лимфоциты играют 
большую роль в уничтожении опухолевых клеток. На-
ивные CD8+-лимфоциты активируются антигенпрезен-
тирующими ДК и CD4+-Т-клеточной костимуляцией, 
а затем дифференцируются в антиген-специфические эф-
фекторные клетки с сильными цитотоксическими функ-
циями и способностью преобразоваться в CD8+-Т-клетки 
памяти, которые сохраняются в течение длительного 
периода времени, а затем после их повторной стимуля-
ции быстро пролиферируют и  дифференцируются 
во вторичные эффекторные клетки. NK-клетки явля-
ются компонентами врожденного иммунитета, кото-
рые участвуют в раннем контроле против опухоли, 
используя свои цитолитические функции и продук-
цию цитокинов, например IFNγ, усиливающего 
как адаптивный, так и врожденный иммунные ответы. 
Продукция IFNγ помогает формировать Т-клеточные 
ответы в лимфатических узлах путем прямого взаимо-
действия наивных Т-клеток и NK-клеток, мигрирую-
щих во вторичные лимфоидные структуры. NKT-клет-
ки экспрессируют как маркеры NK-клеток (CD16, 
CD56), так и Т-клеточные дифференцировочные ан-
тигены (CD3, CD4, CD8); они играют ключевую роль 
в регуляции иммунного ответа при опухолевых забо-
леваниях [140]. NKT-клетки экспрессируют и Т-кле-
точный рецептор, который участвует в распознавании 
липидных антигенов, связанных с молекулами MHC 
CD-1d. T-клеточный рецептор состоит из 2 гликопро-
теиновых цепей – α и β. Малочисленная популяция 
Т-клеток имеет на своей поверхности отдельный рецептор, 
образованный 2 цепями – γ и δ [141]. γδ-Т-лимфоциты 
продуцируют большое количество воспалительных 
цитокинов (TNF-α и IFNγ) и проявляют цитотоксич-
ность в отношении широкого спектра опухолевых кле-
ток [142].

Действие Treg-клеток направлено главным обра-
зом против Т-клеток и/или ДК [143]. Для супрессии 

иммунного ответа клетки Тreg секретируют цитокины 
TGF-β, IL-10, IFNγ, IL35, а  также экспрессируют 
на своей поверхности рецептор CTLA-4. Миелоидные 
клетки-супрессоры прямо коррелируют с прогрессиро-
ванием опухоли и через иммунные и неиммунные ме-
ханизмы способствуют ее росту и метастазированию. 
Они являются гетерогенной группой терминально не-
дифференцированных миелоидных клеток различного 
происхождения [144]. Их онкогенный потенциал зави-
сит от подавления как врожденных, так и адаптивных 
иммунных реакций, индукции окислительного стресса, 
высвобождения таких иммуносупрессивных факторов, 
как IL-10 и TGF-β, и продвижения иммуносупрессив-
ных регуляторных Т-клеток [145].

Методы иммуномониторинга. Среди методов оценки 
субпопуляционного состава клеток иммунной системы 
в качестве «золотого стандарта» рассматривают проточ-
ную цитометрию. С помощью данной технологии воз-
можна оценка основных популяций лимфоцитов 
(CD3+-T-клетки, CD4+-T-хелперы, CD8+-T-цитотоксиче-
ские лимфоциты, CD19/20+-B-клетки, CD16/56+-NK-клет-
ки), активационных маркеров (CD25, CD69, HLA-DR), 
маркеров истощения (PD-1, CTLA-4, TIM-3), внутри-
клеточных маркеров (цитокины – IFNγ, IL-2), фак
торов транскрипции (FoxP3 для T-регуляторных кле-
ток) [146].

Методы иммуногистохимического исследования 
и иммунофлуоресценции основаны на использовании 
меченых антител для визуализации специфических 
клеток или белков непосредственно в срезах тканей 
с целью анализа местонахождения, количества и вза-
иморасположения иммунных клеток в  опухолевом 
микроокружении [147].

К  функциональным методам относятся анализ 
пролиферации (измерение способности лимфоцитов 
делиться в ответ на стимуляцию митогеном или антиге-
ном), анализ цитотоксической активности (оценка спо-
собности цитотоксических T-лимфоцитов и NK-клеток 
уничтожать клетки-мишени), оценка цитокин-проду-
цирующей способности (стимуляция клеток in vitro по-
зволяет определить клетки, продуцирующие цитокины). 
Кроме того, можно определить фазу клеточного цикла 
и стадию апоптоза иммунных клеток [148].

К методам оценки гуморального иммунитета от-
носятся иммуноферментный анализ, иммунонефело-
метрия и иммунотурбидинметрия, которые использу-
ются для количественного определения концентрации 
специфических антител или общих иммуноглобулинов 
(IgG, IgA, IgM, IgE) в сыворотке крови [149]. Широко 
применяемой разновидностью иммуноферментного 
анализа является энзим-связывающий иммуноспот-
тинг (enzyme-linked immunosorbent spot, ELISPOT). Он 
представляет собой один из наиболее эффективных им-
мунологических и диагностических подходов для вы-
явления в  тканях человека редко встречающихся  
клеток, продуцирующих цитокины или  антитела, 
и определения их количества [150].

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%82%D0%BE%D0%BA%D0%B8%D0%BD
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D1%84%D0%BE%D1%80%D0%BC%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B9_%D1%80%D0%BE%D1%81%D1%82%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B9_%D1%84%D0%B0%D0%BA%D1%82%D0%BE%D1%80_%D0%B1%D0%B5%D1%82%D0%B0_(TGF-beta)
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%BB%D0%B5%D1%82%D0%BE%D1%87%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D1%80%D0%B5%D1%86%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%BE%D1%80
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Для анализа функции врожденного иммунитета 
проводится оценка фагоцитарной активности, экс-
прессии рецепторов врожденного иммунитета, кон-
центраций цито- и хемокинов, а также активности 
NK-клеток [151].

Интерпретация результатов иммуномониторинга 
в настоящее время затруднена в связи с недостаточно-
стью знаний о сложных взаимодействиях микроокруже-
ния опухоли и иммунной системы, отсутствием инфор-
мации о биомаркерах, которые могут быть суррогатными 
показателями общего состояния пациента и стандарти-
зации исследований. Интерпретация иммунологических 
результатов может меняться даже ретроспективно в ходе 
анализа данных литературы и накопления клинического 
опыта. В настоящее время предпринимаются попытки 
стандартизации интерпретации результатов. При опре-
делении важнейших показателей, влияющих на эффек-
тивность анализа, лабораториям предоставляется сво-
бода в  отношении применяемых ими протоколов, 
стандартизация же предписывает использование едино-
го оборудования или конкретных протоколов и реаген-
тов для обеспечения точности данных. Для методов 
ELISPOT и внутриклеточного окрашивания цитоки-
нами (intracellular cytokine staining, ICS), которые явля-
ются одними из наиболее часто используемых методов 
иммуномониторинга, существуют руководства, охваты-
вающие как стандартизацию, так и гармонизацию про-
цедур, а также рекомендации по минимальным показа-
телям отчетности.

Поскольку у пациентов регистрируются значи-
тельные различия в иммунологическом статусе, такие 
меры по снижению вариабельности результатов ана-
лиза важны для надлежащей оценки и интерпретации 
данных.

Методы иммуномониторинга обладают потенци-
алом для выяснения иммунологических механизмов 
противоопухолевой иммунотерапии, отслеживания 
прогрессирования заболевания и отбора потенциаль-
ных кандидатов на такое лечение. Хотя некоторые ме-
тоды продемонстрировали многообещающую корре-
ляцию с клиническим исходом, большинство из них 
на сегодняшний день не способны выявить прогности-
ческие маркеры. Обнадеживающие подходы к имму-
номониторингу направлены на выяснение специфич-
ных для пациента иммунных профилей, охватывающих 
множество фенотипических и функциональных аспек-
тов иммунной системы, которые могут лучше корре-
лировать с клиническими ответами на иммунотера-
пию. Тем не менее различия в системном и опухолевом 
микроокружении остаются значительным препятстви-
ем при интерпретации результатов.

В зависимости от механизма действия иммуноте-
рапевтического вмешательства методы мониторинга 
гуморального ответа (титры антител) могут быть пред-
почтительнее методов, оценивающих индукцию 
и функцию антигенспецифичных Т-клеток. Однако 

именно фенотипирование лимфоцитов является очень 
гибким методом, позволяющим оценить как эффек-
торные, так и регуляторные популяции иммунных 
клеток, которые влияют на реакцию пациента на им-
мунотерапию. С учетом развития иммуногенетики, 
вероятно, эти технологии вскоре будут использовать-
ся для изучения критериев отбора пациентов для кон-
кретных иммунотерапевтических вмешательств. Од-
нако в настоящее время наиболее целостный подход 
к мониторингу реакции больных на иммунотерапию 
включает анализ одновременно нескольких независи-
мых биомаркеров, которые в совокупности могут от-
ражать иммунный фенотип. Исследования прогности-
ческих биомаркеров иммунотерапии продолжаются, 
но уже сейчас мы видим значительные успехи в пони-
мании ее механизмов и  разработке инструментов 
для прогнозирования эффективности лечения. С уче-
том огромного разнообразия иммунных ответов и ре-
акций человека необходимы лонгитюдные исследова-
ния для  оценки иммунологических изменений, 
происходящих в ходе заболевания, лечения и динами-
ческого наблюдения. Кроме того, такие методы систем-
ного анализа, как масс-цитометрия, позволяют разли-
чать и анализировать все популяции иммунных клеток 
в образце крови с целью выявления скоординирован-
ных изменений во всех клеточных популяциях.

Заключение
Иммунная система способна бороться с опухоля-

ми, но их рост указывает на сбой в этом процессе. Ре-
зультаты исследований показывают, что наличие опре-
деленных Т-клеток (CD8+- и Th1-ассоциированных 
клеток памяти) в опухоли связано с лучшим прогно-
зом, тогда как роль других Т-клеток (Th2, Th17, Treg) 
менее определена и зависит от типа рака. Согласно 
этому развитие опухоли – результат взаимодействия 
ее агрессивности и иммунного ответа организма.

Из-за ограничений традиционной биопсии анализ 
биомаркеров в периферической крови становится все 
более актуальным. Он позволяет проводить повторные 
оценки, легко доступен и менее инвазивен, а также 
дает представление об иммунном статусе и способно-
сти пациента к развитию противоопухолевого имму-
нитета. Тем не менее важно помнить, что циркулиру-
ющие клетки могут изменять свои свойства вне 
опухоли, поэтому анализ крови является лишь вспо-
могательным инструментом.

Современные исследования в области иммуномо-
ниторинга сосредоточены на определении индивиду-
альной и комбинаторной прогностической ценности 
биомаркеров иммунного ответа. Однако, несмотря 
на все усилия, найти универсальный и надежный им-
мунный маркер для прогнозирования пока не удалось, 
а полученные данные часто противоречат друг другу. 
Причиной тому, вероятно, является огромное фено-
типическое и функциональное разнообразие иммун-
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ных клеток. Хотя учет и определенных маркеров, и по-
казателей иммунного ответа значительно повышает 

точность прогнозов, для подтверждения этого требу-
ются дальнейшие проспективные исследования.
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Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) является герпесвирусом человека 4-го типа, носительство которого характерно для 
большинства мирового населения. Доказана этиологическая роль ВЭБ в развитии различных лимфом, рака носо-
глотки, желудка и других злокачественных новообразований. Активно изучаются механизмы и участники ВЭБ- 
ассоциированного онкогенеза. В настоящем обзоре описывается молекулярно-генетическая вариативность ВЭБ, 
связанная с развитием онкологических заболеваний. Анализ литературы показал, что для этого вируса характерно 
высокое структурно-функциональное разнообразие нуклеотидных и аминокислотных последовательностей.  
На основе полиморфизма генов EBNA-1, EBNA-2, EBNA-LP, EBER, BZLF1, LMP-2A и LMP-1 выявлены различные мутации, 
типы и варианты генов ВЭБ, ассоциированные со злокачественной трансформацией и развитием различных типов 
рака.
Цель работы – обобщение и анализ данных литературы, посвященной изучению генетического разнообразия ВЭБ 
для перспективного развития методологии молекулярно-биологических исследований, а также разработке средств 
диагностики, специфической профилактики и терапии ВЭБ-ассоциированных онкологических заболеваний на ос-
нове продуктов генома вируса.

Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр, онкогенез, LMP-1, рак носоглотки, специфическая терапия вируса Эпштейна–
Барр

Для цитирования: Сахарнов Н.А., Уткин О.В., Дмитриев С.П. и др. Молекулярно-генетические факторы онкогенеза, 
ассоциированного с вирусом Эпштейна–Барр. Успехи молекулярной онкологии 2026;13(1):30–45. 
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2026-13-1-30-45

Molecular genetic factors of oncogenesis associated with the Epstein–Barr virus

N.A. Sakharnov1, O.V. Utkin1, S.P. Dmitriev2, E.N. Filatova1, S.V. Zinovev2, N.A. Suslov1, S.V. Gamayunov2

1Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Federal Service  
for the Oversight of Consumer Protection and Welfare; 71 Malaya Yamskaya St., Nizhny Novgorod 603950, Russia; 
2Research Institute of Clinical Oncology “Nizhny Novgorod Regional Clinical Oncology Dispensary”; 11/1 Delovaya St., Nizhny Novgorod 
603163, Russia

C o n t a c t s :	 Nikolay Aleksandrovich Sakharnov sakharnov_n@mail.ru

Epstein–Barr virus (EBV) is a human herpesvirus type 4, which is carried by the majority of the world’s population.  
Its etiologic role in the development of various lymphomas, nasopharyngeal cancer, gastric cancer, and other malignancies 
has been proven. The mechanisms and participants of EBV-associated oncogenesis are actively studied. This review 
describes the molecular genetic diversity of EBV associated with the development of cancer. A literature review revealed 
that EBV is characterized by high structural and functional diversity of nucleotide and amino acid sequences. Based  
on polymorphism of EBV genes EBNA-1, EBNA-2, EBNA-LP, EBER, BZLF1, LMP-2A and LMP-1, various mutations, types,  
and variants, associated with malignant transformation and the development of various cancer types were identified. 
Aim. To summarize and analyze literature data devoted to the study of the genetic diversity of EBV for the prospective 
development of molecular biological research methodology in clinical practice, as well as the development of diagnostic 
tools, specific prevention and therapy of EBV-associated oncological diseases based on the products of the viral genome.
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Введение
В 2024 г. исполнилось 60 лет с момента открытия 

вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ) – первого канцероген-
ного вируса, выявленного в культуре клеток больного 
лимфомой Беркитта (ЛБ) [1]. ВЭБ широко распро-
странен во всем мире. По данным эпидемиологиче-
ских исследований, более 90 % населения имеют ан-
титела к данному вирусу и являются его носителями 
[2]. В неиндустриальных странах у большинства детей 
до 2 лет происходит инфицирование ВЭБ, в развитых 
странах – в более позднем возрасте [3]. Постоянно 
расширяется спектр ВЭБ-ассоциированных патоло-
гий. Этот вирус является ведущим этиологическим 
агентом инфекционного мононуклеоза. При различ-
ных нарушениях иммунитета у человека могут развить-
ся хроническая активная ВЭБ-инфекция, гемофаго-
цитарный лимфогистиоцитоз, рассеянный склероз, 
системная красная волчанка, а также ряд онкологиче-
ских заболеваний [4].

По классификации Международной ассоциации 
по исследованию рака (МАИР) ВЭБ относится к он-
когенным вирусам 1-й группы. По версии МАИР он-
когенными свойствами ВЭБ являются способности 
вируса иммортализовать В-лимфоциты человека 
in vitro, индуцировать миграцию и инвазию инфици-
рованных клеток in vitro, влияние белков ВЭБ на про-
лиферацию, апоптоз и миграцию инфицированных 
клеток, ВЭБ-опосредованная индукция лимфопроли-
феративных заболеваний при заражении лабораторных 
обезьян или при трансплантации ВЭБ-инфицирован-
ных В-лимфоцитов человека мышам с ослабленным 
иммунитетом. Кроме того, существуют убедительные 
доказательства онкогенного действия ВЭБ in vivo. Вы-
явлена экспрессия продуктов генома ВЭБ в широком 
спектре злокачественных опухолей человека [5].

Доказана этиологическая роль ВЭБ в развитии ря-
да лимфопролиферативных, эпителиальных и мезен-
химальных новообразований, в том числе B-, T- и NK-
клеточных (NK – ествественные киллеры) лимфом, 
ЛБ, лимфомы Ходжкина (ЛХ), рака носоглотки (РНГ), 
желудка и др. [6].

По различным данным, в 2020 г. в мире зареги-
стрировано до 357 900 случаев ВЭБ-ассоциированных 
онкологических заболеваний и до 208 700 летальных 
случаев, связанных с ними [7].

Для успешной персистенции ВЭБ реализует раз-
личные механизмы ухода от иммунного ответа [8], 
в том числе генетические и эпигенетические измене-
ния генома, подавление апоптоза, усиление клеточной 

пролиферации, ингибирование иммунного распозна-
вания ВЭБ-инфицированных клеток. Активация этих 
механизмов обеспечивается в ходе экспрессии ВЭБ-
специфических генов на разных фазах жизненного 
цикла [9].

Исследование механизмов и участников ВЭБ-ас-
социированного онкогенеза имеет решающее значе-
ние для разработки методов ранней диагностики и те-
рапии онкологических заболеваний [10].

Несмотря на достижения в области молекулярной 
генетики и длительное изучение ВЭБ, масштабных 
работ, направленных на определение взаимосвязи ге-
нетического разнообразия вируса и развития онколо-
гических заболеваний человека, а также клинических 
проявлений течения конкретной нозологической фор-
мы ВЭБ-ассоциированного рака мало, что  требует 
интенсификации усилий со стороны научного и вра-
чебного сообществ.

Цель работы – обобщение и анализ данных лите-
ратуры, посвященной изучению генетического разно-
образия ВЭБ для перспективного развития методоло-
гии молекулярно-биологических исследований, 
а также разработке средств диагностики, специфиче-
ской профилактики и терапии ВЭБ-ассоциированных 
онкологических заболеваний на  основе продуктов 
генома вируса.

Жизненный цикл вируса Эпштейна–Барр 
и факторы инициации онкогенеза
Основным путем заражения ВЭБ является воздуш-

но-капельный. Источниками инфекции могут быть 
как  пациенты с  клиническими проявлениями, так 
и  бессимптомные носители [11]. ВЭБ инфицирует 
эпителиальные клетки ротоглотки, где происходит 
активная продукция вирионов (литическая фаза ин-
фекции). Далее вирус инфицирует покоящиеся  
В-клетки, большинство из которых становятся латент-
но инфицированными. В латентной фазе инфекции 
число экспрессируемых белков ВЭБ значительно со-
кращается, а геном вируса персистирует в виде эписо-
мы или встраивается в ДНК клетки хозяина [12]. ВЭБ 
использует преимущественно латентный репродуктив-
ный цикл воспроизведения [11].

В иммунокомпетентном организме латентная ин-
фекция протекает чаще всего бессимптомно. Инициа-
ция ВЭБ-ассоциированного онкогенеза происходит 
при сочетанном воздействии многих факторов, в том 
числе при наличии паразитарных инфекций (малярии), 
влиянии канцерогенов, развитии иммунодефицитных 
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состояний (ВИЧ-инфекция, трансплантация органов 
и др.) [13–16]. Активация онкогенного потенциала 
ВЭБ происходит при недостаточности цитотоксиче-
ского иммунного ответа, например при развитии пост
трансплантационных В-клеточных гемобластозов. 
В случае менее иммуногенных опухолей (РНГ, ЛХ) так-
же отмечаются локальные или системные нарушения 
антивирусного иммунного ответа. Таким образом, ла-
тенция и реактивация ВЭБ связаны с состоянием им-
мунной системы хозяина [17]. Интерпретация ВЭБ-ас-
социированных новообразований осложняется тем, 
что этот вирус не вызывает выраженного цитопатиче-
ского эффекта. О ВЭБ-ассоциированном неопласти-
ческом процессе могут свидетельствовать монокло-
нальность ДНК ВЭБ в  клетках опухоли, высокий 
уровень ДНК вируса в плазме, корреляция титра ан-
тивирусных антител и уровня ДНК с тяжестью клини-
ческих проявлений [18].

Генетическая вариабельность  
вируса Эпштейна–Барр
Активно изучается связь молекулярно-генетиче-

ского разнообразия ВЭБ с развитием ВЭБ-ассоци
ированных патологий. Первая полногеномная после-
довательность ДНК штамма ВЭБ B95-8 была получена 
в США от пациента с инфекционным мононуклеозом 
(GenBank accession number V01555). Данный штамм 
долгое время считался референсным в лабораторных 
исследованиях ВЭБ [19]. В 2014 г. в геноме B95-8 об-
наружена делеция размером 12 тыс. нуклеотидных 
оснований. Полноразмерная версия генома дикого 
типа ВЭБ выделена и секвенирована из клеточной ли-
нии Raji (EBV-wt, 26, GenBank accession number 
NC_007605.1). В настоящее время эта последователь-
ность считается референсной [20]. С развитием техно-
логий массового секвенирования количество расшиф-
рованных геномов ВЭБ, выделенных из  разных 
клинических обрацов, значительно увеличилось. 
По данным Национального центра биотехнологической 
информации США (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI), на сегодняшний день расшифро-
вано 586 полных геномов ВЭБ [21].

Популяционная структура ВЭБ характеризуется 
значительной гетерогенностью нуклеотидных и ами-
нокислотных последовательностей [20], кроме того, 
выявлены межтиповая и внутритиповая рекомбина-
ции ВЭБ, увеличивающие его разнообразие [20, 22]. 
Генетическая вариабельность этого вируса связана 
с усилением мутационных процессов в ходе прохожде-
ния ВЭБ-инфицированных лимфоцитов через заро-
дышевые центры лиматических узлов. С каждой ре-
пликацией в геноме ВЭБ возможно возникновение 
различных мутаций, формирующих его генетическое 
разнообразие [23]. Изменчивость данного вируса так-
же проявляется в течении инфекционного процесса 
в организме одного пациента [24]. Уровень мутаций 
генома ВЭБ составляет приблизительно 1,27 % [25]. 

Продемонстрировано, что основным источником ге-
нетического полиморфизма в нем являются рекомби-
нации, превышающие частоту мутаций в 2,5 раза [26]. 
В экспериментах in vitro показано, что при культиви-
ровании В-клеток пациентов, инфицированных не-
сколькими штаммами ВЭБ, доминирующим стано-
вится тот, который обладает более выраженным 
трансформирующим потенциалом [27]. Ведется актив-
ный поиск ассоциаций генетических вариантов ВЭБ 
с онкологическими заболеваниями [28]. Также пред-
полагается, что определенные штаммы этого вируса 
связаны с развитием различных патологий, включая 
карциному желудка [2], РНГ [29], NK-/T-клеточную 
лимфому [30].

Основные гены вируса ЭПШТЕЙНА–Барр 
и типы их экспрессии в латентной фазе 
инфекции
Геном ВЭБ представлен двуцепочечной ДНК раз-

мером около 172 тыс. пар нуклеотидов (п.н.) и содер-
жит более 90 открытых рамок считывания [31]. В он-
когенных процессах принимают участие следующие 
продукты генома ВЭБ: ядерные антигены ВЭБ 
(EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -LP), латентные мембран-
ные белки (LMP-1, -2А, -2B), малые РНК EBER-1 
и EBER-2, микроРНК из областей BART и BHRF1 и др. 
Из белков литической фазы ВЭБ-инфекции необхо-
димо отметить вирусные факторы транскрипции 
(BZLF1), ДНК-полимеразу (BALF5), гликопротеины 
(например, gp350/220 и gp110), капсидные и тегумент-
ные структурные белки [11]. Характерной особенно-
стью генома ВЭБ является высокое содержание различ-
ных повторяющихся последовательностей. Например, 
терминальные повторы, которые локализуются на кон-
цах линейной формы генома этого вируса. Их разно
образие отражает клональность ВЭБ-инфицированных 
клеток [32]. Внутренние повторы (IR/internal repeats) 
локализуются в кодирующих областях генома или око-
ло точек репликации и участвуют в регуляции экспрес-
сии некоторых генов ВЭБ [33, 34].

Выделяют несколько типов латентной фазы ВЭБ, 
различающихся по спектрам экспрессии генов от ми-
нимального (нулевого) до III типа в инфицированных 
клетках. Типы латенции ВЭБ ассоциируются с различ-
ными клиническими проявлениями. При латенции 
нулевого типа спектр экспрессии продуктов генома 
ВЭБ ограничен РНК EBER и BART. Этот тип латенции 
характерен для большинства иммунокомпетентных 
носителей. Латенция 1-го типа малоактивна, экспрес-
сируются РНК EBER-1, EBER-2, ген EВNA-1 и в от-
дельных случаях ген LMP-2А. Такой тип латенции 
ассоциирован с ЛБ. При латенции 2-го типа экспрес-
сируются РНК EBER-1, EBER-2 и  гены EВNA-1,  
LMP-1, -2А, -2В. Данный тип латенции взаимосвязан 
с  развитием эпителиальных опухолей (РНГ и  др.) 
и ЛХ. Латенция 3-го типа относится к наиболее актив-
ной, при ней экспрессируется самый широкий спектр 
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латентных генов EВNA-1, EBER-2, LMP-1, -2А, -2В, 
и РНК EBER-1 и EBER-2. Такой тип латенции выяв-
ляется при иммунодефицитных состояниях, синдроме 
приобретенного иммунного дефицита (СПИД), раз-
личных лимфомах [35].

Полиморфизм молекулярных факторов 
онкогенеза, ассоциированного 
с вирусом Эпштейна–Барр
Продукты генома ВЭБ характеризуются высоким 

молекулярно-генетическим разнообразием (табл. 1). 

Многие из них участвуют в процессах злокачественной 
трансформации клеток [36], а также являются мишеня-
ми иммунного распознавания. Более высокая частота 
встречаемости однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP) и соотношение несинонимичных изменений 
аминокислот позволяют предположить, что эти гены 
развиваются под действием отбора, целью которого яв-
ляется ускользание из-под иммунного надзора [23].

Ядерный белок ВЭБ EBNA-1 функционирует 
как ДНК-связывающий белок – регулятор транскрип-
ции продуктов генома ВЭБ. Показано, что EBNA-1 

Таблица 1. Молекулярно-генетический полиморфизм онкогенов вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ)

Table 1. Molecular genetic polymorphism of Epstein–Barr virus oncogenes (EBV)

Онкоген 
Oncogene

Функция 
Function

Полиморфизм 
Polymorhpysm

Пример 
Exampl

EBNA-1 (ядерный белок 
ВЭБ 1-го типа) 
EBNA-1 (EBV nuclear 
antigen 1)

Активатор транскрип-
ции, антиапоптотический 

фактор 
Transcription activator, 

antiapoptotic factor

Варианты P-ala 
(B95-8), P-thr, V-val, 

V-leu, V-pro 
Variants P-ala (B95-8), 

P-thr, V-val, V-leu, V-pro

V-val ассоциирован с раком носоглотки, 
V-leu – с лимфомой Беркитта [37, 38] 

V-val is associated with nasopharyngeal cancer, 
V-leu – with Burkitt’s lymphoma [37, 38] 

EBNA-2 (ядерный белок 
ВЭБ 2-го типа) 
EBNA-2 (EBV nuclear 
antigen 2)

Активатор транскрипции 
и пролиферации клеток 
Activator of transcription and 

cell proliferation

ВЭБ 1-го и 2-го типов 
EBV 1 and 2 types

ВЭБ 1-го типа эффективнее трансформи-
рует B-клетки in vitro [39], трансформирую-

щая активность изучена недостаточно 
EBV of tyte 1 is more efficient at transforming B cells 
in vitro [39], this transforming activity has not been 

adequately studied

EBNA-3B (ядерный 
белок ВЭБ типа 3B) 
EBNA-3B (EBV nuclear 
antigen 3B)

Опухолевый супрессор 
Tumor suppressor

Мутации без класси-
фикации 

Mutations without 
classification

Отдельные мутации выявлены в образцах 
различных лимфом [2, 40] 

Individual mutations have been identified in samples 
from various lymphomas [2, 40] 

EBNA-LP (лидерный 
ядерный белок ВЭБ) 
EBNA-LP (EBV nuclear 
antigen leader protein)

Активатор транскрипции 
Transcription activator

Внутренние повторы 
в регионе IR1/BamW 

Internal repeats in the IR1/
BamW region

Количество внутренних повторов IR1 
коррелирует с уровнем трансформации 

B-клеток [33] 
The number of IR1 repeats correlates with the level 

of B-cell transformation [33] 

BART (правонаправлен-
ные транскрипты 
BamHI A) 
BART (BamHI A rightward 
transcripts)

Модулятор литической 
репликации ВЭБ 
EBV lytic replication 

modulator

Мутации без класси-
фикации 

Mutations without 
classification

Повышенная экспрессия в образцах 
опухолей носоглотки и рака желудка [41] 
Increased expression in nasopharyngeal tumor and 

gastric cancer samples [41] 

EBER (ВЭБ-кодируе-
мые малые РНК) 
EBER (EBV encoded small 
RNAs)

Локус генома ВЭБ, 
содержащий некодирую-

щие РНК 
EBV genome locus containing 

non-coding RNAs

Подгруппы ВЭБ 1A, 
1B, 1C, 2A, B 

Subgroups 1A, 1B, 1C,  
2A, B

Подгруппы ВЭБ 1A, 1B чаще выявлялись 
при раке носоглотки [42, 43] 

Subgroups 1A, 1B were more frequently detected 
in nasopharyngeal cancer [42, 43] 

BZLF (BamHI Z, 
активатор) 
BZLF (BamHI Z, EBV 
replication activator)

Регулятор литической 
фазы инфекции 

Regulator of the lytic phase 
of infection

Варианты Zp-P 
(B95-8), Zp-V3, Zp-V4, 

Zp-PV 
Variants Zp-P (B95-8), 
Zp-V3, Zp-V4, Zp-PV

Zp-V3 чаще детектировался при лимфомах, 
ассоциированных с синдромом приобре-

тенного иммунного дефицита [44] 
Zp-V3 was detected more frequently in various 

aquired immune deficiency syndrome associated 
lymphomas [44] 

LMP-2A (латентный 
мембранный белок-2A) 
LMP-2A (latent membrane 
protein-2)

Трансмембранный белок, 
аналог B-клеточного 

рецептора (BCR), 
модулятор пролиферации 

и апоптоза клеток 
Transmembrane protein,  
an analogue of the B-cell 

repeptor (BCR), a modulator 
of cell proliferation and 

apoptosis

Мутации без класси-
фикации 

Mutations without 
classification

Отдельные полиморфизмы LMP-2A 
выявлены при различных заболеваниях, 

их роль мало изучена [45] 
Individual LMP-2A polymorphisms have been 

identified in various diseases, but their role has been 
little studied [45] 
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экспрессируется во всех типах ВЭБ-ассоциированных 
опухолей [59] и проявляет антиапоптотическое дейст-
вие. Блокирование экспрессии этого гена индуцирует 
апоптоз в клеточных линиях ЛБ [60]. Результаты не-
давних исследований с использованием полногеном-
ного секвенирования ВЭБ-ассоциированных носогло-
точных карцином показали, что EBNA-1 повышает 
геномную нестабильность участка хромосомы челове-
ка 11q23 [61]. Разработана классификация ВЭБ в кон-
тексте аминокислотного полиморфизма гена EBNA-1. 
Выделяют 5 вариантов ВЭБ: P-ala (B95-8/дикий тип), 
P-thr, V-val, V-leu и V-pro [37]. Выявлены ассоциации 
варианта V-leu с  эндемичными и  неэндемичными 
формами ЛБ, V-val – с РНГ, при этом P-ala редко де-
тектировался при злокачественных новообразованиях 
[37, 38]. По другим данным, вариант ВЭБ V-val наибо-
лее распространен в Азии – как в общей популяции, 
так и при ВЭБ-ассоциированных новообразованиях 
[62]. Таким образом, не выявлено вариантов ВЭБ, спе-
цифических для ВЭБ-ассоциированных опухолей.

Ядерный белок ВЭБ EBNA-2 образует комплекс 
с белком клетки RBPJ (recombination signal binding 
protein), который инициирует взаимодействие энхан-
сера и промотора гена пролиферации MYC. Делеция 
гена EBNA-2 выявлена в  клеточных линиях ЛБ, 
при этом в них отмечается повышенная экспрессия 
белка ВЭБ BHRF – аналога клеточного антиапопто-
тического белка Bcl-2. Такая делеция приводит к по-
вышению пролиферативной активности клеток в ходе 
развития ЛБ [63, 64].

В  соответствии с  наиболее распространенной 
классификацией ВЭБ выделяют ВЭБ 1-го (ВЭБ-1) 
и 2-го (ВЭБ-2) типов. Референсным штаммом ВЭБ-1 
является B95-8, ВЭБ-2 – AG876. Наименьшее сходст-
во ВЭБ-1 и ВЭБ-2 наблюдается в  основном в  гене 
EBNA-2 (70 и 53 % сходства нуклеотидной и амино-
кислотной последовательностей, соответственно) [65, 
66], в меньшей степени – в гене EBNA-3 [66, 67]. Пока-
зано, что ВЭБ-1 проявляет более высокую трансфор-
мирующую активность по отношению к В-лимфоцитам 

Онкоген 
Oncogene

Функция 
Function

Полиморфизм 
Polymorhpysm

Пример 
Exampl

LMP-1
(латентный мембран-
ный белок-1) 
LMP-1 
(latent membrane protein-1)

Трансмембранный белок, 
аналог рецептора фактора 

некроза опухоли 1 
(TNFR-1), без домена 

смерти, модулятор 
пролиферации и апо

птоза клеток 
Transmembrane protein,  

an analog of tumor necrosis 
factor receptor 1 (TNFR-1) 

without a death domain, 
a modulator of cell 

proliferation and apoptosis

Варианты гена LMP-1 
B95-8, China1, China2, 

Med+, Med–, NC, 
Alaska, SEA-1, SEA-2, 
V-1, V-2, Srb-1, Srb-2, 

TatK, TatBC 
LMP-1 genovariants B95-8, 

China1, China2, Med+, 
Med–, NC, Alaska, SEA-1, 

SEA-2, V-1, V-2, Srb-1, 
Srb-2, TatK, TatBC

Выявлены ассоциации наличия различных 
вариантов LMP-1 с восприимчивостью 
и/или тяжестью проявлений рака носо-

глотки [39, 46–49] 
Associations have been identified between 

the presence of LMP-1 variants and susceptibility 
and/or severity of nasopharyngeal cancer 

manifestations [39, 46–49] 

Полиморфизмы 30 bp 
del (CAO), 69 bp del, 
33 bp rep, 15 bp ins 

Polymorphisms 30 bp del 
(CAO), 69 bp del, 33 bp rep, 

15 bp ins

Наличие CAO del ассоциировано с повы-
шенным трансформирующим потенциа-

лом ВЭБ [50, 51] и прогрессированием 
рака носоглотки [52–54]. 69 bp del выявле-

на в различных лимфомах и связана 
с повышенной онкогенной активностью 

[48, 55, 56] 
The presence of CAO del is associated with increased 

EBV transforming potential [50, 51] and 
nasopharyngeal cancer progression [52–54]. 69 bp 
del has been identified in various lymphomas and 

is associated with increased oncogenic activity [48, 
55, 56] 

Однонуклеотидные 
полиморфизмы 

G212S+S366T+E328Q, 
G212S+S366T 
Single nucleotide 
polymorphisms 

G212S+S366T+E328Q, 
G212S+S366T

Однонуклеотидные полиморфизмы 
G212S+S366T ассоциированы с геновари-
антом CAO с большей трансформирующей 
активностью по сравнению с B95-8 [57, 58] 
Single nucleotide polymorphisms G212S+S366T are 

associated with the CAO genovariant with greater 
transforming activity compared to B95-8 [57, 58] 

Окончание табл. 1

End of table 1
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человека [39]. Выявлены функциональные различия 
между разными штаммами ВЭБ-1. Так, штаммы B95-8 
и Akata активируют рост инфицированных клеток и про-
являют тропность к  B-клеткам, а  штаммы YCCEL1 
и M81 индуцируют литическую репликацию в тех же 
клетках и более эффективно инфицируют эпителиаль-
ные клетки и клетки карциномы желудка [68].

Не существует достаточных доказательств ассоци-
ации типов ВЭБ с развитием онкологических заболе-
ваний. Несмотря на то что ВЭБ-2 часто встречается 
в районах Африки, эндемичных для ЛБ, частота воз-
никновения данной патологии отражает скорее забо-
леваемость в популяции, чем связь с типом ВЭБ. Воз-
можно, инфицирование ВЭБ-2 может происходить 
при хронической иммунной активации или при им-
мунодефицитных состояниях [46].

В России – регионе, неэндемичном для ВЭБ-ассо-
циированных опухолей, – также проводились исследо-
вания, посвященные изучению распространенности 
типов ВЭБ и их связи с онкологическими заболевани-
ями. Показано, что у различных народов России рас-
пространенность ВЭБ-1 и ВЭБ-2 может существенно 
варьировать, но преобладание в популяции ВЭБ-1 
не ассоциировано с повышением частоты встречаемо-
сти злокачественных новообразований [69]. А. К. Лу-
бенская и соавт. изучили распространенность ВЭБ-1 
и ВЭБ-2 у больных РНГ и пациентов с опухолями по-
лости рта, не ассоциированными с ВЭБ. Выявлено, 
что ни один из типов ВЭБ не обладает преимуществом 
в  индукции РНГ [70]. Результаты исследования 
К. В. Смирновой и соавт. показали, что на распростра-
ненность ВЭБ-1 и ВЭБ-2 не влияют пол и этногеогра-
фическая принадлежность больных с данной патоло-
гией, но оба типа ВЭБ при определенных условиях 
могут инициировать развитие опухоли [71].

Ядерный белок ВЭБ EBNA-3B является опухоле-
вым супрессором. Показано, что делеция гена EBNA-3B 
повышает способность вируса к  трансформации 
и пролиферации B-клеток. Мутации в гене EBNA-3B 
выявлены в ВЭБ-положительных образцах различных 
лимфом [2, 40].

BART (BamHI A rightward transcripts) является ло-
кусом генома ВЭБ, кодирующим прекурсоры ми-
кроРНК [72]. Показано, что микроРНК BART штамма 
M81 модулирует активность литической репликации 
ВЭБ и опухолевый рост у мышей [73]. В геноме дико-
го типа ВЭБ B95-8 содержится делеция, захватываю-
щая большую часть последовательности, кодирующей 
РНК BART, и одну из точек литической репликации. 
Данная делеция влияет на активность ВЭБ-ассоци
ированного онкогенеза. В ВЭБ-положительных образ-
цах РНГ и рака желудка выявлены повышенные уров-
ни экспрессии РНК BART [41].

EBER (EBV-encoded small RNAs) является локусом 
генома ВЭБ, содержащим некодирующие РНК. По-
казано, что данные РНК взаимодействуют с белками 
клетки, образуя рибонуклеиновые комплексы. Пред-

полагается участие РНК EBER в  злокачественной 
трансформации клеток [74]. В ходе исследования по-
лиморфизмов в  локусе EBER в  образцах слюны  
142 носителей и 62 образцов биопсийного материала, 
полученного от пациентов с РНГ, с помощью кластер-
ного анализа выявлены 5 подгрупп ВЭБ (ВЭБ-1A, 
-1B, -1C, -2A, -2B). У пациентов с РНГ преобладали 
ВЭБ-1А и ВЭБ-1B. Наиболее значимым полиморфиз-
мом, связанным с РНГ, являлась делеция из 4 нуклеоти-
дов, расположенных ниже гена EBER-2. Предполагается, 
что белок EBER-2 способствует ВЭБ-опосредованной 
трансформации клеток [42, 43].

Ген ВЭБ BZLF1 (BamHI Z EBV replication activator) 
является главным регулятором литической инфекции 
и играет большую роль в опухолевой трансформации 
клеток [75]. Считается, что склонность к литической 
инфекции усиливает злокачественный потенциал ВЭБ 
в животных моделях лимфомогенеза [76]. Выявлен вы-
сокий полиморфизм кодирующей и промоторной обла-
стей гена BZLF1. По классификации на основе Zp – про-
моторной последовательности гена BZLF-1 – выделяют 
4 варианта ВЭБ: ВЭБ-Zp-P (B95-8), -Zp-V3, -Zp-V4 
и -Zp-PV [77, 44]. Показано, что вариант Zp-V3 чаще 
детектируется при различных СПИД-ассоциирован-
ных лимфомах [44]. Обнаружено, что вариация после-
довательностей промоторной области BZLF1 в штамме 
ВЭБ M81, полученном от пациента с РНГ, связана 
с активностью литического цикла [78]. При инфици-
ровании В-лимфоцитов штаммом ВЭБ M81 отмечал-
ся высокий уровень спонтанной репликации вируса, 
что также совпадало с выявлением высоких титров 
антител против литических белков ВЭБ у пациентов 
с РНГ [79].

Ядерный белок ВЭБ EBNA-LP (EBV nuclear antigen 
leader protein) образует несколько изоформ, содержащих 
от 2 до 5 повторов в регионе IR-1 (internal repeat-1)/ 
BamW и коррелирующих с уровнем трансформации  
B-клеток. Таким образом, вариабельность повторяю-
щихся последовательностей также может влиять 
на трансформирующую способность ВЭБ [33].

Латентный мембранный белок ВЭБ LMP-2A (latent 
membrane protein 2A) активирует фосфоинозитид-3-ки-
назу (PI3K) и последующее фосфорилирование проте-
инкиназы Akt в эпителиальных и В-клетках, модули-
руя пролиферацию и  апоптоз клеток [80, 81]. 
Полиморфизмы гена LMP-2A выявлены в клиниче-
ских изолятах при различных заболеваниях, однако 
их патогенетическая роль остается неизвестной [45].

Наиболее изученным онкогенным белком ВЭБ 
является латентный мембранный белок-1 (LMP1/latent 
membrane protein 1) [82]. Полиморфизм гена LMP-1 
тесно связан с функциональной активностью этого 
белка и  молекулярными механизмами патогенеза 
ВЭБ-инфекции [82, 83]. Показано, что LMP-1 играет 
большую роль в выживании ВЭБ-инфицированных 
клеток, а также в модуляции различных сигнальных 
путей [84].



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

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

Ген LMP-1 размером 1158 п.н. кодирует белок 
из 386 аминокислот. LMP-1 является структурным 
и функциональным аналогом клеточного рецептора 
смерти TNFR1, но  он не  индуцирует апоптоз, так 
как  не  имеет домена смерти. Белок LMP-1 имеет  
6 постоянно олигомеризованных трансмембранных до-
менов, что позволяет проводить сигнал в клетку без свя-
зывания с лигандом. Также он содержит 3 С-концевых 
области (CTAR-1, -2 и -3), которые взаимодействуют 
с клеточными медиаторами TRAF-1, -2, -3 и -5. Далее 
происходит активация множества клеточных сигналь-
ных путей выживания и пролиферации с участием 
транскрипционного ядерного фактора κB (NF-κB), 
JNK, p38 MAPK, JAK/STAT и PI3K/Akt. Кроме того, 
LMP-1 опосредует повышение экспрессии генов EGFR 
и TRAF1, модулирующих факторы регуляции клеточ-
ного цикла, а также активность теломеразы, что способ-
ствует иммортализации ВЭБ-инфицированных клеток 
[52, 85]. Показано, что ВЭБ с делецией гена LMP-1 
не способен эффективно иммортализировать В-клетки 
[86]. Для этого гена характерно самое высокое молеку-
лярно-генетическое разнообразие. Активно изучается 
влияние вариабельности LMP-1 на характеристики им-
муногенности и онкогенности ВЭБ [28, 47].

Наиболее распространенная и часто цитируемая 
«географическая» классификация ВЭБ R. H. Edwards 
и соавт. основана на характерных аминокислотных 
сигнатурах С-концевого фрагмента гена LMP-1, по ко-
торым выделяют следующие варианты гена: В95-8 
(дикий тип), China1, China2, Med+ (Mediterranean), 
Med–, Alaskan и NC (Nothern Carolina) [87] (табл. 2). 
Варианты гена LMP-1 встречаются в мире с различной 
частотой [46, 88].

Активность изучения вариантов гена LMP-1 зна-
чительно возросла, когда была продемонстрирована 
взаимосвязь между ними и развитием ряда онкологи-
ческих заболеваний. Так, отмечаются ассоциации на-
личия вариантов гена LMP-1 с  восприимчивостью 
и/или тяжестью проявлений РНГ [39, 46–49]. В иссле-
довании A. E. Alanazi и соавт. продемонстрировано, 
что у пациентов с РНГ поздних стадий часто присут-
ствовали варианты гена LMP-1 В95-8, Med+ и Med– 
[48]. Также показано, что в Катаре в изолятах ВЭБ, 
выделенных у здоровых носителей, наиболее часто 
встречались те же геноварианты [39].

В России проводились исследования, посвящен-
ные оценке распространения вариантов гена LMP-1 
среди здоровых носителей и пациентов с онкологиче-
скими заболеваниями (ЛХ, неходжкинскими лимфо-
мами, РНГ, раком желудка). Как у здоровых носите-
лей, так и у больных доминировал низкодивергентный 
и низкоонкогенный геновариант B95-8/A. Геновари-
анты China1 и Med+, характеризующиеся высокой 
дивергенцией и  трансформирующей активностью, 
чаще выявлялись в образцах опухолей, чем в крови 
и смывах полости рта тех же пациентов, также они 
присутствовали и у здоровых носителей. Полученные 
данные показывают, что варианты гена LMP-1 China1 
и Med+ могут персистировать в любой популяции 
и опосредованно связаны с развитием онкологических 
патологий [89]. В ходе российских исследований, по-
священных изучению молекулярного разнообразия 
вариантов гена LMP-1, выделенных из опухолевых 
тканей ВЭБ-отрицательного рака желудка и нормаль-
ных тканей тех же больных, выявлено, что для образ-
цов опухолей характерно большее разнообразие этого 

Таблица 2. «Географическая» классификация вируса Эпштейна–Барр (по [87] с изменениями)

Table 2. “Geographical” classification of Epstein–Barr virus (by [87] with changes)

Вариант гена LMP-1 
Variant of gene LMP-1

Координаты сигнатурных аминокислот относительно белка LMP-1 YP_401722.1 штамма B95-8 (wt) 
Coordinates of signature amino acids relative to the LMP-1 protein YP_401722.1 of strain B95-8 (wt)

229 306 312 322 334 338 344 (область САО-делеции) 
344 (CAO deletion region)

B95-8 (wt) S L D Q/N Q L G

Alaskan S P N K/T Q P G

Chinа1 S/T L D N/H R S Del

China2 S/T L/P D Q Q P D

Med+ T L D E R/del S/del Del

Med– T L D E R S/L G

NC S Q D T Q P G

Примечание. Буквами обозначены аминокислоты в соответствии со стандартным генетическим кодом. Del – делеция. 
Note. The letters represent amino acids according to the standard genetic code. Del – deletion.
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гена, хотя его варианты, специфические для рака же-
лудка, обнаружены не были [90].

Показано, что у одного носителя может одновре-
менно персистировать несколько вариантов гена 
LMP-1, различных в  разных субстратах, например 
слюне и крови. С течением времени их состав может 
изменяться. Механизмы смены и циркуляции вариан-
тов гена LMP-1 не изучены [45, 87, 91]. К настоящему 
времени выявлены новые географические варианты 
гена LMP-1: Southeast Asia 1 (SEA-1) и 2 (SEA-2) (Таи-
ланд) [84, 92], V1 и V2 (Вьетнам) [93], Srb-1 и Srb-2 
(Сербия) [47]. В России обнаружены варианты гена 
LMP-1 TatK и TatBC. Клиническая значимость этих ге-
новариантов не изучена [94–96].

Среди полиморфизмов гена LMP-1 известны де-
леции 30 п.н. (10 аминокислот) (СAO-делеция), 69 п.н. 
(23 аминокислоты), повторы 33 п.н. (11 аминокислот), 
вставки 15 п.н. (5 аминокислот), кодирующие мотив 
JAK3, а также ряд однонуклеотидных и аминокислот-
ных замен [28, 97].

Первый онкогенный вариант гена LMP-1 САО 
описан в 1991 г. [98]. Изолят ВЭБ выделен из опухоле-
вого образца пациента с РНГ в Шанхае. Отличие белка 
LMP-1 CAO (404 аминокислоты) от референсного LMP-1 
В95-8 (386 аминокислот) заключается во  вставке  
3 тандемных повторов по 11 аминокислот (33 п.н.),  
2 делециях размером в 5 аминокислот (15 п.н.) и 10 ами-
нокислот (30 п.н.) в положении 168287–168256, множе-
ственных заменах аминокислот, а также отсутствии 
сайта рестрикции XhoI в положении 169425 [98].

Наиболее активно изучается так называемая CAO-
делеция гена LMP-1 размером в 30 п.н. (10 аминокис-
лот), расположенная между локусами CTAR-1 и CTAR-2 
в С-концевой области. Наличие данной делеции ассо-
циировано с повышенным трансформирующим по-
тенциалом ВЭБ [50, 51], а также с изменениями в эпи-
топе распознавания Т-клеток, что позволяет вирусу 
избегать иммунных реакций [99]. Отметим, что CAO-
делецию содержат варианты гена LMP-1 China1, 
China3 и Med c повышенной трансформирующей ак-
тивностью [87]. Показано, что CAO-делеция ассоци-
ирована с прогрессированием РНГ [52, 53]. Штаммы 
ВЭБ, содержащие эту делецию (GD1, China1), обна-
ружены в 86 % образцов биопсии РНГ в Азии (n = 187) 
[53]. Результаты исследования, в  которое вошли  
249 пациентов с РНГ из Тайваня, показали, что CAO-
делеция увеличивает риск развития отдаленных мета-
стазов [54]. Наиболее высокая встречаемость этой де-
леции у пациентов с РНГ отмечается в Юго-Восточной 
Азии (79 % случаев), Северной Америке (64 % случаев) 
и Африке (59 % случаев) [55]. Однако СAO-делеция 
с различной частотой детектировалась и у здоровых 
носителей (62,5  % случаев на  Тайване, 55,6  % – 
в Польше, 28  % – в Аргентине, 30,6  % – в Катаре) 
[49]. В арабских странах CAO-делеция обнаружена 
в Тунисе и Марокко [100, 101] у пациентов с неходж-

кинской лимфомой, а  также у  здоровых доноров  
в Катаре [39]. Данная делеция также выявлена у боль-
ных раком желудка, ЛХ и неходжкинскими лимфома-
ми [28, 51].

Описана делеция гена LMP-1 размером 69 п.н.  
(23 аминокислоты), которая включает CAO-делецию 
(GDQGPPLMTDG’GGGHSHDSGH’GG). Данная 
делеция выявлена у  пациентов с РНГ во Вьетнаме 
и арабских странах. Показано, что делеция 69 п.н. свя-
зана с повышенной трансформирующей активностью 
и сниженным иммуногенным потенциалом ВЭБ [48, 
55]. Делеция 69 п.н. также обнаружена в образцах раз-
личных лимфом, в  том числе в  экстранодальной  
NK-/T-клеточной лимфоме, диффузной B-крупно-
клеточной лимфоме, ЛХ [48, 56].

Еще одним полиморфизмом гена LMP-1 является 
вставка Jack3 размером 15 п.н., которая выявлена у ев-
ропейских пациентов в изолятах ВЭБ дикого типа В95-8 
[92]. Изоляты ВЭБ, содержащие вставку такого типа, 
обнаружены у больных РНГ в Объединенных Арабских 
Эмиратах, что предполагает значительную распростра-
ненность данного полиморфизма в мире [48].

В России опубликован ряд работ, посвященных из-
учению аминокислотных замен в составе белка LMP-1. 
В Нижегородской области выявлена высокая распро-
страненность варианта гена LMP-1 B95-8, содержаще-
го аминокислотные замены G212S+S366T+E328Q, 
что может быть связано с тенденцией к росту числа 
ВЭБ-ассоциированных патологий. Влияние данной 
комбинации аминокислотных замен на функциональ-
ную активность белка LMP-1 не изучено [102]. Пока-
зано, что  аминокислотные замены в  белке LMP-1 
G212S и S366T ассоциированы с геновариантом CAO, 
характеризующимся большей трансформирующей ак-
тивностью по сравнению с B95-8 [57]. На клеточных 
линиях продемонстрировано, что геновариант B95-8 
с аминокислотными заменами G212S+S366T усили-
вает активацию NF-κB, участвующего в процессах 
пролиферации и опухолевой трансформации [58].

Известна классификация ВЭБ на основе полимор-
физма длин рестрикционных фрагментов BamHI (ге-
нотипы C/D, F/f, I/i) и  XhoI (генотипы XhoI+ 
и XhoI–). Отмечаются ассоциации отдельных геноти-
пов с онкологическими заболеваниями. Генотип C 
преобладает у пациентов с РНГ из Южного Китая, 
генотип f, также ассоциированный с РНГ, распростра-
нен в Южном Китае и на Тайване [103–105]. Выявле-
но, что в Южной Америке частота встречаемости ге-
нотипа ВЭБ i/XhoI+ при раке желудка значительно выше 
(55 % случаев), чем  в  контрольной группе (7 % слу- 
чаев) [103, 106].

На основе данных полногеномного анализа пред-
ложена классификация филопопуляций ВЭБ (EBV-p). 
Выделены 7 монофилетических (EBV-p3, -p4, -p6, -p8, 
-p10, -p11, -p12) и 5 парафилетических (EBV-p1, -p2, 
-p5, -p7 и -p9) филопопуляций. Выявлены ассоциации фи-
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лопопуляций ВЭБ с географическим положением и раз-
витием различных новообразований: EBV-p1/Asia I – с ра-
ком желудка (кроме изолята sLCL-IM1.06, который 
ассоциирован с  инфекционным мононуклеозом),  
EBV-p2/Asia II – с РНГ, раком желудка,  ЛБ, карциномой 
легкого, EBV-p4/China – с РНГ (кроме изолята GC-EBV1, 
который ассоциирован с раком желудка) [26].

Использование молекулярно-
генетических маркеров вируса 
Эпштейна–Барр для диагностики  
рака носоглотки
Показано, что важным диагностическим маркером 

РНГ является уровень вирусной нагрузки ДНК ВЭБ, 
определяемый с помощью полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени [107, 108]. В России разра-
батываются методы ранней диагностики РНГ на ос-
нове определения вирусной нагрузки ВЭБ в плазме 
крови и титров антител IgA/IgG-VCA против капсид-
ного белка ВЭБ. Наличие РНГ подтверждалось высо-
кими значениями хотя бы одного маркера. При этом 
вирусная нагрузка ВЭБ снижалась в состоянии ремис-
сии и повышалась при прогрессировании заболева-
ния, в  отличие от  серологических маркеров. Ком-
плексное использование исследуемых маркеров 
данного вируса способствует улучшению прогноза 
заболевания и терапевтического эффекта [109]. В ра-
боте А.С. Васильевой и А.Д. Молчановой показано, 
что количественная оценка ДНК ВЭБ, циркулирую-
щей в плазме больных, может быть дополнительным 
инструментом диагностики рака желудка [110].

Подходы к специфической терапии 
онкологических заболеваний, 
ассоциированных с вирусом  
Эпштейна–Барр
Поскольку ВЭБ инициирует злокачественную 

трансформацию клеток, он используется как потен-
циальная терапевтическая мишень для лечения рака. 
Активно разрабатывается несколько стратегий ВЭБ-спе-
цифической терапии, в том числе адоптивная клеточная 
терапия, применение противовирусных препаратов, раз-
работка ВЭБ-специфических вакцин (рис. 1).

Адоптивная клеточная терапия заключается 
во введении пациентам ВЭБ-специфичных стимули-
рованных in vitro Т-лимфоцитов, полученных от доно-
ров. Такие клетки не только инициируют иммунный 
ответ против ВЭБ, но и могут обеспечивать его дол-
госрочную персистенцию [111]. В настоящее время 
ведется работа по применению клеточной терапии 
при РНГ и ЛХ [112].

Клинические испытания проходят несколько 
классов противовирусных препаратов, применяемых 
для лечения ВЭБ-инфекции, к которым относятся 
нуклеозидные аналоги (ацикловир, ганцикловир 
и др.), нуклеотидные аналоги (цидофовир, адефовир 
и др.) и пирофосфатные аналоги (фоскарнет, фосфо-
ноацетиловая кислота и др.).

Противовирусное действие нуклеозидных анало-
гов состоит в блокировании репликации вирусной 
ДНК путем высокоаффинного взаимодействия с по-
лимеразой ВЭБ. Для активации нуклеозидных анало-
гов необходимо наличие активных ферментов ВЭБ – 

Рис. 1. Подходы к терапии онкологических заболеваний, ассоциированных с вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ)
Fig. 1. Approaches to therapy for Epstein–Barr virus (EBV) associated cancers diseases

Терапия ВЭБ-ассоциированных онкологических заболеваний /  
Therapy of EBV-associated cancers

Противовирусные 
препараты /  

Antiviral drugs
Аналоги нуклеозидов 

(ацикловир, ганцикловир и др.) / 
Nucleoside analogs (acyclovir, 

ganciclovir, etc.)
Аналоги нуклеотидов 

(цидофовир, адефовир и др.) / 
Nucleotide analogues (cidofovir, 

adefovir, etc.)
Аналоги пирофосфатов 

(фоскарнет, фосфоноацетиловая 
кислота и др.) / Pyrophosphate 

analogues (foscarnet, 
phosphonoacetic acid, etc.)

Адоптивная T-клеточная 
терапия /  

Adoptive T-cell therapy
Введение ВЭБ-специфических 

донорских T-лимфоцитов, 
стимулированных in vitro) / 

Administration of EBV-specific donor 
T-lymphocytes stimulated in vitro

ВЭБ-специфические 
вакцины / EBV-specific 

vaccines
На основе белков оболочки ВЭБ 

(gp350, gH/gL+gp42) /  
Based on the EBV envelope proteins 

(gp350, gH/gL+gp42)
Рекомбинантные вакцины 

(MVA-EL, AdE1-LMPpoly) / Vector 
vaccines  

(MVA-EL, AdE1-LMPpoly)
Векторные вакцины (gp350, gB/
gL, gp42) / Recombinant vaccines 

(gp350, gB/gL, gp42)
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протеинкиназы (EBV-PK) и тимидинкиназы (EBV-TK), 
которые не экспрессируются в латентной фазе инфек-
ции [113].

Нуклеотидные аналоги также связываются с ДНК-
полимеразой ВЭБ, но активируются с помощью кле-
точных киназ, что позволяет использовать эти препа-
раты против ВЭБ в латентной фазе [114]. Показано, 
что  цидофовир активно подавляет рост опухоли 
в ВЭБ-положительных трансплантатах РНГ у голых 
мышей [115].

Аналоги пирофосфатов также нарушают актив-
ность вирусной ДНК-полимеразы, препятствуя отще-
плению пирофосфата от нуклеозидтрифосфата. Ак-
тивность данных препаратов не зависит от вирусных 
протеинкиназ, однако они обладают высокой токсич-
ностью. Продемонстрирована эффективность фоскар-
нета при ВЭБ+-посттрансплантационном лимфопро-
лиферативном синдроме [116].

Разработка специфических вакцин является пер-
спективным направлением в терапии ВЭБ-ассоци
ированных заболеваний. Механизм вакцинации за-
ключается в предотвращении заражения ВЭБ путем 
предварительной индукции специфического антитель-
ного ответа.

Первые вакцины против ВЭБ разработаны на ос-
нове оболочечного гликопротеина этого вируса 
gp350/BLLF1 [117]. В 2022 г. создана вакцина на осно-
ве gp350 с наночастицами ферритина, которая прохо-
дит клинические испытания I фазы на  людях 
(NCT04645147). В 2019 г. предложена вакцина на осно-
ве гликопротеинов ВЭБ gH/gL и gp42, которая блоки-
ровала заражение ВЭБ как эпителиальных, так и B-кле-
ток. Она апробирована на животных моделях [118].

Рекомбинантные вирусные вакцины представляют 
собой модифицированные живые вирусы, экспресси-
рующие таргетные белки. Известна вакцина MVA-EL 
на основе вируса коровьей оспы MVA, С-концевой 
части гена ВЭБ EBNA-1 и полного гена ВЭБ LMP-2. 
Данная вакцина проходила клинические испытания  
I фазы с участием пациентов с ВЭБ-положительным 
РНГ (NCT01147991). Она хорошо переносилась 
и вызывала специфический Т-клеточный ответ [119]. 
Также разработана вакцина AdE1-LMPpoly на осно-
ве аденовирусного вектора и гена ВЭБ LMP-1. Она 
также проходила клинические испытания I фазы 
(ACTRN12609000675224) на пациентах с РНГ. Выяв-
лено увеличение количества ВЭБ-специфичных  
T-клеток, инфузия которых повышала продолжитель-
ность жизни больных в 2,3 раза [120].

Одним из перспективных направлений терапии 
ВЭБ является создание векторных вакцин на основе 
вирусоподобных частиц, представляющих собой не-
инфекционную версию вируса, которая инициирует 
специфический врожденный и адаптивный иммунный 
ответ. Разработан вектор, состоящий из ядерных бел-
ков ВЭБ EBNA-1, EBNA-3C и оболочечного белка 

BNRF1. Однако испытание на мышах показало его 
слабый иммуногенный эффект [121]. В 2021 г. компа-
ния Moderna, Inc. (США) разработала мРНК-вакцину 
против ВЭБ на основе оболочечных генов ВЭБ gp350, 
gB, gH/gL и gp42. Вакцина прошла клинические испы-
тания I фазы на мышах и продемонстрировала обра-
зование высоких титров нейтрализующих антител 
(NCT05164094) [112].

В настоящее время ни одна из современных вак-
цин против ВЭБ не проходит клинические испытания 
III стадии. Это связано с малой эффективностью про-
изводства, поскольку для синтеза вакцин используют-
ся клетки млекопитающих с низкой вирусной нагруз-
кой, а  также присутствуют примеси из  клеточных 
линий человека-продуцента. Кроме того, для повыше-
ния эффективности вакцин необходима дополнитель-
ная разработка адъювантов и систем доставки [9].

Высокопроизводительные технологии 
исследования онкологических 
заболеваний, ассоциированных 
с вирусом Эпштейна–Барр
Развитие технологий секвенирования нового по-

коления (next generation sequencing, NGS) значительно 
расширило возможности для изучения взаимодейст-
вия генов человека и  ВЭБ, выявления геномных 
и эпигеномных изменений в ВЭБ-инфицированных 
опухолевых клетках. В отличие от классических мето-
дов NGS позволяет проанализировать весь генетиче-
ский материал исследуемых клеток и содержащихся 
в них вирусов [122]. С помощью этой технологии ста-
ло возможным выявлять последовательности эписом-
ного генома ВЭБ и фрагментов его генома, интегри-
рованных в геном человека. Детектированы различные 
мутации и онкогены ВЭБ, а также проведено ком-
плексное исследование интеграции этого вируса в ге-
номы клеток широкого спектра злокачественных опу-
холей, в  том числе РНГ, карциномы желудка, ЛХ, 
NK-/T-клеточной лимфомы [123].

Метод NGS также широко применяется для изуче-
ния транскриптома клеток и инфицирующих их виру-
сов, что позволяет получить комплексные данные о ге-
нах и  сигнальных путях, на  которые они влияют. 
В результате масштабного исследования транскриптома 
ВЭБ-ассоциированных опухолей выявлены типы и под-
типы рака в зависимости от активации или ингибиро-
вания экспрессии различных интерферонов и корреля-
ции с экспрессией генов иммунного ответа [122].

Для анализа транскриптома отдельных субпопу-
ляций ВЭБ-инфицированных опухолевых клеток, 
а также генов межклеточных взаимодействий и кле-
точной дифференцировки используется технология 
секвенирования РНК одиночных клеток (scRNA-seq) 
[124]. В результате формируется детальное представ-
ление о том, каким образом ВЭБ влияет на различные 
аспекты биологии клеток и реагирует на терапию. Од-
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ной из трудностей метода scRNA-seq является изуче-
ние генов ВЭБ с низким уровнем экспрессии, напри-
мер генов латентной фазы.

Заключение
С помощью молекулярно-генетических методов 

выявлено, что геномы ВЭБ, выделенные из различных 
опухолей и от здоровых носителей, характеризуются 
высокой гетерогенностью нуклеотидных и аминокис-
лотных последовательностей. Ведется активный поиск 
штаммов и вариантов отдельных генов ВЭБ, участву-
ющих в механизмах злокачественной трансформации 
клеток. Наиболее перспективным является изучение 
ассоциаций полиморфизмов гена ВЭБ LMP-1 с разви-
тием РНГ, рака желудка и различных лимфом. Необ-
ходимо учитывать, что полиморфизм многих генов 
данного вируса может оказывать влияние на приобре-
тение онкогенного потенциала. Наличие различных 
вариантов генов ВЭБ, персистирующих у здоровых 
носителей в  любом географическом регионе, 
не  исключает их  возможной этиологической роли 
в инициации ВЭБ-ассоциированных злокачественных 

опухолей. Выявление этиологической значимости ва-
риантов генов ВЭБ в развитии онкологических забо-
леваний в каждом конкретном случае осложняется 
их продолжительным латентным периодом, а также 
действием различных факторов (особенности пита-
ния, наличие паразитарных инфекций, иммуносу-
прессивных состояний). Необходима разработка но-
вых методов оценки фенотипических изменений, 
вызванных различными вариантами генов ВЭБ.

С целью поиска мишеней для диагностики и терапии 
ВЭБ-ассоциированных злокачественных новообразова-
ний перспективно использование высокопроизводитель-
ных методов NGS, позволяющих комплексно оценивать 
эпигеномные и геномные изменения в инфицированных 
этим вирусом опухолевых клетках, выявлять онкогенные 
мутации и изучать сигнальные пути и механизмы ВЭБ-
опосредованного онкогенеза. Дальнейшие исследования 
в данной области помогут существенно облегчить раз-
работку методов ранней диагностики ВЭБ-ассоцииро-
ванных онкологических заболеваний, повысить эффек-
тивность их терапии и дадут возможность создать новые 
ВЭБ-специфические вакцины.
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Молекулярные механизмы костного 
метастазирования
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К о н т а к т ы :	 Алия Рамилевна Зарипова al.zaripova@bk.ru

При различных типах солидных опухолей чаще всего метастазы локализуются в костях. Кость – динамичный орган, 
способный одновременно выполнять множество вспомогательных функций организма. Остеобласты и остеокласты 
и их изменения имеют большое значение в ремоделировании кости.
Цель работы – обобщение имеющихся данных о костном метастазировании для лучшего понимания биологической 
природы онкогенеза.
В статье проанализированы научные публикации последних лет, содержащие сведения о молекулярных процессах 
метастазирования в костную ткань, из баз данных National Center for Biotechnology Information (NCBI), eLibrary  
и Google Scholar, а также охарактеризованы костные клетки и их роль в онкогенезе. Увеличение знаний и глубокое 
понимание процессов костного метастазирования при различных солидных опухолях необходимы для разработки 
точных методов диагностики и эффективного своевременного лечения пациентов с метастазами в костях. Выявле-
но, что в настоящее время механизмы метастазирования рака и взаимодействия метастатических раковых клеток  
с микроокружением кости полностью не изучены. Эпигенетические изменения, связанные с клеточной дифферен-
цировкой остеобластов и остеокластов, а также с передачей клеточных сигналов, играют большую роль в ремоде-
лировании кости при различных видах злокачественных новообразований. Повышенная резорбция кости вызвана 
дисбалансом между остеобластами и остеокластами. Активность остеокластов приводит к высвобождению  
из костного матрикса факторов роста, которые необходимы для размножения опухолевых клеток в кости.

Ключевые слова: костный метастаз, биомаркер, персонализированная медицина, костное микроокружение

Для цитирования: Зарипова А.Р., Бермишева М.А. Молекулярные механизмы костного метастазирования. Успехи 
молекулярной онкологии 2026;13(1):46–61.
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Molecular mechanisms of bone metastasis

A.R. Zaripova, M.A. Bermisheva

Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Federal Research Center of the Russian Academy of Sciences; 71 Oktyabrya Ptospekt,  
Ufa 450054, Russia

С o n t a c t s :	 Aliya Ramilevna Zaripova al.zaripova@bk.ru

For various types of solid tumors, bones are the most common location of metastases. Bone is a dynamic organ capable 
of simultaneously performing multiple auxiliary functions in the body. Osteoblasts and osteoclasts and their changes 
play a significant role in bone remodeling.
Aim. To summarize current data on bone metastases for better understanding of biological nature of oncogenesis.
The article analyzes recent scientific publications containing information on molecular mechanisms of metastasis into 
the bone from the National Center for Biotechnology Information (NCBI), eLibrary and Google Scholar databases, as well 
as characterizes bone cells and their role in oncogenesis. Knowledge and deep understanding of bone metastasis  
in various solid tumors are necessary for development of accurate diagnostic methods and effective modern treatment 
of patients with bone metastases. Currently, the mechanisms of cancer metastasis and interactions between metastatic 
cancer cells and bone microenvironment are not completely understood. Epigenetic changes associated with differentiation 
of osteoblasts and osteoclasts and cell signal transduction play a large role in bone remodeling in various malignant 
neoplasms. Increased bone resorption is caused by disbalance between osteoblasts and osteoclasts. Osteoclast activity 
leads to release of growth factors from the bone matrix necessary for tumor cell multiplication in the bone.

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Введение
Метастазирование представляет собой процесс 

распространения опухолевых клеток из первичного 
очага поражения в окружающие ткани и отдаленные 
органы и является основной причиной смерти паци-
ентов [1]. Опухолевые клетки отделяются от своего 
первичного очага, перемещаются через кровоток 
и лимфатические узлы и оседают в любом органе, рас-
положенном далеко от места происхождения. Первич-
ные опухолевые клетки подают сигналы будущим очагам 
метастазирования, чтобы подготовить предметастатиче-
скую нишу, т. е. создать микроокружение, позволяющее 
разместиться, выжить и вырасти клеткам злокачествен-

ной опухоли [2]. Диссеминированные опухолевые клетки 
(клетки, добравшиеся до стромы отдаленных органов), 
попав в новую микросреду, которая лишена привычных 
стромальных клеток, факторов роста и компонентов вне-
клеточного матрикса или содержит антипролифератив-
ные факторы, могут переходить в состояние покоя 
или не очень активно делиться. Небольшое количество 
таких клеток погибает, в результате чего образуются 
микрометастатические очаги, клинически никак себя 
не проявляющие [3]. Состояние покоя – это временное 
явление до момента активации клетки каким-либо 
фактором, например при воспалении или ангиогенезе, 
когда увеличивается уровень ростовых факторов [4].

Рис. 1. Взаимосвязь и биологические эффекты сигнальных путей на каждом из этапов костного ремоделирования. M-CSF – фактор стимуляции 
колоний макрофагов; IGF-1 – инсулиноподобный фактор роста 1; TGF-β – трансформирующий фактор роста β; PDGF – тромбоцитарный 
фактор роста; BMP – костные морфогенетические белки; PGF – плацентарный фактор роста
Fig. 1. Interplay and biological effects of signaling pathways on each point of bone remodeling. M-CSF – macrophage colony-stimulating factor; IGF-1 – 
insulin-like growth factor 1; TGF-β – transforming growth factor β; PDGF – platelet-derived growth factor; BMP – bone morphogenetic proteins;  
PGF – placental growth factor
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Остеоид / Osteoid

Новая кость / New bone

Старая кость / Old bone
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В 1889 г. английский хирург Stephen Paget предло-
жил теорию «семян и  почвы», согласно которой 
для каждого типа рака характерно распространение опу-
холевых клеток («семена») в конкретные части организ-
ма («почву»). Например, рак предстательной железы 
(РПЖ) часто метастазирует в кости, а рак желудка – 
в печень. S. Paget также предположил, что метастазиро-
вание – не  случайный и  разрозненный, а  сложный 
и скоординированный процесс [5].

Кость является предпочтительным местом для мета-
статического роста при многих видах рака. Она хорошо 
васкуляризирована и богата факторами роста, включая 
инсулиноподобные факторы роста (IGF), трансформи-
рующий фактор роста β (TGF-β), факторы роста фи-
бробластов (FGF), тромбоцитарные факторы роста 
и костные морфогенетические белки (BMP), которые 
необходимы для метастазирования в кости. Это все 
делает кость привлекательной средой для локализации 
и роста опухолевых клеток [6].

Процессы обновления кости представляют собой 
поочередную работу остеобластов, которые формиру-
ют новую костную ткань, и остеокластов, которые 
разрушают старую костную ткань (резорбция) (рис. 1). 
Опухолевые клетки нарушают работу этого слаженного 
механизма, вызывая избыточный синтез остеобластов 
или остеокластов, что приводит к нарушению процесса 
ремоделирования костной ткани. Ремоделирование 
кости – непрерывный и динамичный процесс форми-
рования и резорбции кости для поддержания ее целост-
ности и гомеостаза. Этот процесс продолжается на про-
тяжении всей жизни, при  этом до  20  % скелета 
подвергается постоянному ремоделированию для устра-
нения повреждений, вызванных механическими стрес-
сами, и поддержания целостности скелета [7]. Резорб-
ция кости обычно более агрессивна и  характерна 
для рака легкого, почки, молочной железы (РМЖ). 
Противоположный ему механизм – избыточное косте-
образование, часто возникающее при раке предста-
тельной железы (РПЖ), для которого характерно чрез-
мерное увеличение плотности костной ткани. Эти  
2 процесса имеют различные клинические и молеку-
лярные особенности, но их общей чертой является 
нарушение баланса между остеобластами и остеокла-
стами под воздействием опухоли, что может превра-
тить нормальные ниши в  метастатические. Таким 
образом, костные метастазы могут влиять на кость по-
разному: провоцируя избыточное костеобразование 
(остеобластические поражения), способствуя разру-
шению кости (остеолитические поражения) или соче-
тая эти 2 эффекта (смешанные поражения) [8].

Эпигенетическая регуляция является одним 
из  ключевых механизмов ремоделирования кости. 
Метилирование ДНК, модификации гистонов и рабо-
та многочисленных молекул некодирующих РНК ре-
гулируют программы транскрипции, не вызывая спе-
цифических изменений на генетическом уровне [9].

Цель работы – обобщение имеющихся данных 
о костном метастазировании для лучшего понимания 
биологической природы онкогенеза.

Для этого проанализированы научные публикации 
последних лет, содержащие сведения о молекулярных 
процессах метастазирования в костную ткань, из баз 
данных National Center for Biotechnology Information 
(NCBI), eLibrary и Google Scholar.

Распространенность костных метастазов
Частота костных метастазов при различных онко-

логических заболеваниях варьирует в широком диапа-
зоне (табл. 1) [10–17]. С 1959 по 1997 г. в Онкологиче-
ском центре Сикоку (Япония) исследованы случаи 
аутопсии. Установлено, что при РМЖ и РПЖ мета-
стазы в кости развиваются в 75 % случаев, при раке 
желудка и толстой кишки – в 22 %, при раке легкого – 
в 30–40 % [10–12]. Эти данные подтверждены резуль-
татами крупномасштабного исследования, согласно 
которым самый высокий риск возникновения кост-
ных метастазов среди всех пациентов с солидными 
опухолями наблюдается у больных РПЖ, а также у па-
циентов с раком легкого, почки и РМЖ. Частота мета-
стазирования в кости повышается с увеличением кли-
нической стадии заболевания [17].

По  результатам эпидемиологического анализа 
костных метастазов, который провели R. E. Coleman 
и соавт., при РМЖ метастазы в костях развиваются 
в 70 % случаев, при РПЖ – в 85 %, при раке легкого 
и  почки – в  40  %, при  множественной миеломе – 
в 95 %. Частота метастазирования опухолей в позво-
ночник составила 87 %, таз – 63 %, череп – 35 %, ре-
бра – 77  %, в  проксимальные отделы плечевых 
и бедренных костей – 53 %, дистальный аппендику-
лярный скелет – 1 % [7]. Медиана выживаемости па-
циентов с раком легкого, РМЖ, РПЖ и множествен-
ной миеломой с метастазами в костях варьировала 
от 1 до 3–5 лет [6, 7].

Механизм ремоделирования кости 
в норме и при патологии
Ремоделирование кости – сложный процесс, 

представляющий собой обновление костной ткани 
путем резорбции с последующим образованием новой 
костной ткани, что необходимо для костного гомео-
стаза, включающего поддержание физиологии кост-
ных клеток и микроархитектуры кости.

Механизм ремоделирования кости в норме
Весь цикл обновления костной ткани регулирует-

ся балансом между резорбцией кости остеокластами, 
которые дифференцируются из гемопоэтических ство-
ловых клеток миелоидного ряда, и формированием 
кости остеобластами, которые происходят из мезен-
химальных стволовых клеток [18]. Дифференцировку 
и  функцию, которую выполняют костные клетки,  
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Показатель 
Parameter

Значе-
ние 

Value

Источ-
ник 

Reference

Распространенность костных 
метастазов (по данным N. Long 
и соавт.) при: 
Prevalence of bone metastases in different 
solid tumors (according to N. Long et al.):

РПЖ 
РС
РМЖ 
BС
РЛ 
LC
злокачественных опухолях 
центральной нервной системы 
malignant tumors of the central nervous 
system
раке яичек 
testicular cancer

 
 
 

32

25

23

4
 
 

4

[13] 

Частота развития метастазов 
в костях (по данным J. F. Huang 
и соавт.) при: 
Frequency of bone metastases in disease 
(according to J. F. Huang et al.) in:

мелкоклеточном РЛ 
small cell LC
немелкоклеточном РЛ 
non-small cell LC
аденокарциноме легкого 
lung adenocarcinoma
плоскоклеточном РЛ 
squamous cell LC
бронхиолоальвеолярном раке 
bronchioloalveolar cancer
раке пищевода 
esophageal cancer
раке желудка 
stomach cancer
опухолях гепатобилиарной 
системы 
tumors in the hepatobiliary system
раке поджелудочной железы 
pancreatic cancer
раке других органов пищеварения 
other digestive organs
раке толстой кишки 
colon cancer
раке ануса 
anal cancer
раке почки 
kidney cancer
РПЖ 
PC
РМЖ 
BC

  

23,2

22,5

20,3

8,4

4,11

8,0

4,5

4,4

3,8

3,3

1,2

1,0

16,1

5,7

3,7

[14] 

Показатель 
Parameter

Значе-
ние 

Value

Источ-
ник 

Reference

Частота развития метастазов 
в костях при заболевании 
IV стадии при: 
Frequency of bone metastases in stage IV 
disease in:

РПЖ 
PC
РМЖ 
BC
раке почки 
кidney cancer
раке мочеполовой системы (кроме 
рака почки, мочевого пузыря, 
яичек и РПЖ) 
cancer of the genitourinary system (except 
kidney, bladder, testicles cancer and PC)
аденокарциноме легкого 
lung adenocarcinoma
злокачественных опухолях 
женской репродуктивной системы 
(кроме рака яичников и эндоме-
трия) 
malignant tumors of the female 
reproductive system (except ovarian, 
endometrial cancers)
мелкоклеточном РЛ 
small cell LC
немелкоклеточном РЛ 
non-small cell LC
раке мочевого пузыря 
bladder cancer

 
 

88,7

53,7

38,7

37,9

 
 

36,9

36,0

 
 

34,6

33,6

31,1

[14] 

Частота развития метастазов 
в костях в срок 5 лет при: 
Frequency of bone metastases in 5 years in:

РПЖ 
PC
РЛ 
LC
раке почки 
kidney cancer
РМЖ 
BC
колоректальном раке 
colorectal cancer
раке желудочно-кишечного тракта 
gastrointestinal cancers
злокачественных опухолях 
женской репродуктивной системы 
malignant tumors of the female 
reproductive system
меланоме 
мelanoma

 

24,5

12,4

8,4

6,0

2,1

3,2

1,9
 

2,5

[17] 

Таблица 1. Частота метастазирования в кости при различных онкологических заболеваниях,  %

Table 1. Incidence of bone metastases in different tumors,  %

модулируют различные аутокринные и паракринные 
факторы. Ключевыми факторами остеокластогенеза 
и дифференцировки остеокластов являются рецептор-
активатор лиганда транскрипционного ядерного фак-
тора κB (NF-κB) (RANKL), фактор стимуляции коло-
нии макрофагов (M-CSF), а  также различные 

цитокины. Зрелые остеобласты секретируют белки, 
способствующие образованию костного внеклеточно-
го матрикса, который впоследствии минерализуется 
(происходит костеобразование). Остеобластогенез 
и дифференцировка остеобластов поддерживаются 
местными факторами, такими как  TGF-β, BMP  
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Показатель 
Parameter

Значе-
ние 

Value

Источ-
ник 

Reference

Частота развития метастазов 
в костях в срок 10 лет при: 
Frequency of bone metastases in 10 years in:

РПЖ 
PC
РЛ 
LC
раке почки 
kidney cancer
РМЖ 
BC
колоректальном раке 
colorectal cancer
раке желудочно-кишечного тракта 
gastrointestinal cancers
злокачественных опухолях 
женской репродуктивной системы 
malignant tumors of the female  
reproductive system
меланоме 
мelanoma

 

29,2

12,9

9,9

8,1

2,7

3,6

2,4
 

3,0

[17] 

Частота развития метастазов 
в костях при заболевании IV стадии 
в срок 5 лет при: 
Frequency of bone metastases in stage IV 
disease in 5 years in:

РПЖ 
PC
РЛ 
LC
раке почки 
kidney cancer
РМЖ 
BC
колоректальном раке 
colorectal cancer
раке желудочно-кишечного тракта 
gastrointestinal cancers
злокачественных опухолях 
женской репродуктивной системы 
malignant tumors of the female 
reproductive system
меланоме 
мelanoma

 
 

61,1

50,6

25,8

22,3

5,8

6,8

6,2

 

9,0

[17] 

Показатель 
Parameter

Значе-
ние 

Value

Источ-
ник 

Reference

Частота метастазирования первич-
ных опухолей в кости при: 
Frequency of primary tumor metastases 
in the bone:

РЛ 
ДС
РПЖ 
РС
РМЖ 
ВС
раке почки 
kidney cancer
раке толстой кишки 
colon cancer

 
 

44,4

19,3

12,3

4,0

2,2

[15] 

Частота выявления метастазов 
в костях на момент обращения 
к врачу при: 
Frequency of bone metastases detection  
at the time of doctor visit in:

мелкоклеточном РЛ 
small cell LC
немелкоклеточном РЛ 
non-small cell LC
аденокарциноме пищевода 
esophageal adenocarcinoma

 
 

25,2

18,0

9,4

[15] 

Участки костной ткани, которые 
чаще всего полностью поражаются 
метастазами при РМЖ: 
Areas of bone tissue which are most 
frequently affected by metastases in breast 
cancer:

ребра 
ribs
грудные позвонки 
thoracic vertebrae
таз 
pelvic
поясничные позвонки 
lumbar vertebrae
грудина 
sternum

 
 
 

13,4

12,4

12,2

12,1

10,5

[16] 

Примечание. РПЖ – рак предстательной железы; 
РМЖ – рак молочной железы; РЛ – рак легкого. 
Note. PC – prostate cancer; BC – breast cancer; LC – lung cancer.

Окончание табл. 1

End of table 1

и активация пути Wingless-INT (Wnt). Остеокласты, как 
и остеобласты, способствуют гомеостазу кости [8].

Цикл ремоделирования кости состоит из 5 после-
довательных фаз, в числе которых активация, резорб-
ция, реверс, формирование и терминация (табл. 2). 
Первая фаза начинается с активации остеокластов. 
В ходе нее гемопоэтические стволовые клетки сначала 
дифференцируются в клетки-предостеокласты, кото-
рые сливаются с образованием многоядерных клеток. 
Следующая фаза – резорбции – характеризуется рас-

творением костных минералов и разрушением кост-
ного матрикса активированными остеокластами.

В  реверсивную фазу удаляются остатки повре-
жденного костного матрикса и формируется новый 
остеоидный матрикс остеобластами, который будет 
затем минерализоваться. Во время резорбции проис-
ходит высвобождение факторов роста из костного мат-
рикса. В фазу терминации они участвуют в увеличении 
популяции преостеобластов для замены поврежден-
ных костных поверхностей [19].
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Таблица 2. Фазы костного ремоделирования

Table 2. The phases of bone remodeling

Фазa 
Phase

События 
Events

Этап I 
Stage I

Активации 
Activation

Происходит обнаружение инициирующего ремоделирования сигнала, который может принимать 
различные формы. Наблюдается воздействие гормонов (эстрогена или паратиреоидного гормона) 

на костные клетки в ответ на более системные изменения гомеостаза. Физические силы, вызывающие 
механическое напряжение и микроповреждения скелета, преобразуются в биологические сигналы, 

которые могут быть обнаружены остеоцитами 
Remodeling-inducing signal – which can have many forms – is identified. Action of hormones (estrogen or parathyroid 
hormone) on bone cells in response to systemic changes in homeostasis is observed. Physical forces causing mechanical 

tension and skeletal microdamage are transformed into biological signals which can be identified by osteocytes

Этап II 
Stage II

Резорбции 
Resorption

Клетки выстилки кости втягиваются, коллагеназа расщепляет тонкий слой неминерализованного 
матрикса (эндостальной мембраны), далее предшественники остеокластов привлекаются из кровото-
ка и активируются. Остеокласты дифференцируются: большие многоядерные остеокласты мигрируют 

и прикрепляются к поверхности кости, инициируя резорбцию для разрушения костного матрикса. 
На поверхности губчатой кости формируются полости. В процессе резорбции образуются «вырытые» 
области костного матрикса (лакуны Хаушипа). Оставшийся органический костный матрикс разруша-

ется набором коллагенолитических ферментов, а остеокласты подвергаются апоптозу 
Bone lining cells retract, collagenase breaks down a thin layer of non-mineralized matrix (endosteal membrane), osteoclast 

precursors are recruited from the bloodstream and activated. Osteoclasts differentiate: large multinuclear osteoclasts migrate 
and attach to the bone surface initiating resorption for destruction of bone matrix. Cavities are formed on the surface 
of spongy bone. During resorption, “burrowed” areas of bone matrix (Howship’s lacunae) are formed. The remaining 

organic bone matrix is destroyed by a set of collagenolytic enzymes, and osteoclasts undergo apoptosis

Этап III 
Stage III

Обратная 
Reversal

Остеокласты заменяются остеобластами, которые инициируют формирование кости 
Osteoclasts are then replaced by osteoblasts, which initiate bone formation

Этап IV 
Stage IV

Формирования 
Formation

Остеобласты синтезируют остеоид, белковый матрикс, состоящий из коллагена 1-го типа, 
для заполнения пустот, оставленных остеокластами. По мере минерализации костного матрикса 
образуется новая кость. В дальнейшем остеобласты превращаются в покоящиеся выстилающие 

клетки, которые полностью покрывают вновь образованную поверхность кости. Некоторые остеобла-
сты погружаются во вновь сформированный костный матрикс, становясь остеоцитами с разветвлен-

ной сетью каналов, что необходимо для контактов с клетками, выстилающими поверхность кости, 
остеобластами и другими остеоцитами 

Osteoblasts synthesize osteoid, a protein matrix composed primarily of type I collagen, to fill the cavities by osteoclasts.  
As the bone matrix mineralizes, new bone is formed. Subsequently, osteoblasts differentiate into quiescent bone-lining cells 

that fully cover the newly formed bone matrix, transforming into osteocytes. These osteocytes develop a branched canalicular 
network essential for maintaining contact with bone surface cells, osteoblasts, and other osteocytes

Этап V 
Stage V

Завершения 
Termination

Происходит минерализация (кальцификация) кости. После минерализации зрелые остеобласты 
подвергаются апоптозу, возвращаясь к фенотипу костной ткани или внедряясь в минерализованный 

матрикс, и дифференцируются в остеоциты. Состояние покоящейся поверхности кости восстанавли-
вается и поддерживается до начала следующей волны ремоделирования 

Bone mineralization (calcification). Following mineralization, mature osteoblasts undergo apoptosis, revert to a bone lining 
cell phenotype, or become embedded within the mineralized matrix, differentiating into osteocytes. The quiescent bone 

surface state is thereby restored and maintained until the initiation of the next remodeling cycle
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На молекулярном уровне цикл костного ремоде-
лирования регулируется сложной сигнальной сетью, 
включающей как локально секретируемые факторы, так 
и системные гормоны. Выделяют 2 типа ремоделирова-
ния кости – целевое (таргетное), наблюдаемое при ми-
кроповреждениях, и стохастическое (вероятностное), 
которое находится под влиянием гормонов [20].

Микроповреждения костной ткани инициируют 
цикл костного ремоделирования. Остеобласты, кото-
рые покрывают поверхность костной трабекулы, полу-
чают сигналы от остеоцитов и образуют зону костного 
ремоделирования, которая снабжается кровеносными 
сосудами. Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) 
и  эндотелин обеспечивают связь между сосудами 
и костной тканью, контролируя жизнедеятельность 
остеокластов и остеобластов. Цикл ремоделирования 
костей начинается с дифференциации предшественни-
ков остеокластов в зрелые остеокласты проостеокла-
стогенными цитокинами RANKL и M-CSF [19].

Известно, что активация сигнала Wnt/β-катенин 
в остеобластах происходит при уменьшении выработ-
ки склеростина остеоцитами. Этот сигнальный путь 
способствует остеобластогенезу, участвуя в дифферен-
цировке мезенхимальных стволовых клеток в преостео
бласты, и в дальнейшем в их преобразовании в остео-
бласты [20].

Важные участники процесса костного ремодели-
рования – факторы роста, интерлейкин 1, M-CSF, 
который стимулирует образование преостеокластов, 
маркеры Runx2 (фактор транскрипции 2, связанный 
с  карликовостью) и  остерикс [19]. Для  резорбции 
костной ткани необходимы M-CSF, рецептор-актива-
тор NF-κB (RANK) и катепсин К, который является 
одним из ферментов, разрушающих коллаген 1-го типа 
[21]. Экспериментальные данные показали, что RANKL 
стимулирует резорбцию кости у мышей без M-CSF [22]. 
Активность процессов резорбции кости оценивают 
по уровню тартрат-резистентной кислой фосфатазы 5b 
(TRACP) в плазме крови [23]. Остеопротегерин (OPG), 
секретируемый остеобластами, является частью цито-
киновой системы RANKL-RANK-OPG. OPG, связы-
ваясь с RANKL, ингибирует процессы дифференциров-
ки и  активации остеокластов, защищая скелет 
от чрезмерной резорбции [24]. Таким образом осуществ-
ляется контроль баланса остеокластов и остеобластов 
цитокиновой системой при остеокластогенезе.

Процесс костного ремоделирования завершается 
минерализацией органического матрикс-остеоида, 
восстановлением разрушенного синцития новыми 
остеоцитами и выработкой склеростина [19]. В норме 
в ходе ремоделирования формируется новая костная 
ткань в том же объеме [20].

Механизм ремоделирования кости  
при наличии костных метастазов
На сегодняшний день до конца неизвестен меха-

низм, посредством которого метастазы распространя-

ются в скелетную систему, а также то, каким образом 
метастатические раковые клетки взаимодействуют 
со специфическим микроокружением кости. Выделяют 
остеолитические и остеобластические поражения кост-
ной ткани. Первые характеризуются снижением плот-
ности костной ткани, вторые – ее повышением [25].

Активация опухолевых факторов роста сопрово-
ждается выработкой белка, связанного с паратиреоид-
ным гормоном (PTHrP) и интерлейкином 6, стимуля-
цией процессов созревания и активности остеокластов, 
что приводит к усиленной резорбции костной ткани 
[26]. Особенностью резорбции костного матрикса яв-
ляется высвобождение IGF-1, TGF-β, факторов роста 
тромбоцитов (PDGF), BMP и FGF, которые стимули-
руют рост опухоли. Опухолевые факторы роста также 
активируют остеобласты и индуцируют высвобожде-
ние эндотелина-1 (ET-1) и ингибирование антагони-
ста сигнального пути Wnt dickkopf-1 (DKK-1), 
что приводит к усилению активности остеобластов 
и патологическому костеобразованию [27]. Поврежде-
ние тканей запускает процесс иммунного ответа, в ко-
тором участвуют нейтрофилы, тучные клетки, моно-
циты и  макрофаги, адаптивные иммунные клетки 
(Т- и  В-клетки), необходимые для  поддержания 
и ускорения формирования кости.

Основным проявлением костных метастазов слу-
жит рентгенологически идентифицируемый процесс 
разрушения костной ткани, известный как остеолити-
ческие поражения. Эти поражения возникают в резуль-
тате повышенной активности остеокластов, при кото-
рых кость становится очень хрупкой, из-за  чего 
повышается риск патологических переломов.

Однако при РМЖ метастазы в 20 % случаев при-
водят к образованию новой костной ткани – развитию 
склеротических или плотных участков в кости. Мета-
стазы при РПЖ обычно вызывают остеобластические 
поражения с избыточным образованием новой кост-
ной ткани с измененной структурой, при которых мо-
жет усиливаться резорбция кости [28].

Для множественной миеломы характерны остео-
литические поражения. Патологические особенности 
метастазов при данной патологии подчеркивают кри-
тический дисбаланс между резорбцией и формирова-
нием кости, а также агрессивный характер поражения 
кости [29].

Несмотря на наличие остеолитических поражений 
при РМЖ и раке легкого, для этих патологий харак-
терны специфические гормональные механизмы, 
что  влияет на  потенциал остеогенных поражений. 
При РМЖ сигнальные пути рецепторов эстрогена су-
щественно влияют на микроокружение кости и спо-
собствуют метастатической колонизации и прогрес-
сированию заболевания. Сверхэкспрессия гена Notch3 
связана с костным метастазированием при немелкокле-
точном раке легкого и влияет на экспрессию и актив-
ность ZEB-1, облегчая эпителиально-мезенхимальный 
переход и инвазию [30]. Способность к метастазирова-
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нию при РПЖ зависит от соотношения андрогенов 
и эстрогенов.

Циркулирующие опухолевые клетки были иден-
тифицированы как  предикторы метастазирования 
в кости. Небольшая доля этих клеток, попавших в кро-
воток, может вызвать метастазирование (<0,1 % слу-
чаев) [31]. Опухолевые клетки покидают первичную 
опухоль и претерпевают эпителиально-мезенхималь-
ный переход, что делает их более подвижными, инва-
зивными и способными проникать в базальную мем-
брану и окружающие ткани. После этого они могут 
попасть в кровоток и распространиться по организму. 
Опухолевые клетки покидают кровеносную систему 
путем экстравазации и вступают во взаимодействие 
с остеокластами и остеобластами. Это приводит к уве-
личению факторов опухолевого происхождения в ми-
кроокружении кости, что способствует образованию 
новых клеток кости и активации остеокластов. В ре-
зультате активируется передача сигналов RANKL-
RANK, осуществляются распространение, рост и про-
лиферация опухолевых клеток [32].

Выделяют ряд факторов, обусловливающих лока-
лизацию опухолевых клеток в кости. К ним относится 
степень васкуляризации. Костный мозг сильно васку-
ляризован и приспособлен к колонизации циркули-
рующих опухолевых клеток. Физическая жесткость 
внеклеточного матрикса опухоли повышает экспрес-
сию транскрипционного фактора GLI2, который, 
в свою очередь, усиливает экспрессию PTHrP посред-
ством передачи сигналов интегрина β-3 и  TGF-β 
в клетках РМЖ, тем самым способствуя пролиферации 
опухолевых клеток. Еще одним фактором является фи-
зическая сила. Пролиферирующие опухолевые клетки 
оказывают давление на микроокружение кости. Остео
циты, встроенные в костный матрикс, ощущают это 
давление и повышают регуляцию хемокинового ли-
ганда 5 (CCL5) и матриксных металлопротеиназ, спо-
собствуя росту костных метастазов РПЖ. Согласно 
результатам исследований, низкая минеральная плот-
ность костной ткани у пациентов с РМЖ увеличивает 
риск метастазирования в кости [33]. Кость является 
резервуаром кальция и иммобилизованных факторов 
роста, которые высвобождаются остеокластами во вре-
мя резорбции кости. TGF-β, IGF, FGF, BMP, VEGF, 
ET-1 и PDGF входят в число высвобождаемых факто-
ров роста, которые помогают метастатическим опухо-
левым клеткам в их выживании и росте. Повышенное 
высвобождение факторов роста при остеокластической 
активности приводит к увеличению частоты метаста-
зирования. Экспрессия адгезивных молекул и рецеп-
торных лигандов на поверхности опухолевых клеток 
позволяет увеличить частоту развития костных метаста-
зов и хоминга. Так, VCAM-1 (молекула адгезии сосуди-
стых клеток 1) на опухолевых клетках, взаимодействуя 
с рецептором предшественника остеокластов интегри-
на α4β1, способствует остеокластогенезу [34].

Эпигенетическая регуляция ремоделирования 
кости и метастазирования в кости
Эпигенетическая регуляция представляет собой 

изменение экспрессии генов и клеточных процессов 
без изменений в последовательности ДНК. В регуляции 
костного ремоделирования большую роль играет ряд 
эпигенетических факторов: метилирование ДНК, мо-
дификации гистонов, некодирующие РНК. Любые па-
тологические изменения, произошедшие под воздей-
ствием эпигенетических факторов во время костного 
ремоделирования, приводят к нарушению гомеостаза 
в кости, регуляции формирования и резорбции костной 
ткани, а также ее минерализации [35].

ДНК-метилирование в опухолевых клетках. Мети-
лирование ДНК представляет собой модификацию 
молекулы ДНК путем переноса метильной группы 
от S-аденозилметионина в 5-е положение пиримиди-
нового кольца цитозина. ДНК-метилтрансферазы 
DNMT1, DNMT3A и DNMT3B влияют на метилирова-
ние ДНК. DNMT1 тесно связан с поддержанием мети-
лирования ДНК, в то время как DNMT3A и DNMT3B 
способны повышать скорость метилирования ДНК [36]. 
Подавление процесса транскрипции является результа-
том метилирования промоторных регионов генов 
как следствие нарушений при связывании транскрип-
ционных факторов или к их колонизации на CpG-сай-
тах с последующей конденсацией хроматина и сниже-
нием экспрессии гена в определенном локусе генома. 
Метилирование ДНК ответственно за процесс компак-
тизации хромосом, которая учитывает конфигурацию 
нуклеосом и их расположение [35].

Изменение профиля метилирования характерно 
для любого патологического процесса. Канцерогенез 
может быть вызван мутацией, эпигенетической ре-
прессией или гиперэкспрессией ДНК-метилтрансфе-
раз и белков семейства ТЕТ, приводящих к гипо- и ги-
перметилированию ДНК.

M. Yang и соавт. показали, что метилирование ДНК 
влияет на экспрессию гена ALDH2, которая опосредо-
вана ДНК-метилтрансферазой 3А (DNMT3A) и мети-
лированным CpG-связывающим белком 4 (MBD4), 
и что экспрессия этих регуляторов значительно увели-
чивает вероятность развития костных метастазов у па-
циентов с раком легкого [37]. K. Nishikawa и соавт. 
изучили механизмы остеокластогенеза, регулируе-
мого DNMT3A, и  обнаружили, что  экспрессия 
RANKL индуцирует метаболический сдвиг за счет 
увеличения продукции S-аденозилметионина (SAM) 
[38]. DNMT3A может регулировать эпигенетическое 
ингибирование антиостеокластогенных генов путем 
SAM-опосредованного метилирования ДНК. Соглас-
но результатам исследования M. Yang и соавт., экс-
прессия ALDH2 может быть индуцирована путем инги-
бирования экспрессии DNMT3A [37]. Это значительно 
снижает вероятность костного метастазирования у па-
циентов с раком легкого.
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Показана большая роль митохондриальной ДНК 
(мтДНК) в онкогенезе и метастатической прогрессии 
[39]. Выявлена прямая связь между гиперметилирова-
нием мтДНК и ростом опухоли с метастазами в костях 
у пациентов со светлоклеточной почечно-клеточной 
карциномой. Z. Liu и соавт. установили, что клетки 
светлоклеточной карциномы на стадии метастазиро-
вания в кости способны секретировать значительно 
больше индуцированного стрессом фосфопротеина 1 
(STIP1), чем первичные клетки опухоли [40]. В про-
цессе резорбции костной ткани STIP1 участвует в про-
лиферации и миграции/инвазии опухолевых клеток 
светлоклеточной почечно-клеточной карциномы че-
рез аутокринные рецепторы и способствует дифферен-
цировке остеокластов, параллельно повышая регуля-
цию катепсина К для деградации коллагена и других 
матриксных белков [41].

J. Wang и соавт. провели протеомный анализ кост-
ных метастатических клеток светлоклеточной почеч-
но-клеточной карциномы, сравнили их с первичными 
клетками опухоли и определили, что окислительное 
фосфорилирование и митохондриальная дисфункция 
очень важны для дифференциально экспрессируемых 
внутриклеточных белков [42]. Помимо окислительно-
го фосфорилирования, митохондрии являются основ-
ным генератором активных форм кислорода (АФК) 
при индуцировании окислительного стресса, способ-
ствующего метастазированию [43].

Известно, что гиперметилирование мтДНК в клет-
ках светлоклеточной почечно-клеточной карциномы 
изменяет окислительное фосфорилирование и активи-
рует митохондриальный окислительный стресс [44]. 
АФК, метаболиты цикла трикарбоновых кислот, гомео
стаз кальция и активация AMФ-активируемой (AMФ – 
аденозинмонофосфат) протеинкиназы представляют 
собой механизмы передачи сигнала ядру митохондри-
ями, которые важны для контроля процесса метастази-
рования. По данным Z. Liu и соавт., гомология STIP1 
STUB1 (индуцированный стрессом и U-бокс, содержа-
щий белок 1) необходима для защитной деградации 
АФК-стресс-пероксисом [40]. J. Wang и соавт. считают, 
что передача сигналов АФК при поддержании нару-
шенного баланса внутриклеточного уровня АФК име-
ет решающее значение для детоксикации клеток свет-
локлеточной карциномы от  АФК и  способствует 
метастазированию в кости [42].

Экзогенный SPARC способствует метастазирова-
нию в кости [45], косвенно стимулируя подвижность 
и хемопритяжение к витронектину, который является 
одним из основных белковых компонентов плазмы 
крови [46]. Однако SPARC, продуцируемый аденови-
русом, подавляет in  vivo метастазирование клеток 
MDA-MB231 в легкие и кости, уменьшая агрегацию 
опухолевых клеток с тромбоцитами. На клетках мо-
дели ксенотрансплантата мыши установлено, 
что при воздействии dAza (5-аза-2’-дезоксицитидин) 
происходит снижение экспрессии не только SPARC, 

но и ET-1. Экзогенная miR29a снижала экспрессию 
SPARC, а трансактивация ET-1 зависела от 3’-UTR. 
Уровень ET-1 был снижен при активности PPARγ (перо
ксисомный пролифератор-активируемый рецептор γ) 
и miR98, присутствующей в метастатических клетках. 
Эти особенности SPARC могут иметь функциональное 
и терапевтическое значение [47]. Интересно, что бло-
кировка ДНК-метилтрансферазы влияет на  актив-
ность микроРНК [48], а микроРНК играют большую 
роль в дерегулированных механизмах гиперметилиро-
вания ДНК [47].

Несмотря на то что во многих опухолях SPARC ме-
тилируется в островке CpG, охватывающем экзон 1 
[45], точный механизм его регуляции путем метили-
рования при метастазировании в кости изучен недо-
статочно.

Модификация гистонов. С-концевой домен и N-кон-
цевой хвост гистоновых белков подвержены различ-
ным посттрансляционным модификациям. Например, 
ацетилирование лизина регулирует экспрессию генов, 
необходимых в канцерогенезе и метастазировании [49]. 
Факторы транскрипции, рецепторы гормонов, шапе-
роны и белки цитоскелета входят в группу негистоно-
вых белков и обратимо ацетилируются с последующим 
изменением функции, стабильности, локализации 
и белок-белковых взаимодействий [50]. Из всех пост-
трансляционных модификаций хорошо изучены про-
цессы ацетилирования и метилирования остатков ли-
зина гистонов H3 и H4. Ацетилирование представляет 
собой механизм, который основан на модели нейтра-
лизации заряда: положительный заряд остатков лизина 
на H3/H4 способствует плотной упаковке отрицатель-
но заряженной ДНК с гистонами. Добавление ацетиль-
ной группы может привести к потере плотной конфи-
гурации хроматина, но в то же время открывает доступ 
транскрипционным факторам для инициации процес-
са транскрипции. Ацетилтрансферазы (HAT) и деаце-
тилазы (HDAC) гистонов ответственны за катализ до-
бавления и удаления ацетильных групп.

Семейство белков бромодомена и экстраконцево-
го домена (BET) влияют на экспрессию онкогенов 
путем привлечения факторов транскрипции и коакти-
ваторов к ацетилированным лизинам гистонов. Дан-
ный эффект был показан в исследовании in vitro, в ко-
тором клетки пациента с остеосаркомой обработали 
JQ1 – член семейства белков BET. Это привело к сни-
жению экспрессии онкогенов MYC, CDK4, CDK6 
и RUNX2 за счет истощения BRD4 в промоторном 
сайте, что, в свою очередь, способствовало снижению 
пролиферации опухолевых клеток остеосаркомы [51]. 
JQ1 также сдерживает остеокласты, предотвращая 
BRD4-зависимую индукцию сигнального пути 
RANKL, что делает его хорошим помощником в борь-
бе с костными метастазами и разрушением костей. 
При РМЖ с метастатическим поражением костей JQ1 
и природный флавоноид икаритин подавляют рост 
опухолевых клеток и блокируют резорбцию костной 
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ткани, ингибируя дифференцировку остеокластов, 
что создает основу для исследования их потенциаль-
ного синергизма в терапии костных метастазов [52].

Ацетилирование гистонов по  ε-аминогруппе 
остатков лизина регулируется балансом активности 
гистон-ацетилтрансферазы и гистондеацетилазы. Из-
вестно, что нарушение этого баланса приводит к онко-
генезу и метастазированию за счет снижения экспрес-
сии опухолевых супрессоров и увеличения экспрессии 
онкогенов и прометастатических генов [53]. Согласно 
данным литературы, тирозинкиназа c-Src может быть 
биомаркером для прогнозирования чувствительности 
костного метастатического РМЖ к ингибиторам гистон
деацетилазы. Доказана роль c-Src в онкогенезе и остео-
кластической активности, связанной с  метастазами 
в костях. В  мышиной модели РМЖ ингибирование  
c-Src снижало частоту развития костных метастазов, 
при  этом увеличивалась выживаемость. Считается, 
что ингибитор гистондеацетилазы трихостатин А сни-
жает активность сигнального пути c-Src/Ets1 и блоки-
рует связывание Ets1 с промотором CXCR4. Гистондеа-
цетилазы регулируют активность c-Src, а трихостатин 
А ингибирует промоторы c-Src [54].

Эффект метилирования гистонов зависит от целе-
вых остатков [53]. Метилирование лизина 4/36/79 гис
тона H3 (H3K4/36/79) способствует активации про-
цесса транскрипции, тогда как  метилирование 
H3K9/27 и H4K20 обычно считается репрессивной 
эпигенетической меткой. SET7/9 катализирует 
H3K4me, который активирует экспрессию генов вос-
палительного ответа, а  удаление метильных групп 
из этих меток с помощью гистондеметилаз, наоборот, 
приводит к остановке процесса транскрипции [55].

Согласно результатам последних исследований, 
установлено, что усилитель гомолога zeste 2 (EZH2) – 
каталитическая субъединица поликомб-репрессивного 
комплекса 2 (PRC2) – необходим для прогрессирова-
ния костного метастатического РМЖ. EZH2 катализи-
рует метилирование гистона H3K27 (H3K27me3), ко-
торый уплотняет хроматин, вызывая репрессию 
транскрипции генов. Этот механизм запускает эпиге-
нетическое перепрограммирование костно-диссеми-
нированных клеток РМЖ и РПЖ, увеличивая стволо-
вость и усиливая метастатическое распространение 
в другие ткани. Такие клетки могут стимулировать 
появление метастазов в разных органах. Подавление 
активности EZH2 снижает стволовость и пластичность 
костно-диссеминированных опухолевых клеток, 
что значительно ограничивает образование вторичных 
метастазов [56].

Гистондеацетилазы обладают значительным потен-
циалом в качестве терапевтических мишеней, и их ин-
гибиторы уже получили одобрение Управления по са-
нитарному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов США (Food and Drug Administration, 
FDA) для лечения гематологических злокачественных 

новообразований, а также проходят клинические ис-
пытания для определения их эффективности при раз-
личных солидных опухолях, в том числе III–IV стадий. 
Несмотря на то что ингибиторы гистондеацетилазы 
не предназначены для лечения метастазов в костях 
и легких, они влияют на сигнальные пути, которые 
играют большую роль в распространении опухолевых 
клеток [50].

Некодирующие РНК. Выделяют несколько типов 
некодирующих РНК (нкРНК): микроРНК, малые ин-
терференционные РНК (миРНК), piРНК (обнаруже-
ны в комплексах с белками семейства Piwi), длинные 
некодирующие РНК (днРНК), малые ядерные РНК 
(мяРНК) и циркулирующие РНК [57]. Длинные неко-
дирующие РНК считаются главными регуляторами 
транскрипции. Находясь в ядре после транскрипции, 
они могут закрепляться на хроматине в месте транс-
крипции или накапливаться в отдаленном месте. Эти 
РНК играют роль первичных регуляторов образования 
костных метастазов и индукторов колонизации отда-
ленных органов метастатическими клетками. Длинные 
некодирующие РНК способствуют инвазии и метаста-
зированию, воздействуя на различные процессы, ин-
дуцируя эпителиально-мезенхимальный переход, ко-
торый проявляется в фенотипическом преобразовании 
эпителиальных клеток в мезенхимоподобные клетки 
с высокой подвижностью и способностью проникать 
в окружающие ткани. Этот переход воздействует на мо-
лекулы клеточной адгезии и матрикса металлопепти-
дазы, а также на регуляцию микроРНК и модуляцию 
клеточного цикла и путей апоптоза [58].

Обнаружено, что склеростин (Sost) – эндоген- 
ный ингибитор канонического сигнального пути  
Wnt/β-катенин – дерегулируется в остеобластах, в мо-
дели взаимодействия остеобластов и  РПЖ in  vitro, 
и действует как основной регулятор экспрессии генов 
в высокоинвазивных клетках этой опухоли. Sost регу-
лирует работу MALAT1 (транскрипт 1, связанный 
с метастазированием аденокарциномы легкого), а сни-
жение экспрессии данного ингибитора в микроокру-
жении опухоли при РПЖ может способствовать мета-
стазированию в кости за счет активации MALAT1 [57].

Примечательно,  что  N 6-метиладенозин  
(N6-methyladenosine, m6A) участвует в посттранскрип-
ционных модификациях матричной РНК (мРНК) 
и нкРНК (миРНК, днРНК, циркулирующие РНК), 
связанных с онкогенезом и развитием метастазов. Мо-
дификации m6A могут действовать как структурный 
переключатель в модуляции судьбы РНК на различ-
ных уровнях, изменяя конформацию днРНК. Соглас-
но данным S. Wen и соавт., уровни NEAT1 (днРНК, 
обогащенный ядерным веществом транскрипт 1) и m6A 
положительно коррелируют с метастазированием в ко-
сти при РПЖ. Сообщалось, что NEAT1/m6A облегчает 
онкогенную функцию комплекса CYCLINL1/CDK19 
в метастатическом костном ксенотрансплантате (PDX) 
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пациентов и играет большую роль в прогрессировании 
РПЖ [59]. Нокдаун PCAT6 (транскрипт 6, связанный 
с раком простаты) in vitro ингибирует миграцию, инва-
зию и пролиферацию клеток этой опухоли, а также 
противодействует росту опухоли и развитию метаста-
зов в кости in vivo [60].

При попадании в микроокружение кости различ-
ные микроРНК и мяРНК, находясь под воздействием 
метастатических раковых клеток, играют непосредст-
венную роль в поддержании петли положительной 
обратной связи между опухолевыми клетками, остео-
кластами и остеобластами, известной как порочный 
цикл [61]. Этот процесс происходит при  наличии 
метастазов и отрицательно сказывается на гомеостазе, 
вызывая дисбаланс в соотношении клеток костного 
микроокружения. Когда метастатические клетки про-
никают в кости через кровоток, они могут колонизи-
роваться и размножаться в новой среде. В этом кон-
тексте микроРНК, поступающие из  первичного 
опухолевого очага, способны непосредственно влиять 
на активность остеокластов (miR-214, -19a, -26a-5p, 
-27a-3p, -30e-5p, -92a-1-5p и др.) и  остеобластов  
(miR-92a-1-5p, SNORD166 и  др.) [8]. Кроме того,  
микроРНК, вырабатываемые остеокластами и остео-
бластами, могут вызывать рост метастатических кле-
ток в костном мозге [62].

В клетках РМЖ miR-21 экспрессируется через сиг-
нальный путь LPA1/Pi3K/ZEB1 под воздействием ли-
зофосфатидной кислоты (LPA1). Эта микроРНК спо-
собствует колонизации метастатических клеток 
в  костной ткани и  образованию макрометастазов. 
Ингибирование ее экспрессии снижает миграционную 
способность клеток РМЖ в условиях in vitro и ограни-
чивает образование метастазов в костях в условиях 
in vivo. Ключевыми регуляторами miR-21 являются 
LPA1 и ZEB1, при подавлении которых наблюдаются 
вышеописанные эффекты. Таким образом, воздейст-
вие на  несколько мишеней в  сигнальном пути 
LPA1/Pi3K/ZEB1 может предотвратить миграцию 
метастатических клеток в кости [63].

Повышенный уровень miR-214-3p в остеокластах 
также связан с метастазированием в кости при РМЖ 
[64]. Эта микроРНК нацелена на ингибитор диффе-
ренцировки остеокластов Traf3, что  способствует 
опосредованной остеокластами резорбции кости. Вы-
явлено, что ингибирование miR-214-3 оказывает те-
рапевтический эффект на животных моделях за счет 
уменьшения степени остеолитических метастазов. 
Экзосомальная miR-214-3p, происходящая из остео-
кластов, может передаваться в остеобласты, подавляя 
процесс образования кости [65].

Уровень экспрессии miR-218-5p у  пациентов 
с костными метастазами выше, чем у пациентов с пер-
вичным РМЖ, что позволяет предположить его учас-
тие в прогрессировании костных метастазов [66]. Низ-
кий уровень экспрессии miR-218-5p, возможно, 

способствует подавлению генов, связанных с костным 
метастазированием и активацией остеокластов. Счи-
тается, что miR-218-5p влияет на свойства остеомими-
крии метастатических клеток, вызывая их адаптацию 
в костной ткани. Кроме того, подавление экспрессии 
гена коллагена 1-го типа α1 цепи (COL1A1) в преостео
бластических клетках MC3T3 приводит к снижению 
отложения коллагена 1-го типа зрелыми остеоблас-
тами в условиях in vitro, а экзосомальная miR-218-5p, 
вырабатываемая клетками MDA-MB-231, напрямую 
воздействует на этот процесс [67].

Секретируемая опухолевыми клетками miR-940 
индуцирует остеобластные метастазы в кости. Экзосо-
мальная miR-940 способствует остеогенной диффе-
ренцировке мезенхимальных стволовых клеток чело-
века, из  которых происходит линия остеобластов. 
Обычно miR-940 вызывает остеолитические пораже-
ния у  животных, однако при  экспериментальной 
сверхэкспрессии miR-940 в клеточной линии РМЖ 
MDA-MB-231 данные клетки способны индуцировать 
остеобластические поражения in vivo. Это демонстри-
рует, как одна микроРНК, вырабатываемая опухоле-
выми клетками и секретируемая в экзосомах, может 
влиять на активность и созревание нормальных кле-
ток-реципиентов в костном микроокружении [68].

Подходы к лечению костных метастазов
Для лечения метастатического поражения костей 

у пациентов с солидными опухолями, а также для про-
филактики потери костной массы и/или переломов 
вследствие хрупкости костей, связанных с противо
опухолевой терапией, применяют антирезорбтивный 
препарат деносумаб. Это синтетическое моноклональ-
ное антитело, ингибирующее дифференцировку, вы-
живание и активность остеокластов путем конкурент-
ного связывания RANKL, что блокирует связывание 
RANK с RANKL. Деносумаб считается высокоэффек-
тивным ингибитором резорбции костной ткани остео
кластами. Результаты исследований in vitro показали, 
что этот препарат подобно OPG обладает высоким 
сродством к растворимому и связанному с мембраной 
RANKL [69]. Ингибируя функцию зрелых остеоклас-
тов, он также подавляет созревание их клеток-пред-
шественников, уменьшает резорбцию и способствует 
восстановлению костной ткани, приостанавливая, 
таким образом, патологические процессы, связанные 
с костной тканью [70]. Деносумаб обладает хорошими 
фармакокинетическими свойствами, и, хотя имеет 
индивидуальные метаболические особенности, его 
молекулярная масса и структурные свойства обеспе-
чивают быструю абсорбцию и нелинейный метаболи-
ческий профиль, который может поддерживаться 
in vivo [71].

Дифференциация и созревание остеобластов ре-
гулируются двумя системами – RANK/RANKL и си-
стемой рецептора M-CSF/c-FMS (macrophage colony-
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stimulating factor/colony-stimulating factor-1 receptor). 
Последняя отвечает за регуляцию дифференцировки 
ранних гемопоэтических стволовых клеток в клетки – 
предшественники остеокластов и выживание клеток – 
предшественников остеокластов, тогда как система 
RANK/RANKL является важным триггером диффе-
ренцировки предшественников остеокластов в функ-
циональные остеокласты. RANKL – это гомологич-
ный триммерный трансмембранный белок, который 
имеет 2 рецептора: мембраносвязывающий рецептор 
RANK и растворимый рецептор-приманку OPG. В ко-
стях RANKL экспрессируется в костном матриксе, 
клетках – предшественниках остеобластов и остеобла-
стах, а RANK – на поверхности мембраны остеоклас-
тов и предшественников остеокластов в качестве ре-
цептора, связывающегося с мембраной [72].

Связывание RANKL с RANK приводит к активации 
белка TRAF6, который активирует сигнальные пути  
NF-κB, MAPK и Fos/AP-1, что способствует активации 
NFATc1 – ключевого фактора транскрипции генов, ас-
социированных с  остеокластами, необходимых 
для их формирования. OPG конкурентно связывается 
с RANKL и, таким образом, ингибирует активацию ос-
теокластов. Деносумаб, имеющий такую же молекуляр-
ную массу, что и OPG, также связывается с RANKL и по-
давляет активацию и созревание остеокластов [72].

Благодаря приемлемым профилю безопасности 
и переносимости, еще один антирезорбтивный препа-
рат, бензодиазепин III поколения – золедронат (золе-
дроновая кислота, 1-гидрокси-2-[(1H-имидазол-1-ил)
этилиден]-1-бисфосфонат) – одобрен для профилак-
тики и лечения событий, связанных со скелетом, у па-
циентов с метастатическим поражением костей, осо-
бенно с метастазами в костях при прогрессирующем 
почечно-клеточном раке, РПЖ и РМЖ [73]. Бисфос-
фонаты ингибируют остеокластическую резорбцию 
кости, прикрепляясь к участкам связывания гидрок-
сиапатита на  костных поверхностях. Включенный 
бисфосфонат ухудшает способность остеокластов при-
крепляться к костной поверхности, а также подавляет 
стимуляцию костной резорбции [74].

Опухолевым клеткам обычно требуется пренили-
рование внутриклеточных белков для поддержания 
своих функций, подобно тому, как нормальным остео-
кластам необходимы пренилированные малые ГТФазы. 
Азотсодержащие бисфосфонаты не только эффективно 
подавляют активность остеокластов и вызванную опу-
холью резорбцию кости, снижая заболеваемость у он-
кологических больных с метастатическим поражением 
костей, но и вызывают апоптоз опухолевых клеток 
и другие противоопухолевые эффекты, такие как инги-
бирование инвазии и адгезии клеток опухоли [75]. Зо-
ледронат может вызывать апоптоз клеток как косвен-
но, через ингибирование пренилирования белков, так 
и напрямую, через блокаду митохондриальной транс-
локазы АДФ/АТФ с помощью ApppI [75].

Распространенные побочные эффекты золедрона-
та – системные воспалительные симптомы и почечная 
токсичность. К серьезным нежелательным явлениям 
при использовании этого препарата относятся гипо-
кальциемия, атипичные переломы бедренной кости 
и остеонекроз челюсти.

Однако у лиц с высокой вероятностью переломов 
риск отказа от лечения антирезорбтивными препара-
тами часто значительно превышает риск развития этих 
редких побочных эффектов.

В настоящее время разрабатываются новые эф-
фективные методы противоопухолевой терапии, ко-
торые можно внедрить в клиническую практику. R. Liu 
и соавт. продемонстрировали, что EZH2 играет значи-
мую роль в поражении костей, вызванных миеломны-
ми клетками [76]. EZH2 – каталитическая субъедини-
ца PRC2 – имеет большое значение в эпигенетической 
регуляции, что приводит к репрессии транскрипции 
целевых генов. Так, EZH2 образует комплекс с транс-
крипционным фактором AP2α, подавляющий транс-
крипцию. Этот комплекс способствует триметилиро-
ванию лизина 27-го гистона H3 (H3K27me3) 
в  промоторной области гена-супрессора опухолей 
EMP1, подавляя транскрипцию. Подавление EMP1 
вызывает усиление пролиферации миеломных клеток 
и сопутствующей секреции остеолитических цитоки-
нов, которые способствуют разрушению костей. Воз-
действие на EZH2 представляет собой потенциальную 
терапевтическую стратегию для профилактики и ле-
чения миеломной болезни костей [76]. Отметим, 
что в настоящее время для пациентов с данной пато-
логией доступно немного таргетных препаратов. Чаще 
всего для лечения опухолеиндуцированного пораже-
ния костей в клинической практике используются 
бисфосфонаты, но  они демонстрируют частичную 
эффективность и связаны с развитием побочных эф-
фектов. Нарушение регуляции EZH2 происходит 
и при других видах рака, включая лимфомы, РПЖ 
и РМЖ. Подтверждено, что воздействие на EZH2 яв-
ляется эффективной стратегией терапии рака. FDA 
одобрены таземетостат (tazverik) и  валеметостат 
(ezharmia), многие ингибиторы EZH2 в настоящее 
время проходят клинические испытания [77].

Деацетилирование гистонов является основным 
регулятором аномальной экспрессии генов в опухоле-
вых клетках, поэтому ингибиторы HDAC активно изуча-
ются, благодаря их способности перепрограммировать 
опухолевые клетки. HDAC – ферменты, катализирую-
щие удаление ацетильной группы εN-ацетиллизина 
гистонов. Они модифицируют гистоны и изменяют 
конформацию хроматина, благодаря чему играют 
большую роль в регуляции экспрессии генов. Таким 
образом, HDAC является важной эпигенетической 
мишенью при терапии рака, а ингибиторы HDAC слу-
жат успешными цитотоксическими агентами [78].  
Некоторые ингибиторы HDAC одобрены FDA для ле-
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чения гематологических злокачественных новообра-
зований. Эффективность многих ингибиторов HDAC 
при использовании различных комбинированных ме-
тодов лечения солидных опухолей, включая метаста-
тический РМЖ, в настоящее время изучается.

Результаты исследования M. E. Clements и соавт. 
продемонстрировали, что  некоторые ингибиторы 
HDAC усиливают остеолиз и рост метастазов в костях, 
но их можно смягчить с помощью терапии бисфосфо-
натами. Например, лечение энтиностатом или пано-
биностатом, но не вальпроевой кислотой, увеличило 
опухолевую нагрузку и заболеваемость в эксперимен-
тальной модели метастазов РМЖ в костях. In  vitro 
множественные ингибиторы HDAC стимулировали 
экспрессию проостеолитических генов в опухолевых 
клетках молочной железы, на основании чего авторы 
предположили, что это может быть механизмом, по-
средством которого ингибиторы HDAC стимулируют 
рост опухоли [79].

Перспективным направлением в лечении опухолей 
костей с высокими специфичностью и эффективностью 
является разработка малых молекул и белков с таргет-
ными молекулами для лечения опухолей костей.

Наличие в костях таких ключевых неколлагеновых 
белков, как остеопонтин и костный сиалопротеин, 
которые обладают высоким сродством к гидроксиапа-
титу и участвуют в закреплении клеток и регуляции 
минерализации костной ткани, способствовало рассмо-
трению использования олигопептидов для таргетного 
воздействия на костную ткань. Повторяющиеся после-
довательности L-Asp и L-Glu в структурах этих белков 
обусловливают их сильное сродство к костной ткани. 
Пептиды Asp и Glu преимущественно связываются 
с поверхностью костной ткани и остеолитическими 
костными нишами, что обусловлено высоким уровнем 
кристалличности костной ткани в этих местах [80].

Большая площадь вновь резорбированных поверх-
ностей обнаруживается как в остеолитических, так 
и в остеобластических метастазах. Исследователи ис-
пользовали олигопептиды, содержащие 4–10 повто-
ряющихся остатков Glu или Asp, при этом наилучшая 
аффинность связывания с гидроксиапатитом наблю-
далась при использовании 6 или 8 дубликатов, а в ка-
честве мощного компонента, воздействующего 
на костную ткань, для доставки малых молекул, бел-
ков, микроРНК и наночастиц в костную нишу – по-
ликислотные аминокислоты [81].

В последнее десятилетие для доставки лекарств все 
чаще стали применяться наноносители, поскольку это 
способствует преодолению ограничений, присущих 
традиционным лекарственным формам. Нанопрепа-
раты, воздействующие на кости, которые используют 
алендронат и памидронат, не обладают селективностью 
(действуют как на здоровую кость, так и на остеолити-
ческие поражения) из-за высокого сродства бисфос-
фонатов ко всем костным тканям. Многообещающей 

альтернативой является дендример с карбоксильным 
концом, который доставляет терапевтические наноча-
стицы в основном к остеолитическим поражениям. Его 
высокая плотность обеспечивает большую способ-
ность к связыванию с костью, позволяя наночастицам 
платины накапливаться преимущественно на остео-
литических участках, а не в здоровой кости. Фототер-
мическая терапия с использованием этого дендримера 
эффективно подавляет опухоли костей и остеолизис 
с минимальной цитотоксичностью и гематологиче-
ской токсичностью. Такой подход предполагает целе-
направленную и  эффективную стратегию лечения 
злокачественных опухолей костей [82].

Для  лечения пациентов с  кастрационно-рези-
стентным РПЖ и симптоматическими метастазами 
(вторичные очаги злокачественной опухоли) в костях 
без других висцеральных метастазов предложено ис-
пользовать радий-223 (дихлорид радия-223). Это пер-
вый в своем роде одобренный FDA терапевтический 
радиофармацевтический препарат, кальций-мимети-
ческий агент, воздействующий на поражения костей, 
который разрывает порочный круг между опухолевы-
ми клетками и микроокружением кости, улучшает 
показатели общей выживаемости, задерживает разви-
тие скелетных осложнений и способствует повыше-
нию качества жизни. Радий-223 испускает α-частицы, 
что обусловливает его безопасность как для пациен-
тов, так и для лиц, находящихся с ними в тесном кон-
такте. При использовании этого препарата снижается 
патологический костный метаболизм и происходит 
облучение опухоли. Радий-223 быстро поглощается 
костной тканью и костными метастазами после вну-
тривенного введения. Кроме того, способность этого 
препарата вызывать повреждение ДНК в опухолевых 
клетках дает веские основания для его потенциально-
го синергизма с ингибиторами PARP и иммунотера-
певтическими препаратами [83, 84].

Для  предотвращения метастазирования в кости 
при кастрационно-резистентном РПЖ предложено ис-
пользовать абитузумаб (abituzumab) – рекомбинантное 
гуманизированное моноклональное антитело к имму-
ноглобулину G2, нацеленное на интегрин α-V (ITGAV), 
являющийся субъединицей белка интегрина, трансмем-
бранного рецептора, который, функционируя механи-
чески, облегчает адгезию клеточного цитоскелета к вне-
клеточному матриксу, а  биохимически определяет 
наличие адгезии. Интегрины, содержащие α-V-субъеди-
ницу, способствуют возникновению злокачественных 
опухолей, таких как меланома, рак почек, колоректаль-
ный рак и РПЖ. Связывание абитузумаба с целевыми 
α-V-субъединицами предотвращает активацию множе-
ства сигнальных путей, способствующих росту клеток, 
клеточной подвижности, и снижает выживаемость опу-
холевых клеток, вызывает блокировку клеточного цикла, 
а также уменьшает рост опухоли и метастазирование. 
Эффективность этого препарата при колоректальном 
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раке и РПЖ исследовалась в клинических испытаниях 
[85], но он не одобрен ни в одной стране мира. В кли-
ническом исследовании II фазы, посвященном лече-
нию метастатического кастрационно-резистентного 
РПЖ, абитузумаб применялся в комбинации с анта-
гонистом/агонистом лютеинизирующего гормона. 
Выявлено, что изучаемый препарат ингибирует миг-
рацию и инвазию клеток РПЖ и снижает фосфорили-
рование FAK, Akt и ERK. Однако для оценки эффек-
тивности абитузумаба при  РПЖ необходимы 
дальнейшие исследования [86].

Заключение
В представленном обзоре рассмотрена многофак-

торная природа костного метастазирования. Выявлено, 
что одну из ключевых ролей при развитии солидных 
опухолей играет эпигенетическая регуляция. Углублен-
ное исследование сложных механизмов инвазии опухо-
левых клеток в костную ткань и последующих метабо-
лических перестроек в  костном микроокружении 
является фундаментальной основой для поиска новых 
прогностических биомаркеров и разработки эффек-
тивных таргетных терапевтических стратегий.
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Повышенный уровень экспрессии гена MUC16  
как потенциальный прогностический  
и предиктивный маркер рака яичников

А.К. Нургалиева1, К.А. Кузин2, Т.И. Фетисов2, Р.И. Князев2, Т.А. Невзорова1, М.Г. Якубовская2, 3,  
К.И. Кирсанов2, 3, Р.Г. Киямова1
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К о н т а к т ы :	 Рамзия Галлямовна Киямова kiyamova@mail.ru

Введение. Развитие химиорезистентности является ключевым фактором, ограничивающим эффективность терапии 
рака яичников. Несмотря на то что высокий уровень экспрессии гена MUC16 в опухоли служит неблагоприятным 
прогностическим фактором, его роль в предсказании ответа на различные химиотерапевтические агенты остается 
недостаточно изученной. Это послужило основанием для предположения, что неблагоприятная прогностическая 
роль уровня экспрессии данного гена может быть опосредована его вкладом в формирование химиорезистентности.
Цель исследования – оценить связь уровня экспрессии гена MUC16 с результатами тестирования резистентности 
к стандартным химиопрепаратам in vitro, включающим карбоплатин, цисплатин и паклитаксел, а также с ключевыми 
клинико-патологическими характеристиками (статус мутаций в BRCA1/2, платиночувствительность) и выживаемостью 
без прогрессирования у пациенток с карциномой яичников.
Материалы и методы. В исследование включены образцы опухолей 35 пациенток со злокачественными новообра-
зованиями яичников, преимущественно с серозной карциномой высокой степени злокачественности. Уровень 
экспрессии гена MUC16 определяли методом количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Химиорезистентность опухолевых клеток оценивали in vitro на первичных культурах с помощью резазуринового 
метаболического теста с последующим расчетом индекса химиорезистентности (resistance sensitivity index, RSI) 
для каждого препарата. Для статистического анализа применяли корреляционный анализ Спирмена, непараметри-
ческий U-критерий Манна–Уитни и log-rank-тест.
Результаты. Продемонстрировано, что высокий уровень экспрессии MUC16 ассоциирован с сокращением времени 
до прогрессирования заболевания (p = 0,0437). Выявлена статистически значимая положительная корреляция 
экспрессии MUC16 с RSI к паклитакселу (R = 0,3614; p = 0,0388). При этом ассоциаций с RSI к препаратам платины 
обнаружено не было. Не установлено также связи экспрессии гена MUC16 с мутациями в BRCA1/2 (p = 0,8180)  
и платиночувствительностью/платинорезистентностью опухолей у пациенток с карциномой яичников (p = 0,2899).
Заключение. Высокий уровень экспрессии MUC16 ассоциирован с сокращением времени до прогрессирования 
заболевания и с резистентностью к паклитакселу, что может характеризовать его как неблагоприятный прогности-
ческий и предиктивный маркер. Таким образом, определение уровня экспрессии MUC16 до начала терапии может 
иметь клинический потенциал для установления прогноза заболевания и выявления пациенток, у которых приме-
нение таксанов может оказаться неэффективным.

Ключевые слова: рак яичников, MUC16, химиорезистентность, паклитаксел, предиктивный маркер
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Асинхронная репликация генов AURKA и TP53  
у больных со злокачественными 
новообразованиями желудочно-кишечного тракта 
в отдаленный период после лечения

В.В. Цепенко, Г.Ф. Михайлова, В.Н. Черкесов, А.П. Шинкаркина, В.М. Макарчук, А.В. Мурзаева, С.А. Иванов

Медицинский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр радиологии» Минздрава России; Россия, 249031 Обнинск, ул. Маршала Жукова, 10
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Введение. В общей структуре онкологической заболеваемости злокачественные новообразования ободочной 
кишки, желудка и прямой кишки занимают лидирующие позиции. Частота встречаемости этих патологий в России 
составляет приблизительно 60 тыс. человек в год. В связи с этим прогнозирование возникновения рецидивов или 
прогрессирования опухолевого процесса после проведенного лечения на основе биологических маркеров являет-
ся крайне актуальным.
Цель исследования – изучение в периферической крови доли лимфоцитов с асинхронной репликацией (ЛАР) 
генов AURKA и TP53 у больных со злокачественными новообразованиями желудочно-кишечного тракта в отдаленный 
период после лечения.
Материалы и методы. Асинхронность репликации генов AURKA и TP53 в лимфоцитах периферической крови опре-
делена методом флуоресцентной гибридизации in situ (FISH). У пациентов со злокачественными новообразовани-
ями желудочно-кишечного тракта выполнен интерфазный FISH-анализ до лечения и в период до 5 лет после него.
Результаты. Через 1 год после проведенного лечения доля ЛАР как гена AURKA (34,4 % против 28,8 %), так и гена 
TP53 (26,1 % против 21,0 %) значимо снизилась по сравнению с данным показателем до лечения (p <0,05). У боль-
ных без прогрессирования заболевания среднегрупповое количество ЛАР обоих генов на протяжении 1–5 лет 
практически не менялось. У пациентов с прогрессированием заболевания среднегрупповые значения доли ЛАР 
обоих генов значимо превышали эти показатели в группе после лечения без прогрессирования заболевания  
(р <0,01). У некоторых больных прогрессирование заболевания установлено через 1–13 мес после исследования 
ЛАР. В группе до прогрессирования заболевания уровни ЛАР генов AURKA и TP53 также были выше и значимо от-
личались от этого показателя в группе без прогрессирования (33,8 % против 30,4 % и 25,3 % против 21,7 % соот-
ветственно) (р <0,05).
Заключение. Анализ динамики доли ЛАР генов AURKA и TP53 в отдаленные сроки после лечения показал, что со-
храняющийся высокий уровень ЛАР обоих генов у больных может быть потенциальным индивидуальным показате-
лем прогрессирования основного заболевания.

Ключевые слова: асинхронная репликация, ген AURKA, ген TP53, интерфазная флуоресцентная гибридизация  
in situ, рак ободочной кишки, рак желудка, рак прямой кишки
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Introduction. Malignant neoplasms of the transverse colon, stomach and rectum are some of the most common 
oncological diseases. In Russia, their incidence is about 60,000 cases a year. Therefore, prediction of tumor recurrence 
or progression after treatment using biological markers is very important.
Aim. To study percentage of lymphocytes with asynchronous DNA replication (LAR) of the AURKA and TP53 genes  
in the peripheral blood of patients with malignant neoplasms of the gastrointestinal tract after treatment.
Materials and methods. Asynchronicity of the AURKA and TP53 genes in peripheral lymphocytes was measured using 
fluorescent in situ hybridization (FISH). In patients with malignant neoplasms of the gastrointestinal tract, interphase 
FISH analysis was performed prior to treatment and during the 5-year period after treatment.
Results. One year after treatment, percentage of LAR of both AURKA (34.4 % versus 28.8 %) and TP53 (26.1 % versus 
21.0 %) genes significantly decreased compared to the values prior to treatment (p <0.05). In patients without disease 
progression, mean group amount of LAR of both genes did not change in the 1–5-year period. In patients with disease 
progression, mean group values of LAR percentage of both genes were significantly higher than in the group without 
progression post-treatment (р <0.01). In some patients, disease progression was diagnosed 1–13 months after LAR study. 
In the group before progression, LAR of AURKA and TP53 genes were also higher and differed from the value  
in the progression-free group (33.8 % versus 30.4 % and 25.3 % versus 21.7 %, respectively) (р <0.05).
Conclusion. Analysis of LAR dynamics of the AURKA and TP53 genes in the long-term period after treatment showed that 
persistent high LAR levels of both genes can serve as a potential individual markers of disease progression.

Keywords: asynchronous replication, AURKA gene, TP53 gene, interphase fluorescent in situ hybridization, transverse 
colon cancer, gastric cancer, rectal cancer
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Введение
В общей структуре онкологической заболеваемости 

злокачественные новообразования (ЗНО) ободочной 
кишки, желудка и прямой кишки занимают лидирую-
щие позиции – они встречаются в 5,6–7,1 % случаев 
[1]. В сумме заболеваемость этими видами рака в Рос-
сии составляет приблизительно 60 тыс. человек в год, 
а общая 5-летняя выживаемость пациентов с отдален-
ными метастазами не превышает 30 %. В связи с этим 
прогнозирование развития рецидивов или прогресси-
рования опухолевого процесса после проведенного 
лечения на основе биологических маркеров является 
крайне актуальным.

Злокачественная трансформация клеток является 
сложным процессом, включающим ряд структурных 
и  функциональных изменений в  геноме клетки, 
что приводит к мутациям ДНК, гиперэкспрессии генов, 
аномальному метилированию и асинхронной реплика-
ции генов. Показано, что сбой во времени репликации, 
в том числе асинхронная репликация, является одним 
из ключевых событий в развитии опухоли [2]. Ранее 
в наших работах показано, что у здоровых лиц доля 
лимфоцитов с асинхронной репликацией (ЛАР) гена 
AURKA равна 22,0 ± 0,4 %, гена TP53 – 18,0 ± 0,4 %. 
У онкологических больных уровни ЛАР генов AURKA 
и TP53 составляют 36,8 ± 0,3 и 28,4 ± 0,5 % соответст-
венно, у больных с полинеоплазиями, имевших рак 
желудка и вторые синхронные или метахронные опу-
холи, – 39,3 ± 0,6 и 32,3 ± 0,6 % соответственно [3, 4]. 
Таким образом, установлено, что с развитием опухоле-
вого процесса доля ЛАР возрастает.

Цель исследования – изучение в периферической 
крови доли ЛАР генов AURKA и TP53 у больных с ЗНО 
желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) в отдаленный 
период после лечения.

Материалы и методы
Пациенты. В исследование включены клинически 

здоровые доноры и пациенты с различными неонколо-
гическими заболеваниями в анамнезе (гастрит, панкре-
атит, хронический калькулезный холецистит, язвенная 
болезнь желудка, паховая грыжа, аденома прямой киш-
ки) (контрольная группа), а также больные с ЗНО ЖКТ 
до лечения и после терапии (табл. 1).

При  взятии образцов всем здоровым донорам 
и пациентам без онкологической патологии дана под-
робная информация о проводимом исследовании.

Для определения асинхронной репликации в лим-
фоцитах периферической крови онкологических боль-
ных выбраны ген-супрессор TP53 и  протоонкоген 
AURKA. Обоснование выбора генов, метод их исследо-
вания и анализ препаратов описаны в опубликованной 
ранее работе [4].

Статистическая обработка данных. Статистическую 
обработку данных выполняли с помощью стандартных 
методов статистического анализа с использованием 
программ SPSS Statistics v.23 и Microsoft Office Excel 
2007. Полученные данные объединены в вариацион-
ные ряды, для которых рассчитывали среднее ариф-
метическое (M), ошибку среднего (m) и стандартное 
отклонение. Проверку распределения на нормаль-
ность осуществляли с  помощью одновыборочного 



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

6
88 Экспериментальные статьи | EXPERIMENTAL REPORTS	 ТОМ 13 / VOL. 13

Таблица 2. Доля лимфоцитов с асинхронной репликацией (ЛАР) генов AURKA и TP53 у онкологических пациентов до лечения 
и в различные сроки после проведенного лечения

Table 2. Percentage of lymphocytes with asynchronous replication (LAR) of the AURKA and TP53 genes in oncological patients before treatment  
and at various times after treatment

Группа 
Group

Число обследованных лиц, n 
Number of observed persons, n

Количество проанализирован-
ных клеток, n 

Number of analyzed cells, n

ЛАР, min–max,  % 
LAR value,  

min–max,  %
σ

Ген AURKA 
AURKA gene

Контрольная 
Control

73 24 184 13,7–27,7 3,3

До лечения 
Before treatment

95 28 208 28,6–44,3 3,0

1 год после лечения 
1 year after treatment

19 5690 22,0–36,3 4,0

2 года после лечения 
2 year after treatment

27 8059 20,3–42,0 5,4

Таблица 1. Исследованные группы больных и контрольная группа (лица без злокачественной патологии)

Table 1. Studied groups of patients and the control group without malignant pathology

Группа 
Group

Число пациентов
(мужчины/женщины), n 

Number of patirnts 
(male/female), n

Возраст, min–max, 
лет 

Age, min–max, year

Средний возраст, 
лет 

Average age, year

Контрольная 
Control

77 (33/44) 20–79 43

ЗНО желудочно-кишечного тракта до лечения 
Gastrointestinal tumors before treatment

95 (50/45) 31–88 63

ЗНО желудка после лечения 
Stomach cancer after treatment

26 (16/10) 34–76 65

ЗНО ободочной кишки после лечения 
Colon tumors after treatment

29 (9/20) 46–86 64

ЗНО прямой кишки после лечения 
Colorectal tumors after treatment

42 (23/19) 39–79 61

Примечание. ЗНО – злокачественные новообразования.

критерия Колмогорова–Смирнова. Cовокупности были 
однородными. Данные представлены как M ± m.

Оценку значимости различий среднегрупповых 
показателей проводили с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа и двустороннего t-критерия 
Стьюдента с поправкой Ньюмана–Келса для множе-
ственных сравнений. Различия считали статистически 
значимыми при p <0,05.

Результаты
Частота встречаемости ЛАР генов AURKA и TP53 

у больных с ЗНО ЖКТ в отдаленный период после ле-
чения приведены в табл. 2 и на рис. 1, 2. Согласно 

представленным в них данным, среднегрупповая ве-
личина ЛАР гена AURKA (28,8 ± 0,9 %) через 1 год по-
сле лечения значимо снизилась (p = 9,6 × 10–8) по срав-
нению со  среднегрупповым количеством ЛАР 
до лечения (34,4 ± 0,3 %), но осталась значимо выше 
этого показателя в контрольной группе (21,8 ± 0,4 %) 
(p = 1,1 × 10–8). Аналогичная закономерность наблюда-
лась и для гена TP53: 21,0 ± 1,1; 26,1 ± 0,5 и 17,2 ± 0,4 % 
соответственно.

Дальнейшее наблюдение частоты встречаемости 
ЛАР исследованных генов показало, что среднегруп-
повые уровни ЛАР на протяжении 1–5 лет практиче-
ски не изменялись (см. рис. 1 и 2).
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Окончание табл. 2

End of table 2

Рис. 1. Результаты сравнения среднегрупповых значений (M ± m) лимфоцитов с асинхронной репликацией гена AURKA в группах контроля, боль-
ных до и после лечения
Fig. 1. Results of comparison of mean group values (M ± m) of lymphocytes with asynchronous replication of the AURKA gene in the control group, groups 
of patients before and after treatment

Группа 
Group

Число обследованных лиц, n 
Number of observed persons, n

Количество проанализирован-
ных клеток, n 

Number of analyzed cells, n

ЛАР, min–max,  % 
LAR value,  

min–max,  %
σ

3 года после лечения 
3 year after treatment

21 6581 25,7–36,7 2,9

4–5 лет после лечения 
4–5 year after treatment

17 5092 24,0–36,7 4,4

>5 лет после лечения 
>5 year after treatment

14 4200 24,7–37,3 4,4

Ген TP53 
TP53 gene

Контрольная 
Control

73 24 176 9,7–25,3 3,5

До лечения 
Before treatment

71 20 967 18,3–38,9 4,2

1 год после лечения 
1 year after treatment

19 5687 11,7–30,4 5,0

2 года после лечения 
2 year after treatment

27 8029 13,77–33,3 5,6

3 года после лечения 
3 year after treatment

21 6210 13,97–29,4 4,7

4–5 лет после лечения 
4–5 year after treatment

17 5038 16,37–30,4 4,2

>5 лет после лечения 
>5 year after treatment

14 4079 12,07–30,7 5,6
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В табл. 3 и на рис. 3 представлены среднегрупповые 
величины ЛАР генов AURKA и TP53 в группах пациентов 
с ЗНО ЖКТ в отдаленные сроки после лечения онколо-
гического заболевания в зависимости от исхода: отсут-
ствие прогрессирования (группа без прогрессирования), 
прогрессирование заболевания на момент исследования 
ЛАР (группа прогрессирования), прогрессирование за-
болевания спустя некоторое время (от 1 до 13 мес) после 

исследования частоты ЛАР генов (группа перед прогрес-
сированием). Согласно результатам проведенного ана-
лиза установлено, что в этих группах все среднегруппо-
вые показатели частоты ЛАР исследованных генов 
оказались значимо выше контрольных величин 
(p <0,01). Также наблюдались значимые различия 
в среднегрупповых значениях ЛАР обоих генов у паци-
ентов с разными исходами (p <0,05) (рис. 3).

Таблица 3. Доля лимфоцитов с асинхронной репликацией (ЛАР) генов AURKA и TP53 у онкологических больных в зависимости 
от исхода после лечения

Table 3. Percentage of lymphocytes with asynchronous replication (LAR) of the AURKA and TP53 genes in oncological patients depending on the treatment outcome

Группа 
Group

Число обследованных 
лиц, n 

Number of observed persons, n

Количество проанализирован-
ных клеток, n 

Number of analyzed cells, n

ЛАР, min–max,  % 
LAR value,  

min–max,  %
σ

Ген AURKA 
AURKA gene

Без прогрессирования 
Without progression 81 29 922 20,3–42,0 4,3

Перед прогрессированием 
Before progression 13 3883 21,7–40,0 4,8

Прогрессирования 
Progression 14 4188 31,3–49,5 4,4

Ген TP53 
TP53 gene

Без прогрессирования 
Without progression 81 29 342 11,7–33,3 5,0

Перед прогрессированием 
Before progression 13 3814 17,6–34,1 4,4

Прогрессирования 
Progression 14 4150 25,3–39,4 4,0

Рис. 2. Результаты сравнения среднегрупповых значений (M ± m) лимфоцитов с асинхронной репликацией гена TP53 в группах контроля, больных 
до лечения и после лечения
Fig. 2. Results of comparison of mean group values (M ± m) of lymphocytes with asynchronous replication of the TP53 gene in the control group, groups of patients 
before and after treatment
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Обсуждение
Исследований, посвященных изучению встречае-

мости ЛАР биаллельно экспрессирующихся генов 
в периферической крови онкологических больных сра-
зу после лечения, крайне мало, а в отдаленные сроки 
после терапии они не проводились. В нашем обзоре 
показано, что  есть только 2 работы, посвященные 
оценке снижения частоты ЛАР у пациентов в резуль-
тате лечения [5]. А. Amiel и соавт. продемонстрировали, 
что у больных полицитемией и эссенциальной тром-
боцитемией частота встречаемости ЛАР генов RB1, 
HER-2/neu до и после терапии составила 21 и 16 % со-
ответственно, а частота встречаемости ЛАР гена C-MYC 
в результате терапии не изменилась [6]. А. Nagler и со-
авт. установили, что уровень ЛАР генов TP53 и AML1 
у пациентов с онкогематологическими заболеваниями 
после аллогенной трансплантации костного мозга сни-
зился с 38 до 21 %, т. е. до контрольного уровня [7].

В ходе нашего исследования среднегрупповых по-
казателей у больных ЗНО ЖКТ без прогрессирования 
заболевания также выявлены снижение частоты встре-
чаемости ЛАР генов AURKA и TP53 в период до 1 года 
после лечения и сохранение этого показателя на про-
тяжении более 5 лет (не до контрольного уровня, од-
нако значимо ниже по сравнению с группой больных 
до лечения). Также установлено, что после терапии 
у 25 % пациентов для гена AURKA и у 43 % пациентов 
для гена TP53 индивидуальные показатели частоты 
встречаемости ЛАР значимо снижаются до контроль-
ного уровня. Однако у части больных на протяжении 
всего срока исследования они сохранялись высокими 
и  были сравнимы с  уровнем до  лечения по  одному 
или обоим генам. Как продемонстрировали дальнейшие 
наблюдения, у некоторых из таких пациентов (n = 13) 

Рис. 3. Результаты сравнения среднегрупповых значений (M ± m) лимфоцитов с асинхронной репликацией генов AURKA и TP53 в группах больных 
в зависимости от исхода (без прогрессирования, перед прогрессированием и прогрессирование заболевания)
Fig. 3. Results of comparison of mean group values (M ± m) of lymphocytes with asynchronous replication of the AURKA and TP53 genes in patient groups 
depending on the outcome (no progression, before progression, and progression)
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диагностировано прогрессирование заболевания через 
определенный промежуток времени (1–13 мес) после 
изучения частоты встречаемости ЛАР. Также проведено 
исследование уровня ЛАР в группе пациентов (n = 14), 
у которых на момент выполнения флуоресцентной 
гибридизации in situ (FISH) ЛАР генов установлено 
прогрессирование заболевания (метастазы, вторая 
опухоль и пр.). В этой группе частота встречаемости 
ЛАР значимо не отличалась от уровня, наблюдаемого 
до лечения.

Можно предположить, что пациенты с высокими 
уровнями ЛАР спустя длительное время после прове-
денного лечения имеют повышенную нестабильность 
генома, в результате которой увеличивается риск воз-
никновения рецидивов, прогрессирования заболевания 
или появления второй опухоли, что требует дальнейше-
го пристального наблюдения за ними и проведения 
контрольных обследований.

Заключение
Результаты исследования продемонстрировали, 

что сохранение высокой частоты встречаемости ЛАР 
генов AURKA и TP53 у пациентов с ЗНО ЖКТ в отда-
ленные периоды после лечения может быть потенци-
альным индивидуальным показателем прогрессирова-
ния основного заболевания. Полученные данные 
могут служить основой для раннего выявления про-
грессирования заболевания у конкретного больного 
в отдаленные периоды после терапии. Для подтвер-
ждения этого требуются большее число обследован-
ных пациентов, сопоставление полученных результа-
тов FISH-анализа с клиническими данными, а также 
изучение индивидуальной динамики частоты встреча-
емости ЛАР после лечения.
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Enzyme-enhanced immunocytochemical detection  
of cytoplasmic proteins in human leukocytes sorted  
by surface antigens using anti-CD antibody microarray

O.S. Fedyanina1–3, A.O. Zakirova1, 2, A.I. Khamidullina4, 5, A.N. Khvastunova1, 2, I.V. Grebennik1, 2, A.V. Filatov6,  
S.A. Kuznetsova1, 2

1Dmitry Rogachev National Medical Research Centre for Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Ministry of Health  
of Russia; 1 Samory Mashela St., 117198 Moscow, Russia; 
2Centre for Theoretical Problems of Physicochemical Pharmacology, Russian Academy of Sciences; 30 Srednyaya Kalitnikovskaya St., 
Moscow 109029, Russia; 
3N.D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences; 47 Leninsky Prospekt, Moscow 119991, Russia; 
4Laboratory of Molecular Oncobiology, Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences; 34/5 Vavilova St., Moscow 119334, Russia; 
5Ufa Institute of Chemistry, Ufa Federal Research Center, Russian Academy of Sciences; 71 Oktyabrya Prospekt, Ufa 450054, Russia; 
6Institute of Immunology, Federal Medical and Biological Agency of Russia; Bld. 2, 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

С o n t a c t s :	 Sofya Alekseevna Kuznetsova kuznetsova.sonya@gmail.com

Anti-cluster-of-differentiation (anti-CD) antibody microarray is an attractive multiplex analogue to leukocyte 
immunocytochemistry for surface markers. The transparent plastic microarray support permits to sort leukocytes by their 
surface lineage-specific markers making them available for subsequent high-resolution morphology examination.  
The combined data on the pathologic cells’ immunophenotype, morphology and cytochemistry from the microarray is sufficient 
to suggest preliminary diagnosis in many leukemia types. However, in some cases additional staining for internal markers is 
required, i.e. in T cell acute leukemia the T cell origin of the blasts can only be proved by the presence of cytoplasmic CD3 
(cytCD3). Here we describe a new protocol of immunocytochemical detection of internal proteins in mononuclear cells captured 
by mouse anti-CD antibodies on the microarray surface. The protocol uses primary mouse FITC-conjugated (FITC – fluorescein 
isothiocyanate) antibodies against the target, secondary anti-FITC antibodies conjugated with alkaline phosphatase  
and colorimetric alkaline phosphatase substrate, BCIP/NBT. We show on normal leukocytes and leukemic cell lines that 
the protocol is sensitive and specific. The percentages of cytCD3-positive cells determined by this method in bone marrow 
aspirates of two patients with T cell acute lymphoblastic leukemia are in excellent agreement with flow cytometry results. 
This method expands the diagnostic capabilities of anti-CD antibody microarray. 
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Клеточный биочип – привлекательный аналог многоцветной иммуноцитохимии для определения поверхностных 
CD-антигенов лейкоцитов. Прозрачный пластиковый биочип позволяет сортировать лейкоциты по их поверхностным 
детерминантам для последующего морфологического исследования с высоким разрешением. Комбинации данных 
об иммунофенотипе, морфологических и цитохимических особенностях патологических клеток, полученных с по-
мощью клеточного биочипа, достаточно для установления предварительного диагноза при многих типах лейкозов. 
Однако в некоторых случаях для этого необходимо определение цитоплазматических маркеров. Например, в случаях 
Т-клеточных лейкозов Т-клеточная природа бластов должна быть подтверждена наличием цитоплазматического CD3 
(cytCD3).
В статье представлен новый протокол иммуноцитохимической детекции внутриклеточных белков в мононуклеарных 
клетках, связавшихся с мышиными anti-CD-антителами на клеточном биочипе. В нем использованы первичные 
мышиные FITC-конъюгированные (FITC – флуоресцеин изотиоцианат) антитела к цитоплазматическим белкам-ми-
шеням, вторичные anti-FITC-антитела, конъюгированные с щелочной фосфатазой, и колометрический субстрат BCIP/
NBT для щелочной фосфатазы. На лейкоцитах здоровых доноров и лейкозных клеточных линиях мы показали, что 
протокол является довольно чувствительным и специфичным. Процент cytCD3-положительных клеток, определенный 
описанным методом в аспиратах костного мозга 2 пациентов с Т-клеточным острым лимфобластным лейкозом, под-
тверждается результатами проточной цитометрии. Данный метод расширяет диагностические возможности клеточ-
ного биочипа. 

Ключевые слова: клеточный биочип, Т-клеточный острый лимфобластный лейкоз, клеточная линия Jurkat, CD3
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Introduction
Acute leukemia diagnosis is based on the detection  

of malignant leukocyte precursors (blast cells) in patient’s 
bone marrow and definition of their lineage. The blast 
presence is usually independently verified by morphology 
in bone marrow aspirate films and by flow cytometry, while 
their lineage is usually determined either by cytochemistry [1] 
or by flow cytometry based on the expression of lineage-specific 
surface of cytoplasmic cluster-of-differentiation (CD) antigens 
and other markers [2]. Blast cell lineage determination in acute 
leukemias is not always straightforward as leukemic cells often 
aberrantly express surface markers normally restricted  
to another lineage [3, 4]. Current World Health Organization 
classification of tumours of haematopoietic and lymphoid 
tissues [2] suggests the presence of myeloperoxidase or at least 
two monocyte-specific markers (CD11c, CD14, CD64, 
non-specific esterase or lysozyme) as a proof of myeloid 
blast origin, the presence of CD19 and at least one B cell 
marker, CD79a, CD10 and cytoplasmic CD22 (at least two 
if CD19 expression is weak), as a proof of B cell blast origin 
while only cytoplasmic CD3 (cytCD3) can be used as a reliable 
T cell marker [2].

Earlier we have developed a new diagnostic method  
for leukemias and lymphomas with leukemization using  
an anti-CD antibody microarray on a transparent support 
for leukocyte sorting and subsequent high-resolution 
morphology analysis [5–10]. The mononuclear fraction  
of peripheral blood or bone marrow aspirate is incubated 

with monoclonal mouse immunoglobulins G (IgG) against 
main lineage-specific diagnostically relevant CD antigens 
including positive and negative controls (anti-CD45 and 
isotype control) immobilized on the microarray. After 
incubation and washing the antibody spots on the microarray 
are filled with specifically bound cells. The microarray with 
captured cells is then dried and stained after May–
Grünwald–Giemsa. The microarray permits to determine 
the set of CD antigens present on the surface of cells  
with certain morphology (i. e. leukemic blasts) by analysing 
the percentage of these cells among the leukocytes captured by 
different anti-CD antibodies [6–10]; in this way, it combines 
the analysis of the pathologic cells’ immunophenotype, 
morphology and cytochemistry. This makes the anti-CD 
antibody microarray a unique diagnostic instrument  
for diagnosis of many leukemia types, including acute 
leukemia, in resource-poor setting [6–10]. However, while 
myeloid or B-cell origin of the blasts can be verified for the 
anti-CD microarray-bound cells by the fact of the blast 
capture by a certain anti-CD antibody or by cytochemical 
reaction for myeloperoxidase or nonspecific esterase [6–8], 
the confirmation of acute T-lymphoblastic leukemia (T-ALL) 
cannot be performed without immunocytochemical staining 
of microarray-bound cells for intracellular CD3.

Here we describe a method for enzymatic 
immunocytochemical method for staining microarray-bound 
cells for cytoplasmic markers. As the widest variety  
of commercially available anti-CD antibodies are produced 

mailto:kuznetsova.sonya@gmail.com
https://www.google.com/search?q=Immunoglobulin+G&sca_esv=d6706571e7d76b47&rlz=1C1GCEA_enRU975RU975&ei=yV9nadOOJIuF9u8Pw4-LwAg&ved=2ahUKEwiquqL12YqSAxWTm_0HHSxJJ28QgK4QegQIARAE&uact=5&oq=IgG+immunoglob&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiDklnRyBpbW11bm9nbG9iMgUQABiABDIFEAAYgAQyCBAAGBYYChgeMgYQABgWGB4yBhAAGBYYHjIGEAAYFhgeMgYQABgWGB4yCBAAGBYYChgeMgYQABgWGB4yBhAAGBYYHkiaRVDjEli1QnABeAGQAQCYAXGgAboDqgEDMC40uAEDyAEA-AEBmAIFoAKLBMICChAAGLADGNYEGEeYAwCIBgGQBgiSBwMxLjSgB9gZsgcDMC40uAf8A8IHAzMtNcgHQYAIAA&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfAtHPFX67fhEckV_AiVi1hiMN75daB2Kg_h1rxzWoDPLLolz6ROEGAp7iLIm87VTCWSZV6mMRANwsen8zDa83l65aPUJdRrVsTqUJGt9ayxnU9vU1yfJoJv9roej3aSYQZcWd3p60mmQbThy7AJZ-_fcF68kaD2DQ5ztFvz4rLccvMtymX_2BZSj_O4fOpwGFo482fJfNYzm2P9kI3pff5KyA&csui=3
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in mouse, both the capturing antibodies on the microarray 
and primary antibody for immunocytochemistry come  
from the same species and enzyme-linked anti-species 
secondary antibodies cannot be used for signal enhancement. 
Using FITC-labeled (FITC – fluorescein isothiocyanate) 
mouse anti-human primary antibodies and secondary  
anti-FITC antibodies conjugated with alkaline phosphatase 
(AP) we demonstrate stable and specific enzyme-linked 
immunocytochemical detection of cytoplasmic markers  
in leukocytes, captured on anti-CD antibody microarray. 
The results can be visualized with simple bright field 
microscopy and the microarray with stained cells can  
be stored for reexamination without signal loss.

Materials and methods
Patients. This study used a sample of venous blood 

from three healthy volunteers (two females, 37 and 42 y.o. 
and one 27 y.o. male) and bone marrow aspirate from two 
patients of Dmitry Rogachev National Medical Research 
Centre for Pediatric Hematology, Oncology and 
Immunology, one with suspected T-ALL and one with 
suspected T-cell lymphoblastic lymphoma. Informed 
consent was obtained from all participants or their legal 
representatives after the nature and possible consequences 
of the study had been fully explained. 

Cell line. Jurkat cell line (clone J.RT3-T3.5) was grown 
in RPMI 1640 medium (300 μg/mL L-glutamine, 25 mM 
HEPES, 25 mM NaHCO

3
, 20 μg/mL gentamicin,  

10 % fetal calf serum (FCS) at 37 °C at 5 % CO
2
. The cell 

lines were reseeded every 3 days at the concentration  
of 5 × 105 cells per 25 cm2 area culture flask. A log-phase 
growing culture was fixed in 1 % formaldehyde for 1 h  
at room temperature, washed with phosphate buffered 
saline (PBS), treated with 100 mM glycine for 1 min, 
washed with PBS and stained with anti-СD3-FITC  
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Manufacturing of anti-CD antibody microarrays. 
Microarrays were made according to the protocol described 
before [6, 10]. Antibodies to CD2, СD3, CD5, СD7, CD8, 
CD10, CD16, CD19, CD38, CD45, HLA-DR (Sorbent 
LTD, Moscow, Russia) [11] and to СD4, СD11b, CD11c, 
CD13, CD14, CD15, CD33, CD41a, CD61, CD45RA, 
CD45RO, CD64, CD117, CD123 (eBioscience, Waltham, 
MA, USA) were spotted on the microarrays.

Leukocyte sorting and analysis using anti-CD antibody 
microarray. Mononuclear cell fractions from venous blood 
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) or bone 
marrow aspirate taken on EDTA were isolated by density 
gradient centrifugation on Histopaque-1077 (Sigma,  
St. Louis, MO, USA) according to manufacturers’ 
instructions. The mononuclear leukocyte fraction  
or harvested cells of the leukemic cell line was then 
incubated with anti-CD antibody microarray at 4°C for 1 hour 
as described by A.N. Khvastunova et al. [6] with minor 
modifications (isolated mononuclear cells were incubated 
with anti-CD antibody microarray in 100 % FCS (Sigma, 
St. Louis, MO, USA)). The microarray was then washed  

in PBS containing 1 % bovine serum albumin (BSA)  
to eliminate the unbound cells, covered with a small volume 
of FCS and dried in a cytocentrifuge by rotating around 
the axis normal to its surface at 5000–6000 rpm.  
The microarray-captured cells were then either stained 
after May–Grünwald–Giemsa for morphology 
examination and studied at ×1000 magnification using Nikon 
Eclipse Ni microscope equipped with Nikon DS-Ri1 camera 
(Nikon, Amstelveen, Netherlands) or permeabilised and 
stained for intracellular proteins as described below. 

Staining microarray-captured leukocytes for cytoplasmic 
and intranuclear proteins. Microarray-captured leukocytes 
after the drying step were fixed and permeabilised  
in 10 % formalin in ethanol for 10, 30 s or 5 min. Longer 
permeabilisation time was not necessary as the staining results 
for 10, 30 s and 5 min fixation did not differ (table 1). 
To stain for intranuclear protein Ki-67 microarray-captured 
Jurkat cells were fixed and permeabilised in 70 % ethanol 
at –20 °C for at least 2 h. After washing in PBS,  
the microarray-captured cells were incubated for 30 min  
at room temperature in 1 % BSA on PBS to reduce  
non-specific binding, then stained for 30 min at room 
temperature with anti-CD3-FITC, anti-CD22-FITC  
or anti-Ki-67-FITC (UCHT1, Dako, Glostrup, Denmark) 
diluted 80 times in PBS with 1 % BSA, washed  
and analysed using confocal Axio Observer.Z1 microscope 
(Carl Zeiss, Jena, Germany). To enhance the signal, 
microarray with bound cells was further incubated for 30 min 
at room temperature with F(ab’) fragment of rabbit  
anti-FITC-AP conjugated secondary antibodies (PNA ISH 
Detection Kit, Dako, Glostrup, Denmark), washed with PBS, 
and then incubated for 30–45 min with the BCIP/NBT 
substrate (PNA ISH Detection Kit, Dako, Glostrup, 
Denmark) of AP, washed in running water, and imaged under 

Table 1. The percentage of anti-CD45RA-captured peripheral 
blood mononuclear cells from the same donor staining positive for 
CD3 according to the protocol with enzyme-linked enhancement 
for different fixation time, average ± standard deviation, %

Таблица 1. Доля CD3+-клеток среди мононуклеарных клеток пери-
ферической крови одного донора, связавшихся на биочипе c анти-
CD45RA в зависимости от времени фиксации, среднее ± стандарт-
ное отклонение, %

Fixation time, s 
Время фиксации, с

Number of CD3+ cells 
Количество CD3+-клеток

10 66

15 78

30 84

300 67

Note. Average ± standard deviation for different fixation time 
is 74 ± 9 %. 
Примечание. Среднее ± стандартное отклонение при разном 
времени фиксации составило 74 ± 9 %. 
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Nikon Eclipse Ni microscope using 100× and 40× objectives 
and Nikon DS-Ri1 camera. For negative controls the primary 
anti-CD3-FITC, anti-CD22-FITC or anti-Ki-67-FITC 
antibodies were replaced by isotype control mouse IgG1-FITC 
(Invitrogen, Camarillo, CA, USA). Cell staining intensity 
was estimated from inverted 32-bit greyscale photographs 
using ImageJ software.

Flow cytometry. Immunophenotypic study was carried 
out by 6-color laser flow cytometry according to the standard 
protocol (Navios, Beckman Coulter, Miami, FL, USA).

Results
Conf irmat ion  of  intracel lu lar  local izat ion  

of anti-CD3-FITC staining. The protocol was tested  
by performing anti-CD3-FITC staining of Jurkat cell line, 
clone J.RT3-T3.5, a surface T cell receptor deficient mutant 
derived from Jurkat cell line originating from a pediatric 
patient with T-ALL [12] (fig. 1, а–в). Flow cytometry 
confirmed that less than 1 % of cells in this line are positive 
for surface CD3 (see fig. 1, c). The results of J.RT3-T3.5 
staining with primary anti-CD3-FITC according  
to the described procedure are shown in fig. 1, d.  
The percentage of cells staining positive for internal CD3 
was 100 %. The data shown in fig. 1, d demonstrate  
the results of anti-CD3 staining with enhancement  
by AP-labeled F(ab’) fragment of secondary anti-FITC 
antibody and colorimetric AP substrate as described in Materials 
and methods (enzyme-enhanced immunocytochemical 
detection, EEID). The data presented in fig. 1 show that 
the suggested method allows sensitive and specific 
immunocytochemical staining for cytoplasmic CD3.

CytCD3+ and cytCD22+ microarray-captured lymphocytes 
had more intense coloration after enzyme-enhanced 
immunocytochemical detection than lymphocytes negative for 
these markers. The enzyme-enhanced immunocytochemical 
detection of cytoplasmic proteins CD3 and CD22 was 
performed on lymphocytes isolated from the blood  
of healthy donors incubated with an anti-CD antibody 
microarray as described in Materials and Methods. The results 
are shown in fig. 2 and 3. The intensity of anti-CD3-FITC 
staining is higher in anti-CD7 captured T cells than  
in anti-CD19-captured B cells and in cells stained with 
mouse-IgG-FITC (isotype control) (see fig. 2, a–c).  
The intensity threshold for determining CD3+ was 60 a.u., cells 
with the staining intensity above 60 a.u. are CD3+ (see fig. 2, 
d). Consistent results were obtained for anti-CD22-FITC,  
the intensity of anti-CD22-FITC staining is higher  
in anti-CD22 captured B cells than in anti-CD7-captured 
T cells and in cells stained with mouse-IgG-FITC (isotype 
control) (see fig. 3, a–c). The intensity threshold for 
determining CD22+ was 30 a.u., cells with the staining 
intensity above 30 a.u. are CD22+ (see fig. 3, d). We also 
qualitatively showed the possibility of using the enzyme-
enhanced immunocytochemical method for detection  
of intranuclear protein Ki-67 in microarray-captured  
T-lymphocytes (fig. 4). The percentage of Jurkat cells 
staining positive for Ki-67 was 100 %, this result was 

confirmed by a parallel study of the Jurkat cell suspension 
by flow cytometry (data not shown). These results 
demonstrated the ability to reliably detect cytCD3+, 
cytCD22+ and Ki-67+ cells among microarray-captured 
lymphocytes using enzyme-enhanced immunocytochemical 
detection.

The dried microarray-captured lymphocytes can be 
stored for 7 days before staining. The dried microarrays with 
captured normal PBMC were stored at room temperature 
in the dark for 1–7 days prior to fixation and staining 
according to the above-described protocol. Figure 5 shows 
the intensity diagram of anti-CD7- and anti-CD19-
captured PBMC from normal blood stained for internal 
CD3 as described above after 0 and 7 days storage respectively. 
There is a clear difference between CD3-positive cells  
(CD7+ cells) and CD3-negative cells (CD19+ cells) while no 
drop in staining intensity is observed upon storage (fig. 5). 
Thus storage of a dry sample at room temperature for 7 days 
before staining for intracellular markers does not affect the 
results of the staining procedure.

The protocol application to T-ALL diagnosis.  
The cytoplasmic protein detection method was tested  
on two patients with suspected T cell lymphoproliferative 
diseases. For each patient the mononuclear fraction  
of the bone marrow aspirate was incubated with 2 identical 
microarrays, one of which was stained after May–Grünwald–
Giemsa for morphology examination and another – with 
anti-CD3-FITC primary antibody with enhancement  
by enzyme-linked secondary antibody.

Patient M., a 17-y.o. boy, was admitted with suspected 
T cell lymphoblastic lymphoma. The flow cytometry  
of bone marrow aspirate showed a blast region of 53 % with 
blasts positive for CD2, CD5, CD7, CD15, CD19  
and CD38. The anti-CD antibody microarray analysis  
of the mononuclear fraction of the patient’s bone marrow 
aspirate showed 75 % of blast cells of average size with no 
granulation, large nuclei and thin rims of cytoplasm positive 
for CD2, CD7, CD15, CD19, CD38 and CD45 (fig. 6, a, 
panel 1). As the criteria for blast attribution to myeloid  
or B cell lineage were not fulfilled, the microarray-captured 
blasts were stained for internal CD3 according to the protocol 
with enzyme-linked enhancement described above. Among 
the anti-CD45-captured blasts 90 % were positive  
for cytoplasmic CD3 (see fig. 6, a, panel 2) in consistence 
with the flow cytometry data (88 % of blasts were positive  
for cytoplasmic CD3). Based on the presence of cytoplasmic 
CD3 and surface CD2 and CD7 on the blast cells,  
the microarray-based data suggests the diagnosis of pre-T-ALL 
(T-II) [13].

Patient R., a 23-y.o. man, was referred to the flow 
cytometry laboratory of Rogachev National Research Centre 
for Pediatric Hematology, Oncology and Immunology  
for diagnosis. The flow cytometry of bone marrow aspirate 
showed 96 % of blasts positive for CD2, CD7, CD11b (low 
expression), CD13, CD33, CD38, CD117 and HLA-DR. 
9 % of blasts were positive for myeloperoxidase and 40%  
of blasts were positive for cytoplasmic CD3 by flow 
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Fig. 1. Confirmation of intracellular localization of anti-CD3-FITC (FITC – fluorescein isothiocyanate) staining in Jurkat cells (Jurkat cells were concentrated 
and incubated with anti-CD antibody microarray, after washing, drying and staining according to May–Grünwald–Giemsa): a – the “map” of the microarray 
with numbers indicating the spots of mouse immunoglobulin G (IgG) against corresponding CD antigens. Numbers of anti-CDx captured Jurkat cells are highlighted 
in red, mouse IgG1 (isotype control) indicates the negative control (panel 1); the whole microarray with captured cells specifically bound to anti-CDx (panel 2). 
Anti-CD45-bound Jurkat cells after May–Grünwald–Giemsa staining at different magnifications, ×40 (panel 3) and ×1000 (panel 4); b – percentage  
of Jurkat cells bound to anti-CDx; c – percentage of CD3+ Jurkat cells determined by flow cytometry; d – control of permeabilization quality using anti-CD3-FITC 
staining of surface CD3-negative clone of Jurkat cell line with enzyme-enhanced immunocytochemical detection (EEID) or without (FITC) enhancement. Enzyme-
enhanced detection includes anti-CD3 staining of surface CD3-negative clone of Jurkat cell line with enhancement using mouse anti-CD3-FITC primary 
antibody (replaced with FITC-labeled isotype control for negative control), F(ab’) fragment of rabbit anti-FITC-alkaline phosphatase secondary antibody  
and BCIP/NBT colorimetric substrate; the signal without enhancement (FITC) corresponds to primary antibody staining only. Original magnification ×1000, 
the scale bar represents 10 mm. DIC – differential interference contrast; SSCA-A – side scattering; FITC-A – anti-CD3 signal intensity
Рис. 1. Подтверждение внутриклеточной локализации anti-CD3-FITC-окрашивания (FITC – флуоресцеин изотиоцианат) в клеточной линии 
Jurkat (клетки Jurkat концентрировали и инкубировали с биочипом с anti-CDх-антителами, промывали, сушили и окрашивали по методу Мая–
Грюнвальда–Гимзы): a – схема биочипа с номерами, указывающими расположение пятен мышиного иммуноглобулина G (IgG) против соответ-
ствующих CD-антигенов. Номера anti-CD-антител, связавших клетки Jurkat, выделены красным цветом, mIgG обозначает смесь мышиных IgG1 
(изотипический отрицательный контроль, панель 1). Весь биочип с клетками, специфически связавшимися с anti-CDx-антителами, представлен 
на панели 2, клетки Jurkat, связанные с CD45, после окрашивания по методу Мая–Грюнвальда–Гимзы при ×40 – на панели 3, при ×1000 –  
на панели 4; b – доля клеток Jurkat, связанных с anti-CDx-антителами; с – процентное содержание CD3+-клеток Jurkat, определенное методом 
проточной цитометрии; d – контроль за качеством пермеабилизации, выполненный c помощью окрашивания отрицательной по поверхностному 
CD3 клеточной линии Jurkat anti-CD3-FITC-антителами, с иммуноферментным усилением (EEID) и без него (FITC). Иммуноферментное усиле-
ние включает окрашивание первичными мышиными анти-CD3-FITC-антителами (в отрицательном контроле заменялись на FITC-меченный 
изотипический контроль), вторичными антителами (F(ab’)-фрагментом кроличьих анти-FITC-антител, конъюгированных с щелочной фосфа-
тазой, и использование колориметрического субстрата щелочной фосфатазы BCIP/NBT. Сигнал без усиления предполагает окрашивание только 
первичными антителами. ×1000, масштабный отрезок соответствует 10 мкм. DIC – дифференциальный интерференционный контраст; SSCA-A – 
боковое светорассеяние; FITC-A – интенсивность окрашивания анти-CD3
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Fig. 2. Normal peripheral blood mononuclear cells (PBMC) staining for cytoplasmic CD3 using protocol with enzyme-enhanced immunocytochemical detection 
(EEID). Normal PBMC captured by anti-CD7 (a, c) and anti-CD19 (b) stained for cytoplasmic CD3 (a, b). In fig. c represents a negative control (anti-CD3-FITC 
(FITC – fluorescein isothiocyanate) replaced by FITC-labeled isotypic control). Original magnification ×1000, the scale bar represents 10 µm. Staining 
intensity for cytoplasmic CD3 and negative controls using EEID protocol is shown in fig. d. The black color indicates IgG1-FITC staining of anti-CD7-captured 
PBMC, grey – anti-CD3-FITC staining of anti-CD19-captured PBMC, white – anti-CD3-FITC staining of anti-CD7-captured PBMC
Рис. 2. Окрашивание мононуклеаров, выделенных из периферической крови, на цитоплазматический CD3 с использованием протокола с иммуно-
ферментным усилением (EEID). Мононуклеары, связавшиеся с антителами к CD7 (a, c) и к CD19 (b) на биочипе, окрашивались на цитоплазма-
тический CD3 (a, b). На рис.  c представлен отрицательный контроль (анти-СD3-FITC заменен на FITC-меченный (FITC – флуоресцеин изоти-
оцианат) изотипический контроль). ×1000, масштабный отрезок соответствует 10 мкм. Интенсивность окрашивания мононуклеаров 
анти-CD3-FITC с использованием протокола EEID представлена на рис. d. Черным цветом обозначены мононуклеары, связавшиеся с антителами 
к CD7 на биочипе и окрашенные IgG1-FITC (IgG – иммуноглобулин G1), серым – мононуклеары, связавшиеся с антителами к CD19 на биочипе  
и окрашенные anti-CD3-FITC, белым – мононуклеары, связавшиеся с антителами к CD7 антителами на биочипе и окрашенные анти-CD3-FITC-анти- 
телами

Fig. 3. Normal peripheral blood mononuclear cells (PBMC) staining for cytoplasmic CD22. Normal PBMC captured by anti-CD19 (a, c) and anti-CD7 (b) stained 
for cytoplasmic CD22 (a, b). In fig. c represents a negative control (anti-CD3-FITC (FITC – fluorescein isothiocyanate) replaced by FITC-labeled isotypic control).
Original magnification ×1000, the scale bar represents 10 mm. The staining intensity for cytoplasmic CD22 and negative controls using protocol with enzyme-enhanced 
immunocytochemical detection (EEID) is shown in fig. d. The black color indicates IgG1-FITC (IgG1 – immunoglobulin G1) staining of anti-CD19-captured PBMC, 
grey – anti-CD22-FITC staining of anti-CD7-captured PBMC, white– anti-CD22-FITC staining of anti-CD19-captured PBMC
Рис. 3. Окрашивание мононуклеаров, выделенных из периферической крови, на цитоплазматический CD22. Мононуклеары, связавшиеся с анти-
телами к CD19 (a, c) и CD7 (b) на биочипе, окрашивали на цитоплазматический CD22 (a, b). На рис. с представлен отрицательный контроль 
(анти-СD3-FITC заменен на FITC-меченный (FITC – флуоресцеин изотиоцианат) изотипический контроль). ×1000, масштабный отрезок со-
ответствует 10 мкм. На рис. d  представлена интенсивность окрашивания мононуклеаров anti-CD22-FITC с использованием протокола с им-
муноферментным усилением. Черным цветом обозначена интенсивность мононуклеаров, связавшихся с антителами к CD19 на биочипе и окра-
шенных IgG1-FITC (IgG – иммуноглобулин G1), серым – мононуклеаров, связавшихся с антителами к CD7 на биочипе и окрашенных anti-CD22-FITC, 
белым – мононуклеаров, связавшихся с антителами к CD19 на биочипе и окрашенных anti-CD22-FITC
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Fig. 4. Anti-Ki-67-FITC (FITC – fluorescein isothiocyanate) staining according to protocol with enzyme-enhanced immunocytochemical detection (EEID) 
of anti-CD45-captured Jurkat cells. ×1000, the scale 10 µm. IgG – immunoglobulin G
Рис. 4. Окрашивание anti-Ki-67-FITC (FITC – флуоресцеин изотиоцианат) по протоколу c иммуноферментным усилением клеток Jurkat, связав-
шихся с антителами к CD45 на клеточном биочипе. ×1000, масштаб 10 мкм. IgG – иммуноглобулин G

FITC

Anti-Ki-67

IgG

DIC EEID

Fig. 5. Intensity of anti-CD3-FITC (FITC – fluorescein isothiocyanate) staining of anti-CD7- and anti-CD19-captured normal peripheral blood mononuclear 
cells for cytoplasmic CD3 according to protocol with enhancement after storage 0 and 7 days. ×1000, the scale 10 mm
Рис. 5. Интенсивность окрашивания анти-CD3-FITC (FITC – флуоресцеин изотиоцианат) по протоколу усиления, мононуклеаров, выделенных 
из периферической крови и связавшихся на биочипе с антителами к CD7- или CD19, после 0 и 7 дней хранения. ×1000, масштаб 10 мкм
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cytometry data. The microarray analysis of the mononuclear 
fraction of bone marrow aspirate showed immature cells  
of average size, with large nuclei of irregular shape containing 
one or two nucleoli and scarce cytoplasm without granulation 
captured by anti-CD2, anti-CD7, anti-CD13, anti-CD33, 
anti-CD45RA, anti-CD117 and anti-HLA-DR (see fig. 6, b, 
panel 3). The presence of the earliest T cell marker CD7 
together with myeloid markers, CD13, CD33, CD117 resulted 
in differential diagnosis between acute myeloid leukemia and 
early T cell precursor leukemia, a recently suggested diagnostic 
entity separated from pro-T-ALL [14]. Cytoplasmic CD3 
staining of the microarray-captured cells showed the 45 %  
of anti-CD45RA-captured blasts stained positive for CD3 (see 
fig. 6, b, panel 4). According to the current guidelines, this data 
led to the diagnosis of early T cell precursor acute lymphoblastic 
leukemia [15].

Discussion
The application of enzyme-linked enhancement 

increases the detection sensitivity, permits to use light 
microscopy for detection and to store the samples for later 
reexamination. Our data shows that the dry microarray with 
captured cells can be stored for up to 5 days before staining 
for intracellular markers, which is an advantage for  
a diagnostic laboratory. The application of mouse  
FITC-labeled primary and anti-FITC enzyme-linked 
secondary antibodies widens the choice for primary 

antibodies that can be applied to the cells captured  
by the immobilized mouse IgG on the microarray. 

From the two enzymes commonly used in enzyme-
linked enhancement, AP is a better choice for the analysis 
of mononuclear fraction of peripheral blood and bone 
marrow aspirate than the horseradish peroxidase (HRP). 
HRP colorimetric substrates also react with myeloperoxidase 
present in all myeloid cells [16]. Thus the myeloperoxidase 
present in normal or leukemic mononuclear cells would 
interfere with the detection of HRP introduced for signal 
enhancement. AP is present only in polymorphonuclear 
neutrophils [17] most of which are eliminated during  
the purification of the mononuclear cell fraction. However, 
the AP signal from a few mature neutrophils present  
in the sample should be taken into account during analysis.

Anti-CD antibody microarray on a transparent support 
is an attractive analogue to multicolour leukocyte 
immunocytochemistry for surface markers. Its main 
advantage lies in the possibility of high-resolution morphology 
examination of microarray-sorted cells. The diagnostic 
potential for this method for most chronic B-cell leukemias 
as well as for acute myeloid leukemia and acute B cell 
lymphoblastic leukemia has been demonstrated before [6]. 
However, the differential diagnosis of acute leukemias  
of T cell origin requires detection of intracellular CD3.  
The method described here eliminates the limitations  
for diagnostic applications of anti-CD antibody microarray 

Fig. 6. The protocol with enzyme-enhanced immunocytochemical detection application to T-lymphoblastic leukemia diagnosis: a – anti-CD19-captured 
mononuclear cells from bone marrow aspirate of patient M.; b – anti-CD2-captured mononuclear cells from bone marrow aspirate of patient R. Panels 1,  
3 – morphology; panels 2, 4 – anti-CD3 staining with enzyme-linked enhancement. ×1000, the scale 10 mm
Рис. 6. Применение протокола  с иммуноферментным усилением для диагностики Т-клеточного лимфобластного лейкоза: a – мононуклеары, 
выделенные из аспирата костного мозга пациента M. и связавшиеся с анти-CD19 на клеточном биочипе; b – мононуклеары, выделенные из ас-
пирата костного мозга пациента Р. и связавшиеся с анти-CD2 на клеточном биочипе. Панели 1, 3 – морфология опухолевых клеток, панели 2,  
4 – окрашивание анти-CD3-антителами с усилением. ×1000, масштаб 10 мкм
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in leukemia diagnosis. It can also be used to test for coexpression 
of any surface with any intracellular marker on the same cells  
if the antibody specific for the surface marker is spotted  
on the microarray and used for cell sorting.

Conclusion
We described a new protocol of immunocytochemical 

detection of internal proteins in mononuclear cells captured 
by mouse anti-CD antibodies on the microarray surface. 

The protocol uses primary mouse (FITC)-conjugated 
antibodies against the target, secondary anti-FITC 
antibodies conjugated with AP and colorimetric AP 
substrate, BCIP/NBT. We show on normal leukocytes and 
leukemic cell lines that the protocol is sensitive and specific. 
The percentages of cytCD3-positive cells determined  
by this method in bone marrow aspirates of two patients 
with T-cell acute lymphoblastic leukemia are in excellent 
agreement with flow cytometry results.
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Роль полиморфных вариантов 
генов ERCC1 и ERCC2 в развитии 
рака желудка в кыргызской популяции

Н.Д. Бакиров1, Ж.Т. Исакова2, Б.Б. Тайлаков3, В.Н. Кипень4, А.К. Тойгонбеков1, Э.Э. Омурбаев1,  
Р.А. Рамалданов1
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Республика, 720064 Бишкек, ул. Исы Ахунбаева, 92, корп. 3; 
2Кыргызский национальный университет им. Жусупа Баласагына; Кыргызская Республика, 720033 Бишкек, ул. Фрунзе, 547; 
3ТOO «Международный научно-образовательный центр инновационной медицины»; Республика Казахстан, 010000 Астана, 
ул. Алихан Бокейхан, 10; 
4Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси; Республика Беларусь, 220012 Минск,  
ул. Академическая, 27

К о н т а к т ы :	 Нурбек Дуйшенбаевич Бакиров nurbek.bakirov.1977@mail.ru

Введение. Рак желудка является агрессивной злокачественной опухолью желудочно-кишечного тракта человека. 
Его возникновение и развитие связаны с генетическими и внешними факторами. Нарушения в генах репарации 
ДНК, таких как ERCC1 и ERCC2, могут играть большую роль в развитии данного заболевания. 
Цель исследования – определить прогностическую значимость полиморфизмов генов ERCC1 (rs11615, rs3212986) 
и ERCC2 (rs13181) в развитии рака желудка в кыргызской популяции.
Материалы и методы. В исследование вошли 123 пациента со злокачественными новообразованиями желудка  
и 138 здоровых лиц кыргызской этнической группы. Генотипирование проводилось методом конкурентной аллель-
специфической полимеразной цепной реакции. Статистический анализ включал использование точного критерия 
Фишера и расчет отношения шансов (ОШ) для оценки ассоциаций генотипов с клиническими параметрами.  
При сравнении результатов генотипирования, гистологической и морфологической структур опухоли, возраста 
пациентов, роста и локализации опухоли применялся точный критерий Фишера. ОШ определяли путем построения 
таблиц кросс-табуляции.
Результаты. Выявлена статистически значимая ассоциация генотипа CC полиморфного локуса ERCC1 (rs3212986)  
с возрастом пациентов (41–50 и 61–70 лет). Генотипы TG и TT гена ERCC2 (rs13181) были связаны с малодифферен-
цированной аденокарциномой. Также установлено, что генотип CA и аллель А полиморфизма rs3212986 (ERCC1) 
могут выполнять протективную роль, снижая вероятность развития рака желудка в кыргызской популяции  
(ОШ 0,472; 95 % доверительный интервал 0,287–0,785 и ОШ 0,676; 95 % доверительный интервал 0,464–0,991  
для генотипа СС и аллеля А соответственно) (р = 0,046). 
Заключение. Полиморфизмы генов ERCC1 и ERCC2 могут быть связаны с риском развития рака желудка в кыргызской 
популяции. Полученные данные указывают на необходимость дальнейших исследований для уточнения роли этих 
генов в патогенезе рака желудка и разработки стратегий его профилактики и лечения.

Ключевые слова: рак желудка, полиморфизм, ERCC1, ERCC2, кыргызская популяция
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The role of polymorphic variants of the ERCC1 and ERCC2 genes in the development  
of gastric cancer in the Kyrgyz population
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3International Scientific and Educational Center for Innovative Medicine; Republic of Kazakhstan, 10 Alikhan Bokeikhan St., Astana 
010000, Republic of Kazakhstan; 
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Introduction. Gastric cancer is an aggressive malignant tumor of the gastrointestinal tract. Its onset and development 
are associated with genetic and external factors. Abnormalities in DNA repair genes, for example ERCC1 and ERCC2, can 
play a role in the development of this disease. 
Aim. To determine prognostic significance of ERCC1 (rs11615, rs3212986) and ERCC2 (rs13181) gene polymorphisms  
in the development of gastric cancer in the Kyrgyz population.
Materials and methods. The study included 123 patients with malignant tumors of the stomach and 138 healthy 
individuals belonging to the Kyrgyz ethnic group. Genotyping was performed using allele-specific polymerase chain 
reaction. Statistical analysis included Fisher’s exact test and calculation of odds ratio (OR) for evaluation of associations 
between genotypes and clinical parameters. Genotyping results, histological and morphological tumor structures, patient 
age, tumor growth and location were compared using Fisher’s exact test. OR was determined through cross-tabulation.
Results. Statistically significant association of CC genotype of the ERCC1 (rs3212986) polymorphic locus with patient 
age (41–50 and 61–70 years) was found. Genotypes TG and TT of the ERCC2 (rs13181) gene were associated with poorly 
differentiated adenocarcinoma. Additionally, it was shown that CA genotype and A allele of the rs3212986 (ERCC1) 
polymorphism can play a protective role decreasing the likelihood of gastric cancer development in the Kyrgyz population 
(OR 0.472; 95 % confidence interval 0.287–0.785 and OR 0.676; 95 % confidence interval 0.464–0.991 for CC genotype 
and allele A, respectively) (р = 0.046). 
Conclusion. Polymorphisms of the ERCC1 and ERCC2 genes can be associated with the risk of gastric cancer development 
in the Kyrgyz population. These data show the necessity of further studies investigating the role of these genes in gastric 
cancer and development of strategies for its prevention and treatment.

Keywords: gastric cancer, polymorphism, ERCC1, ERCC2, Kyrgyz population
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Введение
Рак желудка (РЖ) относится к агрессивным злока-

чественным новообразованиям и занимает 5-е место 
в мире по распространенности и смертности среди он-
кологических заболеваний. Согласно данным Глобаль-
ной обсерватории Международного агентства по изуче-
нию рака (International Agency for Research on Cancer, 
IARC), в 2022 г. в мире зарегистрировано около 970 тыс. 
новых случаев РЖ, что составляет 4,9 % от общего чи-
сла впервые выявленных злокачественных новообра-
зований, а также около 660 тыс. смертей, что составляет 
6,8  % от  общей онкологической смертности [1]. 
Для  сравнения: 1-е место по  распространенности 
и смертности занимает рак легкого (2,5 млн (12,4 %) слу-
чаев), 2-е место – рак молочной железы (2,3 млн 
(11,6 %) случаев), 3-е место – колоректальный рак  
(1,9 млн (9,6 %) случаев), 4-е место – рак предстатель-
ной железы (1,5 млн (7,3 %) случаев) [1].

Результаты исследований показывают, что клини-
ческий исход при  РЖ зависит от  гистологической 
структуры опухоли, ее локализации, наличия хрони-
ческих заболеваний желудка, инфекции Helicobacter 
pylori, питания, условий среды, а также лечения [2, 3]. 

Несмотря на успехи в изучении и терапии РЖ, его рас-
пространенность остается высокой, что обусловлива-
ет необходимость дальнейшего изучения патогенеза 
и разработки надежных и простых методов ранней 
диагностики данной патологии для повышения эф-
фективности лечения [4, 5].

Известно, что трансформация нормальных клеток 
организма в опухолевые связана с накоплением гене-
тических и  эпигенетических изменений в  геноме, 
в частности с мутациями в генах, продукты которых 
участвуют в процессах репарации ДНК. При наруше-
нии репарации клетки ускользают из-под контроля 
системы апоптоза, приобретают способность к быст-
рому росту и сохраняют жизнеспособность, несмотря 
на свою функциональную неполноценность [6–8].

В процессе репарации ДНК задействовано множе-
ство генов, особенно гены эксцизионной репарации 
ERCC1 и ERCC2, продукты которых регулируют ско-
рость репарации ДНК. Белок ERCC1 является ключе-
вым компонентом системы нуклеотидной эксцизион-
ной репарации и участвует в эндонуклеолитическом 
разрезании поврежденной цепи ДНК. Белок ERCC2, 
обладающий ДНК-хеликазной активностью, обеспе-
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чивает расплетание двухцепочечной ДНК в области 
повреждения, что необходимо для последующего уда-
ления поврежденного фрагмента [9].

Ген ERCC1, локализованный на хромосоме 19 в ло-
кусе 19q13.32, включает 13 экзонов и кодирует белок, 
состоящий из 297 аминокислот. Белок ERCC1 взаимо-
действует с белками XPA, XPF и RPA, участвуя в ката-
лизе 5’-расщепления поврежденных участков ДНК, 
что играет ключевую роль в процессе нуклеотидной 
эксцизионной репарации (NER) [10].

Ген ERCC2, локализованный на хромосоме 7 в ло-
кусе 7q36.1, включает 10 экзонов и кодирует белок, 
состоящий из 280 аминокислот. Белок ERCC2 пред-
ставляет собой высококонсервативный фермент, вы-
полняющий функции АТФ-зависимой (АТФ – адено-
зинтрифосфат) хеликазы. Он участвует в индукции 
апоптоза, регуляции базальной транскрипции и рас-
кручивании ДНК в области повреждения [11].

Установлено, что определенные генотипы поли-
морфных локусов rs11615 и  rs3212986 гена ERCC1, 
а также rs13181 гена ERCC2 ассоциированы со сниже-
нием активности хеликазы, нарушением процессов 
восстановления ДНК и повышенным риском развития 
злокачественных новообразований [12]. Таким обра-
зом, функциональные полиморфизмы ERCC1 и ERCC2 
могут оказывать влияние на эффективность репара-
ции ДНК и способствовать канцерогенезу [13].

Цель исследования – определить прогностическую 
значимость полиморфизмов генов ERCC1 и ERCC2 
в развитии РЖ в кыргызской популяции.

Материалы и методы
В исследование вошли 123 пациента с РЖ кыргыз-

ской этнической группы, получавшие лечение в На-
циональном центре онкологии и гематологии Мини-
стерства здравоохранения Кыргызской Республики  
(84 (68) мужчины и 39 (32 %) женщин) (основная груп-
па). Средний возраст больных составил 58 ± 7 лет (диа-
пазон 33–79 лет). В контрольную группу вошли 138 услов-
но здоровых лиц (89 (64 %) мужчин и 49 (36 %) женщин), 
которые на момент забора крови не имели онкологиче-
ской патологии в анамнезе и не состояли в родстве с па-
циентами из основной группы. Средний возраст участ-
ников группы контроля составил 52 ± 7 лет. Группы 
были сопоставимы по ключевым демографическим 
и антропометрическим характеристикам.

У всех больных диагноз РЖ был подтвержден мор-
фологически, при этом у подавляющего большинства 
пациентов (65,9 % случаев) выявлена низкодиффе-
ренцированная аденокарцинома. В 83 (67 %) случаях 
отмечался кишечный тип по классификации Lauren,  
в 23 (18,7 %) – диффузный тип. У 101 (82,1 %) из 123 па-
циентов было заболевание III–IV стадии. Клинико-
морфологическая характеристика больных РЖ пред-
ставлена в табл. 1.

Таблица 1. Клинико-морфологическая характеристика боль-
ных раком желудка

Table 1. Clinical and morphological characteristics of patients with gastric 
cancer

Показатель 
Parameter

Значение 
Value

Средний возраст (лет), n 
Average age (years), n

58 ± 7

Возраст (лет), n (%): 
Age (years), n (%):

<55
>55

 

35 (28)
88 (72)

Пол, n (%): 
Gender, n (%):

мужской 
male
женский 
female

 

84 (68)

39 (32)

Статус курения, n (%): 
Smoking status, n (%):   

некурящие 
smoker
курящие 
non-smoker

 

79 (64)

44 36

Употребление алкоголя, n (%): 
Alcohol consumption, n (%):

нет 
no
да 
yes

 

69 (56)

54 (44)

Гистологический тип опухоли по классифи-
кации Lauren, n (%): 
Histological tumor type according to Lauren 
classification, n (%):

кишечный 
intestinal
диффузный 
diffuse
смешанный 
mixed

 
 

83 (67)

23 (19)

17 (14)

Тип опухоли, n (%): 
Tumor type, n (%):

низкодифференцированная 
аденокарцинома 
poorly differentiated adenocarcinoma
умеренно дифференцированная 
аденокарцинома 
moderately differentiated adenocarcinoma
высокодифференцированная 
аденокарцинома 
well differentiated adenocarcinoma
недифференцированный рак 
undifferentiated cancer
перстневидноклеточный рак 
pearl cell carcinoma
слизистый рак 
mucosal cancer

81 (66)

15 (12)

3 (2)

2 (2)

18 (15)

4 (3)

Стадия, n (%): 
Stage, n (%):

I–II
III–IV

 

22 (18)
101 (82)
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Биопсийные образцы опухоли для гистологиче-
ского исследования получены в соответствии с между-
народными этическими стандартами.

Выделение ДНК. Для исследования полиморфных 
локусов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 
(ERCC2) ДНК выделяли из лейкоцитов венозной крови 
с использованием метода фенол-хлороформной экс-
тракции. Для генотипирования применялась конку-
рентная аллель-специфическая полимеразная цепная 
реакция. Подбор праймеров и дизайн протокола выпол-
нялись компанией LGC Biosearch Technologies, Inc. (Ве-
ликобритания) с использованием программного обес-
печения Kraken™, прошедшего валидацию in silico.

Статистический анализ. Качественные данные 
представлены в виде абсолютного числа наблюдений 
по каждому признаку и их процентного соотношения 
внутри группы. Для оценки различий между номиналь-
ными переменными применяли χ²-критерий с постро-
ением таблиц сопряженности. Для небольших выборок 
или при нарушении условий применения этого кри-
терия использовали точный критерий Фишера, осно-
ванный на методе перестановок (пермутаций). Значе-
ние p для точного критерия вычисляли с применением 
формул комбинаторной теории вероятностей, что обеспе-
чивало более точную оценку значимости в условиях огра-
ниченного количества данных. Отношение шансов (ОШ) 
рассчитывали с помощью построения таблицы кросс-
табуляции с использованием программы SPSS v.20.0.

Результаты
Проанализирована ассоциация между демографи-

ческими и клиническими факторами у больных РЖ 
с генотипами полиморфных локусов rs11615 (ERCC1), 
rs3212986 (ERCC1) и rs13181 (ERCC2). Для этого оце-
нена взаимосвязь возраста пациентов, морфологиче-
ской структуры опухоли, типов ее роста по классифи-
кациям Lauren и Borrmann и генотипов исследованных 

генов. В табл. 2 представлены наиболее часто встреча-
ющиеся генотипы в разных возрастных группах.

Ассоциация генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 
(ERCC1) и rs13181(ERCC2) с возрастом больных РЖ. 
Выявлена статистически значимая связь полиморфиз-
ма ERCC1 rs3212986 с возрастом 41–50 и 61–70 лет. 
Так, у больных этих возрастных групп генотип CC по-
лиморфного локуса ERCC1 rs3212986 встречался в 28,3 
и 57,8 % случаев соответственно, в контрольной груп-
пе – в 9,4 и 7,2 % соответственно (χ²-критерий = 11,01 
и 8,21 соответственно; p = 0,004) (табл. 3).

Ассоциация генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 
(ERCC1) и rs13181 (ERCC2) с гистологическим типом опу-
холи. Мы выявили статистически значимые различия 
в  распределении генотипов полиморфного локуса 
ERCC2 rs13181 в зависимости от гистологического типа 
опухоли (табл. 4). Так, у больных с верифицированной 
низкодифференцированной аденокарциномой желуд-
ка частота встречаемости генотипов TG и TT состави-
ла 26 и 71,6 % соответственно, тогда как в контроль-
ной группе – 50 и 46,7 % соответственно (p = 0,027;  
χ²-критерий = 7,205). Таким образом, можно предполо-
жить, что у пациентов с РЖ кыргызской этнической 
группы генотипы TG и TT полиморфного локуса ERCC1 
rs13181 ассоциированы с низкодифференцированной 
аденокарциномой.

Ассоциация генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 
(ERCC1) и rs13181(ERCC2) с морфологическим типом опу-
холи по классификации Lauren. Мы также попытались 
выявить связь вариантов генотипов исследованных генов 
с типами роста опухоли по классификации Borrmann, 
морфологическими типами по классификации Lauren, 
а также с локализацией опухолевого процесса в различ-
ных анатомических областях желудка. Ассоциации вари-
антов генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) 
и rs13181 (ERCC2) с перечисленными клиническими ха-
рактеристиками выявлено не было (табл. 5).

Таблица 2. Распределение наиболее часто встречающихся генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 (ERCC2) 
в зависимости от возраста пациентов с раком желудка

Table 2. Distribution of the most common genotypes rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) and rs13181 (ERCC2) among ages of patients with gastric cancer

Возраст, лет 
Age, years

Генотип 
Genotype

rs11615 (ERCC1) rs3212986 (ERCC1) rs13181 (ERCC2)

20–40 GA CA TG

41–50 GA CC TT

51–60 GA CC TT

61–70 GG CC TT

≥71 GG CC TG
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Таблица 3. Распределение генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 (ERCC2) в зависимости от возраста боль-
ных (n = 123), n (%)

Table 3. Distribution of genotypes rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) and rs13181 (ERCC2) depending on the age of patients (n = 123), n (%)

Генотип 
Genotype

20–40 лет
(n = 7) 

20–40 years 
(n = 7)

41–50 лет
(n = 17) 

41–50 years 
(n = 17)

51–60 лет
(n = 46) 

51–60 years 
(n = 46)

61–70 лет
(n = 45) 

61–70 years 
(n = 45)

≥70 лет
(n = 8) 
≥70 years  

(n = 8)

rs11615 (ERCC1):
GA
GG
AA

5 (71,4)
2 (28,6)

0

7 (41,2)
8 (47,1)
2 (12,8)

19 (41,3)
21 (45,7)
6 (13,0)

24 (53,3)
13 (28,9)
8 (17,8)

4 (50)
2 (0,3)
2 (0,3)

p 0,353 0,859 0,564 0,062 0,223

rs13181 (ERCC2):
TG
TT
GG

3 (42,9)
2 (28,6)
2 (28,6)

6 (35,3)
11 (67)

0 (0)

14 (30,4)
31 (67,4)

1 (2,2)

14 (31,1)
31 (68,9)

0

5 (62,5)
3 (37,5)

0

p 0,094 0,048 0,454 0,779 0,444

rs3212986 (ERCC1):
CA
CC
AA

5 (71,4)
2 (28,6)

0

4 (23,5)
13 (28,3)

0

19 (41,3)
23 (50)
4 (8,7)

13 (28,9)
26 (57,8)
6 (13,3)

2 (25)
5 (62,5)
1 (12,5)

p 0,0001* 0,004* 0,629 0,016* 0,472

*Здесь и в табл 4: различия статистически значимы (p <0,05). 
*Here and in table 4: differences are statistically significant (p <0.05).

Таблица 4. Распределение генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 (ERCC2) в зависимости от гистологиче-
ского типа опухоли, n (%)

Table 4. Distribution of rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) and rs13181 (ERCC2) genotypes depending on the tumor histological type, n (%)

Генотип 
Genotype

Низкодифференциро-
ванная аденокарцинома

(n = 81) 
Poorly differentiated 

adenocarcinoma 
(n = 81)

Умеренно дифферен-
цированная аденокар-

цинома
(n = 15) 

Moderately differentiated 
adenocarcinoma 

(n = 15)

Высокодифференцированная 
аденокарцинома, слизистый рак, 

недифференцированный рак
(n = 9) 

Well differentiated adenocarcinoma, 
mucosal cancer, undifferentiated cancer 

(n = 9)

Перстневидно-
клеточный рак

(n = 18) 
Pearl cell 

carcinoma 
(n = 18)

rs11615 (ERCC1):
AA
GA
GG

11 (14)
36 (44)
34 (42)

2 (13)
4 (27)
9 (60)

2 (22)
5 (56)
2 (22)

3 (17)
4 (22)

11 (61)

p 0,349 0,460 0,342 0,243

rs13181 (ERCC1):
GG
TG
TT

2 (2)
21 (26)
58 (72)

0
8 (44)
7 (46)

1 (11)
4 (44)
4 (44)

0
9 (50)
9 (50)

p
0,027*; 

χ2-критерий = 7,205 
χ2-test = 7.205

0,221 0,146 0,263

rs3212986 (ERCC2):
AA
CA
CC

6 (7)
29 (36)
46 (57)

2 (13)
6 (40)
7 (46)

1 (0)
2 (33)
6 (67)

2 (11)
6 (33)

10 (56)

p 0,706 0,682 0,706 0,938
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Таблица 5. Распределение генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 (ERCC2) в зависимости от типов рака 
желудка по классификации Lauren, n (%)

Table 5. Distribution of rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) and rs13181 (ERCC2) genotypes depending on the morphological classification of gastric 
cancer according to Lauren classification, n (%)

Генотип 
Genotype

Кишечный тип (n = 83) 
Intestinal type (n = 83)

Диффузный тип (n = 23) 
Diffuse type (n = 23)

Смешанный тип (n = 17) 
Mixed type (n = 17)

rs11615 (ERCC1):
AA
GA
GG

11 (13)
37 (45)
35 (42)

4 (17)
8 (35)

11 (48)

3 (18)
4 (23)

10 (59)

р 0,300 0,834 0,332

rs3212986 (ERCC1):
AA
CA
CC

7 (8)
29 (35)
47 (57)

2 (9)
8 (35)

13 (56)

2 (12)
6 (35)
9 (53)

р 0,957 0,998 0,899

rs13181 (ERCC2):
GG
TG
TT

2 (3)
27 (32)
54 (65)

1 (4)
10 (44)
12 (52)

0
5 (29)

12 (71)

р 0,858 0,425 0,680

Таблица 6. Частота встречаемости генотипов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 (ERCC2) в группах рака желудка 
(РЖ) и контроля, n (%)
Table 6. Frequency of occurrence of genotypes rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) and rs13181 (ERCC2) in the stomach cancer (SC) and the control 
groups, n (%)

Полиморфизм (ген) 
Polymorphism (gene)

Генотип 
Genotype

РЖ (n = 123) 
SC (n = 123)

Контрольная группа (n = 138) 
Control group (n = 138)

rs11615 (ERCC1)

AA 14 (18) 9 (12)

GA 39 (48) 41 (57)

GG 46 (57) 50 (69)

rs3212986 (ERCC1)

AA 9 (11) 8 (11)

CA 35 (43) 53 (73)

CC 56 (70) 39 (54)

rs13181 (ERCC2)

GG 2 (3) 3 (4)

TG 35 (43) 33 (46)

TT 63 (77) 64 (88)

В данном исследовании мы попытались выяснить, 
являются ли определенные варианты генотипов генов 
ERCC1 и ERCC2 факторами риска развития РЖ в кыр-
гызской популяции. Для этого проведено сравнение 
частоты встречаемости генотипов полиморфных ло-
кусов ERCC1 rs11615, ERCC1 rs3212986 и ERCC2 rs13181 
в группах РЖ и контроля (табл. 6, 7).

Анализ ОШ генотипов и аллелей показал стати-
стически значимые различия в частоте встречаемости 

генотипа rs3212986CA и аллеля rs3212986A гена ERCC1 
между основной (ОШ 0,47; 95  % ДИ 0,28–0,78) 
и контрольной (ОШ 0,67; 95 % ДИ 0,46–0,99) груп-
пами (p = 0,046). 

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что  генотип CA и  аллель A  полиморфизма 
rs3212986 (ERCC1) могут обладать протективным эф-
фектом, снижать риск развития РЖ в кыргызской 
популяции.
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Обсуждение
ERCC1 – ключевой ген системы нуклеотидной 

эксцизионной репарации ДНК. Полиморфизмы rs11615 
и rs3212986 гена ERCC1, а также rs13181 гена ERCC2 от-
носятся к однонуклеотидным полиморфизмам (SNP), 
кодирующим белки, участвующие в механизме нуклео-
тидной эксцизионной репарации ДНК [10].

Полиморфизм ERCC1 rs11615 (Asn118Asn) являет-
ся синонимичной заменой (C>T) и не приводит к из-
менению аминокислотной последовательности (аспа-
рагин → аспарагин), однако оказывает влияние 
на уровень экспрессии матричной РНК (мРНК) и бел-
ка. При полиморфизме ERCC1 rs3212986 происходит 
замена лизина на глутамин (Lys → Gln), что может 
снижать стабильность мРНК [11].

Полиморфизм ERCC2 rs13181 (Lys751Gln) пред-
ставляет собой миссенс-мутацию (A>C), при которой 
лизин в позиции 751 заменяется на глутамин. Данная 
замена снижает эффективность геликазной активно-
сти белка, что  приводит к  нарушению репарации 
ДНК, накоплению мутаций и развитию геномной не-
стабильности [12, 13].

В ходе данного исследования проведен комплекс-
ный анализ прогностической значимости полимор-
физмов генов репарации ДНК ERCC1 (rs11615, 

rs3212986) и ERCC2 (rs13181) у больных РЖ кыргыз-
ской этнической группы. Полученные результаты де-
монстрируют значимую ассоциацию демографических 
и клинических факторов с генотипами полиморфных 
локусов rs11615 (ERCC1), rs3212986 (ERCC1) и rs13181 
(ERCC2), а также связь между однонуклеотидными по-
лиморфизмами генов и риском развития РЖ в кыргыз-
ской популяции, что подчеркивает важность генетиче-
ских факторов в патогенезе этого злокачественного 
заболевания.

Особого внимания заслуживает выявленная ста-
тистически значимая связь между генотипом CC по-
лиморфного локуса ERCC1 rs3212986 и возрастом па-
циентов 41–50 и 61–70 лет. Частота встречаемости 
этого генотипа в основной группе была значительно 
выше, чем  в  контрольной группе, что  указывает 
на возможное влияние варианта CC на предрасполо-
женность к РЖ у больных данных возрастных катего-
рий. Вышесказанное согласуется с тем, что ERCC1 
является ключевым компонентом системы NER, от-
вечающим за устранение повреждений ДНК и поддер-
жание геномной стабильности. Нарушения функции 
этого гена, обусловленные полиморфизмами, могут 
приводить к накоплению мутаций и ускоренному кан-
церогенезу [14].

Таблица 7. Ассоциация генотипов ERCC1 и ERCC2 с риском развития рака желудка в кыргызской популяции

Table 7. Association of ERCC1 and ERCC2 genotypes with the risk of developing gastric cancer in the Kyrgyz population

Полиморфизм (ген) 
Polymorphism (gene)

Генотип 
Genotype

Отношение шансов 
Odds ratio

95 % доверительный 
интервал 

95 % confidence interval

rs11615 (ERCC1)

AA 1,78 0,83–3,89

GA 0,93 0,57–1,54

GG 0,85 0,51–1,38

A 1,25 0,86–1,82

G 0,79 0,54–1,15

rs3212986 (ERCC1)

AA 1,12 0,48–2,58

CA 0,47 0,28–0,78

CC 2,01 1,22–3,26

A 0,67 0,46–0,99

C 1,47 1,00–2,15

rs13181 (ERCC2)

GG 0,83 0,20–3,14

TG 1,06 0,63–1,77

TT 0,96 0,58–1,58

G 1,01 0,64–1,56

T 0,98 0,63–1,53
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Старение является основным фактором риска раз-
вития рака; большинство злокачественных опухолей 
диагностируют у пациентов старше 60 лет [15]. В по-
следнее время одним из факторов, способствующих 
возникновению возрастных заболеваний, считается 
геномная нестабильность, возникающая из-за нераз-
решенного накопления вариантов ДНК [16]. Так, 
по мнению M. Mahmoudi и соавт., сосудистая и эндо-
телиальная дисфункции усиливаются с  возрастом; 
выдвинута гипотеза о том, что ключевым фактором 
риска развития и прогрессирования возрастных забо-
леваний (сердечно-сосудистых, цереброваскулярных 
и онкологических) является постепенное увеличение 
неразрешенных вариантов ДНК [17]. D. F. Giachino 
и соавт. не обнаружили связи генотипов гена ERCC2 
с такими характеристиками, как возраст, статус куре-
ния, пол, общее состояние здоровья, гистологическая 
структура опухоли и стадия заболевания при раке лег-
кого [18]. Таким образом, данные литературы свиде-
тельствуют о  неоднозначной роли белков системы 
NER, в частности ERCC1 и ERCC2, в патогенезе солид-
ных опухолей и формировании лекарственной устой-
чивости [16–19]. При различных нозологических фор-
мах выявлена выраженная гетерогенность эффектов, 
которая не  может быть объяснена исключительно 
биологическими особенностями опухолей.

Особый интерес представляет полиморфизм 
rs3212986 (C8092A) гена ERCC1, влияние которого ха-
рактеризуется высокой вариабельностью. Так, при не-
мелкоклеточном раке легкого в иранской популяции, 
а также при раке пищевода у итальянских пациентов 
генотипы AA и CA были ассоциированы с высоким 
риском развития заболевания и снижением показате-
лей общей выживаемости [19, 20]. В то же время ре-
зультаты метаанализа китайских исследований, по-
священных РЖ, а  также описания клинических 
наблюдений диагностики и лечения рака молочной 
железы в популяции Буркина-Фасо не подтверждают 
наличия статистически значимой связи между данным 
полиморфизмом и риском развития рака или прогно-
зом выживаемости [20, 21].

Выявленная гетерогенность указывает на  то, 
что прогностический и предиктивный потенциалы 
генетических маркеров системы NER в значительной 
степени определяется этническими особенностями 
популяций и характером канцерогенного воздействия. 
В частности, ассоциация rs3212986 с риском развития 
рака легкого наиболее выражена у курящих пациен-
тов, что свидетельствует о специфическом взаимодей-
ствии генотипа с экзогенными ДНК-повреждающими 
агентами [19, 22].

Одной из ключевых проблем, выявленных в ходе 
анализа литературы, является отсутствие воспроизво-
димой корреляции генетических полиморфизмов 
с уровнем экспрессии мРНК и фактическим содержа-
нием белка ERCC1 в опухолевой ткани. Результаты 
экспериментальных исследований на клеточных ли-

ниях рака яичников демонстрируют, что повышенная 
экспрессия гена ERCC1 ассоциирована с резистентно-
стью к платиносодержащим препаратам за счет более 
эффективного удаления платиновых ДНК-аддуктов 
[23]. Однако необходимо учесть, что при экстраполя-
ции этих данных в клиническую практику наблюдает-
ся ряд методологических трудностей. Несмотря на то 
что белки ERCC1 и ERCC2 остаются биологически 
обоснованными кандидатами на роль предикторов 
эффективности платиносодержащей химиотерапии, 
их внедрение требует строгой стандартизации анали-
тических подходов.

Данное исследование имеет несколько ограниче-
ний. Во-первых, относительно небольшой размер вы-
борки пациентов с РЖ и однородность этнической 
группы снижают статистическую мощность при ана-
лизе подгрупп, что ограничивает обобщаемость полу-
ченных результатов. Для подтверждения и расшире-
ния полученных данных необходимы дальнейшие 
крупномасштабные исследования с участием различ-
ных этнических групп, а также функциональные мо-
лекулярные исследования, направленные на уточне-
ние механизмов влияния полиморфизмов ERCC1 
и ERCC2 на развитие и прогрессирование РЖ. Во-вто-
рых, мы сконцентрировали внимание только на изуче-
нии генетических факторов предрасположенности 
к данной патологии. При этом такие важные прогно-
стические параметры, как общая выживаемость и вы-
живаемость без прогрессирования, не были учтены, 
что подчеркивает необходимость их анализа и связи 
с генетическими факторами.

Заключение
Таким образом, установлено, что с увеличением 

возраста пациентов повышается частота выявления 
РЖ. Возраст большинства обследованных больных 
с данной патологией (74  % случаев) составил от 51 
до 70 лет. У 65,9 % пациентов диагностирована низко-
дифференцированная аденокарцинома желудка. Вы-
явлена статистически значимая ассоциация генотипа 
CC полиморфного локуса ERCC1 rs3212986 с возра-
стом 41–50 и 61–70 лет, также генотипов TG и TT по-
лиморфного локуса ERCC2 rs13181 с низкодифферен-
цированным РЖ в кыргызской популяции.

Отсутствие статистически значимых ассоциаций 
исследуемых генотипов с морфологическими типами 
опухоли и локализацией новообразования свидетель-
ствует о  специфичности влияния полиморфизмов 
ERCC1 и ERCC2 на отдельные клинические характери-
стики заболевания. Это согласуется с многофактор-
ным характером патогенеза РЖ, при котором генетиче-
ские факторы действуют совместно с экологическими 
и эпигенетическими детерминантами.

Полученные данные имеют большое практическое 
значение для разработки персонализированных под-
ходов к диагностике и лечению РЖ в кыргызской по-
пуляции. Идентификация генетических маркеров 
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риска позволит более точно прогнозировать течение 
заболевания и выбирать оптимальные терапевтические 
стратегии, включая оценку чувствительности к химио-
терапии, механизм действия которых связан с повре-
ждением ДНК и активацией репарационных путей.

В целом выявлена значимость полиморфизмов 
генов ERCC1 и ERCC2 как перспективных биомарке-
ров для оценки риска возникновения и прогноза РЖ, 
что открывает новые возможности для персонализи-
рованной терапии онкологических пациентов.
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