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Развитие молекулярных и генетических технологий позволило на молекулярном уровне продемонстрировать ко-
эволюционные принципы взаимодействия микробиоты, вирома и организма-хозяина, а также роль микроорганизмов 
и вирусов в поддержании физиологического гомеостаза и развитии различных заболеваний, включая злокачест-
венные новообразования. представленный обзор посвящен анализу и обобщению современных данных о микро-
организмах и вирусах, населяющих человеческий организм, а также их роли в процессах инициации, промоции  
и прогрессии канцерогенеза. В статье приведена информация об известных онкогенных вирусах и микроорганизмах 
с учетом современной классификации канцерогенных агентов международного агентства по изучению рака 
(International Agency for Research on Cancer). Рассмотрены механистические данные о проканцерогенном воздей-
ствии микробиоты и вирома в соответствии с современной концепцией ключевых характеристик канцерогенного 
агента. Особое внимание уделено анализу данных о влиянии микробиоты и вирома на иммунитет организма-хозя-
ина, включая первые результаты иммунотерапии токсином коли сарком мягких тканей и остеосарком, а также  
о воздействии отдельных видов микроорганизмов на формирование профиля зрелых иммунокомпетентных клеток 
организма-хозяина. кроме того, представлены сведения о влиянии внутриопухолевой и внутриклеточной микроби-
оты на микроокружение опухолевых клеток и клеточный сигналинг, в том числе в солидных опухолях, не имеющих 
контакта с внешней средой. приведенные данные важны в плане использования концепции холобиота, т. е. взаи-
мозависимого существования организма человека, микроорганизмов и вирусов, для совершенствования профилак-
тики и терапии злокачественных новообразований.
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Recent development of molecular and genetic technologies has demonstrated at the molecular level the co-evolutionary 
principles of interaction between microbiota, virome and the host organism, as well as the role of microorganisms  
and viruses both in maintaining physiological homeostasis and in the development of various diseases, including 
malignant neoplasms. The presented review is devoted to the analysis and generalization of modern data on microorganisms 
and viruses inhabiting the human body, their role in the processes of initiation, promotion and progression  
of carcinogenesis. The review provides information on known oncogenic viruses and microorganisms according  
to the modern classification of carcinogenic agents of the International Agency for Research on Cancer. Mechanistic 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

4

9ТОМ 11 / VOL. 11  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS

data on the procarcinogenic effect of microbiota and virome are considered in accordance with the modern concept  
of key characteristics of a carcinogenic agent. Particular attention is paid to the analysis of data on the influence  
of microbiota and virome on the immunity of the host organism, including both the first results of immunotherapy  
with Coley toxin of soft tissue sarcomas and osteosarcomas, and data on the influence of individual types of microorganisms 
on the formation of the immunocompetent cell profile of the host organism. In addition, the influence of intratumor 
and intracellular microbiota, respectively, on the microenvironment of tumor cells and cellular signaling, including  
in solid tumors that have no contact with the external environment are also discussed. The data presented are important 
in terms of the holobiota concept, showing the interdependent existence of the human body, microorganisms and viruses, 
to improve the prevention and therapy of malignant neoplasms.

Keywords: microbiota, virome, dysbiosis, malignant neoplasm, carcinogenic hazard, key characteristic of a carcinogenic 
agent, antitumor immunity, tumor microenvironment
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ВВЕДЕНИЕ
Современные исследования роли микробиоты  

и вирома человека в канцерогенезе неразрывно связаны 
с изменениями, произошедшими в последние десяти-
летия в микробиологии и иммунологии. Микроорга-
низмы, впервые описанные Антони ван Левенгуком 
после определения Робертом Кохом трех обязательных 
условий, доказывающих инфекционную природу забо-
левания, ученые изучали с использованием чистых куль-
тур [1]. В конце XX века стало очевидным, что поведение 
микроорганизмов в чистых культурах не соответствует 
закономерностям их существования в виде компонен-
тов динамичных сообществ микроорганизмов и виру-
сов, находящихся под влиянием факторов микроокру-
жения определенных ниш организма-хозяина [2]. 

За последние три десятилетия произошла револю-
ция в понимании взаимодействия организма-хозяина, 
микроорганизмов и вирусов, что привело к формиро-
ванию концепции холобионта, согласно которой ор-
ганизм человека рассматривается в совокупности  
со своими симбионтами, т. е. сосуществующими с ним 
живыми микроорганизмами и вирусами. Основанием 
для этого стала смена двух парадигм: по функциони-
рованию системы распознавания «свой – чужой»  
и по многообразию/обилию микроорганизмов и ви-
русов, заселяющих различные ниши организма чело-
века. Так, были открыты молекулярные механизмы 
функционирования иммунитета с помощью образ-
распознающих рецепторов (pattern recognition 
receptors, PRR) [3, 4]. Концепция взаимодействия фи-
зиологически активных веществ со специфическими 
рецепторами была сформулирована Паулем Эрлихом; 
в настоящее время известны более 400 PRR для раз-
личных молекулярных структур [5, 6].

Менее чем через 10 лет после открытия Toll-рецеп-
торов благодаря внедрению технологий метагеномно-
го анализа и секвенирования продуктов амплифика-
ции 16S/18S/ITS, а также полногеномного сек- 
венирования получена детальная информация о гено-
мах микроорганизмов и вирусов в различных нишах 

организма-хозяина, так называемом микробиоме че-
ловека. Следует отметить, что микробиологи однознач-
но не относят к микробиоте вирусы. Некоторые иссле-
дователи включают их в состав микробиома [1].  
На основании анализа микробиомов сделан вывод, что 
большую часть микробиоты человека составляют бак-
терии, которые представлены более чем 3000 видов. 
Общая численность бактерий приблизительно соответ-
ствует количеству клеток взрослого организма человека 
и составляет от 1013 до 1014 КОЕ [7]. Большая часть ми-
кробиоты (97 %) представлена бактериями, населя-
ющими толстую кишку, 2–3 % – бактериями, населяю-
щими другие области организма человека (другие отделы 
желудочно-кишечного тракта, кожу, органы дыхательной 
и мочеполовой систем), и, наконец, от 0,1 до 1 % – простей-
шими, микроскопическими грибами и археями [7, 8]. 
Данные метагеномных анализов демонстрируют, что 
только в кишечнике насчитывается более 54 тыс. видов 
вирусов, 10–25% из которых – это эукариотические ви-
русы; остальную часть составляют вирусы бактерий,  
т. е. бактериофаги [7, 9]. 

Организм человека является средой обитания  
и источником пищи для микроорганизмов, которые 
могут по-разному участвовать в процессах метаболизма 
организма-хозяина, не только влияя на поступление 
пищевых компонентов, уровень активности врожден-
ного и формирование приобретенного иммунитета,  
но и продуцируя биологически активные и токсические 
соединения, изменяющие характеристики клеток орга-
низма-хозяина и определяющие распространение па-
тогенных микроорганизмов. Большинство представи-
телей микробиоты здорового человека следует отнести 
к мутуалистам, приносящим очевидную пользу орга-
низму-хозяина в поддержании гомеостаза, и коммен-
салам, которые лишь используют организм-хозяина 
как среду обитания и источник питательных веществ, 
не оказывая на него какого-либо влияния [1]. В орга-
низме здорового человека может присутствовать не-
большая доля условно-патогенных микроорганизмов, 
т. е. проявляющих свое патогенное действие лишь при 

https://doi.org/10.1006/cimm.1999.1505
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определенных условиях [10]. В то же время между от-
дельными микроорганизмами и вирусами, заселя-
ющими организм человека, могут существовать все-
возможные виды симбиоза [1]. 

Более 90 % бактерий микробиоты относятся к 2 ос-
новным типам – Firmicutes и Bacteroidetes. Менее представ-
лены в микробиоте типы Actinobacteria и Proteobacteria. 
Пропорции каждого из этих типов бактерий у большин-
ства людей весьма схожи, однако видовой состав микро-
биоты индивидуален и зависит от возраста, пола, диеты, 
образа жизни, наличия заболеваний и пр. [8, 11]. Обед-
нение видового состава микробиоты, уменьшение коли-
чества факультативно-анаэробных, аэротолерантных  
и облигатных анаэробных микроорганизмов, появле-
ние или увеличение количества условно-патогенных 
штаммов получило название дисбиоза. К настоящему 
времени получены эпидемиологические данные об ас-
социации дисбиоза с патогенезом различных заболева-
ний. Объем научной литературы, посвященной взаимос-
вязи особенностей микробиоты человека с риском раз- 
вития злокачественных новообразований (ЗНО), весьма 
обширен и в последние годы неуклонно увеличивается. 
Идентифицированы специфические виды бактерий  
и вирусов, присутствие которых в организме человека 
выявлено при раке желудка, легкого, поджелудочной 
железы, полости рта, лимфомах различной этиологии, 
колоректальном раке, гепатоцеллюлярной карциноме 
[12–14]. Интересны результаты метагеномного анали-
за образцов опухолевой ткани, не имеющих прямого 
контакта с внешней средой. Бактериальная ДНК была 
обнаружена в остеосаркомах и саркомах мягких тка-
ней, а также метастазах во внутренние органы мела-
номы, аденокарциномы молочной и поджелудочной 
желез [15]. 

Целью представленного обзора является анализ боль-
шого количества опубликованных данных современных 
эпидемиологических и экспериментальных исследова-
ний, посвященных анализу влияния микро биоты и ви-
русов на процессы канцерогенеза.

КАНЦЕРОГЕНООПАСНыЕ МИКРООРГАНИзМы 
И ВИРУСы чЕЛОВЕКА
Международное агентство по изучению рака (МАИР) 

(International Agency for Research on Cancer, IARC) раз-
работало унифицированный подход для определения 
канцерогеноопасных агентов на основании эпидеми-
ологических исследований, экспериментов на живот-
ных и механистических данных, полученных в разных 
экспериментальных системах in vitro. В 2018 г. МАИР 
сформулировало новую концепцию ключевых харак-
теристик канцерогенного агента, на основании кото-
рой в настоящее время проводится более системная 
оценка механистических данных по проканцероген-
ному эффекту рассматриваемого агента [16]. Согласно 
этой концепции определены 10 наиболее важных ха-
рактеристик агента, которые соответствуют его гено-
токсическому или промотирующему действию. Три из 

них непосредственно связаны с потенциальной способ-
ностью вызывать повреждения структуры ДНК.  
В их числе: электрофильность и способность образовы-
вать электрофильные метаболиты; генотоксичность – 
способность вызывать повреждение ДНК в виде раз-
рывов, модификаций оснований, аддуктов, межни- 
тевых сшивок, одно- и двухцепочечных разрывов; спо-
собность повышать уровень активных форм кислоро-
да, что сопровождается опосредованным генотокси-
ческим эффектом. Еще 7 характеристик потен- 
циального канцерогенного агента непосредственно не 
ассоциированы с повреждением структуры ДНК  
и связаны со способностями изменять функционирова-
ние системы эпигенетической регуляции транскрип-
ции, подавлять процессы репарации ДНК, индуцировать 
хроническое воспаление, вызывать иммунодефицитные 
состояния, взаимодействовать с рецепторами клетки, 
приводить к иммортализации клеток, активировать про-
лиферацию и ингибировать клеточную гибель.  
При этом получение новых механистических данных 
необходимо, чтобы не только выявить проканцероген-
ное действие агента, но и определить наиболее актуаль-
ные эпидемиологические исследования по оценке кан-
церогенной опасности, в том числе возможных онко - 
генных компонентов микробиоты и вирома.

На основании данных эпидемиологических иссле-
дований, продемонстрировавших повышение заболе-
ваемости ЗНО при инфицировании вирусом или ми-
кроорганизмом, МАИР отнесло к группе агентов 
высокой канцерогенной опасности (группа 1) 7 эука-
риотических вирусов и 1 бактерию (табл. 1). 

В 2018 г. число случаев ЗНО в мире, однозначно 
сопряженных с действием биологических агентов, со-
ставило 2,2 млн [34]. Среди канцерогеноопасных био-
логических агентов безусловным лидером по распро-
страненности в популяции человека является бактерия 
Helicobacter pylori (H. pylori), с инфицированием кото-
рой связывают повышенный риск развития рака же-
лудка и ряда других ЗНО. По расчетам эпидемиологов, 
ежегодно инфицированием H. pylori обусловлено  
810 тыс. случаев рака желудка [17, 18]. 

Этиологическим фактором высокого риска воз-
никновения рака шейки матки являются представи-
тели многочисленной группы вирусов папилломы 
человека (HPV) (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59, 66-го типов), из которых наибольший канцероген-
ный эффект оказывают 16-й и 18-й типы. Около 
690 тыс. случаев рака шейки матки связывают с инфи-
цированием этими типами HPV [17, 18].

Инфицирование вирусами гепатитов В (HBV) и С 
(HCV) способствует развитию гепатокарцином.  
По данным эпидемиологов, ежегодно регистрируют 
360 тыс. случаев этого заболевания, ассоциированных 
с HBV, и 160 тыс. случаев, ассоциированных с HCV 
[17, 19]. 

Инфицирование вирусом Эпштейна–Барр спо-
собствует развитию рака носоглотки, желудка, 
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О
ко

нч
ан

ие
 т

аб
л.

 1
E

nd
 o

f t
ab

le
 1 лимфом Ходжкина, Беркитта, диффузной крупнокле-

точной B-клеточной лимфомы и экстранодальной 
NK/T-клеточной лимфомы назального типа (240 тыс. 
случаев в год) [37].

Вирус герпеса человека (HHV) 8-го типа является 
этиологическим фактором, способствующим разви-
тию множественного геморрагического саркоматоза, 
описанного впервые венгерским врачом Морисом Ка-
поши, в связи с чем он также известен как герпесвирус, 
ассоциированный с саркомой Капоши. Инфицирова-
ние этим вирусом вызывает появление ангиосарком, 
поражающих кожу, cлизистую оболочку ротовой по-
лости, лимфатические узлы и внутренние органы. 
Ежегодно регистрируют 34 тыс. случаев ЗНО, связан-
ных с HHV 8-го типа [38]. 

Инфицирование вирусом иммунодефицита чело-
века (HIV) ослабляет иммунную систему и снижает 
способность организма бороться с вирусными инфек-
циями, в том числе канцерогеноопасными [39]. Люди, 
инфицированные HIV, имеют значительно более вы-
сокий риск развития некоторых видов ЗНО по срав-
нению с людьми того же возраста, у которых его нет. 
Три из этих видов злокачественных опухолей известны 
как ЗНО, определяющие синдром приобретенного 
иммунодефицита (СПИД). К ним относятся саркома 
Капоши, агрессивная В-клеточная неходжкинская 
лимфома и рак шейки матки. Наличие любого из этих 
видов рака у человека, инфицированного HIV, свиде-
тельствует о диагнозе СПИД. По сравнению с населе-
нием в целом у пациентов, инфицированных HIV,  
в настоящее время примерно в 500 раз чаще диагно-
стируют саркому Капоши, в 12 раз – неходжкинские 
лимфомы, а среди женщин в 3 раза чаще – рак шейки 
матки. По оценкам эпидемиологов, ежегодно реги-
стрируют около 95 тыс. случаев ЗНО, ассоциирован-
ных с HIV [39, 40]. 

T-лимфотропный вирус человека 1-го типа, или 
вирус Т-клеточного лейкоза человека 1-го типа, – пер-
вый вирус человека, онгогенность которого была до-
казана. Его наличие ассоциировано с T-клеточным 
лейкозом и T-клеточной лимфомой. Считается, что  
10 млн людей инфицированы данным вирусом; еже-
годно регистрируют 3600 случаев Т-клеточного лей-
коза человека, связанного с T-лимфотропным виру-
сом человека 1-го типа [34, 40].

К группе вероятных канцерогенных агентов (груп-
пе 2А) отнесены малярийный плазмодий (Plasmodium 
falciparum), HPV 68-го типа и полиомавирус клеток 
Меркеля, в отношении которых отсут ствуют эпидеми-
ологические данные, однозначно подтверждающие 
ассоциацию инфицирования данным агентом и ЗНО. 
Однако установлена связь наличия в организме 
Plasmodium falciparum с эндемической лимфомой Бер-
китта. Также при инфицировании Plasmodium falciparum 
выявлены активация вируса Эпштена–Барр и увели-
чение численности популяции В-клеток, в связи с чем 
данный микроорганизм, относящийся к царству 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tgf-beta-1
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простейших, отнесен к вероятным канцерогенным 
агентам [36]. 

Эпидемиологические данные о канцерогенной 
опасности HPV 68-го типа менее убедительны, чем 
типов HPV, отнесенных к группе 1, однако их все же 
следует рассматривать как «ограниченные». Кроме то-
го, механистические данные о влиянии HPV 68-го типа 
на клетки эпителия свидетельствуют о проканцеро-
генном действии данного типа вируса. 

Ассоциация полиомавируса клеток Меркеля (MCV) 
с развитием ЗНО оценена эпидемиологами лишь в не-
скольких исследованиях «случай – контроль», что позво-
ляет считать полученные данные ограниченными. В то 
же время интегрированный геном этого вируса обнару-
жен в большинстве карцином Меркеля. Механистиче-
ские данные свидетельствуют о том, что инфицирование 
клеток этим вирусом сопровождается изменением кле-
точного сигналинга проканцерогенной направленности. 
Ограниченные эпидемиологические сведения в совокуп-
ности с убедительными результатами механистических 
исследований позволили отнести MCV к группе вероят-
ных канцерогенных агентов (группе 2А) [36].

К группе возможных канцерогенных агентов (груп-
пе 2Б) отнесены 3 подгруппы HPV, HIV 2-го типа и по-
лиомавирусы человека 1-го (вирус BK, BKV) и 2-го (ви-
рус JC, JCV) типов. Возможными канцерогенными 
агентами признаны HPV 26, 53, 66, 67, 70, 73 и 82-го 
типов, поскольку получены очень ограниченные  
или неадекватные эпидемиологические и некоторые 
механистические данные об их проканцерогенном эф-
фекте, выражающемся в повышении уровня деграда-
ции р53,  индукции перехода G1 → S и подавлении 
экспрессии ингибиторов циклинов. HPV 30, 34, 69, 
85 и 97-го типов отнесены к группе 2Б из-за высоко-
го уровня гомологии с HPV групп 1 и 2А, и, наконец, 
HPV 5 и 8-го типов включены в группу возможных 
канцерогенов, поскольку они преимущественно об-
наружены в опухолях пациентов с верруциформной 
эпидермодисплазией.

Эпидемиологические данные о канцерогенном эф-
фекте HIV 2-го типа признаны неадекватными; индук-
ция иммуносупрессии этим вирусом происходит суще-
ственно менее активно по сравнению с HIV 1-го типа. 
В то же время наблюдаемая при инфицировании HIV 
2-го типа иммуносупрессия позволяет отнести этот ви-
рус к возможным канцерогенным агентам [40]. 

Вирус BK отнесен к группе 2Б, так как эпидемио-
логические данные о его вовлеченности в канцероге-
нез весьма противоречивы. Однако результаты экспе-
риментов на животных свидетельствуют о его потен- 
циальной канцерогенности.

В ходе эпидемиологических исследований ассоци-
ации инфицированности JCV с каким-либо типом 
опухолей выявлено не было, однако канцерогенный 
эффект этой вирусной инфекции убедительно проде- 
монстрирован в экспериментах на животных, что по-
зволило включить его в группу 2Б [40].

После опубликования в 2012 г. монографии МАИР 
по канцерогенной опасности биологических агентов 
получены новые данные как о видах индуцируемых 
этими агентами ЗНО, так и о механизмах их действия 
(см. табл. 1). 

МОЛЕКУЛЯРНыЕ МЕХАНИзМы ВЛИЯНИЯ 
МИКРОбИОТы НА КАНЦЕРОГЕНЕз
В последние годы опубликованы механистические 

данные, полученные с помощью различных модель-
ных систем, свидетельствующие о потенциальном про-
канцерогенном действии дисбиоза, опосредующего 
увеличение доли определенных условно-патогенных 
микроорганизмов и снижение количества микроорга-
низмов, способствующих нормальному пищеварению, 
активации врожденного и формированию приобре-
тенного иммунитета, продуцирующих витамины, ан-
тиоксидантные и противовоспалительные соединения 
[41]. Наиболее распространенные механизмы, посред-
ством которых отдельные представители микробиоты 
могут влиять на канцерогенез, представлены ниже.

Продукция генотоксического агента . E. coli и другие 
энтеробактерии продуцируют колибактин, представ-
ляющий собой гибрид полипептида и нерибосомаль-
ного пептида. Под действием колибактина происходит 
образование межнитевых сшивок и двухцепочечных 
разрывов ДНК, что приводит к хромосомной неста-
бильности [42]. Еще одними генотоксичными агента-
ми, продуцируемым грамотрицательными бактериями 
γ- и ε-классов типа Proteobacteria, являются цитоле-
тальные растягивающие токсины, представляющие 
собой гетеротримеры, в которых белковые субъедини-
цы CdtA и CdtC выполняют связывающую функцию,  
а CdtВ гомологичен ДНКазе I млекопитающих и, со-
ответственно, обладает ДНК-азной активностью [43]. 
Цитолетальные растягивающие токсины вызывают 
хромосомную нестабильность, а в высоких концент-
рациях – остановку клеточного цикла в фазах G2/M  
и гибель клеток. Впоследствии это приводит к нару-
шению барьерной функции эпителия кишечника  
и развитию колита.

Индукция активных форм кислорода. Активные 
формы кислорода (АФК) представляют собой корот-
коживущие электрофильные радикалы (супероксид, 
O

2–
) и нерадикальные пероксидные формы (H

2
O

2
) не-

полного восстановления кислорода. Они необходимы 
для уничтожения микроорганизмов, попавших  
в фагоцитирующие клетки организма человека [44].  
В нефагоцитарных клетках АФК представляют собой 
побочные продукты аэробного дыхания, вызывающие 
повреждение жизненно важных макромолекул клеток, 
в том числе ДНК. Редокс-чувствительный сигнальный 
путь Keap1/Nrf2/ARE обеспечивает механизм регуля-
ции уровня АФК путем транскрипционно регулиру- 
емого синтеза супероксиддисмутазы, многочисленных 
каталаз и других богатых цистеином белков и пепти-
дов, снижающих уровень АФК.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

4
16 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS ТОМ 11 / VOL. 11

Бактерии, обладающие повышенными адгезией 
или способностью проникать в слизистые оболочки 
верхних дыхательных путей, мочеполовой и пищева-
рительной систем, глазных век и слуховых проходов, 
могут взаимодействовать с клеточными рецепторами, 
в частности с Toll-подобными рецепторами (TLR)  
и формилпептидными рецепторами (FPR), непосред-
ственно регулирующими уровень АФК в фагоцитах  
и эпителии. Например, H. pylori индуцирует значитель-
ное повышение уровня АФК, как активируя фагоцитоз 
нейтрофилами, высвобождающими АФК, так и проду-
цируя токсин CagA, который изменяет клеточный сиг-
налинг и наряду с индукцией эпителиально-мезенхи-
мального перехода активирует продукцию АФК  
в клетках эпителия организма-хозяина.

Индукция хронического воспаления. Этот механизм 
проканцерогенного эффекта микробиоты обусловлен 
продукцией токсинов и цитокинов, запускающих про-
воспалительный сигналинг. Примером провоспали-
тельных токсинов является термостабильный компо-
нент наружной части клеточной мембраны всех 
грамотрицательных микроорганизмов, обеспечиваю-
щий структурную целостность бактериальной клетки, 
защищающий мембрану от агрессивных воздействий 
окружающей среды. Этот эндотоксин распознается 
TLR4, что приводит к экспрессии провоспалительных 
цитокинов – интерлейкинов (IL) 18 и 6, фактора не-
кроза опухоли (TNF), интерферона (IFN), IL-33 и ря-
да других, а также к активации основного компонента 
провоспалительного сигналинга – транскрипционно-
го ядерного фактора κB (NF-κB). 

Влияние на сигнальные пути клеток организма-хозяина. 
Кроме уже описанного влияния на клеточный сигналинг 
путем активации TLR4, микроорганизмы могут вызывать 
активацию пролиферации, ингибирование апоптоза  
и повышение миграционной активности эпителиоцитов, 
воздействуя на комплекс E-кадгерина и β-катенина. Так, 
Bacteroides fragilis продуцируют токсин Bft, который вы-
зывает расщепление Е-кадгерина и, нарушая межклеточ-
ные контакты эпителиоцитов организма-хозяина, акти-
вирует β-катенин. Таким путем запускается сигнальный 
путь WNT/β-катенин. Это приводит к повышению про-
лиферативной активности клеток организма-хозяина 
и подавлению в них апоптоза. Fusobacterium nucleatum 
продуцируют FadA, который, взаимодействуя с E-кад-
герином, находящимся в комплексе с β-катенином, 
способствует его фосфорилированию и интернализа-
ции, что вызывает высвобождение β-катенина, транс-
лоцирующегося в ядро и активирующего экспрессию 
провоспалительных генов (таких как NF-κB) и онкоге-
нов (таких как Myc и Cyclin D1) [45]. Кроме того, разру-
шение комплекса E-кадгерина и β-катенина приводит 
к повышению миграционной активности эпителио-
цитов и способствует эпителиально-мезенхимальному 
переходу. 

Снижение продукции короткоцепочных жирных кис-
лот. Снижение продукции этих кислот, прежде всего 

масляной кислоты, также является возможным прокан-
церогенным эффектом микробиоты. Короткоцепочные 
жирные кислоты оказывают антиканцерогенное дейст-
вие путем защитного эффекта в отношении межклеточ-
ных контактов и комплекса E-кадгерина и β-катенина. 
Кроме того, масляная кислота является ингибитором 
гистоновых деацетилаз; снижение ее продукции приво-
дит к активации клеточной пролиферации и подавлению 
апоптоза [46, 47].

Доставка биологически активных соединений, 
продуцируемых микроорганизмами, в клетки организма- 
хозяина может осуществляться диффузно, за счет рас-
пространения с помощью микровезикул, а также при 
проникновении микроорганизмов и вирусов непо-
средственно в ткани, кровеносные и лимфатические 
сосуды организма-хозяина в случае повреждения це-
лостности эпителиального слоя. Особую роль в до-
ставке биологически активных соединений играют 
экстрацеллюлярные везикулы (ЭВ), продуцируемые 
микроорганизмом. Они могут проходить через слой 
муцина и проникать в клетки эпителия путем эндоци-
тоза при диаметре 20–100 нм и микропиноцитоза при 
диаметре 90–450 нм, перенося концентрированные 
смеси ДНК, РНК, белков, пептидогликанов, липидов 
и других биологически активных молекул, которые 
взаимодействуют с PRR клетки, активирующими 
определенные сигнальные пути [48, 49]. 

Помимо слоя муцина контакту кишечного содер-
жимого с клетками подслизистой препятствует механи-
ческий барьер кишечного эпителия, прочно скреплен-
ного белками плотных контактов. Экстрацеллюлярные 
везикулы патогенных бактерий ослабляют их и дела-
ют возможным проникновение патогенных микро-
организмов в подслизистую и кровеносное русло. 
Перенося факторы адгезии, в частности, секретиру-
емые Bifidobacterium longum, ЭВ способствуют обра-
зованию колоний бактерий различных видов, а в слу-
чае переноса ингибиторов – их диссеминации. Таким 
образом, в бактериальном сообществе ЭВ кишечной 
микробиоты играют большую роль в регуляции ее 
баланса. 

Молекулярные механизмы участия эукариотических 
и бактериальных вирусов в канцерогенезе. Основными 
механизмами проканцерогенного действия эукарио-
тических и бактериальных вирусов являются: 

• нарушение целостности генома клеток организма-
хозяина. Вирусная интеграция требует появления 
двухцепочечных разрывов в геномной ДНК, соот-
ветственно, структурные изменения происходят  
в результате интеграционного события. Кроме 
того, хроническая вирусная инфекция может при-
вести к иммунным реакциям, которые также вы-
зывают нестабильность генома из-за повышения 
уровня АФК [50];

• преодоление репликативного старения. Ретрови-
русы содержат обратную транскриптазу, что спо-
собствует удлинению теломер и иммортализации 
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клеток, а ДНК-вирусы, экспрессируя белки E6 и E7, 
влияют на активность теломеразы [50];

• влияние на клеточный сигналинг. Вирусные белки 
(например, большой и малый Т-антигены полио-
мавирусов, белки папилломавирусов Е6 и Е7) 
ускоряют прохождение клеточного цикла, инги-
бируют белки-супрессоры опухолевого роста р53 
и RB, приводя к увеличению пролиферативной 
активности и ингибированию апоптоза [51;

• индукция хронического воспаления. Хроническая 
вирусная инфекция приводит к воспалению путем 
активации NF-κB, MAPK и STAT3. Секреция 
цитокинов инфицированной клеткой и окружаю-
щими тканями при воспалении вызывает актива-
цию IL-1β, TNF-α и IL-6, что приводит к промо-
ции опухолевого роста [52];

• бактериофаги, инфицирующие бактериальные 
клетки, могут существенным образом влиять на 
состав микробиоты, особенно если репликация 
вируса сопровождается лизисом бактериальных 
клеток, что, в свою очередь, способствует разви-
тию воспаления [8]. Кроме того, бактериальные 
вирусы благоприятствуют горизонтальному пере-
носу генетической информации, что потенциаль-
но влияет на вирулентность и патогенность ми-
кроорганизмов.

зАВИСИМОСТь ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО 
ИММУННОГО ОТВЕТА ОРГАНИзМА чЕЛОВЕКА 
ОТ МИКРОбИОТы И ВИРОМА
Основоположником иммунотерапии рака принято 

считать Вильяма Брэдли Коли, который в 1880 г. в ходе 
анализа историй болезни пациентов с ЗНО нашел ин-
формацию о полной регрессии опухоли у больного  
с саркомой мягких тканей после развития инфекцион-
ного заболевания, вызванного Streptococcus pyogenes, – 
рожистого воспаления кожи и подкожной клетчатки. 
Интересно, что и 7 лет спустя у этого пациента отсут-
ствовали какие-либо проявления ЗНО. В.Б. Коли на-
шел описание более 40 аналогичных случаев в опубли-
кованных медицинских исследованиях и разработал 
схему лечения на основе введения в организм онколо-
гического больного токсина убитых нагреванием 
стрептококковых микроорганизмов (в сочетании  
с Serratia marcescens). Этот токсин был использован  
в лечении почти 1000 пациентов с остеосаркомами  
и саркомами мягких тканей; в 50 % случаев наблюдал-
ся противоопухолевый эффект [53].

К настоящему времени продемонстрировано, что 
микробиота может активировать врожденный и фор-
мировать приобретенный иммунитет. Отчасти это объ-
ясняет как положительные, так и отрицательные ре-
зультаты использования токсина Коли. Данные, 
полученные в ходе экспериментов на гнотобиотических 
животных, подтвердили, что отсутствие кишечной ми-
кробиоты у стерильных мышей приводит к иммунной 
дисфункции, включая дефекты лимфоидной ткани, 

уменьшение размеров пейеровых бляшек, количества 
интраэпителиальных лимфоцитов в кишечнике, не-
достаточный гуморальный иммунитет слизистой обо-
лочки и снижение секреции иммуноглобулинов  
и цитокинов, аномальное количество отдельных попу-
ляций иммунных клеток [54, 55]. Интересным приме-
ром такого влияния является эксперимент И.И. Ивано-
ва, проведенный на гнотобиотических мышах, в ходе 
которого продемонстрирован факт специфического 
воздействия сегментированных нитчатых (филамент-
ных) бактерий (Segmented filamentous) на формирова-
ние популяции Т-хелперов Th17 в эпителии и собст-
венной пластинке слизистой оболочки кишечника [56]. 
При отсутствии в микробиоте данного вида бактерий 
выявить Th17 в эпителии и собственной пластинке 
слизистой кишечника мышей не удавалось. 

Иммуномодулирующее действие Lactobacillus casei 
BL23 у мышей C57BL6 приводило к снижению индуци-
рованных азоксиметаном опухолей кишечника [57].  
В присутствии данного бактериального штамма наблю-
далось снижение уровня цитокина IL-22, а также повы-
шение уровней экспрессии IL-17A, РНК-каспаз 7, каспа-
зы 9 и Bik. При этом этот штамм BL23 влияет на 
формирование популяций Th1, Th22, Th17, натуральных 
киллеров, нейтрофилов и макрофагов. 

Кроме того, некоторые бактериальные штаммы 
могут оказывать непосредственное противоопухолевое 
действие. Так, в экспериментах in vitro фильтрованный 
супернатант среды культивирования от двух штаммов 
S. thermophiles – M17PTZA496 и TH982 – оказывал ци-
тотоксическое действие на клетки аденокарциномы 
человека HT-29 [58].

Качественный и количественный состав вирома 
также важен для активации врожденного и формиро-
вания приобретенного иммунитета. Считается, что 
лишь около 1 % эукариотических вирусов можно от-
нести к патогенным или условно-патогенным, основ-
ная же часть вирома представлена непатогенными 
вирусами, присутствие которых оказывает положи-
тельное влияние на состояние иммунитета организма-
хозяина и гомеостаз слизистой кишечника [59, 60]. 
Примером такого влияния является эффект кишечно-
го мышиного норовируса, наличие которого модули-
рует интерфероновый сигналинг 1-го типа [61]. Бак-
териофаги представляют собой ключевые модуляторы 
бактериальных взаимодействий и экосистем в микро-
биомах. Хотя бактериофаги не заражают клетки чело-
века, они имеют существенное сходство с эукариоти-
ческими вирусами, могут влиять на физиологию 
тканей хозяина и активировать противовирусные им-
мунные программы [62].

Влияние микробиоты и вирусов на иммунитет ор-
ганизма-хозяина, как уже было отмечено ранее, при-
нято связывать с присутствием разнообразной популя-
ции микроорганизмов, обеспечивающих иммунную 
стимуляцию в основном через PRR [6, 63]. Эпителиаль-
ные клетки кожи, слизистых желудочно-кишечного 
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тракта, дыхательной и мочеполовой систем, а также все 
клетки организма-хозяина, связанные с врожденным  
и приобретенным иммунитетом, снабжены обширным 
репертуаром PRR, которые регулируют сигнальные пути 
клеток, определяя их фенотипы в ответ на появление 
антигена, представляющего собой конкретный моле-
кулярный образ. В соответствии с современными 
представлениями такие молекулярные образы получили 
названия микроб-/патоген-ассоциированные, или опас-
ность-ассоциированные образы. Образраспознающие 
рецепторы могут быть перспективными мишенями для 
эффективной иммунотерапии рака, активируя или инги-
бируя их, что является в настоящее время предметом ис-
следований. Кроме того, идентификация эффекторных 
звеньев сигналинга для PRR позволяет по-новому подой-
ти к проведению комбинированной химиотерапии путем 
влияния на активируемые этими рецепторами мишени. 
Подтверждением перспективности данного подхода слу-
жат результаты проводимых с конца XX века клиниче-
ских исследований по использованию в терапии опухо-
лей IL-2 [64, 65]. Применение данного цитокина привело 
к полной регрессии опухоли у ряда пациентов , страда-
ющих раком почки и меланомой [66].

На сегодняшний день в США одобрены для исполь-
зования в терапии онкологических больных 3 агониста 
TLR, относящихся к PRR. Наиболее перспективным  
из них является агонист TLR7 имиквимод (алдара). Этот 
препарат активирует TLR7, запуская NF-κB-опо-
средованную продукцию цитокинов IL-1, -6, -12 и TNF-α, 
в результате чего повышается противоопухолевая цито-
токсичность CD8+-Т-лимфоцитов [67].

В организме человека есть система регуляции им-
мунного ответа, препятствующая запуску аутоиммун-
ных процессов, так называемая система иммунных 
контрольных точек. Опухолевые клетки могут исполь-
зовать такие контрольные точки для предотвращения 
активации опухоль-специфических лимфоцитов, та-
ким образом приобретая устойчивость к действию 
иммунной системы благодаря передаче ингибирую-
щего сигнала через рецепторы CTLA-4 и рецептор 
программируемой клеточной гибели 1 (PD-1) [68].  
В нескольких исследованиях представлены данные  
о влиянии микробиоты кишечника на эффективность 
иммунотерапии ингибиторами иммунных контроль-
ных точек при меланоме, немелкоклеточном раке лег-
кого, почечно-клеточном раке, гепатоцеллюлярной 
карциноме и других солидных опухолях. 

ВНУТРИОПУХОЛЕВАЯ МИКРОбИОТА КАК 
фАКТОР МИКРООКРУжЕНИЯ ОПУХОЛИ
Сложная связь между раком и его микроокруже-

нием уже давно является предметом пристального изу-
чения. В последнее время оно вышло за рамки тра- 
диционного фокуса на опухолевые клетки в их непосред-
ственном окружении. Также стали исследовать и менее 
заметный, но потенциально важный компонент –  
внутриопухолевую микробиоту [69]. Гипоксическая  

и богатая питательными веществами микросреда опухо-
ли в сочетании с подавлением иммунитета создает бла-
гоприятные условия для микробной колонизации [70]. 
Традиционное опухолевое микроокружение представля-
ет собой экосистему, состоящую из разнообразных опу-
холевых, стромальных и многочисленных иммунных 
клеток, расположенных в сети нерегулярных сосудов 
и коллагена. Учет внутриопухолевых микроорганиз-
мов при рассмотрении микроокружения опухоли 
представляет собой значительный прогресс в понима-
нии биологии ЗНО. Это подчеркивает большую роль 
в патогенезе ЗНО микробных сообществ, влияющих 
на промоцию и прогрессию опухоли, включая мета-
стазирование, а также на эффективность противоопу-
холевого лечения [69]. Выявлено, что каждый тип 
опухоли имеет особый состав микробиоты. Бактерии, 
обнаруженные в образцах опухолей, в основном име-
ют внутриклеточную локализацию, причем они выяв-
лены как в опухолевых, так и в иммунных клетках. 
Типы ЗНО различаются по доле опухолей, положи-
тельных по бактериальной ДНК. Так, при меланоме 
бактериальная инфекция обнаружена у 14,3 % паци-
ентов, а при опухолях молочной, поджелудочной желез 
и остеосаркомах наличие внутриопухолевой микроби-
оты зафиксировано более чем в 60 % случаев. При 
этом очень важно выявить бактериальную ДНК в со-
лидных опухолях, не имеющих прямой связи с внеш-
ней средой, таких как мультиформная глиобластома, 
остеосаркома и саркома мягких тканей [15, 71].

Внутриопухолевая микоплазменная инфекция 
описана при карциноме толстой кишки, раке желудка, 
пищевода, легкого, молочной, предстательной, под-
желудочной желез, яичников, шейки матки, почек  
и глиоме. Микоплазмы могут активировать пролифе-
рацию и миграцию клеток, а также подавлять апоптоз, 
способствуя промоции и прогрессии опухоли. 

Существует корреляция между кишечной и вну-
триопухолевой микробиотами. Микроорганизмы могут 
попадать в опухоли различными путями, например, 
через крово- и лимфообращение и протоки пищевари-
тельной системы посредством преодоления слизисто-
го барьера, который разрушается при развитии опухо-
ли, а также из соседних нормальных тканей. Однако 
последний путь вызывает споры, для его доказатель-
ства требуются дополнительные исследования [72]. 
Еще одним источником внутриопухолевых микроор-
ганизмов может быть оральная микробиота [73]. 

Схожи и механизмы проканцерогенного действия 
кишечной и внутриопухолевой микробиот. К ним от-
носят повышенное образование АФК, повреждение 
ДНК, изменение активности сигнальных путей,  
в частности Wnt, а также инициацию воспаления  
и подавление иммунного ответа [72]. 

Установлено, что некоторые микроорганизмы мо-
гут способствовать пролиферации Treg-клеток, су-
прессорных клеток миелоидного происхождения  
и опухолевых клеток [74]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/microflora
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/stromal-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vascularization
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Помимо влияния на рост опухоли внутриопухолевая 
микробиота способна вызывать развитие метастазиро-
вания. Выявлены внутриопухолевые бактериальные кон-
сорциумы, которые могут быть маркерами локальных  
и отдаленных метастазов. Сообщается, что повышенное 
содержание внутриопухолевых бактерий семейства 
Neisseriaceae ускоряет метастазирование в лимфатические 
узлы при плоскоклеточной карциноме миндалин рото-
глотки [75]. Присутствие в опухоли определенных микро-
организмов, таких как бактерии родов Brevundimonas  
и Staphylococcus, связано с развитием отдаленных метаста-
зов при раке молочной железы [76]. При изучении микро-
биоты сарком мягких тканей обнаружено, что наличие 
HHV 6-го типа в опухолевых клетках ассоциировано  
с инфильтрацией опухоли NK-клетками (NK – естест-
венные киллеры), что, по мнению авторов, обусловлива-
ет положительный прогноз в виде длительной выживае-
мости без отдаленных метастазов [71]. F. nucleatum 
участвует в регуляции процессов гибели клеток, таких как 
апоптоз и аутофагия, оказывающих влияние на метаста-
зирование и развитие ЗНО [77, 78]. В последние годы опу-
бликованы данные о воздействии внутриопухолевых бак-
терий на чувствительность к определенным химио- 
препаратам. По мнению исследователей, внутриопухоле-
вая продукция различными штаммами бактерий семей-
ства Streptomycetacea антибиотика доксорубицина может 
привести к снижению эффективности химиотерапии 
этим препаратом. В настоящее время такие штаммы бак-
терий обнаружены в саркомах мягких тканей [79].

Отмечено, что внутриопухолевая микробиота мо-
жет регулировать иммунные реакции организма-хозя-
ина подобно микробиоте кишечника. Основными 
сигнальными путями, участвующими в иммунном 
ответе внутриопухолевой микробиоты, являются: 

• активация сигнального пути TLR; 
• активация пути NF-κB через пути β-катенина  

и TLR, что создает провоспалительную микросреду 
внутри опухоли и играет решающую роль в слож-
ном влиянии микробов на развитие опухоли;

• активация генов INF (STING) – цитоплазматиче-
ского ДНК-чувствительного белка, активируемого 
циклическими динуклеотидами, что приводит  
к экспрессии INF-β и провоспалительных генов;

• передача АФК. Микроорганизмы вызывают уве-
личение АФК, повреждение ДНК, снижение уров-
ня NAD и последующее старение макрофагов M1, 
тем самым влияя на их функции и поведение;

• активация сигнального пути β-катенина. Такие ми-
кроорганизмы, как H. pylori, S. typhi, F. nucleatum  
и B. fragilis, активируют сигнальный путь β-катенина 
через прямые или опосредованные E-кадгерином 
механизмы [70].
Кроме того, внутриопухолевая микробиота может 

стимулировать врожденный и адаптивный иммунитет, 

тем самым усиливая противоопухолевый иммунный 
ответ организма, что создает возможность использо-
вания ее в схемах лечения ЗНО. Для усиления про-
тивоопухолевого действия микробиоты можно приме-
нять методы целенаправленной инженерии. Путем 
модификации штамма бактерий рода Salmonella, при-
водящей к повышению уровня экспрессии Fas в опу-
холевых клетках, происходит активация апоптоза [80]. 
Эти инновационные подходы демонстрируют потен-
циал использования внутриопухолевой микробиоты 
для совершенствования противоопухолевых терапев-
тических средств.

Внутриопухолевая микробиота способна влиять  
на иммуногенную микросреду, что может повышать чув-
ствительность опухоли к ингибиторам иммунных контроль-
ных точек. Проводится работа по созданию генетически 
модифицированных микроорганизмов, предназ- 
наченных для производства антител против PD-1, что яв-
ляется революционным подходом в иммунотерапии ра-
ка, обеспечивая устойчивое, локализованное и целена-
правленное лечение путем активации Т-клеток и на- 
рушения тактики уклонения от иммунного ответа  
в микросреде опухоли [81]. Наряду с этим представляет 
интерес использование онколитических вирусов в про-
тивоопухолевой терапии. Сообщается, что комбиниро-
ванная терапия Talimogene laherparepvec онколитическим 
вирусом герпеса с пембролизумабом – ингибитором 
иммунных контрольных точек PD-1 – позволяет достичь 
объективного ответа на иммунотерапию у 62 % пациен-
тов с меланомой поздних стадий [82].

Таким образом, в будущем схемы и методы лечения 
ЗНО могут сочетать терапевтические и генетические 
подходы, направленные на формирование заданного 
состава микробиоты и инициацию ее специфических 
функций с целью повышения эффективности про-
тивоопухолевого лечения.

зАКЛючЕНИЕ
Современные представления о человеческом орга-

низме как о гнотобионте, т. е. как о системе, состоящей 
из практически равного количества соматичес ких  
и бактериальных клеток, содержащих различные виру-
сы, и реагирующей как единое целое, требуют пересмо-
тра традиционного понимания патогенеза различных 
заболеваний, в том числе онкологических. Представ-
ленные в обзоре данные иллюстрируют участие микро-
биома и вирусов в инициации и промоции ЗНО, что 
имеет большое значение при разработке программ ме-
роприятий по профилактике рака. В то же время сведе-
ния о влиянии микробиоты и вирусов на прогрессию 
злокачественных опухолей позволяют разрабатывать 
новые подходы к совершенствованию противоопухо-
левой терапии, определению прогноза заболевания  
и предсказанию эффективности терапии. 
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Иммунотерапия злокачественных глиом: 
современное состояние проблемы
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Злокачественные глиомы являются наиболее распространенными опухолями из клеток глиального ряда головного 
мозга у взрослых и характеризуются крайне неблагоприятным прогнозом. Терапия злокачественных глиом, как 
правило, включает максимально радикальное хирургическое удаление опухоли с последующим проведением луче-
вой терапии и/или химиотерапии.
В обзоре представлены основные клинико-морфологические и молекулярно-генетические характеристики глиом, 
их прогностическая значимость, а также роль в выборе тактики таргетной терапии с использованием соответству-
ющих ингибиторов тирозинкиназ и моноклональных антител. Особое внимание уделяется современным аспектам  
в области иммунотерапии злокачественных глиом, таким как активация иммунных клеток и блокирование различных 
механизмов, используемых опухолью для уклонения от иммунной системы. Одним из наиболее изученных направле-
ний иммунотерапии злокачественных новообразований является применение ингибиторов контрольных точек им-
мунного ответа. Данные препараты могут быть эффективны в лечении злокачественных глиом, в которых отмечается 
гиперэкспрессия молекул, оказывающих супрессорное действие на клетки иммунной системы. еще одним перспек-
тивным направлением иммунотерапии является использование генетически модифицированных CAR-T-клеток  
(CAR – химерный антигенный рецептор), что подразумевает применение модифицированных иммунных клеток, 
способных распознавать и уничтожать опухолевые клетки. помимо этого, к перспективным подходам иммунотерапии 
глиом относят цитокинотерапию и генную терапию, связанную c генным редактированием вирусов для производ-
ства онколитических вирусных вакцин. Разрабатываются вакцины, содержащие специфичные для опухолевых 
клеток антигены, которые могут стимулировать иммунную систему для их распознавания и последующего уничто-
жения.
Несмотря на перспективность иммунотерапии глиом, многие вышеперечисленные иммунотерапевтические подходы 
к лечению злокачественных глиом находятся на различных стадиях доклинических и клинических исследований, 
результаты некоторых из которых многообещающие.

Ключевые слова: глиома, глиобластома, опухоль головного мозга, таргетная терапия, иммунотерапия, цитокиноте-
рапия, генная терапия
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Malignant gliomas are one of the most common brain tumors in adults arising from glial cells with an extremely poor 
prognosis. Generally, therapy of malignant gliomas consists of radical surgical removal followed by radio-  
and/or chemotherapy. However, prognosis of the disease remains unfavorable. 
The review presents main clinical, morphological and molecular characteristics of gliomas, their prognostic significance 
and role in the choice of targeted therapy based on using tyrosine kinase inhibitors and/or monoclonal antibodies.  
The current aspects of immunotherapy of gliomas (i.e., activation of immune cells, or blockage of immunosuppressive 
signaling) are discussed in detail. One of the well-known approaches of cancer immunotherapy is based on immune 
checkpoint inhibitors. These drugs might be effective in treatment of malignant gliomas overexpressing the molecules 
that suppress immune cells functions. Another promising approach of gliomas immunotherapy is based on genetically 
modified CAR-T cells (CAR – chimeric antigen receptor) which might identify and eliminate cancer cells. Cytokine therapy 
is also perspective treatment approach, as well as gene therapy which is associated with editing viral genes for production 
of oncolytic viruses used as anticancer vaccines. Vaccines are being developed to generate the specific antibodies 
recognized cancer cells and thereby stimulate the immune system to identify and destroy tumor cells. 
Despite the promising potential of various gliomas immunotherapy methods, most of them are at different stages  
of preclinical and clinical trials. Some of them demonstrate promising results and good perspective for the further use 
to treat glioma patients. 

Keywords: glioma, glioblastoma, brain tumor, targeted therapy, immunotherapy, cytokine therapy, gene therapy
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ВВЕДЕНИЕ
Глиомы, образующиеся из глиальных клеток го-

ловного мозга, являются наиболее часто встречающи-
мися первичными новообразованиями центральной 
нервной системы (ЦНС) и составляют около 80 % всех 
злокачественных опухолей головного мозга [1]. Со-
гласно классификации опухолей ЦНС Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) данные ново-
образования имеют 4 степени злокачественности 
(grade 1–4), основанные на различных критериях, 
включающих гистологические и молекулярно-генети-
ческие различия опухолей, в том числе степени ана-
плазии, митотической активности, микроваскулярной 
пролиферации и некроза [1–5]. Для глиом низкой 
степени злокачественности (grade 1–2) характерны 
медленный рост и относительно хороший прогноз, что 
обусловливает более высокие показатели выживаемо-
сти по сравнению с глиомами высокой степени злока-
чественности (grade 3 и 4), которые встречаются пре-
имущественно у пациентов молодого возраста [5, 6]. 
Глиомы высокой степени злокачественности отлича-
ются стремительным ростом и неблагоприятным про-
гнозом. Более 75 % этих глиом представлены глиобла-
стомами (ГБМ) (grade 4), которые являются наиболее 
агрессивными опухолями глиального ряда. Различия 
в клинико-морфологическом и молекулярно-генети-
ческом профилях данных новообразований, а также 
иммуносупрессивная среда в опухоли – основные 
факторы, обусловливающие неэффективность 

химио- (ХТ) и лучевой (ЛТ) терапии и плохой прогноз 
у пациентов с ГБМ. В настоящее время стремительно 
увеличивается число обзорных статей и клинических 
испытаний, различных подходов к иммунокоррекции 
ГБМ, что говорит о перспективности данного направ-
ления [7–12]. 

Цель работы – охарактеризовать клинико-морфоло-
гические и молекулярно-генетические особенности зло-
качественных глиом, а также современные методы им-
мунотерапии нарушений, выявляемых при ГБМ. 

КЛИНИКО-МОРфОЛОГИчЕСКИЕ 
И МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИчЕСКИЕ 
ХАРАКТЕРИСТИКИ ОСНОВНыХ ВИДОВ 
зЛОКАчЕСТВЕННыХ ГЛИОМ И ИХ 
ПРОГНОСТИчЕСКАЯ зНАчИМОСТь 
В глиомах и ГБМ довольно часто выявляют мута-

ции в гене изоцитратдегидрогеназы 1-го типа 
(isocytrate dehydrogenase 1, IDH1) (IDH1), кодиру ющем 
NADP+-зависимые гомодимеры IDH1, которая ката-
лизирует окислительное декарбоксилирование изоци-
трата до α-кетоглутарата (α-KG) [13]. Это, в свою оче-
редь, может привести к гиперметилированию генома 
вследствие восстановления α-KG до 2-гидроксиглута-
рата, конкурентно ингибирующего α-KG-зависимые 
диоксигеназы [14, 15]. Данный тип мутаций наиболее 
характерен для астроцитом grade 2 и 3, а также для вто-
ричных ГБМ, в которых частота мутаций гена IDH1 
может достигать 70–80 % случаев. В то же время такой 

mailto:boichuksergei@mail.ru
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тип мутаций является крайне редкой находкой при пер-
вичных ГБМ (≤10 % случаев) [16, 17]. В связи с этим 
вполне логичными выглядят данные, указывающие на 
то, что вышеупомянутые мутации ассоциированы с бо-
лее благоприятным прогнозом [18]. В опухолях с мута-
циями в гене IDH1, как правило, обнаруживают мутации 
в гене-онкосупрессоре ТP53 (типично для астроцитом) 
или коделецию 1p/19q (характерный признак олигоден-
дроглиом). Мутации в гене IDH 2-го типа (IDH2) являют-
ся редкой находкой (обнаруживаются в <3 % глиом)  
и никогда не сочетаются с мутациями в гене IDH1 [17]. 
Установлено, что ГБМ с диким типом IDH1 имеют более 
злокачественный характер и характеризуются агрессив-
ным течением болезни. Обнаружено, что мутации  
в гене IDH1 довольно часто ассоциированы с мутациями 
в генах TP53 и ATRX (см. ниже) и практически исключают 
наличие в опухолях мутаций/амплификаций генов тиро-
зинкиназных рецепторов, в первую очередь EGFR [18]  
и PDGFRA. 

Помимо мутаций в генах IDH1/2, различия в мо-
лекулярно-генетическом статусе глиом затрагивают 
мутации в генах ATRX и TERT, регулирующих длину,  
а также функциональную активность теломер. Показа-
но, что мутации TERT обычно коррелируют с коделе-
цией 1p/19q и мутацией IDH1. Данный паттерн наибо-
лее характерен для первичных ГБМ и обнаруживается 
крайне редко у пациентов с астроцитомами grade 2–3, 
а также со вторичными ГБМ [19]. Напротив, для ас-
троцитом и вторичных ГБМ характерны мутации 
ATRX, которые обычно коррелируют с мутациями 
IDH1 и TP53 [20]. Частота встречаемости мутации 
ATRX в астроцитомах существенным образом варь-
ирует в зависимости от возраста пациентов и встреча-
ется у 1/3 детей с данным диагнозом, увеличиваясь  
с возрастом и достигая 70–80 % у взрослого населения. 
В то же время данная мутация крайне редко обнару-
живается у пациентов с первичными ГБМ [21]. 

Мутации в гене TP53 в большей степени характер-
ны для вторичных ГБМ, хотя и могут выявляться  
у пациентов с первичными ГБМ (до 30 % случаев). 
Данные мутации и коделеция 1p/19q являются вза-
имоисключающими и при астроцитомах grade 1–2 
обычно рассматриваются как неблагоприятный про-
гностический фактор, опосредующий более агрессив-
ное течение заболевания [22] (рис. 1). 

В глиомах также довольно часто выявляют абер-
рантную активацию сигнальных путей, регулируемых 
в первую очередь рецепторными тирозинкиназами.  
К ним относятся сигнальные пути рецепторов эпидер-
мального фактора роста (EGFR), фактора роста эндо-
телия сосудов (VEGFR), рецептора тромбоцитарного 
фактора роста (PDGFR), фактора роста фибробластов 
(FGFR) и другие, которые определяют чувствитель-
ность опухолевых клеток к внешним и внутренним 
воздействиям (например, гипоксия, ХТ и ЛТ), а также 
стимулируют процессы неоангиогенеза, жизне - 
способность и пролиферацию трансформированных 

клеток. Активация вышеуказанных сигнальных путей, 
опосредованных рецепторными тирозинкиназами, 
безусловно, имеет большую прогностическую значи-
мость и определяет оптимальной выбор при проведе-
нии таргетной терапии у пациентов с ГБМ (подробнее 
см. ниже) [2, 10]. Показано, что мутации в гене EGFR 
наиболее часто ассоциированы с анапластическими 
астроцитомами и первичными ГБМ. В противополож-
ность этому аберрантная активация PDGFRA-опос-
редованного пути чаще наблюдается при вторичных 
ГБМ. Кроме того, в глиомах обнаруживаются мутации 
онкосупрессора PTEN, что также приводит к консти-
тутивной активации сигнальных путей, в том числе 
сигнального пути PI3K/AKT/mTOR (mTOR – мишень 
рапамицина млекопитающих), обеспечивающего вы-
сокий пролиферативный потенциал опухолевых кле-
ток и ингибирование процессов их апоптоза. Характер 
мутаций PTEN при глиомах и ГБМ разнообразный. 
Точечные мутации и делеции, встречающиеся практи-
чески во всех подвидах глиом и ГБМ, наиболее часто 
детектируют при первичных и вторичных ГБМ (до 
40 % случаев) [4].

Важно отметить, что особенности молекулярно-
генетического статуса данных злокачественных ново-
образований (ЗНО) имеют большое значение как для 
их дифференциальной диагностики, так и для прогно-
за заболевания, определяя ответ на стандартную ХТ  
и ЛТ, а также на терапию таргетными препаратами.

Глиобластомы подразделяются на 4 молекулярно-
генетических подтипа: пронейронные, нейронные, 
классические и мезенхимальные [4]. Эта классифика-
ция основана на различиях в экспрессии генов, кото-
рые могут предсказать эффективность лечения. Мо-
лекулярно-генетическая характеристика и прогнос- 
тическая значимость каждого подтипа ГБМ представ-
лены в табл. 1. 

Рис. 1. Корреляционные связи составляющих молекулярно-генетиче-
ского профиля глиом. Красными линиями зачеркнуты взаимоисключа-
ющие молекулярные маркеры. EGFR – рецептор эпидермального факто-
ра роста; PDGFRA – рецептор тромбоцитарного фактора роста α
Fig. 1. Correlational relationships within the molecular genetic profile of gliomas, 
with excluded molecular markers highlighted in red. EFGR – epidermal growth 
factor receptor; PDGFRA – platelet derived growth factor receptor α
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Помимо ГБМ, другие глиомы grade 3 и 4 также ха-
рактеризуются ядерной атипией, некрозом, васкуляр-
ной пролиферацией, плеоморфизмом, высокой митоти-
ческой активностью, диффузной инфильтрацией, 
неблагоприятным прогнозом и наличием таких молеку-
лярных маркеров, как мутации в генах TP53, ATRX, IDH 
(миссенс-мутация аргинина 132(1) или 172(2)), PI3K, 
1p/19q, PTEN, RB, MGMT, CDKN2A и гиперэкспрессия 
HIF1-α, TERT, ELDT1, EGFR, PDGFRα [1, 5, 6, 23–25]. 
Мутационный статус IDH1/2 и 1p/19q важен для класси-
фикации глиом [26]. Опухоли с наличием мутаций 
IDH1/2 отличаются лучшими клиническими результата-
ми, в то время как опухоли без этих мутаций представ-
ляют собой наиболее агрессивный тип глиом [26].

ОСНОВНыЕ МЕТОДы ТЕРАПИИ ГЛИОбЛАСТОМ 
На данный момент стандартное лечение глиом 

высокой степени злокачественности включает макси-
мально возможное хирургическое удаление опухоли  
с последующей ЛТ и ХТ с использованием темозоло-
мида [27]. Однако общая выживаемость (ОВ) пациен-
тов, получающих такое лечение, достигает 5 лет толь-
ко в 7,2 % случаев [28]. Помимо стандартных схем ЛТ 
и ХТ в арсенале врача-онколога имеются таргетные 
препараты (ингибиторы рецепторных и нерецептор-
ных тирозинкиназ и соответствующие моноклональ-
ные антитела (мАТ)), воздействующие на аберрантно 
активированные сигнальные пути в ГБМ. В настоящее 
время существует несколько методов ингибирования 
аберрантной активации рецепторных тирозинкиназ: 
1) секвестрация лигандов нейтрализующими антите-
лами (АТ); 2) нарушение взаимодействия между ли-
гандами и соответствующими тирозинкиназными 
рецепторами посредством конкурентного блокирова-
ния последних специфическими моноклональными 
АТ и/или низкомолекулярными ингибиторами;  

3) использование ингибиторов малой молекулярной 
массы для непосредственного блокирования киназной 
активности рецепторных тирозинкиназ и тирозинки-
наз нисходящего сигнального каскада.

Ниже представлены некоторые сигнальные пути, 
активация которых в ГБМ играет большую роль в пато-
генезе заболевания и является предпосылкой для при-
менения соответствующих таргетных препаратов как  
в качестве монотерапии, так и в комбинации со стан-
дартными методами нехуриргического лечения.

Рецептор эпидермального фактора роста. Аберрантная 
активация EGFR-сигнального пути является частым 
признаком ГБМ и выявляется почти в 60 % случаев 
[29, 30]. В подавляющем большинстве случаев определя-
ются делеции во 2–7-м экзонах, кодирующих N-кон-
цевой фрагмент лигандсвязывающего внеклеточного 
домена EGFR 3-го варианта (EGFRvIII), что приводит 
к лиганднезависимой активации данного сигнального 
пути [31] и запускает PI3K- и MAPK-опосредованный 
сигналинг, способствуя усилению процессов клеточ-
ной пролиферации, ангиогенеза и ослаблению процес-
сов апоптоза, обеспечивая тем самым резистентность 
ГБМ к проводимой терапии [32]. К аналогичному эф-
фекту приводят делеции в 14–15-м экзонах EGFR, ко-
дирующих EGFR 2-го варианта (EGFRvII) [33]. Мис-
сенс-мутации EGFR встречаются не более чем в 10 % 
случаев ГБМ и сопровождаются более агрессивным те-
чением заболевания и наихудшим прогнозом [34].

Несмотря на ранее полученные данные доклини-
ческих исследований, показавшие достаточную эф-
фективность EGFR-ингибиторов в отношении клеток 
ГБМ in vitro и in vivo, результаты клинических испыта-
ний до настоящего времени не являются обнадежива-
ющими. Например, включение EGFR-ингибиторов 
эрлотиниба или сорафениба в стандартную схему те-
рапии пациентов с ГБМ (темозоломид и ЛТ), а также 

Таблица 1. Основные молекулярно-генетические маркеры различных подтипов глиобластомы и характер их ответа на химиолу-
чевую терапию

Table 1. Key molecular genetic markers associated with different subtypes of glioblastoma and their responses to radiotherapy and chemotherapy

Подтип глиобластом 
Glioblastoma subtype

Молекулярный маркер 
Molecular marker

Чувствительность 
к химиолучевой терапии 

Chemoradiation therapy 
sensitivity

Пронейронные 
Proneural

Мутации в генах IDH1, p53, PDGFRA, NKX2-2 и PI3K 
Mutations in IDH1, p53, PDGFRA, NKX2-2 and PI3K genes

Низкая 
Low

Нейронные 
Neural

Экспрессия Fbxo3, Syt1 и Gabra 
Fbxo3, Syt1 and Gabra expression

Классические 
Classical

Экспрессия рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), 
отсутствие мутаций в генах p53 и IDH1 

Epidermal growth factor receptor (EGFR) expression, absence of mutations  
in p53 and IDH1 genes

Мезенхимальные 
Mesenchymal

Гиперэкспрессия CHI3L1 и MET, делеция NF1 
Hyperexpression of CHI3L1 and MET, NF1 deletion

Высокая 
High
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их использование в комбинации с ингибиторами ангио-
генеза (бевацизумабом) не привело к существенному 
увеличению показателей ОВ и безрецидивной выжива-
емости (БРВ) [35–37]. Это могло явиться следствием 
неспособности эрлотиниба связываться с внеклеточ-
ным доменом EGFR. Клинический эффект гефитини-
ба был незначительно лучше: его применение приво-
дило к увеличению показателей ОВ пациентов с ГБМ. 
Важно отметить, что у больных, которые получали та-
кую терапию в неоадъювантном режиме, данный тар-
гетный препарат накапливался в опухолевой ткани  
и вызывал дефосфорилирование EGFR, но, несмотря 
на это, не приводил к значительному уменьшению 
размеров опухоли [38]. Депатуксизумаб мафодотин 
(Depatux-M, ABT-414), являющийся гуманизирован-
ным анти-EGFR мАТ, в комбинации с темозоломидом 
и ЛТ также не показал значимого увеличения показа-
телей ОВ. В то же время БРВ была значительно выше 
у пациентов с EGFRvIII-вариантом ГБМ [39], что сви-
детельствует об избирательности действия этого пре-
парата в отношении различных мутантных форм 
EGFR. Наилучшие результаты получены при исполь-
зовании цетуксимаба, применявшегося в комбинации 
с бевацизумабом и иринотеканом [40, 41]. Однако дан-
ное анти-EGFR-АТ связывалось с соответствующими 
рецепторами в нормальных тканях, что неизбежно 
приводило к увеличению числа побочных эффектов,  
в первую очередь со стороны слизистых оболочек же-
лудочно-кишечного тракта и кожных покровов. Ни-
мотузумаб, являющийся гуманизированным анти-
EGFR-мАТ, показал свою клиническую эффективность 
у пациентов с ГБМ при его комбинированном исполь-
зовании с ХТ и ЛТ. Это подтверждает увеличение пе-
риодов ОВ и БРВ пациентов с ГБМ без метилирования 
MGMT [42]. Другие исследования также показали хо-
рошие результаты лечения нимотузумабом в сочетании 
с химиолучевой терапией: отмечено увеличение вы-
шеуказанных показателей [43, 44]. Результаты клини-
ческих испытаний дакомитиниба, являющегося необра-
тимым ингибитором EGFR II поколения, ранее 
продемонстрировавшего свою эффективность  
в терапии пациентов с немелкоклеточным раком легкого, 
оказались также неубедительными в большинстве случа-
ев ГБМ. Тем не менее детальный анализ мутационного 
профиля EGFR участников данного клинического испы-
тания выявил наилучшие показатели ОВ и БРВ у пациен-
тов с ГБМ с амплификацией EGFR без EGFRvIII-вари-
анта. Аналогичные данные получены и при анализе 
когорт больных ГБМ, участвовавших в клинических 
исследованиях, посвященных оценке эффективности 
цетуксимаба [45], что свидетельствует о значительной 
молекулярно-генетической гетерогенности ГБМ, спо-
собной радикальным образом влиять на чувствитель-
ность опухоли к таргетным препаратам. 

Рецептор фактора роста эндотелия сосудов. Извест-
но, что для многих ЗНО, в том числе ГБМ, характерна 
активация процессов ангиогенеза вследствие гипер- 

продукции проангиогенных факторов, таких как VEGF, 
PDGF и др. Стимуляция процессов ангиогенеза в ГБМ 
служит следствием гипоксии, являющейся частым 
спутником данного заболевания. Показано, что транс-
локация в ядро индуцированных гипоксией факторов 
1α (HIF-1α) и 1β (HIF-1β) активирует VEGF-сигна-
линг и объясняет тем самым высокую васкуляризацию 
в данных опухолях [32, 46].

Рецептор тромбоцитарного фактора роста. Данный 
сигнальный путь также вовлечен в процессы ангиоге-
неза, регуляции клеточного цикла, миграции клеток 
и другие процессы, обусловливающие прогрессирова-
ние ЗНО. Активация PDGF-сигналинга также пока-
зана для ГБМ [47], его ингибирование приводило  
к их нейрональной дифференцировке и замедляло 
процессы туморогенеза [48], что делает весьма привле-
кательным использование ингибиторов данного сиг-
нального пути в терапии ГБМ.

Рецептор фактора роста фибробластов. Данный 
сигнальный путь также регулирует процессы ангиоге-
неза как напрямую, так и опосредованно, активируя 
VEGFR-сигнальный путь, и участвует в процессах ре-
парации повреждений ДНК, определяя тем самым 
чувствительность опухолевых клеток к ДНК-повреж-
дающей терапии (ХТ и ЛТ) [49–54]. Опухолевые кле-
точные линии глиом характеризуются повышенной 
экспрессией различных типов рецепторов FGFR [54], 
в то время как нокдаун даже одного из них существен-
но снижает скорость их пролиферации [55]. Экспрес-
сия различных типов FGFR в глиомах существенным 
образом варьирует. Тем не менее высокий уровень 
экспрессии FGFR1 и FGFR2 коррелирует со степенью 
злокачественности и неблагоприятным прогнозом [56, 
57]. Имеются отдельные сообщения о наличии у па-
циентов c ГБМ слитных генов TACC-FGFR1  
и TACC-FGFR3, что является крайне редким событием, 
взаимоисключающим амплификацию EGFR. Наличие 
таких слитных генов приводит к продукции слитных 
белков, обладающих аутокаталитической тирозинки-
назной активностью [58]. Данные об эффективности 
селективных FGFR-ингибиторов в терапии пациентов 
с ГБМ до настоящего времени отсутствуют, а клини-
ческие исследования находятся на начальной стадии. 
В настоящее время проводятся клинические испыта-
ния I и II фаз по изучению результативности приме-
нения селективных ингибиторов FGFR1-3 AZD4547 
и BGJ398 (NCT028224133 и NCT01975701 соответ-
ственно) у пациентов с вторичными ГБМ, у которых вы-
явлены мутации TACC-FGFR1, TACC-FGFR3, а также  
активирующие мутации первых трех типов FGFR и дикий 
тип IDH1. Ингибитор BGJ398 уже имеет коммерческое 
название – инфигратиниб – и используется в терапии 
некоторых ЗНО, имеющих активирующие мутации  
одного из типов рецепторов (например, холангиокар-
цином). Аналогичные критерии включения в исследо-
вание выбраны и для пациентов, участву ющих в кли-
нических испытаниях I–II фазы другого необратимого 
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FGFR-ингибитора – TAS-120 (NCT02052778) [59].  
С учетом высокого уровня экспрессии FGFR на многих 
клетках ЦНС, большой роли FGFR-сигнального пути 
в поддержании их жизнеспособности, а также внутри-
опухолевой гетерогенности экспрессии FGFR при ГБМ 
результаты вышеуказанных клинических испытаний 
FGFR-ингибиторов, использованных в качестве моно-
терапии, будут крайне любопытными. Кроме того, по-
скольку FGFR1 является важным регулятором жизне-
способности стволовых раковых клеток [60] и определяет 
радиочувствительность ГБМ [61], дальнейшее приме-
нение соответствующих селективных ингибиторов  
в комбинации с химиопрепаратами и/или ЛТ может 
существенно улучшить прогноз заболевания и умень-
шить частоту развития рецидивов ГБМ.

Рецептор инсулиноподобного фактора роста 1-го типа. 
Показано, что активация сигнального пути рецептора 
инсулиноподобного фактора роста 1-го типа (IGF-1R) 
усиливает процессы пролиферации и миграции клеток 
глиом. Также имеются данные, свидетельствующие  
о корреляции уровня экспрессии данного рецептора  
с прогрессированием заболевания [62]. Показано, что 
гиперэкспрессия IGF-1R в ГБМ является неблагопри-
ятным прогностическим признаком и коррелирует со 
снижением ОВ и БРВ, а также резистентностью  
к темозоломиду [63].

Помимо активации рецепторных тирозинкиназ  
в ГБМ также выявляют признаки активации/гиперэкс-
прессии нерецепторных тирозинкиназ, осуществляющих 
трансдукцию сигнала внутрь клеток посредством сигналь-
ных путей PI3K/AKT/mTOR, MAPK/ERK, JNK, SRC, 
JAK и STAT, описание которых не входит в задачу насто-
ящего обзора и доступно в соответствующей литературе 
[64–69].

Таким образом, несмотря на то, что ЛТ и ХТ явля-
ются наиболее частыми постхирургическими метода-
ми лечения глиом, их терапевтическая активность 
невысока, а длительное применение сопряжено с вы-
сокой частотой развития побочных эффектов и имеет 
ряд ограничений. Включение в существующие схемы 
стандартной терапии ГБМ таргетных препаратов эф-
фективно лишь для узких когорт пациентов, имеющих 
вышеуказанные особенности молекулярно-генетичес-
кого статуса опухоли. Помимо этого, к причинам не-
достаточной эффективности названных методов тера-
пии ГБМ следует отнести высокую инфильтрацию 
глиом, внутриопухолевую и межопухолевую гетероген-
ность, наличие гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) 
и иммуносупрессивное микроокружение [70]. Нали-
чие последнего фактора, по мнению ряда исследова-
телей, является одним из основных механизмов, опре-
деляющих неблагоприятное течение заболевания.  
В связи с вышеизложенным существуют различные 
подходы к коррекции иммунологических нарушений 
у пациентов с ГБМ, которые во многом имеют сход-
ство с иммунокорригирующими мероприятиями при 
других онкологических заболеваниях. 

На протяжении длительного времени ЦНС рассма-
тривалась в качестве одного из примеров иммунологи-
чески привилегированных систем вследствие наличия 
ГЭБ, обусловливающего присутствие в головном мозге 
иммунокомпетентных, в том числе антигенпрезентиру-
ющих, клеток в крайне незначительных количествах. 
Данная точка зрения в последние годы подверглась су-
щественному пересмотру: показано проникновение  
в ЦНС активированных лимфоцитов, что подтвердило 
факт активного взаимодействия иммунной системы  
и ЦНС. Кроме того, следует учитывать, что различные 
патологические процесы в ЦНС, в том числе опухоле-
вые, сопровождаются повышением проницаемости ГЭБ 
за счет гиперпродукции противовоспалительных цито-
кинов, что способствует созданию оптимальных условий 
для хемотаксиса иммунокомпетентных клеток непосред-
ственно в опухоль. Несмотря на то, что по сравнению  
с другими солидными опухолями при ГБМ обычно  
не обнаружено высокой инфильтрации Т- и NK-клеток 
(NK – естественные киллеры), в настоящее время актив-
но разрабатываются новые подходы и стратегии по сти-
муляции иммунной системы при различных разновид-
ностях ЗНО головного мозга [8, 9]. 

ОСНОВНыЕ ПРИНЦИПы ИММУНОТЕРАПИИ 
зЛОКАчЕСТВЕННыХ ГЛИОМ
В настоящее время выделяют 4 основных вида им-

мунотерапии (ИТ) злокачественных глиом: 
1) ИТ с использованием ингибиторов контрольных 

точек (ИКТ) иммунного ответа;
2) иммуномодулирующую цитокинотерапию (сис-

темная терапия, ЛАК-терапия (ЛАК – лимфокин-
активированные киллеры));

3) адоптивную ИТ (пептидные и дендритные вакцины);
4) CAR-T-терапию (CAR – химерный антигенный 

рецептор) (рис. 2).

Иммунотерапия с использованием ингибиторов 
контрольных точек иммунного ответа
Данный вид ИТ заключается в ингибировании вы-

деляемых глиомами факторов, подавляющих воздейст-
вие иммунной системы человека на опухолевые клетки. 
Основными молекулярными мишенями в данном случае 
являются молекулы рецептора программируемой кле-
точной гибели 1 (PD-1)/лиганда PD-L1 и CTLA-4.

Лиганд PD-L1 – трансмембранный гликопротеин, 
который при нормальных условиях выделяется макро-
фагами, Т- и В-клетками, дендритными и эпителиаль-
ными клетками при воспалительном процессе [71–75]. 
Также PD-L1 продуцируется опухолевыми клетками как 
защитный механизм для избегания атаки иммунными 
клетками организма [75]. Он выполняет проопухолевую 
функцию, связываясь с рецепторами и активируя сиг-
нальные пути (MAPK, WNT,  Hedgehog, транскрипцион-
ный ядерный фактор κB (NF-κB), JAK/STAT, PI3K/
AKT), повышающие выживаемость раковых клеток, что 
ведет к росту опухоли и развитию болезни [75, 76]. 
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Результаты исследований показали, что экспрес-
сия PD-L1 может быть индуцирована следующими 
факторами: 

• интерферон (INF) γ связывается с рецепторами 
IFNGR, происходит активация JAK/STAT-сигналь-
ного пути, что приводит к активации IRF-1 и повы-
шает уровень экспрессии PD-L1 в опухолевых клет-
ках; 

• снижение экспрессии PTEN вызывает активацию 
PI3K/AKT/mTOR-сигнального пути, который уве-
личивает экспрессию PD-L1; 

• повышенное метилирование промоутера ДНК 
приводит к усилению экспрессии PD-L1; 

• потеря функции нейрофибромина NF-1 коррели-
рует с гиперэкспрессией PD-L1; 

• фактор дифференцировки роста (GDF-15) стиму-
лирует экспрессию PD-L1 через Smad2/3-сигналь-
ный путь в клетках ГБМ [76–82]. 

Наиболее высокий уровень экспрессии PD-L1 на-
блюдается в мезенхимальных глиомах, что делает их 
более чувствительными к лечению, в то время как наи-
меньшая экспрессия PD-L1 обнаруживается у проней-
ронных глиом [76]. Более того, PD-L1 стимулирует 
иммуносупрессию и изменяет микроокружение опу-
холи [77].

Одним из первых препаратов, ингибирующих PD-L1, 
стал ниволумаб, который представляет собой моно-
клональные иммуноглобулины G (IgG), воздейству-
ющие на рецептор PD-1 и блокирующие его связывание 
с соответствующими лигандами (PD-L1 и PD-L2) [83]. 
Однако результаты некоторых исследований показали, 
что в случае вторичных ГБМ терапевтический эффект 
этого препарата не превышает эффекта другого таргетно-
го препарата – бевацизумаба, поскольку медиана ОВ 
пациентов с ГБМ при использовании как ниволумаба, 
так и бевацизумаба составила около 10 мес [81, 84, 85].  

Рис. 2. Современные методы иммунотерапии злокачественных глиом: терапия с использованием ингибиторов контрольных точек иммунного 
ответа, онколитических вирусов и пептидных вакцин, ЛАК-терапия (цитокинотерапия), CAR-T-иммунотерапия (CAR – химерный антигенный 
рецептор). EGFRvIII – рецептор эпидермального фактора роста 3-го варианта; IL-13Rα2 – интерлейкин 13Rα2; PD-1 – рецептор программи-
руемой клеточной гибели 1; PD-L1 – лиганд рецептора программируемой клеточной гибели 1; IL-2 – интерлейкин 2 
Fig. 2. Current strategies for malignant gliomas immunotherapy: immune checkpoint inhibitors, cancer vaccines and oncolytic viral therapy, LAK-therapy, 
CAR-T-immunotherapy (CAR – chimeric antigen receptor). EGFRvIII – epidermal growth factor receptor variant III; IL-13Ra2 – interleukin 13Ra2; PD-1 – 
receptor for programmed cell death 1; PD-L1 – ligand of the receptor for programmed cell death 1; IL-2 – interleukin 2
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В случае первичных ГБМ наиболее эффективным ока-
зался ниволумаб в сочетании с ипилимумабом [86]. 
Использование комбинации ниволумаб + ЛТ + темозо-
ломид в терапии первичных немиелиновых ГБМ  
с мутациями MGMT показало хорошие результаты, что 
стало основанием для планирования и проведения даль-
нейших клинических испытаний [87]. Тем не менее вы-
шеуказанная комбинация препаратов не продемонстри-
ровала эффективности и не оказала существенного 
влияния на ОВ пациентов с первичной миелиновой ГБМ 
с аналогичным с мутациями в гене MGMT [88].

Помимо ниволумаба другой таргетный препарат – 
пембролизумаб – также показал свою эффективность 
в лечении пациентов с ГБМ [89, 90]. Тем не менее дан-
ные о его эффективности неоднозначны. В частности, 
показано, что использование этого препарата как  
в отдельности, так и в комбинации с бевацизумабом 
не приводит к значимому увеличению медианы ОВ 
пациентов со вторичными ГБМ [91]. У больных, не 
отвечающих на терапию, выявлены мутации PTEN, 
которые способствуют формированию иммуносупрес-
сивного микроокружения опухоли [92]. Таким обра-
зом, противоречивые результаты могут быть обуслов-
лены различиями в молекулярно-генетическом 
профиле опухолей [92]. 

Препараты авелумаб и дурвалумаб, являющиеся 
ингибиторами PD-L1, также были включены в иссле-
дования по изучению эффективности ИТ глиом.  

В большинстве случаев не отмечено увеличение меди-
аны ОВ пациентов с ГБМ, получавших данную тера-
пию [93–96].

Другой молекулярной мишенью рассматриваемо-
го вида ИТ является цитотоксический T-лимфоцит-
ассоциированный антиген 4 (CTLA-4), который явля-
ется рецептором, связывающимся с молекулой В7  
и блокирующим иммунный ответ посредством инги-
бирования процессов активации Т-клеток [96]. Прин-
ципы действия CTLA-4 и PD-1 схожи, однако лигандами 
CTLA-4 являются CD86 и CD80 [95]. CTLA-4 – гомолог 
CD28, но, в отличие от CD28, при связывании с В7 
этот рецептор не продуцирует стимулирующий сигнал, 
который должен активировать Т-клетки [97]. CTLA-4 
отличается от PD-L1 также и тем, что влияет на акти-
вацию регуляторных Т-клеток, в то время как воздей-
ствие PD-L1 на эти клетки неясно [96, 98–101]. Ингиби-
тором CTLA-4 является ипилимумаб – моноклональное 
IgG-АТ, блокирующее взаимодействие В7 и CTLA-4, что 
увеличивает активацию и пролиферацию Т-клеток [62]. 
Свойства этого препарата активно изучаются в целях 
определения его эффективности в лечении ГБМ. По-
казано, что терапия ГБМ с использованием ипилиму-
маба (в дозе 3 мг/кг каждые 3 нед) и бевацизумаба  
(в дозе 10 мг/кг каждые 2 нед) приводит к существен-
ным изменениям в характере течения заболевания:  
у 31 % пациентов выявлен частичный ответ, у 31 % – 
стабилизация процесса, у 38 % – прогрессирование за-

Таблица 2. Ингибиторы контрольных точек иммунного ответа и их молекулярные мишени

Table 2. Immune checkpoint inhibitors and their molecular targets

Молекулярная мишень 
Molecular target

Препарат 
Drug

Источник/исследование 
Source/study

PD-1/PD-L1

Ниволумаб 
Nivolumab

[81, 83–88]

Пембролизумаб 
Pembrolizumab

[89–92]

Авелумаб 
Avelumab

[93–96]
Дурвалумаб 
Durvalumab

Зимберелимаб 
Zimberelimab

NCT04656535

CTLA-4 Ипилимумаб 
Ipilimumab

[62, 63], NCT02311920, 
NCT02017717

CD366 (TIM-3) Тоцилизумаб 
Tocilizumab

[102]

СD233 (LAG-3) Урелумаб 
Urelumab

[103]

TIGIT Тираголумаб, домваналимаб 
Tiragolumab, domvanalimab

[104–107], NCT04656535
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болевания [63]. В настоящее время проводится  
несколько клинических испытаний, посвященных 
изу чению эффективности ипилимумаба при ГБМ 
(NCT02311920, NCT02017717).

Помимо молекул PD-1/PD-L1, а также CTLA-4, 
роль которых в модуляции активности лимфоцитов 
при многих онкологических заболеваниях (в том числе 
ГБМ) доказана, в последнее время появились данные 
о ряде других молекул, экспрессирующихся на клетках 
опухоли и ее микроокружения и выполняющих анало-
гичную функцию. Их вполне резонно можно рассма-
тривать в качестве перспективных терапевтических 
мишеней. К ним относят молекулы CD366, или TIM-3 
(T cell immunoglobulin and mucin-domain containing 
protein-3), СD233, или LAG-3 (lymphocyte activation 
gene-3), TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig  
and immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) 
domains) [102–105, 108].

Роль вышеуказанных молекул в формировании 
иммунологической толерантности при ЗНО показана 
в доклинических исследованиях. Например, исполь-
зование нейтрализующих анти-TIGIT-АТ, применяе-
мых в комбинации с анти-PD-1- или анти-PD-L1-АТ, 
приводило к существенному усилению действия по-
следних в доклинических исследованиях на ксено-
графтных моделях рака кишечника, молочной железы 
и ГБМ, в то время как использование анти-TIGIT-АТ 
в виде монотерапии оказалось малоэффективным 
[106, 107]. В настоящее время активно проводятся 
клинические испытания по изучению результативно-
сти применения ингибиторов вышеуказанных моле-
кул в терапии ряда онкологических заболеваний, в том 
числе ГБМ. Например, эффективность домваналима-
ба (AB154), являющегося Fab-фрагментом IgG1  
к TIGIT, в комбинации с анти-PD-L1-ингибитором 
зимберелимабом в настоящее время оценивается  
в клиническом испытании, в которое вошли пациен-
ты с вторичными ГБМ (NCT04656535). Эффектив-
ность данной комбинации таргетных препаратов  
в настоящее время оценивается и в отношении дру-
гих ЗНО, включая распространенные и метастатичес-
кие формы солидных опухолей различной локализа-
ции (NCT03628677), а также PD-L1-положительный 
рак легкого (NCT04262856). 

Наиболее изученные ИКТ иммунного ответа и их 
молекулярные мишени представлены в табл. 2.

Иммуномодулирующая цитокинотерапия 
(системная, ЛАК-терапия) 
Системная цитокинотерапия. Цитокинотерапия яв-

ляется одним из самых распространенных методов 
коррекции иммунологических нарушений при многих 
заболеваниях, в том числе онкологических. Несмотря 
на относительную простоту и доступность данного 
подхода, широкое использование этой терапии имеет 
ряд существенных ограничений и сопровождается разви-
тием побочных эффектов. Одним из наиболее серьезных 

нежелательных явлений является септикоподобный син-
дром, развивающийся вследствие дистантного действия 
цитокинов, приводящих к системной активации иммун-
ной системы вследствие каскадного запуска продукции 
цитокинов клетками различного происхождения  
и последующего развития системной воспалительной 
реакции [109, 110]. 

Имеются многочисленные данные, подтверждаю-
щие иммуносупрессивное действие ГБМ посредством 
синтеза и продукции различных иммуносупрессивных 
молекул и цитокинов – интерлейкина (IL) 6, MCP-1, 
VEGF, CCL-2, IDO, HIF-1α, PD-L1 и др. [64, 70]. 

Некоторые из вышеназванных цитокинов оказы-
вают негативное влияние на функциональную актив-
ность миелоидных клеток (макрофагов и моноцитов), 
снижают фагоцитарный индекс и функциональную 
активность Т-клеток, нарушают созревание дендрит-
ных клеток, а также могут вызывать запрограммирован-
ную клеточную гибель (апоптоз) лимфоцитов [64, 70]. 
Цитокины оказывают либо иммуностимулирующий, 
либо иммуносупрессивный эффект в зависимости  
от микроокружения опухоли [111]. Наибольшая про-
тивоопухолевая активность показана в отношении 
цитокинов IL-2, IL-4, IL-13 и трансформирующего 
фактора роста (TGF) β [111–121]. 

Интерфероны также принимают участие в форми-
ровании адекватного противоопухолевого иммунного 
ответа. На основе происхождения и функций INF по-
дразделяются на 3 типа. К 1-му типу относятся INF-α, 
INF-β, INF-ε, INF-κ и INF-Ω, ко 2-му – INF-γ, к 3-му – 
INF-λ [122, 123]. Интерфероны 1-го типа стимулируют 
клетки иммунной системы, подавляют рост опухоле-
вых клеток и инициируют их апоптоз, стимулируют 
экспрессию белков, которые препятствуют делению опу-
холевой клетки в фазе G [124]. Интерфероны 2-го типа 
участвуют в регуляции количества Т-клеток и увеличе-
нии количества белков, играющих роль в иммунном 
ответе [125]. По сравнению с INF 1-го типа INF-γ вы-
полняет иммуномодулирующую функцию вместо про-
тивовирусной или противоопухолевой. Функции INF 
3-го типа схожи с функциями INF 1-го типа. Резуль-
таты двух исследований II фазы продемонстрировали, 
что использование INF-α (0,5 мкг) в сочетании с те-
мозоломидом (в дозе 150–200 мгм-2/день на протяже-
нии 5 мес) не показало увеличения медианы ОВ паци-
ентов [126]. Данные, полученные в ходе еще одного 
исследования I фазы с применением INF-β и темозо-
ломида, продемонстрировали увеличение показателей 
ОВ пациентов с первичными ГБМ до 17,1 мес и паци-
ентов со вторичными ГБМ – до 14,6 мес [127]. 

Трансформирующий фактор роста β2. Повышенная 
экспрессия TGF-β2 наблюдается в 90 % глиом высо-
кой степени злокачественности, ее уровень коррели-
рует с прогрессированием заболевания [128]. Функции 
TGF-β2 заключаются в ингибировании активации им-
мунных клеток, блокировании противоопухолевого эф-
фекта и иммуносупрессии. В связи с вышеизложенным 
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интересными являются данные по изучению эффек-
тивности трабедерсена (АР-12009) – синтетического 
антисмыслового олигодеоксинуклеотида, комплемен-
тарного с матричной РНК TGF-β2 [129]. Результаты 
клинических исследований показали, что включение 
этого препарата в стандартные схемы лечения ГБМ 
благоприятно сказывается на ОВ пациентов и улучша-
ет ответ на терапию [130].

Следует подчеркнуть, что эффективность цитоки-
новой терапии у пациентов с ГБМ весьма ограничена. 
Это обусловлено в первую очередь коротким периодом 
полувыведения цитокинов и невозможностью дости-
жения их оптимальных концентраций в головном моз-
ге без существенного повышения вводимых концент-
раций. Последнее чревато развитием серьезных 
системных побочных эффектов, среди которых следу-
ет выделить цитокиновый шторм, напоминающий 
картину септикоподобного шока, а также аутоиммун-
ные реакции. 

ЛАК-терапия. Для минимизации вышеназванных 
побочных эффектов сделаны попытки адаптировать ци-
токинотерапию и активировать аутологичные лимфоци-
ты ex vivo c помощью различных цитокинов, в первую 
очередь IL-2, для их последующего введения пациенту. 
Данный подход получил название ЛАК-терапии. Лим-
фокин-активированные киллеры (ЛАК) стали первыми 
клетками, используемыми для адоптивной ИТ ГБМ. Их 
комбинация с IL-2 показала положительные результаты 
[131–133]. Однако в связи с появлением более эффектив-
ных методов лечения воздействие ЛАК на ГБМ в послед-
нее время активно не изучается.

Адоптивная иммунотерапия
Данный подход основан на индукции эффектив-

ного противоопухолевого иммунитета у пациентов  
с ГБМ. Решение этой задачи предполагает создание 
противоопухолевых вакцин, направленных на стиму-
ляцию иммунных эффекторных клеток, а также на 
усиление их инфильтрации в опухоли, облегчение рас-
познавания ими опухолевых антигенов и последую-
щей элиминации опухолевых клеток посредством их 
гибели по механизму апоптоза. 

К основным методам активной ИТ ГБМ в насто-
ящее время относят применение пептидных вакцин, 
вакцин, полученных с использованием аутологичных 
дендритных клеток, а также (с определенной долей 
условности) онколитических вирусов. В результате 
использования вышеперечисленных терапевтических 
подходов в организме формируется длительный анти-
генспецифический иммунный ответ [108]. 

Пептидные вакцины. Данный тип вакцин создается 
на основе нуклеиновых кислот, вводимых в виде сег-
мента генов, ДНК или РНК, кодирующих определен-
ные опухолевые антигены, что приводит к индукции 
противоопухолевого иммунного ответа. РНК-вакцины 
имеют ярко выраженные преимущества по сравнению 
с ДНК-вакцинами, обусловленные их способностью 

к прямой трансляции опухолевых антигенов, а также 
более высокой безопасностью, однако они имеют  
и существенные недостатки, связанные с высокими 
чувствительностью РНК к нуклеазам и скоростью дег-
радации. Несмотря на очевидную антигенность ГБМ 
и экспрессию довольно большого количества мутант-
ных молекул, способных стать мишенями для иммун-
ной системы (например, EFGR, NF1, PDGFRA, PTEN, 
TERT, RB1, TP53, IDH1, PIK3CA и PIK3R1 и др.), ко-
личество пептидных вакцин весьма ограничено [134, 135]. 
В качестве примера пептидной вакцины для ИТ ГБМ 
можно привести вакцину риндопепимут (RINTEGA®, 
CDX-110), направленную на генерацию иммунного 
ответа против мутантной формы рецептора EGFRvIII, 
экспрессия которого обнаруживается примерно у 1/3 па-
циентов с первичными ГБМ [136].

Результаты клинических испытаний (NCT01480479) 
показали эффективность комбинированного использо-
вания данной вакцины в сочетании с темозоломидом, 
что приводило к увеличению выживаемости пациентов 
без прогрессирования (6,4 мес) и медианы ОВ до 15,2 мес 
[137, 138]. Тем не менее клинические данные неодноз-
начны; имеются свидетельства о неэффективности 
вышеуказанной комбинированной терапии. Более 
того, производитель данной вакцины (Celldex 
Therapeutics, Inc., США) остановил проведение кли-
нических испытаний III фазы по причине отсутствия 
значимых различий в ОВ и БРВ между контрольной 
группой пациентов с ГБМ и исследуемой, получа-
ющей риндопепимут [139].

На более ранней стадии разработки находится вак-
цина IMA950, которая состоит из 11 опухоль-специфи-
ческих пептидов, ассоциированных с ГБМ [140]. Ожи-
далось, что формирование поликлонального 
иммунного ответа будет более эффективным, что под-
твердили результаты клинических испытаний, показав-
шие увеличение медианы ОВ до 15,3 мес и выживаемо-
сти без прогрессирования до 9 мес в группе пациентов, 
получавших терапию данной вакциной [140]. Еще од-
ним примером перспективной пептидной вакцины, 
используемой для лечения ГБМ, является вакцина 
NoeVax, содержащая до 20 длинных пептидов, разделен-
ных на 4 пула (по 3–5 пептидов на пул). Ее эффектив-
ность оценивается у взрослых пациентов с MGMT-не-
метилированными первичными ГБМ (NCT02287428). 
Также показана высокая иммуногенность пептидов 
данной вакцины, что проявлялось в существенном уси-
лении продукции INF-γ лимфоцитами периферической 
крови больных[141]. 

Дендритные вакцины. Еще один подход для актив-
ной стимуляции антигенспецифического противоопу-
холевого иммунного ответа основан на использовании 
так называемых дендритных вакцин, принцип дейст-
вия которых заключается в получении от пациента  
с ЗНО дендритных клеток и их последующей обработке 
специфическими антигенными детерминантами  
и обратном введении в организм больного, от которого 
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были ранее получены клетки-предшественники ден-
дритных клеток (чаще всего моноциты перифериче-
ской крови) [142].

Таким образом, дендритные вакцины могут содер-
жать различный антигенный материал, источником 
которого являются как хорошо известные опухолевые 
пептиды, так и лизаты опухолей, а также ДНК и РНК. 
В настоящее время имеются данные о большом коли-
честве проходящих и уже завершившихся клиничес-
ких испытаний по оценке безопасности и эффектив-
ности разных дендритных вакцин для лечения ГБМ 
(NCT02049489, NCT01808820, NCT01902771 и др.), 
результаты некоторых из них показали значимое уве-
личение медианы ОВ пациентов с первичными ГБМ 
[142–148]. 

СAR-T-клеточная терапия 
В настоящее время CAR-T-клеточная терапия яв-

ляется одним из наиболее перспективных и быстро 
развивающихся методов ИТ ЗНО [149]. Основным 
принципом данного подхода является получение  
Т-клеток от пациента, их иммуноредактирование  
с целью произведения химерных рецепторов, способ-
ных распознавать трансформированные клетки [150]. 
После пролиферации in vitro полученные ранее Т-клет-
ки вводятся обратно больному для запуска противо-
опухолевого ответа [151]. Наибольшая эффективность 
CAR-T-клеточной терапии показана при онкогемато-
логических заболеваниях. Например, продемонстриро-
вана высокая эффективность применения анти-CD19 
CAR-T-клеток в лечении пациентов с рефрактерными 
формами лимфом, что приводило к полной регрессии 
заболевания и сохранению терапевтического эффекта 
на протяжении более 4 лет [152]. Успехи использова-
ния данного подхода к терапии ГБМ и других солид-
ных опухолей до настоящего времени гораздо более 
скромные. Это обусловлено многими факторами, сре-
ди которых следует выделить: 1) отсутствие и/или 
утрату специфических опухолевых антигенов и гете-
рогенность опухоли [153]; 2) наличие ГЭБ; 3) иммуно-
супрессивное микроокружение ГБМ, возникающие 
вследствие гиперпродукции отдельных цитокинов 
(например, IL-6, IL-10 и TGF-β2), наличие в опухоли 
регуляторных клеток (Tregs), опухоль-ассоциирован-
ных макрофагов, фибробластов, миелоидных клеток-
супрессоров (MDSC), а также лигандов ИКТ иммун-
ного ответа, ингибирующих активность цитоток- 
сических Т-клеток [154–157].

Основными молекулярными мишенями, рассма-
триваемыми в настоящее время при разработке дан-
ной стратегии ИТ ГБМ, являются рецепторы IL-13, 
человеческий рецептор эпидермального фактора роста 
2-го типа (HER2), а также EGFRvIII – наиболее рас-
пространенная мутация EGFR, которая встречается  
в 30 % случаев глиом высокой степени злокачествен-
ности, особенно в мультиформных ГБМ [157–162].  
К перспективным, но гораздо менее изученным 

молекулярным мишеням для CAR-T-терапии ГБМ 
также относят GD2, MUC1, CD147 и EphA2.

Эффективность и безопасность генно-модифици-
рованных аутологичных и аллогенных T-лимфоцитов, 
экспрессирующих на своей поверхности IL-13Rα2, оце-
нивалась в нескольких клинических испытаниях 
(NCT01975701, NCT02208362, NCT00730613, 
NCT01082926); в ряде случаев показаны положитель-
ные результаты данной терапии. Например, у некото-
рых пациентов, участвовавших в клиническом испыта-
нии I фазы NCT02208362, интракраниальное введение 
модифицированных лимфоцитов приводило к частич-
ной (а в 1 случае – к полной) регрессии внутричереп-
ных поражений спустя 6–7 мес после начала терапии. 
Тем не менее, даже несмотря на успешность данного 
лечения, у отдельных больных, практически во всех слу-
чаях спустя 7–8 мес после его начала, наблюдались при-
знаки рецидивирования опухоли, что, по всей видимо-
сти, обусловлено изменениями молекулярной мишени  
и/или снижением уровня экспрессии IL-13Rα2 в опу-
холевой ткани [159]. Следует отметить, что во всех 
случаях использования данного подхода у пациентов 
не было признаков повреждения нормальной ткани  
и серьезных побочных эффектов, а благодаря наличию 
определенных репортерных конструкций в генетиче-
ски модифицированных Т-клетках удалось подтвер-
дить повышение накопления данных лимфоцитов  
в опухолевой ткани с помощью позитронной эмисси-
онной томографии [163].

Результаты исследования эффективности и безопас-
ности применения CAR-T-клеток, экспрессирующих на 
своей поверхности Her2neu, также представлены в сов-
ременной научной литературе. Результаты клиническо-
го испытания I фазы NCT01109095, в котором участво-
вали 17 пациентов с прогрессирующими ГБМ, показали 
умеренно положительный эффект введения HER2-CAR-
Т-клеток, который оценивался по результатам магнитно-
резонансной томографии головного мозга спустя 6 нед 
после первой инфузии. У 1 больного отмечен частичный 
ответ на терапию, а у 7 наблюдались признаки стабили-
зации заболевания в течение 8–29 мес. Медиана ОВ этих 
8 пациентов составила 24 мес после установления диаг-
ноза и 11 мес после начала лечения. Стоит отметить, что 
данная терапия не сопровождалась развитием серьез-
ных побочных эффектов [164].

Эффективность ретровирусно-трансдуцирован-
ных EGFRvIII CAR-T-клеток при ГБМ оценивалась 
в нескольких клинических испытаниях. В пилотном 
клиническом испытании NCT01454596 не удалось до-
казать их клинический эффект, поскольку у большин-
ства пациентов (у 16 из 18), получавших комбиниро-
ванную ХТ циклофосфамидом и флударабином  
в сочетании с инфузиями EGFRvIII CAR-T-клеток, 
отмечено прогрессирование опухолевого процесса ме-
нее чем через 3 мес после начала CAR-T-терапии. Как 
и в других ранее описанных случаях, стремительное 
уменьшение эффективности инфузий EGFRvIII 
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CAR-T-клеток могло быть обусловлено потерей или сни-
жением экспрессии EGFRvIII в резецированных опухо-
лях. Помимо этого, данный вид терапии сопровождал-
ся развитием серьезных побочных эффектов пре- 
имущественно неврологического характера, а также 
со стороны органов дыхательной системы [161].  
К настоящему времени имеются результаты клиниче-
ских исследований I фазы по изучению эффективности 
и безопасности генно-модифицированных Т-клеток, 
воздействующих на другие типы вышеупомянутых ре-
цепторов, а именно GD2 (NCT03252171, NCT04099797), 
CD147 (NCT04045847) и EphA2 (NCT02575261). В по-
давляющем большинстве случаев отмечены кратков-
ременный терапевтический эффект и умеренная ток-
сичность. 

Таким образом, несмотря на разнообразие моди-
фикаций и способов доставки CAR-Т-клеток, на се-
годняшний день результаты клинических испытаний 
по оценке эффективности CAR-T-терапии при ГБМ 
не доказали их эффективность в достижении выра-
женного и продолжительного противоопухолевого 
эффекта. Поэтому в качестве наиболее перспективных 
подходов дальнейшего использования CAR-T-клеток 
в терапии пациентов с ГБМ рассматривается их ис-
пользование в составе комбинированной терапии, 
направленной в том числе на устранение основных 
факторов, способных нивелировать эффективность 
CAR-T-клеток в ГБМ. Одним из таких подходов явля-
ется комбинирование CAR-T-терапии с применением 
ИКТ иммунного ответа (например, PD-1), что может 
поддержать численность и сохранить функциональную 
активность модифицированных T-клеток в опухолевой 
ткани в течение более длительного времени. Например, 
в настоящий момент проводятся клинические испыта-
ния по изучению безопасности и эффективности 
EGFRvIII CAR-T-клеток, используемых в комбинации 
с пембролизумабом (NCT03726515). Аналогичные  
исследования выполняются в отношении IL-13Rα2 
CAR-T-клеток, применяемых в комбинации с ниволу-
мабом и/или ипилимумабом (NCT04003649).

Существенным ограничивающим фактором по-
добных исследований является увеличение частоты 
побочных эффектов, в том числе обусловленных гипер-
активацией иммунной системы и выбросом цитокинов. 
В качестве альтернативного подхода, позволяющего 
избежать негативных последствий применения ИКТ 
иммунного ответа, разработана поливалентная генети-
ческая конструкция T-клеток, воздействующая на 3 ос-
новных типа рецепторов опухолевых клеток: HER2, 
IL-13Rα2- и EphA2. В настоящее время данные иссле-
дования находятся на доклинической стадии. Показано, 
что генно-модифицированные Т-клетки, экспресси-
рующие сразу 3 антигенспецифичных фрагмента 

HER2, IL-13Rα2- и EphA2, обладают высокой цитоток-
сичностью в отношении опухолевых клеток in vitro. Это 
подтверждается результатами исследований на ортото-
пических моделях опухолей [163]. Для повышения пер-
систенции CAR-T-клеток в опухолевой ткани и увели-
чения таким образом продолжительности эффекта  
от CAR-T-терапии также используют методы коэкс-
прессии модифицированными клетками иммунорегу-
ляторных цитокинов, например IL-15. Показано,  
что секреция IL-15 улучшает персистенцию IL-13Rα2 
CAR-T-клеток и приводит к усилению их противо-
опухолевой активности in vivo. Тем не менее достиг-
нутый положительный эффект был непродолжитель-
ным [165]. 

ДРУГИЕ ПЕРСПЕКТИВНыЕ МЕТОДы ТЕРАПИИ 
ГЛИОбЛАСТОМ 
Еще одним перспективным методом терапии глио-

бластом является использование онколитических ви-
русов для разрушения раковых клеток [23]. Начальный 
этап исследований по изучению возможностей вирус-
ного онколиза ГБМ связан с вирусами паротита и ре-
комбинантного вируса герпеса. В настоящее время 
описано довольно большое количество механизмов 
взаимодействий онколитических вирусов с раковыми 
клетками, а также охарактеризованы отдельные груп-
пы вирусов-кандидатов, разрабатываемых на основе 
как РНК-, так и ДНК-содержащих вирусов. Например, 
результаты доклинических исследований аденовирус-
ных конструкций (Ad5-delta24RGD или DNX-2401) 
показали их высокую эффективность в сочетании с ЛТ, 
что привело к значительному уменьшению размеров 
ГБМ у подавляющего числа экспериментальных жи-
вотных [166]. Последующие данные, полученные  
в ходе клинических исследований I фазы, также пока-
зали существенный положительный терапевтический 
эффект DNX-2401, что проявлялось в уменьшении 
размеров ГБМ более чем у 95 % пациентов и сопрово-
ждалось значительным (более 3 лет) увеличением по-
казателей ОВ более чем у 20 % больных [167]. Резуль-
таты исследований с использованием другого адено- 
вируса – ONYX-015 – также были положительными: 
наблюдалось увеличение показателей ОВ и БРВ паци-
ентов с ГБМ, что не сопровождалось развитием серь-
езных побочных эффектов [168].

Помимо использования аденовирусов применение 
вирусов простого герпеса и полиомиелита также рас-
сматривается в качестве перспективного подхода  
к онколизису при ГБМ [169]. Результаты клинических 
испытаний I фазы, в ходе которых изучалась эффек-
тивность вышеназванных вирусов, тоже продемон-
стрировали увеличение показателей ОВ пациентов  
с ГБМ [170, 171].
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зАКЛючЕНИЕ
Таким образом, современные методы лечения 

ГБМ диктуют необходимость учета основных клинико-
морфологических и молекулярно-генетических осо-
бенностей опухолей, в том числе маркеров иммуноло-
гического статуса как ГБМ, так и пациента. Разраба- 
тываемые подходы к коррекции иммунологических 
нарушений у больных с ГБМ, безусловно, должны 
учитывать типовые иммунологические характеристи-
ки опухолей и их микроокружения. В ряде случаев они 
являются примерами персонифицированной терапии 

ГБМ (например, использование пептидной или ден-
дритной вакцины).

На наш взгляд, большинство представленных  
в обзоре подходов к ИТ ГБМ крайне перспективны  
и способны улучшить прогноз данного заболевания. 
Достижение оптимального терапевтического эффекта 
ИТ ГБМ возможно при ее сочетании со стандартными 
методами, а в ряде случаев при ее комбинированном 
применении с таргетными препаратами, ингибиру-
ющими аберрантную активацию сигнальных путей  
в опухолевых клетках.
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Роль нарушения цикла метионина в инициации  
и прогрессии злокачественных опухолей

Т.Г. Рукша1, М.Н. Курбат2, Н.В. Палкина1, В.А. Куценко1

1ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» Минздрава 
России; Россия, 660022 Красноярск, ул. Партизана Железняка, 1;  
2УО «Гродненский государственный медицинский университет; Республика Беларусь, 230009 Гродно, ул. Горького, 80

К о н т а к т ы : Татьяна Геннадьевна Рукша tatyana_ruksha@mail.ru

метиониновый цикл отвечает за обмен веществ, связанных с метионином – одним из незаменимых аминокислотных 
компонентов белков. при нарушении регуляции этого процесса происходит накопление непротеиногенной амино-
кислоты гомоцистеина, что может негативно влиять на организм человека. Существует множество исследований, 
посвященных изучению воздействия данных нарушений на развитие болезней системы кровообращения, однако 
их роль в развитии злокачественных новообразований остается малоизученной. Цель обзора – проанализировать 
научные работы, в которых рассматривается влияние сбоя регуляции метионинового катаболизма на возникновение 
и прогрессирование опухолевого роста. понимание метаболических изменений, связанных с канцерогенезом, 
имеет большое значение для разработки новых классов терапевтических препаратов, а также стратегий комбини-
рованного противоопухолевого лечения, в том числе направленных на преодоление метаболических особенностей 
опухолевых клеток.

Ключевые слова: метионин, гомоцистеин, канцерогенез, опухолевая прогрессия, химиотерапия
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The role of methionine cycle disruption in the initiation and progression of malignant tumors
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The methionine cycle is responsible for the metabolism of substances associated with methionine, one of the essential 
amino acids for protein synthesis. The methionine cycle dysregulation leads to non-proteinogenic amino acid 
homocysteine accumulation that can have a negative impact on a health. Numerous studies describe homocysteine 
effect on cardiovascular pathology development but its role in carcinogenesis remains poorly understood. Therefore, the 
purpose of this review is to analyze scientific data regarding the role of methionine catabolism dysregulation in a cell 
neoplastic transformation and tumor growth. Understanding cellular alterations of methionine metabolism is important 
for novel anti-cancer drugs development as well as establishing approaches for combinatorial treatment strategies aiming 
to overcome metabolic plasticity of cancer cells and their drug resistance.

Keywords: methionine, homocysteine, carcinogenesis, tumor progression, chemotherapy
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ВВЕДЕНИЕ
Детализированное понимание процессов метабо-

лизма нормальных и опухолевых клеток предоставля-
ет огромные возможности для разработки новых клас-
сов лекарственных средств, нацеленных на ключевые 
характеристики клеток опухоли. Формирование пред-
ставлений о молекулярных механизмах внутриклеточ-
ных процессов позволяет открыть новые горизонты  
в борьбе с онкологическими заболеваниями и дает 
шанс создать уникальные терапевтические препараты. 
Множество исследований подтверждают факт метабо-
лического атипизма опухолевых клеток. Одним из 
метаболических процессов, который происходит как 
в нормальных, так и в злокачественных клетках, явля-
ется цикл метионина.

Метионин – незаменимая аминокислота, которая 
поступает в организм с пищей и может быть получена 
из продуктов животного происхождения, таких как 
мясо, рыба, яйца и молочные продукты, а также из 
некоторых растительных продуктов, например из бо-
бовых и орехов [1]. Организм использует метионин для 
синтеза белков и других биологически активных ве-
ществ, в частности, креатина и карнитина. Кроме то-
го, метионин участвует в метаболизме холина и фос-
фатидилхолина [2]. Гомоцистеин – непротеиногенная 
аминокислота, которая, в свою очередь, образуется  
в результате метаболизма метионина в метиониновом 
цикле. Обмен метионина и связанные с ним метабо-
лические процессы представлены на рис. 1. Метионин, 
являющийся незаменимой аминокислотой, занимает 

Рис. 1. Метаболизм метионина и связанные с ним метаболические процессы (адаптировано из [3]). MAT2A – метионинаденозилтрансфераза; 
SAM – S-аденозилметионин; SAH – S-аденозилгомоцистеин; AHCY – аденозилгомоцистеиназа; MS – метионинсинтаза; МТА – метилтиоаде-
нозин; ODC – орнитиндекарбоксилаза; AMD1 – аденозилметиониндекарбоксилаза; В12 – витамин В12; γ-Glu-Cys – γ-глутамил-цистеин;  
GSH – восстановленный глутатион; GSSG – окисленный глутатион; MTAP – метилтиоаденозинфосфорилаза; MTR – метилтиорибоза;  
ТГФ – тетрагидрофолат
Fig. 1. Metabolism of methionine and associated metabolic processes (adapted from [3]). MAT2A – methionine adenosyltransferase; SAM –  
S-adenosylmethionine; SAH – S-adenosylhomocysteine, AHCY – adenosylhomocysteinase; MS – methionine synthase; MTA – methylthioadenosine;  
ODC – ornithine decarboxylase; AMD1 – adenosylmethionine decarboxylase; B12 – vitamin B12; γ-Glu-Cys – γ-glutamyl-l-cysteine; GSH – reduced 
glutathione; GSSG – oxidized glutathione; MTAP – methylthioadenosine phosphorylase; MTR – methylthioribose; THF – tetrahydrofolate

СИНТЕЗ ПУРИНОВ / 
PURINE SYNTHESIS

THF

MTR

MTA

Спермин / 
Spermine

Спермидин / 
Spermidine

Путресцин / 
PutrescineSAM

GSSG

GSH

Серин / 
Serine

Серин / 
Serine

Орнитин / 
Ornithine

Глутамат / 
Glutamate

Цистеин / 
Cystein

γ-Glu-Cys

Цистатионин / 
Cystathionine

Глицин /  
Glycine

Аденин / 
Adenine

Глицин /  
Glycine

10-formyl-THF

5,10-methyl-THF

СИНТЕЗ 
ПИРИМИДИНОВ / 

PYRIMIDINE 
SYNTHESIS

ПУТЬ 
ТРАНССУЛЬФАТАЦИИ / 

TRANSSULFATION 
PATHWAY

РЕАКЦИИ 
МЕТИЛИРОВАНИЯ / 

METHYLATION  
CYCLE

СИНТЕЗ 
ГЛУТАТИОНА / 
GLUTATHIONE  

SYNTHESIS

ФОЛАТНЫЙ ЦИКЛ / 
FOLATE CYCLE

МЕТАБОЛИЗМ 
ПОЛИАМИНОВ / 

POLYAMINE 
METABOLISM

МЕТИОНИН / 
METHIONINE

ГОМОЦИСТЕИН / 
HOMOCYSTEINE

CH3

SAH

5-methyl-THF

Аргинин / 
Arginine

MS

AHCy

MAT2A
AMD1

ODC

MTAP

MTs

СИНТЕЗ ПУРИНОВ / 
PURINE SYNTHESIS

ЦИКЛ  
МЕТИОНИНА / 

METHIONINE  
CYCLE

B12



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

4

43ТОМ 11 / VOL. 11  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS

важное место в одноуглеродной метаболической сети, 
способствует реализации множества метаболических 
процессов, включая синтез полиаминов и нуклеотидов 
(пуринов и пиримидинов), а также генерацию глута-
тиона. Метионин катаболизируется ферментом мети-
онинаденозилтрансферазой (MAT2A, EC 2.5.1.6), 
образуя универсальный донор метила под названием 
S-аденозилметионин (SAM). Метилтрансферазы ис-
пользуют SAM в качестве источника метильных групп, 
образуя S-аденозилгомоцистеин (SAH), который дей-
ствует как негативный регулятор процессов, зависи-
мых от SAM. SAH затем превращается в гомоцистеин 
при участии фермента аденозилгомоцистеиназы 
(AHCY, EC 3.13.2.1). 

Гомоцистеин далее может участвовать в пути транс-
сульфурации, который заканчивается превращением 
гомоцистеина в цистеин. Этот процесс происходит  
в печени и кишечнике. Для успешного превращения 
гомоцистеина в цистеин необходим витамин B6 [4]. 
Также во всех клетках организма гомоцистеин спосо-
бен обратно превращаться в метионин с помощью фер-
мента метионинсинтазы (MS, EC 2.1.1.13), завершая 
тем самым цикл метионина. Для успешного реметили-
рования гомоцистеина необходимы фолиевая кислота, 
витамин B12 и витамин B6. Они играют большую роль 
в превращении и преобразовании гомоцистеина, обес-
печивая его стабильность и необходимые реакции [5]. 
Однако в клетках печени и почек гомоцистеин может 
быть альтернативно реметилирован с использованием 
бетаина, который образуется из холина при участии фер-
мента бетаингомоцистеин-S-метилтрансферазы (BHMT, 
EC 2.1.1.5), экспрессирующейся преимущественно  
в ткани указанных органов, и это биохимическое пре-
образование не зависит от присутствия фолатов [6].

Помимо реметилирования гомоцистеина, метио-
нин может быть образован из побочного продукта био-
синтеза полиаминов – метилтиоаденозина (МТА) –
при утилизации метионина в так называемом 
биохимическом пути восстановления метионина. 
Кроме перечисленных функций метионин также яв-
ляется источником SAM для биосинтеза полиаминов. 
Полиамин путресцин образуется из орнитина (произ-
водного аргинина) при участии фермента орнитинде-
карбоксилазы (ODC, EC 4.1.1.17). Затем с помощью 
спермидинсинтазы путресцин может превратиться  
в спермидин. Этот процесс также требует наличия де-
карбоксилированного SAM, который служит донором 
аминопропильной группы, а его образование, в свою 
очередь, катализирует фермент аденозилметионинде-
карбоксилаза 1 (AMD1, EC 4.1.1.50). Далее спермидин 
может быть превращен в конечный полиамин спермин 
в процессе, также зависимом от SАМ [7].

НАРУшЕНИЯ РЕГУЛЯЦИИ  
МЕТИОНИНОВОГО ЦИКЛА
Из-за нарушения процессов метилирования  

или транссульфурации метаболизма гомоцистеина 

возникает гипергомоцистеинемия. В метилировании 
большую роль играет фолатный цикл (cм. рис. 1), по-
скольку фолаты (формы витамина В9) являются кофак-
торами ферментов, участвующих в передаче метильной 
группы на различные молекулы, включающие ДНК, 
РНК, белки и многочисленные метаболиты. 

В ходе фолатного цикла ферменты и их кофакторы 
обеспечивают превращение фолатов в активную форму, 
которая образуется путем присоединения к ним донора 
метильных групп, такого как SAM. Далее активные 
формы фолатов уже могут передавать свои метильные 
группы на целевые молекулы, стимулируя тем самым 
ход реакций метилирования [8]. Известно, что реакции 
метилирования, контролируемые фолатным циклом, 
важны для нормального функционирования организма 
и могут быть связаны с различными биологическими 
процессами, включая рост и развитие, репликацию 
ДНК, регуляцию экспрессии генов и поддержание ста-
бильности генома, что особо актуально в контексте 
противоопухолевой резистентности [9].

Нарушение фолатного цикла может привести  
к снижению уровня активной формы фолата – 5-метил-
тетрагидрофолата (5-MTHF), необходимого для поддер-
жания цикла метионина. Наиболее частыми причинами 
снижения образования 5-MTHF являются гено- и аллель-
ассоциированные полиморфизмы фермента метиленте-
трагидрофолатредуктазы (MTHFR EC 1.5.1.20), кото-
рые могут привести к изменению ее активности [10]. 
MTHFR – это фермент, катализирующий конверсию 
5,10-метилентетрагидрофолата в 5-MTHF.

Основными генетическихими причинами гипер-
гомоцистеинемии являются однонуклеотидные поли-
морфизмы в гене MTHFR. В нем обнаружены около  
14 различных вариаций, влияющих на функцию коди-
руемого фермента [11]. Наиболее изученный вариант – 
замена цитозина на тимин в позиции 677. Такой по-
лиморфизм гена MTHFR обозначается как C677T. Еще 
одним вариантом полиморфизма является замена 
аденина на цитозин в позиции 1298 (обозначается как 
A1298C), которая приводит к изменению структуры 
фермента – глутаминовая кислота в позиции 429 за-
меняется на аланин. Носительство каждого из поли-
морфных вариантов гена в гомо- и гетерозиготном 
видах в той или иной степени снижает активность 
MTHFR, а комбинация указанных генотипов сопро-
вождается не только выраженным уменьшением ак-
тивности фермента, но и увеличением концентрации 
гомоцистеина в плазме крови [12].

Наиболее распространенным негенетическим 
фактором, приводящим к нарушению регуляции ме-
тионинового цикла, является недостаток фолиевой 
кислоты и витамина В12. Оба этих витамина играют 
большую роль в обмене гомоцистеина, функционируя 
в качестве кофакторов фермента MS, который прев-
ращает гомоцистеин в метионин путем реметилиро-
вания с использованием 5-метилтетрагидрофолата  
в качестве донора метила. Избыток циркулирующего 
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гомоцистеина может быть утилизирован и иным аль-
тернативным путем – транссульфурацией до цисте-
ина, который может использоваться для синтеза уни-
версального клеточного антиоксиданта глутатиона 
при участии пиридоксина (витамина B6). В связи  
с этим недостаточное потребление с пищей фолиевой 
кислоты, витаминов В12 и B6 или проблемы, обуслов-
ленные нарушением всасывания данных веществ  
и трансмембранного переноса, являются основными 
факторами, влияющими на уровень гомоцистеина; 
при высоком потреблении метионина эти проблемы 
усугубляются [13, 14].

Установлено, что накопление гомоцистеина в крови 
повышает риск возникновения сердечно-сосудистых за-
болеваний, инсульта, деменции и способствует развитию 
злокачественных новообразований (ЗНО) [15]. В науч-
ных публикациях содержится значительное количество 
данных о влиянии нарушений метионинового цикла на 
появление сердечно-сосудистой патологии [16, 17], тем 
не менее роль таких нарушений в возникновении ЗНО 
недостаточно исследована. Поэтому цель данного об-
зора – обобщить и представить данные современных 
исследований о роли нарушения регуляции метиони-
нового катаболизма в процессе канцерогенеза.

РОЛь НАРУшЕНИЙ МЕТАбОЛИзМА 
МЕТИОНИНА В ИНИЦИАЦИИ 
зЛОКАчЕСТВЕННОЙ ТРАНСфОМАЦИИ
Нарушения цикла «метионин – гомоцистеин»  

в организме человека все чаще соотносят с возникно-
вением опухолевой трансформации клеток. Вышеука-
занный биохимический процесс связан с контролем 
окислительно-восстановительных реакций, включая 
те, которые происходят в генетическом аппарате клет-
ки. Метионин, обратимо окисляясь и восстанавлива-
ясь, играет большую роль в функционировании анти-
оксидантной системы [18]. При окислении метионина 
образуется сульфоксид метионина, который затем 
восстанавливается обратно до метионина при участии 
ферментов метионинсульфоксид-редуктаз [19]. Вос-
становление редуктазами позволяет метионину мно-
гократно реагировать с окислителями, образуя систе-
му с каталитической эффективностью для удаления 
реакционноспособных веществ. Таким образом, один 
остаток метионина может быть многократно окислен 
и восстановлен, что делает эту аминокислоту эффек-
тивным антиоксидантом. При нарушении реметили-
рования гомоцистеина происходит снижение уровня 
метионина, что приводит к интенсификации окисли-
тельных процессов в ядре клетки, включая окисление 
гуанина до мутагенного 8-оксигуанина [20]. Исследо-
вания показали, что производные некоторых амино-
кислот, включая метионин, эффективно восстанавли-
вают гуанильные радикалы, образующиеся при 
воздействии γ-излучения на плазмидную ДНК [21].

В результате нарушения реметилирования происхо-
дит не только истощение метионина, но и повышение 

уровня гомоцистеина в организме, что приводит к раз-
витию гипергомоцистеинемии. Считается, что именно 
гомоцистеин является связующим звеном между на-
рушением метаболизма метионина и развитием ЗНО. 
Повышенный уровень гомоцистеина связан с риском 
возникновения различных видов ЗНО, включая рак 
молочной железы, предстательной железы, желудка  
и др. [17]. Гомоцистеин, в отличие от метионина, уси-
ливает выраженность окислительного стресса в клетке. 
Он может оказывать влияние на формирование актив-
ных форм кислорода через несколько механизмов. 
Один из них связан с эндотелиальной синтазой окси-
да азота (eNOS, EC 1.14.13.39) и реализуется в клетках 
эндотелия сосудов, в результате чего возникает эндо-
телиальная дисфункция. В этом процессе повышен-
ный уровень гомоцистеина способствует увеличению 
активности eNOS и усиленной выработке оксида азо-
та, который взаимодействует с супероксид-ионом  
и формирует пероксинитрит [4]. В свою очередь, пе-
роксинитрит, являясь реактивной формой кислорода, 
может играть большую роль в инициации канцероге-
неза – вызывать повреждения ДНК, белков и липидов 
в клетках, приводя к воспалению и нарушению балан-
са антиоксидантной системы в организме.

Высокая скорость окисления аминотиолов в плаз-
ме также способствует увеличению образования актив-
ных форм кислорода. Гомоцистеин, находящийся как 
в плазме крови, так и внутриклеточно, способен окис-
лять аминотиолы с антиоксидантными свойствами – 
глутатион и меркаптальбумин, приводя к образованию 
дисульфидных связей, что способствует синтезу актив-
ных форм кислорода. Кроме того, гомоцистеин может 
также ингибировать активность ферментов, которые 
восстанавливают окисленные аминотиолы обратно  
в их активную форму [16].

Гомоцистеин способен непосредственно оказы-
вать негативное воздействие на активность двух клю-
чевых антиоксидантных ферментов – супероксиддис-
мутазы (SOD, EC 1.15.1.1) и глутатионпероксидазы 
(GPx, EC 1.11.1.9). Это, в свою очередь, приводит  
к накоплению активных форм кислорода и окисли-
тельному стрессу в организме. Гомоцистеин не только 
взаимодействует напрямую с SOD и ингибирует  
ее активность, но и способен конкурировать с ионами 
металлов, необходимыми для активации SOD, и зани-
мать их место в активном центре фермента, что при-
водит к снижению активности последнего [22]. Кроме 
того, гомоцистеин может конкурировать с глутати-
оном за доступ к GPx и снижать ее активность [23]. 
Помимо этого, гипергомоцистеинемия сопровождает-
ся усилением выраженности окислительного стресса  
в эндотелиоцитах и приводит к активации в них про-
воспалительных сигнальных механизмов, в частности 
транскрипционного ядерного фактора κB (NF-κB) 
[22]. Кроме того, избыточный уровень гомоцистеина 
обладает способностью активировать сигнальные ка-
скады PKC (протеинкиназа С), CaM (кальмодулин), 
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MAPK (митоген-активируемые протеинкиназы)  
и NF-κB [24]. Перечисленные внутриклеточные механиз-
мы участвуют в регуляции пролиферации, дифференци-
ровке и апоптозе клеток, а их гиперактивация сопряжена 
с опухолевой инициацией и прогрессией [25, 26].

Дефицит метионина и избыток гомоцистеина мо-
гут вносить вклад в развитие ЗНО и через эпигенети-
ческие механизмы. Метаболические пути метионина 
играют критическую роль в регулировании уровня 
метилирования ДНК, при этом нарушение регуляции 
может возникнуть на разных этапах метаболизма ме-
тионина. В первую очередь это может произойти  
из-за дефицита метионина, который, как уже неодно-
кратно упоминалось, является фактором, необходи-
мым для синтеза SAM. SAM, в свою очередь, напрямую 
способен влиять на метилирование ДНК посредством 
взаимодействия с ДНК-метилтрансферазами, которые 
переносят метильные группы на цитозиновые остатки 
в ДНК, образуя 5-метилцитозин [27]. Образование 
5-метилцитозина в промоторных областях гена может 
препятствовать связыванию транскрипционных фак-
торов и таким образом подавлять экспрессию разно-
образных генов [28, 29]. При канцерогенезе глобальное 
гипометилирование, возникающее при дефиците ме-
тионина, особенно опасно в промоторных областях 
генов, которые отвечают за контроль роста клеток  
и репарацию ДНК, и может быть связано с повышен-
ным риском развития ряда ЗНО из-за активации экс-
прессии онкогенов [3]. Например, сообщается, что 
SAM способствует ингибированию пролиферации 
клеток рака желудка и толстой кишки, изменяя статус 
гипометилирования широко известных научной об-
щественности онкогенов c-myc и H-ras [30].

Кроме того, глобальное гипометилирование ДНК 
может приводить к геномной нестабильности, так как 
оно способствует активации транспозонов и эндогенных 
ретровирусных элементов человека (HERV). Такие со-
бытия, в свою очередь, могут вызвать мутации и хромо-
сомные перестройки [31]. В частности, описана устой-
чивая сверхэкспрессия множества HERV в клеточных 
линиях глиобластомы, включая ретровирусный транс-
крипт HML-6, локализованный в длинном плече  
19-й хромосомы (19q13.43b). При этом экспрессия чело-
веческих эндогенных ретровирусов обратно коррелиру-
ет с локусоспецифичным метилированием ДНК [32]. 

Однако во многих типах опухолей частота геном-
ных перестроек не коррелирует со степенью гипоме-
тилирования ДНК. Это позволяет предположить, что 
данное эпигенетическое изменение способствует ини-
циации опухоли другими способами. Таким образом, 
преобладающей гипотезой о роли гипометилирования 
ДНК в инициации и прогрессировании опухолей оста-
ется транскрипционная активация онкогенов [33]. 

Еще одним нарушением метаболизма метионина, 
существенно влияющим на метилирование, является 
нарушение реметилирования гомоцистеина в мети-
онин с накоплением последнего. В свою очередь, 

гомоцистеин представляет собой мощный ингибитор 
метилтрансфераз [34]; он усугубляет гипометилирова-
ние, эффекты которого были обозначены ранее. Ука-
занные этапы нарушения метаболизма метионина 
обычно имеют сочетанный характер и изменяют соот-
ношение метионина и гомоцистеина. 

Согласно данным литературы нет однозначных 
убедительных фактов о прямом влиянии избытка ме-
тионина на локальное гиперметилирование генов, ко-
торое часто ассоциируется с генетическим «молчанием» 
и происходит в промоторных областях генов-супрессо-
ров опухолей или других критически важных генов, что 
может привести к их отключению и способствовать 
канцерогенезу. Вероятно, это связано со сложной регу-
ляцией взаимопревращения метионина в гомоцистеин. 
Тем не менее гиперметилирование, вызванное иными 
факторами, может способствовать опухолевой транс-
формации, если оно происходит в отношении фермен-
тов, связанных с метиониновым циклом. В частности, 
с использованием двух независимых методов обнару-
жено повышенное метилирование ДНК 5’-регулятор-
ных областей ключевых генов метаболизма метильных 
групп ODC, AHCY и MTHFR при уротелиальной карци-
номе ранней стадии, вследствие которого перечислен-
ные гены оказались эпигенетически подавлены, что 
привело к снижению их транскрипционной активно-
сти. Поразительно, что данные события гиперметили-
рования связаны с тотальным гипометилированием 
ДНК во всем геноме опухолевых клеток. Это предопре-
деляет новую гипотезу в отношении развития уротели-
альной карциномы [35].

РОЛь НАРУшЕНИЯ ЦИКЛА 
«МЕТИОНИН – ГОМОЦИСТЕИН»  
В МЕХАНИзМАХ ПРОГРЕССИРОВАНИЯ 
зЛОКАчЕСТВЕННыХ ОПУХОЛЕЙ
Метаболическая гибкость является важной харак-

теристикой опухолевых клеток, что позволяет им бы-
стро реагировать и адаптироваться к меняющимся 
условиям микроокружения. Такие особенности мета-
болизма способствуют прогрессированию опухолей  
и развитию метастазирования [36].

Метионин является незаменимой аминокислотой, 
необходимой для обмена в нормальных клетках. Од-
нако при ускоренном росте и делении клеток, что ха-
рактерно для опухолей, потребность клеток в мети-
онине значительно возрастает. Установлено, что 
уровень метионина в плазме крови у онкологических 
больных ниже, чем у здоровых доноров, а опухолевые 
клетки, обладая измененным метаболизмом, потре-
бляют большее количество аминокислот, включая 
триптофан и метионин, тем самым ограничивая по-
ступление последнего в нормальные клетки (например, 
Т-лимфоциты), ухудшая функцию последних и при-
водя к снижению противоопухолевого иммунного от-
вета. В частности, на модели колоректального рака 
мышей установлено, что опухолевые клетки за счет 
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повышенной экспрессии транспортера метионина 
SLC43A2 снижают уровни метионина и S-доноров ме-
тильных групп, таких как SAM, в окружающей мета-
болической среде. Сложившийся дефицит данных 
факторов неблагоприятно сказывается на функцио-
нировании CD8+-T-клеток из-за потери метилирова-
ния H3K79 на лизине в гистоне H3 (H3K79me2) в этих 
клетках. Генетическое и биохимическое ингибирова-
ние SLC43A2, а также добавление метионина к раци-
ону животных восстанавливает метилирование гисто-
нов в Т-клетках, тем самым повышая спонтанный  
и индуцированный противоопухолевый иммунитет  
у мышей-носителей опухоли. Подобные эффекты на-
блюдались и у пациентов с раком толстого кишечника. 
В связи с этим поглощение метионина опухолью мо-
жет быть недооцененным механизмом опухолевой 
прогрессии посредством уклонения клеток от системы 
иммунобиологического надзора [37]. Эффект влияния 
экзогенного метионина на клетки может иметь специ-
фическую природу, которая характерна лишь для 
определенных видов неопластических клеток. Инте-
ресно, что, в отличие от нормальных клеток, которые 
продолжают расти и оставаться жизнеспособными 
даже при продолжительном дефиците метионина, 
опухолевые клетки подвержены селективному подав-
лению роста при таких условиях. Этот феномен был 
назван эффектом Хоффмана и впервые описан в экс-
периментах при культивировании клеток остеогенной 
саркомы человека и нормальных фибробластов в от-
сутствие метионина [38].

Замена метионина на гомоцистеин в культуральной 
среде опухолевых клеток приводила к остановке роста 
клеток в S- и G2-фазах клеточного цикла. В то же время 
все клеточные линии нормальных фибробластов продол-
жали свой рост в такой среде. Таким образом, депривация 
метионина позволила усилить метаболические разли-
чия между нормальными и опухолевыми клетками, что 
при дальнейшем добавлении противоопухолевых пре-
паратов – доксорубицина и винкристина – привело  
к полной гибели 1 клеточной линии остеогенной сарко-
мы человека и 3 линий опухолевых клеток человека: кле-
ток рака предстательной железы, легкого и молочной 
железы. Эти результаты позволили сделать вывод о воз-
можной метиониновой зависимости опухолевых клеток, 
которая объясняется тем, что ускоренные темпы проли-
ферации требуют большого количества белков и нукле-
иновых кислот, ключевую роль в синтезе которых играет 
SAM. В целом такие метаболические особенности опу-
холевых клеток демонстрируют потенциал для повыше-
ния эффективности химиотерапии [38].

Подобная метиониновая зависимость выявлена  
в клетках как исследованных клеточных линий рака 
предстательной железы, молочной железы, мочевого 
пузыря, толстого кишечника, почечно-клеточного ра-
ка, глиомы, меланомы, некоторых гемобластозов, так 
и первичных клеточных культур упомянутых ЗНО, 
полученных от пациентов [39].

Специфические метаболические изменения, воз-
никающие в обмене метионина в опухолевых клетках, 
связывают с рядом генетических и эпигенетических 
изменений. Метаболомный анализ опухоль-иницииру-
ющих клеток выявил повышенную активность мети-
онинового цикла и трансметилирования, регулируемых 
MAT2A [40]. Этот фермент участвует в превращении 
метионина в SAM, который затем используется как до-
нор метильных групп, необходимых для регуляции 
экспрессии генов и модификации белков [41]. Высо-
кая активность данного цикла в опухолевых клетках 
приводит к неудовлетворенной потребности в мети-
онине, превышающей его уровень в организме, и обус-
ловливает зависимость опухолевых клеток от внешне-
го поступления метионина. Именно на основе этого 
утверждения разработаны противоопухолевые страте-
гии, в основе которых лежит ограничение поступле-
ния метионина с пищей, что позволило уменьшить 
степень прогрессирования некоторых типов опухолей. 
Так, в эксперименте ограничение приема метионина 
повышало терапевтический ответ на двух моделях ре-
зистентного к химиотерапии рака толстого кишечни-
ка, полученных от пациентов, и на мышиной модели 
саркомы мягких тканей с мутацией G12D в KRAS  
и нокаутом P53 (KRASG12D/+; TRP53–/–), устойчи-
вой к лучевой терапии [42]. Кроме того, обнаружено, 
что снижение содержания метионина в пище увели-
чивает продолжительность жизни животных разных 
видов: крыс, мышей и плодовых мушек [43]. На мета-
болической уязвимости, лежащей в основе эффекта 
Хоффмана, разработана еще более действенная про-
тивоопухолевая стратегия, которая наряду с диетичес-
ким ограничением, отдельно или в сочетании с химио-
терапевтическим лечением, включает применение 
метиониназы (METase, EC 4.4.1.11), катализирующей 
реакцию элиминации метионина в сыворотке крови. 
Результаты клинических исследований показали эффек-
тивность применения METase, в том числе при перо-
ральном приеме, у пациентов с гормононезависимым 
раком предстательной, поджелудочной желез, яични-
ков, прямой кишки и инвазивным дольковым раком 
молочной железы [6, 44].

Однако, несмотря на многочисленные исследования, 
механизмы регулирования продолжительности жизни  
с помощью ограничения поступления с пищей источни-
ков метионина, которыми являются мясо, рыба, птица, 
яйца, молоко, сыры и орехи, остаются не до конца понят-
ными. Предполагается, что эффективность стратегии 
сокращения метионина в рационе питания с целью уве-
личения продолжительности жизни основана на сни-
жении активации mTOR-сигналлинга (mTOR – ми-
шень рапамицина млекопитающих), являющегося 
ключевым в системе контроля роста клеток, в том числе 
при инициации канцерогенеза. Исследования на модель-
ных организмах, таких как дрозофилы, показывают, что 
подавление активности mTOR-сигналлинга может спо-
собствовать увеличению продолжительности жизни. 
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Ограничение поступления метионина с пищей приво-
дило к повышению экспрессии ингибиторов mTOR – 
белков туберина и гамартина, что увеличивало продол-
жительность жизни дрозофил [45]. 

Кроме того, сообщается, что увеличение продол-
жительности жизни и замедление старения при огра-
ничении поступления метионина с пищей также может 
быть связано со снижением активации сигнального 
пути инсулиноподобного фактора роста 1 (IGF-1) – 
эволюционно сохранившегося механизма, регулиру-
ющего продолжительность жизни [46]. Показано, что 
фармакологическое ингибирование цикла метионина 
приводит к нарушению способности клеток иницииро-
вать опухоль, что установлено на ксенографтах двух линий 
немелкоклеточного рака легкого с высоким содержанием 
опухолевых стволовых клеток. Даже кратковременное – 
на 48-часовой период – лишение клеток метионина  
в эксперименте приводило к снижению опухоль-иници-
ирующей способности, что связано с формированием 
стойких эпигенетических изменений, характеризующих-
ся снижением уровня метилирования гистонов семейства 
H3 (H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3, H3K36me2, 
H3K36me3 и H3K79me3) [40]. 

Тем не менее стратегия ограничения поступления 
метионина уже при наличии в организме ЗНО может 
оказаться малоэффективной. Несмотря на то, что он 
является незаменимой аминокислотой и организм 
должен получать его из пищи а также описан феномен 
метиониновой зависимости ряда опухолевых клеток, 
другие злокачественные клетки вполне способны пре-
одолевать это ограничение. Почему некоторые опухо-
левые клетки остаются или становятся независимыми 
от метионина, до конца не изучено. Есть предположе-
ние, что это связано с развитием альтернативных пу-
тей его синтеза, активирующихся во время опухолевой 
прогрессии. Например, клетки опухоли могут исполь-
зовать другие аминокислоты, такие как серин и гли-
цин, для синтеза метионина через цикл метио-
нин – серин – глицин, катализируемый ферментом 
цистатионин-β-синтазой (CBS, EC 4.2.1.22). Кроме 
того, некоторые опухолевые клетки экспрессируют 
CBS в повышенных количествах, что позволяет им 
синтезировать метионин даже при его низком уровне 
в рационе, и это условие помогает злокачественной 
опухоли эффективно пролиферировать [47]. 

Примечательно, что при длительном культивиро-
вании метионинзависимых опухолевых клеток в среде, 
где метионин заменен на гомоцистеин, могут быть 
отобраны единичные клеточные клоны, которые вер-
нулись к независимости от метионина. Большинство 
из этих метиониннезависимых клонов утрачивают 
свойства, связанные с онкогенным состоянием, и этот 
факт указывает на тесную взаимосвязь метиониновой 
зависимости и онкогенности [48, 49].

С учетом возможности опухоли преодолевать ме-
тиониновую зависимость в ходе исследования F. Li  
и соавт. выполнялась не только полная депривация 

метионина, но и блокирование его метаболизма с по-
мощью ингибирования MAT2A в клетках злокачест-
венной карциномы печени. Установлено, что только 
в комбинации эти манипуляции приводили к останов-
ке клеточного цикла в опухолевых клетках с дальней-
шим приобретением последних признаков клеточно-
го старения [50]. Вместе с тем о роли метаболизма 
метионина в регуляции переключения фенотипов 
опухолевых клеток из активно пролиферирующих  
в дремлющие (медленно пролиферирующие) и наобо-
рот имеется очень мало информации, и конкретные 
механизмы этого не установлены. Есть сообщения  
о влиянии уровня внутриклеточного SAM на процессы 
репрограммирования эмбриональных клеток мышей. 
Выявлено, что старение клеток приводит к снижению 
уровня SAM из-за его ускоренной конверсии в SAH  
и увеличения экспрессии и активности никотинамид-
N-метилтрансферазы (NNMT, EC 2.1.1.1), потребля-
ющей SAM. В экспериментах на мышиных эмбрионах, 
где блокировалось образование SAM с помощью инги-
бирования фермента MAT2A, обнаружено, что эти 
события приводят к уменьшению выраженности пе-
рехода клеток в тотипотентное состояние [51].

Известно, что уровень экспрессии MAT2A значи-
тельно повышен в клетках некоторых видов ЗНО, что 
связано с более агрессивным течением заболевания. 
Например, данные, полученные в ходе мультиомного 
(протеомного и метаболомного) исследования клеток 
рака мочевого пузыря, устойчивых к цисплатину, по-
казали их зависимость от MAT2A-опосредованного 
метаболизма метионина у цисплатин-резистентных 
опухолевых клеток. Биоинформатический анализ ре-
зультатов метаболомного исследования выявил изме-
нение разнообразных метаболических путей, включа-
ющих метаболизм метионина, глюкагона, глицина, 
серина, гистидина, глутамина и цикла трикарбоновых 
кислот. Однако при согласовании метаболомного про-
филя с протеомным наиболее высокоэкспрессируе-
мыми оказались ферменты метаболизма именно ме-
тионина, в частности MAT2А [52].

Дальнейшие эксперименты, проведенные на жи-
вотных, подтвердили эффективность подавления ме-
таболизма метионина в преодолении резистентности 
к цисплатину [52, 53]. Выявлено, что устойчивость 
клеток рака мочевого пузыря к этому препарату зави-
сит от нескольких факторов, включая повышенную 
экспрессию гена MAT2A и низкий уровень экспрессии 
гена circARHGAP10, функция которого состоит в уси-
лении деградации MAT2A через убиквитин-проте-
асомный путь. В эксперименте на мышиной иммуно-
дефицитной модели рака мочевого пузыря иссле- 
дователям удалось преодолеть устойчивость к циспла-
тину in vivo путем повышения экспрессии гена 
circARHGAP10 [52].

Кроме того, в ходе исследования на мышах с гепа-
тоцеллюлярной карциномой, индуцированной низким 
содержанием жиров в рационе, продемонстрирована 
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связь между развитием злокачественной опухоли и по-
вышением экспрессии MAT2A [53]. В данном экспери-
менте активность МАТ2A регулировали с помощью 
добавления в пищевой рацион фолатов. Диета с их 
высоким содержанием приводила к увеличению уров-
ня экспрессии MAT2A и способствовала развитию ин-
дуцированного рака печени. И наоборот, исключение 
из рациона продуктов с содержанием фолиевой кис-
лоты вызывало снижение экспрессии гена МАТ2A  
и препятствовало канцерогенезу. Интересно, что ме-
таболизм метионина динамически перепрограммиру-
ется посредством валозинсодержащего белка, который 
комплексно взаимодействует с белком p97/p47 
(VCIP135) и функционирует как деубиквитилирующий 
фермент для связывания и стабилизации MAT2A в от-
вет на сигнал фолиевой кислоты [53].

Считается, что MAT2A-опосредованная опухоле-
вая прогрессия вызывается нарушениями в клетке, 
происходящими на различных уровнях регуляции. 
Например, факторы транскрипции, такие как Sp1,  
c-Myb, NF-κB и AP-1, способны усиливать транскрип-
цию MAT2A в клетках гепатоцеллюлярной карциномы. 
В отличие от нормальных гепатоцитов в клетках рака 
печени в промоторной области гена MAT2A идентифи-
цирован участок, устойчивый к деградации ДНКазой I, 
непосредственно взаимодействующий с указанными 
выше транскрипционными факторами [54, 55].

Кроме того, посттрансляционные модификации, 
такие как нарушения в ацетилировании и убиквитили-
ровании, тоже связаны с канцерогенезом и обнаруже-
ны в клетках гепатоцеллюлярной карциномы [41]. 
Стоит отметить, что уровень экспрессии MAT2A повы-
шается при низком уровне экзогенного метионина  
в клетке, что демонстрирует регуляцию биосинтеза SAM 
в отдельных клетках для поддержания его оптимальных 
уровней с целью обеспечения процесса метилирования, 
а также других биохимических реакций [56].

Метионин, помимо своих основных функций, 
оказывает влияние на различные метаболические про-
цессы, включая метаболизм липидов. Установлено, 
что некоторые опухолевые клетки используют мети-
онин в качестве источника для синтеза спермидина – 
полиамина, способствующего пролиферации и выжи-
ваемости клеток [3]. Помимо этого, окисление 
метионина аллостерически регулирует активность 
пируваткиназы M2 (PKM2, EC 2.7.1.40), что, в свою 
очередь, влияет на митохондриальное дыхание, мигра-
цию опухолевых клеток и метастазирование. Это вы-
явлено в ходе исследования прогрессирования адено-
карциномы поджелудочной железы [57]. Результаты 
иммуногистохимического анализа тканей нормальной 
поджелудочной железы, первичной опухоли и вторич-
ных метастазов протоковой аденокарциномы подже-
лудочной железы в печень показали, что экспрессия 
метионинсульфоредуктазы А (MSRA, EC 1.8.4.11), 

снижающей количество окисленных остатков метиони-
на, которые далее избирательно окисляются в PKM2, 
снижена в первичных опухолевых клетках по сравнению  
с соседними нормальными тканями и практически  
не обнаруживается при метастазах в печень. Более то-
го, при таком MSRA-опосредованном окислении 
остатков метионина PKM2 поддерживается в актив-
ном тетрамерном состоянии, обеспечивая активность 
клеточных энергетических процессов и благодаря это-
му способствует миграции и метастазированию, что 
далее было установлено in vivo при фармакологиче-
ской активации PKM2. Получается, что остатки мети-
онина могут действовать как обратимые окислительно-
восстановительные переключатели и служат регуля- 
торной связью между редокс-статусом и метаболиз-
мом опухолевой клетки в аспекте контроля метастази-
рования [57].

Гипергомоцистеинемия имеет отрицательное зна-
чение как фактор инициации опухолевого процесса, 
а также связана с прогрессированием уже существую-
щей опухоли. Высокий уровень гомоцистеина может 
вызывать рост опухоли путем влияния на неоангиоге-
нез из-за способности принимать участие в активации 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF). Данный 
факт зарегистрирован в неопухолевых клетках (линия 
клеток пигментного эпителия сетчатки), в которых го-
моцистеин индуцировал экспрессию матричной РНК 
VEGF-зависимым от времени и дозы образом [58]. Тем 
не менее в исследовании, в которое вошли 56 пациен-
тов с раком желудка и 53 пациента с предраковыми 
изменениями слизистой оболочки желудка, установ-
лены более высокие уровни гомоцистеина и 3 изоформ 
VEGF (VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D) в сыворотке кро-
ви у больных с данными патологиями по сравнению  
с участниками контрольной группы. При этом высокие 
уровни экспрессии перечисленных маркеров имели 
положительные корреляционные взаимосвязи со ста-
дией метастазирования (по классификации Tumor, 
Nodus and Metastasis), гистологическим типом опухоли 
по классификации Lauren (1965) и глубиной опухоле-
вой инвазии [59].

Сводные данные о влиянии основных нарушений 
метионинового цикла на появление и прогрессирование 
злокачественных опухолей представлены в табл. 1.

Также хочется затронуть еще одну важную пробле-
му – нарушение цикла метионина при химиотерапев-
тическом лечении ЗНО. В ходе химиотерапии могут 
проявиться факторы, влияющие на цикл метионина. 
Во-первых, противоопухолевые препараты в ряде слу-
чаев оказывают непосредственное воздействие на ме-
таболизм метионина, вызывая гипергомоцистеине-
мию. Известно, что фолиевая кислота играет большую 
роль в синтезе пуринов, которые являются компонен-
тами ДНК и РНК. Активно делящиеся опухолевые 
клетки потребляют большое количество пуринов  
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для синтеза нуклеиновых кислот и активно использу-
ют фолиевую кислоту, содержащуюся в крови, что 
приводит к снижению ее уровня у онкологических 
пациентов. Кроме того, некоторые химиотерапевти-
ческие препараты, такие как алкилирующие агенты, 
антиметаболиты, метотрексат, проявляют активность 
этой фолиевой кислоты, что усиливает выраженность 
гипергомоцистеинемии [16]. Во-вторых, химиотера-
пия может оказывать гепатотоксическое действие,  
а печень играет большую роль в обеспечении биохи-
мических реакций, направленных на поддержание 
цикла метионина [4]. Совокупность названных фак-
торов может усиливать побочные эффекты и снижать 
эффективность противоопухолевого лечения. 

зАКЛючЕНИЕ
Таким образом, нарушение метаболизма метиони-

на, сопровождающееся развитием гипергомоцисте-
инемии, бесспорно, является фактором риска иници-
ации канцерогенеза, а также поддерживает возник- 
новение опухолевого роста через спектр разнообразных 
механизмов, включающих преимущественно окисли-
тельно-восстановительный дисбаланс, нарушение ме-
таболических процессов, а также эпигенетическую 
регуляцию экспрессии онкогенов/онкосупрессоров 
(см. табл. 1). Контроль уровня этих аминокислот может 
быть потенциальной стратегией профилактики возник-
новения ЗНО, а также лежать в основе новых подходов 
противоопухолевого лекарственного воздействия.
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Влияние нового ингибитора HSP90  
на сигнальные пути рецептора эстрогенов α  
в клетках рака молочной железы

А.М. Щербаков1, 2, Д.В. Сорокин1, Д.И. Сальникова1, 3, М.В. Гудкова1, О.Е. Андреева1, А.Л. Михайлова1,  
А.О. Воробьева4, Ю.А. Пивень4

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГБУН «Научно-исследовательский институт по изысканию новых антибиотиков им. Г.Ф. Гаузе»; Россия, 119021 Москва, 
ул. Большая Пироговская, 11; 
3ФГБУН «Институт органической химии им. Н.Д. Зелинского Российской академии наук»; Россия, 119991 Москва, 
Ленинский пр-кт, 47; 
4ГНУ «Институт биоорганической химии Национальной академии наук Беларуси»; Беларусь, 220084 Минск, ул. Академика 
Купревича, 5/2

К о н т а к т ы : Александр михайлович Щербаков alex.scherbakov.2010@ya.ru

Введение. Белки теплового шока (heat shock proteins, HSP), также известные как молекулярные шапероны, пред-
ставляют собой большое семейство белков, регулирующих процессы гистогенеза и гомеостаза, а также влияющих 
на фолдинг и функциональную активность множества клиентских белков. Особый интерес в этом семействе пред-
ставляет шаперон 90 (HSP90), который значительно поддерживает рост злокачественных клеток. Он оказывает 
комплексное влияние на сигнальные пути канцерогенеза, включая BCR-ABL, Raf-1, AKT, рецептор эпидермального 
фактора роста человека 2-го типа (ERBB2/HER2),  индуцируемый гипоксией фактор 1α (HIF-1α), янус-киназу 2 (JAK2), 
STAT3, p53 и рецептор эстрогена α (ERα). именно поэтому поиск новых селективных ингибиторов этого шаперона 
является актуальной задачей медицинской химии и онкологии.
Цель исследования – изучение антипролиферативной активности нового ингибитора HSP90 THB5T-1 на линиях клеток 
ERα-положительного рака молочной железы и оценка его антиэстрогенного потенциала и селективности.
Материалы и методы. исследование проводили на линиях гормонозависимых клеток рака молочной железы MCF7 
и T47D и нормальных фибробластов hFB-hTERT. Антипролиферативную активность соединения определяли посред-
ством мТТ-теста. Для анализа влияния ингибирования HSP90 на сигнальные пути клеток использовали иммуноблот-
тинг. Оценку антиэстрогенной активности THB5T-1 проводили в клетках MCF7 методом репортерного анализа.  
Для построения модели взаимодействия THB5T-1 с лигандсвязывающим доменом ERα применяли молекулярное 
моделирование.
Результаты. концентрация THB5T-1, необходимая для полумаксимального ингибирования роста клеток (IC

50
), со-

ставила 4,3 мкм для линии MCF7 и 5,6 мкм для линии T47D. Увеличение концентрации THB5T-1 до 25 мкм приводи-
ло к снижению выживаемости клеток до 20 %. индекс селективности THB5T-1 для различных клеток рака молочной 
железы варьировал от 3,7 до 5 у.е. Влияние соединения THB5T-1 на гормональные пути в клетках MCF7, выявленное 
с помощью репортерного анализа и иммуноблоттинга, оказалось дозозависимым. Способность THB5T-1 напрямую 
связываться с ERα подтверждена данными молекулярного моделирования. Антипролиферативные эффекты THB5T-1  
в клетках MCF7 ассоциированы со снижением экспрессии регуляторов клеточного цикла, таких как циклин D1 и циклин-
зависимая киназа 4 (CDK4). Также выявлена значительная эффективность соединения THB5T-1 в комбинации  
с селективным ингибитором AKT.
Заключение. Соединение THB5T-1 оказывает антипролиферативное воздействие на клетки ERα-положительного 
рака молочной железы и демонстрирует высокую селективность. Антиэстрогенные эффекты THB5T-1 подтверждают 
его значительный потенциал как селективного ингибитора пути HSP90/ERα/GREB1 и блокатора ERα-опосредованной 
пролиферации опухолевых клеток.

Ключевые слова: рак молочной железы, HSP90, рецептор эстрогенов α, антипролиферативный агент

Для цитирования: Щербаков А.м., Сорокин Д.В., Сальникова Д.и. и др. Влияние нового ингибитора HSP90 на сиг-
нальные пути рецептора эстрогенов α в клетках рака молочной железы. Успехи молекулярной онкологии 
2024;11(4):54–65.
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Effects of a novel HSP90 inhibitor on estrogen receptor α signaling pathways in breast cancer cells

A .M . Scherbakov1, 2, D .V . Sorokin1, D .I . Salnikova1, 3, M .V . Gudkova1, O .E . Andreeva1, A .L . Mikhaylova1, N .A . Varabyeva4, Yu .A . Piven4

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, 115522 Moscow, Russia; 
2G.F.Gauze Institute of New Antibiotics; 11 Bol’shaya Pirogovskaya St., 119021 Moscow, Russia; 
3N.D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences; 47 Leninsky Prospekt, 119991 Moscow, Russia; 
4Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus; 5/2 Akademika Kuprevicha St., 220084 Minsk, Belarus

C o n t a c t s : Alexander Mikhailovich Scherbakov alex.scherbakov.2010@ya.ru

Introduction. Heat shock proteins (HSP), also known as molecular chaperones, are a large family of proteins that play 
crucial roles in histogenesis, homeostasis, and the folding and functional regulation of numerous client proteins. Among 
them, HSP90 is a key player, particularly in supporting the growth of tumor cells. HSP90 impacts multiple carcinogenic 
signaling pathways, including BCR-ABL, Raf-1, AKT, human epidermal growth factor receptor 2 (ERBB2/HER2), hypoxia-
inducible factor 1-α (HIF-1α), janus kinase 2 (JAK2), STAT3, p53, and estrogen receptor α (ERα). As a result, the search 
for new, selective inhibitors of this chaperone is a high priority in medicinal chemistry and oncology.
Aim. To evaluate the antiproliferative activity of a novel HSP90 inhibitor, THB5T-1, on ERα-positive breast cancer cell 
lines and assess its anti-estrogenic potential and selectivity.
Materials and methods. The study was conducted on hormone-dependent breast cancer cell lines MCF7 and T47D, along 
with the normal fibroblast line hFB-hTERT. The antiproliferative activity of THB5T-1 was measured using the MTT assay, 
while immunoblotting was employed to analyze the effects of HSP90 inhibition on cell signaling pathways. Anti-
estrogenic activity was assessed in MCF7 cells via a reporter assay, and molecular modeling was used to construct a model 
of THB5T-1 interaction with the ligand-binding domain of ERα. 
Results. The half-maximal inhibitory concentration (IC

50
) of THB5T-1 was determined to be 4.3 μM for MCF7 cells and 

5.6 μM for T47D cells. At a concentration of 25 μM, cell survival decreased to 20%. The selectivity index for THB5T-1 
varied from 3.7 to 5.0 in different breast cancer cell lines. The compound’s effects on hormonal pathways in MCF7 cells, 
as observed via reporter assay and immunoblotting, were dose-dependent. These findings were further supported  
by molecular docking studies, showing THB5T-1 interaction with the ligand-binding domain of ERα. Additionally,  
the antiproliferative activity of THB5T-1 in MCF7 cells was associated with reduced expression of cell cycle regulators 
cyclin D1 and cyclin-dependent kinase 4 (CDK4). Significant efficacy of compound THB5T-1 in combination with  
a selective AKT inhibitor was revealed. 
Conclusion. Compound THB5T-1 demonstrated significant antiproliferative effects on ERα-positive breast cancer cells 
and exhibited high selectivity. Its anti-estrogenic effects highlight its potential as a selective inhibitor of the HSP90/
ERα/GREB1 pathway, effectively blocking ERα-mediated cell proliferation.

Keywords: breast cancer, HSP90, estrogen receptor α, antiproliferative agent
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ВВЕДЕНИЕ
Белки теплового шока (heat shock proteins, HSP) 

представляют собой большое семейство эволюционно 
консервативных белков с молекулярной массой  
от 8 до 150 кДа, обнаруживаемых в клетках всех живых 
организмов. Одной из наиболее часто встречающихся 
в клетках млекопитающих является изоформа HSP ве-
сом 90 кДа (HSP90) [1, 2]. Некоторые HSP экспресси-
руются конститутивно, в то время как другие активи-
руются в ответ на клеточный стресс, играя ключевую 
роль в поддержании клеточного гомеостаза, пролифе-
рации, выживания и дифференцировки [3].

HSP90 имеет 4 изоформы, присутствующие как  
в цитозоле (HSP90α и HSP90β), так и в специфических 
органеллах: TRAP1 – в митохондриях, GRP94 – в эндо-
плазматической сети. Результаты ряда исследований 
свидетельствуют о включении белков HSP в клеточ-
ные мембраны [4]. С помощью экзосом возможен 

перенос HSP90 во внеклеточную среду [5]. В опухоле-
вых клетках наблюдается повышенная экспрессия 
этого шаперона, причем его конформация более чув-
ствительна к селективным ингибиторам по сравнению 
с нормальными клетками. Кроме того, показано, что 
опухолевый супрессор p53 при возникновении мута-
ций индуцирует секрецию HSP90α [6]. Этот механизм 
участвует в поддержании синтеза белков, важных для 
выживаемости опухолевых клеток.

HSP90 влияет на множество мишеней, включая 
BCR-ABL, Raf-1, AKT, рецептор эпидермального фак-
тора роста человека 2-го типа (ERBB2/HER2), инду-
цируемый гипоксией фактор 1α (HIF-1α), янус-кина-
зу 2 (JAK2), STAT3, p53 и стероидные рецепторы. 
Связывание или подавление экспрессии этого шапе-
рона приводит не только к изменениям в самой сиг-
нальной цепи шаперонов, но и к нарушению конфор-
мации и возможному протеолизу клиентских белков. 
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HSP90 необходим для димеризации рецепторов эстро-
генов (ER) ERα/α и ERα/β, а также играет большую 
роль в эстрогензависимой транскрипционной актив-
ности гомодимера рецептора, регулируя ER-опосре-
дованную пролиферацию клеток. Ингибирование 
HSP90 в опухолевых клетках с высокой экспрессией 
ERα приводит к быстрому уменьшению времени полу-
распада рецептора [7].

Вовлеченность HSP90 в разнообразные биологи-
ческие процессы и влияние примерно на 400 клиент-
ских белков сделали его перспективной мишенью  
для терапии различных заболеваний, включая онко-
логические. Однако точное прогнозирование воздей-
ствия ингибиторов HSP90 на нормальные клетки ор-
ганизма является сложной задачей, поскольку их 
фармакологическая активность также регулируется 
рядом ко-шаперонов [8].

С 1994 г., когда был описан первый ингибитор 
HSP90, количество подобных молекул значительно 
возросло, а их классификация расширилась [9–11]. 
Однако далеко не все такие агенты прошли проверку 
на селективность, таргетность механизма действия  
и безопасность [12]. Результаты клинических испыта-
ний ряда агентов также показали множество нецелевых 
эффектов. С учетом развития лекарственной резис-
тентности, низкой селективности и дозолимитирую-
щей токсичности сегодня монотерапия ингибиторами 
HSP90 в клинической практике не применяется. Тем 
не менее поиск новых ингибиторов шаперонов оста-
ется актуальной задачей медицинской химии и фар-
макологии.

Цель исследования – изучение антипролиферативной 
активности нового ингибитора HSP90 – THB5T-1 –  
на линиях клеток ERα-положительного рака молочной 
железы (РМЖ) и оценка его антиэстрогенного потен-
циала и селективности.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Реагенты и синтез ингибитора HSP90. Схема син-

теза и характеристики THB5T-1 описаны в работе  
N.A. Varabyeva и соавт. [13]. Реагенты для работы с кле-
точными линиями приобретены в компании «Пан-
Эко» (Россия), первичные антитела – в Cell Signaling 
Technology (США), сыворотка – в HyClone (CША). 
Липофектамин 2000 предоставлен Thermo Fisher 
Scientific (США).

Линии клеток и культивирование. Клетки гормоно-
зависимого РМЖ человека линий MCF7 и T47D по-
лучены из American Type Culture Collection (США)  
и до проведения экспериментов хранились в биобанке 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии им. Н.Н. Блохина. Идентичность 
линий подтверждали с помощью анализа коротких 
тандемных повторов (Gordiz, Россия). Фибробласты 
hFB-hTERT и протокол для работы с ними предостав-
лены Э.Б. Дашинимаевым и В.В. Татарским [14].

Клетки MCF7 и hFB-hTERT культивировали в мо-
дифицированной Дульбекко среде Игла (DMEM), 
T47D – в среде RPMI-1640. Среды для культур клеток 
содержали 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 
пенициллин (50 Ед/мл) и стрептомицин (50 мкг/мл).  
В среду RPMI-1640 добавляли смесь витаминов для 
культур клеток («ПанЭко», Россия). Инкубацию про-
водили при температуре 37 °C в 5 % СО

2 
при относи-

тельной влажности 85–90 %. В экспериментах исполь-
зовали культуры на логарифмической стадии роста. 

Оценка антипролиферативной активности соедине-
ний. Этот показатель определяли с помощью МТТ-те-
ста, основанного на восстановлении жизнеспособными 
клетками 3-[4,5-диметилтиазол-2]-2,5-дифенилтетра-
золбромида [15]. Тест проводили с модификациями, 
описанными ранее в работе [16]. Значение концент-
рации полумаксимального ингибирования (IC

50
) вы-

числяли в GraphPad Prism методами нелинейной ре-
грессии. 

Оценка ERα-зависимой трансактивации гена-репор-
тера. Для определения транскрипционной активности 
ERα клетки линии MCF7 трансфицировали плазми-
дой, содержащей репортерный ген люциферазы под 
контролем эстроген-чувствительных элементов. Плазми-
да ERE-TK-LUC предоставлена G. Reid и F. Gannon [17]. 
Для трансфекции использовали Липофектамин 2000. 
Эффективность и потенциальную токсичность транс-
фекции контролировали с помощью котранс фекции 
клеток плазмидой, содержащей ген β-галактозидазы, 
под контролем промотора цитомегаловируса (pCMV-
beta-gal). Определение активности люциферазы прово-
дили на планшетном люминометре TECAN Infinite 
M200Pro согласно рекомендациям производителя на-
бора реагентов (Promega, США). Уровень β-галак-
тозидазы определяли по стандартному протоколу [18]  
на планшетном спектрофотометре MultiSkan FC 
(Thermo Fisher Scientific, США). ERα-зависимую 
трансактивацию выражали в условных единицах как 
отношение активности люциферазы к активности 
β-галактозидазы. Различия считали статистически 
значимыми при p <0,05; каждый эксперимент воспро-
изводили не менее 3 раз. Статистическую обработку 
данных осуществляли с помощью программ 
DATAPLOT и GraphPad Prism.

Иммуноблоттинг. Для проведения иммуноблоттин-
га клетки MCF7 на стадии 70 % монослоя лизировали 
в буфере следующего состава: 50 мM Трис-HCl pH 7,4; 
1 % Igepal CA-630; 150 мM NaCl; 1 мM этилендиамин-
тетраацетата; 1 мМ дитиотреитола; 1 мкг/мл апроти-
нина; 1 мкг/мл леупептина; 1 мкг/мл пепстатина;  
1 мM фторида натрия; 1 мM ортованадата натрия. 
Образцы инкубировали на льду 20 мин, затем центри-
фугировали (8000g, 10 мин, при температуре 4 °С), 
проводили электрофорез в 10 % полиакриламидном 
геле, а также перенос белков на нитроцеллюлозную 
мембрану Protran и иммуноблоттинг.
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Содержание ERα, GREB1, p53, циклина D1,  
циклинзависимой киназы 4 (CDK4), p-AKT, AKT, 
HSP60, HSP40, кальнексина и протеиндисульфидизоме-
разы (PDI) в полученных образцах определяли с помощью 
антител Cell Signaling Technology (США). Детекцию вы-
полняли со вторичными антителами к иммуноглобулину 
кролика, конъюгированными с пероксидазой хрена 
(Jackson ImmunoResearch, США), в системе для анализа 
ImageQuant LAS 4000 (GE HealthCare, США). 

Молекулярный докинг. Молекулы обоих энантио-
меров соединения THB5T-1 и 4-гидрокситамоксифена 
(4-OHT) подготовлены в программе DataWarrior [19]  
c использованием силового поля MMFF94S+. Получен-
ные sdf-файлы последовательно конвертированы в mol2-
файлы с помощью OpenBabel [20] и далее в pdbqt-файлы 
c использованием скрипта prepare_ligand4.py из про-
граммного пакета AutoDockTools [21]. Для подготовки 
рецептора из комплекса лигандсвязывающего домена 
ERα c 4-OHT (PDB ID 3ERT) в программе Discovery 
Studio Visualizer удаляли лиганд и воду, недостающие 
атомы реконструировали с помощью Swiss-PdbViewer 
и полученный pdb-файл конвертировали в pdbqt-файл 
в AutoDockTools. Установлены следующие параметры 
кармана для докинга: ΔX=18 Å, ΔY=ΔZ=14 Å с цент-
ром в X = 31 Å, Y = –3 Å, Z = 25 Å. Докинг осущест-
вляли с использованием QVina2 [22]. Визуализацию 
результатов докинга выполняли с помощью PyMol  
и Discovery Studio Visualizer.

Симуляции молекулярной динамики и расчеты  
MM/GBSA. Симуляции молекулярной динамики, по-
лученные в результате докинга комплексов или экспе-
риментального комплекса 4-OHT c ERα, выполняли  
с использованием GROMACS [23] и силового поля 
AMBER99SB-ILDN. Лиганды параметризовали с помо-
щью ACPYPE [24] (силовое поле GAFF и заряды BCC). 
Комплексы помещали в додекаэдрический бокс и рас-
творяли в воде (TIP3P). В системы добавляли ионы Na+, 
чтобы сделать их электрически нейтральными. Миними-
зацию энергии проводили с использованием алгоритма 
градиентного спуска. Системы уравновешивали в ансам-
бле NVT (1 нс), за которым следовало уравновешивание 
в ансамбле NPT (1 нс) с ограничениями, приложенными 
ко всем атомам, кроме атомов водорода. Затем все огра-
ничения снимали и проводили симуляцию 200 нс в ан-
самбле NPT при температуре 300 ○K и давлении 1 бар.

Изменение энтальпии (ΔH), энтропийный фактор 
(TΔS) и изменение свободной энергии Гиббса (ΔG) 
рассчитаны на основе полученных из симуляций тра-
екторий с использованием программного обеспече-
ния gmx_MMPBSA [25]. MM/GBSA ΔH рассчитывал-
ся с помощью однотраекторного подхода и модели 
GB-HCT [26] на основе 15 000 последних кадров (на-
чиная с 50 нс). Терм  TΔS рассчитывали с использо-
ванием метода нормальных колебаний (normal-mode 
entropy) на основе 11 кадров (начиная с кадра 15 000, 
интервал – 1500).

РЕзУЛьТАТы
Оценка антипролиферативной активности и селек-

тивности ингибитора HSP90 THB5T-1. Ранее нами бы-
ли описаны новые ингибиторы HSP90 на основе 
5-триазолил-замещенных 4,5,6,7-тетрагидробензо[d]-
изоксазолов и 6,7-дигидробензо[d]изоксазол-4(5H)-
онов [13]. Исследование их антипролиферативных 
свойств выполнено на клетках РМЖ MCF7  
и HCC1954.  Среди синтезированных веществ наи-
большую активность в отношении HER2-положитель-
ного РМЖ HCC1954 проявило соединение THB5T-1 
(IC

50
 <5 мкМ) (рис. 1, а, табл. 1). 

Антипролиферативную активность THB5T-1  
на клетках ERα-положительного РМЖ линий MCF7 
и T47D оценивали в диапазоне концентраций  
от 3,1 до 50 мкМ посредством MTT-теста. Соединение 
THB5T-1 в концентрации 3,1 мкМ вызывало сниже-
ние выживаемости клеток на 20–30 %. Значения IC

50 

составили 4,3 мкМ для линии MCF7 и 5,6 мкМ  
для линии T47D, что говорит о схожей чувствительно-
сти клеток к соединению. Увеличение концентрации 
THB5T-1 до 25 мкМ приводило к практически полно-
му подавлению роста клеток РМЖ; их выживаемость 
составила около 20 % (рис. 1, б). 

Оценка селективности антипролиферативных аген-
тов является важным этапом доклинических исследова-
ний [27]. В таких экспериментах используют линии нор-
мальных клеток, способных к пролиферации в условиях 
in vitro. Токсичность соединения на нормальных клет-
ках оценивают в том же тесте, что и для линии малиг-
низированных клеток, и затем проводят сравнение 
выявленных эффектов. В наших экспериментах фибро-
бласты hFB-hTERT инкубировали с соединением 
THB5T-1 для оценки его потенциальной токсичности. 
Кривая роста hFB-hTERT проходит выше, чем кривые 
роста, полученные для линий РМЖ (см. на рис. 1, б). 
Установлено, что IC

50
 на линии hFB-hTERT для соеди-

нения THB5T-1 составляет >20 мкМ. Селективность 
оценивалась как отношение значений IC

50
 для hFB-

hTERT к значениям для опухолевых клеток. Индексы 
селективности указаны в табл. 1. Они варьировали  
от 3,7 до 5, опережая аналогичные показатели для из-
вестных химиопрепаратов, описанные ранее [28–30]. 
Так, в нашей недавней работе [28] показано, что доксо-
рубицин проявляет высокую активность в отношении 
как злокачественных клеток, так и нормального эпите-
лия. Обнаруженные эффекты данного препарата под-
черкивают необходимость дальнейших разработок хи-
миотерапевтических средств с низкой токсичностью  
и высокой селективностью. Таким образом, соединение 
THB5T-1 оказывает значительное антипролифератив-
ное влияние на клетки РМЖ и демонстрирует высокую 
селективность воздействия.

Влияние ингибитора HSP90 THB5T-1 на сигнальные 
пути клеток гормонозависимого рака MCF7. Экспери-
менты следующего этапа были нацелены на опреде- 
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Таблица 1. Антипролиферативная активность и селективность THB5T-1

Table 1. Antiproliferative activity and selectivity of THB5T-1

Линия клеток 
Cell line

Значение IC
50

, (среднее 
значение ± стандартное отклонение), мкМ 

IC
50

 values (mean ± standard deviation), µM

Индекс селективности, у.е. 
Selectivity index, r.u.

MCF7 4,3 ± 0,7 * 4,8

T47D 5,6 ± 0,8 3,7

HCC1954 4,1 ± 0,7 * 5,0

hFB-hTERT 20,6 ± 1,5 –

*Значение концентрации полумаксимального ингибирования (IC
50

) получено в работе [13]. 
*The half-maximal inhibitory concentration (IC

50
) value was obtained in [13].

Рис. 1. Структура (а) и антипролиферативная активность THB5T-1 в отношении клеток гормонозависимого рака молочной железы и фибро-
бластов. Синтез THB5T-1 описан в [13]. Оценка выживаемости клеток ERα-положительного (ERα – рецептор эстрогенов α) рака молочной 
железы MCF7 и T47D и фибробластов hFB-hTERT после инкубации с THB5T-1 в течение 72 ч; результаты МТТ-теста (б). IC

50
 – концентрация 

полумаксимального ингибирования
Fig. 1. Structure (a) and antiproliferative activity of THB5T-1 against hormone-dependent breast cancer cells and fibroblasts. The synthesis of THB5T-1 has 
been previously described in reference [13]. The survival of ERα-positive (ERα – estrogen receptor α) breast cancer cell lines MCF7 and T47D, as well  
as hFB-hTERT fibroblasts, was assessed after a 72-hour incubation with THB5T-1; the results of the MTT assay (б). IC

50
 – half-maximal inhibitory 
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ление изменений сигналинга клеток MCF7 после ин-
кубации с соединением THB5T-1. Клетки MCF7 инку-
бировали с THB5T-1 в течение 24 ч, затем обрабатыва-
ли лизирующим буфером и использовали для 
приготовления образцов и проведения белкового элек-
трофореза. Уровень экспрессии сигнальных белков  
в полученных образцах определяли методом иммуно-
блоттинга. Известно, что фармакологическое воздей-
ствие на HSP90 приводит к перестройке всей сигналь-
ной цепи шаперонов. Результаты исследования K. Tokui 
и соавт. показали, что ингибитор HSP90 17-DMAG 
значительно усиливает экспрессию шаперонов HSP70 
и HSP40 в клетках SH-SY5Y [31]. Результаты анализа 
белков, описанные в нашей предыдущей работе, также 
свидетельствуют об увеличении экспрессии HSP70  
в клетках РМЖ HCC1954 после их обработки синтези-
рованным соединением THB5T-1 [13]. Рост экспрессии 
HSP70 является одним из фармакологических маркеров 
ингибирования пути HSP90 [32, 33], что подтверждает 
селективность нового ингибитора HSP90.

В настоящей работе первая группа исследованных 
белков включала HSP60, HSP40, кальнексин и PDI. 
GAPDH был использован в качестве контроля загруз-
ки проб в гель. Согласно данным, представленным на 
рис. 2, соединение THB5T-1 не влияло на экспрессию 
HSP60. Незначительное снижение экспрессии HSP40 
определено в клетках MCF7 после инкубации с высо-
кой дозой THB5T-1 (5 мкМ). Кальнексин – шаперон, 
регулирующий фолдинг белков и участвующий  
в контроле их качества [34], он специфически взаимо-
действует с N-связанными олигосахаридами, содержа-
щими один остаток глюкозы, удерживая их в развер-
нутом или несобранном виде в эндоплазматическом 
ретикулуме. Согласно данным иммуноблоттинга каль-
нексин не был вовлечен в ответ клеток MCF7 на ин-
гибитор HSP90 THB5T-1. Также не обнаружено изме-
нений экспрессии еще одного фермента эндо- 
плазматического ретикулума – PDI [35]. Таким обра-
зом, не выявлено значительных перестроек в сигналь-
ных путях исследованных шаперонов, за исклю- 

а б
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чением HSP70, рассмотренного в нашей более ранней 
работе [13].

Вторая группа проанализированных белков, свя-
занных с HSP90, относилась к гормональным путям 
клеток РМЖ. Молекулярная ось, соединяющая HSP90 
с рецепторами стероидных гормонов, детально описа-
на в литературе [36]. Неактивный рецептор стероид-
ных гормонов находится в цитозоле в комплексе  
с HSP90. Взаимодействие рецепторов со своими фи-
зиологическими лигандами, к которым относятся ди-
гидротестостерон, 17β-эстрадиол и другие стероиды, 
приводит к их многоступенчатой активации, проис-
ходящей с непосредственным участием ряда шапе-
ронов. Мы обнаружили дозозависимое воздействие 
соединения THB5T-1 на экспрессию ERα, который 
является ключевым драйвером роста клеток MCF7 
(см. рис. 2). Соединение THB5T-1 в дозах 2,5 и 5 мкМ 
практически полностью блокировало экспрессию это-
го рецептора. Оценка функциональной активности 
ERα возможна с применением анализа экспрессии 
генов, содержащих эстроген-чувствительные элемен-
ты [37]. Экспрессия таких генов повышается при ин-
кубации клеток с гормоном (эстрогеном) и, напротив, 

снижается при обработке клеток антиэстрогенами. 
Выявленный высокий базальный уровень экспрессии 
GREB1 косвенно подтверждает высокую активность 
ERα в клетках MCF7. Антиэстрогенные эффекты со-
единения THB5T-1, обнаруженные по снижению экс-
прессии GREB1 в концентрациях 0,63 мкМ и выше, 
доказывают его значительный потенциал как селек-
тивного ингибитора пути HSP90/ERα/GREB1.

В третью группу, представленную на рис. 2, вошли 
белки, участвующие в регуляции пролиферации и вы-
живаемости опухолевых клеток. Инкубация клеток  
с соединением THB5T-1 не приводила к изменению 
экспрессии p53 – основного опухолевого супрессора. 
Клетки млекопитающих экспрессируют 3 циклина D 
(D1, D2 и D3), которые координированно функцио-
нируют как регуляторы CDK4/CDK6 при переходе 
клеточного цикла из фазы G1 в фазу S [38]. Действие 
широкого ряда химиотерапевтических агентов на опу-
холевые клетки реализуется через направленное сни-
жение экспрессии циклинов D и активности CDK. 
Например, U. De и соавт. обнаружили значительное 
снижение экспрессии циклина D1 в клетках РМЖ 
MCF7 после их инкубации с доксорубицином [39]. 

Рис. 2. Регуляция сигнальных путей клеток ERα-положительного (ERα – рецептор эстрогенов α) рака молочной железы MCF7 ингибитором 
HSP90 THB5T-1. Клетки MCF7 рассевали по 800 тыс. на чашки Петри (диаметр – 100 мм) и через 24 ч обрабатывали ингибитором HSP90 THB5T-1 
в указанной концентрации, через 12 ч повторно проводили обработку клеток ингибитором. Образцы для иммуноблоттинга готовили через 12 ч 
после повторной обработки клеток соединением
Fig. 2. Regulation of signaling pathways in ERα-positive (ERα – estrogen receptor α) MCF7 breast cancer cells by the HSP90 inhibitor THB5T-1. MCF7 cells 
were seeded at a density of 800,000 cells per 100 mm Petri dish and treated with the HSP90 inhibitor THB5T-1 at the specified concentration 24 h post-plating. 
After 12 h, the cells were subjected to a second treatment with the inhibitor. Samples for immunoblot analysis were collected 12 h after the second treatment

Клетки MCF7 / MCF7 cells 
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Согласно данным, представленным на рис. 2, соединение 
THB5T-1 также вызывает изменение экспрессии цикли-
на D1. В клетках MCF7, обработанных THB5T-1 в дозах 
2,5 и 5 мкМ, обнаружено существенное снижение этого 
показателя. Митотические сигналы вызывают связыва-
ние циклина D1 с киназой CDK4, являющейся его клю-
чевым эффектором. Инкубация клеток с THB5T-1 при-
водила к значительному снижению экспрессии CDK4. 
Киназа AKT относится к сигнальным путям, поддержи-
вающим выживаемость опухолевых клеток и их устойчи-
вость к повреждающим воздействиям. В клетках MCF7, 
как правило, определяется высокий уровень активности 
AKT, соединение THB5T-1 не вызывало значительного 
уменьшения ее активности.

Анализ антиэстрогенной активности соединения 
THB5T-1. Анализ антиэстрогенной активности 
THB5T-1 проводили в клетках MCF7 после трансфек-
ции плазмидами, содержащими ген люциферазы под 
контролем эстроген-чувствительных элементов. 
17β-эстрадиол – физиологический лиганд ERα – ис-
пользовали для индукции активности люциферазы  
в клетках MCF7/ERE-LUC. Согласно данным, пред-
ставленным на рис. 3, в клетках, обработанных 
17β-эстрадиолом, выявлен существенный рост актив-
ности люциферазы. Ингибитор HSP90 THB5T-1 вызы-
вал дозозависимое снижение этого показателя. Таким 
образом, данные репортерного анализа подтверждают 
результаты иммуноблоттинга, свидетельствующие  
об антиэстрогенной активности ингибитора HSP90 
THB5T-1.

Оценка сродства соединения THB5T-1 к ERα мето-
дами молекулярного моделирования. Для проверки того, 
может ли антиэстрогенная активность THB5T-1, опи-
санная в предыдущих разделах, быть обусловлена не 
только ингибированием HSP90, но и прямым связы-
ванием с ERα, мы провели молекулярный докинг, по-
местив THB5T-1 в сайт связывания лигандов ERα  
и последующие симуляции молекулярной динамики  
с расчетом значений ΔG методом MM/GBSA. В качес-
тве рабочей структуры использован комплекс лиганд-
связывающего домена ERα c 4-OHT (PDB ID 3ERT). 
Соединение THB5T-1 является рацематом, поэтому 
молекулярное моделирование осуществлено для обо-
их энантиомеров.

На рис. 4 представлены теоретические модели вза-
имодействия (R)-THB5T-1 (3D – см. рис. 4, а, 2D – 
см. рис. 4, б) и (S)-THB5T-1 (3D – см. рис. 4, в, 2D – 
см. рис. 4, г) c ERα, полученные в результате докинга. 
Также для сравнения приведена экспериментальная мо-
дель взаимодействия 4-OHT с ERα (3D – см. рис. 4, д, 
2D – см. рис. 4, е). Скоринг-функцией Vina для  
(R)-THB5T-1 присвоено значение аффинности, равное 
–7,4 ккал/моль, а для (S)-THB5T-1 – –7,7 ккал/моль. 
Для 4-OHT данный показатель составил –9,7 ккал/моль  
в случае позы, практически идентичной эксперимен-
тальной. 

Используемые в докинг-программах скоринг-
функции позволяют лишь приблизительно оценить 
сродство малой молекулы к белку. Для более точного 
прогноза существует ряд методов, основанных на си-
муляциях молекулярной динамики, полученных в ре-
зультате докинга комплексов. Ранее мы выявили хо-
рошую сходимость прогноза с экспериментальными 
результатами при расчете значений ΔG образования 
межмолекулярных комплексов на основе длительных 
(200 нс) симуляций молекулярной динамики с исполь-
зованием метода MM/GBSA и явным учетом энтро-
пии [40]. Этот же подход использован для предсказа-
ния ΔG образования комплексов ERα c обеими 
энантиомерами THB5T-1 и сравнения ERα с 4-OHT. 
Полученные данные представлены в табл. 2.

Особенностью метода MM/GBSA является то, что 
расчетные значения ΔH в абсолютном выражении ока-
зываются выше экспериментальных. Однако на осно-
ве полученных цифр можно ранжировать сродство 
различных малых молекул к белку. Согласно получен-
ным данным, если оценивать аффинность обоих энан-
тиомеров THB5T-1 к ERα только по ΔH, то она незна-
чительно уступает таковой у 4-OHT. Если же учесть 
энтропийный вклад, то аффинность (R)-THB5T-1 
оказывается даже чуть выше, чем у 4-OHT.

Разработка синергетических комбинаций THB5T-1. 
Активное развитие фармакотерапии во второй поло-
вине XX века привело к внедрению в практику ряда 
препаратов на основе гетероциклических соединений. 
Большинство одобренных лекарственных средств на-
целены на клетки с высокой скоростью пролиферации, 

Рис. 3. Активность люциферазы в клетках MCF7/ERE-LUC. Клетки 
инкубировали с физиологическим лигандом рецептора эстрогенов α 
17β-эстрадиолом (10 нМ) и ингибитором HSP90 THB5T-1 в указанных 
концентрациях. Антиэстрогенный потенциал THB5T-1 оценивали как 
уровень ингибирования индуцированной активности люциферазы.  
*p <0,05 при сравнении с клетками, обработанными только 
17β-эстрадиолом
Fig. 3. Luciferase activity in MCF7/ERE-LUC cells. The cells were incubated 
with the physiological estrogen receptor α ligand, 17β-estradiol (10 nM), and 
the HSP90 inhibitor, THB5T-1, at the specified concentrations. The anti-
estrogenic potential of THB5T-1 was assessed by measuring the degree  
of inhibition of luciferase activity induced by *p <0.05 compared to cells 
treated with 17β-estradiol alone)
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что, в свою очередь, определяет широкий спектр не-
желательных явлений терапии, в частности, значи-
тельные повреждения слизистых оболочек органов 
[41, 42]. Одним из возможных подходов к снижению 
таких токсических эффектов является поиск синерге-
тических комбинаций препаратов, обеспечивающих 
уменьшение доз [43]. Как указано выше, соединение 
THB5T-1 не оказывало влияния на активность киназы 
AKT в клетках MCF7, на основе чего начата разработ-
ка его комбинаций с селективным ингибитором AKT. 
Среди доступных малых молекул мы выбрали AKT 
inhibitor IV (AKT-IV) [44] с высокой активностью как 
на клетках MCF7, так и на полученных из них клетках, 
резистентных к тамоксифену [45]. Клетки MCF7 ин-
кубировали с THB5T-1, AKT-IV или их комбинацией 
в течение 72 ч и затем оценивали выживаемость с по-
мощью МТТ-теста (рис. 5). Обнаруженные эффекты 
каждого из соединений были незначительными: вы-
живаемость клеток снизилась на 20–30 %. Анализ воз-
действия комбинации THB5T-1 с AKT-IV на клетки 
MCF7 выявил синергию.

Моделирование сигнальных путей ERα, выполнен-
ное в базе STRING (рис. 6), иллюстрирует его значитель-
ные связи с HSP90 и другими белками-регуляторами 

Таблица 2. Значения ΔH, TΔS и ΔG образования комплексов (R)-THB5T-1, (S)-THB5T-1 и 4-OHT с лигандсвязывающим доме-
ном рецептора эстрогенов α, полученные с помощью метода MM/GBSA

Table 2. Values of ΔH, TΔS and ΔG of the formation of complexes of (R)-THB5T-1, (S)-THB5T-1 and 4-OHT with the ligand-binding domain of estrogen 
receptor α obtained by the MM/GBSA method

Соединение 
Сompound

ΔH, ккал/моль 
ΔH, kcal/mol

TΔS, ккал/моль 
TΔS, kcal/mol

ΔG, ккал/моль 
ΔG, kcal/mol

(R)-THB5T-1 –46,26 –22,84 –23,42

(S)-THB5T-1 –46,48 –24,75 –21,73

4-OHT –47,20 –24,12 –23,08

Рис. 6. Сигнальные пути рецептора эстрогенов α (схема построена  
в базе STRING: https://string-db.org/); ген ESR1 кодирует ERα
Fig. 6. The estrogen receptor α signaling pathways (the scheme is designed  
in STRING: base https://string-db.org/); ESR1 gene encodes ERα

а

Рис. 5. Анализ воздействия комбинации THB5T-1 с ингибитором AKT на выживаемость клеток MCF7: а – химическая структура AKT inhibitor IV 
(AKT-IV); б – результаты MTT-теста, проведенного после инкубации клеток MCF7 с 1,7 мкМ THB5T-1; 0,1 мкМ AKT-IV или с их комбинаци-
ей. *p <0,05 при сравнении с контрольными клетками и клетками, обработанными одним из соединений (ингибитором AKT или THB5T-1)
Fig. 5. Analysis of the effects of the THB5T-1 combination with the AKT inhibitor on the survival of MCF7 cells: а – the chemical structure of AKT Inhibitor IV 
(AKT-IV); б – the results of the MTT assay, conducted after incubating MCF7 cells with 1.7 μM THB5T-1, 0.1 μM AKT-IV, or their combination,  
are presented. *p<0.05 compared to control cells and cells treated with either of the compounds (AKT inhibitor or THB5T-1)
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пролиферации и выживаемости опухолевых клеток. 
Одновременное ингибирование двух молекулярных 
узлов этой сети – ERα и HSP90, обнаруженное при воз-
действии THB5T-1 на опухолевые клетки, является 
перспективным подходом в разработке антипролифе-
ративных средств. 
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зАКЛючЕНИЕ
В результате проведенных исследований получены 

данные о влиянии ингибитора HSP90 THB5T-1 на сиг-
нальные пути и выживаемость клеток РМЖ. Соединение 
THB5T-1 относится к группе ранее синтезированных 
5-триазолил-замещенных 4,5,6,7-тетрагидробензо[d]-
изоксазолов, описанных в [13]. Ингибитор подавлял рост 
опухолевых клеток при низких микромолярных кон-
центрациях, а также демонстрировал высокую селек-
тивность действия, как было показано в исследовании 
на нормальных фибробластах линии hFB-hTERT. Ме-
тодами молекулярного докинга, репортерного анализа 
и иммуноблоттинга выявлены антиэстрогенные эф-
фекты соединения THB5T-1, которые доказывают его 
значительный потенциал как селективного ингибито-
ра пути HSP90/ERα/GREB1 и блокатора ERα-
опосредованной пролиферации (см. рис. 6). 

Следует отметить, что воздействие исследуемого 
соединения на опухолевые клетки не приводило  

к изменению экспрессии p53, однако способствовало 
значительному снижению экспрессии киназы CDK4, 
которая играет ключевую роль в прохождении клеточ-
ного цикла через  фазу G1. Кроме того, не было выяв-
лено значительных изменений в сигнальных путях 
шаперонов, за исключением шаперона 70, подробно 
исследованного ранее в работе N.A. Varabyeva и соавт. 
[13]. Активность киназы AKT также оставалась без 
изменений в клетках MCF7, обработанных THB5T-1. 
Обнаруженные эффекты послужили основанием для 
разработки синергетических комбинаций THB5T-1  
с ингибитором AKT-IV. Выявлена высокая эффектив-
ность комбинации соединений в отношении клеток 
гормонозависимого РМЖ линии MCF7.

Таким образом, ингибитор HSP90/ERα THB5T-1 
является перспективным кандидатом для дальнейше-
го изучения и может стать важным компонентом  
в комбинированной терапии РМЖ или применяться 
в монотерапии.
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Молекулярные механизмы действия кураксина 
CBL0137 на клетки рака молочной железы  
in vitro
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Россия, 117513 Москва, ул. Островитянова, 1, стр. 6; 
5ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России 
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К о н т а к т ы : кирилл игоревич кирсанов kkirsanov85@yandex.ru

Введение. Рак молочной железы (РмЖ) – злокачественные новообразования с различным молекулярным профилем, 
для которых характерны аберрации в механизмах эпигенетической регуляции транскрипции. Одним из таких нару-
шений, ассоциированных с неблагоприятным прогнозом, является гиперэкспрессия белков семейства BET, ответ-
ственных за взаимодействие транскрипционных факторов и областей, богатых ацетилированными гистонами. Ранее 
мы выявили способность мультитаргетного эпигенетически активного агента кураксина CBL0137 (CBL) ингибировать 
экспрессию белков BRD2, BRD3, BRD4 в клетках HeLa TI и белков BRD3, BRD4 в клетках РмЖ.
Цель исследования – анализ молекулярных механизмов действия CBL на клетки РмЖ in vitro, включая оценку: 1) его 
цитотоксичности, 2) влияния на клеточный цикл, 3) способности запускать апоптоз, 4) способности вызывать поврежде-
ния ДНк, 5) воздействия на экспрессию генов, вовлеченных в процессы пролиферации, апоптоза и репарации.
Материалы и методы. Цитотоксичность CBL в отношении клеток РмЖ (MCF7, MDA-MB-231, SKBR3) оценивали  
с помощью мТТ-теста. Влияние агента на клеточный цикл и активацию апоптоза анализировали методом проточной 
цитометрии. Для анализа повреждения ДНк при действии CBL использовали метод ДНк-комет. изменение экспрес-
сии генов, ассоциированных с пролиферацией, репарацией и апоптозом, оценивали с помощью полимеразной 
цепной реакции в реальном времени.
Результаты. концентрации полумаксимального ингибирования (IC

50
) на клетках РмЖ при действии CBL0137 соста-

вили 1 мкм при 72-часовой экспозиции, 14–25 мкм – при 24-часовой. кураксин CBL (в концентрациях 0,5 и 1 мкм) 
вызывал арест клеточного цикла G2/M, а также запускал апоптоз во всех клеточных линиях. при действии 1 мкм 
CBL зарегистрировано повышение степени повреждения ДНк в клетках MCF7 и SKBR3, при действии обеих концен-
траций – в клетках MDA-MB-231. профиль экспрессии генов, вовлеченных в пролиферацию, также отвечал останов-
ке в G2/M-фазе клеточного цикла. Также при действии CBL происходила активация р53-зависимых генов репарации. 
Выявлено увеличение экспрессии проапоптотических генов и снижение экспрессии антиапоптотических генов.
Заключение. кураксин CBL0137 показал различное действие на молекулярные процессы в клетках РмЖ. мы вы-
явили цитостатический эффект этого соединения, подтвержденный на разных молекулярных уровнях. полученные 
данные свидетельствуют о способности CBL ингибировать опухолевые процессы в клетках РмЖ, что делает его 
потенциальным агентом для комбинационной терапии.

Ключевые слова: кураксин CBL0137, рак молочной железы, повреждение ДНк, пролиферация, репарация, апоптоз

Для цитирования: попова В.Г., лылова е.С., Букина А.Ю. и др. молекулярные механизмы действия кураксина 
CBL0137 на клетки рака молочной железы in vitro. Успехи молекулярной онкологии 2024;11(4):66–79.
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Molecular mechanisms of action of curaxin CBL0137 on breast cancer cells in vitro

V .G . Popova1, 2, Е .S . Lylova1, A .Yu . Bukina1–3, K .A . Zimin4, M .K . Khirin4, Е .М . Zhidkova1, Е .S . Trapeznikova1, 3, M .G . Yakubovskaya1, 2, 
V .P . Maksimova1, К .I . Kirsanov1, 2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia; 
2Peoples’ Friendship University of Russia; 6 Miklukho-Maklayа St., Moscow 117198, Russia; 
3MIREA – Russian Technological University; 78 Vernadskogo Prospekt, Moscow 119454, Russia; 
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5Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia; Bld. 2, 8 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russia

C o n t a c t s : Kirill Igorevich Kirsanov kkirsanov85@yandex.ru

Introduction. Breast cancer (BC) represents a group of malignant neoplasms with various molecular profiles, which are 
characterized by aberrations in the mechanisms of epigenetic transcription regulation. One of these disruptions 
associated with a worse prognosis is the overexpression of the BET protein family, responsible for the interaction  
of transcription factors with histone-rich acetylated regions. Previously, for the multitargeted epigenetically active agent 
curaxin CBL0137 (CBL), we have shown the ability to inhibit the expression of BRD2, BRD3, BRD4 proteins in HeLa TI cells 
and BRD3, BRD4 proteins in BC cells.
Aim. To analyze the molecular mechanisms of CBL0137 action on BC cells in vitro, including: 1) assessment of cytotoxicity, 
2) analysis of the effect on the cell cycle, 3) assessment of the ability to trigger apoptosis, 4) cause DNA damage,  
and 5) analyze the effect on the expression of genes involved in proliferation, apoptosis and repair processes.
Materials and methods. The cytotoxicity of CBL on BC cells (MCF7, MDA-MB-231, SKBR3) was assessed using the MTT 
assay. The effect of the agent on the cell cycle and activation of apoptosis was analyzed by flow cytometry. Analysis  
of DNA damage under the action of CBL was performed using the comet assay. Changes in the expression of genes 
associated with proliferation, repair and apoptosis were evaluated using real-time polymerase chain reaction.
Results. The half maximal inhibitory concentration (IC

50
) on BC cells under the action of CBL0137 were 1 μM at 72-hour 

exposure, 14–25 μM at 24-hour. Curaxin CBL (0.5 and 1 μM) caused G2/M cell cycle arrest, and also triggered apoptosis 
in all cell lines. Under the action of 1 μM CBL, an increase in the degree of DNA damage in MCF7 and SKBR3 cells was 
recorded, and under the action of both concentrations in MDA-MB-231 cells. The gene expression profile involved  
in proliferation also corresponded to the arrest in the G2/M phase of the cell cycle. Also, under the action of CBL,  
the activation of p53-dependent repair genes occurred. An increase in the expression of pro-apoptotic and a decrease 
in anti-apoptotic genes was shown.
Conclusion. Curaxin CBL0137 showed differential effects on molecular processes in BC cells. We have identified  
a cytostatic effect of the compound, confirmed at various molecular levels. The data obtained indicate the ability  
of CBL0137 to inhibit tumor processes in BC cells, which makes it a potentially interesting agent for combination therapy.

Keywords: curaxin CBL0137, breast cancer, DNA damage, proliferation, repair, apoptosis

For citation: Popova V.G., Lylova е.S., Bukina A.Yu. et al. Molecular mechanisms of action of curaxin CBL0137 on breast 
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ВВЕДЕНИЕ
Формирование злокачественных новообразований 

(ЗНО) представляет собой сложный процесс, запуска-
емый и поддерживаемый генетическими нарушениями 
и аберрациями в механизмах эпигенетической регуля-
ции транскрипции. Ключевыми эпигенетическими 
механизмами развития и прогрессии ЗНО являются 
метилирование ДНК, ацетилирование и метилирова-
ние гистонов. Обратимость, характерная для данных 
модификаций, привела к поиску и разработке эпиге-
нетических модуляторов, влияющих на активность 
ферментов, отвечающих за структурное состояние 
хроматина и его модификации [1]. 

Одним из ЗНО, в прогрессии которого главную роль 
играют эпигенетические аберрации, является рак молоч-
ной железы (РМЖ) [2], являющийся гетерогенным за-
болеванием. Выделяют несколько подтипов РМЖ: лю-
минальный A (ER+/PR+/HER2–) (ER – рецептор 

эстрогена; PR – рецептор прогестерона; HER2 – ре-
цептор эпидермального фактора роста 2-го типа), лю-
минальный B HER2-положительный (ER+/PR+/
HER2+), люминальный B HER2-отрицательный 
(ER+/PR–/HER2–), нелюминальный HER2-
положительный (ER–/PR–/HER2+) и трижды нега-
тивный (ER–/PR–/HER2–) [3]. Независимо от подтипа 
для РМЖ характерны аберрации в механизме ацетили-
рования гистонов. У пациентов с данной патологией 
наблюдается значительное снижение уровня ацетильных 
модификаций в сайтах H3K4, H3K9 и H3K18, которое 
ассоциируется с худшим прогнозом [4, 5]. Также обна-
ружено закономерное увеличение экспрессии фермен-
тов гистоновых деацетилаз (HDACs) HDAC1, HDAC2, 
HDAC3, SIRT1, SIRT7 [6–8] и снижение экспрессии 
ряда гистоновых ацетилтрансфераз (HATs), таких как 
Tip60, MYST1 и KAT9 [4, 9, 10]. При этом наблюдается 
значительная гиперэкспрессия транскрипционных 

mailto:kkirsanov85@yandex.ru
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коактиваторов из группы HAT – CBP и P300, ассоци-
ированная с худшим прогнозом [11]. Также для клеток 
РМЖ характерно изменение экспрессии белков семей-
ства BET, осуществляющих коактивацию транскрип-
ции посредством взаимодействия с ацетилированными 
гистонами и различными транскрипционными факто-
рами [12]. Показано, что у пациентов с РМЖ происхо-
дит увеличение экспрессии онкогенной изоформы 
белка BRD4 – BRD4-S. Также продемонстрирована 
связь между активностью BRD4 и способностью клеток 
РМЖ к миграции и инвазии [11, 13]. В HER2-положи-
тельных опухолях повышенная экспрессия гена BRD2 
ассоциирована с неблагоприятным прогнозом (низкими 
показателями безрецидивной выживаемости) [14]. По-
казана способность BRD3 и BRD4 активировать экс-
прессию ER и генов семейства MYC [15–17].

Ингибирование активности ферментов классов 
HDAC, HAT и BET является одним из разрабатывае-
мых подходов к совершенствованию противоопухоле-
вой терапии РМЖ [3]. Ингибиторы HDAC представ-
ляют собой единственный класс модуляторов 
ацетилирования гистонов, одобренных для терапии. 
Однако клинические испытания препаратов этой 
группы в основном не показали высокой эффектив-
ности при РМЖ. Ингибитор CPI-1 из группы ингиби-
торов HAT находится на этапе доклинических испы-
таний. Несколько ингибиторов BET показали 
высокую эффективность на моделях РМЖ in vitro  
и in vivo и в настоящее время проходят клинические 
исследования [18]. Тем не менее актуальной задачей 
онкологии остается разработка новых ингибиторов 
BET, а также поиск агентов среди препаратов, приме-
няемых для терапии других ЗНО или используемых  
в других областях медицины.

CBL0137 (CBL) – кураксин II поколения, пред-
ставляющий собой низкомолекулярное ДНК-связы-
вающее соединение из класса карбазолов. Он интер-
калирует ДНК с последующей дестабилизацией 
нуклеосом и ингибированием белкового комплекса 
FACT (facilitates chromatin transcription). При действии 
CBL FACT образует стабильный комплекс с хромати-
ном и задерживается в нем, что приводит к ингибиро-
ванию FACT-зависимой транскрипции, в том числе 
NF-κB-опосредованной транскрипции (NF-κB – 
транскрипционный ядерный фактор κ). Кроме того, 
связывание FACT с хроматином приводит к активации 
p53 [19]. Кураксин CBL способен подавлять транскрип-
цию, активированную энхансерами и суперэнхансера-
ми, которая имеет решающее значение для экспрессии 
онкогенов, например из семейства MYC [20]. В то же 
время при действии CBL происходит активация гена 
опухолевого супрессора NOTCH1 [21]. 

Ранее была показана способность CBL активиро-
вать эпигенетически репрессированный ген GFP  
в клетках HeLa TI [22]. Результаты анализа механиз-
мов эпигенетического действия продемонстрировали 
способность CBL ингибировать экспрессию белков 

BRD2, BRD3 и BRD4 в клетках HeLa TI, что говорит 
о его потенциале как ингибиторе BET [23]. Далее бы-
ло показано, что при 24-часовом действии CBL про-
исходит значительное снижение количества белков 
BRD3 и BRD4 в клетках РМЖ различных молекуляр-
ных подтипов (данные не опубликованы).

Цель исследования – анализ молекулярных меха-
низмов действия CBL на клетки РМЖ in vitro, включая 
оценку: 1) его цитотоксичности, 2) влияния на клеточ-
ный цикл, 3) способности запускать апоптоз, 4) спо-
собности вызывать повреждения ДНК, 5) воздействия 
на экспрессию генов, вовлеченных в процессы проли-
ферации, апоптоза и репарации.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Культивирование клеток. Использованы клеточ-

ные линии аденокарциномы молочной железы 3 под-
типов: люминального А (ER+, PR+, HER2–) 
(MCF7), трижды негативного (ER–, PR–, HER2–) 
(MDA-MB-231) и HER2-положительного (ER–, PR–, 
HER2+) (SKBR3).

Клетки получены из азотного банка Национально-
го медицинского исследовательского центра онкологии 
им. Н.Н. Блохина. Клетки MCF7 и MDA-MB-231 куль-
тивировали в DMEM с добавлением 4,5 г/л глюкозы 
(«ПанЭко», Россия), 10 % (v/v) термически инактиви-
рованной фетальной бычьей сыворотки (FBS; Biosera, 
Франция), смеси антибиотиков, содержащей пени-
циллин (50 ЕД/мл), стрептомицин (50 мкг/мл) («Пан-
Эко», Россия) и 2 мМ L-глутамина («ПанЭко», Россия). 
Клетки SKBR3 культивировали в среде RPMI-1640 
(«ПанЭко», Россия ) с 10 % (v/v) термически инакти-
вированной FBS (Biosera, Франция), смеси антибио-
тиков, содержащей пенициллин (50 ЕД/мл), 
стрептомицин (50 мкг/мл) («ПанЭко», Россия) и 1 мМ 
L-глутамина («ПанЭко», Россия). Клетки пассировали 
при соотношении 1:5 каждые 3–4 дня, культивирование 
проводили в стандартных условиях (37 °C, 5 % CO

2
) не 

дольше 2 мес.
Анализ цитотоксичности CBL. Цитотоксичное вли-

яние CBL на клетки РМЖ определяли с помощью 
МТТ-теста. Клетки MCF7, MDA-MB-231 и SKBR3 
высевали в плоскодонные 96-луночные планшеты 
(SPL Lifescience, Корея) по 5 × 103 клеток на лунку. Че-
рез 24 ч их обрабатывали 2-кратными серийными раз-
ведениями CBL (конечные концентрации от 0,8 мМ  
до 0,02 мкМ). Все обработки проводились в трех тех-
нических повторах. Клетки инкубировали с CBL  
в течение 24 и 72 ч (37 °C, 5 % CO

2
). После инкубации 

добавляли МТТ-реагент (0,25 мг/мл) (Alfa Aesar, Гер-
мания) и инкубировали в течение 4 ч (37 °C, 5 % CO

2
). 

После инкубации среду удаляли и добавляли 100 мкл 
диметилсульфоксида (ДМСО) («ПанЭко», Россия) для 
растворения кристаллов формазана.

Изменения оптической плотности регистрировали 
при длине волны 540 нм с помощью спектрофотоме-
тра Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, США). 
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Концентрации IC
50

 определяли с помощью GraphPad 
Prism 8.3.0 методом нелинейной регрессии. Неток-
сичные (ингибирующие на 10 % (IC

10
)) и субтоксич-

ные (ингибирующие на 30 % (IC
30

)) концентрации 
выбраны по результатам МТТ-теста на основании 
кривых доза–эффект. Эксперимент проводили  
не менее 5 раз.

Анализ влияния CBL на клеточный цикл. Влияние 
CBL на клеточный цикл определяли с помощью  
проточной цитометрии (FACS). Клетки MCF7,  
MDA-MB-231 и SKBR3 высевали в 24-луночный 
планшет (SPL Lifescience, Корея) по 20 × 103 клеток  
в лунку. Через 24 ч проводили смену среды и обраба-
тывали клетки CBL в концентрациях 0,5 мкМ и 1 мкМ, 
после чего инкубировали в течение 72 ч (37 °C, 5 % CO

2
). 

Конечная концентрация ДМСО в среде составляла не 
более 0,1%. После инкубации клетки отмывали в фос-
фатно-буферном солевом растворе (PBS) (1500 об/мин, 
5 мин), фиксировали в 70 % этаноле (не менее 2 ч)  
и окрашивали пропидий йодидом (PI, Invitrogen, 
США). Распределение клеток по фазам клеточного 
цикла детектировали на проточном цитометре BD 
FASC Canto II (США).

Статистическую обработку данных проводили  
с помощью GraphPad Prism 8.3.0 методом двухфакторно-
го дисперсионного анализа ANOVA. Эксперимент вы-
полняли в двух технических повторах не менее 5 раз.

Анализ влияния CBL на активацию апоптоза. Влия-
ние CBL на активацию апоптоза в клетках РМЖ опре-
деляли с помощью FACS. Клетки MCF7, MDA-
MB-231 и SKBR3 высевали в 24-луночный планшет 
(SPL Lifescience, Корея) по 25 × 103 клеток в лунку. 
Через 24 ч проводили смену среды и обрабатывали 
CBL в концентрациях 0,5 и 1 мкМ. Конечная концен-
трация ДМСО в среде составляла не более 0,1 %. Клет-
ки инкубировали с CBL в течение 48 ч (37 °C, 5 % CO

2
). 

Анализ активации апоптоза осуществляли с помощью 
коммерческого набора для прижизненной покраски 
клеток FITC-Annexin V и PI (BioLegend, Великобри-
тания) по протоколу производителя. Апоптотические 
изменения в клетках детектировали на проточном ци-
тометре BD FASC Canto II. В качестве положительного 
контроля использовали клетки, обработанные 3 % рас-
твором формалина в течение 15 мин при 4 °C.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью GraphPad Prism 8.3.0 методом двухфакторного 
дисперсионного анализа ANOVA. Эксперимент выпол-
няли в двух технических повторах не менее 3 раз.

Анализ повреждения ДНК. Способность CBL вы-
зывать повреждение ДНК анализировали с помощью 
метода ДНК-комет (Comet assay). Клетки MCF7, 
MDA-MB-231 и SKBR3 высевали в 24-луночный 
планшет (SPL Lifescience, Корея) по 70 × 103 клеток  
в лунку. Через 24 ч клетки обрабатывали CBL в концен-
трациях 0,5 и 1 мкМ. Конечная концентрация ДМСО 
в среде составляла не более 0,1 %. После 24-часовой 

инкубации клетки отмывали в PBS (1500 об/мин,  
5 мин). Далее осадок клеток ресуспендировали в PBS 
и добавляли в раствор 4 % легкоплавкой агарозы (1:8 v/v; 
37 °С). Смесь наносили на слайд и охлаждали для за-
стывания в темноте в течение 15 мин (4 °С). Далее осу-
ществляли лизис клеток (1 ч, 4 °С) и денатурирующую 
инкубацию в щелочном растворе (30 мин, 4 °С). Затем 
проводили электрофорез (30 мин, 1 В/см) в буфере 
TBE (pH 8,3). Далее клетки фиксировали в 70 % эта-
ноле в течение 5 мин и окрашивали раствором краси-
теля Sybr Gold (Invitrogen, США) с конечной концен-
трацией 1:10 000. Микропрепараты анализировали  
с помощью инвертированного флуоресцентного ми-
кроскопа Axio Observer (Carl Zeiss, Германия) при ×10. 
Степень повреждения ДНК определяли по параметру 
момент хвоста с помощью программы CometScore 2.0. 
В качестве положительного контроля использовали 
0,01 % пероксид водорода (H

2
O

2
).

Статистическую обработку данных проводили  
в программе GraphPad Prism 8.3.0. Выбросы в наборах 
данных определяли с помощью метода Rout (Q = 1 %). 
Статистически значимые различия относительно 
контроля выявляли с использованием непараметри-
ческого критерия Краскела–Уоллеса.

Анализ влияния CBL на гены, отвечающие за проли-
ферацию, репарацию и апоптоз. Изменения экспрессии 
генов в клеточных линиях MCF7, MDA-MB-231  
и SKBR3 при действии CBL проводили с помощью 
полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Клетки MCF7, MDA-MB-231 и SKBR3 высевали  
в 6-луночные планшеты (SPL Lifescience, Корея)  
по 200 × 103 в лунку, затем через 24 ч обрабатывали  
0,5 и 1 мкМ CBL. Далее из клеток выделяли РНК  
с помощью фенол-хлороформной экстракции реакти-
вом ExtraRNA («Евроген», Россия). Для избежания 
контаминации проб геномной ДНК образцы обраба-
тывали ДНКазой («Синтол», Россия), затем проводи-
ли переосаждение РНК методом фенол-хлороформ-
ной экстракции. Синтез комплементарной ДНК 
осуществляли с помощью коммерческого набора для 
обратной транскрипции («Евроген», Россия). Поли-
меразную цепную реакцию в реальном времени про-
водили с помощью прибора CFX Connect Real-Time 
PCR Detection System (Bio-Rad, США).

Для анализа экспрессии генов использовали запа-
тентованную панель праймеров, разработанную в от-
деле химического канцерогенеза Научно-исследова-
тельского института канцерогенеза Национального 
медицинского исследовательского центра онкологии 
им. Н.Н. Блохина в рамках выполнения кластерного 
проекта № 121120100382-1. Изменения уровней экс-
прессии матричной РНК (мРНК) исследуемых генов 
рассчитывали методом 2–ΔΔCt. Экспрессию генов инте-
реса нормализовали относительно гена домашнего 
хозяйства RPLP0. Все эксперименты выполнены  
в трех технических повторах не менее 3 раз.
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РЕзУЛьТАТы
Цитотоксическое действие CBL. С помощью МТТ-

теста определен профиль токсичности CBL в отноше-
нии клеток РМЖ различных подтипов. Концентрации 
IC

50
 для всех линий находились в микромолярном ди-

апазоне. При экспозиции 72 ч IC
50

 для клеток MCF7 
составила 0,98 ± 0,14 мкМ, для клеток MDA-MB-231 – 
1,05 ± 0,22, для клеток SKBR3 – 0,91 ± 0,16 мкМ  
(рис. 1, а).

При экспозиции 24 ч CBL был менее токсичен: 
IC

50
 для клеток MCF7 составила 17,6 ± 1,6 мкМ (рис. 1, б), 

для клеток MDA-MB-231 – 14,4 ± 0,96 мкМ, для кле-
ток SKBR3 – 24,7 ± 1,86 мкМ.

Влияние CBL на клеточный цикл. По результатам 
МТТ-теста для каждой линии выбраны нетоксичная 
(IC

10
), субтоксичная (IC

30
) и токсичная (IC

50
) концен-

трации CBL при экспозиции 72 ч. В концентрации 
0,05 мкМ (IC

10
) CBL не вызывал изменения распреде-

ления клеток MCF7 по фазам клеточного цикла  
(см. рис. 2, а, г).

При действии CBL 0,5 мкМ (IC
30

) в клетках MCF7 
зафиксировано уменьшение количества клеток в фазе 
G1 с 55,6 (в контроле) до 15,3 и 26,9 % при IC

30 
и

 
IC

50 

соответственно; доля клеток в фазе G2/M увеличилась  
с 32,5 (в контроле) до 65,9 и 59,7 % при IC

30 
и

 
IC

50 
со-

ответственно. Также стоит отметить статистически зна-
чимое увеличение числа клеток в фазе S – с 10,9  
до 18,3 % – при действии CBL 0,5 мкМ. После обра-
ботки клеток SKBR3 0,2 мкМ CBL не происходило 
изменений в клеточном цикле (см. рис. 2, б, г). В то же 
время при действии 0,5 и 1 мкМ CBL выявлено сни-
жение доли клеток в фазе G1 с 53,4 (в контроле)  
до 17,3 и 30,2 % при IC

30 
и

 
IC

50 
соответственно; также 

наблюдалось увеличение количества клеток в фазе 
G2/M с 32,5 (в контроле) до 61,7 и 49,5 % при IC

30 

 
и

 
IC

50 
соответственно. Изменения в количестве клеток 

в фазе S при действии 0,5 и 1 мкМ CBL не выявлены.  
В клетках MDA-MB-231 не детектировано изменений 

в клеточном цикле при действии CBL в нетоксичной 
концентрации (0,1 мкМ) (см. рис. 2, в, г). При этом 
зарегистрировано уменьшение количества клеток  
в фазе G1 с 61,9 до 29,6 % при действии CBL в концен-
трациях 0,5 и 1 мкМ, которое сопровождалось увели-
чением доли клеток в фазе G2/M с 24,4 (в контроле) 
до 55,4 и 35,6 % при IC

30 
и

 
IC

50 
соответственно. 

Влияние CBL на запуск апоптоза. Проведен анализ 
активации апоптоза в клетках РМЖ при действии CBL 

в концентрациях 0,5 и 1 мкМ в течение 48 ч. Клетки 
MCF7 и SKBR3 имели схожее распределение по ста-
диям апоптоза. Жизнеспособность клеток MCF7 сни-
зилась с 90,9 до 66,6 % (при обработке 0,5 мкМ CBL) 
и до 70,3 % (при обработке 1  мкМ CBL),  
при этом зарегистрировано увеличение количества 
клеток с поздними апоптотическими изменениями –  
с 9,8 (в контроле) до 29,4 (при действии 0,5 мкМ CBL)  
и 25,2 % (при действии 1 мкМ CBL) (рис. 3, а). 

В клетках SKBR3 зарегистрировано снижение жиз-
неспособности клеток при действии 0,5 мкМ CBL: доля 
живых клеток уменьшилась с 92,4 до 69,6 %. При дейст-
вии 1 мкМ CBL этот показатель снизился до 82,6 %. 
Доля клеток с поздними апоптотическими изменени-
ями статистически значимо повысилась с 4,3 %  
в контроле до 25,6 % при действии 0,5 мкМ CBL и до 
14,3 % при действии 1 мкМ CBL (рис. 3, б). Для MCF7 
и SKBR3 повышения доли клеток с ранним апоптозом 
или некротическими изменениями после обработки 
CBL детектировано не было. 

После обработки клеток MDA-MB-231 0,5 мкМ 
CBL наблюдали снижение доли жизнеспособных кле-
ток с 89,9 до 24,2 %, после обработки 1 мкМ CBL –  
до 52,5 % (рис. 3, в). Количество клеток с признаками 
позднего апоптоза увеличилось с 5,7 в контроле  
до 46,9 % при действии 0,5 мкМ CBL и до 26,1 %  
при действии 1 мкМ CBL. Также зарегистрировано 
значимое повышение количества клеток с ранними 
апоптотическими изменениями: с 4 до 28,7 %  

Рис. 1. Анализ цитотоксического действия CBL на клетки рака молочной железы: а – экспозиция 72 ч; б – экспозиция 24 ч. Результаты МТТ-
теста. Жизнеспособность клеток представлена как среднее значение ± стандартное отклонение
Fig. 1. Analysis of cytotoxic effect of CBL on breast cancer cells: a – 72 h exposure; б – 24 h exposure. Results of the MTT assay. Cell viability is presented as 
mean ± standard deviation
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Рис. 2. Анализ влияния CBL0137 на клеточный цикл клеток рака молочной железы. Результаты проточной цитометрии при экспозиции 72 ч  
для клеток MCF7 (а), MDA-MB-231 (б) и SKBR3 (в). Распределение клеток по фазам клеточного цикла, представленное как среднее значение ± 
стандартное отклонение (г). ДМСО – диметилсульфоксид
Fig. 2. Analysis of the effect of CBL0137 on the cell cycle of breast cancer cells. Results of flow cytometry after 72 h exposure for MCF7 (а), MDA-MB-231 (б) 
and SKBR3 (в) cells. Distribution of cells per cell cycle phases presented as mean ± standard deviation (г). DMSO – dimethyl sulfoxide
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Рис. 3. Анализ влияния CBL на активацию апоптоза в клетках рака молочной железы. Результаты проточной цитометрии при экспозиции 48 ч 
для клеток MCF7 (а), MDA-MB-231 (б) и SKBR3 (в). Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Q1 – живые 
клетки; Q2 – ранний апоптоз; Q3 – поздний апоптоз; Q4 – некроз; ДМСО – диметилсульфоксид
Fig. 3. Analysis of the effect of CBL on activation of apoptosis in breast cancer cells. Results of flow cytometry after 48 h exposure for MCF7 (а), MDA-MB-231 (б) 
and SKBR3 (в) cells. Results are presented as mean ± standard deviation. Q1 – living cells; Q2 – early apoptosis; Q3 – late apoptosis; Q4 – necrosis; DMSO – 
dimethyl sulfoxide

*Различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05) / 
 *Statistically significant differences compared to the negative control (p <0.05)
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(при действии 0,5 мкМ CBL) и до 21,1 % (при дейст-
вии 1 мкМ CBL). 

Влияние CBL на повреждение ДНК. Оценку степе-
ни повреждения ДНК проводили методом ДНК-комет 
при действии CBL в концентрациях 0,5 и 1 мкМ в те-
чение 24 ч. В качестве положительного контроля ис-
пользовали 0,01 % H

2
O

2
 – сильный окислительный 

агент, способный вызывать одно- и двунитевые раз-
рывы ДНК. Показано, что при действии 1 мкМ CBL 
в клетках MCF7 и SKBR3 происходит повышение сте-
пени повреждения ДНК. В клетках MCF7 при дейст-
вии отрицательного контроля (0,01 % ДМСО) 

медиана момента хвоста составила 0,02 (0,00; 0,14), 
после их обработки 0,5 мкМ CBL – 0,03 (0,00; 0,30),  
1 мкМ CBL – 0,68 (0,01; 3,76) (рис. 4, а).

При действии H
2
O

2
 медиана момента хвоста повы-

силась до 106,3 (49,9; 134,6). В клетках SKBR3 при 
действии 0,1 % ДМСО она составила 0,01 (0,00; 0,13), 
0,5 мкМ CBL – 0,01 (0,00; 0,13), 1 мкМ CBL –  
0,24 (0,00; 2,58) (рис. 4, б). После обработки клеток 
H

2
O

2 
этот показатель оказался равен 42,76 (29,42; 

60,81). В клетках MDA-MB-231 мы наблюдали повыше-
ние степени повреждения ДНК при действии 0,5 мкМ 
и 1 мкМ CBL. После обработки клеток 0,1 % ДМСО 
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момент хвоста составил 0,01 (0,00; 0,06), 0,5 мкМ  
и 1 CBL – 0,12 (0,00; 2,5) и 0,14 (0,00; 1,20) соответст-
венно (рис. 4, в). Действие H

2
O

2
 вызвало повышение 

значения момента хвоста до 85,8 (59,5; 110,7).
Влияние CBL на экспрессию генов пролиферации. 

Для исследования выбраны гены CDK4, CDK6, CCND1  
и CCND2, ассоциированные с фазой G1 клеточного ци-
кла, гены СCNE1 и PCNA, экспрессирующиеся преиму-
щественно в конце фазы G1 и фазе S клеточного цикла, 
маркеры делящихся клеток Ki-67, AURKA, AURKB, 
ген WEE1, кодирующий отрицательный регулятор вхо-
да в митоз, и гены активаторов транскрипции E2F4  
и FOSL1. Для анализа влияния CBL на экспрессию  
генов пролиферации использовали 2 его концентра-
ции – 0,5 мкМ и 1 мкМ. Наиболее выраженные изме-
нения наблюдали в клеточных линиях MCF7 и SKBR3: 
при действии даже одной из концентраций происходи-
ло изменение экспрессии 11 из 12 генов. 

Показано, что при действии CBL в обеих концент-
рациях на клетки MCF7 и SKBR3 происходит статисти-
чески значимое снижение экспрессии гена CDK4  
в 1,7 раза, а также уменьшение экспрессии CDK6 более 
чем в 1,5 раза при концентрации CBL 1 мкМ (рис. 5, а). 

Кураксин CBL в концентрации 0,5 мкМ вызывал не-
большое статистически значимое увеличение экспрессии 
CDK6 в клетках MCF7 при отсутствии эффекта в клетках 
SKBR3. После обработки клеток MDA-MB-231 не про-
исходило статистически значимых изменений уровней 
экспрессии генов CDK4 и CDK6. Для клеток MCF7  
и SKBR3 показано, что CBL в обеих концентрациях 
вызывает усиление экспрессии генов CCND1 и CCND2 
в 1,5 и 4 раза соответственно. В клетках MDA-MB-231 

при действии 0,5 и 1 мкМ CBL зарегистрировано уве-
личение в 1,5 раза количества мРНК гена CCND1,  
а при действии 0,5 мкМ – 2-кратное повышение экс-
прессии гена CCND2. Кураксин CBL в концентрации 
1 мкМ вызывал усиление экспрессии гена CCNE1  
во всех клеточных линиях. Также мы наблюдали повы-
шение в 2 раза экспрессии гена PCNA в клетках MCF7 
и SKBR3 при действии CBL в обеих концентрациях  
и в 1,2 раза в клетках MDA-MB-231 при концентрации 
1 мкМ. Уровень экспрессии гена Ki-67, ассоциирован-
ного с фазой G2/M клеточного цикла, статистически 
значимо снижался при обработке 0,5 и 1 мкМ CBL  
в MCF7 и 0,5 мкМ в SKBR3. В клетках MDA-MB-231 при 
действии CBL экспрессия этого гена не менялась. Экс-
прессия гена AURKA снижалась в 2 раза при действии  
0,5 мкМ CBL в линиях MCF7 и SKBR3. В то же время 
после обработки клеток MDA-MB-231 1 мкМ CBL на-
блюдалось повышение экспрессии гена. Кураксин CBL 
в концентрациях 0,5 мкМ и 1 мкМ вызывал снижение 
экспрессии гена AURKB в 4 и 2,6 раза соответственно  
в клетках MCF7, и в 2 раза – в клетках SKBR3. В клетках 
MDA-MB-231 изменений экспрессии гена AURKB за-
регистрировано не было. Для гена WEE1 – отрица-
тельного регулятора входа в митоз – показано стати-
стически значимое снижение количества мРНК  
в клетках MCF7 и SKBR3 при концентрации CBL  
0,5 мкМ, в то время как в клетках MDA-MB-231 про-
исходило 2-кратное повышение экспрессии гена при 
концентрации CBL 1 мкМ. Экспрессия гена E2F4 при 
действии CBL не менялась. Значительное изменение 
экспрессии под влиянием CBL отмечено для гена-ак-
тиватора пролиферации FOSL1, экспрессия которого 

MCF-7 SKBR3 7 MDA-MB-231а а вб

Рис. 4. Анализ способности CBL вызывать повреждение ДНК. Результаты анализа ДНК-комет при экспозиции 24 ч для клеток MCF7 (а),  
SKBR3 (б) и MDA-MB-231 (в). Результаты представлены как медиана (25-й квартиль; 75-й квартиль). ДМСО – диметилсульфоксид
Fig. 4. Analysis of the capability of CBL to cause DNA damage. Results of DNA comet assay after 24 h exposure for MCF7 (а), SKBR3 (б) and MDA-MB-231 (в). 
cells. Results are presented as median (25th quartile; 75th quartile). DMSO – dimethyl sulfoxide

*Различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05) / 
 *Statistically significant differences compared to the negative control (p <0.05)
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Рис. 5. Анализ влияния CBL0137 на экспрессию генов, вовлеченных в процессы пролиферации (а), апоптоза (б) и репарации (в). Результаты полиме-
разной цепной реакции в реальном времени, нормированные на экспрессию гена RPLP0 и на отрицательный контроль (представлены в виде log

2
)

Fig. 5. Analysis of the effect of CBL0137 on expression of genes participating in proliferation (а), apoptosis (б) and repair (в). Results of real-time polymerase 
chain reaction normalized by RPLP0 gene expression and negative control (presented as log

2
)

*Различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05) /  
*Statistically significant differences compared to the negative control (p <0.05)
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максимально повышалась в 195 раз в клетках линии 
MCF7 и в 248 раз – в клетках линии SKBR3. При этом 
в клетках MDA-MB-231 при действии CBL не проис-
ходило изменений экспрессии гена FOSL1.

Влияние CBL на экспрессию генов апоптоза. Влия-
ние CBL оценивали по изменению экспрессии проа-
поптотических (BAX, FAS, BNIP3) и антиапоптотиче-
ских (BCL2, BIRC3, BIRC5, BIRC6, XIAP) генов. При 
действии CBL в концентрациях 0,5 и 1 мкМ в клетках 
MCF7 происходило увеличение экспрессии гена BAX 
в 3,6 и 5,3 раза соответственно, в клетках SKBR3 –  
в 4 и 5 раз соответственно (рис. 5, б). В клетках MDA-
MB-231 зарегистрировано повышение его экспрессии 
в 2,9 раза только при действии 1 мкМ CBL. После об-
работки клеток 0,5 и 1 мкМ CBL показано увеличение 
экспрессии гена FAS в клетках MCF7 – в 13 и 28 раз 
соответственно, в клетках SKBR3 – в 17 и 25 раз соот-
ветственно, в клетках MDA-MB-231 – в 1,7 и 2,3 раза 
соответственно. Экспрессия гена BNIP3 в клетках 
MCF7 и SKBR3 при обработке 1 мкМ CBL возрастала 
более чем в 2 раза. При этом в клетках MDA-MB-231 
изменений экспрессии детектировано не было. В клет-
ках MCF7 и SKBR3 при действии 0,5 мкМ CBL экс-
прессия гена BCL2 снижалась более чем в 2 раза, при 
действии 1 мкМ CBL – более чем в 10 раз. В клетках 
MDA-MB-231 статистически значимого изменения 
экспрессии BCL2 не наблюдалось. CBL в концентра-
циях 0,5 и 1 мкМ вызывал повышение экспрессии 
BIRC3 в клетках MCF7 в 2,4 и 4 раза соответственно, 
в клетках SKBR3 – в 1,7 и 2,4 раза соответственно. Для 
MDA-MB-231 было выявлено дозозависимое повы-
шение экспрессии гена BIRC3 – в 1,3 и 4 раза соответ-
ственно.

Различные эффекты CBL также показаны для гена 
BIRC5. В клетках МСF7 его экспрессия снижалась бо-
лее чем в 2,5 раза при действии обеих концентраций 
CBL, в клетках SKBR3 она не менялась, а для MDA-
MB-231 продемонстрировано ее повышение более чем 
в 2 раза (при концентрации 1 мкМ). В клетках MCF7  
и SKBR3 экспрессия гена BIRC6 повышалась при дейст-
вии обеих концентраций CBL более чем в 1,5 раза, в клет-
ках MDA-MB-231 при действии 1 мкМ CBL – в 2,4 раза. 
Также детектировано повышение экспрессии гена XIAP 
более чем в 2 раза во всех клеточных линиях (в MCF7 – 
при действии обеих концентраций CBL, в SKBR3  
и MDA-MB-231 – при действии 1 мкМ CBL).

Влияние CBL на экспрессию генов репарации. Для 
исследования выбраны гены GADD45, XRCC1  
и XPC, ассоциированные с эксцизионной репарацией 
оснований и нуклеотидов, MLH1, MGMT и MSH2, уча-
ствующие в мисматч-репарации, BRCA1 и BRCA2, от-
вечающие за гомологичную рекомбинацию, а также 
ингибиторы контрольных точек клеточного цикла 
ATR и MDC1. При действии 0,5 и 1 мкМ экспрессия 
гена GADD45 сильно возрастала в клетках MCF7  
и SKBR3 – в 127 и 160 раз и в 98 и 265 раз соответст-
венно (рис. 5, в). В клетках MDA-MB-231 повышение 

экспрессии оказалось менее выражено: в 2,4 раза при 
обеих дозах CBL. Для клеток MCF7 и SKBR3 показа-
но, что при действии обеих концентраций CBL экс-
прессия гена XRCC1 возрастала более чем в 3,5 раза,  
а XPC – более чем в 13 раз. Для клеток MDA-MB-231 
продемонстрирован статистически значимый рост ко-
личества мРНК генов XRCC1 и XPC: в 1,5 раза при 
действии обеих концентраций CBL.

Конститутивный уровень экспрессии гена MSH2 
в клетках MCF7 и SKBR3 не детектировался. В клет-
ках MDA-MB-231 мы наблюдали 2-кратное увеличе-
ние экспрессии гена MSH2 при действии обеих доз 
CBL. Экспрессия гена MLH1 не менялась в клетках 
MCF7 и SKBR3 и незначительно увеличивалась  
в клетках MDA-MB-231 при действии обеих концен-
траций CBL. Экспрессия гена MGMT оставалась неиз-
менной после обработки всех клеточных линий. 
Действие CBL не вызывало статистически значимого 
изменения экспрессии BRCA1 в клетках MCF7  
и SKBR3, при этом в клетках MDA-MB-231 было за-
регистрировано ее повышение более чем в 1,6 раза при 
обеих концентрациях CBL. Экспрессия BRCA2 диф-
ференциально менялась при действии CBL в клетках 
РМЖ. В клетках MCF7 происходило снижение экс-
прессии в 1,4 раза при действии 0,5 мкМ, при этом 
CBL в концентрации 1 мкМ вызывал увеличение экс-
прессии в 1,5 раза.

В клетках SKBR3 при действии обеих доз CBL ко-
личество мРНК уменьшалось в 2 раза. Экспрессия 
гена BRCA2 в клетках MDA-MB-231 статистически 
значимо возрастала при обработке CBL – более чем  
в 1,4 раза. Конститутивная экспрессия гена ATR в ли-
ниях MCF7 и SKBR3 была недостаточна для детекции. 
В клетках MDA-MB-231 при действии 0,5 и 1 мкМ CBL 
экспрессия гена ATR возрастала более чем в 1,7 раза.  
В клетках MCF7 мы наблюдали увеличение экспрессии 
гена ATM более чем в 5 раз при действии обеих кон-
центраций CBL. В клетках SKBR3 она возрастала  
в 3 раза при действии 0,5 мкМ CBL. Для MDA-MB-231 
зарегистрировано повышение экспрессии АТМ  
в 1,3 раза при действии 0,5 мкМ CBL и в 2,5 раза при 
действии 1 мкМ CBL. Экспрессия гена MDC1 снижа-
лась более чем в 1,5 раза в клетках MCF7 (при концен-
трации CBL 1 мкМ) и SKBR3 (при обеих концентрациях 
CBL). В клетках MDA-MB-231, напротив, наблюдалось 
увеличение экспрессии этого гена в 1,5 и 2 раза при 
действии 0,5 и 1 мкМ CBL соответственно.

ОбСУжДЕНИЕ
В настоящее время широко исследуется противо-

опухолевое действие CBL. В качестве ингибитора 
FACT он способствует снижению роста и жизнеспособ-
ности опухолевых клеток [24–27], а его влияние на такие 
сигнальные пути, как NOTCH, Hedgehog, NF-kB, p53,  
и экспрессию c-MYC – преодолению резистентности  
или усилению действия противоопухолевых препаратов  
на моделях глиобластомы, медуллобластомы, мелко- 
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клеточного рака легкого, рака поджелудочной железы, 
B-клеточной неходжкинской лимфомы и серозной 
карциномы яичников [26, 28–33]. Показано, что CBL 
повышает эффективность лучевой терапии нейробла-
стомы in vivo [29]. 

В данном исследовании мы изучили механизмы 
молекулярного действия CBL на клетки РМЖ различ-
ных молекулярных подтипов. 

Ранее продемонстрированы цитотоксические эф-
фекты CBL на клетках ЗНО различных нозологий, 
таких как рак яичников, колоректальный рак, лейкоз, 
множественная миелома и др. [21, 25, 33]. В нашем 
исследовании мы определили IC

50
, IC

30
 и IC

10 
CBL для 

клеток РМЖ MCF7, MDA-MB-231 и SKBR3. Показа-
но, что CBL ингибирует жизнеспособность клеток 
РМЖ в микромолярном диапазоне концентраций. При 
24-часовом действии агента IC

50
 составили 14–25 мкМ, 

при 72-часовом – около 1 мкМ для всех клеточных ли-
ний. Чувствительность клеток РМЖ к CBL0137 была 
ранее исследована D. Fleyshman и соавт. в контексте 
цитотоксичности в ответ на ингибирование FACT [34]. 
Для клеток MCF7 и SKBR3 отмечалась более высокая 
токсичность CBL, чем для клеток MDA-MB-231, не-
смотря на сравнимый уровень экспрессии FACT.

На клетках гематологических ЗНО и РМЖ, а так-
же мышиных моделях медуллобластомы показано, что 
характерным влияниям CBL на клеточный цикл явля-
ется G2/M-арест с последующими апоптотическими 
изменениями [25, 35, 36]. Однако в отношении 
B-клеточной неходжкинской лимфомы сообщалось  
о дозозависимом увеличении количества клеток в фа-
зе S клеточного цикла, предположительно за счет вли-
яния на путь c-MYC/p53/p21 [26], что также являлось 
причиной активации апоптоза. Полученные нами дан-
ные на клетках MCF7, SKBR3 и MDA-MB-231 пока-
зывают, что CBL вызывает арест в фазе G2/M в клетках 
РМЖ, и согласуются с продемонстрированным про-
филем действия CBL на другие ЗНО [28, 35]. Кроме 
того, во всех клеточных линиях мы наблюдали значи-
тельное повышение доли клеток с поздними апопто-
тическими изменениями, а в клетках MDA-MB-231 
зарегистрировано увеличение числа клеток с ранним 
апоптозом. Вероятно, отсутствие значительного уве-
личения пика SubG1 при действии CBL связано с тем, 
что клетки РМЖ вступают в апоптоз не в фазе G1,  
а в фазе G2/M [37]. Это также может быть обусловлено 
тем, что CBL0137 активирует p53, который способ-
ствует транскрипции генов, благоприятствующих 
остановке G2/M (например, 14-3-3σ, Gadd45), что про-
воцирует апоптоз [38]. 

При изучении влияния СBL на экспрессию генов 
пролиферации мы отметили сходный профиль экс-
прессии генов для клеток MCF7 и SKBR3. 

Наблюдалось снижение экспрессии генов ранней 
фазы G1 CDK4 и СDK6. Ингибирование их экспрес-
сии, вероятно, происходит из-за продвижения по кле-
точному циклу, а также вследствие способности CBL 

подавлять с-MYC и повышать активность p53 [19, 29]. 
Экспрессия генов циклинов D1, D2 и E1 (CCND1, 
CCND2 и CCNE1), гена PCNA и активатора пролифе-
рации FOSL1, напротив, возрастала при обработке 
СBL. Такой эффект был показан впервые. На модели 
лейкозов и колоректального рака, в свою очередь, на-
блюдалось снижение экспрессии ряда генов из этой 
группы [21, 25]. Для полного понимания механизма 
полученного эффекта необходимо провести дополни-
тельные исследования. Однако сообщалось, что  
в клетках с амплификацией TONSL, таких как MCF7, 
чрезмерно представлены наборы генов, соответству-
ющие мишеням транскрипционного фактора E2F, 
среди которых могут быть гены циклинов [39]. Нако-
пление мРНК генов, кодирующих циклины, возмож-
но, связано с тем, что взаимодействие CBL и FACT 
предотвращает участие FACT в репликации и способ-
ствует повреждению ДНК во время фазы S. Это при-
водит к замедлению роста и клеточной гибели [40].

Анализ профиля экспрессии генов, ассоциирован-
ных с фазой G2/M, подтвердил результаты FACS. Мы 
наблюдали снижение экспрессии генов Ki-67, AURKA, 
AURKB, влияющих на успешное прохождение фазы 
G2/M. Ингибирование Ki-67 на уровне мРНК и белка 
при действии CBL показано для мышиных клеток ме-
дуллобластомы, а также на уровне белка в В-клеточной 
неходжкинской лимфоме [26, 36]. При обработке CBL 
клеток MDA-MB-231 мы наблюдали интегральное по-
вышение экспрессии генов пролиферации, не приво-
дящее к активному делению клеток. Возможно, такой 
эффект осуществлялся за счет повышения доступности 
хроматина при действии CBL [23, 41, 42].

Мы также оценили экспрессию генов, ассоцииро-
ванных с апоптозом. Ранее показан проапоптотический 
эффект CBL в отношении серозной карциномы яични-
ков, глиобластомы и гематологических ЗНО [25–27, 33]. 
В клетках MDA-MB-231 экспрессия большинства про- 
и антиапоптотических генов была равномерно повыше-
на, как и в случае с генами пролиферации.

В клетках MCF7 и SKBR3 экспрессия проапопто-
тических генов BAX, FAS и BNIP3 возрастала при 
действии CBL, что, вероятно, связано с активацией 
p53. Подобный эффект CBL для BAX на уровне белка 
продемонстрирован ранее на клетках гепатоцеллюляр-
ной карциномы, рака яичника и В-клеточной неход-
жкинской лимфомы [26, 33, 43].

В отношении антиапоптотических генов мы наблю-
дали различные эффекты. Значительное подавление 
экспрессии при действии CBL показано для антагони-
ста BAX – гена BCL2, что согласуется с вышеописанны-
ми результатами. Ингибирование экспрессии BCL2 при 
действии CBL ранее выявлено для ряда клеточных ли-
ний лейкозов [25]. Также в клетках MCF7 при действии 
CBL была понижена экспрессия одного из генов се-
мейства IAP – BIRC5, подавляемого p53, в то же время 
в клетках SKBR3 не отмечено изменения уровня его 
экспрессии. В литературе нет данных об уровне 
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экспрессии других членов данного семейства (BIRC3, 
BIRC6, XIAP) при действии CBL. Мы показали, что CBL 
повышает экспрессию данных генов в клетках РМЖ. 

Мы выявили способность CBL повреждать ДНК  
в клетках РМЖ. Результаты теста ДНК-комет показали 
значимое повышение момента хвоста при действии  
1 мкМ CBL во всех клеточных линиях и при действии 
0,5 мкМ в клетках MDA-MB-231. Несмотря на увеличе-
ние степени повреждения ДНК, индекс момента хвоста 
после обработки клеток CBL не превышал 2, в то время 
как при действии положительного контроля медианное 
значение момента хвоста составляло 40 и более. Ранее 
сообщалось, что CBL не вызывает повреждения ДНК  
в человеческих и мышиных клетках [42, 44], за исклю-
чением клеток глиобластомы [32]. Вероятно, недоста-
точность систем репарации в клетках РМЖ при обра-
ботке CBL приводит к вторичному накоплению 
повреждений ДНК. Также возможны другие механизмы, 
обусловленные изменением структуры хроматина или 
аберрантной экспрессией генов и белков.

Кураксин CBL активно участвует в модуляции раз-
личных видов репарации. Так, субъединица комплекса 
FACT–SSRP1 играет большую роль в восстановлении 
повреждений ДНК посредством ремоделирования хро-
матина и взаимодействия с белками PARP и XRCC1. 
Кроме того, SSRP1 влияет на гомологичную рекомби-
нацию (homologous recombination, HR) через взаимо-
действие с ключевым регуляторным белком HR RAD54 
[33]. В то же время ингибирование FACT с помощью 
CBL снижает ацетилирование белка APE1, эндодезок-
сирибонуклеазы, участвующей в эксцизионной репа-
рации оснований ДНК (base excision repair, BER), что 
блокирует его функцию [36].

Ранее было показано, что CBL подавляет HR  
в клетках серозной карциномы яичников [33], а в клет-
ках медуллобластомы препятствует эксцизионной репа-
рации нуклеотидов (nucleotide excision repair, NER) [36]. 
Также при действии CBL на клетки РМЖ выявлено 
изменение экспрессии пула генов, ассоциированных 
с HR [35].

Мы изучили влияние CBL на экспрессию генов, 
кодирующих белки репарации в клетках MCF7  
и SKBR3, и MDA-MB-231, однако в MDA-MB-231 
снова наблюдали интегральное повышение уровня 
экспрессии генов. Для MCF7 и SKBR3 показано сни-

жение экспрессии гена BRCA2, но не BRCA1, что  
в целом может свидетельствовать о подавлении HR 
аналогично действию CBL на другие ЗНО. Повыше-
ние экспрессии генов эксцизионной репарации осно-
ваний XRCC1 и XPC, вероятнее всего, ассоциировано 
с влиянием p53. Кроме того, мы наблюдали значитель-
ное повышение экспрессии p53-активируемого гена 
GADD45, ассоциированного с BER и NER, но также 
способного вызывать G2/M-арест через воздействие на 
CDC2/CCNB1 и ингибирование киназной активности 
Aurora-A [45, 46]. Однако экспрессия гена MDC1, акти-
ватора контрольных точек фаз S и G2/M, индуцируе-
мая повреждением ДНК, снижалась, что, возможно, 
объясняется подавлением с-MYC при действии CBL. 
Экспрессия ATM – другого гена-активатора контроль-
ных точек – напротив, возрастала, что говорит о по-
вреждении ДНК и возможном аресте клеточного ци-
кла как в фазе G1/S, так и в G2/M. В то же время CBL 
не влиял на экспрессию генов, ассоциированных  
с мисматч-репарацией, что было показано впервые. 
Стоит отметить, что в ряде работ сообщалось о влиянии 
CBL на клетки через изменение структуры хроматина, 
без непосредственного повреждения ДНК [41, 42, 44]. 
Вероятно, способность CBL инициировать разрывы 
ДНК и влиять на экспрессию генов репарации зависит 
от типа клеток.

зАКЛючЕНИЕ
В рамках представленного исследования показано 

противоопухолевое действие CBL на клетки РМЖ  
in vitro. Кураксин CBL оказывает цитотоксический 
эффект, вызывает повреждение ДНК, а также запуска-
ет G2/M-арест и апоптоз в клетках РМЖ. Влияние 
СBL на экспрессию генов, ассоциированных с ключе-
выми процессами опухолевого роста, различается. 
Интегральное повышение экспрессии генов при 
действии CBL на клетки MDA-MB-231 показано впер-
вые и является предметом для дальнейших исследова-
ний. Изучение влияния CBL на экспрессию генов  
в MCF7 и SKBR3 позволяет лучше понять, какие сиг-
нальные пути он задействует, что дает возможность 
оценивать его перспективность как для монотерапии, 
так и для комбинации с другими агентами в целях уси-
ления противоопухолевого эффекта или преодоления 
резистентности к терапии.
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Изменения экспрессии генов-регуляторов 
апоптоза как фактор развития 
химиорезистентности сарком мягких тканей

Т.И. Фетисов1, С.А. Хазанова1, П.А. Штомпель1, Е.С. Трапезникова1, А.А. Тарарыкова1, В.Ю. Зиновьева1,  
В.И. Маршалл1, А.А. Ловенгер1, И.С. Купаева1, Д.В. Рогожин1, А.Ю. Бохян1, Г.А. Белицкий1, М.Г. Якубовская1, 
К.И. Кирсанов1, 2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»; Россия, 117198 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 6

К о н т а к т ы : Тимур игоревич Фетисов TimkaTryam@yandex.ru

Введение. Активное использование высокотоксичной химиотерапии в лечении сарком мягких тканей определяет 
необходимость поиска критериев и маркеров хеморезистентности пациентов к проводимой терапии. 
Цель исследования – изучение взаимосвязи резистентности опухолевых клеток к химиотерапии и уровня экспрес-
сии белков-регуляторов апоптоза (PUMA, PMAIP-1, PIDD-1, AIFM-2, Bax, GADD45a) в первичных культурах сарком 
мягких тканей.
Материалы и методы. Для получения первичных культур сарком мягких тканей использовалось ферментативное 
выделение, для определения клеточной гибели – резазуриновый тест. Экспрессия генов оценена с помощью поли-
меразной цепной реакции в реальном времени, количество белка – методом иммуноблоттинга.
Результаты. получены 73 первичные культуры сарком мягких тканей, для которых с помощью резазуринового теста 
на цитотоксичность определена хемочувствительность к доксорубицину, ифосфамиду, доцетакселу, гемцитабину, 
пазопанибу и их комбинациям. Обнаружены положительные связи экспрессии гена AIFM-2 с резистентностью  
к пазопанибу, доксорубицину и его комбинации с ифосфамидом в липосаркомах, синовиальных и недифференци-
рованных плеоморфных саркомах. кроме того, выявлена ассоциация экспрессии генов Bax, PUMA, PMAIP-1, GADD45a 
и PIDD-1 с резистентностью к исследуемым препаратам в различных нозологических подгруппах сарком. Результаты 
исследования количества белка показали, что недифференцированные плеоморфные и синовиальные саркомы  
с низким содержанием GADD45a наиболее резистентны к исследуемым препаратам. липосаркомы с высокой экспрес-
сией Bax чувствительнее к доцетакселу и гемцитабину, в то время как синовиальные саркомы с высокой экспрес-
сией Bax – к доксорубицину и ифосфамиду, но не к доцетакселу и гемцитабину. 
Заключение. полученные данные свидетельствуют о взаимосвязи активности исследуемых генов-регуляторов 
апоптоза и резистентности к препаратам, применяемым в терапии сарком мягких тканей.

Ключевые слова: саркома мягких тканей, химиотерапия, апоптоз, хеморезистентность, прогноз индивидуальной 
чувствительности и развития лекарственной резистентности
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Changes in the expression of genes that regulate apoptosis as a factor in the development  
of chemoresistance in soft tissue sarcoma
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C o n t a c t s : Timur Igorevich Fetisov TimkaTryam@yandex.ru

Introduction. The active use of highly toxic chemotherapy in the treatment of soft tissue sarcomas determines the need 
to search for criteria and markers of chemoresistance of patients to the therapy.
Aim. To study the connection between tumor cell resistance to chemotherapy and expression levels  
of apoptosis-regulating proteins (PUMA, PMAIP-1, PIDD-1, AIFM-2, Bax, GADD45a) in primary cultures of soft tissue 
sarcomas.
Materials and methods. Primary cultures of soft tissue sarcomas were obtained using enzymatic digestion, cell death 
was evaluated using resazurine assay. Gene expression was measured using real-time polymerase chain reaction, protein 
levels using immunoblotting assay.
Results. 73 primary cultures of soft tissue sarcomas were obtained, for which chemosensitivity to doxorubicin, ifosfamide, 
docetaxel, gemcitabine, pazopanib and their combinations was determined using a resazurin cytotoxicity test. 
Associations of AIFM-2 gene expression with resistance to pazopanib, doxorubicin and its combination with ifosfamide 
were found in liposarcoma, synovial and undifferentiated pleomorphic sarcomas. In addition, associations between  
the expression of the Bax, PUMA, PMAIP-1, GADD45a and PIDD-1 genes and resistance to the studied drugs in various 
nosological subgroups of sarcomas were identified. When studying the amount of protein, it was revealed that 
undifferentiated pleomorphic and synovial sarcomas with a low content of GADD45a are more resistant to the studied 
drugs. Liposarcomas with high Bax expression are more resistant to docetaxel and gemcitabine, while synovial sarcomas 
with high Bax expression are more sensitive to doxorubicin and ifosfamide.
Conclusion. The data obtained indicate a relationship between the activity of the studied genes-regulators of apoptosis 
and resistance to drugs used in the treatment of soft tissue sarcomas.

Keywords: soft tissue sarcoma, chemotherapy, apoptosis, chemoresistance, prognosis of individual sensitivity  
and development of drug resistance
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ВВЕДЕНИЕ
Саркомы мягких тканей (СМТ) – гетерогенная 

группа злокачественных новообразований. По часто-
те возникновения данная патология занимает 5-е ме-
сто среди всех онкологических заболеваний [1]. Эта 
группа опухолей включает более 70 гистологических 
подтипов, развивающихся из клеток-предшественниц 
жировой, мышечной и мезенхимальной тканей [2]. 
Широкое иссечение опухоли является основным ме-
тодом лечения СМТ, однако опухоли высокой степени 
злокачественности требуют многокомпонентной те-
рапии, которая включает хирургическое вмешатель-
ство, лучевую и химиотерапию (ХТ) [3].

Несмотря на значительное расширение спектра 
химиотерапевтических/таргетных препаратов, приме-
няемых в онкологической практике в последние годы, 
ХТ СМТ не претерпела особых изменений и в основ-
ном включает классические химиопрепараты, исполь-
зующиеся чаще всего при высокозлокачественных 
опухолях [3]. Развитие резистентности к этим лекар-
ственным средствам является основной причиной 
неэффективности лечения и быстрого рецидивирова-
ния СМТ.

В настоящее время выделен ряд механизмов, спо-
собствующих развитию лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток к химиотерапевтическим препара-
там, включая нарушение метаболизма лекарственных 
средств, изменение свойств цитоплазматической мем-
браны, активацию выброса лекарственного средства 

из клетки, дерегуляцию процессов репарации ДНК, 
приобретение опухолевыми клетками свойств стволо-
вых клеток и ингибирование путей гибели [4]. Дерегу-
ляция путей апоптоза является одной из ключевых 
характеристик опухолевых клеток [5], а снижение его 
активности тесно связано с возникновением рези-
стентности [3]. Ранее для СМТ была продемонстри-
рована связь наличия мутаций в p53-зависимом пути 
активации апоптоза с развитием резистентности к ХТ 
[6]. Однако СМТ не относятся к опухолям с высокой 
мутационной нагрузкой, частота встречаемости мута-
ций в p53-зависимом пути активации апоптоза отно-
сительно низкая [6, 7]. Тем не менее для этих новообра-
зований характерны значительные эпигенетические 
перестройки, приводящие к изменению активности 
генов, вовлеченных в канцерогенез, и развитие рези-
стентности к ХТ. 

Данное исследование сфокусировано на оценке 
экспрессии ряда генов p53-зависимого пути активации 
апоптоза (PUMA, PMAIP-1, PIDD-1, Bax, AIFM-2,  
GADD45a) в клетках СМТ с различным уровнем рези-
стентности. Белки, кодируемые генами Bax, PUMA, 
PMAIP-1 и GADD45a, являются положительными ре-
гуляторами митохондриального пути апоптоза [8], 
белок, кодируемый геном PIDD-1, взаимодействует  
с каспазой 2, что приводит к активации апоптоза [9], 
белок, кодируемый геном AIFM-2, осуществляет Bax-
независимую активацию апоптоза [10]. Ранее была 
продемонстрирована связь активности этих генов  
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с развитием резистентности к ХТ при различных фор-
мах опухолей [11–13]. Для некоторых из них выявлено 
изменение экспрессии при СМТ [14, 15].

Цель исследования – изучение взаимосвязи уровня 
резистентности опухолевых клеток к химиопрепаратам 
и уровней экспрессии генов p53-зависимой активации 
апоптоза ((PUMA, PMAIP-1, PIDD-1, Bax, AIFM-2, 
GADD45a) в переживающих культурах СМТ.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Опухолевые образцы. Все процедуры проводились 

в соответствии с Международным кодексом медицин-
ской этики Всемирной медицинской ассоциации 
(World Medical Association). С ноября 2022 г. по март 
2024 г. из хирургического отделения Национального 
медицинского исследовательского центра онкологии 
им. Н.Н. Блохина получено 73 образца СМТ. В иссле-
дование вошли образцы СМТ, подтвержденные гисто-
логически.

Применяемые препараты. В исследовании исполь-
зовали доксорубицин (Докс) (РОНЦ, Россия), доце-
таксел (Доц) (ООО «Натива», Россия) и гемцитабин 
(Гем) (Biocad, Россия). Поскольку ифосфамид (Ифо) 
является пролекарством и требует активации в печени 
in vivo, был использован его активный метаболит – 
4-гидро перокси-ифосфамид (4-OH-Ифо) (Niomech, 
Гер мания).

Измерение хемочувствительности. Тест на опреде-
ление хемочувствительности проводили непосред-
ственно после получения опухолевого образца. Образцы 
забирали во время операции и с помощью скальпеля 
разделяли на фрагменты (1 мм3), которые затем диссо-
циировали путем инкубации в 5–10 мл стерильной 
смеси коллагеназ в течение 2–3 ч при 37 °С на шейкере 
для приготовления суспензии одиночных клеток. По-
сле доведения клеточной суспензии до концентрации 
1–2 × 105 клеток/мл в каждую лунку 96-луночного ми-
кропланшета добавляли по 100 мкл суспензии клеток. 
Отдельные агенты протестированы при 6 различных 
стандартных концентрациях лекарственных средств,  
в частности, в 6,25; 12,5; 25; 50; 100 и 200 % пиковой кон-
центрации лекарственного средства в плазме, как было 
предложено P.E. Andreotti и соавт. [16] (табл. 1).

Планшеты инкубировали в течение 6 дней при стан-
дартных условиях (температура – 37 °C, влажность – 
95 %, концентрация CO

2 
– 5 %). Жизнеспособность 

клеток измеряли с помощью анализа на основе резазу-
рина, как описано ранее [17]. Результаты теста интер-
претировали с использованием индекса резистентности 
(ИР), рассчитываемого по формуле: ИР = 600 – сумма % 
ингибирования при 200, 100, 50, 25, 12,5 и 6,25 % стан-
дартных концентрациях лекарственных средств [16]. 

Выделение РНК и полимеразная цепная реакция  
с обратной транскрипцией. Тотальную РНК выделяли  
с помощью реагента ExtractRNA («Евроген», Россия) 
согласно протоколу производителя. Для синтеза ком-
плементарной ДНК использовали набор реагентов для 

обратной транскрипции MMLV RT kit («Евроген», 
Россия). Полимеразную цепную реакцию в реальном 
времени проводили с помощью интеркалирующего 
флуоресцентного агента SYBR Green I («Евроген», Рос-
сия) и ДНК-полимеразы Taq («Евроген», Россия) на 
приборе CFX Connect Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad, США). Программа амплификации: 95 °C,  
3 мин (95 °C – 10 с, 60 °C – 10 с, 72 °C – 30 с) – 39 циклов, 
кривая плавления – 65–95 °C. Последовательности 
праймеров выбраны в PrimerBank. Результаты норма-
лизовали по уровню экспрессии гена домашнего хо-
зяйства RPLP0. Использованные пары праймеров 
представлены в табл. 2.

Вестерн-блоттинг. Выделение общей фракции бел-
ка проводили лизис-буфером RIPA, инкубировали  
40 мин с постоянным перемешиванием при 4 °С, затем 
центрифугировали (5 мин, 1500 об/мин, 20 °С). Вер-
тикальный электрофорез проводили в 10 % полиакрил-
амидном геле, для разделения использовали трис-гли-
циновый буфер с добавлением додецилсульфата 
натрия (1 %). Форез выполняли в течение 30 мин  
при комнатной температуре и напряжении 60 В, затем 
20 мин при 80 В, после чего напряжение увеличивали 
до 100 В – до тех пор, пока 3 нижних маркерных белка 
не разошлись на 5 мм друг от друга.

Перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану 
(0,22 мкм, Bio-Rad, США) выполняли при 100 В в те-
чение 1 ч во льду – в трис-глициновом растворе. Конт-
роль переноса осуществляли с помощью раствора 

Таблица 1. Испытываемые препараты и их 100 % стандарт-
ные концентрации, использованные в тестах in vitro

Table 1. Studied pharmaceuticals and their 100 % standard concentrations 
using in in vitro assays

Препарат/комбинация 
Pharmaceutical/combination

100 % стандартная 
концентрация, 

мг/мл 
100 % standard 

concentration, mg/mL

Доксорубицин 
Doxorubicin

3,0

Ифосфамид (4-hydroxy-ifosfamide) 
Ifosfamide (4-hydroxy-ifosfamide)

3,0

Доксорубицин + ифосфамид 
Doxorubicin + ifosfamide

3,0 + 3,0

Доцетаксел 
Docetaxel

11,3

Гемцитабин 
Gemcitabine

25,0

Доцетаксел + гемцитабин 
Docetaxel + gemcitabine

11,3 + 25,0

Пазопаниб 
Pazopanib

3,2
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красителя Ponceau. Мембраны блокировали в растворе 
обезжиренного сухого молока в течение 1 ч при комнат-
ной температуре, после чего проводили гибридизацию 
первичными антителами ABclonal PUMA, PMAIP-1, 
PIDD-1, BAX, AIFM-2, GADD45a и контрольными ан-
тителами к актину в течение 16 ч при 4 °С.

Нормирование результатов выполняли с помощью 
иммуноблоттинга с антителами к β-актину. Для детек-
ции белков использовали проявляющий реагент 
Clarity™ Western ECL Substrate и систему цифровой об-
работки изображений ImageQuant LAS 500. Денсито-
метрический анализ проводили в программе ImageJ 
Fiji (National Institutes of Health, США).

Статистический анализ. Анализ различий между 
группами проведен с помощью расчета U-критерия 
Манна–Уитни. Для количественной оценки степени 
корреляции между параметрами рассчитан коэффици-
ент корреляции Спирмена. Для анализа групп с различ-
ными типами гистологии использовали критерий Кра-
скела–Уоллиса. Все расчеты проведены в GraphPad 
Prism 6.0 (США). Различия считались статистически 
значимыми при p <0,05 (двусторонний критерий).

РЕзУЛьТАТы
Характеристика пациентов, вошедших в исследование. 

Получены 73 образца от пациентов с СМТ. Средний воз-
раст больных составил 52 года (диапазон 19–87 лет).  
В выборке незначительно превалировали пациенты 
женского пола (43 (59 %) случая). У 39 (53 %) больных 
диагноз установлен впервые. Наиболее частой лока-
лизацией СМТ были конечности (49 (66 %) случаев). 
В основном встречались опухоли нижних конечностей  
(30 (61 %) случаев). Наиболее распространенными  

в нашей выборке оказались липосаркомы (ЛПС)  
(13 (18 %) случаев), чаще всего дедифференцирован-
ного типа (6 (46 %) случаев). Превалировали СМТ G

3
 

(55 (75 %) случаев).
Характеристика пациентов, включенных в иссле-

дование, представлена в табл. 3.
Для каждого выделенного образца проведен ана-

лиз химиорезистентности к Докс, Ифо, Гем, Доц и их 
комбинациям, а также к пазопанибу (Пазо). Получен-
ные опухолевые культуры были более устойчивы  
к Ифо, Гем и Пазо. Комбинации Докс + Ифо и Доц + Гем 
оказались эффективнее препаратов, используемых в мо-
норежиме. При этом не наблюдалось статистически 
значимой разницы между резистентностью клеток  
к каждой из комбинаций. Резистентны к обеим ком-
бинациям оказались 36 % протестированных культур,  
в то время как 23 % были чувствительны к ним. Полу-
ченные в тесте ИР

Докс
 и ИР

Ифо
 положительно коррелиро-

вали между собой и сильно коррелировали с ИРДоц + Ифо
 

(r = 0,31; r = 0,86 и r = 0,52 соответственно; p <0,001). 
ИР

Доц
 и ИР

Гем 
не коррелировали друг с другом и умерн-

но коррелировали с ИР
Доц + Гем 

(r = 0,78 и r = 0,47 соответ-
ственно; p <0,0001). Кроме того, ИР

Доц + Гем 
и ИРДокс + Ифо 

положительно коррелировали друг с другом (r = 0,39;  
p <0,001), а ИР

Пазо
 – с ИР

Ифо
, ИР

Докс + Ифо 
и ИР

Гем
 (r = 0,53; 

r = 0,25 и r = 0,32 соответственно; p <0,01). 
Анализ экспрессии генов, p53-зависимой активации 

апоптоза в исследуемой группе сарком мягких тканей.  
В образцах СМТ выявлена наиболее высокая экспрессия 
генов PUMA, Bax и GADD45a (рис. 1). Результаты иссле-
дования взаимосвязи экспрессии генов p53-зависимой 
активации апоптоза (PUMA, PMAIP-1, PIDD-1, Bax, 
AIFM-2, GADD45a) в 62 переживающих культурах СМТ 

Таблица 2. Использованные пары праймеров

Table 2. Primer pairs used

Ген 
Gene

Последовательность праймера 
Primer sequence

GADD45 hGADD45_F: GAGAGCAGAAGACCGAAAGGA
hGADD45_R: CACAACACCACGTTATCGGG

BAX hBAX_F: TCATGGGCTGGACATTGGAC
hBAX_R: GCGTCCCAAAGTAGGAGAGG

PUMA hPUMA_F: GACGACCTCAACGCACAGTA
hPUMA_R: TAATTGGGCTCCATCTCGGG

PMAIP-1 hPMAIP1_F: CCAGCCGCCCAGTCTAATCA
hPMAIP1_R: GTGCCCTTGGAAACGGAAGA

PIDD-1 hPIDD-1_F: CCATCCCTGCCAATATCCCG
hPIDD-1_R : CGTCCGAATCCTCTGAAGCA

AIFM-2 hAIFM2_F: AGACAGGGTTCGCCAAAAAGA
 hAIFM2_R: CAGGTCTATCCCCACTACTAGC

RPLP0 RPLP0_F: CCTTCTCCTTTGGGCTGGTCATCCA 
RPLP0_R: CAGACACTGGCAACATTGCGGACAC
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продемонстрировали, что уровни экспрессии генов 
PUMA, PIDD-1, Baх, PIDD-1, AIFM-2 и PMAIP-1 поло-
жительно коррелируют друг с другом (табл. 4). 

Далее проведен анализ уровней экспрессии РНК 
апоптоз-ассоциированных генов в различных гисто-
логических типах СМТ: ЛПС, синовиальных саркомах 
(СС), миксофибросаркомах (МФС), недифференци-
рованных плеоморфных саркомах (НПС) и лейомио-
саркомах (ЛМС). Статистически значимой разницы  
в экспрессии исследуемых генов между различными 
гистологическими типами СМТ выявлено не было, 
однако на уровне тенденции ЛМС характеризовались 
более высоким уровнем экспрессии исследуемых ге-
нов, а СС – более низким (рис. 2).

Далее проведен корреляционный анализ связи меж-
ду уровнями экспрессии генов активации апоптоза и ИР, 
полученными при тестировании in vitro. Для всех СМТ 
выявлена положительная корреляция средней силы уров-
ня экспрессии гена PIDD-1 с ИР

Пазо 
(r = 0,35; p = 0,009),  

а также слабая положительная корреляция между уров-
нями экспрессии Bax и ИР

Доц 
(r = 0,32; p = 0,043). 

В ходе анализа корреляционных связей между экс-
прессией генов и ИР к препаратам в различных под-
группах СМТ получены следующие результаты.

Липосаркомы (12 образцов) . Выявлена сильная кор-
реляция уровня экспрессии PMAIP-1 с ИР

Ифо
 (r = –0,66; 

p = 0,044), а в образцах ЛПС G
2
 и G

3
 (n = 8) продемон-

стрирована сильная положительная корреляция меж-
ду уровнем экспрессии AIFM-2 и ИР

Докс + Ифо 
(r = 0,68;  

p = 0,044), а также между уровнями экспрессии генов 
AIFM-2, GADD45a и ИР

Пазо
 (r = 0,76 и r = 0,79 соответ-

ственно; p = 0,04 и p = 0,02 соответственно).
Синовиальные саркомы (8 образцов) . Установлена 

сильная положительная корреляция между уровнями 
экспрессии генов AIFM-2 и PIDD-1 и ИР

Пазо
 (r = 0,91 

и r = 0,73 соответственно; p = 0,005 и p = 0,04 соответ-
ственно).

Миксофибросаркомы (10 образцов) . Уровень экс-
прессии гена Bax коррелировал с ИР

Докс
 и ИР

Доц
 (r = 0,68  

и r = 0,7 соответственно; p = 0,05 и p = 0,043 соответ-
ственно), уровень экспрессии GADD45a – с ИР

Гем
  

(r = –0,88; p = 0,003), а уровень экспрессии PIDD-1 –  
с ИР

Доц
 и ИР

Доц + Гем 
(r = 0,85 и r = 0,78 соответственно; 

p = 0,006 и p = 0,017 соответственно).
Недифференцированные плеоморфные саркомы  

(8 образцов) . Выявлена сильная положительная корре-
ляция между уровнем экспрессии гена PUMA и ИР

Доц
  

и ИР
Доц + Гем 

(r = 0,83 и r = 0,71 соответственно; p = 0,015 
и p = 0,048 соответственно), а также между уровнем экс-
прессии PIDD-1 и ИР

Доц+Гем 
и ИР

Ифо 
(r = 0,58 и r = 0,79 

соответственно; p = 0,015 и p = 0,028 соответственно). 
Уровень экспрессии гена AIFM-2 отрицательно кор-
релировал с ИР

Докс
 (r = –0,81; p = 0,022), а уровень экс-

прессии Bax положительно коррелировал с ИР
Доц

  
(r = 0,73; p = 0,045) (табл. 5).

В подгруппах ЛМС и других СМТ статистически 
значимых корреляций выявлено не было.

Таблица 3. Характеристика пациентов, включенных в иссле-
дование

Table 3. Characteristics of the patients included in the study

Показатель 
Parameter

Абс. (%) 
Abs. (%)

Пол: 
Sex:

женский 
female
мужской 
male

 

43 (59)

30 (41)

Возраст, лет: 
Age, years:

<40 
>40

 

17 (23)
56 (77 )

Степень злокачественности: 
Malignancy grade:

G
1–2 

G
3 

 

18 (25)
55 (75)

Локализация опухоли: 
Tumor location:

конечности 
limbs
туловище 
trunk
забрюшинное пространство 
retroperitoneal space
другие органы 
other organs

 

49 (66)

14 (19)

9 (12)

2 (3)

Вид опухоли: 
Tumor type:

впервые выявленная 
primary
рецидив 
recurrent

 

39 (53)

34 (47)

Химиотерапия: 
Chemotherapy:

не проводилась 
was performed
проводилась 
was not performed

 

43 (58)

30 (42)

Гистологический тип опухоли: 
Histological type of the tumor:

липосаркома 
liposarcoma
синовиальная саркома 
synovial sarcoma
миксофибросаркома 
myxofibrosarcoma
лейомиосаркома 
leiomyosarcoma
недифференцированная 
плеоморфная саркома 
undifferentiated pleiomorphic sarcoma
другой 
other

 

13 (18)

12 (16)

12 (16)

10 (14)

8 (11)

18 (25)
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Анализ уровней белков генов p53-зависимой актива-
ции апоптоза в исследуемой группе сарком мягких тканей. 
На следующем этапе проведен анализ количества бел-
кового продукта генов p53-зависимой активации апоп-
тоза (PUMA, PMAIP-1, PIDD-1, Bax, AIFM-2, GADD45a) 
в 60 переживающих культурах СМТ. Выявлено, что  
в общей группе СМТ уровень матричной РНК (мРНК) 
гена PUMA отрицательно коррелировал с уровнем экс-
прессии этого гена на уровне белка (r = –0,35; p = 0,02). 
Установлена отрицательная корреляция между уровня-
ми белков Bax и AIFM-2 (r = –0,27; p = 0,04) и положи-
тельная – между количеством GADD45a и PMAIP-1, 
PUMA (r = 0,31 и r = 0,26 соответственно; p = 0,015  
и p = 0,044 соответственно) (табл. 6). Наиболее высо-
кая экспрессия продемонстрирована для белков Bax, 
AIFM-2 и PIDD-1. Статистически значимых различий 
между уровнями экспрессии белков в образцах  

Таблица 4. Взаимосвязь экспрессии генов p53-зависимой активации апоптоза (коэффициент корреляции), выделены значимые 
корреляции

Table 4. Correlations between expression levels of p53-dependent apoptosis activation genes (correlation coefficient), significant correlations are highlighted

PUMA Bax PIDD-1 GADD45a AIFM-2 PMAIP-1

PUMA 0,91 0,41 0,35 –0,05 0,15

Bax <0,0001 0,31 0,44 –0,05 0,11

PIDD-1 <0,001 <0,05 –0,13 0,28 0,37

GADD45a <0,01 <0,0005 0,33 0,17 –0,15

AIFM-2 0,68 0,68 <0,05 0,19 0,19

PMAIP-1 0,26 0,39 <0,005 0,26 0,15

Примечание . Жирным шрифтом выделены значимые корреляции. 
Note . Significant correlations are shown in bold.

Рис. 1. Экспрессия исследуемых генов в саркомах мягких тканей.  
****p <0,0001; ns – нет статистически значимой разницы
Fig. 1. Expression of the studied genes in soft tissue sarcomas. ****p <0.0001; 
ns – difference is not significant
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Рис. 2. Уровень экспрессии исследуемых генов в разных гистологических типах сарком мягких тканей. НПС – недифференцированные плеоморф-
ные саркомы; МФС – миксофибросаркомы; СС – синовиальные саркомы; ЛМС – лейомиосаркомы; ЛПС – липосаркомы
Fig. 2. Expression levels of the studied genes in various histological types of soft tissue sarcomas. UPS – undifferentiated pleiomorphic sarcomas; MFS – 
myxofibrosarcomas; SS – synovial sarcomas; LMS – leiomyosarcomas; LPS – liposarcomas
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Таблица 5. Связь экспрессии исследуемых генов с индексом резистентности химиопрепаратов (r/p)

Table 5. Correlation between expression of the studied genes and chemotherapy drug resistance index (r/p)

Препарат 
Drug

PUMA Bax PIDD-1 GADD45a AIFM-2 PMAIP-1

Липосаркомы (общая группа) 
Liposarcomas (general group)

Докс 
Dox

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Ифо 
Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– 0,04/–0,66

Докс + Ифо 
Dox + Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц 
Doc

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Гем 
Gem

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц и Гем –/– –/– –/– –/– –/– –/–

Пазо 
Pazo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Липосаркомы G2–3 
Liposarcomas G2–3

Докс 
Dox

–/– –/– –/– 0,06/0,69 –/– –/–

Ифо 
Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Докс + Ифо 
Dox + Ifo

–/– –/– –/– –/– 0,04/0,68 –/–

Доц 
Doc

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Гем 
Gem

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц + Гем 
Doc +Gem

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Пазо 
Pazo

–/– –/– –/– 0,03/0,76 0,02/0,79 –/–

Синовиальные саркомы 
Synovial sarcomas

Докс 
Dox

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Ифо 
Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Докс + Ифо 
Dox + Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц 
Doc

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Гем 
Gem

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц + Гем 
Doc + Gem

–/– –/– –/– –/– –/– –/–
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Препарат 
Drug

PUMA Bax PIDD-1 GADD45a AIFM-2 PMAIP-1

Пазо 
Pazo

–/– –/– 0,04/0,73 –/– 0,005/0,9 –/–

Миксофибросаркомы 
Myxofibrosarcoma

Докс 
Dox

0,06 /0,6 0,05 /0,68 –/– –/– –/– –/–

Ифо 
Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Докс + Ифо 
Dox+ Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц 
Doc

–/– 0,04/0,7 0,006/0,7 –/– –/– –/–

Гем 
Gem

–/– –/– –/– 0,003/–0,88 –/– –/–

Доц + Гем 
Doc +Gem

–/– –/– 0,017/0,78 –/– –/– –/–

Пазо 
Pazo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Недифференцированные плеоморфные саркомы 
Undifferentiated pleiomorphic sarcomas

Докс 
Dox

–/– –/– –/– –/– 0,02/–0,8 –/–

Ифо 
Ifo

–/– –/– 0,027/0,78 –/– –/– –/–

Докс + Ифо 
Dox + Ifo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц 
Doc

0,015/0,83 0,045/0,73 –/– –/– –/– –/–

Гем 
Gem

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Доц + Гем 
Doc + Gem

0,048/0,71 –/– 0,015/0,83 –/– –/– –/–

Пазо 
Pazo

–/– –/– –/– –/– –/– –/–

Примечание . Докс – доксорубицин; Доц – доцетаксел; Гем – гемцитабин; Ифо – ифосфамид; Пазо – пазопаниб. 
Note . Dox – doxorubicin; Doc – docetaxel; Gem – gemcitabine; Ifo – ifosfamide; Pazo – pazopanib.

Окончание табл. 5

End of table 5

с различными гистологическими типами СМТ не на-
блюдалось (рис. 3).

При анализе корреляций между уровнями экс-
прессии белков и ИР, полученными in vitro, для всех 
СМТ выявлена положительная корреляция средней 
силы между уровнем экспрессии Bax и PUMA и ИР

Гем 

(r = 0,3 и r = 0,41 соответственно; p = 0,027 и p = 0,002 
соответственно). Кроме того, количество белка PUMA 
коррелировало с ИР

Пазо
 (r = 0,24; p = 0,043). В ходе 

анализа корреляций между уровнями экспрессии бел-
ков и ИР в различных гистологических типах СМТ 
получены следующие результаты.

Липосаркомы . Образцы с высокой экспрессией 
белка Bax обладали большей резистентностью к Гем  
и Доц + Гем.

Синовиальные саркомы . Образцы с высокой экс-
прессией белка GADD45a оказались менее резистент-
ны к Докс и Докс + Ифо по сравнению с образцами,  
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Таблица 6. Взаимосвязь уровней экспрессии исследуемых белков в образцах сарком мягких тканей (коэффициент корреляции)

Table 6. Correlations between expression levels of the studied genes in soft tissue sarcoma samples (correlation coefficient)

Bax AIFM-2 GADD45a PIDD-1 PMAIP-1 PUMA

Bax –0,26 –0,17 0,22 0,03 0,08

AIFM-2 0,04 –0,05 0,03 –0,13 0,03

GADD45a 0,2 0,68 –0,02 0,31 0,26

PIDD-1 0,09 0,83 0,89 0,11 0,21

PMAIP-1 0,83 0,31 0,01 0,44 0,05

PUMA 0,53 0,79 0,04 0,09 0,72

Примечание . Жирным шрифтом выделены значимые корреляции. 
Note . Significant correlations are shown in bold.

Рис. 3. Уровень экспрессии белков p53-зависимой активации апоптоза в саркомах мягких тканей: а – количество белкового продукта исследу-
емых генов в саркомах мягких тканей (СМТ); б – количество белка генов в разных гистологических типах СМТ; в – анализ уровня экспрессии 
белков методом вестерн-блоттинга в некоторых образцах СМТ. НПС – недифференцированные плеоморфные саркомы; МФС – миксофибросар-
комы; СС – синовиальные саркомы; ЛМС – лейомиосаркомы; ЛПС – липосаркомы. ***p <0,001; ns – нет статистически значимой разницы
Fig. 3. Expression levels of p53-dependent apoptosis activation genes in soft tissue sarcomas: а – amount of protein products of the studied genes in soft tissue 
sarcomas (STS); б – amount of proteins of the genes in various STS histological types; в – western blot analysis of protein expression level in some STS samples. 
UPS – undifferentiated pleiomorphic sarcomas; MFS – myxofibrosarcomas; SS – synovial sarcomas; LMS – leiomyosarcomas; LPS – liposarcomas  
***p <0.001; ns – difference not significant
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в которых белок не детектировался; образцы с высо-
кой экспрессией белка Bax были более чувствительны 
к Докс и Докс + Ифо, а образцы с экспрессией 
AIFM-2 – менее резистентны к Доц и Доц + Гем.

Недифференцированные плеоморфные саркомы .  
В ходе сравнения образцов с дифференциальной 

экспрессией белка GADD45a установлено, что образ-
цы с высокой экспрессией белка GADD45a были ме-
нее резистентны к Докс и Докс + Ифо, а также  
к Доц + Гем (рис. 4).

В других подгруппах СМТ в рамках этого исследо-
вания корреляционных связей выявлено не было.
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ОбСУжДЕНИЕ
Химиотерапия является одним из основных мето-

дов лечения СМТ высокой степени злокачественно-
сти. Она применяется совместно с основным методом 
лечения – хирургическим – и значительно снижает 
риски развития локальных рецидивов [18]. Однако 
данный метод имеет ряд существенных ограничений, 
одним из которых является резистентность опухоли  
к терапии. В развитие резистентности опухолевых кле-
ток к ХТ вовлечено множество механизмов, из кото-
рых наиболее изучены рефлюкс лекарственных 
средств, ответ на повреждение ДНК и изменение  
в активности ферментов семейства CYP450 [4]. Резуль-
таты более раннего нашего исследования продемонстри-
ровали, что экспрессия белков семейства ABC-транс-
портеров не играет ключевую роль в возникновении 
резистентности СМТ к ХТ, в то же время обнаружена 
связь между наличием мутаций в генах, вовлеченных 
в p53-зависимую активацию апоптоза, и резистентно-
стью к Докс [6, 19]. Поскольку основным действием 
ХТ является индукция повреждений ДНК с последу-
ющей гибелью клеток, изучение активности апоптоза 
и его регуляторов будет способствовать развитию ме-
тодов прогнозирования ответа на ХТ, а также поиску 

новых мишеней для таргетных препаратов. В этом 
исследовании проанализирована экспрессия генов-
регуляторов р53-зависимого апоптоза. 

В ходе исследования уровней мРНК генов выяв-
лено, что в образцах СМТ чаще всего встречались гены 
PUMA, Bax и GADD45a, в то время как среди белковых 
продуктов более высокая экспрессия была характерна 
для Bax, AIFM-2 и PIDD-1. Таким образом, в СМТ Bax 
высоко экспрессирован на уровне как мРНК, так  
и белка. Данный белок является ключевым регулято-
ром митохондриального пути апоптоза и непосред-
ственно взаимодействует с антиапоптотическим белком 
Bcl-2 [8]. Наши данные отчасти согласуются с результа-
тами работ других научных групп. Ранее установлено, что 
в саркомах наблюдается высокая экспрессия анти-
апоптотических белков Bcl-2, Bcl-xL и Bcl-w [20]. Ре-
зультаты еще одного исследовании продемонстрирова-
ли высокое содержание белков Bax и Bcl-2 в СМТ [21]. 
В более ранних работах не изучалась экспрессия вы-
шеуказанных генов в НПС, которые стали рассматри-
ваться в классификации СМТ как отдельная группа 
только с 2020 г. [2]. Также наша выборка содержала 
большее количество образцов НПС, чем в раннем ис-
следовании. В связи с этим удалось установить, что  

Рис. 4. Связь количества белка с индексом резистентности (ИР) химиопрепаратов: а – в липосаркомах; б – в недифференцированных плеоморф-
ных саркомах; в – в синовиальных саркомах
Fig. 4. Correlation between the amount of protein and resistance index (RI) of chemotherapy drugs: а – in liposarcomas; б – in undifferentiated pleiomorphic 
sarcomas; в – in synovial sarcomas
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в некоторых образцах ген Bax не экспрессируется. 
Данное наблюдение представляется весьма важным, 
так как применение ингибиторов Bcl-2, действие  
которых направлено на активацию апоптоза за счет 
увеличения активности Bax, в настоящее время рассма-
тривается в качестве перспективного подхода к сенси-
тизации опухолевых клеток к Докс [22]. 

В ходе анализа уровней белков исследуемых генов 
выявлено, что их количество в основном не коррелиро-
вало с количеством мРНК этих же генов. Исключение 
составила экспрессия гена PUMA, уровень мРНК которой 
отрицательно коррелировал с количеством белка. Ранее 
было показано, что при сравнении уровней экспрессии 
мРНК и белка в клетках корреляции наблюдаются толь-
ко в 40 % генов, что объясняется наличием посттранс-
крипционных и посттрансляционных модификаций, 
влияющих на количество конечного продукта [23, 24].  
В случае гена PUMA обратная корреляция может также 
объясняться высокой активностью MAPK-киназных пу-
тей, которые в том числе являются положительными ре-
гуляторами деградации белка Puma [25–27].

В ходе анализа общей выборки сарком мы не об-
наружили сильных корреляций между экспрессией 
генов, регулирующих апоптоз, и устойчивостью кле-
ток к препаратам. В связи с наличием в данной выборке 
сарком различных гистологических подгрупп (18 под-
типов с учетом вошедших в подгруппу «Другие сарко-
мы») с разной активностью сигнальных путей в них 
такие результаты были ожидаемы [28]. Однако в ходе 
анализа отдельных подтипов СМТ выявлено, что  
в подгруппах ЛПС, СС, МФС и НПС экспрессия ис-
следуемых генов коррелировала с резистентностью  
к применяемым препаратам. В основном высокая экс-
прессия генов ассоциировалась с резистентностью  
к препаратам. В подгруппах ЛПС, СС и НПС уровни 
исследуемых белков коррелировали с резистентностью 

к препаратам и их комбинациям. Для нас было неожи-
данным, что высокая экспрессия проапоптотического 
белка Bax коррелировала с резистентностью к Гем  
и его комбинации с Доц в подгруппе ЛПС. Ранее со-
общалось, что высокая экспрессия проапоптотическо-
го белка Bax может коррелировать с плохим ответом 
на ХТ и, как следствие, с низкими показателями без-
рецидивной выживаемости при метастатической ме-
ланоме, остром миелоидном лейкозе и лимфоме Ход-
жкина [29–31]. Стоит отметить, что в меланомах  
на ранних стадиях заболевания низкая экспрессия Bax, 
наоборот, связана с плохим ответом на ХТ и низкими 
показателями безрецидивной выживаемости [32]. Ве-
роятнее всего, на ранних стадиях заболевания снижа-
ется экспрессия регуляторов апоптоза, в то время как 
на более поздних стадиях нарушается работа эффек-
торных белков сигнального каскада апоптоза и изме-
нение экспрессии его регуляторов перестает играть 
существенную роль.

зАКЛючЕНИЕ
Таким образом, в ходе исследования рассмотрена 

возможность применения генов p53-зависимой акти-
вации апоптоза в качестве маркеров прогноза ответа 
СМТ на ХТ. Значительных закономерностей в экс-
прессии исследуемых генов в общей группе СМТ об-
наружено не было. Однако в ходе анализа их экспрес-
сии в отдельных гистологических подгруппах 
выявлены корреляции с резистентностью к препара-
там на уровне как мРНК, так и белка. Предполагается, 
что увеличение числа образцов в каждой гистологиче-
ской подгруппе позволит определить панель генов для 
прогнозирования индивидуального ответа на различ-
ные схемы ХТ, а диагностическая ценность этих дан-
ных будет оценена при их сопоставлении с клиничес-
кими результатами лечения.
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Clinical significance of long non-coding RNA 
expression in esophageal cancer depending  
on the phenotype of the tumor stroma

O.V. Kovaleva, P.A. Podlesnaya, E.S. Kudinova, M.A. Rashidova, V.V. Mochalnikova, A.N. Gratchev

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

C o n t a c t s : Olga Vladimirovna Kovaleva ovkovaleva@gmail.com

Introduction. Esophageal squamous cell carcinoma is a dangerous oncological disease for which there are no relevant 
molecular-biological and biochemical markers for diagnosis, monitoring, and prognosis. Non-coding RNAs, whose aberrant 
expression is characteristic of many neoplasms may be promising candidate markers.
Aim. To investigate the clinical significance of the expression of long non-coding RNAs (lncRNAs) SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, 
LINC02301 and LINC01508 in esophageal squamous cell carcinoma depending on the phenotype of the tumor stroma.
Materials and methods. The study included 17 patients with esophageal squamous cell carcinoma, who were examined 
and treated at the N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology. Gene expression levels were assessed using 
real-time polymerase chain reaction. Immunohistochemical analysis was conducted to evaluate the expression of CD68, 
CD163 and inducible nitric oxide synthase. Statistical analysis of the obtained results was performed using GraphPad 
Prizm v. 10. Differences in lncRNA expression between tumor samples and conditionally normal tissues were assessed 
using the Wilcoxon test for paired samples. Correlation analysis was carried out by calculating Spearman’s correlation 
coefficient. Survival analysis was conducted using Kaplan–Meier survival curves. A p-value of less than 0.05 was 
considered statistically significant.
Results. Aberrant expression of the lncRNAs LCAL1, LINC01508 and LINC02301 was observed in tumor tissue compared 
to conditionally normal tissue. Specifically, the expression of LCAL1 and LINC01508 was increased in tumor tissue  
(p = 0,001 and p = 0,007), while the expression of lncRNA LINC02301 was decreased (p = 0,004). The expression of lncRNAs 
SNGH18 and IGFL2-AS1 showed no significant changes. ROC-analysis indicated that examining these lncRNA expressions 
is not suitable for diagnosing esophageal squamous cell carcinoma. Clinical significance analysis revealed no correlation 
between the studied lncRNA expressions and the clinicopathological characteristics of the disease correlation analysis 
of the lncRNAs SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC02301 and LINC01508 with the phenotype of tumor stroma macrophages 
demonstrated that LINC01508 was significantly and positively correlated with both the total number of macrophages  
(r = 0.579; p = 0.017) and the number of macrophages with cytotoxic and immunosuppressive phenotypes (r = 0.567;  
p = 0.004 and r = 0.496; p = 0.045, accordingly). In contrast, LCAL1 expression was inversely correlated with the number 
of cytotoxic macrophages (r = –0.490; p = 0.037). Prognostic analysis revealed that only lncRNA IGFL2-AS1 expression 
was associated with favorable prognosis in esophageal squamous cell carcinoma (hazard ratio 0.374; p = 0.039).
Conclusion. Long non-coding RNAs are important regulatory elements in both normal and tumor cells, offering certain 
advantages for the diagnosis of oncological diseases due to their high specificity and stability in both tissues  
and circulating body fluids. Growing evidence from scientific research highlights the potential clinical application  
of lncRNA expression analysis as markers for early diagnosis and as potential therapeutic targets. In this study,  
we conducted a retrospective investigation and determined the clinical significance of lncRNAs SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, 
LINC02301, LINC01508 in esophageal squamous cell carcinoma, thereby expanding our understanding of the molecular 
changes observed in the development of this disease.

Keywords: esophageal squamous cell carcinoma, non-coding RNAs, lncRNA, microenvironment, macrophages
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Клиническая значимость экспрессии длинных некодирующих РНК при раке пищевода  
в зависимости от фенотипа опухолевой стромы

О .В . Ковалева, П .А . Подлесная, Е .С . Кудинова, М .А . Рашидова, В .В . Мочальникова, А .Н . Грачев

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

К о н т а к т ы : Ольга Владимировна ковалева ovkovaleva@gmail.com

Введение. плоскоклеточный рак пищевода является опасным онкологическим заболеванием, для которого нет 
релевантных молекулярно-биологических и биохимических маркеров диагностики, мониторинга и прогноза. Одними 
из перспективных маркеров могут выступать некодирующие РНк, аберрантная экспрессия которых характерна  
для многих новообразований.
Цель исследования – изучение клинической значимости экспрессии длинных некодирующих РНк (днРНк) SNGH18, 
LCAL1, IGFL2-AS1, LINC02301 и LINC01508 при плоскоклеточном раке пищевода в зависимости от фенотипа опухо-
левой стромы.
Материалы и методы. В ретроспективное исследование включены 17 пациентов с плоскоклеточным раком пище-
вода, проходивших обследование и лечение в Национальном медицинском исследовательском центре онкологии 
им. Н.Н. Блохина. Уровень экспрессии генов исследуемых днРНк оценивали с помощью полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени. иммуногистохимическим методом проведен анализ экспрессии CD68, CD163 и индуци-
бельной синтазы оксида азота. Статистический анализ полученных результатов выполняли с использованием про-
граммного решения GraphPad Prizm v. 10. Различия экспрессии днРНк между образцами опухолей и условно 
нормальных тканей оценивали с помощью критерия Уилкоксона для парных выборок. корреляционный анализ 
проводили посредством определения коэффициента ранговой корреляции Спирмена. Выживаемость анализирова-
ли путем построения кривых дожития по методу каплана–майера. Различия считались статистически значимыми 
при р <0,05.
Результаты. Выявлено, что для днРНк LCAL1, LINC01508 и LINC02301 наблюдалась аберрантная экспрессия в опу-
холевой ткани по сравнению с условной нормой. Так, в опухолевой ткани экспрессия LCAL1 и LINC01508 оказалась 
повышенной (p = 0,001 и p = 0,007), в то время как для LINC02301 наблюдалось снижение экспрессии (p = 0,004). 
Экспрессия днРНк SNGH18 и IGFL2-AS1 значимо не изменялась. Результаты ROC-анализа продемонстрировали, что 
исследование экспрессии данных днРНк не подходит для диагностики плоскоклеточного рака пищевода. Анализ 
клинической значимости экспрессии изучаемых днРНк показал, что этот параметр не коррелирует с клинико-мор-
фологическими характеристиками заболевания. корреляционный анализ экспрессии днРНк SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, 
LINC02301 и LINC01508 с фенотипом макрофагов стромы опухоли продемонстрировал, что днРНк LINC01508 зна-
чимо прямо коррелирует с содержанием как общего числа макрофагов (r = 0,579; p = 0,017), так и макрофагов ци-
тотоксического и иммуносупрессорного фенотипов (r = 0,567; p = 0,004 и r = 0,496; p = 0,045 соответственно),  
а экспрессия LCAL1 обратно коррелирует с содержанием цитотоксических макрофагов (r = –0,490; p = 0,037). Анализ 
прогностической значимости показал, что только экспрессия днРНк IGFL2-AS1 является фактором благоприятного 
прогноза при плоскоклеточном раке пищевода (отношение рисков 0,374; p = 0,039).
Заключение. Длинные некодирующие РНк являются важными регуляторными элементами в нормальных и опухо-
левых клетках и обладают определенными преимуществами при диагностике онкологических заболеваний благо-
даря своей высокой специфичности и стабильности как в тканях, так и в циркулирующих жидкостях организма. Все 
больше данных, полученных в ходе научных исследований, показывают перспективы потенциального клинического 
применения анализа экспрессии днРНк в качестве маркеров ранней диагностики и потенциальных терапевтических 
мишеней. мы провели ретроспективное исследование и определили клиническую значимость днРНк SNGH18, LCAL1, 
IGFL2-AS1, LINC02301, LINC01508 при плоскоклеточном раке пищевода, что расширяет наши представления о моле-
кулярных изменениях, наблюдаемых при развитии данного заболевания.

Ключевые слова: плоскоклеточный рак пищевода, некодирующие РНк, длинные некодирующие РНк, 
микроокружение, макрофаг

Для цитирования: ковалева О.В., подлесная п.А., кудинова е.С. и др. клиническая значимость экспрессии длинных 
некодирующих РНк при раке пищевода в зависимости от фенотипа опухолевой стромы. Успехи молекулярной 
онкологии 2024;11(4):93–101. (На англ.).

DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-4-93-101

INTRODUCTION
Esophagus squamous cell carcinoma (ESCC) is one  

of the most common types of malignant tumors  
of the digestive tract, characterized by a low 5-year survival 
rate. In its early stages, the disease is often asymptomatic, 

resulting in late diagnosis and poor outcomes. Understanding 
the mechanisms of tumor development and progression  
in this condition contributes to the identification of new 
diagnostic markers and therapeutic targets. The literature 
describes numerous potential diagnostic and prognostic 
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markers for esophageal cancer, as well as their combinations 
for early diagnosis and disease monitoring [1–3]. However, 
the available data remain insufficient for successful clinical 
application. 

It is well known that epigenetic factors, such as DNA 
methylation, histone modifications, chromatin remodeling, 
and regulatory non-coding RNAs (ncRNAs) play a significant 
role in tumor progression. The primary types of these ncRNAs 
are long non-coding RNAs (lncRNAs) and microRNAs.  
In recent years, ncRNAs have increasingly been recognized 
as potential diagnostic markers for various cancers, as their 
expression levels differ between normal and tumor tissues. 
Furthermore, they are regarded as markers for monitoring 
and predicting disease progression [4]. Another important 
factor in tumor pathogenesis is the tumor microenvironment, 
particularly tumor-associated macrophages, which represent 
the primary population of inflammatory infiltrating cells.

In esophageal cancer, as with certain other types  
of gastrointestinal tumors, a high presence of tumor-
associated macrophages in the tumor stroma has been 
shown to have favorable prognostic significance, which sets 
this type of cancer apart from most other malignancies [5]. 
It is believed that tumor-associated macrophages, 
depending on their phenotype, can either promote tumor 
progression or inhibit its development [6]. However, this 
paradigm has recently shifted, with new evidence suggesting 
that all macrophages within the tumor, regardless of their 
phenotype, may contribute to its progression. Specifically, 
the cytotoxic activity of macrophages may lead  
to the selection of more malignant cell clones that are 
resistant to macrophage cytotoxicity, thereby promoting 
tumor spread. In previous studies on prostate and lung 
tumor models, we identified certain lncRNAs whose 
expression changes were observed during the process of cell 
resistance to cytotoxic activity [7].

Aim. To investigate the clinical significance of the 
expression of lncRNAs SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, 
LINC02301, and LINC01508 in squamous cell carcinoma 
of the esophagus, depending on the phenotype of the tumor 
stroma.

MATERIALS AND METhODS
A retrospective study included 17 patients with ESCC 

at various stages of tumor progression, who underwent 
examination and treatment at the N.N. Blokhin National 
Medical Research Center of Oncology. All procedures 
performed in the study involving patients complied with the 
ethical standards of the organization’s ethics committee and 
the 1964 Helsinki Declaration and its later amendments or 
comparable ethical standards. Informed voluntary consent 
was obtained from each participant included in the study. 
The clinical diagnosis of all patients was confirmed  
by morphological examination of the tumor in accordance 
with the International Histological Classification of Tumors 
of the Digestive System (World Health Organization, 2019). 
A description of the studied sample is provided in table 1.

The immunohistochemical study was conducted using 
standard techniques on sections of formalin fixed paraffin 
embedded tumor tissue. Antigen retrieval was performed 
using a Tris-EDTA buffer with a pH of 9.0. Primary 
antibodies to CD163 (clone 10D6; BIOCARE, 1:100), 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) (SAB5500152; Sigma, 
1:150), and CD68 (clone GR021, 61-0184 Genemed, 1:100) 
were applied to the sections and incubated for 60 minutes. 
The UltraVision Quanto Detection System HRP DAB 
(Thermo Scientific) universal two-component detection 
system was used, following the manufacturer’s instructions. 
The prepared slides were evaluated under an OLYMPUS 
BX53 microscope at 200x magnification. The overall 
expression of CD163, iNOS, and CD68 in the tumor stroma 
was scored based on the percentage of antigen-positive cells: 
0 – <1 %; 1 – <25 %; 2 – 25–50 %; 3 – >50 %. For further 
analysis, groups were classified into low-expression (0–1) 
and high-expression (2–3) categories.

Total RNA was isolated from the cells using the RNeasy 
Kit (Qiagen) in combination with the Trizol reagent 
following the standard protocol. Complementary DNA 
(cDNA) synthesis was performed through reverse 
transcription using the RevertAid RT Kit (Thermo 
Scientific). Gene expression levels were assessed by real-time 
polymerase chain reaction. Primer sequences are provided 
in table 2. Amplification was carried out on a CFX96 Touch 
amplifier (Bio-Rad) with the following thermal cycling 
program: 95 °C for 5 minutes, followed by 40 cycles of 95 °C 

Table 1. Clinical and morphological characteristics of esophagus 
squamous cell carcinoma patients

Parameter Number of cases, abs. (%)

Age, years:
≤60
>60

8 (47)
9 (53)

Gender:
male
female

15 (88)
2 (12)

Stage:
I–II
III–IV

7 (41)
10 (59)

Tumor size:
T2–3
T4

12 (71)
5 (29)

Nodal status:
N0
N+

8 (47)
9 (53)

Metastasis:
M0
M+

14 (82)
3 (18)

Grade:
G

1–2
G

3

11 (65)
6 (35)
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for 10 seconds, 60 °C for 30 seconds, and 72 °C for 30 seconds. 
All reactions were conducted in two independent biological 
replicates. Data analysis was performed using the Bio-Rad 
CFX Manager software. The housekeeping gene GAPDH 
was used as the reference gene. The relative gene expression 
levels were calculated using the fold change (FC) method 
with the formulas: 

∆Ct = Ct (gene of interest) – Ct (GAPDH),
∆∆Ct = ∆Ct (sample) – ∆Ct (control),

FC = 2−(∆∆Сt).

Statistical analysis of the obtained results was performed 
using GraphPad Prism v. 10. Differences in lncRNA 
expression between tumor samples and conditionally normal 
tissues were assessed using the Wilcoxon test for paired 
samples. The diagnostic method’s informativeness, 
including its sensitivity and specificity, was analyzed  
by constructing ROC curves and calculating the area under 
the curve (AUC). Correlation analysis was conducted using 
Spearman’s correlation coefficient. Survival analysis was 
performed by constructing Kaplan–Meier survival curves. 
The follow-up period was the time from surgery  
to the patient’s death or their last medical visit. For the 
analysis of long-term treatment outcomes, patients were 
divided into two comparison groups based on the relative 
level of lncRNA expression, either above or below  
the median. The significance of differences was compared 
using the log-rank test. To assess the potential impact  
of various risk factors on survival, multivariate analysis was 
additionally performed using Cox’s proportional hazards 
model. Differences were considered statistically significant 
at p <0.05.

RESULTS
In the first stage of the study, the expression levels  

of the investigated lncRNAs were evaluated in both tumor 
tissue and conditionally normal esophageal tissue. 
Subsequently, the diagnostic method’s informativeness was 
analyzed by assessing its sensitivity and specificity through 
the construction of ROC curves and the calculation of the 
AUC. The results are presented in fig. 1.

The analysis revealed that the investigated lncRNAs 
exhibited aberrant expression in esophageal tumors 
compared to normal tissue, with the changes being 
bidirectional. Specifically, LCAL1 and LINC01508 
lncRNAs demonstrated significantly higher expression  
in tumor tissue, while LINC02301 showed a decrease  
in expression. The expression levels of SNGH18  
and IGFL2-AS1 lncRNAs did not change significantly  
(fig. 1, a). ROC analysis indicated a trend, suggesting  
the potential diagnostic value of these lncRNAs, but highlighting 
the need for further analysis on a larger patient sample  
to confirm these findings (fig. 1, b).

Next, a correlation analysis was conducted to examine the 
relationship between the expression of the studied lncRNAs 
and the clinicopathological characteristics of the disease.  
The results of this analysis are presented in table 3.

As shown in the data presented in table 3, the expression 
levels of the lncRNAs SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, 
LINC02301, and LINC01508 did not demonstrate any 
significant correlation with the clinicopathological 
characteristics of the disease.

In the next phase of the study, we assessed the prognostic 
significance of the investigated lncRNAs. The results of this 
analysis are shown in fig. 2.

Table 2. Primer sequences

Gene Forward primer Reverse primer t, °С

SNGH18 5’ CCTAATGCTAAACATTGGTACA 3’ 5’ GCAACACAGCATCACCTGTAC 3’ 60

LCAL1 5’ TCCAGCTACCTGCCACTTGC 3’ 5’ TGCCAACTGCTTGTTCACCTG 3’ 60

IGFL2-AS1 5’AGCCTATTTCCAGACAACT 3’ 5’AGAATCAACGACCTCTACAT 3’ 53

LINC01508 5’ GTATGGGGTGTCTAATCAGGG 3’ 5’ GACTGTGGCTTTGCTAATGG 3’ 57

LINC02301 5’ TCTGGGCAGAAGGATCTACG 3’ 5’AGCATCTAGGCCATGTGACC 3’ 60

GAPDH 5’ TCGGAGTCAACGGATTTGGT 3’ 5’ TCCCGTTCTCAGCCTTGACG 3’ 60
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The results of the study indicated that, with the 
exception of IGFL2-AS1, the expression of the investigated 
lncRNAs is not a prognostically significant factor  
in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). High 
expression of IGFL2-AS1 was found to be a reliable 
indicator of favorable prognosis. Specifically, patients  
with low IGFL2-AS1 expression had a median survival  
of 18 months, while those with high expression had  
a median survival of 32 months.

Subsequently, we conducted both univariate  
and multivariate analyses regarding patient survival based 
on lncRNA expression levels. The results are presented  
in table 4.

Given that the clinical significance of tumor-associated 
macrophages in esophageal tumors has not been definitively 
established, and the investigated lncRNAs are associated 
with tumor cells acquiring resistance to the cytotoxic activity 
of macrophages, the next phase of our work involved  
an immunohistochemical assessment of the expression  
of macrophage markers CD68, CD163, and iNOS in tumor 
samples.

We analyzed the clinical and prognostic significance  
of tumor infiltration by macrophages of various phenotypes. 
The presence of CD163+ macrophages was found  
to significantly inversely correlate with disease stage (p = 0.05). 
Additionally, only CD163+ macrophages showed a trend 

Fig. 1. Expression analysis of SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC01508, LINC02301 long non-coding RNA in ESCC: a – comparative analysis of SNGH18, 
LCAL1, IGFL2-AS1, LINC01508, LINC02301 long non-coding RNA expression in conditionally normal and tumor tissue of esophagus. Analysis was performed 
using the Wilcoxon test. The graphs show the p-value; b – ROC analysis for SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC01508, LINC02301 in esophagus squamous cell 
carcinoma patients – SNGH18, area under the ROC curve (AUC) is 0.696 (p = 0.052), LCAL1, AUC is 0.851 (0.0005*), IGFL2-AS1, AUC is 0.613 (p = 0.263), 
LINC01508AUC is 0.676 (p = 0.089), LINC02301, AUC is 0.875 (p = 0.0002*)

*Statistically significant.
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Fig. 2. Analysis of overall survival depending on the expression of SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC01508, LINC02301 in esophagus squamous cell 
carcinoma tumor tissue
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towards prognostic significance. In cases of high tumor 
infiltration by immunosuppressive phenotype macrophages, 
the median survival was 20.1 months, whereas in low 
infiltration cases, it was only 8.3 months. No patterns were 
found for the overall macrophage content or for cytotoxic 
phenotype macrophages.

Subsequently, a correlation analysis was performed  
to examine the relationship between the presence  
of different macrophage phenotypes in the tumor stroma 

and the expression of the investigated lncRNAs. The results 
of this analysis are presented in table 5.

As indicated by the results, lncRNA LINC01508 shows 
a significant positive correlation with both the total number 
of macrophages and the counts of cytotoxic  
and immunosuppressive phenotype macrophages. This 
suggests that LINC01508 may be expressed not only in 
tumor cells but also in macrophages; however, this 
hypothesis requires further investigation and verification. 

Table 3. Correlation analysis of SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC02301, and LINC01508 long non-coding RNA expression with 
clinical and morphologic characteristics of the disease

Parameter SNGH18 LCAL1 IGFL2-AS1 LINC02301 LINC01508

Age:
r
p

–0,053
0,840

–0.109
0,674

–0,042
0,874

0,015
0,956

–0,169
0,513

Gender:
r
p

0,000
1,000

0,149
0,618

0,112
0,721

0,075
0,816

–0,075
0,816

Stage:
r
p

0,122
0,669

–0,268
0,315

–0,073
0,813

0,173
0,530

0,099
0,736

Tumor size:
r
p

0,264
0,328

–0,132
0,646

0,184
0,506

0,160
0,569

0,267
0,321

Nodal status:
r
p

0,000
1,000

–0,168
0,541

–0,120
0,673

0,122
0,669

0,244
0,363

Metastasis:
r
p

–0,094
0,768

–0,063
0,859

–0,346
0,197

–0,287
0,294

–0,096
0,766

Grade:
r
p

–0,126
0,660

0,075
0,808

–0,251
0,350

–0,204
0,456

0,178
0,518

Note . r – Spearman’s correlation coefficient; p – significance level.

Table 4. Statistical analysis of prognostic significance of long non-coding RNA SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC01508, LINC02301

Indicators studied
Univariate analysis Multivariate analysis

Hazard ratio p Hazard ratio p

SNGH18 (high/low) 0,476 0,142 0,186 0,876

LCAL1 (high/low) 1,29 0,615 0,155 0,488

IGFL2-AS1 (high/low) 0,374 0,039* 2,454 0,692

LINC02301 (high/low) 0,682 0,462 8,346e+033 0,588

LINC01508 (high/low) 0,918 0,864 0,002 0,836

*Statistically significant.
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Interestingly, the expression of lncRNA LCAL1 displays  
an inverse correlation with the presence of cytotoxic 
macrophages in the tumor stroma. 

DISCUSSION
This study aims to explore the clinical and prognostic 

significance of the lncRNAs SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, 
LINC02301, and LINC01508, and to analyze the correlation 
between their expression and macrophage infiltration  
in the tumor stroma across different phenotypes. It is 
known that a large portion of the human genome is 
transcribed into non-coding RNAs, such as microRNAs 
(miRNAs), lncRNAs, small nuclear RNAs, and others [8]. 
On one hand, most non-coding RNAs are still poorly 
understood; on the other hand, some have been identified 
as oncogenes or tumor suppressors, and their functional 
mechanisms have been studied in detail [9]. lncRNAs are 
molecules longer than 200 nucleotides that can regulate the 
expression of various genes at transcriptional, post-
transcriptional, and epigenetic levels [10]. Aberrant 
expression of lncRNAs in tumors can serve as diagnostic 
and prognostic markers for many oncological diseases.

Previously, we demonstrated that tumor cells of various 
etiologies can develop resistance to the cytotoxic activity  
of macrophages. Transcriptome sequencing revealed 
lncRNAs whose expression changed in cell lines resistant 
to the cytotoxic activity of macrophages [7]. According  
to the limited literature data, all the lncRNAs studied  
in this work have tumor-promoting properties, and their 
expression contributes to disease progression [11, 12]. It is 
worth noting that the expression of SNGH18, LCAL1, 
IGFL2-AS1, LINC02301, and LINC01508 in squamous 
cell carcinoma of the esophagus has not been previously 
studied. We were the first to show that the expression  
of lncRNA LCAL1 and LINC01508 in tumor tissue is higher 
compared to normal tissue, while the expression of lncRNA 
LINC02301 was found to be reduced. The expression  
of lncRNAs SNGH18 and IGFL2-AS1 did not significantly 

change. The ROC analysis conducted showed that the 
expression of these lncRNAs is not suitable for diagnosing 
squamous cell carcinoma of the esophagus.

Literature indicates that lncRNA PGM5-AS1, which 
acts as a tumor growth suppressor and is characterized  
by reduced expression in esophageal tumors, can be used 
for diagnosing this pathology [8]. Interestingly, in our study, 
we observed higher expression of LINC01508 in esophageal 
tumor tissue. In our previous research on non-small cell 
lung cancer samples, we found that the expression of this 
lncRNA was significantly decreased in tumor tissue 
compared to normal tissue, indicating that the change  
in expression of this molecule during tumor development 
is not universal and is tissue-specific [13].

In tumors of various etiologies, the expression  
of the lncRNAs we studied has been shown to hold clinical 
significance. For example, high expression of SNHG18 
promotes the proliferation and invasion of non-small cell 
lung cancer cells [14] and is a predictor of poor prognosis 
in bladder cancer [15]. In our study, no association was 
found between the expression of lncRNAs SNGH18, 
LCAL1, IGFL2-AS1, LINC02301, and LINC01508  
with the clinicopathological characteristics of the disease, 
such as tumor differentiation and stage; however,  
a connection was established with disease prognosis  
and the phenotype of macrophages infiltrating the tumor 
stroma. We demonstrated that the expression of lncRNA 
LINC01508 significantly correlates positively with  
the presence of macrophages of all phenotypes. This 
suggests that this lncRNA may be expressed not only  
in tumor cells but also in macrophages, although this 
hypothesis requires validation and further investigation. 
Interestingly, the expression of lncRNA LCAL1 inversely 
correlates with the content of cytotoxic macrophages  
in the tumor stroma, leading to the hypothesis that this 
lncRNA may play a role in shaping the phenotype  
of immune cells in the esophageal stroma and confirming 
its tumor-promoting function in this type of tumor. 

Table 5. Correlation analysis of SNGH18, LCAL1, IGFL2-AS1, LINC02301, and LINC01508 lncRNA expression with the phenotype of 
tumor stroma macrophages

Parameter SNGH18 LCAL1 IGFL2-AS1 LINC02301 LINC01508

CD68:
r
p

0,328
0,198

0,053
0,842

0,479
0,050*

0,095
0,938

0,579
0,017*

CD163:
r
p

0,225
0,382

0,186
0,472

0,445
0,075

–0.021
0,713

0,496
0,045*

iNOS:
r
p

0,359
0,176

–0,490
0,037*

0,166
0,544

0,089
0,743

0,567
0,004*

*Statistically significant.
Note . r – Spearman’s correlation coefficient; p – significance level.
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Literature also presents data demonstrating a correlation 
between the expression of lncRNA IGFL1-AS1  
and the total number of macrophages in the tumor stroma 
[16], which is consistent with our findings.

Literature also indicates that lncRNAs IGFL2-AS1 and 
SNGH18 serve as markers of poor prognosis for various types 
of tumors, such as colorectal cancer [16] and renal cell 
carcinoma [17]. Our analysis of the prognostic significance  
of the studied lncRNAs demonstrated that only IGFL2-AS1 
is a prognostically significant factor, with its high expression 
associated with better survival in patients with ESCC.  
The median overall survival in patients with high expression  
of IGFL2-AS1 is twice as high compared to patients with low 
expression. Similar patterns were observed for lncRNA 
SNGH18, where the median survival for patients with high 
expression of this lncRNA is 20 months, while for patients with 
low expression, it is 12.8 months; however, these results did not 
reach statistical significance.

It is important to note the limitations of this study, such 
as the small sample size, the retrospective nature  
of the work, and the polymerase chain reaction analysis  

of lncRNA expression conducted on tumor tissue samples 
as a whole, without separating them into cell populations.

In summary, research on lncRNAs in esophageal 
cancer is still in its early stages and faces several challenges 
and limitations, particularly regarding clinical application. 
Most studies indicate that a clinically significant diagnostic 
tool will likely involve analyzing broad panels of markers 
rather than individual lncRNAs. These panels still need  
to be identified and validated before they can be effectively 
used in clinical practice.

CONCLUSION
The present study demonstrated that aberrant expression 

of lncRNAs LCAL1, LINC02301, and LINC01508 is observed 
in esophageal tumors. In contrast, lncRNA IGFL2-AS1 
emerged as a significant marker of favorable prognosis for this 
type of tumor, despite no observed changes in its expression 
between normal and tumor tissues. With further fundamental 
and applied research, these lncRNAs may become promising 
markers or therapeutic targets for oncological diseases, 
including malignant esophageal tumors.
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Введение. Результаты геномного профилирования мышечно-инвазивного рака мочевого пузыря (Рмп) на основе 
выделения матричной РНк (мРНк) продемонстрировали значительное молекулярное разнообразие опухолей, объяс-
няющее широкий спектр клинических проявлений и различные ответы на традиционные методы лечения. Однако, 
несмотря на ценность молекулярного профилирования мРНк для понимания биологического поведения опухоли, 
его внедрение в рутинную клиническую практику затруднено из-за технологической сложности и высокой стоимо-
сти методики геномного секвенирования. поэтому определение молекулярного подтипа Рмп на основе иммуноги-
стохимического исследования может рассматриваться как альтернатива мРНк-профилированию, однако необходи-
ма апробация метода на клиническом материале.
Цель исследования – оценка прогностической значимости иммуногистохимического метода при определении 
молекулярного подтипа уротеалиального рака с использованием суррогатной панели из 13 маркеров с помощью 
метода полуколичественного расчета гистохимического индекса. 
Материалы и методы. В ретроспективное когортное исследование вошли 49 пациентов с Рмп, которым  
с 2013 по 2016 г. после предшествующей трансуретральной резекции (ТУРмп) в условиях одного центра выполнена 
радикальная цистэктомия (РЦЭ). критериями включения в исследование были возраст больных от 18 до 75 лет, 
гистологически верифицированный Рмп и наличие в научной лаборатории морфологии опухолей на момент про-
ведения иммуногистохимического исследования фиксированных в формалине и залитых в парафин блоков после 
ТУРмп и РЦЭ. критерии исключения: редкие гистологические варианты Рмп, осложнения хирургического лечения  
IV–V степени по классификации Clavien–Dindo в период госпитализации, проведение ранее ТУРмп в других медицин-
ских учреждениях. Определение молекулярных подтипов выполнено с помощью иммуногистохимического метода  
на иммуностейнере Ventana BenchMark XT (Roche, США) по классической методике на депарафинизированных срезах 
с использованием подтип-специфической панели из 13 антител, рекомендованной таксономией лунда (LundTax).  
В зависимости от степени гиперэкспресии базальных и/или люминальных антител выделены 4 подтипа уротелиаль-
ного рака: люминальный А (UroA), люминальный В (UroB), базальный (Basal) и геномно нестабильный (GU). первичной 
конечной точкой исследования были показатели 5-летней безрецидивной выживаемости на материале после ТУРмп 
и РЦЭ, вторичной конечной точкой – 5-летней общей выживаемости на этом же материале.
Результаты. С помощью иммуногистохимического анализа с использованием суррогатной панели маркеров на со-
храненном гистологическом материале после ТУРмп удалось определить подтип уротеалиального рака у 38 (77,6 %) 
пациентов, после РЦЭ – у 39 (79,5 %). Доли подтипов UroA, UroB и GU после ТУРмп и РЦЭ были практически равными; 
реже всего выявлялся подтип Basal – 4 (8,2 %) и 5 (10,2 %) случаев соответственно. при оценке первичной конеч-
ной точки 5-летняя безрецидивная выживаемость после ТУРмп (log-rank-тест; p = 0,85) и РЦЭ

 
(log-rank-тест; p = 0,95) 

не различалась между выявленными подтипами уротелиального рака. при оценке вторичной конечной точки стати-
стической разницы в 5-летней ОВ

1
 (log-rank-тест; p = 0,94) и ОВ

2 
также не установлено (log-rank-тест; p = 0,92). Результа-

ты многофакторного регрессионного анализа продемонстрировали, что наиболее значимыми предикторами рецидива 
уротелиального рака после радикального лечения являются клиническая стадия IIIA (p = 0,017) и патоморфологическая 
стадия II (p = 0,021), а на показатели ОВ существенное влияние оказывали патоморфологические стадии IIIA (p = 0,003) 
и IVA (p = 0,019).
Заключение. Определение молекулярного подтипа уротелиального рака с использованием суррогатной панели  
из 13 маркеров методом полуколичественного расчета гистохимического индекса не продемонстрировало эффек-
тивности и прогностической значимости: выделенные нами 4 подтипа уротелиального рака не оказали значимого 
влияния на отдаленные онкологические показатели.

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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M .V . Berkut1, A .S . Artemyeva1, A .V . Khokhlova1, A .I . Saad2, A .K . Nosov1

1N.N. Petrov National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 68 Leningradskaya St., Pesochny Settlement, 
Saint Petersburg 197758, Russia; 
2Multidisciplinary Clinic Sestroretskaya; Bld. 1, 2 Pogranichnikov St., Sestroretsk, Saint Petersburg 197706, Russia

C o n t a c t s : Mariya Vladimirovna Berkut berkutv91@gmail.com

Introduction. The results of genomic profiling of muscle-invasive bladder cancer (BC) based on messenger RNA (mRNA) 
extraction showed significant molecular variety of the tumors underlying the wide spectrum of clinical manifestations 
and responses to traditional treatment methods. However, despite the valuableness of molecular mRNA profiling  
for understanding biological behavior of the tumor, its implementation in routine clinical practice is complicated due 
to technological complexity and high cost of genomic sequencing. Therefore, determination of BC molecular subtype 
based on immunohistochemical examination can be considered an alternative to mRNA profiling. However, the method 
should be validated using clinical material.
Aim. To evaluate prognostic significance of immunohistochemical method in determination of urothelial cancer  
molecular subtype using a surrogate panel consisting of 13 markers and semiquantitative calculation of the histochemical 
index. 
Materials and methods. The retrospective cohort study included 49 patients with BC who underwent radical cystectomy 
(RC) after previous transurethral resection (TURBT) between 2013 and 2016 at the center. The inclusion criteria were 
patient age between 18 and 75 years, histologically verified BC, and availability of formalin-fixed paraffin embedded 
blocks after TURBT and RC at the Clinical Laboratory of Morphology. The exclusion criteria were rare histological types 
of BC, grade IV–V surgical complications per the Clavien–Dindo classification during hospitalization, TURBT performed 
at other medical facilities. Molecular subtypes were determined using the immunohistochemical method on the Ventana 
BenchMark XT (Roche, USA) immunostainer per the traditional technique for deparaffinized sections with subtype-
specific panel consisting of 13 antibodies recommended by the Lund taxonomy (LundTax). Depending on the hyperex-
pression level of basal and/or luminal antibodies, 4 urothelial cancer subtypes were identified: luminal А (UroA), luminal 
В (UroB), basal and genomically unstable (GU). The first endpoint of the study was 5-year recurrence-free survival on 
TURBT and RC material, secondary endpoint was 5-year overall survival on the same material.
Results. Using immunohistochemical analysis with a surrogate marker panel of preserved histological material after 
TURBT, urothelial cancer subtype was determined in 38 (77.6 %) patients, after RC – in 39 (79.5 %) patients. Percentages 
of UroA, UroB and GU subtypes after TURBT and RC were almost identical; the rarest type was Basal with 4 (8.2 %)  
and 5 (10.2 %) cases, respectively. Evaluation of the primary endpoint showed that 5-year recurrence-free survival after 
TURBT (log-rank test; p = 0.85) and RC (log-rank test; p = 0.95) did not differ in various urothelial cancer subtypes. 
Evaluation of the secondary endpoint did not show significant statistical difference in 5-year OS

1
 (log-rank test; p = 0.94) 

and OS
2 

(log-rank test; p = 0.92). Multivariate regression analysis showed that the most significant predictors of BC 
recurrence after radical treatment were clinical stage IIIA (p = 0.017) and pathomorphological stage II (p = 0.021), while 
OS rates were significantly affected by pathomorphological stages IIIA (p = 0.003) and IVA (p = 0.019).
Conclusion. Determination of urothelial cancer molecular subtype using a surrogate panel of 13 markers  
and semiquantitative calculation of the histochemical index did not show effectiveness and prognostic significance: 
the identified 4 subtypes of urothelial cancer did not significantly affect long-term oncological outcomes.

Keywords: bladder cancer, urothelial cancer molecular subtype, bladder cancer treatment, immunohistochemical examination
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ВВЕДЕНИЕ
Рак мочевого пузыря (РМП) является одним  

из распространенных злокачественных заболеваний: 
в 2020 г. в мире зарегистрированы 573 278 новых слу-
чаев данной патологии, что составляет 3 % всех случа-
ев рака у человека, при этом при первичном обраще-
нии мышечно-инвазивная форма заболевания 
наблюдается примерно в 1/4 случаев [1]. В ряде совре-
менных исследований геномный профиль мышечно-
инвазивного рака мочевого пузыря (МИРМП) проана-
лизирован с использованием нескольких молекулярных 
платформ, включая соматические мутации ДНК, ва-
риации числа копий, метилирование ДНК, экспрес-
сию матричной РНК (мРНК), экспрессию микроРНК, 
микробный и протеомный анализы [2, 3]. Такой ком-
плексный подход продемонстрировал значительное 
молекулярное разнообразие МИРМП, что может объ-
яснять широкий спектр клинических проявлений  
и различные ответы на традиционные методы лечения 
при этом заболевании. Кроме того, за последние годы 
классификация РМП претерпела изменения, что позво-
лило включить новые молекулярные и геномные данные 
в обновленную классификацию Всемирной организации 
здравоохранения 2022 г. [4]. Это, возможно, улучшит ди-
агностику, лечение и прогноз заболевания.

На сегодняшний день предложены несколько сис-
тем молекулярной классификации МИРМП, основан-
ных на геномном профилировании, согласно которым 
выделяют 2 основных молекулярных подтипа данной 
опухоли: базальный и люминальный [5]. Люминальные 
опухоли обычно имеют папиллярную конфигурацию  
и экспрессируют маркеры уротелиальной дифферен-
цировки, такие как уроплакины, цитокератин (СK) 20 
(CK20), GATA3, фактор роста фибробластов 3 (FGFR3), 
E-кадгерин и гены раннего клеточного цикла. В отли-
чие от них базальные опухоли экспрессируют маркеры 
базального слоя уротелия, включая кластер дифферен-
цировки 44 (CD44), CK5/6 и CK14, при этом зачастую 
дополнительно выявляется плоскоклеточная диффе-
ренцировка опухоли [5].

В 2019 г. предпринята попытка достижения между-
народного консенсуса по молекулярной классификации 
МИРМП на основе анализа 1750 образцов опухолей  
с мышечной инвазией из 16 наборов данных и 2 допол-
нительных когорт с целью сравнения 6 схем молекуляр-
ной классификации [2]. A. Kamoun и соавт. выделили  
6 молекулярных подтипов этой опухоли: люминальный 
папиллярный, люминальный неуточненный, люминаль-
ный нестабильный, богатый стромой, базальный/пло-
скоклеточный и нейроэндокринный [2]. Установлено, 
что молекулярные подтипы РМП различаются ответом 
на варианты лекарственной терапии, а также показате-
лями онкологической выживаемости. Наихудший про-
гноз выявлен для опухолей нейроэндокринного  
и базального/плоскоклеточного подтипов. Среди осталь-
ных 4 молекулярных подтипов МИРМП наиболее не-
благоприятный прогноз отмечен для люминального 

нестабильного подтипа. Подтипы папиллярный, люми-
нальный неуточненный и богатый стромой продемон-
стрировали схожие показатели выживаемости. Что ка-
сается ответа на системное лечение, не обнаружено 
корреляции между неоадъювантной химиотерапией или 
терапией ингибиторами контрольных точек и молеку-
лярными подтипами.

Молекулярная классификация РМП, основанная 
на профилировании экспрессии геномной мРНК, 
предоставляет ценную информацию о биологическом 
поведении опухоли. Однако ее внедрение в рутинную 
клиническую практику затруднено из-за технологичес-
кой сложности и ресурсозатратности аналитического 
метода. Результаты недавних исследований показали, 
что иммуногистохимический (ИГХ) метод может слу-
жить альтернативой для идентификации молекуляр-
ных подтипов уротеалиального рака (УР) [6]. Исполь-
зование небольшого набора маркеров – люминальных 
(GATA3, CK20 и уроплакин II) и базальных (CK5/6  
и CK14) – позволяет эффективно классифицировать 
РМП на люминальные и базальные подтипы.

Так, в ходе исследования C.C. Guo и соавт. удалось 
идентифицировать молекулярные подтипы РМП  
с чувствительностью 80 % на основе только ИГХ-ис-
следования экспрессии белков GATA3 и СК5/6, про-
веденного в центрах первичной медико-санитарной 
помощи [7]. И.А. Мещерякова и соавт. выполнили мо-
лекулярное профилирование 56 образцов УР, получен-
ных от пациентов моложе 45 лет с использованием 
ИГХ-метода, основанного на общих принципах таксо-
номии, разработанной шведскими учеными из Лунд-
ского университета (Швеция) (LundTax) [8]. Результа-
ты исследования показали, что классификация 
LundTax, проведенная на основе ИГХ-анализа, уни-
версальна; также продемонстрирована высокая воспро-
изводимость молекулярных подтипов, встречающихся 
у пожилых пациентов. Кроме того, выявлено, что пре-
обладает уротелиоподобный А подтип УР, ассоцииро-
ванный с более благоприятным прогнозом и наилуч-
шими показателями выживаемости (78 % случаев).  
По мнению авторов, подобная адаптация ИГХ-типиро-
вания УР может обладать довольно высокой диагности-
ческой значимостью и высокой воспроизводимостью 
и использоваться в специализированных клиниках 
онкологического профиля [8].

На сегодняшний день известно, что выявление 
молекулярного подтипа УР является эффективным 
инструментом для определения исходов заболевания 
и ответа на лекарственную терапию. Тем не менее про-
филирование опухолей на основе геномного секвени-
рования довольно затруднительно, ресурсозатратно  
и требует много времени для внедрения в клиническую 
практику, поэтому типирование РМП на основе более 
доступного ИГХ-анализа является перспективным на-
правлением. Данные литературы показывают, что от-
дельные панели антител могут иметь диагностическую 
и прогностическую значимость [9]. В сложившейся 
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ситуации для дальнейшей проверки результатов мно-
гоцентровых исследований необходимы глубокие зна-
ния биологических особенностей каждого маркера  
в условиях канцерогенеза УР, внутри- и межопухоле-
вой гетерогенности МИРМП, а также обязательна 
стандартизация панели ИГХ-маркеров для идентифи-
кации молекулярных подтипов РМП, что обусловли-
вает актуальность настоящей работы.

Цель исследования – оценка прогностической зна-
чимости ИГХ-метода при определении молекулярно-
го подтипа УР с использованием суррогатной панели 
из 13 маркеров методом полуколичественного расчета 
гистохимического индекса.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Для данного ретроспективного наблюдательного 

исследования рандомно отобраны данные медицинских 
карт 49 пациентов, с 2013 по 2016 г. получавших хирур-
гическое лечение по поводу РМП на базе отделения 
онкоурологии Национального медицинского исследо-
вательского центра онкологии им. Н.Н. Петрова.

Критерии включения в исследование: возраст паци-
ентов от 18 до 75 лет, гистологически верифицирован-
ный УР, наличие в научной лаборатории морфологии 
опухолей на момент проведения ИГХ-исследования 
фиксированных в формалине и залитых в парафин бло-
ков после трансуретральной резекции стенки мочевого 
пузыря (ТУРМП) и радикальной цистэктомии (РЦЭ).

Критерии исключения: возраст пациентов старше 
75 лет, редкие гистологические варианты опухоли, от-
личные от УР (саркоматоидный, плазмоцитоидный, 
нейроэндокринный), осложнения лечения IV–V сте-
пени по классификации Clavien–Dindo после ТУРМП 
или РЦЭ, проведение ранее ТУРМП в других меди-
цинских учреждениях.

Определение молекулярных подтипов УР выпол-
нено с помощью ИГХ-метода на иммуностейнере 
Ventana BenchMark XT (Roche, США) по классической 
методике на депарафинизированных срезах толщиной 
5 мкм, расположенных на положительно заряженных 
стеклах, согласно протоколам производителей. При-
менена подтип-специфическая панель из 13 антител, 
рекомендованная исследователями LundTax [2]: анти-
тел к CK44, CK14, CK5/6, CK7, рецептору эпидер-
мального фактора роста (EGFR), p53, p63, CK20, CK7, 
CyclinD1, GATA3, рецептору эпидермального фактора 
роста 2-го типа (HER2), sp73. В зависимости от степе-
ни гиперэкспресии базальных и/или люминальных 
антител выделены 4 молекулярных подтипа РМП: лю-
минальный А (UroA), люминальный В (UroB), базаль-
ный (Basal) и геномно нестабильный (GU). Для подти-
па UroA характерны минимальная реакция на CK20  
и CK5/6 (только мембранное окрашивание клеток)  
и положительная реакция на GATA3 и sp73; для подтипа 
UroB – более выраженное окрашивание CK14, диффуз-
ное окрашивание CK5/6 и CK20 и положительное окра-
шивание GATA3 и sp73; для подтипа Basal – более вы-

сокая интенсивность окрашивания CK5/6, CK14,  
а также положительное окрашивание EGFR и p63, при 
этом окрашивание GATA3, sp73 было отрицательным 
во всех клетках; остальные комбинации реакций анти-
тел (преимущественно отрицательно – цитокератины 
CK5/6, CK20 и положительно –  HER2) расценивались 
как подтип GU.

Интенсивность реакций с антигенами оценива-
лась полуколичественно по выраженности окрашива-
ния цитоплазмы или базальной мембраны. Для каж-
дого из применяемых биомаркеров рассчитывали 
гистохимический индекс (Histochemical score, H-score) 
по формуле:

H-score = ∑ (P
i
 × i),

где i – интенсивность окрашивания, выраженная  
в баллах от 0 до 3; P

i
 –процент клеток, окрашенных  

с разной интенсивностью. 
Первичной конечной точкой была 5-летняя без-

рецидивная выживаемость (БРВ) для каждого моле-
кулярного подтипа, которая оценивалась как период 
времени (мес) от момента проведения радикального 
лечения до возникновения рецидива или контакта  
с пациентом. Вторичной конечной точкой была 5-лет-
няя общая выживаемость (ОВ), которая оценивалась 
как период времени (мес) от момента радикального 
лечения до летального исхода от любой причины или 
контакта с пациентом.

Статистический анализ проводили с использова-
нием программы StatTech v. 4.2.6 (ООО «Статтех», Рос-
сия). Количественные показатели оценивались  
на предмет соответствия нормальному распределению 
с помощью критерия Шапиро–Уилка. Те их них, кото-
рые имели нормальное распределение, описывали  
с использованием средних арифметических величин (M), 
стандартных отклонений (SD) и 95 % доверительного 
интервала (ДИ). В случае отсутствия нормального рас-
пределения количественные данные оценивали с по-
мощью медианы (Me) и нижнего (Q

1
) и верхнего (Q

3
) 

квартилей.
Анализ функции выживаемости пациентов прово-

дили по методу Каплана–Майера. График ее оценки 
представляет собой убывающую ступенчатую линию, 
значения между точками наблюдений считаются кон-
стантными.

Анализ выживаемости пациентов проводили по 
методу регрессии Кокса, подразумевающему прогно-
зирование риска наступления события для исследу-
емого объекта и оценку влияния заранее определен-
ных независимых переменных (предикторов) на этот 
риск. Риск рассматривается как функция, зависящая 
от времени. Базовые предположения, лежащие в ос-
нове метода, состоят в том, что все объясняющие пе-
ременные независимы, линейно влияют на риск на-
ступления события, а также что риски наступления 
события для любых двух объектов в любой отрезок 
времени пропорциональны. Различия считались ста-
тистически значимыми при p <0,05.
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РЕзУЛьТАТы
Средний возраст пациентов исследуемой группы 

составил 63,39 ± 8,09 года (95 % ДИ 61,06–65,71), что сви-
детельствует о преобладании пожилых больных. Подав-
ляющее большинство пациентов составили мужчины 
(43/49; 87,8 %). Индекс массы тела больных в среднем 
оказался равен 26,77 ± 5,19 (95 % ДИ 25,28–28,15). Нео-
адъювантную терапию получили только 6 (12,2 %) паци-
ентов, адъювантную терапию после РЦЭ –  
5 (10,2 %).

Характеристика пациентов, включенных в иссле-
дование, представлена в табл. 1.

В ходе анализа патоморфологических периопераци-
онных показателей дискордантности между степенью 
дифференцировки после ТУРМП и РЦЭ не установ-
лено (р >0,05); показатель наличия карциномы in situ 
не различался между этапами хирургического лечения 
(р = 0,120): после ТУРМП она обнаружена у 5 (10,2 %) 
пациентов, после РЦЭ – у 3 (6,1 %). У 11 (22,4 %) 
больных выявлен УР I стадии, у 12 (24,5 %) – II,  
у 23 (46,9 %) – IIIA, у 2 (4,1 %) – IIIB, у 1 (2 %) – IVA. 
После РЦЭ отмечено выраженное увеличение случаев 
местно-распространенного УР IIIB стадии: 13 (26,5 %) 
случаев (р = 0,045), при этом влияния неоадъювантной 

Таблица 1. Характеристика пациентов, включенных в исследование (n = 49)

Table 1. Characteristics of the patients included in the study (n = 49)

Показатель 
Parameter

Значение 
Value

95 % ДИ (Q
1
–Q

3
) 

95 % CI (Q
1
–Q

3
)

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

63,39 ± 8,09 61,06–65,71

Индекс массы тела, M ± SD 
Body mass index, M ± SD

26,77 ± 5,19 25,28–28,26

Пол, n (%): 
Sex, n (%):

мужской 
male
женский 
female

 

43 (87,8)

6 (12,2)

 

75,2–95,4

4,6–24,8

Неоадъювантная терапия, n (%) 
Neoadjuvant therapy, n (%)

6 (12,2) 4,6–24,8

Адъювантная терапия, n (%) 
Adjuvant therapy, n (%)

5 (10,2) 3,4–22,2

Степень дифференцировки опухоли на момент выполне-
ния ТУРМП, n (%): 
Tumor differentiation grade at the time of TURBT, n (%):

G
1

G
2

G
3

 

5 (10,2)
5 (10,2)

39 (79,6)

 

3,4–22,2
3,4–22,2

61,4–85,4

Степень дифференцировки опухоли на момент выполне-
ния РЦЭ, n (%): 
Tumor differentiation grade at the time of RC, n (%):

G
1

G
2

G
3

 

5 (10,2)
6 (12,2)

38 (77,6)

 

3,4–22,2
4,6–24,8

63,4–88,2

Рак in situ, n (%): 
In situ carcinoma, n (%):

на момент выполнения ТУРМП 
at the time of TURBT
на момент выполнения РЦЭ 
at the time of RC

 

2 (4,1)

3 (6,1)

 

0,5–14,0

0,5–14,0

Число удаленных лимфатических узлов (Me), n 
Number of resected lymph nodes (Me), n

18 13–22

Поражение регионарных лимфатических узлов, n (%) 
Affected regional lymph nodes, n (%)

13 (26,5) 14,9–41,1

Положительный хирургический край, n (%) 
Positive surgical margin, n (%)

1 (2) 0,1–10,9
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терапии на частоту снижения стадии заболевания 
(<pT2N0N0 (I стадия)) обнаружено не было.

Идентифицировать молекулярный подтип УР 
ИГХ-методом на сохраненном гистологическом мате-
риале после ТУРМП удалось у 38 (77,6 %) из 49 паци-
ентов, после РЦЭ – у 39 (79,5 %). Реже всего выявлял-
ся базальный подтип УР: 4 (8,2 %) и 5 (10,2 %) случаев 
соответственно. В ходе корреляционного анализа свя-
зи между изучаемыми факторами и молекулярными 
подтипами УР установлено не было (см. табл. 1). 

В данной статье представлена оценка первичной 
конечной точки в зависимости от молекулярного под-
типа УР, определенного после ТУРМП (БРВ

1
) и РЦЭ 

(БРВ
2
). Результаты анализа продемонстрировали, что 

5-летняя БРВ
1
 между выявленными подтипами УР  

не различалась (log-rank-тест; p = 0,85). При подтипе 
UroA этот показатель составил 56,3 % (95 % ДИ  
14,7–84,2), при UroB – 55,6 % (95 % ДИ 20,4–80,5),  
при Basal – 66,7 % (95 % ДИ 5,4–94,5), при GU – 
63,5 % (95 % ДИ 28,4–84,8). При этом медиана БРВ

1 

Показатель 
Parameter

Значение 
Value

95 % ДИ (Q
1
–Q

3
) 

95 % CI (Q
1
–Q

3
)

Клиническая стадия по классификации American Joint 
Committee on Cancer (AJCC) 8-го издания на момент 
выполнения ТУРМП, n (%): 
Clinical stage per the American Joint Committee on Cancer (AJCC) 
classification, 8th edition, at the time of TURBT, n (%):

I
II
IIIA
IIIB
IVA

 
 

11 (22,4)
12 (24,5)
23 (46,9)

2 (4,1)
1 (2)

 
 

11,8–36,6
13,3–38,9
32,5–61,7
0,5–14,0
0,1–10,9

Патоморфологическая стадия по классификации AJCC 
8-го издания на момент выполнения РЦЭ, n (%): 
Pathomorphological stage per the AJCC classification, 8th edition,  
at the time of RC, n (%):

I
II
IIIA
IIIB
IVA

 
 

15 (30,6)
9 (18,4)

11 (22,4)
13 (26,5)

1(2)

 
 

18,3–45,4
8,8–32,0

11,8–36,6
14,9–41,1
0,1–10,9

Молекулярный подтип опухоли на момент выполнения 
ТУРМП, n (%): 
Tumor molecular subtype at the time of TURBT, n (%):

не определен 
undetermined
UroA
UroB
Basal
GU

 

11 (22,4)

10 (20,4)
10 (20,4)

4 (8,2)
14 (28,6)

 

11,8–36,6

10,2–34,3
10,2–34,3
2,3–19,6

16,6–43,3

Молекулярный подтип на момент выполнения РЦЭ, n (%): 
Tumor molecular subtype at the time of RC, n (%):

не определен 
undetermined
UroA
UroB
Basal
GU

 

10 (20,4)

7 (14,3)
11 (22,4)
5 (10,2)

16 (32,7)

 

10,2–34,3

5,9–27,2
11,8–36,6
3,4–22,2

19,9–47,5

Примечание . ТУРМП – трансуретральная резекция стенки мочевого пузыря; РЦЭ – радикальная цистэктомия; ДИ – дове-
рительный интервал; M – среднее значение; SD – стандартное отклонение; Me – медиана; Q

1
 – нижний квартиль; Q

3
 – 

верхний квартиль; UroA – люминальный А подтип; UroB – люминальный B подтип; Basal – базальный подтип; GU – геномно 
нестабильный подтип. 
Note . TURBT – transurethral resection of bladder tumor; RC – radical cystectomy; CI – confidence interval; M – mean; SD – standard deviation;  
Me – median; Q

1
 – lower quartile; Q

3
 – higher quartile; UroA – luminal А subtype; UroB – luminal B subtype; Basal – basal subtype; GU – genomically 

unstable subtype.

Окончание табл. 1

End of table 1
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для подтипов Basal, UroA и UroB (рис. 1, а) достигну-
та не была. Также 5-летняя БРВ

2 
не различалась между 

подтипами УР (log-rank-тест; p = 0,95). В группе UroA 
этот показатель составил 45,7 % (95 % ДИ 6,9–79,5),  
в группе UroB – 66,7 % (95 % ДИ 28,2–87,8), в группе 
Basal – 50 % (95 % ДИ 0,6–91,0), в группе GU – 55,4 % 
(95 % ДИ 21,3–79,8) (рис. 1, б). 

Аналогично после ТУРМП (ОВ
1
) и РЦЭ (ОВ

2
) 

определена ОВ. Результаты исследования продемон-
стрировали, что 5-летняя ОВ

1
 не различалась между 

подтипами УР (log-rank-тест; p = 0,94). При подтипе 
UroA этот показатель составил 60 % (95 % ДИ 12,6–88,2), 
при Basal – 50 % (95 % ДИ 0,6–91,0), при GU – 56,4 % 
(95 % ДИ 24,4–79,3); при UroB отмечена 100 % ле- 

Рис. 1. Безрецидивная выживаемость в зависимости от варианта молекулярного подтипа уротелиального рака, определенного после трансуре-
тральной резекции стенки мочевого пузыря (а) и радикальной цистэктомии (б). UroA – люминальный А подтип; UroB – люминальный B подтип; 
Basal – базальный подтип; GU – геномно нестабильный подтип
Fig. 1. Recurrence-free survival depending on urothelial carcinoma subtype determined using material after transurethral resection of bladder tumor (а)  
and after radical cystectomy (б). UroA – luminal А subtype; UroB – luminal B subtype; Basal – basal subtype; GU – genomically unstable subtype

Время, мес / Time, months Время, мес / Time, months
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0                         20                       40                        60                        80                      100 0                         20                        40                        60                        80                      100

% %

Не определен / Not determined
Число наблюдений /  

Number  
of observations

11 6 5 3 2 2

Цензурировано /  
Censored 0 3 3 4 5 5

Число событий /  
Number of events 0 2 3 4 4 4

Basal
Число наблюдений /  

Number  
of observations

4 1 1 1 1 0

Цензурировано /  
Censored 0 2 2 2 2 3

Число событий /  
Number of events 0 1 1 1 1 1

GU
Число наблюдений /  

Number  
of observations

14 9 8 6 3 1

Цензурировано /  
Censored 0 3 4 4 5 7

Число событий /  
Number of events 0 2 2 4 6 6

UroA
Число наблюдений /  

Number  
of observations

10 2 2 1 1 1

Цензурировано /  
Censored 0 5 5 6 6 6

Число событий /  
Number of events 0 3 3 3 3 3

UroB
Число наблюдений /  

Number  
of observations

10 2 0 0 0 0

Цензурировано /  
Censored 0 4 6 6 6 6

Число событий /  
Number of events 0 4 4 4 4 4

Не определен / Not determined
Число наблюдений /  

Number  
of observations

10 4 3 2 2 1

Цензурировано /  
Censored 0 3 4 4 4 5

Число событий /  
Number of events 0 3 3 4 4 4

Basal
Число наблюдений /  

Number  
of observations

5 2 2 1 1 0

Цензурировано /  
Censored 0 3 3 3 3 4

Число событий /  
Number of events 0 0 0 1 1 1

GU
Число наблюдений /  

Number  
of observations

16 6 4 4 2 2

Цензурировано /  
Censored 0 6 7 7 8 8

Число событий /  
Number of events 0 4 5 5 6 6

UroA
Число наблюдений /  

Number  
of observations

7 3 3 1 1 0

Цензурировано /  
Censored 0 2 2 3 3 4

Число событий /  
Number of events 0 2 2 3 3 3

UroB
Число наблюдений /  

Number  
of observations

11 5 4 3 1 1

Цензурировано /  
Censored 0 3 4 5 6 6

Число событий /  
Number of events 0 3 3 3 4 4

Не определен /  
Not determined
Basal
GU
UroA
UroB

Не определен /  
Not determined
Basal
GU
UroA
UroB

а б
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Рис. 2. Общая выживаемость в зависимости от варианта молекулярного подтипа уротелиального рака, определенного на материале после 
трансуретральной резекции стенки мочевого пузыря (а) и радикальной цистэктомии (б). UroA – люминальный А подтип; UroB – люминальный 
B подтип; Basal – базальный подтип; GU – геномно нестабильный подтип
Fig. 2. Overall survival depending on urothelial carcinoma subtype determined using material after transurethral resection of bladder tumor (а)  
and after radical cystectomy (б). UroA – luminal А subtype; UroB – luminal B subtype; Basal – basal subtype; GU – genomically unstable subtype
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% %

Не определен / Not determined
Число наблюдений /  

Number  
of observations

11 6 6 3 2 2

Цензурировано /  
Censored 0 3 3 4 5 5

Число событий /  
Number of events 0 2 2 4 4 4

Basal
Число наблюдений /  

Number  
of observations

4 1 1 1 1 0

Цензурировано /  
Censored 0 2 2 2 2 3

Число событий /  
Number of events 0 1 1 1 1 1

GU
Число наблюдений /  

Number  
of observations

14 9 8 6 3 1

Цензурировано /  
Censored 0 3 3 3 4 6

Число событий /  
Number of events 0 2 3 5 7 7

UroA
Число наблюдений /  

Number  
of observations

10 2 2 1 1 1

Цензурировано /  
Censored 0 6 6 7 7 7

Число событий /  
Number of events 0 2 2 2 2 2

UroB
Число наблюдений /  

Number  
of observations

10 3 1 0 0 0

Цензурировано /  
Censored 0 5 7 7 7 7

Число событий /  
Number of events 0 2 2 3 3 3

Не определен / Not determined
Число наблюдений /  

Number  
of observations

10 5 4 2 2 1

Цензурировано /  
Censored 0 4 5 5 5 6

Число событий /  
Number of events 0 1 1 3 3 3

Basal
Число наблюдений /  

Number  
of observations

5 2 2 1 1 0

Цензурировано /  
Censored 0 3 3 3 3 4

Число событий /  
Number of events 0 0 0 1 1 1

GU
Число наблюдений /  

Number  
of observations

16 6 5 4 2 2

Цензурировано /  
Censored 0 6 6 6 7 7

Число событий /  
Number of events 0 2 2 3 3 3

UroA
Число наблюдений /  

Number  
of observations

7 3 3 1 1 0

Цензурировано /  
Censored 0 2 2 3 3 4

Число событий /  
Number of events 0 2 2 3 3 3

UroB
Число наблюдений /  

Number  
of observations

11 5 4 3 1 1

Цензурировано /  
Censored 0 4 5 6 7 7

Число событий /  
Number of events 0 2 2 2 3 3

Не определен /  
Not determined
Basal
GU
UroA
UroB

Не определен /  
Not determined
Basal
GU
UroA
UroB

а б

тальность (рис. 2, а). В ходе анализа 5-летней ОВ
2  

не выявлено достоверных различий между подтипами 
УР (log-rank-тест; p = 0,92). Наибольшая 5-летняя ОВ

2
 

установлена в группе UroB (71,4 %; 95 % ДИ 25,8–92,0), 
наименьшая – в группе UroA (33,3 %; 95 % ДИ 1,4–75,5) 
(рис. 2, б). 

Результаты многофакторного регрессионного ана-
лиза показали, что наиболее значимыми предикторами 

рецидива УР после радикального лечения являются 
клиническая стадия IIIA (p = 0,017) и патоморфологи-
ческая стадия II (р = 0,021) (рис. 3). Существенное 
влияние на показатели ОВ оказывали патоморфологи-
ческие стадии IIIA (p = 0,003) и IVA (p = 0,019) (рис. 4). 
Важно отметить, что ни один из молекулярных под-
типов УР, определенных ИГХ-методом, не влиял  
на БРВ и ОВ (табл. 2).
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Таблица 2. Результаты факторного анализа влияния стадии заболевания на риск возникновения рецидива и летального исхода

Table 2. Results of factor analysis of the effect of disease stage on the risks of recurrence and death

Фактор риска 
Risk factor

Однофакторный анализ 
Univariate analysis

Многофакторный анализ 
Multivariate analysis

ОР; 95 % ДИ 
HR; 95 % CI

p ОР; 95 % ДИ 
HR; 95 % CI

p

Оценка риска рецидива рака мочевого пузыря 
Evaluation of bladder cancer recurrence risk

Клиническая стадия IIIA 
Clinical stage IIIA

2,7; 0,8–10,12 0,123 25,0; 1,80–352,80 0,017*

Патоморфологическая стадия: 
Pathomorphological stage:

II
IIIB
IVA

 

0,53; 0,16–1,81
3,67; 1,33–10,16

10,77; 1,03–112,28

 

0,318
0,012*
0,047*

 

0,04; 0–0,60
0,8; 0,08–8,30

2,2; 0,09–56,70

 

0,021*
0,860
0,625

Оценка риска смертности при раке мочевого пузыря после радикальной цистэктомии 
Evaluation of the risk of death in bladder cancer after radical cystectomy

Патоморфологическая стадия: 
Pathomorphological stage:

IIIB
IVA

 

9,11; 2,12–39,28
18,79; 1,63–217,26

 

0,003*
0,019*

 

9,11; 2,12–39,27
18,79; 1,63–217,26

 

0,003*
0,019*

*Влияние предиктора статистически значимо (p <0,05).
Примечание . ОР – относительный риск; ДИ – доверительный интервал. 
*Predictor effect is statistically significant (p <0.05). 
Note . HR – hazard ratio; CI – confidence interval.

Рис. 3. Влияние клинической (c) и патоморфологической (p) стадий 
заболевания по классификации American Joint Committee on Cancer  
8-го издания на риск развития рецидива рака мочевого пузыря после 
радикального хирургического вмешательства. ДИ – доверительный 
интервал; ОР – отношение рисков
Fig. 3. Effect of clinical (c) and pathomorphological (p) disease stages  
per the American Joint Committee on Cancer classification, 8th edition,  
on the risk of bladder cancer recurrence after radical surgical intervention.  
CI – confidence interval; HR – hazard ratio

1                               10 000                   100 000 000

pIVA

pIIIB

pIIIA

pII

cIVA

cIIIB

cIIIA

cII

OP; 95 % ДИ / HR; 95 % CI

Рис. 4. Влияние патоморфологической стадии заболевания по класси-
фикации American Joint Committee on Cancer 8-го издания на риск ле-
тального исхода (влияние клинической стадии не установлено).  
ДИ – доверительный интервал; ОР – отношение рисков
Fig. 4. Effect of pathomorphological disease stage per the American Joint 
Committee on Cancer classification, 8th edition, on the risk of death (the effect 
of clinical stage was not observed). CI – confidence interval; HR – hazard 
ratio

0,1                           1                       10 000              100 000 000

pIVA

pIIIB

pIIIA

pII

OP; 95 % ДИ / HR; 95 % CI

ОбСУжДЕНИЕ
Рак мочевого пузыря представляет собой высокоге-

терогенную опухоль с непостоянной и часто аномаль-
ной экспрессией белков – маркеров терминальной диф-
ференцировки, что указывает на псевдодифферен- 
цировку [10]. Это может объяснять систематические 
несоответствия при классификации подтипов РМП  
с использованием профилирования мРНК и ИГХ-ана-
лиза на уровне опухолевых клеток [11]. Тем не менее 

постоянно предпринимаются попытки адаптировать 
определение молекулярного подтипа этой опухоли имен-
но с помощью рутинного ИГХ-исследования [12–14]. 

В мировой научной литературе представлены 4 ос-
новные классификации уротелиальных карцином: Ат-
ласа ракового генома (The Cancer Genome Atlas, TCGA), 
Лундского университета, Университета Северной Ка-
ролины, Онкологического центра им. М.Д. Андерсона. 
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В связи с разнообразием классификаций в 2019 г. при-
нято соглашение (консенсус) относительно подтипов 
уротелиального РМП: решено использовать термин 
«базальный/плоскоклеточно-подобный подтип» (basal-
squamous-like, ВASQ) для обозначения опухолей, про-
являющих фенотип KRT5/6+KRT14+FOXA1–GATA3–. 
Это отражает тот факт, что в данной группе имеется 
экспрессия базальных кератинов, а также опухоль 
проявляет признаки плоскоклеточной дифференци-
ровки. Дополнительно предложено изменить название 
ранее определенного подтипа РМП с «уробазального»  
на «уротелиоподобный» (сокращенно Uro) [2]. 

Важной клинической задачей молекулярного про-
филирования является выбор тактики лечения. Со-
гласно консенсусу по УР 2019 г. в 69 % случаев РМП 
есть потенциально действующие терапевтические ми-
шени, которые ассоциируются с конкретными моле-
кулярными подтипами [2, 15]. Так, например не во всех 
случаях мышечно-инвазивный РМП одинаково отве-
чает на неоадъювантное лечение. По результатам ис-
следования R. Seiler и соавт., люминальные опухоли 
демонстрируют высокие показатели ОВ как при ис-
пользовании неоадъювантной химиотерапии, так и без 
нее [16]. В то же время при базальном РМЖ примене-
ние неоадъювантной химиотерапии значительно улуч-
шает показатели ОВ по сравнению с только хирурги-
ческим вмешательством [16]. В то же время W. Choi  
и соавт. в ходе исследования различных подтипов РМП 
выявили, что опухолевые клетки с мутацией p53 (ба-
зально-плоскоклеточный, нейроэндокриноподобный 
и в меньшей степени геномно нестабильный РМП, 
согласно консенсусу по УР 2019 г., обладают устойчи-
востью к химиотерапии [2, 17]. Также обнаружено, что 
при люминальном подтипе отмечается высокая экс-
прессия лиганда рецептора программируемой клеточ-
ной гибели 1 (PD-L1), CTLA-4 и других иммунных 
сигнатур. В частности, продемонстрирован значимый 
эффект от лечения ингибиторами контрольных им-
мунных точек (анти-PD-L1 и анти-PD-1) именно для 
этой подгруппы пациентов [18]. Таким образом, опре-
деление молекулярного подтипа УР в дополнение  
к гистологическому заключению поможет выбрать 
оптимальную лекарственную терапию для пациентов 
с данной патологией.

V. Dadhania и соавт. на основе определения экс-
прессии двух антител – к CK5/6 и GATA3 – предложи-
ли выделять 2 молекулярных подтипа: базальный –  
с положительной экспрессией CK5/6 и отрицательной 
экспрессией GATA3, и люминальный – с отрицатель-
ной экспрессией CK5/6 и положительной экспрессией 
GATA3 [6]. A. Hodgson и соавт. выполнили ИГХ-иссле-
дование 207 образцов МИРМП c использованием анти-
тел к CK5/6 и GATA3 и выделили 85,2 % люминальных 
(CK5/6–/GATA3+) и 14,8 % базальных (CK5/6+/GATA3–) 
опухолей [19]. Кроме того, удалось установить, что опу-
холи CK5/6+/GATA3– ассоциированы со снижением по-
казателей опухоль-специфической выживаемости  

и повышением экспрессии PD-1/PD-L1 [19] (PD-1 – 
рецептор программируемой гибели 1). По данным  
T. Bejrananda и соавт., удалось выявить значительную 
связь между выживаемостью и экспрессией GATA3  
и CK5/6 [20]. Если опухоли характеризовались только 
экспрессией GATA3, то они считались люминальными, 
если только экспрессией CK5/6 – базальными. Также 
удалось выявить двойной отрицательный подтип,  
на который указывает отрицательное окрашивание 
обоих маркеров. В этом случае ожидаются плохие по-
казатели опухоль-специфической выживаемости. Дру-
гие комбинации, о которых сообщалось в предыдущих 
исследованиях (экспрессия CK20 и CK5/6 или CK20  
и CK14), не продемонстрировали значимого влияния 
на выделение молекулярных подтипов [20].

A. Kamoun и соавт. предложили дальнейшую суб-
классификацию молекулярных подтипов РМП на ос-
нове экспрессии p16 и FGFR3 и гистоморфологии опу-
холи [2]. Авторы выявили, что люминальный 
папиллярный подтип характеризуется отрицательной 
экспрессией p16, положительной экспрессией FGFR3 
и папиллярной конфигурацией, тогда как люминаль-
ный неуточненный подтип – положительной экспрес-
сией p16, отрицательной экспрессией FGFR3 и солид-
ной мышечно-инвазивной формой. Кроме того, ряд 
исследователей выделили небольшую группу 
CK5/6+p16+-опухолей (до 7 %) с высоким уровнем пло-
скоклеточной дифференцировки, для которых отмече-
ны частые рецидивы (до 75 % случаев) в период на-
блюдения до 2 лет. Для данного подтипа характерна 
экспрессия CK5/6 не только в базальных, но и в про-
межуточных слоях уротелия, а также экспрессия CK14 
в единичных клетках базального слоя, что отсутствует 
в опухолях уротелиоподобного (люминального папил-
лярного) подтипа [8]. В отличие от уротелиоподобно-
го подтипа РМЖ уровень экспрессии p16 при базаль-
ном подтипе также существенно выше. Подобные 
дивергенции даже внутри одного подтипа и обширное 
молекулярное перекрытие опухолей крайне затрудня-
ют внедрение ИГХ-метода и молекулярного профи-
лирования в рутинную практику патологоанатома. 
Кроме того, вышеуказанные методы сопряжены с вы-
сокими затратами.

Для ИГХ-исследования мы использовали расши-
ренную панель из базальных и люминальных антител 
для выделения 4 молекулярных подтипов РМП: UroA, 
UroB, Basal и GU. Однако мы не определяли отдельно 
экспрессию FGFR, и, возможно, именно этот факт  
не позволил выявить люминальный подтип опухоли  
у ряда пациентов (после ТУРМП подтип не установ-
лен в 22,4 % случаев, после РЦЭ – в 20,4 %). Резуль-
таты анализа показали, что 5-летняя БРВ не различа-
лась между подтипами УР: при UroA она составила 
56,3 %, при UroB – 55,6 %, при Basal – 66,7 %, при GU – 
63,5 %. Также не было выявлено различий в 5-летней 
ОВ между подтипами: при UroA она оказалась равной 
60 %, при Basal – 50 %, при GU – 56,4 %. При UroB 
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летальность составила 100 %. Результаты многофак-
торного регрессионного анализа продемонстрировали, 
что наиболее значимым предиктором рецидива УР 
после радикального лечения остается определение 
клинической или патоморфологической стадии с уче-
том стадирования по классификации Tumor, Nodus 
and Metastasis. Таким образом, в данной работе моле-
кулярные подтипы УР, определенные ИГХ-методом  
с помощью расширенной панели, не влияли на пока-
затели БРВ и ОВ.

Ограничениями нашего исследования были не-
большой размер выборки, ретроспективный характер 
работы и отсутствие профилирования экспрессии ге-
нов для проверки соответствия между молекулярными 
подтипами и экспрессией маркеров ИГХ. Кроме того, 
только 5–6 % наших пациентов получали нео- и/или 
адъювантную лекарственную терапию, что могло су-
щественно повлиять на показатели выживаемости, 

поскольку эффективность лечения напрямую зависит 
от молекулярного подтипа опухоли. Также это иссле-
дование проведено только в одном центре, поэтому 
необходима валидация панели на данных из несколь-
ких центров и разных групп населения.

зАКЛючЕНИЕ
Определение молекулярного подтипа УР с исполь-

зованием суррогатной панели из 13 маркеров методом 
полуколичественного расчета гистохимического ин-
декса не продемонстрировало эффективности и про-
гностической значимости. Выделенные нами 4 подти-
па УР не влияли на продолжительность ОВ и БРВ. 
Необходимо продолжить исследования в данном на-
правлении для выявления наиболее эффективных ан-
тител или их комбинаций, которые пройдут валида-
цию на более крупных выборках биологических 
образцов.
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Создание in vitro модели для изучения роли 
дисульфидных связей в составе большого 
внеклеточного домена натрий-зависимого 
фосфатного транспортера NaPi2b в клетках 
карциномы яичника OVCAR-8

В.С. Скрипова, Д.А. Фирсова, А.В. Килунов, Л.Ф. Булатова, М.А. Попутский, Р.Г. Киямова

Научно-исследовательская лаборатория «Биомаркер», Институт фундаментальной медицины и биологии  
ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный университет»; Россия, 420008 Казань, ул. Кремлевская, 18, корп. 1

К о н т а к т ы : Рамзия Галлямовна киямова kiyamova@mail.ru, Вера Сергеевна Скрипова v.s.skripova@yandex.ru

Введение. Натрий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b – перспективная мишень для таргетной 
противоопухолевой терапии. его большой внеклеточный домен (ВкД) содержит скрытый эпитоп MX35, против 
которого разработаны терапевтические антитела, проходящие доклинические и клинические испытания. Доступность 
эпитопа MX35 для антител выше в опухолевых клетках и зависит от конформации ВкД, обусловленной дисульфидными 
связями между остатками цистеина С303, С322, С328 и С350. количество этих дисульфидных связей неизвестно, как 
и то, какие именно остатки цистеина участвуют в поддержании конформации ВкД NaPi2b, возможной регуляции его 
транспортной активности и стабильности. Выделение и очистка трансмембранных белков, включая NaPi2b, для 
структурных и функциональных исследований являются трудно разрешимыми задачами, поэтому необходимо раз-
работать in vitro модель для изучения особенностей формирования дисульфидных связей в области ВкД транспортера 
NaPi2b, а также определения  их роли в обеспечении доступности скрытого эпитопа MX35 и активности транспор-
тера в живых клетках.
Цель исследования – создание панели клональных сублиний карциномы яичника человека OVCAR-8, содержащих 
рекомбинантные варианты транспортера NaPi2b дикого типа, а также варианты с одиночными и двойными заменами 
остатков цистеина в области ВкД на остатки аланина. 
Материалы и методы. клетки карциномы яичника OVCAR-8, не экспрессирующие ген транспортера NaPi2b, 
трансдуцировали лентивирусными частицами, несущими нуклеотидные последовательности, кодирующие транспортер 
NaPi2b дикого типа или его мутантные варианты с одиночными и двойными заменами остатков цистеина С303, С322, 
С328 и С350 на остатки аланина, для имитации восстановления потенциальных дисульфидных связей между ними. 
после отбора трансдуцированных клеток получали клональные сублинии, в лизатах которых методами вестерн-  
и дот-блоттинга оценивали содержание рекомбинантных вариантов транспортера NaPi2b.
Результаты. получена панель из 9 клональных сублиний карциномы яичника OVCAR-8, содержащих рекомбинантный 
транспортер NaPi2b дикого типа и его мутантные варианты. Отмечено влияние введенных аминокислотных замен 
на содержание и электрофоретическую подвижность транспортера NaPi2b.
Заключение. полученная панель клональных сублиний может быть использована в качестве in vitro модели  
для изучения конформации ВкД транспортера NaPi2b, обусловленной дисульфидными связями, что позволит 
раскрыть механизм образования скрытого эпитопа MX35 и пролить свет на роль ВкД в регуляции транспортной 
активности NaPi2b. понимание механизма образования скрытого эпитопа MX35 даст возможность найти новые 
скрытые эпитопы в составе внеклеточных доменов трансмембранных белков, которые могут быть использованы  
в качестве мишеней для таргетной противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: NaPi2b, SLC34A2, злокачественное новообразование, дисульфидная связь, опухоль-специфический 
эпитоп, конформация
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Development of an in vitro model to study the role of disulfide bonds in the largest extracellular 
domain of the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b in OVCAR-8 ovarian carcinoma cells

V .S . Skripova, D .A . Firsova, A .V . Kilunov, L .F . Bulatova, M .A . Poputsky, R .G . Kiyamova

Research Laboratory “Biomarker”, Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan (Volga Region) Federal University;  
Bld. 1, 18 Kremlevskaya St., Kazan 420008, Russia

C o n t a c t s : Ramziya Gallyamovna Kiyamova kiyamova@mail.ru, Vera Sergeevna Skripova v.s.skripova@yandex.ru

Introduction. The sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b is a promising target for targeted antitumor therapy. 
There is the largest extracellular domain (ECD) containing a cryptic MX35 epitope, against which therapeutic antibodies 
have been developed and are undergoing preclinical and clinical trials. The accessibility of the MX35 epitope to antibodies 
is higher in tumor cells and depends on the conformation of the ECD, determined by disulfide bonds between cysteine residues 
C303, C322, C328 and C350. The number of these disulfide bonds and cysteine residues that participate in the NaPi2b ECD 
conformation maintaining, regulation of its transport activity and stability is unknown. Isolation and purification  
of transmembrane proteins, including NaPi2b, for structural and functional studies is difficult, therefore it is necessary 
to develop an in vitro model to study the formation of disulfide bonds in the ECD region of the NaPi2b transporter  
and their role in ensuring the availability of the cryptic MX35 epitope and transporter activity in living cells.
Aim. To create a panel of clonal sublines of human ovarian carcinoma OVCAR-8 containing recombinant variants  
of the wild-type NaPi2b transporter, as well as with single and double substitutions of cysteine residues in the ECD region 
with alanine residues.
Materials and methods. OVCAR-8 ovarian carcinoma cells that do not express the NaPi2b transporter gene were transduced 
with lentiviral particles carrying nucleotide sequences encoding the wild-type NaPi2b transporter or its mutant variants 
with single and double substitutions of cysteine residues C303, C322, C328 and C350 with alanine residues to simulate 
reduction of potential disulfide bonds between them. After selecting transduced cells, clonal sublines were obtained,  
in the lysates of which the content of recombinant variants of the NaPi2b transporter was assessed using Western blot 
analysis and dot blot analysis.
Results. A panel of 9 clonal sublines of OVCAR-8 ovarian carcinoma containing the wild-type recombinant NaPi2b 
transporter and its mutant variants was obtained. The effect of the introduced amino acid substitutions on the content 
and electrophoretic mobility of the NaPi2b transporter was noted.
Conclusion. The resulting panel of clonal sublines can be used as an in vitro model to study the conformation of the ECD 
transporter NaPi2b, determined by disulfide bonds, which will reveal the mechanism of formation of the cryptic MX35 
epitope and shed light on the role of ECD in the regulation of NaPi2b transport activity. Understanding the mechanism 
of formation of the cryptic MX35 epitope will make it possible to find new cryptic epitopes in the extracellular domains 
of transmembrane proteins, which can be used as targets for antitumor therapy.

Keywords: NaPi2b, SLC34A2, malignancy, disulfid bond, tumor-specific epitope, conformation
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из приоритетных задач современной онко-

логии является разработка новых терапевтических 
подходов, обладающих высокой эффективностью  
и низкой токсичностью. К ним относится таргетная 
терапия лекарственными препаратами, направленны-
ми против конкретных молекулярных мишеней, харак-
терных преимущественно для опухолевых клеток. По-
иск таких опухоль-специфических мишеней является 
непростой задачей, поскольку большинство белков 
клеток опухоли представлены и в клетках нормальных 
тканей, что увеличивает риск их повреждения при про-
ведении таргетной терапии. 

Примером перспективных опухоль-специфических 
мишеней является мембранный гликопротеин – на-
трий-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b  
из семейства транспортеров SLC34, который участвует 

в поддержании фосфатного гомеостаза [1, 2]. Экспрес-
сия гена SLC34A2, кодирующего транспортер NaPi2b 
у человека, выявлена в клетках ряда нормальных тка-
ней [3–5], а повышенный уровень его экспрессии –  
в клетках некоторых злокачественных новообразова-
ний, включая рак яичника, легкого, щитовидной же-
лезы и др. [5–13].

Транспортер NaPi2b идентифицирован в качестве 
мишени для моноклональных антител MX35 [14–16],  
их терапевтических производных и аналогов [17–20]  
с помощью модифицированного подхода SEREX 
(serological analysis of recombinant tumor cDNA expression 
libraries) [21–23]. Показано, что эпитоп для вышеопи-
санных антител (эпитоп MX35) находится в составе 
большого внеклеточного домена (ВКД 188–361 а.о.) 
транспортера NaPi2b на участке 311–340 а.о. [15, 16]. 
Особенностью данных антител является то, что при 

mailto:kiyamova@mail.ru
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введении в организм in vivo они накапливаются преи-
мущественно в очагах карциномы яичника,  
а не в клетках нормальных тканей, в которых экспрес-
сируется ген транспортера NaPi2b [24, 25]. Это может 
говорить об опухоль-специфической природе эпитопа 
MX35 в молекуле транспортера NaPi2b. Следует отме-
тить, что в этой же области ВКД находятся 4 остатка 
цистеина – С303, С322, С328 и С350, а также несколько 
потенциальных сайтов для N-гликозилирования [15]. 
Результаты наших исследований и работ других авто-
ров показали, что при восстановлении дисульфидных 
связей в условиях in vitro эффективность связывания 
антител с эпитопом MX35 значительно снижалась  
в лизатах клеток эукариот, но не изменялась для син-
тетических пептидов [15], и в лизатах клеток прокари-
от, в которых отсутствует гликозилирование, в услови-
ях вестерн-блоттинга [26].

Мы предполагаем, что эпитоп MX35 является 
скрытым эпитопом, а его доступность для распозна-
вания антителами зависит от конформации ВКД тран-
спортера NaPi2b, обусловленной дисульфидными свя-
зями и N-гликозилированием [27–29]. На данный 
момент структура транспортера NaPi2b эксперимен-
тально не разрешена, поэтому остается неизвестным, 
сколько и между какими именно остатками цистеина 
в области его ВКД образуются дисульфидные связи,  
от которых зависит доступность эпитопа MX35 для 
распознавания антителами. На сегодняшний день  
с помощью экспериментальных и in silico подходов, 
включая анализ структуры транспортера NaPi2b из базы 
структур белков AlphaFold, предсказана возможность об-
разования дисульфидных связей между остатками циc-
теина С303-С350 и С322-С328 [15, 26].

В связи со сложностью проведения структурных ис-
следований трансмембранных белков, в том числе 
NaPi2b, для анализа дисульфидных связей в области ВКД 
транспортера NaPi2b необходимо использовать другие 
методы и подходы, включая in vitro модели для исследо-
вания транспортера в условиях, позволяющих сохранять 
его нативную конформацию, –  на живых клетках. 

Цель  исследования –  путем лентивирусной транс-
дукции получить панель клональных сублиний карци-
номы яичника человека OVCAR-8, синтезирующих 
рекомбинантный натрий-зависимый фосфатный транс-
портер NaPi2b дикого типа и его мутантные варианты, 
в которых каждый из остатков цистеина в области ВКД 
в положениях С303, С322, С328, С350 или одно-
временно 2 из них, а именно С303 и С322, С303  
и С328, С322 и С328, заменены на остатки аланина.  
С помощью такой клеточной панели могут быть изу-
чены особенности образования дисульфидных связей 
в области ВКД транспортера NaPi2b, от которых зави-
сит доступность скрытого эпитопа MX35 для антител  
(в частности, определено, между какими именно остат-
ками цистеина они образуются), а также их влияние  
на функциональную активность, конформацию и топо-
логию транспортера NaPi2b.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Клеточные линии. Клеточную линию почки эмбри-

она человека HEK293T (ATCC, США) использовали 
для создания лентивирусных частиц. Клеточную линию 
карциномы яичника человека OVCAR-8, в которой от-
сутствует эндогенная экспрессия гена натрий-зависи-
мого фосфатного транспортера NaPi2b [30, 31], – для по-
лучения панели клональных сублиний, содержащих 
рекомбинантный транспортер NaPi2b дикого типа,  
а также его варианты с одиночными и двойными за-
менами остатков цистеина в положениях С303, С322, 
С328 и С350 на остатки аланина.

Культивирование клеточных линий. Клеточную ли-
нию HEK293T культивировали в полной питательной 
среде DMEM («Панэко», Россия) c содержанием 4,5 г/л 
глюкозы, 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(Capricorn, Германия), 2 мМ L-аланил-L-глутамина 
(«Панэко», Россия), 100 ЕД/мл пенициллина («Пан-
эко», Россия) и 100 мкг/мл стрептомицина («Панэко», 
Россия). Клеточную линию OVCAR-8 культивировали 
в полной питательной среде RPMI-1640 («Панэко», 
Россия), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сы-
воротки (Capricorn, Германия), 2 мМ L-аланил-L-глута-
мина («Панэко», Россия), 100 ЕД/мл пенициллина 
(«Панэко», Россия) и 100 мкг/мл стрептомицина 
(«Панэко», Россия). Сублинии OVCAR-8, трансдуци-
рованные лентивирусными частицами, полученными 
на основе вектора pLV-CMV-H4-puro, культивировали 
в полной питательной среде RPMI-1640 («Панэко», 
Россия) в присутствии 1 мкг/мл пуромицина (Gibco, 
США).

Получение рекомбинантных лентивирусных векторов. 
Вектор pcDNA3.1(+)/NaPi2b, кодирующий транспор-
тер NaPi2b дикого типа, полученный нами ранее, ис-
пользовали в качестве матрицы для выделения плазмид, 
кодирующих мутантные варианты транспортера NaPi2b 
с одиночными и двойными заменами остатков цисте-
ина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина [32], 
методом сайт-направленного мутагенеза с помощью 
набора реактивов QuikChange II XL Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Agilent, США) по инструкции произ-
водителя. Наличие целевых мутаций в плазмидах по-
сле мутагенеза подтверждали секвенированием по 
Сэнгеру. Из выделенных плазмид с помощью рестрик-
таз EcoRI (Thermo Fisher Scientific, США) и BamHI 
(Thermo Fisher Scientific, США) получены нуклеотид-
ные последовательности, кодирующие мутантные ва-
рианты транспортера NaPi2b, с последующим клони-
рованием в лентивирусный вектор pLV-CMV-H4-puro 
[33] по сайтам рестрикции EcoRI и BamHI. Амплифи-
кацию рекомбинантных лентивирусных векторов про-
водили в клетках E. coli XL1-Blue с последующим вы-
делением и очисткой с помощью набора Plasmid 
MiniPrep («Евроген», Россия).

Лентивирусная трансдукция клеток млекопита ющих. 
Лентивирусные частицы получали в клетках HEK293T 
путем трансфекции упаковочными плазмидами 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
2

4

117ТОМ 11 / VOL. 11  ЭкспериМенТальнЫе сТаТьи | EXPERIMENTAL REPORTS

psPAX2 (Addgene #12260) и pMD2.G (Addgene #12259) 
и рекомбинантными векторами pLV-CMV-H4-puro, 
кодирующими мутантные варианты транспортера 
NaPi2b. Трансфекцию проводили с помощью поли-
этиленимина (Thermo Fisher Scientific, США), как 
описано ранее [34]. Трансдукцию клеток карциномы 
яичника OVCAR-8 полученными лентивирусными ча-
стицами также выполняли, как описано ранее [35]. 
Для отбора трансдуцированных клеток через 48 ч по-
сле трансдукции добавляли питательную среду, содер-
жащую селективный антибиотик пуромицин в кон-
центрации 1 мкг/мл. 

Получение клональных сублиний. Клональные 
сублинии получали методом редкого посева. В 96-лу-
ночный планшет рассеивали по 100 мкл суспензии 
клеток с концентрацией 5 кл/мл и добавляли 100 мкл 
полной питательной среды. В каждом случае исполь-
зовали от 2 до 4  96-луночных планшетов. С помощью 
светового микроскопа находили и отмечали лунки, где 
образовались клональные популяции клеток, которые 
наращивали для дальнейшей работы.

Вестерн-блоттинг. Клетки рассеивали в лунки 6-лу-
ночного планшета и культивировали до достижения 
80 % конфлюэнтности. Клетки дважды промывали 
фосфатно-солевым буфером и лизировали в 100 мкл 
буфера RIPA (Thermo Fisher Scientific, США), содер-
жащего смесь ингибиторов протеаз и фосфатаз 
(Thermo Fisher Scientific, США). Клеточные лизаты 
центрифугировали при 10 тыс. об/мин при +4 °С  
в течение 30 мин. Растворимую белковую фракцию 
собирали и использовали в качестве образцов для про-
ведения электрофореза в денатурирующих условиях  
в 10 % полиакриламидном геле. Вестерн-блоттинг 
проводили в соответствии с рекомендациями произ-
водителей антител кролика против N-концевого до-
мена транспортера NaPi2b (CST, США) и GAPDH 

(Thermo Fisher Scientific, США). В качестве вторичных 
антител использовали антитела козы против иммуно-
глобулинов кролика, конъюгированные с пероксида-
зой хрена (Thermo Fisher Scientific, США). Для полу-
чения хемилюминисцентного сигнала использовали 
субстраты для пероксидазы хрена SuperSignal™ West 
Pico PLUS и Pierce™ ECL Western Blotting Substrate 
(Thermo Fisher Scientific, США). Детекцию сигнала 
проводили с использованием системы гель-докумен-
тирования ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США).

Дот-блоттинг. Образцы клеточных лизатов готови-
ли аналогично образцам для вестерн-блоттинга.  
На нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad, США) на-
носили объем образцов клеточных лизатов, в котором 
содержалось 5 мкг общего белка. После высушивания 
мембраны обрабатывали и анализировали так же, как 
для вестерн-блоттинга, в соответствии с рекоменда-
циями производителя антител против N-концевого 
домена транспортера NaPi2b (CST, США). 

РЕзУЛьТАТы
Методом молекулярного клонирования получены 

рекомбинантные лентивирусные экспрессионные век-
торы pLV-CMV-H4-puro с нуклеотидными последова-
тельностями, кодирующими транспортер NaPi2b дикого 
типа, его мутантные варианты с одиночными заменами 
остатков цистеина на остатки аланина в положениях 303, 
322, 328 и 350, а также с заменами одновременно двух  
из них: С303 и С322, С303 и С328, С322 и С328. Нали-
чие целевых последовательностей в полученных ре-
комбинантных векторах подтверждено с помощью 
рестрикции очищенных из бактериальных клеток ре-
комбинантных векторов ферментами EcoRI и BamHI. 
Во всех случаях наблюдали наличие фрагмента ДНК 
длиной примерно 2100 п.о., что соответствовало ожи-
даемым результатам (рис. 1).

Рис. 1. Результаты горизонтального электрофореза в агарозном геле продуктов рестрикции эндонуклеазами BamHI и EcoRI рекомбинантных 
лентивирусных векторов pLV-CMV-H4-puro после клонирования последовательностей, кодирующих рекомбинантные варианты натрий-зависи-
мого фосфатного транспортера NaPi2b с одиночными и двойными аминокислотными заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350  
на остатки аланина. М – маркер длин ДНК GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, США); п.о. – пары оснований; WT – дикий тип. 
Стрелкой указаны последовательности ДНК, кодирующие транспортер NaPi2b (~2100 п.о.)
Fig. 1. Results of the horisontal agarose gel electrophoresis of recombinant lentiviral vectors pLV-CMV-H4-puro products of restriction by BamHI and EcoRI 
after cloning sequences encoding recombinant variants of the sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with single and double amino acid substitutions 
of cysteine residues C303, C322, C328 and C350 to alanine residues results. M – GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, США); b.p. – base 
pair; WT – wild-type. Arrow is showing DNA sequences encoding NaPi2b transporter (~2100 b.p.)

3000 п.о. / 3000 b.p.

2000 п.о. / 2000 b.p.

1000 п.о. / 1000 b.p.

Вариант NaPi2b / 
NaPi2b variant WT С303A С322A С328A С350A C303A + 

C322A
C303A + 
C328A

C322А + 
C328A

pLV-CMV-H4-puro/NaPi2b

BamHI
EcoRI M –      + –      + –      + –      + –      + –       + –       + –       +
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На основе полученных векторов созданы лентиви-
русные частицы, которыми трансдуцировали клетки 
карциномы яичника человека OVCAR-8. Для исполь-
зования в качестве отрицательного контроля клетки 
OVCAR-8 трансдуцировали лентивирусными частицами, 
полученными на основе пустого вектора pLV-CMV-H4-
puro, не содержащего последовательность, кодирую-
щую транспортер NaPi2b. Такой контроль может быть 
использован в том числе для подтверждения специ-
фичности антител против транспортера NaPi2b, а так-
же при необходимости для учета влияния процесса 
трансдукции на физиологию клеток при дальнейших 
исследованиях.

В результате отбора с использованием пуромици-
на (1 мкг/мл) получены устойчивые к нему популяции 
клеток OVCAR-8, что говорит об их успешной транс-
дукции. В каждом случае количество трансдуцирован-
ных клеток, выживших в присутствии пуромицина,  
не различалось, что говорит об одинаковой эффектив-
ности трансдукции. Перечень полученных сублиний 
и их характеристика представлены в табл. 1.

С помощью вестерн-блоттинга лизатов трансду-
цированных клеток OVCAR-8 проанализировано со-
держание каждого рекомбинантного варианта транспор-
тера NaPi2b, которое оценивали по интенсивности 
с пецифического хемилюминисцентного сигнала  
от антител против его N-концевого домена (рис. 2). 

Таблица 1. Характеристика сублиний карциномы яичника OVCAR-8, полученных после лентивирусной трансдукции

Table 1. Characteristics of OVCAR-8 ovarian carcinoma sublines after lentiviral transduction

Сублиния 
Subline

Вариант рекомбинантного транспортера NaPi2b, содержащийся в  сублинии 
The recombinant NaPi2b transporter variant contained in the subline

OVCAR-8/NaPi2b-wt Дикого типа 
Wild-type

OVCAR-8/NaPi2b-С303А С аминокислотной заменой С303А 
With С303А amino acid substitution 

OVCAR-8/NaPi2b-С322А С аминокислотной заменой С322А 
With С322А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С328А С аминокислотной заменой С328А 
With С328А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С350А С аминокислотной заменой С350А 
With С350А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А С аминокислотными заменами С303А и С322А 
With С303А and C322A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А С аминокислотными заменами С303А и С328А 
With С303А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А С аминокислотными заменами С322А и С328А 
With С322А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/empty Не содержащий NaPi2b 
Without NaPi2b

Содержание рекомбинантного транспортера 
NaPi2b в исследуемых образцах в разных вариантах 
различалось. Высокий уровень его содержания харак-
терен для дикого типа и мутантных вариантов транс-
портера NaPi2b с аминокислотными заменами С322А 
и С322А + С328А (см. рис. 2; образцы WT, С322А, 
С322А + С328А), средний – для мутантных вариантов   
с аминокислотными заменами С328А и С350А (см. рис. 2; 
образцы С328А и С350А), низкий – для мутантного 
варианта транспортера с аминокислотными заменами 
С303А + C328A (рис. 2; образец С303А + C328A).  
В случае мутантных вариантов транспортера с амино-
кислотными заменами С303А и С303А + С322А не на-
блюдали специфического сигнала, соответствующего 
транспортеру NaPi2b (см. рис. 2; образцы С303А  
и С303А + С322А), что может говорить об отсутствии 
или крайне низком содержании данных мутантных 
вариантов в исследуемых образцах. Поскольку в каж-
дом случае эффективность трансдукции клеток 
OVCAR-8 была одинаковой, разницу в уровне содер-
жания различных вариантов транспортера NaPi2b 
можно объяснить гетерогенностью полученных после 
трансдукции популяций клеток. Поскольку при лен-
тивирусной трансдукции интеграция экспрессионной 
кассеты в геном клетки происходит случайно, содер-
жащийся в ней трансген может попадать в области ге-
нома с разной доступностью хроматина для транс- 
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крипции. Это приводит к формированию поликло-
нальных популяций, в которых уровень экспрессии 
трансгена может значительно различаться между клет-
ками, что, в свою очередь, влияет на интерпретацию 
результатов дальнейших исследований. В связи с этим 
для последующей работы получали клональные субли-
нии (полученные из одной клетки) трансдуцирован-
ных клеток OVCAR-8 (см. табл. 1). 

Для отрицательного контроля OVCAR-8/empty,  
а также для каждого рекомбинантного варианта транс-
портера NaPi2b получены от 4 до 39 клональных 
сублиний, среди которых проводили отбор сублиний 
с высоким содержанием целевых рекомбинантных ва-

риантов транспортера NaPi2b с помощью вестерн- 
и/или дот-блоттинга.

Для всех пяти полученных клональных сублиний 
OVCAR-8/empty по результатам вестерн-блоттинга 
подтверждено отсутствие содержания в клетках реком-
бинантного транспортера NaPi2b (рис. 3), а клональ-
ная сублиния OVCAR-8/empty/2H7 отобрана для 
включения в панель клеточных линий в качестве от-
рицательного контроля. Среди четырех полученных 
клональных сублиний OVCAR-8/NaPi2b-wt наиболь-
шее содержание целевого белка наблюдалось в клональ-
ной сублинии OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11 (см. рис. 3), 
которая вошла в панель и использовалась в дальнейшей 

Рис. 3. Результаты анализа содержания рекомбинантного натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b в клональных сублиниях 
OVCAR-8/empty и OVCAR-8/NaPi2b-wt
Fig. 3. Results of the analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b content in OVCAR-8/empty and OVCAR-8/NaPi2b-wt clonal 
sublines

Рис. 2. Результаты анализа содержания рекомбинантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b в поликлональных 
популяциях клеток OVCAR-8 после трансдукции лентивирусными частицами, полученными на основе рекомбинантных лентивирусных векторов 
pLV-CMV-H4-puro/NaPi2b, кодирующих дикий тип (WT) и мутантные варианты транспортера NaPi2b
Fig. 2. Results of the analysis of recombinant sodium-dependents phosphate transporter NaPi2b variants content in polyclonal OVCAR-8 cell populations after 
transduction by lentiviral particles based on recombinant lentiviral vectors pLV-CMV-H4-puro/NaPi2b encoding wild-type (WT) and mutant variants  
of NaPi2b transporter

GAPDH

NaPi2b

OVCAR-8/NaPi2b

Вариант NaPi2b / NaPi2b variant
OVCAR-8/

empty WT C303A C328A C322A C350A C303A + 
C328A

C322A + 
C328A 

C303A + 
C322A

Клональная сублиния / 
Clonal subline

OVCAR-8/NaPi2b-wtOVCAR-8/empty

2A9 1B8 2D4 2H7 1A8 1C5 1B6 1D6 1B11

GAPDH

NaPi2b
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работе в качестве положительного контроля содержа-
ния транспортера NaPi2b.

Отбор клональных сублиний, содержащих рекомби-
нантные мутантные варианты транспортера NaPi2b 
(OVCAR-8/NaPi2b-mut), проводили в 2 этапа. На первом 
этапе клеточные лизаты исследуемых сублиний анали-
зировали методом дот-блоттинга, что позволило выявить 
от 5 до 30 сублиний, содержащих рекомбинантные му-
тантные варианты транспортера NaPi2b (рис. 4).

Интересно отметить, что для сублиний OVCAR-8/
NaPi2b-С303А и OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А вы-
явлены клональные сублинии, содержащие соответ-
ствующие рекомбинантные мутантные варианты транс-
портера NaPi2b (см. рис. 4, а, д, табл. 2), несмотря  
на то, что результаты вестерн-блоттинга лизатов кле-
ток до клональной селекции не выявили в них наличие 
рекомбинантного транспортера NaPi2b (см. рис. 2; 
образцы С303А и С303А+С322А).

Рис. 4. Результаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b с заменами 
остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях OVCAR-8/NaPi2b-С303А (а), OVCAR-8/NaPi2b-С322А (б), 
OVCAR-8/NaPi2b-С328А (в), OVCAR-8/NaPi2b-С350А (г), OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А (д), OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А (е) и OVCAR-8/
NaPi2b-С322А+С328А (ж)
Fig. 4. Results of the analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with substitution of cysteine residues С303, С322, С328 and С350 
with alanine residues content in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-С303А (а), OVCAR-8/NaPi2b-С322А (б), OVCAR-8/NaPi2b-С328А (в), OVCAR-8/NaPi2b-С350А (г), 
OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А (д), OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А (е) и OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А (ж)

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С303А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С328А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С328А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С322А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С322А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С350А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С350А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А / 
OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А clonal sublines

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А / 
OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А clonal sublines

1           2         3        4         5         6         7       10     11      12      22         23

24       25         26     27     49      50     51    52      53     54   74     75   76

77     78       99   100  101   102     103    104     113    123   127   128    130  131

9       17    18    19     39    40        41         61    62     63 

1а                 2а               3а             4а          5а            7а          8а             9а

10а         11а            12а         13а        38а            39а                41а            53а

14а          15а            16а        17а           18а        19а          20а

21а          22а        43а         44а    45а      46а      47а        48а

30а        31а             34а           35а        36а        37а           50а 

64       65      66      67        83        84       85        86        87       88

105    106      107     108     119     120   124   135     136       137

8          13        14       15    16     28       29          30       31       33

34        35      36       37       38       56      57        58     59      60       79

20   21  42    43       44        45       46      47        48      68    69

70    71      72      73           89     90      91         92           93     95

96        97      109   110    111    115      121       122    125  126

80         81       82       98    114     116     117     118    129   133   134

а

в

д

б

г

е

ж
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По результатам дот-блоттинга для каждой субли-
нии OVCAR-8/NaPi2b-mut отобраны от 2 до 12 кло-
нальных сублиний (см. табл. 2), в лизатах которых со-
держание транспортера NaPi2b исследовали методом 
вестерн-блоттинга. Подтверждено, что в образцах ото-
бранных клональных сублиний OVCAR-8/NaPi2b-mut 
содержатся соответствующие рекомбинантные мутант-
ные варианты транспортера NaPi2b (рис. 5 и 6).

Содержание всех рекомбинантных мутантных ва-
риантов транспортера NaPi2b как с одиночными, так 
и с двойными заменами остатков цистеина, во всех ис-
следованных клональных сублиниях OVCAR-8 ниже, 
чем рекомбинантного транспортера NaPi2b дикого 
типа (см. рис. 5 и 6). Особенно низкое содержание от-
мечено для рекомбинантных мутантных вариантов 
транспортера NaPi2b с заменами С303А (рис. 5а)  
и С303А+С322А (см. рис. 6; образцы 41а, 53а, 11а).  
В случае мутантного варианта транспортера NaPi2b  
с заменой С303А+С322А специфический сигнал уда-
лось детектировать только при более длительной экс-
позиции (114 с) при регистрации хемилюминисцен-
ции (см. рис. 6; образцы 41а, 53а, 11а).

Результаты вестерн-блоттинга показали, что элек-
трофоретическая подвижность транспортера NaPi2b 
дикого типа (см. рис. 5 и 6; образец К+) выше, чем его 
рекомбинантных мутантных вариантов с заменами 
С303А (см. рис. 5, а), С322А (рис. 5, б), С328А (рис. 5, в; 
образцы 18, 62, 61, 65), С350А (рис. 5, в; образцы 43, 44, 

Таблица 2. Рузультаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного 
транс портера NaPi2b с заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях 
OVCAR-8/NaPi2b-mut, полученные с помощью дот-блоттинга 

Table 2. Results of the analysis of recombinant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with substitution of cysteine residues С303, С322, С328  
and С350 with alanine residues content in clonal sublines in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-mut obtained by dot blotting

Сублиния 
Subline

Номер клональных сублиний, содержащих транспортер NaPi2b 
Number of the clonal sublines, containing NaPi2b transporter

Количество проанализиро-
ванных/содержащих 
NaPi2b клональных 

сублиний, отобранных 
для вестерн-блоттинга  

Amount of analyzed/containing 
NaPi2b/selected for Western 
blot analysis clonal sublines

OVCAR-8/NaPi2b-C303A 3, 5, 22, 23, 27, 49, 50, 52, 54, 74, 100, 101, 104, 113, 123, 127 39/16/12

OVCAR-8/NaPi2b-С322А 8, 13, 14, 15, 16, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 56, 57, 
59, 60, 79, 80, 81, 82, 98, 116, 117, 118, 129, 133, 134 32/30/4

OVCAR-8/NaPi2b-С328А 9, 17, 18, 19, 40, 41, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 83, 84, 87, 88, 
106, 107, 120, 124, 135, 136 30/23/4

OVCAR-8/NaPi2b-С350А 20, 21, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 68,70, 71, 72, 89, 90, 91, 92, 
93, 96, 97, 110, 115, 121, 122, 125, 126 31/26/4

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А 8а, 11а, 13а, 38а, 39а, 41а, 53а 16/7/3

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А 14а, 15а, 16а, 17а, 19а, 20а, 21а, 22а, 43а, 44а, 45а, 46а, 47а, 
48а 15/14/2

OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А 30а, 31а, 34а, 36а, 50а 7/5/2

Примечание . Жирным шрифтом выделены сублинии, отобранные для вестерн-блоттинга. 
Note . Clonal sublines numbers selected for Western-blot analysis are in bold.

46, 47), С303А+С328А (см. рис. 6; образцы 43а и 44а)  
и С322А+С328А (см. рис. 6; образцы 30а и 31а). Стоит 
отметить, что для всех рекомбинантных вариантов 
транспортера NaPi2b наряду с основной гликозилиро-
ванной формой (100–130 кДа) наблюдается наличие 
более электрофоретически подвижной дегликозилиро-
ванной формы на уровне около 75 кДа, что особенно 
заметно для транспортера NaPi2b с двойными амино-
кислотными заменами С303А+С328А (см. рис. 6; образ-
цы 43а и 44а)  и С322А+С328А (см. рис. 6; образцы 30а 
и 31а). В случае двойной аминокислотной замены 
С303А+С322А при длительной экспозиции удалось 
детектировать только дегликозилированную форму 
транспортера NaPi2b на уровне 75 кДа (см. рис. 6, образ-
цы 41а, 53а, 11а). 

Проведенный анализ позволил отобрать клональ-
ные сублинии карциномы яичника OVCAR-8/NaPi2b-
mut, содержащие рекомбинантные мутантные вариан-
ты транспортера NaPi2b, для включения в клеточную 
панель (табл. 3).

Таким образом, получена панель клональных 
сублиний карциномы яичника OVCAR-8, содержащих 
рекомбинантные варианты транспортера NaPi2b, 
включая дикий тип и мутантные варианты с одиноч-
ными заменами остатков цистеина на остатки аланина 
в положениях С303, С322, С328 и С350, а также  
с двойными заменами С303А+С322А, С303А+С328А 
и С322А+С328А (см. табл. 3). 
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Рис. 5. Результаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b с оди-
ночными заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях OVCAR-8/NaPi2b-C303A (а), OVCAR-8/
NaPi2b-C322A (б), OVCAR-8/NaPi2b-C328A и OVCAR-8/NaPi2b-C350A (в). К– – OVCAR-8/empty; К+ – OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11
Fig. 5. Results of the analysis of recombinant mutant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with single substitutions of cysteine residues С303, С322, 
С328 and С350 with alanine residues content in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-C303A (а), OVCAR-8/NaPi2b-C322A (б), OVCAR-8/NaPi2b-C328A  
и OVCAR-8/NaPi2b-C350A (в). К– – OVCAR-8/empty; К+ –  OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11

Рис. 6. Результаты анализа содержания рекомбинантных мутантных вариантов натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b с двой-
ными заменами остатков цистеина С303, С322, С328 и С350 на остатки аланина в клональных сублиниях OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C322A, 
OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C328A, OVCAR-8/NaPi2b-C322A+C328A. K– – OVCAR-8/empty; K+ – OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11
Fig. 6. Results of the analysis of recombinant mutant sodium-dependent phosphate transporter NaPi2b with double substitutions of cysteine residues С303, 
С322, С328 and С350 with alanine residues content in clonal sublines OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C322A, OVCAR-8/NaPi2b-C303A+C328A, OVCAR-8/
NaPi2b-C322A+C328A. K– – OVCAR-8/empty; K+ – OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11

GAPDH

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-С303А /  
OVCAR-8/NaPi2b-С303А clonal sublines

GAPDH

NaPi2b

k– 5      23     27      52    74         3       22      49     50     54   100   113    k+

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-C322A /  
OVCAR-8/NaPi2b-C322A clonal sublines

k– k+ 37          57          60         117

NaPi2b

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-mut /  
OVCAR-8/NaPi2b-mut clonal sublines

GAPDH

k+ 18              62           61           65             43          44            46          47

NaPi2b

С328A С350A

а

б

в

Клональные сублинии OVCAR-8/NaPi2b-mut /  
OVCAR-8/NaPi2b-mut clonal sublines

C322A + 
C328A 

C303A + 
C328A

C303A + 
C322A

k+ k– 30а 44а 43а 41а 53а 11а31аМкДа/kDa

Гликозилированный NaPi2b (100–110 кДа) /  
Glycosylated NaPi2b (100–110 kDa)
Негликозилированный NaPi2b (75 кДа) /  
Non-glycosylated NaPi2b (75 kDa)

Гликозилированный NaPi2b (100–110 кДа) /  
Glycosylated NaPi2b (100–110 kDa)
Негликозилированный NaPi2b (75 кДа) /  
Non-glycosylated NaPi2b (75 kDa)

Экспозиция 5 с /  
Exposure  5 s

Экспозиция 114 с / 
Exposure  114 s
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110
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110
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ОбСУжДЕНИЕ
Поиск новых опухоль-специфических мишеней 

для разработки противоопухолевых препаратов явля-
ется одной из самых актуальных задач современной 
онкологии. Натрий-зависимый фосфатный транспор-
тер NaPi2b является примером потенциальной опу-
холь-специфической мишени, поскольку содержит  
в составе своего ВКД скрытый эпитоп MX35, который 
при введении in vivo распознается моноклональными 
антителами преимущественно в клетках опухоли [24, 25]. 
Известно, что доступность эпитопа MX35 для антител 
зависит от дисульфидных связей в области ВКД тран-
спортера NaPi2b, которые потенциально могут обра-
зоваться между остатками цистеина С303, С322, С328 
и С350 [15, 26]. Однако сколько и между какими имен-
но остатками цистеина образуются дисульфидные 
связи, при которых конформация ВКД транспортера 
NaPi2b позволяет антителам связаться с эпитопом 
MX35 в опухолевых клетках, неизвестно. В связи  
с особенностями работы с трансмембранными белка-
ми, к которым относится транспортер NaPi2b, необ-
ходимо разрабатывать подходы, позволяющие изучать 
их структуру, в том числе образование дисульфидных 
связей, в живых клетках с сохранением их нативной 
конформации. 

В результате проведенной работы с помощью ленти-
вирусной трансдукции получены клональные сублинии 

карциномы яичника OVCAR-8, содержащие различные 
рекомбинантные варианты натрий-зависимого фос-
фатного транспортера NaPi2b с одиночными (С303А, 
С322А, С328А, С350А) и двойными (С303А+С322А, 
С303А+С328А, С322А+С328А) заменами остатков  
цистеина на остатки аланина в области его ВКД  
(см. табл. 3). 

Отмечено, что введенные замены аминокислотных 
остатков цистеина в области ВКД влияли на содержа-
ние и электрофоретическую подвижность рекомби-
нантных мутантных форм транспортера NaPi2b  
(см. рис. 5 и 6). В частности, как при одиночных, так 
и при двойных заменах остатков цистеина мы наблю-
дали снижение содержания мутантных рекомбинант-
ных форм транспортера NaPi2b по сравнению с NaPi2b 
дикого типа, особенно в случае аминокислотных за-
мен С303А (рис. 5, а) и С303А+С322А (см. рис. 6). Мы 
предполагаем, что это может быть связано как с низ-
ким уровнем транскрипции трансгенов, кодирующих 
данные мутантные варианты транспортера NaPi2b, так 
и с посттрансляционной нестабильностью их структу-
ры из-за нарушения образования дисульфидных свя-
зей в области ВКД [36–39], что могло способствовать 
их внутриклеточной деградации. 

Известно, что образование дисульфидных связей 
в трансмембранных белках тесно взаимосвязано  
с N-гликозилированием, как было показано для ряда 

Таблица 3. Состав панели клональных сублиний карциномы яичника OVCAR-8 для изучения особенностей формирования дисуль-
фидных связей в области внеклеточного домена натрий-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b

Table 3. Panel of the OVCAR-8 ovarian carcinoma clonal sublines for investigation of disulfide bonds formation in the largest extracellular domain of sodium-
dependent phosphate transporter NaPi2b

Клональная сублиния 
Clonal subline

Вариант рекомбинантного транспортера NaPi2b, содержащийся в  сублинии 
The recombinant NaPi2b transporter variant contained in the subline

OVCAR-8/NaPi2b-wt/1B11 Дикого типа 
Wild-type

OVCAR-8/NaPi2b-С303А/74 С аминокислотной заменой С303А 
With С303А amino acid substitution 

OVCAR-8/NaPi2b-С322А/60 С аминокислотной заменой С322А 
With С322А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С328А/61 С аминокислотной заменой С328А 
With С328А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С350А/43 С аминокислотной заменой С350А 
With С350А amino acid substitution

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С322А/41а С аминокислотными заменами С303А и С322А
With С303А and C322A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С303А+С328А/44а С аминокислотными заменами С303А и С328А 
With С303А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/NaPi2b-С322А+С328А/31а С аминокислотными заменами С322А и С328А 
With С322А and C328A amino acid substitutions

OVCAR-8/empty/2H7 Не содержащий NaPi2b 
Without NaPi2b
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белков [39]. Особенности посттрансляционных моди-
фикаций белков, в свою очередь, тоже могут влиять  
на их стабильность [36–39]. В молекуле транспортера 
NaPi2b есть несколько потенциальных сайтов для  
N-гликозилирования, которые находятся на том же 
участке его ВКД, что изучаемые в данной работе остат-
ки цистеина [15]. В нашей работе результаты вестерн-
блоттинга показали, что у мутантных вариантов тран-
спортера NaPi2b электрофоретическая подвижность 
ниже, чем у транспортера дикого типа (см. рис. 5 и 6). 
Однако при замене С303А+С322А удалось детектиро-
вать только негликозилированную форму транспортера 
NaPi2b (см. рис. 6; образцы 41а, 53а, 11а). Можно пред-
положить, что отсутствие дисульфидных связей в обла-
сти ВКД в мутантных вариантах транспортера NaPi2b 
приводит к изменению профиля N-гликозилирования, 
от которого зависят конформация и стабильность белка. 
Однако это требует экспериментального подтвержде-
ния с помощью специализированных методик для изу-
чения дисульфидных связей и N-гликозилирования, 
что может быть осуществлено с использованием полу-
ченной панели клеточных сублиний.

зАКЛючЕНИЕ
В ходе исследования мы впервые получили панель 

клональных сублиний карциномы яичника человека 

OVCAR-8, содержащих рекомбинантный транспортер 
NaPi2b дикого типа, а также его мутантные варианты  
с одиночными (С303А, С322А, С328А, С350А) и двой-
ными (С303А+С322А, С303А+С328А, С322А+С328А) 
заменами остатков цистеина на остатки аланина в обла-
сти его ВКД, где расположен скрытый эпитоп MX35. 
Введенные аминокислотные замены влияли как на уро-
вень содержания рекомбинантных вариантов транспор-
тера NaPi2b, так и на его электрофоретическую подвиж-
ность. Мы предполагаем, что исследуемые замены 
остатков цистеина приводят к изменениям посттран-
сляционных модификаций транспортера NaPi2b, вклю-
чая образование дисульфидных связей и N-гликозили-
рование в области ВКД, что может влиять на его 
конформацию и стабильность. Полученные нами дан-
ные будут полезны для исследования конформации 
ВКД, его структуры и роли в регуляции активности 
транспортера NaPi2b, а также механизма образования 
скрытого эпитопа MX35 с использованием полученной 
нами панели клональных сублиний карциномы яични-
ка OVCAR-8. Понимание особенностей образования 
скрытого эпитопа MX35 в молекуле транспортера 
NaPi2b может помочь в будущем предсказывать и нахо-
дить новые скрытые опухоль-специфические эпитопы 
в составе других трансмембранных белков, представлен-
ных на поверхности опухолевых клеток.
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