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Введение. Меланома относится к группе наиболее злокачественных новообразований, отличающихся агрессивным 
ростом и активным метастазированием. при этом эффективность терапии, в первую очередь таргетной терапии, 
во многом ограничена быстрым развитием резистентности к препаратам.
Цель исследования – изучить влияние хронического ультрафиолетового (УФ) облучения на формирование субпо-
пуляции устойчивых к УФ клеток меланомы, а также особенности клеточного сигналинга и чувствительность УФ-
резистентных клеток меланомы к действию противоопухолевых препаратов.
Материалы и методы. эксперименты проводились на культивируемых in  vitro клетках меланомы А375. клетки 
культивировали в стандартной среде DMEM + 10 % FBS, анализ скорости роста клеток проводили с помощью МТТ-теста; 
выживаемость клеток после облучения анализировали с использованием колониеобразующего теста. Транскрип-
ционную активность рецептора эстрогенов (ER) определяли методом репортерного анализа при трансфекции 
в клетки плазмиды, содержавшей ген-репортер люциферазы под контролем промотора с эстроген-респонсивным 
элементом. Для анализа экспрессии клеточных белков использовали метод иммуноблоттинга; сравнительный ана-
лиз экспрессии ERα и ERβ проводили с помощью иммунофлуоресцентного метода.
Результаты. Длительное УФ-облучение приводит к формированию УФ-резистентной субпопуляции клеток мелано-
мы А375, отличающейся пониженной чувствительностью к таргетным (вемурафенибу) и гормональным (тамоксифе-
ну) препаратам на фоне повышенной экспрессии Snail – активатора эпителиально-мезенхимального перехода 
и при отсутствии заметных изменений в экспрессии белков PI3K (фосфоинозитид-3-киназы) / mTOR (мишень рапа-
мицина млекопитающих) сигналинга. Метформин снижает экспрессию Snail как в родительских, так и в УФ-резис-
тентных клетках А375 и усиливает цитостатический эффект в комбинации с вемурафенибом или тамоксифеном.
Заключение. полученные данные свидетельствуют о снижении чувствительности к таргетным препаратам клеток 
меланомы на фоне длительной экспозиции с УФ. Способность метформина потенцировать действие таргетных пре-
паратов и ингибировать Snail позволяет рассматривать это лекарственное стредство не только как противоопухоле-
вый агент, но и как потенциальный ингибитор эпителиально-мезенхимального перехода.
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Introduction. Melanoma belongs to the group of the most malignant tumors characterized by aggressive growth and 
active metastasis. At the same time, the effectiveness of therapy, primarily targeted therapy, is largely limited by the 
rapid development of drug resistance.
Aim. To study the effect of chronic ultraviolet (UV) irradiation on the formation of a population of radiation-resistant 
melanoma cells; to study the features of cell signaling and the sensitivity of UV-resistant melanoma cells to the antitu-
mor drugs.
Materials and methods. The experiments were carried out on in vitro cultured A375 melanoma cells. Cells were cultured 
in a standard DMEM + 10 % FBS medium; cell growth rate was analyzed using the MTT assay; cell survival after irradiation 
was analyzed using a colony-forming test. Determination of the transcriptional activity of the estrogen receptor (ER) 
was performed by reporter analysis upon transfection into cells of a plasmid containing the luciferase reporter gene 
controlled by estrogen responsive element. The immunoblotting method was used to analyze the expression of cellular 
proteins; comparative analysis of ERα and ERβ expression was performed by immunofluorescent method.
Results. Long-term UV irradiation leads to the formation of a UV-resistant subpopulation of A375 melanoma cells, which 
is characterized by decreased sensitivity to targeted (vemurafenib) and hormonal (tamoxifen) drugs, increased expres-
sion of Snail, an activator of the epithelial-mesenchymal transition, and in the absence of noticeable changes in the 
expression of PI3K / mTOR signaling. Metformin reduces Snail expression in both parental and UV-resistant A375 cells 
and enhances the cytostatic effect in combination with vemurafenib or tamoxifen.
Conclusion. The data obtained demonstrate a decrease in the sensitivity of melanoma cells to targeted drugs under the 
long-term exposure to UV. The ability of metformin to potentiate the action of targeted drugs and inhibit Snail allows 
us to consider metformin not only as an antitumor agent, but also as a potential inhibitor of the epithelial-mesenchymal 
transition.
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ВВЕдЕНИЕ
На сегодняшний день меланома рассматривается 

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

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

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

В настоящей работе в условиях хронического 
УФ-облучения культивируемых in vitro клеток меланомы 
А375 была получена сублиния клеток, отличающаяся 
частичной резистентностью к УФ-облучению. Резис-
тентные к УФ клетки характеризовались понижен-
ной чувствительностью к таргетным (вемурафенибу) 

mailto:krasilnikovm1@ya.ru
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и гормональным (тамоксифену) препаратам на фоне 
повышенной экспрессии Snail – активатора эпители-
ально-мезенхимального перехода (ЭМП). Метформин 
усиливал цитостатический эффект препаратов и сни-
жал экспрессию Snail, что свидетельствует об актив-
ности этого лекарственного средства не только 
как противоопухолевого агента, но и как потенциаль-
ного ингибитора ЭМП.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Эксперименты проводились на культивируемых 

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

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

2
. Культивирование клеток выполняли в ин-

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

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

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

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

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

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

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

2
, 37 °С. Любую ко-

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

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

РЕзУЛьТаТы
Влияние однократного ультрафиолетового облучения 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Level of estrogen receptors ERα and ERβ determined by immunofluorescence assay

Показа-
тель 

Parameter

Уровень экспрессии (доля 
специфически флуоресциру-
ющих клеток относительно 

контроля), % 
Expression level (is the proportion of 

specifically fluorescent cells relative to 
the control), %

Интенсивность экспрессии (отношение 
среднего геометрического интенсивности 

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

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

the control), r. u.

Индекс экспрессии (интегральный 
показатель, равный произведению 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

заКЛючЕНИЕ
В целом полученные результаты свидетельствуют 

о формировании в условиях длительного УФ-облучения 
клона УФ-резистентных клеток, характеризующихся 
пониженной чувствительностью к вемурафенибу и та-
моксифену, а также активацией белков, ассоциирован-
ных с ЭМП. Метформин усиливает цитостатический 
эффект в комбинации с обоими препаратами, что по-
зволяет рассматривать его в качестве потенциального 
противоопухолевого препарата в терапии меланом.
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