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Введение. Химиотерапия включена в большинство схем лечения рака молочной железы. Действие химиотерапев-
тических препаратов оказывает влияние на моноциты крови, которые являются одними из важнейших участников 
патогенеза онкологических заболеваний. Однако в настоящий момент не установлено, могут ли изменения моноци-
тов, индуцированные проведением химиотерапии, поддерживать эффект противоопухолевого лечения или, напро-
тив, снижать его.
Цель исследования – охарактеризовать изменения фенотипического и транскриптомного профилей моноцитов 
больных раком молочной железы до и после химиотерапевтического лечения.
Материалы и методы. В группе, состоящей из 50 больных раком молочной железы, оценена популяционная струк-
тура моноцитов на основании экспрессии рецепторов CD14, CD16, CD163 и HLA-DR с помощью проточной цитометрии. 
У 9 пациенток проанализирован транскриптомный профиль CD14+-моноцитов с применением массового параллель-
ного РНк-секвенирования. Все исследования выполнялись до и после проведения 4 курсов неоадъювантной химио-
терапии.
Результаты. В группе больных раком молочной железы неоадъювантная химиотерапия приводила к снижению 
содержания CD14+16+HLA-DR+-моноцитов. На фоне цитостатического лечения в моноцитах пациентов отмечены 
повышение экспрессии генов MGLL, NR4A2, UCK1, YOD1, ABCA2, PAPSS2, ATP10 (log2FoldChange ≥0,8; ожидаемая доля 
ложных отклонений (false discovery rate, FDR) ≤0,01) и снижение экспрессии генов KPNA2, ERCC4, JAGN1, RUBCNL, 
SMYD4, B3GALT4 (log2FoldChange ≥0,8; FDR ≤0,01). после проведения терапии наблюдалось повышение активности 
сигнальных путей, связанных с липидным обменом и внутриклеточным транспортом везикул из эндоплазматического 
ретикулума, на фоне снижения ответа на воздействие интерферонов γ и α, и чужеродных молекул (экзогенных 
нуклеиновых кислот, вирусов и бактерий). С помощью дискриминантного анализа установлено, что относительное 
количество CD14+16–-, CD14+16+-, CD14–16+-, CD14+16–HLA-DR+-, CD14+16+HLA-DR+- и CD14–16+HLA-DR+-моноцитов в крови 
имеет ценность для предсказания ответа на неоадъювантную химиотерапию у больных раком молочной железы.
Заключение. Таким образом, выявлена связь параметров моноцитов крови с проведением химиотерапевтического 
лечения при раке молочной железы. 
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Introduction. Chemotherapy is a common treatment for breast cancer. Chemotherapeutic drugs effect blood monocytes, 
which are major contributors to cancer pathogenesis. However, to date, pro-tumor or anti-tumor programming by chemo-
therapy of monocytes is controversial.
Aim. To characterize changes in phenotypic and transcriptomic profiles of monocytes of breast cancer patients before 
and after chemotherapeutic treatment.
Materials and methods. In a cohort of 50 breast cancer patients, monocyte populations were identified based on their 
expression of CD14, CD16, CD163, and HLA-DR evaluated by flow cytometry before and after neoadjuvant chemotherapy. 
Bulk RNA sequencing was adopted to explore the transcriptomic profile of CD14+ monocytes before and after treatment. 
After treatment, we observed an increase in the activity of signaling pathways related to lipid metabolism and intracel-
lular transport of vesicles from the endoplasmic reticulum, against the background of a decreased response to exposure 
to interferon γ and interferon α, and foreign molecules (exogenous nucleic acids, viruses and bacteria). 
Results. In breast cancer patients, neoadjuvant chemotherapy decreased in CD14+16+HLA-DR+ monocytes. Under cyto-
static treatment, increased gene expression of MGLL, NR4A2, UCK1, YOD1, ABCA2, PAPSS2, ATP10 (log2FoldChange ≥0.8; 
false discovery rate (FDR) ≤0.01) and decreased gene expression of KPNA2, ERCC4, JAGN1, RUBCNL, SMYD4, B3GALT4 
(log2FoldChange ≥0.8; FDR ≤0.01) were observed in monocytes of patients. Using discriminant analysis, the relative 
numbers of CD14+16–, CD14+16+, CD14-16+, CD14+16-HLA-DR+, CD14+16+HLA-DR+ and CD14–16+HLA-DR+ monocytes in the 
blood were found to be valuable in predicting response to neoadjuvant chemotherapy.
Conclusion. Thus, association of blood monocytes with chemotherapeutic treatment in breast cancer was revealed.
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ВВЕДЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) является ведущей 

патологией в России и составляет более 20 % всех зло-
качественных нозологий у женщин [1]. В структуре 
смертности женского населения РМЖ находится на 
1-м месте среди онкологических заболеваний репро-
дуктивной системы [1]. Подобные показатели напря-
мую связаны как с проблемами ранней диагностики 
заболевания, так и с недостаточной эффективностью 
лечения. Так, применение предоперационной неоадъ-
ювантной терапии (НАХТ) при безметастатических 
формах РМЖ приводит к достижению полной морфо-
логической регрессии опухоли только в 17,8 % случа-
ев [2]. В настоящее время необходимо дальнейшее 
изучение патогенеза данной патологии для решения 
проблемы ранней диагностики и увеличения эффек-
тивности лечения. 

Способность клеток моноцитарно-макрофагаль-
ного ряда поддерживать рост опухоли является значимым 
фактором патогенеза РМЖ [3–6]. Моноциты составляют 
5–10 % лейкоцитов крови и представляют собой клетки 
неспецифического иммунитета. Популяция моноцитов 
включает в себя несколько подтипов [7, 8]. Повышенное 
содержание отдельных субпопуляций моноцитов, таких 
как СD14+163+ и СD14+204+, или определенные сигнату-
ры генов, экспрессированных в моноцитах, связывают  
с наличием РМЖ [6, 9, 10]. Известно, что увеличение от-

ношения абсолютного числа лимфоцитов к абсолютному 
числу моноцитов в крови ассоциировано с эффективно-
стью НАХТ, а повышенный уровень Tie2+-моноцитов 
негативно коррелирует с показателями безрецидивной 
выживаемости [10–12]. В то же время моноциты крови 
связаны с опухолеассоциированными макрофагами 
(ОАМ), поскольку представляют собой ресурс для попол-
нения их пула [3, 11]. 

Неоадъювантная терапия – обязательный этап ле-
чения ряда молекулярных подтипов РМЖ. Цитостати-
ческое лечение сопровождается выраженным влиянием 
не только на опухолевые клетки, но и на клетки других 
тканей, в том числе клетки иммунной системы [12, 13]. 
Известно, что химиотерапия может стимулировать про-
тивоопухолевый иммунитет, тем самым увеличивая ча-
стоту случаев полного патологического ответа на лече-
ние [12]. Однако иммунные клетки, к которым 
относятся опухолевые макрофаги и моноциты, могут 
блокировать или нивелировать эффект химиотерапев-
тического лечения [5, 14]. При этом остаются невыяс-
ненными вопросы, как цитостатическое лечение влия-
ет на программирование циркулирующих моноцитов 
и могут ли моноциты как предшественники ОАМ из-
менять их популяционное представительство в опухо-
ли. В последнее десятилетие вопрос о вовлечении кле-
ток иммунной системы в реализацию терапевтических 
эффектов цитостатического лечения активно обсужда-

https://doi.org/10
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ется [12, 15]. Изучение функционального профиля моно-
цитов при РМЖ в условиях химиотерапии представляет-
ся актуальным для клинической онкологии [12, 16]. 

Цель исследования – охарактеризовать изменение 
фенотипического и транскриптомного профилей мо-
ноцитов больных РМЖ до и после химиотерапевти-
ческого лечения.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Пациенты. В исследование включены 50 больных 

РМЖ T1–3N0–3M0 I–III стадии с инвазивной карци-
номой неспецифического типа (табл. 1). Средний воз-
раст больных составил 52 года (46–63 года). Исследо-
вание проводили в двух точках: до НАХТ и после  
4 курсов НАХТ по схеме АС (доксорубицин и цикло-
фосфамид). Эффективность терапии после 4 курсов 
оценивали согласно критериям Всемирной организа-
ции здравоохранения. Регистрировали полную регрес-
сию (100 % редукция опухоли), частичную регрессию 
(уменьшение объема опухоли более чем на 50 %), ста-
билизацию (уменьшение объема опухоли на 25–50 %) 
и прогрессирование процесса (увеличение объема опу-
холи более чем на 25 %). В соответствии с междуна-
родными рекомендациями пациенты со стабилизаци-
ей и прогрессированием составили группу плохого 
ответа на химиотерапию (не ответивших на НАХТ),  
а пациенты с полной и частичной регрессией – группу 
объективного ответа.

Фенотипирование моноцитов периферической крови. 
Проведена оценка уровней CD14+-, CD16+-, CD163+- 
и HLA-DR+-моноцитов в крови больных. Венозная 
кровь взята в вакуумные системы сбора крови, стаби-
лизированные К3-ЭДТА. Кровь (100 мкл) окрашивали 
набором меченных моноклональных антител против мар-
керов CD45, CD14, CD16, CD163 и HLA-DR (табл. 2). 
Для блокирования неспецифического связывания 
применяли Human TruStain FcX™ (Biolegend, США). 
В контрольный образец добавляли соответствующий 
изотипический контроль в аналогичной концентра-
ции. Все образцы анализировали на проточном цито-
метре NovoCyte (ACEA Bioscience, США). Тактика 
гейтирования представлена на рис. 1. Обработку по-
лученных данных проводили с помощью программно-
го пакета NovoExpress SoftWare (Acea, США).

Массовое параллельное РНК-секвенирование и био-
информатический анализ данных. В исследование во-
шли 9 пациенток с РМЖ до и после НАХТ. Для анали-
за транскриптома моноцитов использовали 18 мл 
крови, забранной в вакуумные системы с К3-ЭДТА. 
Предварительно на градиенте плотности раствора фи-
колла-урографина (1,077 г/см3) из крови получена 
фракция мононуклеарных клеток, а далее с помощью 
проточной цитометрической сортировки – СD14+-моно-
циты. Использовалась панель конъюгированных мо-
ноклональных антител против маркеров CD45, CD56, 
CD14 и 7-AAD (см. табл. 2). Сортировка образцов  

проводилась на клеточном сортере MoFlo XDP 
(Beckman Coulter, США). 

Сортировку моноцитов выполняли в режиме Purify 
1–2; эффективность сортировки в данном режиме со-
ставляла 70 %, а чистота целевой популяции – 98–99 %. 
Далее из полученного лизата клеток не более чем через 
60 мин выделяли тотальную РНК c использованием 
набора RNAeasy mini kit plus (Qiagen, Германия). Каче-
ство полученной РНК оценивали с помощью станции 
автоматического капиллярного электрофореза 
TapeStation 4150 (Agilent Technology, США). Показатель 

Таблица 1. Клинико-морфологическая характеристика больных 
раком молочной железы (n = 50)

Table 1. Clinical characteristics of patients with breast cancer in this study 
(n = 50)

Показатель 
Parameter

Число пациентов, 
абс. (%) 

Number of patients, 
abs. (%)

Состояние менструальной функции: 
Menses:

сохранена 
saved
пременопауза + перименопаза 
premenopausal + perimenopause
постменопауза 
postmenopausal

24 (48,2)

26 (51,8)

–

Стадия: 
Stage:

I
II
III

7 (14,0)
23 (46)
20 (40)

Молекулярно-биологический подтип: 
Molecular subtype:

люминальный В 
luminal B
трижды негативный подтип 
triple-negative
HER2-положительный 
HER2-positive

25 (50,0)

19 (38,0)

6 (12,0)

Лимфогенное метастазирование: 
Lymph node metastases:

есть 
yes
нет 
no

22 (46,5)

28 (53,5)

Эффект неоадъювантной химиотерапии: 
Neoadjuvant chemotherapy clinical response:

полная + частичная регрессия 
complete response + partial response
стабилизация 
stable disease
прогрессирование 
progression disease

34 (68,0)

8 (16,0)

8 (16,0)

Примечание. HER2 – рецептор эпидермального фактора 
роста человека 2. 
Note. HER2 – human epidermal growth factor receptor-2.
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Таблица 2. Антитела и изотипические контроли, применяемые для фенотипирования моноцитов

Table 2. Antibodies and isotype controls

Антитела, красители 
Antibodies, dyes

Клон 
Clone

Изотип 
Isotype

Производитель 
Manufacturer

CD45-APC-Cy7 2D1 Mouse IgG1, κ

BD Bioscience, США  
BD Bioscience, USA

CD14-FITC M5E2 Mouse IgG2a, κ

CD16-APC 3G8 Mouse IgG1, κ

CD163-PE GHI/61 Mouse IgG1, κ

HLA-DR-PE-Сy5 G46-6 Mouse IgG2a, κ

Isotype PE-Cy™5 G155-178 Mouse IgG2a, κ

7-AAD – –

CD56-PE-Cy7 CMSSB Mouse IgG1, κ eBioscience, Thermo Fisher Scientific, США 
eBioscience, Thermo Fisher Scientific, USAIsotype PE P3.6.2.8.1 Mouse IgG1, κ

Рис. 1. Тактика гейтирования для идентификации фенотипа моноцитов крови
Fig. 1. Flow cytometry gating strategy for the identification of human monocytes
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целостности РНК (RIN) составил 8,5–9,9. Пробы то-
тальной РНК хранились при –80 °С.

Полнотранскриптомный профиль моноцитов опре-
делен с помощью массового параллельного секвенирова-
ния. Библиотеки для него готовили с использованием 
набора NEXT flex Rapid Directional qRNA-SeqKit и одно-
концевых индексов NEXTflex-qRNA-8nt-Barcodes (Perkin 
Elmer, США) по стандартному протоколу. Избавление от 
рибосомальной РНК осуществлялось с помощью набора 
NEBNext® rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) (New 
England Bilab, США). Из подготовленных библиотек фор-
мировали общий эквимолярный пул и проводили секве-
нирование на платформе NextSeq500 (Illumina, США)  
с набором реактивов для одноконцевого чтения 1х75 
(single read); осуществляли 50 циклов. На каждую библио-
теку в среднем приходилось около 5 млн ридов. 

Методы статистической и биоинформатической об-
работки данных. Статистический анализ проводили  
с помощью программы Statistica 8.0 for Windows 
(StatSoft Inc., США). Для проверки законов распреде-
ления исследуемых переменных на нормальность ис-
пользовали критерий Колмогорова–Смирнова. После 
проверки все полученные числовые данные были 
представлены в виде медианы (LQu–UQu). Для опре-
деления статистически значимых различий в зависи-

мых группах использовали критерий Уилкоксона. Для 
построения математической модели применяли мето-
ды дискриминантного анализа и нелинейной логисти-
ческой регрессии. Результаты проточной цитометрии 
представлены с помощью программы GraphPad Prism 
8 software (GraphPad Soft Inc., США). Различия счита-
лись статистически значимыми при p <0,05. 

Картирование ридов на геном проводили с помо-
щью программы STAR 2.5 [17]; в качестве референса 
использовали геномную сборку GRCh38 и аннотации 
GENCODE.R34. После картирования получали дан-
ные о количестве картирующихся ридов на индивиду-
альные гены c использованием программы QoRTs [18]. 
Затем с помощью программного пакета DESeq2, входя-
щего в состав среды R, оценивали дифференциальную 
экспрессию генов в контрольных и экспериментальных 
группах. Для обогащения по биохимическим и регулятор-
ным путям с использованием списков генов, ранжиро-
ванных по уровню экспрессии log2FoldChange и p-valuе, 
применяли программы fgsea (https://github.com/ctlab/
fgsea) и Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/), а для 
эксперимента – базы данных Hallmark gene sets, 
Reactome и GO. Данные визуализировали с помощью 
программ FGSEA, Enrichеr и Phantasus (https://genome.
ifmo.ru/phantasus), а также средствами среды R.

Рис. 2. Субпопуляционный состав моноцитов у больных раком молочной железы до и после 4 курсов неоадъювантной химиотерапии (НАХТ)
Fig. 2. Circulating monocytes subsets in breast cancer patient before and after neoadjuvant chemotherapy (NACT)
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РЕЗУЛЬТАТы
Изменение субпопуляционного состава и транскрип-

томного профиля моноцитов до и после неоадъювантной 
химиотерапии. Проведено исследование фенотипа моно-
цитов крови до и после проведения 4 курсов НАХТ. Эта 
терапия не влияла на состав основных популяций моно-
цитов и экспрессию на них рецептора CD163 (рис. 2). 
Экспрессия HLA-DR на моноцитах CD14+16–-класси-
ческой и CD14–16+-неклассической популяций также 
сохранялась на прежнем уровне после НАХТ. Однако 
количество CD14+16+HLA-DR+ менялось после про-
ведения химиотерапевтического лечения и составило 
до НАХТ 94 % (84,51–98,44 %), после нее – 84 % 
(62,61–98,87 %) (р = 0,04) (см. рис. 2).

Транскриптомный профиль моноцитов проанали-
зирован у 9 больных РМЖ до и после НАХТ с помо-
щью метода главных компонент: различий до и после 
НАХТ выявлено не было (рис. 3а). Однако сравнение 
показателей каждого пациента показало индивидуальные 
различия в изменении транскриптомного профиля моно-
цитов после лечения (см. рис. 3а), а сравнение с помощью 
кластерного анализа – различия в этом профиле  
до и после химиотерапии (рис. 3б).

Анализ дифференциальной экспрессии отдельных 
генов позволил получить генную сигнатуру, характер-
ную для моноцитов больных после проведения НАХТ 
(рис. 3в). Неоадъювантная химиотерапия иницииро-
вала повышение экспрессии в моноцитах 152 генов 
при log2FoldChange >0,75 и p-valuе <0,001; наиболее 
выраженными среди которых были гены гемоглобина 
бета (HBB), моноацилглицерол липазы (MGLL), транс-
крипционного фактора (NR4A2), уридин-цитидин ки-
назы (UCK1), деубиквитиназы (YOD2), белка-тран-
спортера (ABCA2), 3’-фосфоаденозин-5’-фосфосульфат 
синтазы 2 (PAPSS2), транспортера аденозинтрифос-
фата (АТФ) (ATP10A) и компонент комплекса ГТФазы 
(SEPTIN1). Снижение экспрессии отмечено для  
89 генов с log2FoldChange >0,75 и p-valuе <0,001, среди 
которых наиболее выражены гены регулятора нуклео-
плазматического траспорта кариоферина α2 (KPNA2), 
субъединицы эндонуклеазы (ERCC4), трансмембран-
ного компонента эндоплазматического ретикулума 
(JAGN1), компонента аутофагосом (RUBCNL), катали-
затора метилирования гистонов (SMYD4) и галакто-
зилтрансферазы (B3GALT4) (рис. 3в, г).

После проведения НАХТ в моноцитах активиру-
ются процессы, связанные с модификацией тубулина, 
ретроградная транспортировка липидов из эндоплаз-
матического ретикулума в комплекс Гольджи с акти-
вацией каскада Rho ГТФазы, а также процессы форми-
рования аггресом (рис. 4) [19]. При этом подавляются 
процессы, ассоциированные с ответом на чужеродные 
молекулы и сигнальными путями интерферонов γ и α 
(см. рис. 4).

Предсказание эффективности неоадъювантной 
химиотерапии при раке молочной железы с учетом осо-
бенностей субпопуляций моноцитов. Результаты, полу-
ченные с помощью метода нелинейной логистической 
регрессии, позволили нам разработать математиче-
скую модель прогноза для предсказания плохого от-
вета на НАХТ у больных РМЖ. При построении мо-
дели были использованы данные о популяционной 
структуре моноцитов у пациенток до лечения. Расчет 
вероятности ответа на НАХТ у больных РМЖ выпол-
нялся по следующей формуле:

Y = 100,67 – 0,3X
1
 – 0,08X

2
 + 0,185X

3
 + 0,259X

4
 –  

– 0,007X
5
 + 0,503X

6
,

где Y – функция, характеризующая больных РМЖ  
с отсутствием ответа на НАХТ; X

1
 – относительное коли-

чество CD14+16–-моноцитов в крови; X
2
 – относительное 

количество CD14+16+-моноцитов в крови; X
3
 – относи-

тельное количество CD14–16+-моноцитов в крови;  
X

4
 – относительное количество CD14+16–HLA-DR+-

моно цитов в крови; X
5
 – относительное количество 

CD14+16+HLA-DR+-моноцитов в крови; X
6
 – относи-

тельное количество CD14–16+HLA-DR+-моноцитов  
в крови. 

Параметры модели: F (9,31) = 3,12; λ Уилкса = 0,59; 
p <0,017. 

Чувствительность предсказательной модели соста-
вила 83 %, специфичность – 96 %.

ОБСУЖДЕНИЕ
Современная химиотерапия основана на систем-

ном введении одного препарата или комбинации ле-
карственных средств, обладающих цитостатическим 
и цитотоксическим действием. Помимо уничтожения 
раковых клеток химиотерапевтическое лечение влия-
ет на другие делящиеся клетки организма [12]. По-
скольку многие клетки иммунной системы, в частно-
сти моноциты, происходят из гемопоэтических 
клеток-предшественников, данная терапия может 
угнетать продукцию зрелых форм моноцитов [12, 13]. 
Исследования, которые сосредоточены на изучении 
влияния цитотоксических и цитостатических препа-
ратов на моноциты в условиях in vitro, не позволяют 
учесть весь комплекс факторов организма. В этом ас-
пекте НАХТ, которая проводится до резекции опухо-
ли, является оптимальной биологической моделью 
исследования модулирующего влияния химиотерапии 
на клетки моноцитарно-макрофагального ряда.

Неоадъювантная химиотерапия в разной степени 
влияет на популяции циркулирующих моноцитов  
(см. рис. 2). Мы обнаружили, что данная терапия снижа-
ет содержание CD14+16+HLA-DR+-клеток (см. рис. 2). 
Ранее нами было продемонстрировано, что пониженное 
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Рис. 3. Влияние неоадъювантной химиотерапии (НАХТ) на транскриптомный профиль циркулирующих моноцитов больных раком молочной же-
лезы до и после лечения: а – распределение образцов до (Bc) и после (Bcch) НАХТ при использовании метода главных компонент; б – различия  
в транскриптоме, выявленные с помощью иерархического кластерного анализа; в – топ-20 генов, характеризующихся наибольшей и наименьшей 
экспрессией в моноцитах больных раком молочной железы до и после НАХТ на основании дифференциальной экспрессии с log2FoldChange;  
г – Volcano-диаграмма распределения генов РНК-секвенирования до (слева) и после (справа) НАХТ
Fig. 3. Neoadjuvant chemotherapy (NACT) alteration to the transcriptome of circulating monocytes in breast cancer patients: а – principal-component analysis 
plot of genes expressed in monocytes from breast cancer patients before (Bc, circles) and after (Bcch, triangles) NACT; б – hierarchical clustering  
of all differentially expressed genes between monocytes before (Bc) and after (Bcch) NACT; в – top 20 differentially expressed genes log2FoldChange genes 
between monocytes before (Bc) and after (Bcch) NACT; г – Volcano-plot of RNA-Seq data between monocytes before (left) and after (right) NACT 
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Рис. 4. Сигнальные пути, активированные (красный цвет) и угнетенные (синий цвет) в моноцитах у больных раком молочной железы после про-
ведения неоадъювантной химиотерапии. aBc – сигнальные пути со сниженной активацией; zBcch – сигнальные пути с повышенной активацией; 
NES – нормализованный показатель обогащения; TGF-β – фактор некроза опухоли β; мРНК – матричная РНК
Fig. 4. The results demonstrate top up-regulated (red) and down-regulated (blue) signaling pathways in monocytes of breast cancer patients. aBc – signaling pathways  
with reduced activation; zBcch – signaling pathways with increased activation; NES – normalized enrichment index; TGF-β – tumor necrosis factor β; mRNA – matrix RNA
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Регуляция активности р53 посредством ацетилирования (реактом) /  
Reactome regulation of TP53 activity through acetylation

Включение фактора NUMA в митотические центросомы (реактом) /  
Reactome recruitment of NUMA to mitotic centrosomes

Сopi-независимый ретроградный трафик из комплекса Гольджи в эндоплазматический  
ретикулум (реактом) / Reactome copi independent complex Golgi to ER retrograde traffic

РНК-полимераза зависимая транскрипция большой ядерной субъединицы рРНК /  
GOBP nucleolar large RRNA transcription by RNA polymerase  

Образование факторов конденсации тубулина под действием белка CC TRIC (реактом) /  
Reactome formation of tubulin folding intermediates by CC TRIC

Каскад активации TGF-β (молекулярные пути) /  
Hallmark TGF-β signaling

Путь рециркуляции фактора L1 (реактом) /  
Reactome recycling pathway of L1

Факторы, участвующие в развитии мегакариоцитов и тромбоцитов (реактом) /  
Reactome factors involved in megakaryocyte development and plateled production

Регуляция сплайсинга мРНК с помощью сплайсосом (генная онтология) /  
GOBR regulation of MRNA splising via spliceosome

Фолдинг протеина (реактом) /  
Reactome protein folding

Ответ на мышьяксодержащее вещество (генная онтология) /  
GOBR response to arsenic containing substance

Антероградный транспорт, опосредованный комплексом Copi (реактом) /  
Reactome copi mediated anterograde transport 

Привлечение белков и комплексов митотической центросомы (реактом) /  
Reactome recruitment of mitotic centrosome proteins and complexes

Активация NMDA-рецепторов и постсинаптические события (реактом) /  
Reactome activation of NMDA receptors and postsynaptic events

Взаимодействие с фактором L1CAM (реактом) /  
Reactome L1CAM interactions

Регуляция сплайсинга РНК (генная онтология) /  
GOBR regulation of RNA splicing
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GOBR regulation of mRNA processing
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Reactome eukaryotic translation elongation
Рибосомы (киотская генная онтология) /  

Kegg ribosome
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Hallmark interferon γ response
Защитная реакция на бактерии (генная онтология) /  

GOBR defense response to bacterium
Нацеливание котрансляции белка на мембрану (генная онтология) /  

GOBR cotranslation protein targeting to membrane
Регуляция лейкоцитарной цитотоксичности (генная онтология) /  

GOBR regulation of leukocyte mediated cytotoxicity
Модификация рРНК (генная онтология) /  

GOBR RRNA modification 
Шаперонзависимый фолдинг белков (генная онтология) /  

GOBR chaperone mediated protein folding
Ответ на двуцепочечную экзогенную ДНК (генная онтология) /  

GOBR cellular response to DSRNA
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GOBR cytoplasmic pattern recognition receptor signaling pathway in response to virus 
Антимикробные пептиды (реактом) /  

Reactome antimicrobial peptides
Родопсин-подобные рецепторы класса A1 (реактом) /  

Reactome class A1 rhodopsin like receptors 
Ответ на ксенобиотики (генная онтология) /  

GOBR response to xenobiotic stimulus
Гуморальный иммунный ответ (генная онтология) / 

GOBR humoral immune response
Рецепторы, связывающие пептидные лиганды (реактом) /  

Reactome peptide ligand binding receptors
Ответ на химический стимул (генная онтология) /  

GOBR detection of chemical stimulus
Ответ на интерферон α (генная онтология) /  

GOBR response to interferon α
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GOBR positive regulation of response cytokine stimulus
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GOBR cellular response to exogenous DSRNA
Сигналинг интерферона γ (реактом) /  

Reactome interferon β signaling
Детекция биологических стимулов (генная онтология) /  

GOBR detection of biotic stimulus
Противомикробный гуморальный ответ (генная онтология) /  

GOBR antimicrobial humoral response
Ответ на интерферон α (молекулярные пути) /  

Hallmark interferon α response
Детекция чужеродных организмов (генная онтология) /  

GOBR detection of other organism
Детекция внешних биологических стимулов (генная онтология) /  

GOBR detection of external biotic stimulus
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количество клеток этой популяции характерно для 
пациентов, не отвечающих на НАХТ [10]. Доказано, 
что CD14+16+-клетки являются активными продуцен-
тами основного провоспалительного цитокина – фак-
тора некроза опухоли [20, 21], в то время как низкая 
экспрессия рецептора HLA-DR на моноцитах проис-
ходит при их дифференцировке в миелоидные клетки-
супрессоры, которые подавляют иммунный ответ [22]. 
Таким образом, сниженная экспрессия рецептора 
HLA-DR на моноцитах CD14+16+-популяции может 
быть связана с иммуносупрессией, а содержание 
CD14+16+HLA-DR+-моноцитов – являться чувстви-
тельным к НАХТ параметром, что позволяет рассма-
тривать его в качестве маркера для прогнозирования 
эффективности данной терапии при РМЖ. Разрабо-
танная нами математическая модель для предсказания 
результата НАХТ подтверждает это предположение. 
Данная модель учитывает содержание основных по-
пуляций моноцитов и экспрессию на них HLA-DR  
и обладает высокими чувствительностью и специфич-
ностью. Полученные результаты являются основанием 
для их дальнейшей верификации на больших выбор-
ках больных РМЖ с возможностью трансляции ре-
зультатов в клиническую практику.

Ранее показано, что транскриптомный профиль 
моноцитов больных РМЖ и здоровых женщин имеет 
выраженные различия в модельных организмах  
и группах больных [6, 10, 23]. Неоадъювантная химио-
терапия у больных РМЖ оказывает менее выраженное 
влияние на транскриптомный профиль моноцитов 
(см. рис. 3). Анализ с помощью метода главных ком-
понент не показал сильных различий между группами 
образцов до и после лечения (см. рис. 3а). Однако 
сравнение образцов для каждой больной попарно  
до и после НАХТ показывает, что у большинства па-
циенток химиотерапия вызывает изменения в транс-
криптоме моноцитов, но на индивидуальном уровне 
(см. рис. 3а). Кроме того, результаты кластерного ана-
лиза подтвердили различия в транскриптомном профи-
ле моноцитов до и после НАХТ (рис. 3б). Таким обра-
зом, отмечено моделирующее влияние данной терапии 
не только на абсолютное количество моноцитов кро-
ви, как это было показано ранее, но и на транскрип-
томный профиль и биологию клеток [24].

Сигнатура дифференциально экспрессированных 
генов свидетельствует об изменении биологических 
процессов в моноцитах после проведения химиотера-
пии (см. рис. 3в, г). После НАХТ в моноцитах повы-
шается экспрессия транскриптов молекул, ответствен-
ных за транспорт липидов, таких как моноацилглице- 

роллипаза (MGLL), и белка-транспортера ABCA2 [25, 26]. 
Последнее согласуется с активацией процесса транс-
портировки везикул из аппарата Гольджи в эндоплаз-
матический ретикулум (см. рис. 4). Интересно, что 
дефицит MGLL способствует TLR4-зависимой акти-
вации модельных макрофагов, что свидетельствует  
о способности MGLL подавлять провоспалительную 
активность моноцитов и макрофагов [26]. Известно, 
что моноциты и макрофаги, находящиеся в состоянии 
противовоспалительной М2-подобной поляризации, 
характеризуются активацией липидного обмена [27]. 
Кроме того, после НАХТ в моноцитах повышается экс-
прессия ядерного фактора NR4A2, который обеспечи-
вает их противовоспалительную активность [28, 29]. 
Повышение экспрессии этих генов свидетельствует  
об активации в моноцитах процессов, направленных 
на подавление воспаления. Кроме того, сигнальные 
пути, связанные с ответом иммунных клеток на интер-
фероны, эндогенную ДНК и цитокиновые стимулы, 
подавляются после НАХТ (см. рис. 4). 

Известно, что цитостатические препараты, входя-
щие в состав схем НАХТ, действуют на предшествен-
ники моноцитов и макрофагов. После НАХТ наблю-
дается повышение уровня экспрессии генов UCK1  
и YOD1 в моноцитах (рис. 3в, г). Известно, что белки 
UCK1 и YOD1 обеспечивают в клетке процесс деуби-
квитинизации, связанный со снятием «меток смерти» 
с клеточной ДНК [30, 31]. Ранее в отношении моно-
цитов активация системы деубиквитинизации в ответ 
на действие цитостатических агентов описана не была. 
Мы предполагаем, что это может быть одним из меха-
низмов восстановления пула моноцитов в ответ на 
НАХТ. 

ЗАКЛючЕНИЕ
В ходе сравнительного исследования содержания 

HLA-DR+- и CD163+-моноцитов при РМЖ до и после 
НАХТ обнаружено снижение уровня CD14+16+-кле-
ток, экспрессирующих рецептор HLA-DR, после ле-
чения. Показано, что после НАХТ индивидуальный 
транскриптомный профиль моноцитов каждого паци-
ента изменяется, а экспрессия генов, связанных с ли-
пидным обменом, подавлением воспалительного от-
вета и деубиквитинизации, повышается в моноцитах 
всех больных. Применение метода математического 
моделирования, определяющего содержание CD14+16–, 
CD14+16+- и CD14–16+-моноцитов до лечения и экс-
прессию рецептора HLA-DR на них, позволяет пред-
сказать эффективность НАХТ с чувствительностью 
83,3 % и специфичностью 96 %.
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