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Изоформы актина и неопластическая трансформация

В.Б. Дугина1, Г.С. Шагиева1, Н.В. Хромова2, П.Б. Копнин2

1Научно-исследовательский институт физико-химической биологии им. А.Н. Белозерского ФГБОУ ВО «Московский 
государственный университет им. М.В. Ломоносова»; Россия, 119992 Москва, Ленинские горы, 1, стр. 40; 

2Научно-исследовательский институт канцерогенеза ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Павел Борисович Копнин pbkopnin@mail.ru

Цитоплазматические изоформы актина (β и γ) играют важную роль в ключевых клеточных процессах, таких как адгезия, миг-
рация, поляризация и цитокинез. Понимание специфических механизмов, лежащих в основе этих процессов, является связую щим 
звеном между фундаментальными и клиническими исследованиями, так как модуляции актиновых изоформ прямо или косвенно 
связаны с различными патологиями. Исследованию функций цитоплазматических изоформ актина, связанных с подвижностью 
и делением нормальных и опухолевых клеток, адгезионными структурами, а также изучению соответствия их экспрессии 
и / или структурной организации нормальным и патологическим функциям клеток посвящен данный обзор. Селективная редукция 
β- или γ-цитоплазматических актинов позволила определить функциональные различия между этими изоформами. Преимуще-
ственную роль в сократительных и адгезионных активностях играет β-актин, тогда как цитоплазматический γ-актин участ-
вует в образовании подмембранной сети, необходимой для клеточной пластичности и подвижности. Определяющую роль в уста-
новлении и поддержании нормальной архитектуры и динамики эпителиальных плотных и адгезионных межклеточных контактов 
играет связь с актиновым цитоскелетом. Продемонстрирована уникальная роль β- и γ-актинов в регуляции и поддержании це-
лостности адгезионных и плотных межклеточных контактов соответственно. Похожие результаты были получены при срав-
нении опухолевых клеток с нормальными эпителиальными клетками в культуре и на срезах патологических тканей молочной 
железы, кишечника, легких и шейки матки человека. Изоформ-специфичная перестройка актинового цитоскелета и адгезионных 
межклеточных контактов является важным шагом в приобретении инвазивности эпителиальными опухолями.

Ключевые слова: цитоплазматическая изоформа актина, β-актин, γ-актин, неопластическая трансформация, опухолевая клет-
ка, цитоскелет
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Actin isoforms and neoplastic transformation

V.B. Dugina1, G.S. Shagieva1, N.V. Khromova2, P.B. Kopnin2

1A.N. Belozerskiy Research Institute of Physico-Chemical Biology, M.V. Lomonosov Moscow State University;  
1, Build. 40 Leninskie Gory, Moscow 119992, Russia; 

2Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

The cytoplasmic actins (β and γ) play crucial roles during key cellular processes like adhesion, migration, polarization and cytokinesis.  
The understanding of their specific underlying mechanisms would be of major relevance not only for fundamental research but also for clinical 
applications, since modulations of actin isoforms are directly or indirectly correlated with severe pathologies. The major goal of the research 
was to elucidate the function of the actin isoforms during motile activities, adhesions and cell division and to investigate whether their expres-
sion and/or structural organization is related to pathological function. Selective depletion of β- and γ-cytoplasmic actins allowed attributing 
functional diversities of β- and γ-сytoplasmic actins. β-Сytoplasmic actin plays a preferential role in contractile activities, whereas 
γ-cytoplasmic actin mainly participates in the formation of a submembranous network necessary for cell shape flexibility and motile activity. 
The roles of isoforms in regulating the integrity of adherens and tight junctions respectively were demonstrated. Unique roles of β- and 
γ-cytoplasmic actins in normal cells were shown. Similar results were obtained in cancer cells compared with normal epithelial cells in culture 
and in human pathological tissue sections of mammary gland, colon, lung and cervix. Malignant cell transformation requires changes  
in the ability of cells to migrate. The disruption of actin cytoskeleton and intercellular adhesions is an important component of the acquisition 
of invasive properties in epithelial malignancies.

Key words: cytoplasmic actin isoform, β-actin, γ-actin, neoplastic transformation, tumor cell, cytoskeleton

Актин. Общие сведения
Эукариотические клетки содержат 3 различные ци-

тоскелетные системы: актиновые микрофиламенты, 
микротрубочки и промежуточные филаменты. Они 
обладают совершенно разными свойствами: сборки, 

архитектурной организации, динамическим поведе-
нием и механическими свойствами. Актин, который 
вовлечен во множество функций, является мажорным 
белком в разных типах клеток и высококонсервативен 
между видами. Самая высокая концентрация актина 
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(порядка 20 % от общего количества белка в клетке) 
обнаруживается в виде стабильной системы микрофи-
ламентов, собранной в миофибриллы – сократимые 
структуры поперечнополосатых мышц. Помимо специ-
ализированной роли в мышечном сокращении, актин 
присутствует во всех клетках и выполняет разнообраз-
ные функции в зависимости от клеточного контекста. 
Актин играет важную роль в поддержании структуры 
клетки и отвечает за выполнение механических функ-
ций, обеспечивая внутриклеточную сократимость 
и / или натяжение, а также клеточную подвижность. 
Динамика актинового цитоскелета поддерживается 
2 факторами: 1) способностью актина к обратимому 
переходу из мономерного (G-актина, глобулярного) 
в полимерное (F-актин, филаментозное) состояние; 
2) взаимодействием актина с актин-связывающими 
белками (actin binding proteins, ABPs), которые могут 
ингибировать или стимулировать актиновую полиме-
ризацию, разрезать полимеры, связывать актиновые 
филаменты в пучки или трехмерные сети из микро-
филаментов и присоединять их к мембране клетки.

Для движения клетки, транспорта и многих других 
аспектов биологии клетки необходимы динамичное об-
разование и разборка сетей актиновых филаментов, 
их прикрепление к клеточной мембране, молекуляр-
ным моторам и другим внутриклеточным структурам. 
Помимо сборки полимерных сетей, которые опреде-
ляют механические свойства клеток, актиновые субъ-
единицы и филаменты связываются с сотнями внутри-
клеточных лигандов и выполняют многие клеточные 
функции, некоторые из которых только начинают 
обнаруживаться. Изменения в организации микро-
филаментов приводят к дезорганизации клеточной 
морфологии и ориентации, неконтролируемому кле-
точному росту и аномальному ответу на внеклеточное 
окружение.

Изоформы актина у высших позвоночных
У высших позвоночных идентифицировано 

6 изоформ актина [1], первичная структура которых 
почти не меняется от птиц до человека [2]. У чело-
века 6 генов актина локализованы на разных хромо-
сомах [3]: α-скелетный (ACTA1) – на хромосоме 1; 
α-кардиальный, или сердечный (ACTC1), – на хро-
мосоме 15; α-гладкомышечный (ACTA2) – на хромо-
соме 10; γ-гладкомышечный (ACTG2) – на хромосо-
ме 2; β-цитоплазматический (ACTB) – на хромосоме 7; 
γ-цитоплазматический (ACTG1) – на хромосоме 17. 
Изоформы актина кодируются набором структурно 
родственных генов, которые происходят от обще-
го предшественника и имеют высокогомологичные 
нуклеотидные последовательности [4]. Несмотря 
на некоторые отличия в первичной структуре, рас-
положенные по всей молекуле, основные различия 
между изоформами сосредоточены на N-конце [1]. 
Эта вариабельность вносит вклад в различный общий 
заряд молекул, что может быть определено с помощью 

изоэлектрофокусирования. В результате этого акти-
ны были классифицированы как α-, β- и γ-изоформы 
в порядке возрастания изоэлектрических точек (5,40; 
5,42 и 5,44 соответственно) [5, 6]. Несмотря на сходные 
трехмерные структуры, несколько аминокислотных 
замен, распределенных в первую очередь в субдоме-
нах 1 и 3, могут вызывать значительные изменения 
в конформации актина. Таким образом, изоформы 
могут отличаться как по общему положению малого 
домена относительно большого домена, так и по ло-
кальным конформациям на N-конце и, возможно, 
на C-конце [7]. N-концевой домен молекулы акти-
на может участвовать во взаимодействиях с ABPs [8]. 
Известно о дифференцированном сродстве изоформ 
актина к ABPs. В экспериментах in vitro показано се-
лективное взаимодействие несаркомерных изоформ 
миозина с изоформами актина [9]. Выявлено пре-
имущественное по сравнению с α-скелетным акти-
ном взаимодействие цитоплазматических изоформ 
актина с профилином [10, 11], тимозином β4 [12], 
L-пластином [13], эзрином [14, 15], βCAP73 [16], 
дис трофином и утрофином [17]. При сравнении вза-
имодействия ABPs с β- или γ-актином обнаружено 
преимущественное связывание γ-актина с аннекси-
ном V [18]. Эти результаты предполагают, что в клет-
ке, в которой одновременно экспрессируются разные 
изоформы актина, присутствие ABPs может приводить 
к образованию структур, селективно обогащенных од-
ной из изоформ актина. После локальной трансляции 
изоформы актина могут быть изолированы внутри спе-
цифических цитоплазматических доменов изоформ-
специфическими ABPs.

Неизменность аминокислотных последовательно-
стей актинов свидетельствует о важной роли актина 
в первичных взаимодействиях, которые сохранились 
и поддерживались в эволюции и являются фунда-
ментальными для клеточного выживания. В общем 
виде в норме во взрослом организме α-скелетный 
и α-сердечный актины ограничены скелетными и сер-
дечными мышцами, а α- и γ-гладкомышечные актины 
экспрессируются в основном в гладких мышцах сосу-
дов и кишечника. Цитоплазматические β- и γ-актины 
обнаружены во всех клетках. Эти изоформы актина 
экспрессируются в мышечных и немышечных клетках 
в соотношениях, регулируемых во времени и простран-
стве [5].

Специфические изоформы полимеризуются в раз-
личные филаментозные структуры, которые входят 
в состав разнообразных внутриклеточных структур, та-
ких как миофибриллы, стресс-фибриллы, ламеллипо-
дии или филоподии [19]. Структурно-функцио нальное 
разнообразие актиновых структур в немышечных клет-
ках возможно благодаря специфическому взаимодей-
ствию изоформ актина, миозина и тропомиозина [20]. 
С помощью криоэлектронной микроскопии недавно 
получена структура комплекса актомиозин–тропомио-
зин с высоким разрешением для цитоплазматического 
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γ-актина, немышечных миозина 2С и тропомиозина 
3.1 человека [21].

Регуляция экспрессии изоформ актина
Различия в экспрессии и распределении изоформ 

могут происходить на уровне генов (через различные 
промоторные элементы), и / или на уровне матричных 
РНК (мРНК) (через разные UTRs), и / или на уровне 
белка (через специфические взаимодействия с ABPs). 
мРНК изоформ актина отличаются между собой более 
значительно, чем кодируемые ими белки [19]. Во мно-
гих случаях 5’- и / или 3’-UTRs мРНК актиновых изо-
форм отличаются не только по последовательности, 
кодирующей белок. Эволюционная сохранность не-
которых из изоформ-специфических UTRs означает, 
что они, по всей вероятности, обладают функциональ-
ной значимостью [22, 23]. Целый комплекс взаимодей-
ствующих между собой регуляторных элементов был 
обнаружен в промоторном районе актиновых генов. 
Отдельные сигнальные молекулы воздействуют на все 
изоактиновые гены, но существуют и другие, специ-
фичные для каждой изоформы актина. Такие элементы 
избирательно модулируют экспрессию изоформ ак-
тина: напрямую или через взаимодействие с другими 
регуляторными элементами. Индукция экспрессии 
актинов сывороточными респонсивными факторами 
(serum response factor, SRF) представляет собой одну 
из наиболее интересных ситуаций [24]. Все промотор-
ные области изоактинов содержат в своей последова-
тельности несколько SRF-связывающих элементов, 
которые могут оказывать похожее действие на экспрес-
сию изоформ актина [25]. Неполимеризованный ак-
тин (G-актин) может ингибировать экспрессию генов, 
связываясь с транскрипционными факторами MRTF-A 
(MAL) и MRTF-B. Повышение полимеризации актина 
(например, через RhoA-сигнальный путь) автомати-
чески уменьшает цитоплазматический пул G-актина, 
вызывая высвобождение транскрипционных факторов 
и последовательную экспрессию генов-мишеней [25].

Механизм сортинга для изоформ актина может ра-
ботать на уровне белка и / или на уровне мРНК [26, 27]. 
Асимметричный сортинг транскрипта β-актина дости-
гается транспортом вдоль микротрубочек и актиновых 
филаментов [28, 29]. Локализация мРНК позволяет 
клеткам пространственно регулировать трансляцию 
и тем самым создавать функциональные компартмен-
ты с разными компонентами. Известно, что мРНК 
β-актина специфически локализована на ведущем 
крае фибробластов [30, 31]. Долгое время считалось, 
что локализация белка β-актина на ведущем крае клет-
ки, где имеет место его полимеризация, зависит от ло-
кализации его мРНК [32]. Изучение механизма этого 
явления привело к пониманию того, что все мРНК 
содержат cis-элементы, чаще всего располагающиеся 
на 3’-UTR, с которыми связываются trans-факторы 
для определения их локализации. В фибробластах 
для подобной локализации мРНК β-актина достаточно 

наличия коротких регуляторных фрагментов 3’-UTR. 
Один из таких фрагментов, 54-нуклеотидная последо-
вательность, которая образует петлеобразную струк-
туру, продемонстрировал наибольшую локализующую 
активность и был назван zip-кодом мРНК β-актина. 
Локализующие факторы, обладающие trans-действием 
(trans-факторы), которые связываются с zip-кодом 
β-актина, назвали zip-код-связывающими белками. 
Белок 68 кДа, который связывается с zip-кодом, был 
назван zip-код-связывающим белком 1 (ZBP1) [33]. 
Взаимодействие мРНК β-актина с ZBP1 необходимо 
для ее локализации в ламеллиподиях фибробластов, 
что играет определяющую роль в клеточной полярно-
сти и движении [29, 34], особенно для неметастази-
рующих клеток.

Для рака молочной железы человека и крысы пока-
зано, что низкий уровень ZBP1 коррелирует с инвазией 
и метастазированием опухолевых клеток [35]. Более 
того, ZBP1 был экзогенно экспрессирован в крысиной 
линии метастазирующей аденокарциномы молочной 
железы (MTLn3), в которой эндогенный уровень ZBP1 
низок и мРНК β-актина делокализована. Оказалось, 
что заново синтезированный актин вносит незначи-
тельный вклад во фракцию мономерного актина на ве-
дущем крае [36]. Методом трекинга одиночных мРНК 
β-актина обнаружено, что ZBP1 транспортирует мРНК 
β-актина в места фокальных контактов, где он задер-
живается на некоторое время, приводя к стабилизации 
фокальных контактов и регулируя направленность дви-
жения фибробластов [37].

В качестве дополнения к транскрипционному 
и трансляционному контролю конкуренция между 
изоформами за включение в специфические структуры 
и разное сродство к ABPs могут определять внутри-
клеточную локализацию изоформ актина. Посколь-
ку распределение изоформ актина часто отличается 
от распределения соответствующих мРНК [38], изо-
форм-специфический сортинг мРНК скорее определя-
ет сайты синтеза и сборки, чем локализацию актиновых 
изоформ в клетке [39].

По одной из гипотез, в качестве главного механиз-
ма регуляции сегрегации изоформ актина было предло-
жено аргинилирование. Данная посттрансляционная 
модификация актиновых изоформ должна происходить 
в результате экспозиции N-конца молекулы как потен-
циальной мишени для аргинилирования (Cys2 / Asp3 
в α-актинах, Asp2 / Asp3 в β-актинах и Glu2 / Glu3 
в γ-актинах). Обнаружено, что β-, но не γ-актин, 
в иммортализованных SV-40 фибробластах подвер-
жен N-концевому аргинилированию [40]. По мне-
нию авторов, это индуцировало образование «сла-
бой» β-актиновой сети на ведущем крае клетки [41]. 
По результатам масс-спектроскопии предполагалось, 
что этот тип модификации выявляется в 20–40 % мо-
лекул β-актина, но уровень модификации в различных 
типах клеток может быть и меньше. В противополож-
ность этим предположениям, позднее было показано, 
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что аргинилирование может происходить на любом 
N-концевом остатке, включая многочисленные белки 
цитоскелета. Помимо актина, некоторые ABPs аргини-
лированы in vivo, в том числе Arp3, филамин, спектрин, 
немышечный миозин 1 и талин [42]. Аргинилирование 
Arp3, одного из компонентов комплекса, нуклеирую-
щего актин (участвующего в полимеризации и ветвле-
нии актиновых пучков) на ведущем крае клетки, может 
участвовать в формировании сети. Аргинилирование 
других белков, таких как филамин и спектрин, может 
менять организацию актина в цитоплазме [43]. Иссле-
дование F. Zhang и соавт., которое показало, что 2 ци-
топлазматические изоформы актина аргинилированы 
по-разному, никем в дальнейшем не подтверждено. 
Была проверена метаболическая устойчивость экзо-
генно экспрессированных аргинилированных и неар-
гинилированных изоформ актина [43]. В немышечных 
клетках аргинилированный γ-, но не β-актин, оказался 
нестабильным и легко деградировал. Нестабильность 
регулировалась различиями в кодирующих нуклеотид-
ных последовательностях между 2 изоформами актина, 
которые обеспечивали разные скорости трансляции. 
Как следует из той же работы, аргинилированный 
β-актин действительно более стабилен, чем аргини-
лированный γ-актин, но остается менее стабильным, 
чем неаргинилированные изоформы.

Функции изоформ актина
Изоформы актина в основном тканеспецифичны. 

Их клеточные функции подтверждаются с помощью 
различных взаимодополняющих исследовательских 
подходов: 1) экспрессия изоформ актина в нормаль-
ных клетках и тканях в процессе развития организма 
и при различных патологических ситуациях; 2) мы-
шиные модели (нокаутные и трансгенные), в которых 
изоформы избирательно удалены, экспериментально 
восстановлены или гиперэкспрессированы; 3) опре-
деление структурных и функциональных дефектов; 
4) эффекты ингибирования экспрессии или органи-
зации изоформ в клетках методом малых интерфери-
рующих РНК или ингибирующими пептидами.

Важным этапом в выяснении специфических био-
логических ролей актиновых изоформ было описание 
их тканевого распределения и внутриклеточной лока-
лизации. Получение специфических антител к изофор-
мам позволило существенно продвинуться в изучении 
распределения и функций изоформ.

Цитоплазматические актины:  
внутриклеточная организация и функции
Цитоплазматические актины (β и γ) играют опре-

деляющие роли в таких ключевых процессах, как кле-
точная адгезия, миграция, поляризация и цитокинез. 
В большинстве немышечных клеток позвоночных око-
ло половины актинового пула присутствует в мономер-
ном состоянии, что означает активную динамику поли-
меризации – деполимеризации. Немышечные клетки, 

такие как эпителиальные, экспрессируют только β- 
и γ-актины в различных пропорциях [44]. β- и γ-актины 
отличаются только по 4 аминокислотным остаткам 
в положениях 1, 2, 3 и 9. По данным мутационных и но-
каутных исследований на мышиных моделях, а так-
же соответствующих патологий [45, 46], для многих 
мышечных изоформ предполагались специфические 
функции, однако о возможных специфических ролях 
β- и γ-актинов было известно мало. Гипоморфный ал-
лель β-актина оказался летальным на эмбриональном 
уровне [47], а нокаутные по γ-актину мыши выживали 
[48]. Тем не менее у мышей без γ-актина наблюдались 
задержки эмбрионального развития, нарушения роста 
и выживаемости [49, 50].

Локализация белков β- и γ-актинов в различных 
внутриклеточных компартментах ранее была описа-
на, но результаты довольно противоречивы, вероятно, 
из-за вариабельности экспериментальных условий. 
Использование поликлональных антител к γ-CYA, 
не распознающих β-CYA, но реагирующих с глад-
комышечными актинами, по-видимому, благодаря 
общей аминокислотной последовательности AcEEE 
на N-конце, усложняло интерпретацию результа-
тов. Мезенхимальные клетки в культуре, например 
фибробласты, помимо цитоплазматических актинов 
экспрессируют α-гладкомышечный актин. Тщательно 
отобранные моноклональные антитела (mAbs), высо-
коспецифичные для γ-актина, т. е. не реагирующие 
с β-актином и гладкомышечными актинами, были 
использованы для изучения распределения цитоплаз-
матических изоформ актина и функциональных ис-
следований [51]. Несмотря на то что mAbs к β-актину 
существовали ранее, отсутствие специфических mAbs 
к γ-актину не давало возможности проводить срав-
нительное изучение распределения этих 2 изоформ 
в клетках. Отсутствие окрашивания β-актина в стресс-
фибриллах ошибочно характеризовало эти структуры 
как образованные из γ-актиновых филаментов. Да-
же с подходящими антителами окраска отсутствова-
ла, по-видимому, из-за недоступности эпитопа, так 
как для демаскировки N-концевой последовательности 
актина необходимы специфические условия фиксации 
[51, 52].

В основе способности клеток к делению, движе-
нию, генерации натяжения и сократимости и поддер-
жанию формы лежат специализированные актин-со-
держащие структуры. С помощью высокоспецифичных 
моноклональных антител исследована внутриклеточ-
ная локализация цитоплазматических β- и γ-актинов 
в неподвижных (покоящихся) клетках и на различных 
моделях распластывания, миграции, деления и сокра-
тимости. Результаты получены с помощью одновремен-
ной специфической иммунодетекции β- и γ-актинов 
в одной и той же клетке. Впервые было продемон-
стрировано, что эти изоформы сегрегированы в ци-
топлазме мезенхимальных и эпителиальных клеток 
в состоянии покоя, а также при движении и делении 
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[51]. Для сравнительного исследования цитоплазма-
тических изоформ актина были протестированы раз-
личные линии и первичные культуры клеток животных 
и человека. Особое внимание уделено линиям клеток 
нормального эпителия, так как в клетках этого типа 
экспрессируются только 2 изоформы актина, β и γ. 
Сегрегация изоформ наблюдалась во всех изученных 
типах нормальных немышечных клеток, что указывает 
на универсальность данного феномена.

Для исследования функциональных ролей β- и γ - 
актинов мы применяли метод малых интерферирую-
щих РНК для избирательного уменьшения экспрессии 
изоформ. Cелективное уменьшение экспрессии этих 
изоформ с помощью малых интерферирующих РНК 
показало, что каждая изоформа различным образом 
принимает участие в организации клеточной морфо-
логии, полярности и подвижности.

Нами получены данные о сравнительной струк-
туре и белковой композиции кортикальных и ламел-
липодиальных γ-сетей, а также β-актиновых пучков 
и контактных структур в нормальных и неопластиче-
ски трансформированных эпителиальных клетках [51, 
53, 54]. Анализ трехмерной взаимной организации β- 
и γ-актинов в интерфазе и на разных стадиях митоза 
был проведен с использованием лазерной конфокаль-
ной микроскопии. Показано, что β-актин преимущест-
венно локализован в филоподиях, стресс-фибриллах, 
кольцевых пучках и адгезионных межклеточных кон-
тактах, что означает роль этой изоформы в клеточной 
адгезии и сокращении [51, 54]. В зависимости от кле-
точной активности γ-актин организован по-разному. 
В движущихся клетках он представлен в виде корти-
кальных и ламеллиподиальных сетей, что предполагает 
его важную роль в клеточной подвижности. Сортинг 
β-актина в миозин-2-зависимые сократимые пучки 
(стресс-фибриллы, кольцевые пучки, сократимые 
кольца) показывает роль этой изоформы в клеточном 
сокращении. Еще одним аргументом в пользу роли 
β-актина в клеточной сократимости является четкая 
локализация этой изоформы в сократимом кольце 
при цитокинезе, в то время как γ-актин концентри-
руется в основном в субмембранном домене в течение 
всех митотических фаз. Наши данные об образовании 
большого количества многоядерных (в основном дву-
ядерных) клеток в эпителиальных β-актин-дефицитных 
клетках полностью согласуется с данными об участии 
β-актина в образовании сократимого кольца при кле-
точном делении.

Обе изоформы локализованы в апикальной ча-
сти поляризованных эпителиальных клеток в райо-
не межклеточных контактов [51, 55], но регулируют 
разные адгезионные комплексы в эпителии: β-актин 
связан с адгезионными межклеточными контактами, 
а γ-актин – с плотными контактами [54]. Предвари-
тельные исследования организации и распределения 
β- и γ-изоформ актина в митотическом процессе [51, 
56], а также в мейотических делениях клетки и ранних 

эмбриональных делениях [57] выявили существенные 
морфофункциональные различия. Изменение функции 
γ-актина с помощью микроинъекции изоформ – спе-
цифических антител – показало, что γ-актин выполня-
ет основную и специфическую функции в установле-
нии и / или поддержании асимметрии в первом делении 
мейоза и поддержании кортикальной целостности. 
Возможно, различие в экспрессии γ-актина является 
одним из ранних маркеров, определяющих клеточную 
судьбу при эмбриональном развитии организма, а так-
же при неопластической трансформации и прогрессии.

Реорганизация изоформ актина  
при неопластической трансформации
Понимание специфических функций изоформ ак-

тина представляет дополнительный фундаментальный 
материал для использования детекции этих белков 
в диагностике и лечении различных патологий, таких 
как фиброзы, сердечно-сосудистые и онкологические 
заболевания. При опухолевой трансформации проис-
ходит реорганизация актинового цитоскелета, ведущая 
к изменению клеточной подвижности, инвазии и мета-
стазированию. Известно об изменениях экспрессии 
специфических мышечных изоформ актина при раз-
личных патологиях, таких как фиброматозы, гипер-
трофированные рубцы, стромальные реакции при нео-
плазиях и др. [45]. Данные об изменениях организации 
немышечного актина при опухолевой трансформации 
достаточно противоречивы, но в большинстве работ 
наблюдалась корреляция исчезновения пучков ми-
крофиламентов с повышением миграционной актив-
ности или метастатического потенциала опухолевых 
клеток [58, 59]. Описано изменение специфических 
мышечных изоформ актина в некоторых опухолях. По-
лучены данные об исчезновении α-гладкомышечного 
актина в спонтанно трансформированных клетках [60] 
при трансформации фибробластов опухолеродными 
вирусами и онкогенами в культуре (вирусом сарко-
мы Рауса [61], аденовирусом 12-го типа, v-H-Ras) 
или уменьшении его экспрессии в трансформирован-
ных канцерогенами или вирусом SV40 низкотуморо-
генных клеточных линиях [62]. Те же авторы указывают 
на возможное изменение синтеза немышечных актинов 
при трансформации и супрессии β-актина в метастази-
рующих вариантах. Известно о мутациях в β-актиновом 
гене ACTB: G244D, вызывающей неопластическую 
трансформацию фибробластов человека [63, 64], 
и R28L, связанной со злокачественным прогрессиро-
ванием клеток мышиной меланомы [65]. Характер под-
вижности нормальных фибробластов и фибробластов, 
лишенных β-актина или, особенно, γ-актина, различа-
ется. Это свидетельствует о том, что изоформы актина 
играют разные роли в клеточной подвижности [51]. 
Следует отметить, что β- и γ-актины колокализованы 
в ламеллиподии, обе изоформы присутствуют в ламел-
ле, но распределены в разных филаментных структу-
рах. β-Актин локализован в пучках микрофиламентов, 
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концы которых соединены с фокальными контактами 
[51]. В нормальных фибробластах мРНК β-актина кон-
центрируется во фронтальной части ламеллы, но за-
ново синтезированный актин вносит незначительный 
вклад во фракцию мономерного актина на ведущем 
крае клетки [36]. Новым методом трекинга одиночных 
мРНК β-актина показано, что транспортировка этих 
мРНК в места фокальных контактов приводит к ста-
билизации контактных структур [37]. Эти результаты 
также согласуются с нашими данными о роли этой 
изоформы актина в клетке.

Ранее показано, что локализация мРНК β-актина 
на ведущем крае фибробластов, эндотелиальных кле-
ток и миобластов связана с направленным движением 
нормальных клеток, а делокализация – с потерей ста-
бильной клеточной поляризации и направленного дви-
жения, что характерно для многих метастазирующих 
клеток [36]. Тем не менее той же группой R. H. Singer 
опубликованы данные о том, что взаимодействие 
ZBP1, необходимое для локализации мРНК β-актина 
на ведущем крае фибробластов, вызывает стабильный 
поляризованный фенотип у опухолевых клеток, но ре-
дуцирует их хемотактически зависимую подвижность, 
инвазивность и метастатический потенциал [66]. Ча-
стичная супрессия γ-актина в клетках SH-EP нейробла-
стомы [67] с помощью малых интерферирующих РНК 
значительно угнетала миграцию в экспериментальную 
«рану» и через фильтры, а также происходили потеря 
полярности и снижение скорости движения при оди-
ночной миграции клеток. Более того, значительно 
возрастали количество фокальных контактов и их раз-
меры, а также уменьшалось количество фосфорилиро-
ванного паксиллина – маркера ранних инициальных 
контактов. Изменения цитоскелета сопровождались 
активацией Rho-киназного сигнального пути [67]. 
В 2012 г. показано, что угнетение миграционного по-
тенциала эмбриональных фибробластов с выключен-
ным геном ACTB происходит из-за компенсаторной 
экспрессии α-гладкомышечного актина и повышенной 
сократимости таких клеток. Ингибирование повышен-
ной сократимости восстанавливало миграционную 
способность фибробластов без β-, но с γ-актином 
[68]. Дальнейшее изучение фенотипических измене-
ний клетки при опухолевой трансформации, а именно 
изменений распределения и экспрессии цитоплазма-
тических изоформ актина, а также исследование ре-
гуляции β- и γ-актинов в нормальных и опухолевых 
клетках явились необходимыми для понимания функ-
циональных ролей актиновых изоформ.

Другие данные о роли цитоплазматических акти-
нов в клеточной миграции были получены в результате 
сравнительного изучения нормальных и нео пластически 
трансформированных клеток. Обнаружено, что транс-
формированные клетки теряют β-актин-содержащие 
стресс-фибриллы, но в них выявляются хорошо раз-
витые γ-актинсодержащие сети. Основное свойство 
клеточной трансформации состоит в реорганизации 

актомиозинового цитоскелета, ведущей к повышен-
ной клеточной подвижности и инвазии. Исчезнове-
ние актиновых стресс-фибрилл в трансформирован-
ных клетках продемонстрировано во многих работах 
[69–72].

Наши результаты показали, что при различных 
типах онкогенной трансформации происходит изме-
нение специфической изоформы актина – β-актина 
[51, 53, 55, 73]. Более того, иммуноморфологическое 
исследование клинического материала подтверждает 
данные, полученные на клеточных культурах. Значи-
тельное уменьшение иммуногистохимической окраски 
на β-актин наблюдалось в клетках карцином молочной 
железы по сравнению с доброкачественными проли-
фератами [55]. Исключение составляли редкие формы 
инфильтративного рака молочной железы (так назы-
ваемые базальноподобные), в которых содержание 
β-актина было снижено только в инвазирующих участ-
ках [74]. При иммуногистологическом исследовании 
образцов опухолевой ткани шейки матки также выяв-
лено снижение окрашивания на β-актин в структурах 
рака in situ и инвазивного рака по сравнению с нор-
мальной тканью экзоцервикса и интраэпителиальны-
ми неоплазиями [53]. Кроме того, методом белкового 
иммуноблоттинга обнаружены снижение экспрессии 
β-актина и повышение экспрессии γ-актина в транс-
формированных и опухолевых линиях эпителиальных 
клеток по сравнению с неопухолевыми. При эпите-
лиально-мезенхимальном переходе в культурах кле-
ток цервикальных карцином помимо изменений 
в распределении и экспрессии известных маркеров 
Snail, Е- и N-кадгеринов и виментина происходили 
реорганизация структур β-актина и изменение соот-
ношения экспрессии цитоплазматических изоформ 
актина [53].

Фенотипическая нормализация трансформирован-
ных фибробластов и эпителиальных клеток под дейст-
вием митохондриально-направленных антиоксидан-
тов приводит к восстановлению β-актиновой системы 
пучков и сопряженных с ними фокальных контактов 
у фибробластов и адгезионных межклеточных контак-
тов у эпителиальных клеток [73, 75].

Эксперименты по уменьшению экспрессии изо-
форм актина c помощью малых интерферирующих 
РНК, а также по экзогенной экспрессии цитоплаз-
матических изоформ актина в опухолевых клетках 
(карциномах легкого и кишки) позволили выявить 
существенную функциональную разницу между изо-
формами. Уменьшение экспрессии β- или γ-актина 
c помощью малых интерферирующих РНК и экзо-
генная экспрессия актинов вызывали различные 
изменения морфологии, подвижности и пролифе-
рации изучаемых культур. Сравнение инвазивных 
свойств клеток с измененными уровнями экспрес-
сии β- и γ-актинов было проведено с использова-
нием тестирования направленного движения в ма-
тригеле. Также было проверено влияние изменения 
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соотношения изоформ на рост подкожных опухолевых 
ксенографтов. Функциональные данные подтвердили 
наши предположения о роли β-актина в поддержа-
нии нормального фенотипа и противоположной роли 
γ-актина в усилении неопластических свойств [76]. 
Реорганизация системы актиновых филаментов игра-
ет важную роль при неопластической трансформации 
клеток. Мы обнаружили, что изменение соотношения 
β- и γ-цитоплазматических актинов в клетках карци-
ном легкого и толстой кишки человека: 1) характерно 
как для клеток, растущих in vitro, так и для тканевых 
опухолевых образцов; 2) напрямую связано с онкоген-
ными свойствами и ростом опухолевых ксенографтов 
[76]. Повышение относительного уровня экспрессии 
β-актина ингибировало проявление онкогенного 
фенотипа и опухолевый рост, тогда как повышение 
экспрессии γ-актина усиливало онкогенный потен-
циал путем взаимодействия с регуляторными белками 
ERK1 / 2, p34-Arc, WAVE2, кофилином 1 и PP1. Поло-
жительная взаимозависимость экспрессии γ-актина 
и активации ERK1 / 2, наряду с преобладанием этой 
изоформы во всех исследованных опухолевых образ-
цах, указывает на универсальный характер изменений 

немышечных актинов при развитии некоторых часто 
встречающихся опухолей.

На различных клеточных культурах продемонстри-
ровано, что модуляция экспрессии γ-актина приводит 
к похожим функциональным изменениям в нормаль-
ных и трансформированных клетках [51, 67, 76, 77]. Две 
цитоплазматические изоформы играют разные роли 
в неопластической трансформации. Недавно нами по-
казано, что β-актин играет роль опухолевого супрессора, 
вызывая эпителиальную дифференцировку, торможение 
клеточного роста и инвазии в культурах клеток карци-
номы легкого и кишки, а также замедление опухолево-
го роста in vivo. Напротив, γ-актин связан с усилением 
неопластических свойств опухолевых клеток [76, 77].

Таким образом, результаты морфофункциональных 
исследований изоформ актина уже в настоящее время 
представляют возможность использования специфиче-
ских моноклональных антител к β- и γ-изоформам ак-
тина, помимо широко применяемого в патологической 
морфологии α-гладкомышечного актина, в качестве 
дополнительных иммуногистологических маркеров 
в дифференциальной диагностике злокачественных 
новообразований.
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Введение
Одним из новых классов опухолеассоциированных 

маркеров являются так называемые метаболические 
маркеры, т. е. ферменты, обеспечивающие формиро-
вание или поддержание опухолевого фенотипа клеток. 

Выделение их в отдельный класс обусловлено тем, 
что сначала была изучена их функция, а далее полу-
чены антитела для их идентификации. Это отличает 
их от «классических» сывороточных опухолеассоции-
рованных маркеров (углеводного антигена (СА-125), 

Тимидинкиназа 1 как потенциальный 
опухолеассоциированный маркер: структура, функции, 

активность в нормальных и опухолевых тканях

Н.С. Сергеева1, 2, Н.К. Парилова1, Н.В. Маршутина1, И.С. Мейснер2

1Отделение прогноза эффективности консервативного лечения Московского научно-исследовательского онкологического 
института им. П.А. Герцена – филиала ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский радиологический центр» 

Минздрава России; Россия, 125284 Москва, 2-й Боткинский проезд, 3; 
2ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава России; 

Россия, 117997 Москва, ул. Островитянова, 1

Контакты: Наталья Сергеевна Сергеева prognoz.06@mail.ru

В обзоре представлены данные о роли тимидинкиназы (ТК) в обеспечении репликации ДНК de novo и посредством запасного (salvage) 
пути в норме, а также при активации запасного пути при канцерогенезе. Описаны структура цитоплазматической ТК (ТК-1), 
называемой также фетальной, регуляция ее уровня и активности в клетках и их изменения на протяжении клеточного цикла. 
С учетом данных об отсутствии ТК-1 в покоящихся (G

0
) клетках она позиционируется в литературе как маркер пролиферирую-

щих клеток, активность которого регистрируется, начиная с поздней G
1
-фазы и достигая максимума в S-фазе, сохраняется 

в G
2
-фазе и митозе, быстро снижается до неопределяемых значений в ранней G

1
-фазе.

Систематизированы данные об экспрессии ТК-1 (в сопоставлении с Ki-67 и PCNA (proliferating cell nuclear antigen)) в опухолевых 
тканях (при колоректальном раке, раке молочной железы, шейки матки, легкого, почки, предстательной железы, яичников), 
а также при некоторых доброкачественных и предопухолевых патологических процессах в сопоставлении с их клинико-диагно-
стическими характеристиками. Представленные данные свидетельствуют о том, что исследования индекса пролиферации 
по ТК-1 (с антителами к домену XPA-210) целесообразно использовать наряду с Ki-67 и PCNA для более полной оценки пролифе-
ративного статуса злокачественных новообразований, а также предраковых и доброкачественных состояний в целях прогнози-
рования течения опухолевого процесса и планирования тактики лечения.

Ключевые слова: тимидинкиназа 1 (ТК-1), Ki-67, PCNA, клеточный цикл, канцерогенез

DOI: 10.17650/2313-805X-2017-4-1-17-23

The thymidine kinase-1 as a potential tumor marker: structure, function, activity in normal and malignant tissues

N.S. Sergeeva1, 2, N.K. Parilova1, N.V. Marshutina1, I.S. Meysner2

1Department of Conservative Treatment Prognosis, P.A. Hertzen Moscow Oncology Research Institute – branch of the National Medical 
Research Radiological Center, Ministry of Health of Russia; 3 2nd Botkinskiy Proezd, Moscow 125284, Russia; 

2N.I. Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Health of Russia; 1 Ostrovityanovа St., Moscow 117997, Russia

In the review the role of the thymidine kinase (TK) to ensure the replication of DNA de novo and spare (salvage the) way in health and activate 
alternate ways in carcinogenesis is described. The structure of cytoplasmic TK (TК-1), also called fetal, and the level of regulation of its activ-
ity in the cells and their change during the cell cycle is described. Considering the data about the absence of TK-1 in resting (G

0
) cells, TK-1  

is positioned as a marker of proliferating cells, which activity is recorded from late G
1
 phase, peaking in S-phase, it is stored in the G

2
 and mi-

tosis, quickly decreasing to undetectable levels in the early G
1
 phase.

Data on the expression TK-1 (as compared with Ki-67 and PCNA (proliferating cell nuclear antigen)) in tumor tissues (colorectal, breast, 
cervical, lung, renal, prostate and ovarian cancer), as well as some benign and precancerous pathological processes in relation to the clinical 
and diagnostic features of these processes are systemized. These data suggest that the proliferative index studies on TK-1 (antibody to the do-
main HRA-210) should be used together with Ki-67 and PCNA, for a more complete assessment of the proliferative status of malignant tumors 
and pre-cancerous and benign conditions, with the aim of prognosis of the tumor process and treatment planning.

Key words: thymidine kinase 1 (TK-1), Ki-67, PCNA, cell cycle, carcinogenesis
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простатического специфического антигена (ПСА), 
карбогидратного антигена (СА-19-9) и др.), которые 
были идентифицированы иммунологическими метода-
ми, а в дальнейшем начато исследование их функций.

Один из таких метаболических опухолеассоции-
рованных маркеров, перспективных для клинического 
использования, – тимидинкиназа (ТК).

Структура и функции тимидинкиназы 1
Поддержание баланса дезоксирибонуклеотидов 

(ДРН) в клетках эукариот – необходимое условие 
для репликации и репарации ДНК. Синтез ДРН 
осуществляется 2 путями: de novo и альтернативным 
(запасным, salvage) [1, 2]. При подготовке к делению 
в клетке de novo начинается синтез ДРН из рибо-
нуклеотидов с участием ферментов рибонуклеотид-
редуктазного комплекса [1, 3]. В интенсивно деля-
щихся клетках в условиях энергетического дефицита 
активируются и реакции запасного пути синтеза с ис-
пользованием продуктов катаболизма нуклеиновых 
кислот (реутилизация) [1]. В запасном пути первый 
этап фосфорилирования дезоксирибонуклеози-
дов катализируют дезоксирибонуклеозидкиназы [4] 
с различной субстратной специфичностью: 2 цито-
зольных – тимидинкиназа-1 (ТК-1) и дезоксицити-
динкиназа; и 2 митохондриальных – тимидинкиназа-2 
(ТК-2) и дезоксигуанозинкиназа [2]. ТК-1 отличают 
узкая специфичность и регуляция синтеза на уровне 
транскрипции по механизму индукции и репрессии 
в разных фазах клеточного цикла [1, 5–7]. Основная 
функция ТК-1 – фосфорилирование тимидинсодер-
жащего нуклеозида до дезокситимидинмонофосфата, 
который в дальнейшем фосфорилируется до дезокси-
тимидинтрифосфата, непосредственно участвующего 
в репликации ДНК [1, 8]. Тимидиловые нуклеотиды 
специфичны для ДНК, поэтому детекция субстратов, 
продуктов, а также ферментов в реакциях с их участием 
является ключевой для обнаружения делящихся кле-
ток. Эксперименты, демонстрирующие проникнове-
ние меченого дезокситимидина (H3-Тdh) в делящиеся 
клетки, его дальнейшее фосфорилирование с последу-
ющим включением в ДНК, стали одним из важнейших 
открытий в области клеточной биологии и обеспечили 
возможность для идентификации делящихся клеток 
и детекции различных фаз клеточного цикла [9, 10]. 
С другой стороны, эти эксперименты стали одними 
из первых по изучению ТК-1 [11–13].

Включение дезокситимидина в метаболизм ДНК 
описано P. Reichard и B. Estborn еще в 1951 г., реакция 
фосфорилирования дезокситимидина – A. Kornberg, 
I. R. Lehman и E. S. Simms в 1956 г. [9, 10]. В 1958–1960 гг. 
было доказано, что именно ТК катализирует данную ре-
акцию, и данный фермент был выделен в чистом виде 
[14–16]. В начале 60-х годов прошлого века изоформы ТК 
обнаружены у разных видов прокариот и эукариот, а так-
же у некоторых вирусов [17–20]. Изоформы ТК клеток 
эукариот сегодня категоризируют как цитоплазматиче-

скую (фетальную) форму ТК (ТК-1) [5, 16, 21] и митохон-
дриальную ТК (ТК «взрослых», или ТК-2), экспрессия 
которой не зависит от клеточного цикла [22, 23].

В середине 70-х годов прошлого века установле-
на локализация гена ТК-1 в хромосоме 17 в области 
q21–22, рядом с локусом галактокиназы [24], а позд-
нее локализация была уточнена – 17q25.2–25.3 [25]. 
В 1980-х гг. прошлого века обнаружено, что наслед-
ственная недостаточность галактокиназы сопрово-
ждается и недостаточностью ТК-1 [26]. Ген ТК-1 был 
клонирован [27], и установлена частота его полимор-
физмов [28]. В 1986 г. B. Dutrillaux и M. Muleris пока-
зали, что при хромосомном дисбалансе увеличивается 
синтез нуклеотидов по запасному пути, что наблюда-
ется при канцерогенезе [29].

Структура ТК-1 полностью расшифрована. Белок 
ТК-1 человека имеет молекулярную массу 25,4 кДа 
и состоит из 234 аминокислотных остатков [2, 30]. 
В неактивной форме ТК-1 присутствует в тканях в виде 
димера с молекулярной массой ~ 50 кДа. При актива-
ции формируется гомотетрамер с молекулярной массой 
~ 100 кДа (см. рисунок) [30–32].

Рекомбинантная форма ТК-1 не способна форми-
ровать тетрамер, что подтверждает важность ряда пост-
трансляционных модификаций этого фермента [2, 33, 
34]. Каждая субъединица гомотетрамера ТК-1 состоит 
из 2 доменов: α / β-домена и цинксодержащего домена. 
Активный центр фермента находится между 2 этими 
доменами. По своему строению α / β-домен сходен 
с аденозинтрифосфатсвязывающим доменом фермен-
тов семейства RecA-F

1
ATPase, которое включает не-

сколько геликаз и «ДНК-восстанавливающих» белков, 
участвующих в репарации и поддержании стабильной 
структуры ДНК бактерий. Небольшой цинксодержа-
щий домен ТК-1 состоит из 70–80 аминокислот и фор-
мирует длинную лассообразную петлю (аминокислоты 
Gly

167
–Lys

180
), которая отвечает за связь с тимидином. 

Домен XPA-161 в данной петле консервативен у разных 
видов млекопитающих [35–37]. Пептид Аla

161
–Ser

183
, 

Пространственное изображение тимидинкиназы 1 человека. Субъеди-
ницы А–D в тетрамере окрашены оранжевым, голубым, желтым и зе-
леным цветами (адаптировано из [32])
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содержащий домен XPA-161, был синтезирован и ис-
пользован в целях получения поли- и моноклональных 
антител к ТК-1 (anti-XPA-161) в ходе создания наборов 
для иммунохимической детекции фермента [38]. Так-
же для получения поли- и моноклональных антител 
(anti-XPA-210) использовали пептид Gly

195
–Gln

225
, со-

ответствующий домену XPA-210, который представляет 
собой С-концевой пептид ТК-1. Его аминокислотная 
последовательность оказалась также видоспецифичной 
[39]. Таким образом, для идентификации клеток в позд-
ней G

1
- и S-фазах цикла, содержащих повышенные 

уровни ТК-1, используются оба этих типа анти-ТК-1- 
антител, строго специфичных для ТК-1 человека [39].

Позднее было показано, что основная доля цир-
кулирующей в крови ТК-1 представлена формой 
с молекулярной массой 730 кДа. Это связано с обра-
зованием в сыворотке крови комплекса фермента 
с белками, что в конечном итоге повышает его ста-
бильность [30, 31].

Регуляция уровня и активности тимидинкиназы 1 
в клетке
Исторически ТК-1 относят к группе S-специ-

фических ферментов, активность которых повышается 
(в 10–20 раз) при вступлении клетки в S-фазу, а после 
ее завершения активность снижается. Изменение ак-
тивности обеспечивается 2 регуляторными механизма-
ми, один из которых отвечает за повышение фермен-
тативной активности на протяжении S-фазы, другой 
обеспечивает down-регуляцию после ее завершения [7].

В 1974 г. установлено, что периодическое повыше-
ние и снижение активности фермента в клетках (линия 
КВ) совпадает с началом и окончанием репликации 
ДНК [5]. Авторами было показано, что скорость син-
теза ТК-1 определяется интенсивностью транскрип-
ции кодирующей фермент матричной РНК (мРНК), 
которая снижается при завершении репликации ДНК 
[5]. В этой же публикации было уточнено, что завер-
шение синтеза ТК-1 по времени более точно совпада-
ет не с завершением S-фазы, а с началом митоза, т. е. 
с окончанием G

2
-фазы [5].

В 1987 г. D. L. Coppock и А. В. Pardee на клеточной 
культуре 3T3 in vitro подтвердили, что повышение ак-
тивности ТК-1 в клетке связано с увеличением уровня 
ее мРНК [40]. Авторами установлено, что при перехо-
де клетки из G

1
-фазы в S-фазу возрастают не только 

интенсивность транскрипции гена ТК1 (в 2–4 раза) 
и уровни мРНК ТК-1 (более чем в 20 раз), но и время 
полураспада ТК-1 (с 8 до 12 ч) [40].

В 1988 г. J. L. Sherley и T. J. Kelly, используя син-
хронизированные культуры HeLa-клеток, выявили 
корреляцию количества белка ТК-1 с его активно-
стью на протяжении всех стадий клеточного цикла 
[7]. При переходе из G

1
-фазы в S-фазу возрастали 

уровень мРНК (~ в 3 раза) и скорость синтеза ТК-1 
(~ в 10 раз) и, соответственно, концентрация и актив-
ность ТК-1 в клетках быстро увеличивались (~ в 15 

раз) в начале S-фазы, достигая своих максимальных 
уровней в G

2
-фазе. Это позволило авторам сделать 

вывод о том, что активное накопление ТК-1 в клетке 
на протяжении S-фазы обусловлено в большей степени 
активацией трансляции с мРНК.

В 2009 г. было подтверждено, что возрастание 
уровня ТК-1 происходит уже в поздней G

1
-фазе кле-

точного цикла, достигая пика в ранней S-фазе [39], 
опережая как увеличение уровня Ki-67 (маркера кле-
точной пролиферации) [41], так и включение BrdU 
(маркера S-фазы клеточного цикла) в цепь ДНК [39]. 
Таким образом, установлено, что ТК-1 является уни-
кальным маркером клеток, которые прошли точку 
рестрикции в G

1
-фазе, т. е. надежным маркером про-

лиферации [39].
Снижение уровня ТК-1 наряду с плавным умень-

шением количества мРНК ТК-1 начинается в конце 
G

2
-фазы и продолжается в течение митоза, что обу-

словлено как специфическим разрушением белка, так 
и снижением скорости его синтеза [7, 42]. При этом 
уменьшение активности и количества ТК-1 не пред-
шествует снижению уровня ее мРНК и не превосходит 
его по степени [42].

Время полураспада белка ТК-1 на протяжении зна-
чительной части жизненного цикла клетки остается 
постоянным, составляя около 40 ч. Однако непосред-
ственно после завершения митоза (в ранней G

1
-фазе) 

за короткий интервал времени стабильность белка рез-
ко снижалась (время полураспада < 1 ч), что обеспечи-
вало быстрое освобождение дочерних клеток от этого 
фермента [7].

В 1991 г. М. G. Kauffman и T. J. Kelly выявили, 
что внутриклеточная деградация фермента начинает-
ся со связывания убиквитина с С-концевым фрагмен-
том фермента (KEN) и завершается в протеасомах [43].  
С-концевая делеция участка из 40 аминокислот или 
присоединение бета-галактозидазы к карбоксильному 
концу ТК-1 стабилизировало белок на протяжении все-
го клеточного цикла без изменения специфической 
ферментной активности [43, 44].

Механизм строгого контроля активности ТК-1 
в клетке подчеркивает значимость этого фермента 
в регуляции внутриклеточного уровня дезокситими-
динтрифосфата. В частности, показано, что нарушение 
протеолиза ТК-1 ассоциировано с повышением часто-
ты генных мутаций в клетках [45, 46]. В экспериментах 
V. N. Dobrovolsky и соавт. в 2003 г. показано, что нокаут 
гена ТК-1 у мышей приводит к развитию почечной 
недостаточности и угнетению иммунной системы, 
и как следствие, к резкому уменьшению продолжи-
тельности жизни животных [47].

Многочисленные исследования подтверждают от-
сутствие ТК-1 в непролиферирующих (покоящихся) 
клетках [5–7, 40, 48].

Совокупность представленных данных позволяет 
считать ТК-1 важным биологическим маркером кле-
точной пролиферации.
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Экспрессия тимидинкиназы 1 в опухолевых тканях
В 2002 г. в корпорации SSTK Inc (Шэньчжэнь, Ки-

тай) были синтезированы поли- и моноклональные ан-
титела к ТК-1. Эта разработка завершилась созданием 
высокочувствительных серологических и иммуноги-
стохимических тестов для определения уровня ТК-1 
в биологических жидкостях и уровня экспрессии ТК-1 
в клетках [37, 49, 50].

С учетом того, что ТК-1 проявляет себя как мар-
кер клеточной пролиферации и практически не об-
наруживается в неделящихся клетках, исследования 
по изучению степени ее экспрессии нашли свое при-
менение в области онкологии [53–66]. В этих работах 
была сопоставлена экспрессия ТК-1 и 2 других широ-
ко используемых маркеров клеточной пролиферации 
(Ki-67 и PCNA (proliferating cell nuclear antigen)) [41] 
при ряде солидных злокачественных новообразований 
(колоректальном раке, раке почки, яичников, шейки 
матки, предстательной и молочной желез), некоторых 
доброкачественных опухолях и предраковых состояни-
ях, а также в нормальных тканях [53–66].

При иммуногистохимических исследованиях в опу-
холевых тканях этот фермент в ряде случаев обнаружи-
вался не только в цитоплазме клеток, но и в их ядре, 
что, по мнению авторов, связано с перераспределением 
избытка ТК-1 между ядром и цитоплазмой в активно 
пролиферирующих опухолевых клетках и являлось не-
благоприятным прогностическим признаком течения 
опухолевого процесса [53–55].

При раке молочной железы ТК-1 выявлялась глав-
ным образом в цитоплазме клеток и только в отдельных 
случаях в ядре [49, 51–53]. Пролиферативный индекс 
данного маркера в опухолевой ткани (доля ТК-1-поло-
жительных клеток) превышал значение индекса про-
лиферации, измеренного по Ki-67 [52, 53] или PCNA 
[51], и коррелировал со стадией заболевания и степенью 
злокачественности опухолевых клеток [50–52]. Степень 
экспрессии ТК-1 возрастала в ряду: простая протоко-
вая гиперплазия < протоковая гиперплазия с атипией 
< протоковый рак in situ < инвазивный протоковый рак 
[53]. Доля положительных по ТК-1 клеток при простой 
протоковой гиперплазии молочной железы (без атипии) 
не превышала 5 %, в то время как в отдельных случаях 
рака молочной железы достигала 80–90 % [53]. В одном 
из приведенных выше исследований показано наличие 
выраженной корреляции Ki-67 с ТК-1 при опухолях 
молочной железы [53]. В другом отмечено, что нако-
пление ТК-1 в опухолевых клетках более характерно 
для распространенных опухолевых процессов и высо-
кой степени злокачественности опухолевых клеток, 
а Ki-67 – для более ранних стадий опухолевого про-
цесса и низких степеней злокачественности опухолевых 
клеток [52]. Поэтому авторы считают, что сочетанное 
исследование Ki-67 и ТК-1 при раке молочной железы 
позволяет более глубоко и адекватно охарактеризовать 
пролиферативный статус опухоли и спрогнозировать 
течение опухолевого процесса [52].

При цервикальной интраэпителиальной неоплазии 
и инвазивном раке шейки матки ТК-1 обнаружива-
лась как в цитоплазме, так и в ядре клеток [54]. Про-
лиферативный индекс, оцененный по ТК-1 в обеих 
группах, оказался выше, чем по Ki-67. При этом оба 
этих показателя коррелировали со стадией опухолево-
го процесса. Степень экспрессии ТК-1 в ядре клеток 
служила важным прогностическим признаком течения 
заболевания как при раке in situ, так и при инвазивных 
формах рака шейки матки, а при распространенных 
формах позволяла идентифицировать больных с бла-
гоприятным прогнозом [54].

При раке яичников накопление ТК-1 отмечалось 
в цитоплазме опухолевых клеток. Пролифератив-
ный индекс по этому маркеру был несколько ниже, 
чем по Ki-67. Экспрессия ТК-1, как и Кi-67, корре-
лировала со стадией, степенью злокачественности, 
размером опухоли, временем безрецидивного течения 
и 10-летней выживаемостью пациентов. При распро-
страненных стадиях опухолевого процесса низкая экс-
прессия ТК-1 была ассоциирована с лучшими показа-
телями выживаемости больных [49, 55].

Пролиферативный индекс, оцененный по ТК-1 
при аденокарциномах легкого, оказался почти в 2 раза 
выше, чем индекс, оцененный по Ki-67 (68 % против 
36 %), а при плоскоклеточном раке легкого они зна-
чимо не различались, превышая у большинства боль-
ных 50 %. Высокая степень экспрессии ТК-1 (индекс 
пролиферации > 25 %) при аденокарциномах корре-
лировала не только с наличием лимфо- / гематогенной 
диссеминации, но и с высокой степенью стромальной 
инвазии и большими размерами первичного опухо-
левого узла, а также со стадией опухолевого процес-
са [56–58] и была сопряжена с низкой вероятностью 
5-летней выживаемости больных [57, 58].

Экспрессия ТК-1 и PCNA при колоректальном 
раке не различалась. Пролиферативный индекс, оце-
ненный по обоим маркерам, коррелировал со стадией 
заболевания, а по ТК-1 и со степенью злокачествен-
ности опухолевых клеток [59]. Степень экспрессии 
как ТК-1, так и PCNA при аденомах кишки была ниже, 
чем при колоректальном раке [59]. При аденоматозных 
полипах более 2 см с широким основанием степень 
экспрессии ТК-1 оказалась выше, чем при полипах 
на «тонкой» ножке. В нормальном эпителии толстой 
кишки уровень экспрессии ТК-1 не превосходил не-
скольких процентов [49, 59, 60].

Экспрессия ТК-1 при раке почки зависела от ги-
стологического типа опухоли [49, 61–63]. Так, при свет-
локлеточном раке почки G. Gakis и соавт. [59] отме-
чали наличие высокой доли интенсивно окрашенных 
антителами к ХРА-210 опухолевых клеток, причем 
в ядрах экспрессия ХРА-210 была выше, чем в цито-
плазме. В отличие от результатов, описанных для но-
вообразований других локализаций, между разме-
ром опухоли и экспрессией ХРА-210 при раке почки 
выявлена обратная корреляция: пролиферативный 



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
1

7

21ТОМ 4 / VOL. 4  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

индекс маркера был выше при размерах опухоли < 7 см 
по сравнению с более крупными опухолями. Авторы 
объясняют это ухудшением трофики больших по раз-
меру опухолей [49, 61]. Опухолевые клетки из «не-
костных» метастазов светлоклеточного рака почки 
отличались высокой ядерной экспрессией ХРА-210, 
а в клетках костных метастазов экспрессия данного 
антигена не обнаруживалась [61]. S. Kruck и соавт. 
выявили высокую экспрессию ХРА-210 при светло-
клеточном и папиллярном типах почечно-клеточного 
рака; экспрессия маркера при хромофобном раке по-
чки не отличалась от таковой в здоровой ткани почки. 
Установлена корреляция степени экспрессии ХРА-210 
со стадией процесса, а также со степенью злокачест-
венности опухолевой ткани почечно-клеточного рака 
[62]. P. Luo и соавт. установили, что содержание ТК-1 
в опухолевых клетках почки ниже, чем в нормальных 
клетках почечных канальцев, и выше, чем в клетках 
гломерулярного аппарата и промежуточной соедини-
тельной ткани здоровой почки [63].

При раке мочевого пузыря ТК-1 обнаруживалась 
главным образом в цитоплазме клеток. Степень экс-
прессии маркера при инвазивном раке мочевого пу-
зыря была во много раз выше, чем в здоровой ткани. 
В норме экспрессия ТК-1 выявлена в основном в клет-
ках базального слоя уротелия мочевого пузыря [64].

В здоровой ткани предстательной железы и в участ-
ках доброкачественной гиперплазии экспрессия ТК-1 

не определялась [65]. При интраэпителиальной нео-
плазии отмечался сравнительно невысокий уровень 
экспрессии ТК-1 (индекс пролиферации ~ 17 %), 
а у больных раком предстательной железы пролифе-
ративный индекс по данному маркеру составлял в сред-
нем около 57 %, что несколько превышало значение, 
установленное по Кi-67 (~ 47 %) [65]. При исследова-
нии экспрессии ХРА-210 установлено, что интенсив-
ность окрашивания клеток коррелировала со стадией 
опухолевого процесса и оценкой злокачественности 
по шкале Глисона. Кроме того, высокий уровень экс-
прессии ХРА-210 коррелировал с коротким временем 
как до развития биохимического рецидива заболева-
ния, так и до визуализации метастазов [66].

Заключение
Таким образом, в соответствии с результатами ряда 

исследований ТК-1 позиционируется как маркер про-
лиферирующих клеток, степень экспрессии которого 
коррелирует со стадией процесса и морфологической 
злокачественностью опухолевой ткани. Исследования 
индекса пролиферации по ТК-1 (с антителами к до-
мену ХРА-210) целесообразно использовать наряду 
с Ki-67 и PCNA для более полной оценки пролифе-
ративного статуса злокачественных новообразований, 
а также предраковых и доброкачественных состояний 
в целях прогнозирования течения опухолевого процес-
са и планирования тактики лечения.
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Внутриопухолевая гетерогенность и клональная эволюция 
рака толстой кишки

М.Ю. Федянин, Х.Х.-М. Эльснукаева, С.А. Тюляндин
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Все больше работ в онкологии посвящается молекулярно-генетическим различиям между первичной опухолью и метастазами. 
Это становится актуальным не только для молекулярного биолога в рамках понимания фундаментальных процессов канцероге-
неза, но приобретает все большее значение и для клинициста в связи с возможным влиянием на выбор терапии метастатического 
процесса с учетом наличия ряда генетических предикторных маркеров для таргетных препаратов. Рак толстой кишки в этом 
плане является интересной моделью для изучения как первичной гетерогенности опухоли, так и процессов эволюции заболевания 
на фоне терапии. В данном обзоре проведен анализ работ по изучению конкордантности мутационного статуса генов при раке 
толстой кишки, освещены вопросы внутриопухолевой гетерогенности и процессы клональной эволюции при данной патологии. 

Ключевые слова: рак толстой кишки, внутриопухолевая гетерогенность, биомаркер, KRAS, NRAS, BRAF, клональная эволюция, 
таргетная терапия, конкордантность, анти-EGFR-моноклональные антитела
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Heterogeneity and clonal evolution of colorectal cancer

M.Yu. Fedyanin, H.H.-M. Elsnukaeva, S.A. Tjulandin 

Department of Clinical Pharmacology and Chemotherapy, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
23 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

There are a lot of studies that dedicated to genetic differences between the primary tumor and metastases. This becomes relevant not only for 
molecular biologists for understanding carcinogenesis, but also becoming increasingly important for medical oncologists, due to the possible 
impact on the choice of therapy for metastatic disease. In this regard, colon cancer is an interesting model for studying the heterogeneity  
of the primary tumor and possible clonal evolution, because we have predictive genetic markers for target therapy. In this article, we analyzed 
studies on the concordance of the mutation status of the genes, intratumoral heterogeneity and processes of clonal evolution in colorectal cancer.

Key words: colorectal cancer, intratumoral heterogeneity, biomarker, KRAS, NRAS, BRAF, clonal evolution, targeted therapy, concor-
dance, anti-EGFR-monoclonal antibodies

Длительное время в онкологии существовала гипо-
теза об идентичности метастазов и первичной опухоли. 
Предполагали, что, если клетки метастазов происходят 
из клеток первичной опухоли, они должны нести те же 
специфические генетические изменения. Исследова-
ния, проведенные в 90-х годах прошлого века с исполь-
зованием кариотипирования, сравнительной геномной 
гибридизации, флуоресцентной гибридизации in situ, 
анализа маркеров микросателлитной нестабильности 
и потери гетерозиготности ряда генов, не показали зна-
чимых различий между клетками первичной опухоли 
и метастазов рака толстой кишки (РТК) [1–4].

Развитие методов молекулярно-генетических ис-
следований определило изменение мировоззрения он-
кологов. Так, появление метода по оценке полимор-
физмов отдельных нуклеотидов с высокой плотностью 
покрытия позволило обнаружить отличия в геноме 
клеток метастазов и первичной опухоли. В исследо-
вании L. Munoz-Bellvis и соавт. с помощью метода 

оценки полиморфизмов отдельных генов (SNP, single 
nucleotide polymorphism) и числа копий генов всего ге-
нома сравнили ДНК из 20 пар фрагментов первичной 
опухоли и метастазов РТК, полученных от 20 больных. 
В 100 % сравниваемых пар образцов опухоли отмече-
ны значимые генетические различия, проявляющие-
ся в увеличении числа копий генов, ассоциированных 
с метастатическим процессом (в участках хромосом 1p, 
7p, 8q, 13q, 17p, 18q и 20q), в 40 % образцах метастазов 
обнаружено появление новых хромосомных измене-
ний (например, в 4, 10q, 5р и 6р хромосомах). Инте-
ресно, что различий в генах репарации неспаренных 
оснований между первичной опухолью и метастазами 
не выявлено, все образцы были представлены микро-
сателлитно-стабильными опухолями. Авторы сдела-
ли вывод, что изменения в работе генома опухолевых 
клеток метастаза связаны как с самим метастатичес-
ким процессом, так и с адаптацией клеток к новому 
микроокружению [5]. При изучении хромосомной 
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нестабильности при РТК методом сравнительной ги-
бридизации отмечено, что в метастазах при сравнении 
с первичной опухолью чаще встречаются участки из-
мененного генома (FGA, fraction of the genome altered), 
например в отношении хромосомы 8. Однако приме-
нение другого метода оценки геномных нарушений – 
KC-SMART – не выявило значимых специфических 
отличий между метастазами и первичной опухолью [6].

Наличие предиктивного маркера эффективно-
сти применения анти-EGFR (epidermal growth factor 
receptor, рецептор эпидермального фактора роста) 
моноклональных антител у больных метастатическим 
РТК – мутационного статуса генов RAS (KRAS, NRAS) 
и BRAF – определяет актуальность изучения возможно-
го изменения мутационного статуса генов в метастазах. 
Результаты ранних исследований по изучению конкор-
дантности между первичной опухолью и метастазами 
РТК по мутационному статусу гена KRAS противоречи-
вы. В одних отмечено отсутствие такой конкордантно-
сти [7], в других, наоборот, выявлен высокий процент 
соответствия [8, 9]. F. Loupakis и соавт. изучили мута-
ционный статус гена KRAS и экспрессию PTEN и AKT 
у 106 больных метастатическим РТК, получавших тар-
гетную терапию (режим иринотекан с цетуксимабом). 
При этом у 53 пациентов данный анализ был прове-
ден в первичной опухоли и в метастазе. Исследовате-
ли выявили соответствие изменений между первичной 
опухолью и метастазами по экспрессии AKT у 68 %, 
по экспрессии PTEN – у 60 % и по мутационному ста-
тусу гена KRAS – у 95 % больных. Также авторы работы 
обнаружили, что наряду с мутацией в гене KRAS неэф-
фективность анти-EGFR-воздействия была отмечена 
при потере экспрессии PTEN в метастазах [10]. Ранее 
также исследователями из Италии, наоборот, было по-
казано значимое различие в экспрессии EGFR, pAKT 
и компонентов MAPK-сигнального пути между первич-
ными опухолями и метастазами РТК, что может сви-
детельствовать о биологических нарушениях, накапли-
вающихся в процессе прогрессирования заболевания 
[11–13]. В то же время в других работах обнаружена 
высокая (78,0–94,7 %) конкордантность по экспрессии 
EGFR в первичной опухоли и метастазах [14, 15].

В более современных работах исследователи срав-
нивают не только первичные опухоли и метастазы, 
но и отдельные участки в самой опухоли. Так, S. E. Bal-
dus и соавт. [16] с помощью метода микродиссекции 
изу чили мутационный статус генов KRAS, BRAF, PIK-
3CA в инвазивных и центральных участках первичной 
опухоли (n = 100), в метастазах в лимфатические узлы 
(ЛУ) (n = 55) и в метастазах в печень (n = 20). При срав-
нении образцов из центральных отделов и фронта 
инвазии опухоли отмечена дискордантность по му-
тационному статусу вышеупомянутых генов, которая 
составила 8, 1 и 5 % соответственно. При этом несо-
ответствие между первичной опухолью и метастазами 
для KRAS выявлено в 10 % случаев, для PIK3CA – в 5 % 
и не отмечено для BRAF. В то же время, если сравнивать 

первичную опухоль и метастазы в ЛУ, дискордантность 
по статусу гена KRAS достигает 31 %, что противоречит 
результатам предыдущего исследования. Аналогично 
низкие показатели конкордантности по статусу гена 
KRAS между метастазами в ЛУ и первичной опухолью 
обнаружены в работе C. Oliveira и соавт. [17]. Возмож-
ным объяснением такого феномена является предполо-
жение о более раннем формировании метастазов в ЛУ, 
чем в органах. Отметим, что в клетках центральных 
отделов опухоли чаще встречалась мутация в гене KRAS 
по сравнению с образцами из фронта инвазии, что по-
служило причиной рекомендации авторами забирать 
материал для мутационного анализа из центральных 
участков опухоли [18]. Еще в 3 работах выявленная дис-
кордантность по мутационному статусу в гене KRAS 
в различных отделах первичной опухоли оказалась 
еще выше и составляла от 35 до 47 % [19–21].

Наиболее крупная работа, посвященная оценке 
конкордантности статуса гена KRAS при РТК между 
первичной опухолью и метастазами в печень, опубли-
кована в 2011 г. В исследование было включено 305 пар 
образцов, взятых у пациентов с РТК. Выявлен высокий 
процент (96,4 %) конкордантности по мутационному 
статусу гена KRAS [22]. Авторы объясняют такое высо-
кое соответствие мутационного статуса между первич-
ной опухолью и метастазами большим числом больных, 
включенных в анализ, однородностью локализации 
метастатических очагов (только печень) и тем, что ис-
следовался только 1 ген (KRAS). По мнению авторов 
данной работы, в исследованиях с высоким процентом 
дискордантности размера выборки (n = 10–110) не хва-
тало для исключения ложноотрицательных результатов 
и / или пациенты были неоднородны по локализации 
метастазов (см. таблицу). Случаи расхождения в статусе 
генов авторы разных работ объясняют тем, что про-
цесс отдаленного метастазирования начинался раньше 
возникновения тех или иных мутаций в клетках пер-
вичной опухоли. Другим объяснением может служить 
гетерогенность опухоли по статусу гена KRAS. Также 
можно спекулировать на тему невыявленных вторых 
первичных опухолей в толстой кишке как источника 
метастазов с другим мутационным статусом гена. Сле-
дует учитывать и метод детекции мутаций в гене KRAS. 
Так, например, при сравнении 3 методов (cobas KRAS 
Mutation Test kit, Therascreen KRAS PCR kit, секвени-
рование по Сэнгеру) только 1-й показывал высокую 
чувствительность к обнаружению мутантных аллелей 
гена KRAS [23]. Применение наиболее чувствитель-
ных методов чаще приводит к выявлению полного 
соответствия по мутационному статусу первичной 
опухоли метастазам РТК [9]. Однако встает вопрос 
о клинической релевантности низкого уровня мутант-
ных аллелей, выявляемых высокочувствительными 
методами в отношении эффективности анти-EGFR-
моноклональных антител. Так, в работе D. Tougeron 
и соавт. частота объективного эффекта от комбина-
ции анти-EGFR-антител с химиотерапией составила 
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37,0 % при диком типе гена KRAS против 6,7 % в слу-
чаях, когда выявлялся даже незначительный процент 
(< 10 %) мутантных аллелей данного гена [24]. Нельзя 
исключать банальные ложноположительные и ложно-
отрицательные результаты тестов [25].

Отметим, что, если сравнивать мутационный статус 
клеток первичной опухоли и циркулирующих в крови 
опухолевых клеток, различия более выражены (до 23 % 
для гена KRAS и 7 % для гена BRAF) [26, 27].

Что касается мутаций в гене BRAF, то интересные 
данные были получены исследователями из Швейца-
рии, которые изучили в 100 гистологических образцах 
различных участков первичной опухоли и метастазов 
от 13 больных экспрессию VE1, являющейся отра-
жением наличия в опухолевой клетке мутации в гене 
BRAF (V600E). Также была изучена частота встречае-
мости самой мутации BRAF в 123 образцах различ-
ных участков опухолей от 13 больных. У 4 пациентов 
в первичной опухоли была выявлена мутация, при этом 
гетерогенности в отношении данной мутации в различ-
ных участках и метастазах опухоли не отмечено [28]. 
Такую высокую конкордантность изменений в гене 
BRAF между клетками первичной опухоли и метаста-
зов РТК исследователи объясняют тем, что мутация 
в данном гене носит драйверный характер и является 
ранним событием в одном из вариантов канцерогенеза 
злокачественных опухолей толстой кишки, развиваю-
щихся из так называемых зубчатых полипов [29]. С му-
тацией в гене BRAF также ассоциирована экспрессия 
транскрипционного фактора SOX2, который участвует 
в поддержании стволовых свойств опухолевых клеток. 
Иммуногистохимически положительные по экспрес-
сии SOX2 опухоли толстой кишки встречаются в 11 % 
случаев. Интересно отметить, что при мутации в гене 
BRAF неблагоприятный прогноз течения болезни на-
блюдается только при коэкспрессии SOX2 в опухоли. 
При изучении конкордантности экспрессии SOX2 
в первичной опухоли и метастазах РТК выявлено, 
что положительные по экспрессии SOX2 опухоли со-
храняют данную экспрессию и в метастазах [30].

Разработка современных методов генетических 
исследований, например секвенирования нового по-
коления, позволила достигнуть значительных успехов 
в молекулярной онкологии. Уже в 2014 г. метод полно-
геномного секвенирования был применен для оценки 
изменений в первичной опухоли и синхронных мета-
стазах в печень у 2 больных РТК. Результат анализа 
показал, что каждая опухоль имеет спектр фракций 
опухолевых клеток с большим количеством мутаций, 
которые чаще всего носят клональный характер. Кроме 
этого, выявляются и некоторые кластеры клеток с суб-
клональными мутациями, что говорит о сосуществова-
нии сразу нескольких субпопуляций опухолевых кле-
ток. Интересно, что у 1 больного до 25 % клональных 
мутаций первичной опухоли не обнаруживались в ме-
тастазе, что может быть объяснено тем, что метаста-
зирование шло в процессе образования данного клона 

клеток в первичной опухоли. У 2-го пациента до 95 % 
клональных мутаций первичной опухоли выявлялись 
и в метастазах, что говорит о формировании метастазов 
после образования клонов в первичной опухоли. Соот-
ветственно, у 1-го пациента процесс метастазирования 
развивался параллельно, а у 2-го – последовательно 
с ростом первичной опухоли. В дальнейшем появление 
новых мутаций шло независимо в первичной опухоли 
и в метастазах в процессе их роста [31]. При сравне-
нии 34 пар первичных опухолей и метастазов в печень 
РТК с помощью секвенирования экзома и РНК авторы 
другого исследования выделили 3 класса изменений 
генома. Мутации одинаковы для первичной опухоли 
и метастазов (1-й класс), что может быть отражением 
их одинаковой клональной природы. Изменения, спе-
цифичные для первичной опухоли, не обнаруживаются 
в метастазах (2-й класс), что подтверждает поликло-
нальную природу опухоли. Мутации, специфичные 
для метастазов (3-й класс), на самом деле явление не-
частое, однако в метастазах увеличивалось количество 
мутаций, приводящих к выраженным функциональ-
ным изменениям работы клетки, что может говорить 
о селекции опухолевых клеток с более агрессивным 
фенотипом [32]. Несколько противоречивые резуль-
таты получены при секвенировании 750 генов 18 пар 
первичных опухолей и метастазов РТК, когда у 88,9 % 
больных не обнаружено значимых различий в мутаци-
онных изменениях между исследованными образца-
ми. Авторы пришли к выводу о наличии линейного, 
а не параллельного прогрессирования опухолевого 
процесса. Также следует отметить, что в числовом 
значении мутантные аллели, по которым отличались 
первичная опухоль и метастазы, определялись в низ-
ком процентном содержании [33]. Оригинальное ис-
следование провели J. S. Vermaat и соавт. при изучении 
только классических изменений в кодонах 12 и 13 эк-
зона 2 гена KRAS. Дискордантность между первичной 
опухолью и метастазами в печень выявлялась лишь 
в 14 % случаев. Однако при секвенировании всего 
гена различия между первичным и метастатическим 
очагами достигли 52 % [34].

Как видно из таблицы, если изучать клинически 
значимые мутации, в 90–100 % случаев отмечается 
совпадение мутационного статуса при определении 
конкордантности между первичной опухолью тол-
стой кишки и метастазами по генам KRAS и BRAF. Это 
подтверждает и метаанализ исследований, опублико-
ванный в 2012 г., включивший результаты 19 работ, 
посвященных изучению конкордантности мутаци-
онного статуса гена KRAS, которая составила 94,1 % 
в отношении всех метастазов и 81,3 % в отношении 
метастазов в ЛУ. Соответственно, конкордантность бы-
ла выше между первичной опухолью и отдаленными 
метастазами [35]. В 2015 г. опубликован аналогичный 
метаанализ уже 46 исследований, показавший общую 
конкордантность по мутации гена KRAS  92,0 % (73,4 % 
при метастазах в ЛУ), BRAF – 96,8 %, PIK3CA – 93,9 % 
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[36]. Однако в большинстве исследований сравнивали 
первичную опухоль с синхронно возникающими мета-
стазами и не учитывали возможное влияние характера 
системной терапии на эволюционный отбор резистент-
ных клонов. В 2014 г. на ежегодной конференции Аме-
риканского общества клинической онкологии (ASCO) 
были озвучены результаты 2 работ по изучению гетеро-
генности РТК. В исследование, проведенное в Онко-
логическом центре им. М. Д. Андерсона (MD Anderson 
Cancer Center, США), были включены 115 больных 
РТК с биопсией или резекцией первичной опухоли 
и метастазов. Синхронная резекция первичной опу-
холи и метастазов была выполнена у 33 % пациентов, 
а 61 % больных между резекцией первичной опухоли 
и взятием материала из метастаза получали химиоте-
рапию. У 107 пациентов после микродиссекции ги-
стологического материала определен статус 46 генов. 
Таргетное ресеквенирование 202 генов выполнено 17 
больным. Конкордантность между первичной опухо-
лью и метастазами по состоянию генов была отмече-
на у 89 % пациентов по гену KRAS, у 85 % – по гену 
APC, у 83 % – по генам BRAF и NRAS, у 82 % – по гену 
TР53, у 71 % – по гену SMAD, у 53 % – по гену PIK3CA. 
Наблюдались различия в дискордантности между па-
циентами с синхронной и метахронной резекцией 
первичной опухоли и метастазов (10 % против 27 %). 
Проведение стандартной химиотерапии (фторпирими-
дины, оксалиплатин, иринотекан) также определяло 
увеличение числа случаев дискордантности по статусу 
генов (14 % при отсутствии химиотерапии, 31 и 30 % 
после проведения 1-й и 2-й линий соответственно). 
По сравнению с первичной опухолью частота мута-
ций в генах KRAS, NRAS и BRAF увеличивалась после 
проведения химиотерапии, а также соответственно 
по нарастающей в метастазах в легкие, по брюшине, 
в головной мозг, кости. Позже были выявлены значи-
мые различия в частоте амплификаций генов между 
первичной опухолью и метастазами [37]. Ранее эта же 
группа авторов обнаружила, что проведение адъювант-
ной химиотерапии с включением оксалиплатина после 
удаления первичной опухоли ассоциировано со зна-
чимым увеличением (≥ 1) частоты мутаций в метаста-
зах в печень по сравнению с пациентами, которым 
адъювантная химиотерапия не выполнялась (57 % 
против 32 %) [38]. Во 2-м исследовании, проведен-
ном D. M. Graham и соавт., у 15 больных с гистологи-
ческим материалом первичной опухоли и метастазов 
определили статус генов TP53, APC, KRAS, NRAS, BRAF 
и PIK3CA. Авторы отметили, что в случае проведения 
химиотерапии частота выявления мутантных аллелей 
в метастазах возрастала на 139 % по сравнению с ма-
териалом первичной опухоли [39].

Таким образом, на основе данных представленных 
2 исследований, если мы имеем дело с пациентом, ко-
торому уже провели химиотерапию, возникает вопрос: 
определять статус генов необходимо не в первичной 
опухоли, а в метастазе? Также перспективным видится 

определение мутаций циркулирующей в крови опухо-
левой ДНК (цДНК), что, возможно, поможет выявлять 
резистентный к лечению клон опухоли и подбирать со-
ответствующий противоопухолевый препарат.

В оригинальном и простом исследовании M. Russo 
и соавт. с помощью секвенирования нового поколения 
панели из 250 генов изучили динамику молекулярных 
изменений в биоптатах опухолевых очагов и цДНК 
у 1 пациента в процессе терапии метастатического 
РТК. В первичной опухоли, а также в удаленном ме-
тастазе печени у больного был обнаружен дикий тип 
генов KRAS и NRAS и мутация в гене TP53, при про-
грессировании (появлении новых очагов в печени) 
пациенту была назначена комбинация фторпиримиди-
нов, иринотекана и цетуксимаба. Через 15 мес выявле-
но дальнейшее прогрессирование. По данным биопсии  
1 очага обнаружена мутация в гене MEK1 p.K57T, опре-
деляющая нечувствительность опухоли к анти-EGFR-
воздействию, однако эти изменения преодолеваются 
путем совместного назначения анти-EGFR-антител 
с ингибитором MEK (по данным предклинических 
экспериментов). Пациенту была начата терапия па-
нитумумабом и траметинибом, и действительно, дан-
ный очаг уменьшился в размерах, однако другие очаги 
вторичного роста продолжали увеличиваться. При из-
учении цДНК также были подтверждены мутация в ге-
не TP53 и появление мутации в гене MEK1 p.K57T. 
Однако при прогрессировании в режиме приема па-
нитумумаба с траметинибом отмечена мутация в гене  
KRAS p.Q61H, которая не была выявлена в ответившем 
на лечение очаге. По данным биопсии прогрессирую-
щего метастаза также была обнаружена мутация в гене 
KRAS p.Q61H. Эти находки подтверждают недоста-
точность анализа биопсии 1 метастаза для опреде-
ления дальнейшего лечения. Изучение изменений 
цДНК в крови пациента позволило получить инфор-
мацию о молекулярных изменениях во всех очагах 
опухоли [40].

Следует отметить, что, как правило, та или иная му-
тация, определяющая резистентность к проводимой те-
рапии, не появляется de novo в процессе этого лечения, 
а предсуществует в одном из опухолевых клонов. Так, 
в 2012 г. была опубликована работа, в которой путем 
математического моделирования и клинических дан-
ных доказывается на примере развития резистентно-
сти к панитумумабу у больных метастатическим РТК, 
что эта резистентность определяется в сотнях клеток 
в различных метастазах еще до начала терапии анти-
EGFR-антителом [41]. В процессе терапии популяция 
этих клеток увеличивается, что в дальнейшем приво-
дит к клинически подтвержденному прогрессирова-
нию заболевания. Аналогичные данные были получены 
и при математическом моделировании в работе I. Bozic 
и M. A. Nowak [42]. Такие находки приводят исследова-
телей к мысли о необходимости применения комбина-
ции различных таргетных препаратов в целях перекры-
тия всего спектра клинически значимых молекулярных 
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Конкордантность мутационных изменений в генах между первичной опухолью и метастазами рака толстой кишки

Исследование
Число 

пациен-
тов

Локализация метастаза Ген
Первичная 

опухоль
Метастаз

Конкордант-
ность, %

I. Albanese [7] 30 Печень
KRAS

p53
14/30 13/30

70
90

P. Zauber [8]
42
39

Печень
KRAS

APC (LOH)
22/42

–
22/42

–
100
100

M. Etienne-Grimaldi [9] 48 Печень KRAS 16/48 16/48 100

F. Loupakis [10] 43 Печень KRAS 17/43 19/43 95

C. Oliveira [17] 28 Лимфатические узлы
KRAS
BRAF

18/28
7/28

23/28
10/28

67,8
89,3

F. Al-Mulla [20]
26
31

Лимфатические узлы
Печень

KRAS 10/26 11/26
81
81

L. Losi [21, 56] 35
Печень, локальные 

рецидивы
KRAS 13/16 13/16 100

N. Knijn [22]
305
25

Печень
Лимфатические узлы

KRAS 108/305 104/305
96,4
80,0

B. Mostert [26] 26 ЦОК KRAS 9/26 5/26 76,9

B. Mostert [26] 42 Различная KRAS 9/42 10/42 78,6

C. Gasch [27] 5 ЦОК KRAS 5/5 1/5 55,5

C. Schafroth [28] 13 Печень BRAF – – 100

J.S. Vermaat [34] 21 Печень

KRAS
EGFR
HRAS

PIK3CA
FLT1
NRAS
BRAF
TP53

5/21
–
–

0/21
–

1/21
0/21

–

6/21
–
–

0/21
–

1/21
0/21

–

48
14
76

100
90

100
100
–

S. Kopetz [37] 107 Различная

KRAS
APC

BRAF
NRAS
TР53
SMAD

PIK3CA

60/107
19
5
5

50
10
21

55/107
21
6
6

53
13
21

89
85
83
83
82
71
53

S. Oltedal [44] 91
Сигнальный лимфати-

ческий узел
KRAS 0/91 7/91 80

S.D. Finkelstein [57] 23 Лимфатические узлы KRAS 12/23 12/23 100

W.V. Kastrinakis [58] 18 Печень TP53 – – 100

J.S. Zhang [59] 40 Лимфатические узлы TP53 – – 86

S.E. Baldus [16] 20
Различная локализа-
ция, за исключением 
лимфатических узлов

KRAS
BRAF

PIK3CA

9/20
1/20
3/20

8/20
1/20
4/20

95
100
95

S.E. Baldus [16] 55 Лимфатические узлы
KRAS
BRAF

PIK3CA

29/55
2/55
8/55

16/55
1/55

13/55

69
96
87

D. Santini [60] 99
Печень (80), легкое (7), 

другое (12)
KRAS 38/99 36/99 96

S. Artale [61] 48 Различная
KRAS
BRAF

11/48
2/48

12/48
1/48

94
98

J.J. Oudejans [62] 31 Различная KRAS 12/31 14/31 87
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Исследование
Число 

пациен-
тов

Локализация метастаза Ген
Первичная 

опухоль
Метастаз

Конкордант-
ность, %

B. Suchy [63] 66 Различная KRAS 14/66 14/66 100

S. Tortola [64]

14 (с му-
тацией 
в гене 
KRAS)

Костный мозг KRAS 14/14 3/14 21,4

F. Molinari [65] 37 Различная 

KRAS 
BRAF 

EGFR (ampl) 
PTEN (ИГХ)

16/37
2/36

–
–

15/37
2/36

–
–

92
100
67
89

A. Italiano [66] 59 Различная 
KRAS
BRAF

24/59
1/48

25/59
2/48

95
98

U. Miglio [67] 45 Различная KRAS 17/45 17/45 100

P. Cejas [68]
93
17

Печень
Легкие

KRAS 37/110 40/110
95
88

P. Cejas [69]
117
69
63

Различная 
KRAS
BRAF

PIK3CA

45/117
1/70
5/70

49/117
1/70
7/70

91
100
94

F. Perrone [70] 10 Различная KRAS 2/10 2/10 80

K.L. Garm Spindler [71] 31 Различная KRAS 9/31 7/31 94

J.C. Weber [72] 36 Печень KRAS 14/36 14/36 100

S. Gattenlohner [73] 106 Различная KRAS 42/106 41/106 99

S. Gattenlohner [73] 21
Различная  

(после анти-EGFR)
KRAS
BRAF

– –
95

100

Y. Kawamoto [74] 24 Различная

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA

16/24
1/24
0/24
2/24

16/24
1/24
0/24
2/24

100
100
100
100

P. Paliogiannis [75] 31 Различная KRAS 9/31 8/31 90,3

J.H. Park [76] 17 Различная 
KRAS
BRAF

5/17 5/17
76
90

T. Watanabe [77] 43 Различная KRAS 15/43 17/43 88,4

P. Mariani [78] 38 Различная KRAS 20/38 21/38 97

I.M. Løes [79] 94 Печень

KRAS
TP53
BRAF

PIK3CA

–
–
–
–

–
–
–
–

89,4
–
–
–

D. Tougeron [80] 23
Различная (после про-

грессирования  
на анти-EGFR)

KRAS
BRAF

EGFR (S492R)

0/23
0/23

–

1/23
0/23

–

95,6
100
100

C. Montagut [81] 10
Различная (после про-

грессирования  
на анти-EGFR)

EGFR (S492R) – – 80

H. Kawamata [82] 43 Печень KRAS 12/43 14/43 81,4

O. Dócs [83] 18 Различная KRAS – – 66,7

S. Vignot [84] 13 Различная 
KRAS
NRAS

7/13
0/13

7/13
0/13

100
100

E. Vakiani [85]

84
31
31
31
31

Различная 

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA
TP53

41/84
1/84
4/84

15/84
33/84

42/84
1/84
4/84

15/84
37/84

97,6
100
100
100
96,7

Продолжение таблицы
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Исследование
Число 

пациен-
тов

Локализация метастаза Ген
Первичная 

опухоль
Метастаз

Конкордант-
ность, %

A.R. Brannon [86] 69 Различная 

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA

38/69
2/69
3/69

14/69

38/69
2/69
3/69

13/69

100
100
100
92,7

Q. He [87] 59 Различная 
KRAS

PIK3CA
10/59
26/59

11/59
32/59

76,3
42,4

Z.Z. Li [88]

58
10
10
10

Различная 

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA

15/58
1/10
0/10
2/10

18/58
0/10
2/10
2/10

81
90

96,5
100

B. Kleist [89]

42
43
42
42
42

Различная

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA
TP53

25/42
1/42
1/42
0/42
1/42

26/42
1/42
0/42
0/42
1/42

83
100
98

100
100

B. Kleist [89] 109 Лимфатические узлы

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA
TP53

47/109
5/109

15/109
8/109

19/109

56/109
6/109

14/109
12/109
14/109

88
99
99
96
96

J.S. Thebo [90] 20 Лимфатические узлы KRAS 20/20 16/20 80

С.С. Schimanski [91] 22 Печень KRAS 21/22 22/22 95

Y. Kaneko [92] 90 Печень KRAS 31/90 28/90 90

C. Bossard [93] 18 Различная KRAS 11/18 13/18 77,8

F. Fabbri [94] 21 ЦОК KRAS 9/16 3/16 50

M.J. Kim [95]
37

106
143

Легкие 
Различная 

Все
KRAS

62/143
–
–

63/143
–
–

87,7
67,6
82,5

S. Lee [96] 15 Печень KRAS 5/15 4/15 80

A. Sood [97] 51 Различная PTEN (ИГХ) – – 47

F. Negri [98] 20 Различная PTEN (ИГХ) – – 73

H.B. Xian [99] 72 Печень KRAS 24/72 23/72 93,1

A. Voutsina [100] 83 Различная
KRAS
BRAF

PIK3CA

32/83
–

11/83

27/83
–

11/83

94
100
93

A. Murata [101] 26
Печень 

Лимфатические узлы

KRAS
BRAF

PIK3CA
MSI

6/26
0/26
7/26
3/26

6/26
0/26
7/26
4/26

92,3
100
88,0
97

J. Tie [102] 97 Различная 

KRAS
NRAS
BRAF

PIK3CA

39/97
8/97
2/97

10/97

43/97
9/97
2/97

14/97

91,8
99

100
95,9

E. Melucci [103] 62 Различная KRAS – – 93,5

Y.Q. Shen [104] 20
Лимфатические узлы

Различная
KRAS 6/20

4/20
6/20

90
85

E.A. Siyar [105] 31 Различная KRAS 13/21 13/31 78

Примечание. ЦОК – циркулирующие опухолевые клетки; ИГХ – иммуногистохимическое исследование.

Окончание таблицы
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нарушений в опухоли уже на 1-й линии терапии [43]. 
При дополнительном изучении случаев расхождения 
мутационного статуса гена KRAS в первичной опухоли 
и метастазах генетический анализ в клетках с дополни-
тельных срезов первичной опухоли позволял выявить 
клоны клеток с мутациями в гене KRAS [44].

В итоге если мы принимаем, что опухоль изна-
чально гетерогенна по различным мутационным 
изменениям, то и прогрессирование заболевания 
следует рассматривать не как последовательный про-
цесс, а как параллельное развитие первичной опухоли 
и метастазирования [20, 45]. Это подтверждается нали-
чием различий в мутационном статусе генов (драйвер-
ных мутаций) между первичной опухолью и метаста-
зами. Соответственно, для возникновения метастазов 
не требуется тот же набор мутационных изменений, 
который необходим для роста первичной опухоли [46].

Внутриопухолевая гетерогенность проявляет-
ся не только в различии в мутационном статусе, 
но и в экспрессии неизмененных генов. Так, при им-
муногистохимическом исследовании 6 белков (MUC1, 
MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B и MUC6) в клетках 
по периферии и в центре первичной опухоли и мета-
стазов РТК в печень, полученных от 11 больных, 
исследователи обнаружили, что экспрессия MUC1 
и MUC2 не различалась между первичной опухолью 
и метастазами. Тогда как для экспрессии других бел-
ков была характерна выраженная внутриопухолевая 
гетерогенность как между метастазами, так и внутри 
первичной опухоли. У 36 % больных выявлена зональ-
ная экспрессия муцина в опухоли. Чаще отмечалось 
снижение экспрессии муцина в клетках метастазов, 
что может свидетельствовать о снижении степени диф-
ференцировки. При этом у 18 % больных наблюдалось 

расхождение по мутационному статусу в гене CTNNB1 
при сравнении отдельных зон 1 опухолевого очага. Так-
же у 18 % больных отмечены молекулярные отличия 
в генах KRAS и TP53 при сравнении первичной опухоли 
и метастазов [47]. В другом исследовании данные на-
ходки в отношении зональности экспрессии муцина 
в опухоли не выявлены, что, возможно, объясняется 
недостаточным количеством опухолевых блоков, во-
шедших в анализ от 1 больного [48]. Также отмечено, 
что клетки метастазов РТК в ЛУ чаще показывают 
диффузную экспрессию р53, а клетки первичной опу-
холи – c-myc [49].

Следовательно, по результатам современных ис-
следований для опухолей, в том числе РТК, характерна 
гетерогенность [50–53], а проводимое лечение за счет 
выживания резистентного клеточного клона опреде-
ляет явления субклональной эволюции на клеточном 
уровне [41, 54, 55].

Таким образом, при отборе пациентов с синхрон-
ными метастазами в печень отмечается высокая часто-
та соответствия мутационного статуса генов. Однако 
дискордантность по мутационному статусу даже при 
синхронно возникающих метастазах выявляется при 
изучении очагов в ЛУ. Проведение системной терапии 
также приводит к отбору определенных опухолевых 
клонов, что может увеличить частоту случаев дискор-
дантности между первичной опухолью и метастазами. 
Возможно, что и биопсия 1 метастатического очага 
из нескольких, особенно в процессе специфического 
лечения, не будет отражать всей молекулярной карти-
ны гетерогенных опухолевых клонов. Это может опре-
делить неэффективность индивидуально подобранной 
таргетной терапии на основе только генетических из-
менений, полученных из 1 опухолевого образца.
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for these diseases. The article considers the main approaches and problems of immunohistochemical diagnostics of neuroendocrine tumors.
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Эпидемиология нейроэндокринных опухолей
Нейроэндокринные опухоли (НЭО) – гетерогенная 

группа новообразований, которые могут развиваться 
в любых органах из клеток диффузной нейроэндокрин-
ной системы и состоят из клеток, экспрессирующих 
основные нейроэндокринные маркеры (синаптофизин 
и хромогранин А).

Ранее считалось, что НЭО крайне редко встре-
чаются, так как диагностика этой патологии разви-
валась в условиях отсутствия единой классификации 
и несоответствия реестра опухолей в различных ре-
гионах мира. Наиболее крупные эпидемиологические 
исследования были проведены в США (программа 
SEER) и Норвегии (Норвежский реестр рака) с 1973 
по 2002 г. Из общего числа проанализированных опухо-
лей (3 122 042 случая) НЭО составили 2,20 %, опухоли 
дыхательной системы – 65,59 % от всех зарегистриро-
ванных НЭО, опухоли пищеварительной системы – 
17,18 %. По данным SEER и Норвежского реестра рака 
на 2008 г., заболеваемость НЭО стремительно растет 
и увеличилась за последние 30 лет в 5 раз. Точные 
причины такого роста неизвестны, но могут включать 

в себя совершенствование диагностических методов, 
повышенную онкологическую настороженность (про-
ведение более частых скрининговых обследований), 
изменение факторов окружающей среды [1].

В настоящее время проблема диагностики и лече-
ния НЭО в России заключается в отсутствии статисти-
ческих данных о заболеваемости и смертности от этой 
патологии, недостаточной осведомленности врачей 
всех специальностей (онколога, хирурга, эндокрино-
лога, гастроэнтеролога) об особенностях диагностики, 
клинического течения, принципах противоопухолевого 
лечения и отсутствии возможности или малодоступно-
сти иммуногистохимического подтверждения.

С 2012 г. в Городском клиническом онкологическом 
диспансере г. Санкт-Петербурга начата регистрация 
НЭО по выполненным иммуногистохимическим ис-
следованиям. Так, в 2012 г. по результатам 934 имму-
ногистохимических исследований выявлено 13 случаев 
НЭО (7 случаев НЭО желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) и 6 случаев НЭО легкого), в 2013 г. из 1078 ис-
следований – 53 случая НЭО (36 случаев НЭО ЖКТ 
и 17 НЭО легкого), в 2014 г. из 1055 исследований – 
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49 случаев НЭО (30 случаев НЭО ЖКТ, 18 случаев НЭО 
легкого и 1 случай карциномы Меркеля) (рис. 1).

Анализируя полученные данные, можно судить 
о более частой выявляемости НЭО в 2013–2014 гг. 
по сравнению с 2012 г., что, вероятно, связано с улуч-
шением морфологической диагностики данной опу-
холи и настороженностью врачей-онкологов.

С апреля 2016 г. в рамках Медицинского обще-
ства лечения НЭО на базе Городского клинического 
онкологического диспансера ведется общий регистр 
пациентов с НЭО по г. Санкт-Петербургу. В настоя-
щее время наблюдаются 60 больных, из которых 15 
(25,00 %) пациентов с НЭО легких, 13 (21,66 %) па-
циентов с НЭО поджелудочной железы, 10 (16,66 %) 
пациентов с НЭО без выявленного первичного оча-
га, 8 (13,33 %) пациентов с НЭО желудка, 4 (6,66 %) 
пациента с НЭО тонкой кишки, 3 (5,00 %) пациента 
с НЭО предстательной железы, 2 (3,33 %) пациента 
с НЭО забрюшинного пространства, 1 (1,66 %) паци-
ент с НЭО желчного пузыря, 1 (1,66 %) пациент с НЭО 
аппендикса, 1 (1,66 %) пациент с НЭО ободочной киш-
ки, 1 (1,66 %) пациент с НЭО прямой кишки, 1 (1,66 %) 
пациент с НЭО яичников (рис. 2).

Основным клиническим признаком у 35 % па-
циентов является карциноидный синдром, который 
характеризуется приливами (90 %), диареей (70 %), 
болями в животе (40 %), поражением сердечных кла-
панов (40–45 %), телеангиэктазиями (25 %), одышкой 
(15 %), пеллагрой (5 %). Неспецифичность клиниче-
ских симптомов часто приводит к поздней диагности-
ке НЭО, средний срок от 1-го обращения пациента 
за помощью до постановки окончательного диагноза 
составляет 5–7 лет [2].

Для диагностики НЭО используют следующие 
специфические методы исследования: сцинтиграфию 
с октреотидом (октреоскан), позитронно-эмиссионную 

томографию с 68-Ga-DOTATOC-PET / PETCT, опреде-
ление уровня хромогранина А и серотонина в плазме 
крови, определение 5-ОИУК (5-оксииндолуксусной 
кислоты) в моче. Однако в силу дороговизны данных 
исследований они малодоступны в широкой практике 
и используются в диагностике НЭО только у ограни-
ченного числа пациентов.

Морфологическая диагностика нейроэндокринных 
опухолей
В настоящее время выделяют 2 основных подхода 

в морфологической диагностике НЭО: 1) с использова-
нием критериев Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ) для опухолей ЖКТ [3]; 2) с использованием 
критериев ВОЗ для опухолей легкого [4].

НЭО ЖКТ. В 1-м подходе классификации НЭО 
ЖКТ основным фактором для определения степени 
злокачественности (Grade, G) считается пролифе-
ративный индекс, измеренный по степени экспрес-
сии Ki-67 (Ki-67 ≤ 2 – G

1
, Ki-67 3–20 % – G

2
, Ki-67 

> 20 % – G
3
). Преимущество данного метода состоит 

в простоте оценки степени злокачественности с ис-
пользованием 1 параметра. Однако исследование 
NORDIC NEC продемонстрировало, что НЭО G

3
 

представляют собой гетерогенную группу, в которой 
НЭО с индексом Ki-67 > 55 % показывают высокий 
ответ (42 %) на платиносодержащую химиотерапию, 
в то время как НЭО с индексом Ki-67 < 55 % значи-
тельно реже (14 % случаев) отвечают на химиотерапию 
[5]. Также имеются противоречия при оценке порога 
Ki-67 для разделения G

1
 / G

2
. Ряд исследований пока-

зал, что порог в 5 % лучше позволяет выделять про-
гностически благоприятную группу низкой степени 
злокачественности [6, 7]. Одной из главных проблем 
в определении степени злокачественности на осно-
вании индекса Ki-67 считается значительная гетеро-
генность его экспрессии в отдельных случаях (рис. 3). 
По рекомендациям ВОЗ оценка индекса Ki-67 должна 
производиться в местах с наивысшей его экспресси-
ей («горячих» точках) [3]. Это приводит к проблеме 

Рис. 1. Выявляемость нейроэндокринных опухолей
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оценки индекса Ki-67 на биопсийном материале, так 
как мы можем получить фрагмент опухоли из зоны 
с низким индексом.

Несмотря на то что ряд исследований говорит 
о конкордантности оценки индекса Ki-67 биопсий-
ного и операционного материала [8, 9], мы сталкива-
лись с изменением степени злокачественности в опе-
рационном материале по сравнению с биопсийным 
(в 3 случаях G

2
 была изменена на G

3
). Если данным 

пациентам было проведено неоадъювантное лечение, 
можно столкнуться с неразрешимой проблемой оценки 
степени злокачественности, так как пролиферативный 
индекс может меняться под воздействием терапии.

Основанием для постановки диагноза смешанной 
адено-НЭО ЖКТ является наличие 30 % клеток, экс-
прессирующих нейроэндокринные маркеры [3]. Од-
нако в различных исследованиях описана экспрессия 
нейроэндокринных маркеров в 4,5 % клеток аденокар-
циномы толстой кишки [10], в 15–70 % клеток адено-
карциномы желудка [11]. Прогноз у данных пациентов 
считается хуже, несмотря на то что предиктивное зна-
чение нейроэндокринной дифференцировки в адено-
карциномах ЖКТ остается неясным.

НЭО легкого. В отличие от НЭО ЖКТ, в определе-
нии степени злокачественности нейроэндокринных 
новообразований легкого Ki-67 хотя и используется 
в качестве одного из дифференциально-диагности-
ческих факторов, но не является основным [2]. Более 
того, если при типичном карциноиде индекс Ki-67 
не должен превышать 5 %, при атипичном карцино-
иде – 20 %, то нейроэндокринный рак начинается 
от пролиферативного индекса 40 % [4]. Таким обра-
зом, согласно классификации опухолей легкого ВОЗ 
2015 г. остается неясным, признаком какой степени 
злокачественности считается Ki-67 20–40 %. Кроме 
этого, при НЭО легких необходимо также учитывать 
митотический индекс и наличие / отсутствие некро-
тических полей. Данная система оценки показывает 

низкую воспроизводимость даже среди опытных па-
тологов (каппа Коэна: 0,32) [12].

Как в опухолях ЖКТ, так и в новообразованиях 
легкого авторы допускают наличие нейроэндокринной 
дифференцировки в опухолях, не относящихся к НЭО, 
причем, по данным W. Travis и соавт., в опухолях лег-
кого клиническое значение экспрессии нейроэндо-
кринных маркеров неясно, авторы не рекомендуют 
выполнять их иммуногистохимическое исследование, 
если гистологическая картина опухоли не имеет при-
знаков нейроэндокринной морфологии [4]. Особую 
сложность в ряде случаев представляет дифференци-
альная диагностика между крупноклеточным нейро-
эндокринным раком легкого и солидной аденокарци-
номой с нейроэндокринной дифференцировкой. Это 
может представлять проблему при оценке экспрессии 
ALK (anaplastic lymphoma kinase, киназа анапласти-
ческой лимфомы), так как НЭО часто показывают 
достаточно интенсивную реакцию на данный белок. 
Но экспрессия ALK в НЭО происходит не вследст-
вие транслокации или мутации гена, а за счет синтеза 
нормального белка. Данная нормальная ALK не может 
выступать мишенью для кризотиниба, и терапия дан-
ным препаратом будет неэффективна [13]. Поскольку 
в России в настоящее время при тестировании на ALK 
не всегда проводится FISH-исследование, пациенты, 
у которых вместо НЭО будет ошибочно диагностиро-
ван немелкоклеточный рак легкого, могут получить 
ненужное дорогостоящее лечение.

Нейроэндокринные опухоли редких локализаций 
на примере молочной железы
Более сложная ситуация в диагностике НЭО так 

называемых редких локализаций. Так, в последней 
классификации ВОЗ опухолей молочной железы в наи-
меновании общей группы мы видим карциномы с ней-
роэндокринными свойствами, а в качестве нозологии 
имеется инвазивный рак молочной железы с нейроэн-
докринной дифференцировкой [14]. Причем авторы 
признают, что до 30 % случаев инвазивного рака неспе-
циального типа и некоторых специальных вариантов 
имеют экспрессию данных маркеров. В наших иссле-
дованиях мы также сталкиваемся с экспрессией ней-
роэндокринных маркеров при раке молочной железы, 
иногда достаточно интенсивной (рис. 4). Сложность 
в установлении нозологии данной опухоли заключа-
лась в том, что, с одной стороны, опухоль интенсивно 
экспрессировала нейроэндокринные маркеры, а с дру-
гой – была негативна по экспрессии Е-кадгерина. 
По данным одного из исследований 19 случаев ней-
роэндокринного рака молочной железы, опухолевые 
клетки в нем всегда экспрессировали Е-кадгерин [15].

В предыдущей классификации опухолей молоч-
ной железы в определении нейроэндокринного рака 
присутствовал критерий экспрессии нейроэндокрин-
ных маркеров более чем в 50 % клеток [16], который 
отсутствовал в последней классификации [14]. Таким 

Рис. 3. Значительная гетерогенность экспрессии Ki-67 в нейроэндо-
кринной опухоли (× 100)
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образом, заключение в данном клиническом наблю-
дении должно звучать как дольковый рак с нейро-
эндокринной дифференцировкой. По данным ряда 
исследований, нейроэндокринная дифференцировка 
может встречаться в 10–30 % случаев аденокарциномы 
молочной железы [14, 17]. Наиболее частые формы – 
муцинозный и папиллярный рак молочной железы, 
которые примерно в 25 % случаев имеют экспрессию 
нейроэндокринных маркеров [18]. Прогностическое 
значение нейроэндокринной дифференцировки при 

а

в

б

г

Рис. 4. Метастаз долькового рака молочной железы с экспрессией нейроэндокринных маркеров в яичник: а – гематоксилин и эозин (× 400); 
б – Е-кадгерин (× 200); в – маммаглобин (× 200); г – синаптофизин (× 200)

раке молочной железы неоднозначно, с противоречи-
выми данными в различных исследованиях [19–21].

Заключение
Таким образом, проблема выявления НЭО со-

храняет свою актуальность в России. Нерешенными 
вопросами остаются определение степени злокачест-
венности НЭО на ограниченном материале, наличие 
гетерогенности НЭО G

2
 и G

3
, выявление НЭО редких 

локализаций.
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Введение. Одна из важных задач современной онкологии – поиск ассоциированных с опухолями молекулярных маркеров, которые 
могут использоваться для диагностики и прогнозирования рака, оценки степени радикальности операции и последующего лечения, 
а также раннего выявления рецидивов. Одним из продуктивных вариантов подобного поиска является анализ транскриптомных 
баз данных с применением методов биоинформатики с последующей валидацией полученных результатов на клиническом мате-
риале.
Цель исследования – поиск мембранных белков, которые могут быть использованы для сывороточной диагностики аденокарци-
номы желудка интестинального гистологического типа.
Материалы и методы. Идентификацию потенциальных маркеров рака желудка (РЖ) проводили с использованием баз данных 
Gene Ontology и The Cancer Genome Atlas (TCGA). Последующую оценку дифференциальной экспрессии генов выполняли на парных 
образцах аденокарциномы и нормальной ткани желудка, взятых от 55 пациентов. Экспрессию генов оценивали с помощью поли-
меразной цепной реакции с обратной транскрипцией в режиме реального времени по методу ∆Cq.
Результаты. Сравнительный анализ уровней синтеза матричных РНК (мРНК) нормальных и опухолевых тканей с применением но-
вого алгоритма биоинформатического поиска привел к идентификации 3 наиболее высококопийных транскриптов (SULF1, PMEPA1 
и SPARC), внутриклеточное содержание которых заметно повышается при РЖ. При анализе уровня мРНК данных генов в клиническом 
материале наблюдалось более чем двукратное увеличение уровня экспрессии PMEPA1 и SPARC в 75 % образцов РЖ интестинального 
гистологического типа. В образцах РЖ диффузного гистологического типа этот показатель составил 25 и 38 % соответственно.
Выводы. Использование оригинального биоинформатического подхода, основанного на анализе данных TCGA, позволило выявить 
2 гена (PMEPA1 и SPARC), преимущественно экспрессирующихся в опухолях желудка интестинального типа. Полученные резуль-
таты свидетельствуют об актуальности дальнейшего исследования роли этих генов в патогенезе РЖ и оценки клинической 
значимости уровня их экспрессии в опухолевой ткани.

Ключевые слова: аденокарцинома желудка, гистологический тип, гены-маркеры, генетическая база данных, экспрессия генов, 
PMEPA1, SPARC, полимеразная цепная реакция в режиме реального времени
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Identification of the intestinal type gastric adenocarcinoma transcriptomic markers using bioinformatic  
and gene expression analysis
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Introduction. Searching for specific and sensitive molecular tumor markers is one of the important tasks of modern oncology. These markers 
can be used for early tumor diagnosis and prognosis as well as for prediction of therapeutic response, estimation of tumor volume or to assess 
disease recurrence through monitoring. Gene expression data base mining followed by experimental validation of results obtained is one  
of the promising approaches for searching of that kind.
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Введение
Одна из важных задач современной онкологии – 

поиск ассоциированных с опухолями молекулярных 
маркеров, которые могут использоваться для диагно-
стики и прогнозирования рака, оценки степени ради-
кальности операции и последующего лечения, а также 
раннего выявления рецидивов [1]. Для поиска таких 
маркеров применяются методы, основанные на срав-
нительном анализе геномов, транскриптомов и про-
теомов опухолевых и нормальных клеток в целях об-
наружения специфических молекулярно-генетических 
изменений, возникающих в процессе канцерогенеза. 
Одним из используемых подходов является идентифи-
кация генов, уровень транскрипции которых заметно 
повышается в опухолях, при этом для применения 
в клинической практике особенно важны случаи, в ко-
торых такое повышение коррелирует с клиническими 
параметрами. Последующие идентификация и анализ 
активируемых сигнальных путей, обеспечивающих 
био логическое поведение опухолевых клеток, позво-
ляют выявить потенциальные мишени для противо-
опухолевой терапии [2, 3].

Используемые в настоящее время транскриптом-
ные методы поиска молекулярных маркеров рака мож-
но подразделить на 2 группы.

• Сравнительный анализ результатов гибридиза-
ции тотальной комплементарной ДНК (кДНК) 
нормальных и опухолевых тканей с коммерче-
ски распространяемыми микрочипами (резуль-
таты таких исследований содержит база дан-
ных Oncomine). К недостаткам этого подхода 
можно отнести невозможность оценки уровня 
транскрипции низкокопийных генов, а также 
элиминацию сигналов, получаемых в резуль-
тате перекрестной гибридизации транскриптов 
гомологичных генов [4].

• Сравнительный анализ результатов высоко-
производительного секвенирования транс-
криптома опухолевых и нормальных тканей. 
Идентификация генов, уровень транскрипции 
которых наиболее заметно и часто различается 

в опухолевой и нормальной тканях, требует 
применения методов биоинформатики [1, 5]. 
Для последующей валидации результатов био-
информатического поиска в качестве «золотого 
стандарта» используется метод количественной 
полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в режиме реального времени 
(ОТ-ПЦР-РВ) [6, 7].

В настоящем исследовании представлены резуль-
таты нахождения маркеров, специфичных для адено-
карцином желудка интестинального и диффузного 
гистологических типов, на основе комплексного би-
оинформатического поиска и валидации дифферен-
циальной экспрессии выявленных генов в опухолевой 
и нормальной тканях на клиническом материале боль-
ных раком желудка (РЖ). Эти маркеры могут использо-
ваться для сывороточной диагностики с применением 
разработанного нами ранее формата иммуно-ПЦР [8]. 
Исследований подобного рода в России практически 
нет, что указывает на актуальность их проведения, ко-
торая подчеркивается фактом наличия популяционных 
особенностей молекулярных маркеров [9, 10].

Материалы и методы
Биоинформатический поиск. Поиск генов для сыво-

роточной диагностики РЖ проводили в 2 этапа.
На 1-м этапе в базе данных Gene Ontology отбирали 

гены, кодирующие мембранные белки, а также бел-
ки, находящиеся в составе эндосом и образующихся 
из них экзосом. Поиск осуществляли с использовани-
ем ключевых слов: (extracellular region NOT secreted) OR 
(endosome).

Второй этап отбора заключался в идентификации 
генов, экспрессия которых повышается в 2 основных 
формах РЖ согласно данным RNA-Seq, представлен-
ным в базе Тhe Cancer Genome Atlas (TCGA). Анализ 
проведен с помощью разработанной нами программы 
CrossHub (статья готовится к печати). Нормирование 
транскриптомных данных выполняли по усеченному 
среднему значению относительной экспрессии (TMM) 
[11, 12].

Objective: to identify several membrane proteins which can be used for serum diagnosis of intestinal type of gastric adenocarcinoma. 
Materials and methods. We used bioinformatic-driven search using Gene Ontology and The Cancer Genome Atlas (TCGA) data to identify 
mRNA up-regulated in gastric cancer (GC). Then, the expression levels of the mRNAs in 55 pare clinical specimens were investigated using 
reverse transcription polymerase chain reaction. 
Results. Comparative analysis of the mRNA levels in normal and tumor tissues using a new bioinformatics algorithm allowed to identify 
3 high-copy transcripts (SULF1, PMEPA1 and SPARC), intracellular content of which markedly increased in GC. Expression analysis  
of these genes in clinical specimens showed significantly higher mRNA levels of PMEPA1 and SPARC in tumor as compared to normal gas-
tric tissue. Interestingly more than twofold increase in expression level of these genes was observed in 75 % of intestinal-type GC. The same 
results were found only in 25 and 38 % of diffuse-type GC respectively. 
Conclusions. As a result of original bioinforamtic analysis using TCGA data base two genes (PMEPA1 and SPARC) were shown to be signifi-
cantly upregulated in intestinal-type gastric adenocarcinoma. The findings show the importance of further investigation to clarify the clinical 
value of their expression level in stomach tumors as well as their role in carcinogenesis.

Key words: gastric adenocarcinoma, histological type, genetic markers, gene expression database, gene expression, PMEPA1, SPARC, re-
verse transcription polymerase chain reaction assay
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При анализе дифференциальной экспрессии про-
изводилась оценка 2 параметров:

• распределения числа прочтений (ридов) между 
2 пулами образцов (норма–опухоль) с исполь-
зованием t-теста для независимых выборок. 
Общую дисперсию оценивали как сумму на-
блюдаемой дисперсии и дисперсии для распре-
деления Пуассона;

• числа прочтений в парных образцах норма–
опухоль с использованием t-теста для зависи-
мых выборок.

По результатам оценки рассчитывали скоринг-
фактор S, отражающий величину наблюдаемых изме-
нений экспрессии и их достоверность (false discovery 
rate, FDR):

S =   ∑   (–1)sign(log(FC
i
))log(FC

i
)log(FDR

i
),

i = pools,  

   
pairs

где FC
pools

, FC
pairs

 – изменение содержания транскрипта 
в опухоли по сравнению с нормой при 1-м и 2-м мето-
дах расчета соответственно.

Наибольшее значение S присваивалось генам, по-
вышенная транскрипция которых выявлялась по обоим 
критериям оценки: как при сравнении 2 пулов образ-
цов (норма–опухоль), так и при анализе изменений 
в индивидуальных парных образцах. Достоверность 
изменений уровней транскрипции (FDR) рассчиты-
валась с использованием поправки на множественное 
тестирование Бенджамини–Хохберга [13].

Дополнительными критериями отбора являлись: 
1) повышенная транскрипция отобранных генов 
в других опухолях желудочно-кишечного тракта (ра-
ке толстой и прямой кишки); 2) высокое абсолютное 
значение уровня транскрипции, оцененное по общему 
числу ридов для опухолевых образцов. Окончательное 
ранжирование генов R проводили исходя из их поло-
жения в 4 рейтинг-листах:

R = 2P
stomach

 + P
rectum

 + P
colon

 + P
expr. level

,

где P – место гена в соответствующем рейтинге.
Как известно, повышение уровня транскрипции 

определяется 3 основными факторами: влиянием ак-
тивирующих транскрипционных факторов, гипоме-
тилированием промоторных и энхансерных областей, 
а также модификацией гистонов. Среди 50 топ-генов 
с наименьшим значением R отбирали те, для которых 
результаты транскриптомного анализа подтвержда-
лись результатами исследования гипометилирования 
промоторных областей в базе TCGA, поскольку анализ 
профилей метилирования является одним из наиболее 
информативных способов обнаружения возможных 
изменений транскрипции. Для этого с помощью про-
граммы CrossHub анализировали данные метиломного 
профилирования 450 тыс. сайтов генома человека, по-
лученные с использованием микрочипов для опухолей 
желудка и толстой и прямой кишки.

Характеристика пациентов. Для оценки дифферен-
циальной экспрессии генов были использованы пар-
ные образцы аденокарциномы и нормальной ткани 
от 55 (54,5 % мужчин, 45,5 % женщин) больных РЖ 
(28 – диффузного и 27 – интестинального гистологи-
ческого типа), получивших лечение в клинике Томско-
го национального исследовательского медицинского 
центра. Работа проведена с соблюдением принципов 
добровольности и конфиденциальности в соответствии 
с «Основами законодательства Российской Федерации 
об охране здоровья граждан» (Указ Президента Россий-
ской Федерации от 24.12.1993 № 2288). Получены раз-
решение этического комитета института и информиро-
ванные согласия пациентов. Средний возраст больных 
составил 58,3 ± 1,5 года. Первичная опухоль Т1–2 была 
диагностирована у 40 % пациентов (9 случаев диффуз-
ного гистологического типа, 13 – интестинального), 
опухоль Т3–4 – у 60 % (19 случаев диффузного гисто-
логического типа, 14 – интестинального); метастазы 

Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов для оценки экспрессии генов

Наименова-
ние гена

GenBank Accession 
Number

Последовательность
Температура 
отжига, °C

ACTB (actin 
beta) 

NM_001101.3
F
R

Probe

5’-gagaagatgacccagatcatgtt-3’ 
5’-atagcacagcctggatagcaa-3’ 

FAM 5’-agaccttcaacaccccagccat-3’BHQ1
60

SPARC NM_003118.3
F
R

Probe

5’-atcttccctgtacactggcagttc-3’ 
5’-ctcggtgtgggagaggtacc 

FAM 5’-cagctggaccagcaccccattgac-3’BHQ1
60

SULF1 NM_001128205.1
F
R

UT-метка

5’-gaaggtgaccaagttcatgctaattgctgggaagcctctgtt-3’ 
5’-aggcacaagaataatgttgggtc-3’ 

FAM 5’-agcgatgcgttcgagcatcgc(dT-BHQ1)gaaggtgaccaagttcatgct
60

PMEPA1 NM_020182.4
F
R

Probe

5’ – tgttccagagcatggagatcа-3’ 
5’ – gtgcagacagcttgtagtgg-3’ 

FAM 5’-catcgtggtggtgatgatggtgatg-3’BHQ1
60

Примечание. UТ-метка (universal primer tag) – универсальный зонд; FAM – флуоресцентный краситель, карбоксифлуоресцеин; BHQ1 – гаси-
тель флуоресценции.
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в регионарные лимфатические узлы отмечены у 40 % 
больных (15 случаев диффузного гистологического 
типа, 18 – интестинального).

Выделение матричных РНК (мРНК) и синтез кДНК. 
Парные образцы опухолей и нормальной ткани желуд-
ка получены от пациентов с диагнозом РЖ при опера-
тивном вмешательстве. РНК из замороженного опе-
рационного материала выделяли с помощью набора 
RNeasy Plus mini Kit (Qiagen, Германия). Синтез кДНК 
(с использованием гексамерных праймеров) прово-
дили с применением набора RevertAidTM (Fermentas, 
Латвия).

Оценка уровня транскрипции генов. Процедуры 
выделения мРНК, синтеза кДНК и постановки ОТ-
ПЦР-РВ описаны ранее [14]. Для нормализации 
уровней экспрессии использовали контрольный ген 
ACTB [15]. Последовательности праймеров и зондов 
(FAM–BHQ) подбирали с помощью программы Vector 
NTI 11.5 с использованием базы данных GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (табл. 1).

Для каждого образца кДНК ПЦР проводили в 2  ре-
пликах. Уровень содержания транскрипта оценивали 
по формуле:

R = 2Ct (ref) – Ct (targ).

Статистический анализ уровней транскрипции 
генов в нормальной и опухолевой тканях проводили 
с использованием U-критерия Манна–Уитни.

Результаты
Алгоритм биоинформатического поиска был на-

правлен на отбор мембранных белков, которые могут 
быть использованы для сывороточной диагностики РЖ 
по разработанной нами ранее технологии иммуно-ПЦР 
[8]. Для этой цели на 1-м этапе биоинформатического 
поиска отбирали белки, локализованные на внешней 
стороне плазматической мембраны, а также в соста-
ве эндосом. Таким образом, по данным ресурса Gene 

Ontology сформирован список из 1983 генов, отвеча-
ющих ключевым словам (см. Материалы и методы). 
Для идентификации генов, уровень транскрипции 
которых заметно повышается в опухолях желудка 
по сравнению с нормой, проводили анализ базы дан-
ных TCGA, в настоящее время являющейся наиболее 
информативным ресурсом, объединяющим сведения 
транскриптомных, экзомных и метиломных исследо-
ваний более чем для 15 видов рака. Анализ, выполнен-
ный с помощью приложения CrossHub, позволил вы-
явить потенциальное повышение экспрессии 130 генов 
по парным образцам и 155 генов при сравнении пулов 
образцов нормы и опухоли (FDR < 0,01). Для 39 и 60 
генов соответственно уровень экспрессии в опухоли 
возрастал более чем в 4 раза.

В результате дальнейшего анализа по 4 критериям 
(расчет S для 3 видов рака и оценка абсолютного зна-
чения экспрессии при РЖ) был сформирован рейтинг 
из 50 генов. Дальнейший анализ данных TCGA показал 
возможное гипометилирование промоторных областей 
20 генов: SULF1, COL1A2, ESM1, COL5A2, COL12A1, 
ADAM12, COL4A1, INHBA, VCAN, COL3A1, KIAA1199, 
COL5A1, ACAN, PMEPA1, SPP1, ADAMTS2, SPARC, 
MET, COL11A1, MMP7. Гены, кодирующие коллагены, 
из дальнейшего анализа были исключены, а из остав-
шихся 13 генов были отобраны 3 (SULF1, PMEPA1 
и SPARC) с наибольшим внутриклеточным содержа-
нием (число ридов 10, 9 и 45 млн соответственно).

Экспрессия отобранных генов оценена в парных 
клинических образцах нормальной и опухолевой тка-
ней желудка интестинального и диффузного типов 
с помощью количественной ОТ-ПЦР-РВ (табл. 2). 
Для гена SULF1 статистически значимых различий 
между уровнями генной экспрессии образцов 2 типов 
не выявлено. Однако для оставшихся 2 генов (PMEPA1 
и SPARC) в опухолевых образцах интестинального 
типа наблюдалось более чем двукратное повышение 
уровня транскрипции по сравнению с образцами 
диффузного типа (p < 0,001). Так, для гена PMEPA1 

Таблица 2. Результаты полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией генов, уровень экспрессии которых повышается преимущест-
венно при раке желудка интестинального типа

Тип
Me (Q25–75), %

Опухоль Норма  %* p

PMEPA1

Интестинальный 2,8 (1,9; 5,8) 1,1 (0,6; 1,5) 58,3 0,0005

Диффузный 2,5 (1,6; 3,5) 1,94 (1,0; 3,4) 25,0 0,174

SPARC

Интестинальный 15,6 (10,2; 31,9) 5,0 (4,0; 7,8) 75,0 0,012

Диффузный 21,2 (7,2; 24,8) 8,7 (7,0; 12,4) 38,5 0,191

Примечание. Me (Q25–75) – медиана и интерквартильный размах уровня экспрессии; p – уровень значимости, U-критерий Манна–Уитни.
*Процент опухолей с более чем двукратным увеличением уровня экспрессии гена.
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более чем двукратное повышение уровня экспрессии 
наблюдалось в 75 % образцов интестинального типа 
по сравнению с 25 % образцов диффузного, в то вре-
мя как для гена SPARC это соотношение составляло 75 
и 38 % соответственно (см. табл. 2). Таким образом, 
транскрипты генов PMEPA1 и SPARC являются пре-
имущественно маркерами РЖ интестинального типа, 
что открывает новые возможности в сывороточной 
диагностике опухолей желудка.

Обсуждение
Белок PMEPA1 является трансмембранным, ин-

гибирующим сигнальный путь TGF-β (transforming 
growth factor beta, трансформирующего фактора роста 
бета) – полифункционального цитокина, регулирую-
щего процессы клеточной пролиферации, дифферен-
цировки и апоптоза. Ускользание неопластических 
клеток от ингибирующего действия TGF-β происхо-
дит при возникновении большинства эпителиальных 
опухолей по 2 механизмам. Первый механизм – ре-
зультат инактивирующих мутаций в генах, кодирующих 
белки данного пути, а второй – следствие повышения 
уровня синтеза белков, ингибирующих путь, таких 
как PMEPA1, уровень синтеза которого увеличива-
ется в опухолях легких и молочной железы [10, 16]. 
Интересно, что после инактивации указанного пути 
в опухолевых клетках происходит повышение уровня 
экспрессии гена TGF-β. Это может приводить, во-пер-
вых, к пролиферации клеток стромы и кровеносных 
сосудов, во-вторых, к запуску программы эпители-
ально-мезенхимального перехода, что способствует 

образованию мезенхимальных клеток с локомотор-
ным фенотипом, обладающих свойствами стволовых 
опухолевых клеток и клеток, способных к метастази-
рованию [17, 18].

В данном исследовании также установлена диффе-
ренциальная экспрессия гена SPARC при интестинальном 
типе аденокарциномы желудка. Ранее продемонстри-
ровано, что ген SPARC кодирует белок внеклеточного 
матрикса, регулирующий клеточный цикл и смену по-
лярности эпителиальных клеток в процессах инвазии 
и метастазирования опухолей. Показано, что повыше-
ние экспрессии гена SPARC в опухолях желудка является 
прогностическим фактором, указывающим на быстрое 
прогрессирование заболевания и снижение показателей 
выживаемости пациентов [3, 19]. В то же время ингиби-
рование активности гена в клеточных линиях РЖ с по-
мощью специфической микроРНК приводит к резкому 
снижению инвазивного потенциала и активации апо-
птоза опухолевых клеток [20].

Заключение
Таким образом, в данной работе с использованием 

оригинального биоинформатического подхода, основан-
ного на анализе данных TCGA, выявлены 2 гена (PMEPA1 
и SPARC), преимущественно экспрессирующихся в опу-
холях желудка интестинального типа. Полученные на-
ми результаты свидетельствуют об актуальности даль-
нейшего исследования роли этих генов в патогенезе 
аденокарцином желудка и необходимости проведения 
оценки их прогностической значимости и возможности 
использования в качестве мишеней для химиотерапии.
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Введение
Таргетная терапия онкологических заболеваний 

основана на предварительных исследованиях ключе-
вых для определенной формы рака молекулярных по-
казателей, в качестве которых наиболее часто высту-
пают дефекты протоонкогенов и генов-супрессоров. 
Один из наиболее значимых объектов генодиагности-
ки – онкоген KRAS, мутации которого в кодонах 12, 13 
и 61 встречаются в ~ 40 % случаев рака толстой кишки 
[1] и прогнозируют негативный ответ на терапию ан-
ти-EGFR (epidermal growth factor receptor, рецептор 
эпидермального фактора роста). Однако выявление 
генных мутаций зачастую осложняется рядом обстоя-
тельств: 1) ограниченным количеством образца ДНК; 
2) длительностью и стоимостью анализа, затратами 
труда и реактивов; 3) низким содержанием мутантных 

аллелей в исследуемом образце ДНК [2]. Критиче-
ски важной в этой ситуации является возможность 
надежного, быстрого и экономичного сканирования 
генных мутаций.

В наибольшей степени удовлетворяет этим тре-
бованиям метод плавления ДНК (DNA melting analy-
sis, DMA) с использованием гидролизуемых зондов 
TaqMan. Он прост в исполнении, производителен, 
экономичен и, кроме того, реализуется в «закрытом 
формате», исключающем перекрестное загрязнение 
образцов [3–5]. В наших предыдущих исследова-
ниях было показано, что зонды TaqMan могут быть 
использованы не только для мониторинга полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени 
(ПЦР-РВ) и сканирования мутаций посредством 
DMA, но и в качестве блокирующих амплификацию 

Выявление мутаций в «горячих» участках генома: 
ампликоны-«шпильки» в методе плавления ДНК

В.Н. Кондратова, И.В. Ботезату, В.П. Шелепов, А.В. Лихтенштейн
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24
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Амплификация с последующим плавлением ДНК с зондами TaqMan эффективно выявляет мутации в «горячих» участках генома. 
Однако необходимость проводить полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в асимметричном варианте обусловливает ряд ограни-
чений этого метода: 1) невозможность количественного анализа из-за снижения эффективности амплификации; 2) необходимость 
выполнения 2 независимых ПЦР для выявления мутаций в комплементарных нитях ампликона; 3) усложнение дизайна ПЦР. 
Преодоление этих ограничений оказалось возможным при использовании в симметричной ПЦР комбинированных праймеров, со-
стоящих из универсальной и специфической последовательностей: образующиеся в результате однонитевые «шпилечные» (hairpin) 
ампликоны (sense и antisense) не способны ренатурировать друг с другом, но независимо гибридизуются с присутствующими в сре-
де зондами TaqMan (antisense и sense соответственно). Разработанный способ позволяет в одном тесте получить количествен-
ные (число копий) и качественные (наличие мутаций в обеих нитях ампликона) характеристики исследуемого участка ДНК.

Ключевые слова: сканирование мутаций, плавление ДНК, зонды TaqMan, KRAS, «шпилечные» ампликоны
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Detection of gene mutations in genome “hot” spots: “hairpin” amplicons in DNA melting analysis
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Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
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Polymerase chain reaction (PCR) followed by DNA melting analysis with TaqMan probes effectively reveals mutations in the human genome 
“hot” spots. The necessity to carry out PCR in the asymmetric variant causes, however, a number of restrictions of this method: 1) an inability 
of quantitative estimates of gene copy numbers; 2) the need for 2 independent PCR tests for detection of mutations in both complementary 
strands of an amplicon (this approach improves reliability and sensitivity of the analysis); 3) the complication of PCR design and decrease in 
efficiency of amplification. Overcoming these restrictions was possible by means of symmetric PCR with primers containing the specific and 
universal sequences: the single-stranded “hairpins” (sense and antisense) are not capable to anneal with each other, but they can hybridize 
independently with 2 TaqMan probes present in the reaction mixture. The proposed approach allows quantitative and qualitative character-
ization of a DNA sample (the copy number estimates as well as mutation scanning of both complementary amplicon strands).

Key words: mutation scanning, DNA melting analysis, TaqMan probes, KRAS, “hairpin” amplicons
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агентов. Это позволило проводить «обогащенную» 
ПЦР мутантных аллелей и примерно в 10 раз повы-
сить чувствительность их обнаружения [6].

При этом асимметричный вариант ПЦР, который 
является необходимым условием данного подхода, так 
как обеспечивает избыточный синтез одной из 2 ни-
тей ампликона, имеет ряд ограничений: 1) низкая 
эффективность амплификации и невозможность ко-
личественной оценки числа копий исследуемого гена; 
2) необходимость проведения 2 независимых тестов 
для двунитевого сканирования мутаций, что увели-
чивает стоимость метода, затраты времени, труда 
и расходных материалов; 3) усложнение дизайна ПЦР.

Отмеченные ограничения этого весьма пер-
спективного метода возможно устранить, исполь-
зуя комбинированные праймеры, которые состоят 
из универсальной и специфической последователь-
ностей и способствуют образованию однонитевых 
ампликонов-«шпилек» (sense и antisense). Последние 
стерически не способны ренатурировать друг с дру-
гом, но с высокой эффективностью гибридизуются 
с зондами TaqMan (antisense и sense соответственно). 
Это позволяет достичь поставленной цели: посред-
ством симметричной ПЦР-РВ с последующим DMA 
определять как количественные (число копий), так 
и качественные (присутствие мутаций в обеих нитях 
ампликона) показатели исследуемого гена.

Материалы и методы
Образцы ДНК. Образцы опухолевой ткани (рака 

легкого и толстой кишки, меланомы) были получе-
ны в РОНЦ им. Н. Н. Блохина. Образцы опухолевой 
ткани замораживали в жидком азоте или фиксировали 
формальдегидом и заключали в парафиновые блоки. 
ДНК выделяли из клеток и опухолевой ткани депро-
теинизацией фенолом и хлороформом, а из ткани 
в парафиновых блоках – с помощью набора QIAamp 
DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) в соответствии с ре-
комендациями производителя. Концентрацию ДНК 

определяли спектрофотометрически (Nano-Drop 
1000, Thermo Scientific).

Секвенирование обеих нитей ампликона KRAS осу-
ществляли методом Сэнгера с использованием панели 
BrightDye Terminator reagents (Nimagen, Нидерланды) 
и последующим анализом продуктов реакции на ав-
томатическом анализаторе ABI Prism 3130xl Genetic 
Analyser (Syntol, Россия).

Термодинамические расчеты температуры плав-
ления ДНК (T

m
) выполняли с помощью программы 

MeltCalc [7].
Разделение ДНК методом SSCP (Single Strand Con-

formation Polymorphism) [8, 9] проводили посредством 
электрофореза в 12 % полиакриламидном геле (отно-
шение акриламид / бисакриламид 1:50), приготовлен-
ном на 0,5-кратном трис-ацетатном буфере; рН 8,0; 
2,5 ч при 400 В (20 В / см) и температуре +4 °С. Полосы 
окрашивали SYBR Gold (разведение 1:10 000).

ПЦР-РВ и DMA. Размеры ампликонов KRAS, 
а также праймеры и зонды TaqMan к ним представ-
лены в таблице. Праймеры к последовательности 
KRAS (Genbank Accession number NG_007524.1) опре-
делили с помощью программы Vector NTI Advance 10 
(Invitrogene Corp., США). Схема ампликонов KRAS 
с взаимным расположением праймеров (стандарт-
ных и комбинированных), зондов TaqMan и «горя-
чего» участка (кодоны 12 и 13) представлена на рис. 
1. Зонды «сдвинуты» друг относительно друга (пере-
крывание – 8 оснований) во избежание их «полной» 
гибридизации во время ПЦР-РВ и DMA. Ампликоны 
размером 114 и 174 пары оснований синтезируются 
при использовании стандартных и комбинирован-
ных праймеров соответственно (последние содержат 
на 5’-конце универсальную GC-обогащенную после-
довательность UPS (Universal Primer Sequence)) [10].

Симметричную ПЦР-РВ проводили в 96-луноч-
ных планшетах на приборе CFX96 (Bio-Rad Labora-
tories, США). Инкубационная смесь (25 мкл) содер-
жала 67 мМ трис-HCl, pH 8,8; 16,6 мМ(NH

4
)

2
SO

4
; 

Полимеразная цепная реакция и метод плавления ДНК

Праймер*, зонд TaqMan** 
Ампликон***  

(длина, пары оснований)
Последовательности праймеров и зондов (число оснований)

Стандартный праймер:
прямой
обратный

K2(114)
5’-gcctgctgaaaatgactg (18)

5’-ttggatcatattcgtccacaa (21)

Комбинированный праймер:
прямой
обратный

K2(174)
5’-gcgggcgtactagcgtaccgctagcgacgggcctgctgaaaatgactg (48)

5’-gcgggcgtactagcgtaccgctagcgacggttggatcatattcgtccacaa (51)

Зонды TaqMan:
K2-ROX(25)s
K2-Cy5(25)as

5’-ROX-acttgtggtagttggagctggtggc-BHQ2
5’-Cy5-aaggcactcttgcctacgccaccag-BHQ2

*Специфические (геномные) последовательности стандартных и комбинированных праймеров одинаковы и обозначены строчными буквами; 
универсальная последовательность комбинированных праймеров подчеркнута.
**В названии зонда TaqMan указаны ампликон, флуорофор, длина олигонуклеотида и направление (sense  или antisense).
***Название ампликона произведено от названия гена, номера экзона и размера (пары оснований).
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0,01 % Tween 20; 2,5 мМ MgCl
2
; по 0,2 мМ каждого 

из
 
дезоксинуклеозидтрифосфатов; по 0,2 мкМ пря-

мого и обратного праймеров; по 0,1 мкМ зондов 
TaqMan К2-ROX(25)s и K2-Cy5(25)as (см. таблицу);  
1,5 ед. Hot-rescue Taq-полимеразы; 5 мкл раствора 
ДНК (30–100 нг) в воде. Условия ПЦР: начальная 
денатурация в течение 5 мин при температуре 95 °С, 
после чего 50 циклов плавления (15 с при температуре 
95 °С), отжига (30 с при температуре 56 °С) и элон-
гации (30 с при температуре 72 °С) с регистрацией 
флуоресценции.

Условия DMA: денатурация в течение 3 мин 
при температуре 95 °С, быстрое охлаждение до 55 
оС и инкубация 3 мин при 55 °С, после чего плавле-
ние до 85 °С с шагом 0,4 оС (выдержка 10 с). Данные 
анализировали с помощью программы Bio-Rad CFX 
Manager (версия 1.6).

Результаты и обсуждение
Возможность тестировать мутации методом DMA 

с зондами TaqMan реализуется за счет отказа от коли-
чественного анализа ДНК, поскольку требует асим-
метричного (значительно менее эффективного) вари-
анта амплификации. Так обеспечивается присутствие 
в инкубационной среде наряду с двунитевыми ампли-
конами некоторого числа избыточных однонитевых 
ампликонов (не находящих себе комплементарной па-
ры). В DMA они служат «мишенями» зондов TaqMan.

Поскольку в процессе асимметричной ПЦР мож-
но создать избыток только одной (sense или antisense) 
нити, то для мутационного сканирования обеих ни-
тей необходимо проведение 2 независимых тестов. 
Аналогично общепринятой практике двунитевого 
секвенирования ДНК исследование зондами TaqMan 
обеих нитей ампликона представляется целесообраз-
ным, поскольку оно, по нашим данным, повышает 
надежность и чувствительность анализа [4].

Отмеченные недостатки, равно как относительно 
низкая эффективность асимметричной ПЦР, стиму-
лируют поиск «симметричного» варианта амплифика-
ции для последующего мутационного сканирования. 
Препятствием здесь оказывается быстрая и неизбеж-
ная ренатурация комплементарных ампликонов, при-
сутствующих в среде в эквимолярных концентрациях 

(для гибридизации зондов при этом не остается «сво-
бодных» матриц).

Практически реализуемым решением задачи 
сохранения части комплементарных ампликонов 
в однонитевой форме (и их способности взаимодей-
ствовать с зондами TaqMan, но не друг с другом) яв-
ляется придание им псевдокольцевой («шпилечной») 
конформации. Она может возникнуть, когда на обе-
их сторонах олигонуклеотида имеются «липкие кон-
цы», для чего достаточно присутствия на 5’-стороне 
каждого праймера одной и той же (универсальной) 
последовательности [10]. На рис. 2 представлены ве-
роятные структуры, возникающие при ренатурации 
обычных ампликонов и UPS-ампликонов (ампли-
конов, содержащих на 5’-конце последовательность 
UPS). Если в первом случае формируются исключи-
тельно линейные двунитевые «стержни», то во втором 
наряду со «стержнями» могут возникать одноните-
вые «шпильки» (sense и antisense), а также двуните-
вые «зажимы» (clamps), состоящие из 2 идентичных 
(sense / sense и antisense / antisense) антипараллельно 
идущих нитей. В отличие от линейных ампликонов 
«шпильки» и «зажимы» сохраняют геномные последо-
вательности в однонитевой форме и, следовательно, 
должны быть доступны зондам TaqMan.

Прежде всего мы оценили возможность использо-
вания комбинированных праймеров в симметричной 
ПЦР-РВ. Серийные разведения ДНК, выделенной 
из нормальных клеток крови человека, использовали 
для синтеза ампликонов К2(114) и UPS-ампликонов 
К2(174); мониторинг реакции вели посредством 
зондов TaqMan K2-Cy5(25)as и K2-ROX(25)s соот-
ветственно. Эффективность амплификации в обоих 
случаях оказалась одинаково высокой – около 100 % 
(рис. 3).

Возможность формирования UPS-ампликонами 
различных конформаций показана в опытах сдвига 
полосы (band shift), в которых продукты ПЦР-РВ 
анализировали методом SSCP [8, 9]. Особенность 
такого электрофореза – быстрая миграция линей-
ных двунитевых «стержней», опережающая таковую 
соразмерных однонитевых «клубков». В соответствии 
с этой особенностью структуры, содержащие одно-
нитевые «шпильки», движутся медленнее линейного 

Кодоны 12, 13

Antisense
Antisense + UPS

UPSUPS

UPS + sense Sense

K2-Cy5(25)as

K2-ROX(25)s

114 пары оснований

174 пары оснований

Рис. 1. Схема ампликонов К2(114) и К2(174) (название ампликона про-
изведено от гена KRAS, номера экзона и размера ампликона). Стрел-
ками показано расположение праймеров (стандартных и комбиниро-
ванных, т. е. с последовательностью UPS), зондов TaqMan и «горячего» 
участка KRAS (кодоны 12 и 13)

  
 

95˚C

50˚C

двунитевые
комплементарные

Стандартные праймеры                                                        Комбинированные праймеры

КЛУБОК

 sense 
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I   I   I   IIIII   Iantisense
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СТРУКТУРЫ, ОБРАЗУЕМЫЕ АМПЛИКОНАМИ

Однонитевые
«шпильки»

(sense и antisense)

Двунитевые «зажимы» 
(sense/sense 

и antisense/antisense)

sense

sense
antisense

Рис. 2. Схема структур, возникающих при ренатурации стандартных 
и «шпилечных» ампликонов
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ампликона К2(174) (рис. 4). Отчетливые сдвиги по-
лос (стрелки на фоне рис. 4), вызванные добавлени-
ем зондов K2-ROX(25)s и K2-Cy5(25)as, позволяют, 
во-первых, идентифицировать каждую из полос и, 

во-вторых, сравнить связывающую способность 
зондов (если судить по полноте сдвига, наибо-
лее эффективен в этом отношении K2-ROX(25)s). 
Не во всех экспериментах, но довольно часто видна 
медленно движущаяся, расположенная над «шпиль-
ками» полоса. Поскольку ее интенсивность при до-
бавлении зондов заметно ослабевает (свидетельство 
взаимодействия и изменения по движности), можно 
предположить, что она образована двунитевыми «за-
жимами» – единственными, помимо «шпилек», струк-
турами, теоретически способными взаимодействовать 
с зондами.

На следующем этапе установлено, что количест-
венные соотношения между разными конформациями 
варьируют в зависимости от условий ренатурации ам-
пликонов. Очевидно, что термодинамически наиболее 
выгодны линейные «стержни», состоящие из 2 полно-
стью комплементарных нитей (они являются итогом 
бимолекулярной реакции 2-го порядка). Менее тер-
модинамически выгодные, частично комплементар-
ные «шпильки» обладают, однако тем преимуществом, 
что возникают в результате внутримолекулярной реак-
ции, т. е. формируются быстрее. Что касается частично 
комплементарных «зажимов», то они преимуществом 
«шпилек» не обладают, так как возникают в ходе би-
молекулярной реакции (это, возможно, объясняет 
непостоянство их возникновения).

Поскольку оптимальные температуры ренатура-
ции «стержней» и «шпилек» в реакционных услови-
ях составляют примерно 85 и 75 оС соответственно 
[7], для увеличения доли «шпилечной» конформа-
ции отжиг ампликонов от 95 до 55 оС следует про-
водить так быстро, как только позволяет прибор 

Рис. 3. Сопоставление эффективности симметричной полимеразной цепной реакции со стандартными или комбинированными праймерами:  
а – амплификация; б – стандартные серийные разведения (Е – эффективность амплификации; R^2 – коэффициент корреляции; Slope – наклон 
линии, позволяющий определить эффективность амплификации) 

Рис. 4. Анализ продуктов симметричной полимеразной цепной реакции 
с комбинированными праймерами методом SSCP (М – маркеры моле-
кулярной массы). Стрелками на фоне рисунка показаны сдвиги полос 
(band shifts), обусловленные взаимодействиями ампликонов с зондами 
TaqMan (обозначены над рисунком). Электрофоретические полосы, 
соответствующие различным комплексам, указаны стрелками (п. о. – 
пары оснований) 
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(так уменьшается время пребывания расплавленных 
ампликонов в интервале температур, оптимальном 
для формирования «стержней»). В проверочных 
экспериментах (здесь не представлено) подтвержде-
но значительное усиление флуоресцентного сигнала 
зондов TaqMan при ускорении этапа ренатурации 
ампликонов.

Использование ампликонов-«шпилек» позволяет 
устранить ограничения стандартного DMA с зонда-
ми TaqMan, обусловленные необходимостью асим-
метричного варианта ПЦР. На рис. 5 представлены 
пики плавления ампликона гена KRAS из нормаль-
ной и опухолевой ткани (рак толстой кишки, мутация 
GGC13GAC). Оказалось возможным одновременно 
протестировать обе нити ампликона и в случае опу-
холевой ДНК идентифицировать мутацию в каждой 
из них (см. рис. 5б). Возможность исследовать обе ни-
ти ампликона важна, поскольку заранее неизвестно, 
какая из них более пригодна для выявления данного 

типа мутации, т. е. эффективнее дискриминирует 
нормальный и мутантный аллели. Очевидно поэтому, 
что 2 теста дополняют друг друга.

На рис. 6 представлены результаты мутационного 
сканирования образцов ДНК, выделенных из пара-
финовых блоков ткани рака толстой кишки (мутации 
GGT12GTT и GGT12GCT гена KRAS соответствен-
но), свидетельствующие о высокой эффективности 
двунитевого сканирования в клинической генодиаг-
ностике.

Заключение
Предлагаемый вариант симметричной ПЦР с по-

следующим плавлением ДНК позволяет, с одной 
стороны, проводить количественную оценку числа 
копий анализируемых генов и, с другой, сканиро-
вать генные мутации в ДНК культивируемых клеток, 
тканей и парафиновых блоков. Метод прост и реа-
лизуется в «закрытом формате» (в одной пробирке 

Рис. 5. Двунитевое сканирование онкогена KRAS: а – ДНК дикого типа (оба пика симметричны); б – ДНК рака толстой кишки с мутацией 
GGC13GAC (обе кривые обнаруживают присутствие гетеродуплексов, но в разной степени выраженное и с разной степенью дискриминации 
нормальных и мутантных аллелей). Стрелками указаны идентифицирующие мутацию гетеродуплексы
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без промежуточных или дополнительных процедур), 
минимизирующем риск перекрестного загрязнения 
клинических образцов. Одновременное двунитевое 
тестирование ампликона, повышающее надежность 
и чувствительность анализа, не требующее отка-
за от симметричного варианта ПЦР и, кроме того, 

Рис. 6. Двунитевое мутационное сканирование онкогена KRAS в ДНК опухолевой ткани (рак толстой кишки), выделенной из парафиновых блоков: 
а – мутация GGT12GTT; б – мутация GGT12GCT (обозначения те же, что и на рис. 5)
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не сопряженное с дополнительными затратами време-
ни и труда, может найти широкое применение в экс-
периментальном и клиническом генотипировании.

Подана заявка на изобретение № 2016128057 
«Способ сканирования генных мутаций в опухолях 
человека» (приоритет от 12.07.2016).
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Мутации изоцитратдегидрогеназ 1 и 2 и метилирование 
гена MGMT в глиомах

Д.В. Табаков1, А.Н. Катаргин2, А.М. Строганова1, А.И. Сендерович1, Д.Р. Насхлеташвили1, Н.П. Киселева2

1НИИ клинической онкологии ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 23; 

2НИИ канцерогенеза ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 115478 
Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Наталия Петровна Киселева natalia-kis@yandex.ru

Глиомы – наиболее распространенные опухоли головного мозга, трудно поддающиеся ранней диагностике и лечению. Мутации 
в генах изоцитратдегидрогеназ 1 и 2 (IDH1 и IDH2) играют существенную роль в глиомогенезе, диагностике и выборе терапии 
пациентов. Было исследовано распределение мутаций IDH1 / 2 в глиомах различных гистологических типов и степеней злокаче-
ственности методом анализа кривых плавления ДНК с зондами TaqMan по разработанному нами протоколу, позволяющему 
определять мутации с чувствительностью 5 %. Специфичность определения мутаций подтверждена секвенированием по Сэн-
геру. В глиомах II и III степеней злокачественности по классификации Всемирной организации здравоохранения частота мута-
ций IDH1 / 2 составила 74 %, в глиобластомах (IV степень злокачественности) – 14 %. Глиомы, содержащие клетки с олигоден-
дроцитарным типом дифференцировки, достоверно чаще имели мутации IDH1 / 2, чем другие типы глиом (р = 0,014). 
Преобладающим типом мутаций являются мутации IDH1 (79 % от общего числа мутаций). Одно из последствий мутаций 
IDH1 / 2 – индукция аберрантного метилирования генов. Анализ метилирования промотора гена О6-метилгуанин-ДНК-метил-
трансферазы (MGMT, O6-methylguanine-DNA-methyltransferase), предсказательного маркера чувствительности глиом к терапии 
алкилирующими агентами у тех же больных, показал частичную ассоциацию с мутациями IDH1 / 2. В 73 % случаев с мутациями 
IDH1 / 2 наблюдалось метилирование MGMT. В то же время в 67 % случаев с метилированием MGMT отсутствовали мутации 
IDH1 / 2, что указывает на существование других механизмов метилирования MGMT в глиомах. Данные свидетельствуют в поль-
зу необходимости одновременного определения 2 биомаркеров при выборе послеоперационной терапии пациентов.

Ключевые слова: глиома, мутации IDH1 и IDH2, метилирование MGMT, плавление ДНК

DOI: 10.17650/2313-805X-2017-4-1-53-59

Isocitrate dehydrogenase 1 and 2 genes mutations and MGMT methylation in gliomas

D.V. Tabakov1, A.N. Katargin2, A.M. Stroganova1, A.I. Senderovich1, D.R. Naskhletashvili1, N.P. Kiseljova2

1Research Institute of Clinical Oncology, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
23 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

Gliomas are the most common brain tumors. It is difficult to detect them at early stages of disease and there is a few available therapies provid-
ing significant improvement in survival. Mutations of isocitrate dehydrogenase 1 and 2 genes (IDH1 and IDH2) play significant role in glio-
mogenesis, diagnostics and selection of patient therapy. We tested the distribution of IDH1 and IDH2 mutations in gliomas of different histo-
logical types and grades of malignancy by DNA melting analysis using our protocol with a sensitivity of 5 %. The results of this assay were 
confirmed by conventional Sanger sequencing. IDH1/2 mutations were detected in 74 % of lower grade gliomas (II and III, World Health 
Organization) and in 14 % of glioblastomas (IV, World Health Organization). Mutation rate in gliomas with oligodendroglioma component 
were significantly higher then in other glioma types (р = 0.014). The IDH1 mutations was the most common (79 % of general mutation num-
ber). IDH1/2 mutations can induce aberrant gene methylation. Detection of methylation rate of the gene encoding for O6-methylguanine-
DNA-methyltransferase (MGMT), predictive biomarker for treatment of gliomas with the alkylating agents, has demonstrated a partial asso-
ciation with IDH1/2 mutations. In 73 % of IDH1/2-mutant tumors MGMT promoter methylation were observed. At the same time IDH1/2 
mutations were not revealed in 67 % tumors with MGMT promoter methylation. These results indicate existence of another mechanism  
of MGMT methylation in gliomas. Our data strong support for necessity of both markers testing when patient therapy is selected.

Key words: glioma, IDH1 and IDH2 mutations, MGMT methylation, DNA melting

Введение
Глиомы – наиболее распространенные первич-

ные опухоли головного мозга, включающие опу-
холи различных гистологических типов и степеней 

злокачественности, трудно поддающиеся ранней диа-
гностике и лечению.

Классификация глиом Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), основанная на гистологи-
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ческом сходстве опухолевых клеток с различными 
типами нормальных клеток глии и морфологии опу-
холи, различает 4 степени злокачественности (I–IV) 
[1]. Разработка и введение в клиническую практику 
молекулярных маркеров в дополнение к классифика-
ции ВОЗ позволяют выделять подтипы глиом, которые 
существенно различаются по выживаемости и чувст-
вительности к терапии [2, 3].

Мутации в генах изоцитратдегидрогеназ 1 и 2 (IDH1 
и IDH2) играют существенную роль в глиомогенезе, 
а также определяют диагностику и выбор терапии 
пациентов [4, 5]. Функция изоцитратдегидрогеназ 
заключается в окислительном декарбоксилировании 
изоцитрата, который превращается в α-кетоглутарат. 
Соматические мутации в генах IDH1 и IDH2, обна-
руживаемые в глиомах и некоторых других опухолях, 
представляют собой гетерозиготные миссенс-мутации 
в каталитическом домене ферментов. Наиболее рас-
пространенные (> 90 % случаев) мутации вызывают 
замену аргинина (R132) на гистидин в IDH1 и арги-
нина (R172) на лизин в IDH2. В остальных случаях 
более редкие мутации в этом же кодоне вызывают 
замену аргинина на другие аминокислоты [5]. Мута-
ции приводят к потере нормальной функциональной 
активности ферментов (образование α-кетоглутарата) 
и приобретению новой функции (образование 2-ги-
дроксиглутарата). Таким образом, мутации в генах 
IDH1 и IDH2 имеют по крайней мере 2 последствия 
для клетки. Во-первых, снижается уровень нормаль-
ного метаболита α-кетоглутарата, который является 
ключевым промежуточным продуктом цикла Креб-
са, необходимым для нормального его прохожде-
ния и для многих других процессов в клетке, таких 
как метаболизм жиров, ацетилирование белков и др. 
Роль нарушения этих процессов в канцерогенезе пока 
мало изучена. Во-вторых, в клетках глиом накапли-
вается 2-гидроксиглутарат, который рассматривается 
как онкометаболит [6]. Показано, что 2-гидроксиглу-
тарат – ингибитор α-кетоглутаратзависимых фермен-
тов диоксигеназ, к которым относятся гистоновые 
H3K9 / H3K36-деметилазы семейства KDM4 и фермен-
ты семейства ТЕТ, участвующие в деметилировании 
ДНК [7]. Предположение о том, что мутации IDH1 / 2 
могут изменять паттерны метилирования ДНК и ги-
стонов в опухолевых клетках в связи с ингибировани-
ем соответствующих ферментов, было подтверждено 
экспериментами в культуре клеток [8–10]. В то же 
время в клинических исследованиях была охаракте-
ризована группа глиом, обладающих специфическим 
фенотипом (CIMP, CpG-island methylator phenotype), 
отличающимся координированным гиперметилирова-
нием ДНК в промоторах многих генов-супрессоров. 
В этих глиомах CIMP статистически достоверно был 
ассоциирован с соматическими мутациями IDH1 [11].

Кроме этого, в экспериментах с культурами кле-
ток было продемонстрировано, что клетки, содер-
жащие мутантные IDH1 / 2, обладают повышенными 

радиочувствительностью и чувствительностью к химио-
препаратам, что, по-видимому, связано с нарушением 
ответа на окислительный стресс [12–14]. Увеличение 
чувствительности глиом с мутантными IDH1 / 2 к ра-
дио- и химиотерапии также было показано и в клини-
ческих исследованиях [15, 16]. Все вышесказанное го-
ворит о необходимости систематического определения 
мутационного статуса IDH1 / 2 в клинической практике.

В связи с тем, что мутации IDH1 / 2 нарушают 
метилирование ДНК в опухолевых клетках, были 
сделаны попытки определить наличие корреляции 
метилирования промотора гена О6-метилгуанин-
ДНК-метилтрансферазы (MGMT, O6-methylguanine-
DNA-methyltransferase) с наличием мутаций IDH1 / 2. 
Метилирование MGMT рассматривается в настоящее 
время как предсказательный маркер, указывающий 
на чувствительность глиом к химиотерапии алкили-
рующими агентами [17].

Являясь одним из ферментов системы репарации 
ДНК, MGMT удаляет метильные и хлорэтильные 
группы из О6-позиции гуанина, нейтрализуя цитоток-
сический эффект алкилирующих агентов [18]. В нор-
мальных клетках глии ген MGMT экспрессируется 
на высоком уровне. Снижение уровня экспрессии фер-
мента за счет метилирования промотора гена, наблю-
дающегося только в опухолевых клетках, увеличивает 
цитотоксичность алкилирующих агентов избирательно 
по отношению к опухолевым клеткам. Хотя важность 
определения мутаций IDH1 / 2 и метилирования MGMT 
общепризнанна, остается неясным, они предоставля-
ют перекрывающуюся или независимую информацию 
как биомаркеры [19, 20].

В данной работе мы исследовали распределение 
мутаций IDH1 / 2 в глиомах различных гистологических 
типов и степеней злокачественности методом анали-
за кривых плавления ДНК, выделенной из рутинных 
парафиновых срезов удаленных опухолевых тканей, 
фиксированных формальдегидом [21].

Разработанный нами протокол обеспечивал чув-
ствительность 5 % и показал 100 % корреляцию с ре-
зультатами определения мутаций с помощью «золотого 
стандарта» – секвенирования по Сэнгеру, чувствитель-
ность которого составляет 10–20 %. Показана лишь ча-
стичная ассоциация мутаций IDH1 / 2 и метилирования 
промотора гена MGMT в глиомах, что свидетельствует 
в пользу определения 2 биомаркеров для каждого па-
циента при выборе послеоперационной терапии.

Материалы и методы
Клинические материалы. Были использованы фик-

сированные формальдегидом, заключенные в пара-
финовые блоки ткани глиом, удаленные у пациентов, 
проходивших лечение в РОНЦ им. Н. Н. Блохина. 
Клинический диагноз был подтвержден двойным 
гистологическим исследованием всех образцов в от-
делении патологической анатомии опухолей чело-
века. Выборка из 210 глиом включала образцы II–IV 
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степеней злокачественности согласно классификации 
ВОЗ (табл. 1).

Выделение ДНК. Для выделения ДНК из тканей 
опухолей, заключенных в парафиновые блоки, ис-
пользовали срезы толщиной 25 мкм. После механи-
ческого выделения опухолевого материала из среза 
при микроскопическом контроле и депарафинизации 
его ксилолом (1 мин) ДНК выделяли с использованием 
набора QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Германия) 
по протоколу фирмы.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реаль-
ном времени и определение профиля плавления про-
дукта ПЦР. Использовали зонды типа TaqMan 
с флуо рофором ROX на 5’-конце и гасителем BHQ2 
на 3’-конце олигонуклеотида. Олигонуклеотиды 
были комплементарны к смысловой цепи ДНК, 
не содержащей мутаций. Весь анализ выполняли 
в одной пробирке, что снижало вероятность пере-
крестных загрязнений образцов. Состав прайме-
ров и зондов: IDH1 F-TCT TCA GAG AAG CCA 
TTA TC, R-CAC ATT ATT GCC AAC ATG A, зонд 
5’ (ROX) CATAAGCATGACGACCTATGATGAT 
(BHQ2) 3’ (продукт ПЦР 118 пар нуклеотидов (п. н.)); 
IDH2 F-AAA CAT CCC ACG CCT AGT CC, R-AAA 
GTC TGT GGC CTT GTA CTG C, зонд 5’ (ROX) 
CATGGGCGTGCCTGCCAATGGTGA (BHQ2) 3’ 
(продукт ПЦР 171 п. н.). Кодоны, соответствующие 
аргининам 132 в IDH1 и 172 в IDH2, в которых на-
блюдаются мутации в опухолях, подчеркнуты. Реак-
ционная смесь имела следующий состав: 10-кратный 
реакционный буфер для ПЦР – 2,5 мкл; ДНК-поли-
мераза Hot Start Taq (Евроген, Россия) – 1,2–2,5 ед. 
активности на реакцию; MgCl

2
 – 2,5 ммоль; дезокси-

нуклеотидтрифосфаты – до 200 мкмоль; прямой прай-
мер – 12 пкмоль; обратный праймер – 1,2 пкмоль 
(для обеспечения преимущественной амплификации 
смысловой цепи в асимметричной ПЦР); зонд TaqMan 
(Синтол, Россия) – 5 пкмоль; вода – до общего объ-
ема 25 мкл; не менее 40 нг ДНК-матрицы. Реакцию 
проводили в амплификаторе CFX96 (Bio-Rаd, США) 
для обеих пар праймеров следующим образом: 95 °С – 
3 мин, (95 °С – 13 с, 54 °С – 40 с, 72 °С – 20 с) × 40 
циклов; затем плавление продукта ПЦР: при темпе-
ратуре 95 °С 1 мин, при 54 °С 8 мин, от 54 до 90 °С по-
вышение температуры на 0,3 °С при каждом шаге 
с продолжительностью шага 12 с. В качестве матрицы 
для положительного контроля использовали клониро-
ванный в плазмидном векторе pTZ57R / T (Fermentas, 
Литва) продукт ПЦР IDH1 и IDH2 дикого и мутант-
ного типов соответственно.

Определение чувствительности метода выявления му-
таций IDH плавлением продукта ПЦР. Чувствительность 
метода определяли анализом кривых плавления про-
дуктов в 3 независимых ПЦР, в которых в качестве ма-
трицы использовали смесь клонированных аллелей ди-
кого и мутантного типов IDH в разных соотношениях. 
За порог чувствительности принимали минимальную 

концентрацию мутантного аллеля в смеси с аллелем 
дикого типа в процентах, при которой еще выявлялся 
двухфазный характер кривой.

Определение нуклеотидной последовательности 
продукта ПЦР. После проведения симметричной ПЦР 
продукт реакции разделяли в 2 % агарозном геле, вы-
деляли из геля замораживанием / оттаиванием и опре-
деляли нуклеотидную последовательность ампликона, 
используя указанные выше праймеры, в Центре кол-
лективного пользования «Геном» НИИ молекулярной 
биологии им. В. А. Энгельгардта по протоколу Центра.

Метил-специфичная ПЦР для гена MGMT. Реакцию 
проводили как описано ранее [22]. Использовали 2 на-
бора праймеров к верхней цепи ДНК, конвертирован-
ной в результате обработки бисульфитом натрия с по-
мощью готового набора EZ DNA Methylation Kit (Zymo 
Research, США): 1) для метилированной последователь-
ности сенс – 5’ TTT CGA CGT TCG TAG GTT TTC GC 
(1063 п. н.), антисенс № 1 – 5’ GCA CTC TTC CGA AAA 
CGA AAC G (1122 п. н.), антисенс № 2 – 5’ ACC ACT 
CGA AAC TAC CAC CGT CC (1158 п. н.); 2) для неме-
тилированной последовательности сенс – 5’ GTG TTT 
TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT (1059 п. н.), антисенс 
№ 1 – 5’ AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA CAA AAC A 
(1127 п. н.), антисенс № 2 – 5’ ACC ACT CAA AAC TAC 
CAC CAT CC (1158 п. н). Позиции праймеров указа-
ны по сиквенсу гена MGMT NC_000 010.11 (GenBank), 
начиная от –1000 п. н. от старта транскрипции. ПЦР 
проводили по следующей программе: 95 °С – 5 мин, 
(95 °С – 30 с, 60 °С для праймеров к метилированной 
последовательности и 64 °С для праймеров к немети-
лированной последовательности – 30 с, 72 °С – 40 с) × 
40 циклов, 72 °С – 10 мин. Фрагменты ДНК, получен-
ные в процессе ПЦР, разделяли в 4 % агарозном геле 
с бромистым этидием (0,5 мкг / мл).

Результаты
Определение мутаций IDH1 / 2 флуоресцентным ана-

лизом кривых плавления продуктов ПЦР. Первоначаль-
но ДНК из 24 образцов глиобластом анализировали 
одновременно секвенированием по Сэнгеру и ПЦР 
в реальном времени с флуоресцентно-меченными зон-
дами с последующим анализом кривых плавления про-
дуктов ПЦР. На рис. 1 представлены примеры кривых 
плавления продуктов ПЦР и подтверждения мутацион-
ного статуса IDH1 / 2 секвенированием. Гетеродуплекс, 
образующийся между мутантным аллелем и зондом, 
не имеющим мутации, имеет более низкую темпера-
туру плавления, чем гомодуплекс зонда с аллелем ди-
кого типа. Однофазная кривая плавления указывает 
на присутствие аллелей только дикого типа, двухфазная 
кривая с дополнительным пиком со сниженной тем-
пературой плавления – на смесь молекул мутантного 
и дикого типов.

При разработке протокола учитывали влияние 
на температуру плавления гетеро- и гомодуплексов, 
сочетания флуорофора и гасителя, длины зондов, 
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использования сенс- или антисенс-цепи ДНК в качест-
ве мишени для зонда и некоторых других условий [23].

В нашей выборке во всех случаях на двухфазных 
кривых сдвиг температур плавления для мутантных ал-
лелей по сравнению с диким типом составлял 4–8 °С, 
что значительно превышает соответствующий сдвиг 

при использовании интеркалирующих флуоресцент-
ных красителей для анализа кривых плавления (не бо-
лее 1 °С) [24]. Широкий интервал между температурами 
плавления мутантного и дикого вариантов позволяет 
не опасаться получения ложных результатов за счет 
различий температур плавления продуктов ПЦР с раз-
ными вариантами замен оснований в анализируемом 
кодоне на несколько градусов (см. рис. 1, сравни IDH1 
R132H и R132C). Таким образом, с помощью одних 
и тех же праймеров и зонда предложенный протокол 
позволяет выявлять различные варианты точечных 
мутаций в анализируемом кодоне, описанные в лите-
ратуре [5].

Результаты определения мутационного статуса 
2 методами полностью совпали, что говорит о специ-
фичности разработанного протокола.

Определение чувствительности метода анализа 
кривых плавления в нашей модификации показало, 
что минимальная концентрация мутантного аллеля 
в смеси с аллелем дикого типа, при которой еще вы-
является двухфазный характер кривой плавления, со-
ставляет 5 % (рис. 2).

Рис. 1. Определение гетерозиготных мутаций IDH1 и IDH2 в образцах 
глиом 2 методами: а – кривые плавления продуктов полимеразных цеп-
ных реакций (ПЦР), проведенных с праймерами к участкам генов IDH1 
и IDH2, включающих кодоны для аргинина 132 (R132) и 172 (R172)
соответственно; анализ основан на разнице температур плавления 
дуплексов, образующихся между зондом и аллелями дикого (wt) или му-
тантного типов; б – определение нуклеотидной последовательности 
секвенированием по Сэнгеру продукта ПЦР; овалом отмечены кодоны, 
соответствующие R132 и R172
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Частота мутаций IDH1 / 2 в глиомах. Используя 
описанный протокол, мы провели анализ мутаций 
IDH1 / 2 в 210 образцах глиом различных степеней 
злокачественности и гистологических типов (см. 
табл. 1). В глиомах II и III степеней злокачественно-
сти частота мутаций IDH1 / 2 составила 74 %. Глиомы, 
содержащие клетки с олигодендроцитарным типом 
дифференцировки, достоверно чаще (28 из 33) имели 
мутации IDH1 / 2, чем астроцитомы разных степеней 
злокачественности (14 из 24; р = 0,014). Таким образом, 
мутации выявляются уже в глиомах низких степеней 
злокачественности. В табл. 1 представлена суммарная 
частота мутаций в первичных и вторичных глиобласто-
мах (IV степень злокачественности), которая составила 
14 %. Подавляющее большинство образцов IV степени 
злокачественности в нашей выборке составляли вновь 
диагностированные глиобластомы без возможности 
их разделения по клинической истории на первич-
ные и вторичные глиобластомы (предшественники 
последних – глиомы II и III степеней злокачествен-
ности). Низкая частота мутаций (14 %) в глиобласто-
мах по сравнению с глиомами более низких степеней 
злокачественности указывает на преобладание в на-
шей выборке первичных глиобластом, для которых эти 

мутации являются редкими [25, 26]. Преобладающим 
(79 %) типом мутаций во всех глиомах были мутации 
IDH1, при этом большинство из них были мутациями 
IDH1R132H. Только в 3 из 50 глиом, имеющих мута-
ции IDH1, были обнаружены другие варианты замен 
оснований в том же кодоне. Мутации IDH2 составляли 
21 % от всех выявленных мутаций и были представле-
ны наиболее распространенным типом мутаций R172K 
во всех случаях, кроме одного с мутацией R172М (см. 
рис. 1). Одновременного присутствия мутаций IDH1 
и IDH2 не обнаружено ни в одном случае.

Мутации IDH1 / 2 и метилирование промотора гена 
MGMT в глиомах. Метилирование MGMT было вы-
явлено в 126 (60 %) из 210 глиом (табл. 2). При этом 
мы не наблюдали преобладания этого маркера в ка-
ком-либо из подтипов глиом (данные не представ-
лены). Мутации IDH1 / 2 присутствовали лишь в 42 
(33 %) из 126 опухолей, в которых наблюдалось 
метилирование MGMT. С другой стороны, мутации 
IDH1 / 2 не всегда сопровождались метилированием 
гена MGMT. В 17 (27 %) из 64 глиом, имеющих му-
тации, не выявлено метилирования MGMT. Таким 
образом, наблюдалась лишь частичная ассоциация 
2 биомаркеров.

Таблица 1. Частота мутаций генов IDH1 и IDH2 в глиомах

Гистотип Степень злокачественности* Мутация гена IDH1 Мутация гена IDH2

Астроцитома II 3/6 1/6

Олигодендроглиома II 4/5 0/5

Олигоастроцитома II 7/9 2/9

Анапластическая астроцитома III 9/18 1/18

Анапластическая олигодендроглиома III 8/12 2/12

Анапластическая олигоастроцитома III 5/7 0/7

Всего 36/57 (63) 6/57 (11)

Глиобластома IV 14/153 (9) 8/153 (5)

Примечание. Здесь и в табл. 2: цифры в скобках – частота события в процентах. 
*Степень злокачественности по классификации Всемирной организации здравоохранения [1].

Таблица 2. Соотношение мутаций IDH1/2 и метилирования MGMT в глиомах

Степень злокачествен-
ности*

Частота meMGMT
meMGMT mutIDH1/2

mutIDH1/2 wtIDH1/2 meMGMT unMGMT

II + III 41/57 28/41 13/41 32/42 10/42

IV 85/153 14/85 71/85 15/22 7/22

Всего 126/210 (60) 42/126 (33) 84/126 (67) 47/64 (73) 17/64 (27)

Примечание. meMGMT – ген MGMT метилирован; unMGMT – ген MGMT не метилирован; mutIDH1/2 – гены IDH1/2 мутированы; 
wtIDH1/2 – дикий тип генов.
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Обсуждение
Обнаружение мутаций анализом кривых плавления 

ДНК с использованием зондов типа TaqMan является 
нетрудоемким, быстрым и относительно недорогим 
методом, снижающим возможность перекрестных кон-
таминаций образцов [21, 23]. Лежащая в основе мето-
да ПЦР позволяет использовать фрагментированную 
ДНК, выделенную из рутинных парафиновых срезов 
опухолевых тканей, фиксированных формальдегидом. 
Сравнение полученных результатов с «золотым стан-
дартом» выявления мутаций прямым определением 
последовательности нуклеотидов по Сэнгеру показало 
100 % корреляцию в выборке из 24 образцов, что гово-
рит о специфичности разработанного протокола. Ис-
пользование этого протокола позволяет обнаружить 
мутации, если они присутствуют всего в 5 % молекул 
ДНК в образце. Таким образом, чувствительность ме-
тода в данной модификации составила 5 %, что срав-
нимо с чувствительностью определения мутаций IDH 
методом пиросеквенирования (5 %), требующего до-
рогостоящего оборудования, и существенно превы-
шает чувствительность секвенирования по Сэнгеру 
(10–20 %) [27].

Высокая частота мутаций IDH1 / 2 уже при II сте-
пени злокачественности (17 (85 %) из 20 глиом) ука-
зывает на раннее появление этих мутаций и их вклад 
в глиомогенез. Глиомы, содержащие клетки с олиго-
дендроцитарным типом дифференцировки, достоверно 
чаще имели мутации IDH1 / 2, чем астроцитомы разных 
степеней злокачественности (р = 0,014), как это на-
блюдалось и в других исследованиях. В целом резуль-
таты, полученные предложенным методом, хорошо 
согласуются с данными, опубликованными для других 
популяций [20, 25, 28]. Это говорит о корректности ис-
пользованного протокола, с одной стороны, и об отсут-
ствии специфических особенностей частоты мутиро-
вания и распределения мутаций IDH1 / 2 между типами 
глиом в российской популяции пациентов, с другой. 
Насколько нам известно, это 1-е исследование рас-
пространенности мутаций IDH1 / 2 в глиомах в России.

Метилирование промотора MGMT выявлено нами 
в 60 % глиом, что согласуется с частотой метилирова-
ния в других популяциях [17]. При этом присутствие 
мутаций IDH1 / 2 лишь в 33 % глиом, имеющих метили-
рование MGMT, указывает на существование других ме-
ханизмов метилирования MGMT в глиомах помимо сни-
жения активности α-кетоглутаратзависимых ферментов. 
С другой стороны, мутации IDH1 / 2 не сопровождались 
метилированием гена MGMT в 27 % глиом, имеющих 
мутации. Это говорит о необходимости каких-то допол-
нительных условий для метилирования гена, помимо из-
менения активности IDH1 / 2. Обнаруженная частичная 
ассоциация между метилированием MGMT и мутация-
ми IDH1 / 2 указывает на необходимость анализа статуса 
обоих маркеров для ведения больных после удаления 
глиом. Определение 2 маркеров тем более важно, по-
скольку каждый из них имеет независимую ассоциацию 
с повышенной выживаемостью пациентов, подверга-
ющихся радиотерапии в сочетании с алкилирующими 
агентами, и, по-видимому, различным образом влияет 
на клинический ответ на терапию [29, 30].

Заключение
Разработан протокол метода плавления ДНК 

для анализа мутаций генов IDH1 / 2 в глиомах, позво-
ляющий определять мутации с чувствительностью 5 %. 
Специфичность определения мутаций подтверждена 
секвенированием по Сенгеру в 24 образцах. В результате 
анализа более 200 глиом показаны раннее появление 
мутаций в процессе прогрессии глиом, преобладание 
мутаций IDH1, более высокая частота мутаций IDH1 / 2 
в глиомах олигодендроглиального происхождения 
по сравнению с другими гистотипами глиом. Однов-
ременное определение мутаций IDH1 / 2 и метилиро-
вания промотора MGMT, предсказательного маркера 
чувствительности глиом к химиотерапии алкилирую-
щими агентами, выявило лишь частичную ассоциацию 
2 биомаркеров. Данные свидетельствует о пользе необ-
ходимости определения обоих биомаркеров для каждо-
го пациента при выборе послеоперационной терапии.

Авторы выражают благодарность А. В. Лихтенштейну за консультации в процессе выполнения работы.
Работа выполнена при частичной поддержке Российского научного фонда (грант № 15-15-00125).
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Введение
Злокачественные новообразования молочной желе-

зы занимают лидирующее место среди онкологических 
заболеваний у женщин. Статистика, представленная 
Global Burden of Disease Cancer Collaboration, свиде-
тельствует, что ежегодно регистрируется более 1,8 млн 
случаев впервые выявленного рака молочной железы 
(РМЖ) и отмечено более 13 млн случаев инвалидности 
и нетрудоспособности [1]. Ежегодно умирают более 

Действие акадезина на клетки рака молочной железы  
в условиях гипоксии

А.М. Щербаков1, Н.Э. Вавилов1, О.Е. Андреева1, Б.В. Тяглов2  , А.С. Миронов2,  
Р.С. Шакулов2, К.В. Лобанов2, С.В. Яроцкий2, А.А. Штиль1

1ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБУ «Государственный научно-исследовательский институт генетики и селекции промышленных микроорганизмов»;  
Россия, 117545 Москва, 1-й Дорожный проезд, 1

Контакты: Александр Михайлович Щербаков alex.scherbakov@gmail.com

Производное рибозида акадезин (5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-β-D-рибофуранозид) проходит клинические испытания 
как перспективный противоопухолевый препарат. Внутриклеточная мишень акадезина аденозинмонофосфат-активируемая 
протеинкиназа (АМРК, adenosine monophosphate-activated protein kinase) – важный регулятор энергетического метаболизма. 
Правомерно предположить, что акадезин окажется активен в условиях гипоксии опухолей. В нормоксии (инкубация клеток в ат-
мосфере с 21 % кислорода) акадезин вызывал торможение пролиферации и гибель клеток аденокарциномы молочной железы, в том 
числе линии триж ды негативного рака. При снижении парциального давления кислорода до 1 % (экспериментальная гипоксия) 
акадезин ингибировал активацию промотор-репортерной конструкции, обусловленную транскрипционным фактором HIF-1α 
(hypoxia inducible factor 1 alpha). Этот эффект наблюдали при действии акадезина в концентрациях, сопоставимых с цитоток-
сическими. Акадезин сохранял цитотоксичность в условиях гипоксии и снижал обусловленную гипоксией устойчивость клеток 
линии MDA-MB-231 к действию цисплатина. Эти результаты расширяют область применения акадезина и позволяют предпо-
ложить его эффективность в комбинированных режимах лекарственной терапии рака молочной железы, в том числе для опухо-
лей с низкой оксигенацией.

Ключевые слова: акадезин, рак молочной железы, линия клеток MCF-7, гипоксия, транскрипционные факторы

DOI: 10.17650/2313-805X-2017-4-1-60-64

Effect of acadesine on breast cancer cells under hypoxia

A.M. Shcherbakov1, N.E. Vavilov1, O.E. Andreeva1, B.V. Tyaglov2  , A.S. Mironov2,  
R.S. Shakulov2, K.V. Lobanov2, S.V. Yarotskiy2, A.A. Shtil’1

1N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia; 
2State Research Institute of Genetics and Selection of Industrial Microorganisms; 1 1st Dorozhnyy Proezd, Moscow 117545, Russia

The riboside derivative acadesine (5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribofuranoside) is currently being tested in clinical trials  
as a promising anti-tumor drug. Intracellular target of acadesine is adenosine monophosphate-activated protein kinase (АМРК), an important 
regulatory molecule of energy metabolism. It is expected that acadesine would be active in tumors under hypoxia conditions. In normoxia (cells 
incubated in 21 % oxygen), acadesine inhibited proliferation and induced cell death of breast adenocarcinoma, including the triple negative 
breast cancer line. When oxygen partial pressure was decreased to 1 % (experimental hypoxia), acadesine inhibited activation of reporter  
construct responsive to HIF-1α (hypoxia inducible factor 1 alpha) transcription factor. This effect was observed for acadesine  
in concentrations close to cytotoxic. Acadesine retained cytotoxicity under hypoxia and decreased the survival of the MDA-MB-231 cell line 
when used in combination with cisplatin. These results considerably widen acadesine’s field of application and allow to assume its efficacy in 
chemotherapy combination regimens for breast cancer, including the tumors with low oxygenation.

Key words: acadesine, breast cancer, MCF-7 cell line, hypoxia, transcription factors

460 тыс. больных [1]. Ограниченная эффективность 
гормоно- и химиотерапии и развитие лекарственной 
устойчивости остаются причинами столь неблагопри-
ятного течения заболевания. Способность противоо-
пухолевых препаратов снижать уровень пролиферации 
и вызывать гибель опухолевых клеток лимитируется 
и физиологическими условиями в опухоли, главным 
образом снижением парциального давления кислорода 
(гипоксия).
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Поиск новых возможностей индукции гибели 
опухолевых клеток при минимальном повреждении 
неопухолевых проводится в химических классах так 
называемых метаболических регуляторов. В послед-
ние годы исследованы противоопухолевые эффекты 
бигуанидов (высокоспецифичные агонисты аденозин-
монофосфат-активируемой протеинкиназы (adenosine 
monophosphate-activated protein kinase, АМРК) и регу-
ляторы митохондриального метаболизма), дихлора-
цетата (модулятор митохондриального метаболизма), 
FK866 (регулятор обмена никотинамидадениндинукле-
отида), аргининдеиминазы (регулятор биодоступности 
аргинина) и других препаратов нового поколения [2–
5]. Для отдельных метаболических регуляторов успеш-
но завершены I и II фазы клинических исследований.

Ранее нами установлена способность акадезина 
(5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-β-D-рибофу-
ранозида) – агониста AMPK – вызывать неапоптоти-
ческую гибель опухолевых клеток при минимальном 
повреждении неопухолевых [6]. Действие акадезина 
показано на различных моделях: он подавлял проли-
ферацию клеток ретинобластомы [7], нейробластомы 
[8], рака поджелудочной железы [9], гепатомы [10], ме-
ланомы [11], B-лимфоцитарного лейкоза [12] и РМЖ 
[13]. Акадезин вызывал торможение роста трансплан-
татов ретинобластомы у бестимусных мышей на ~ 50 % 
[14]. O. S. El-Masry и соавт. обнаружили, что чувстви-
тельность клеток РМЖ к акадезину зависит от гисто-
логической принадлежности. Так, в клетках линии 
T47D акадезин вызывает задержку клеточного цикла, 
а в клетках линий MCF-7 и MDA-MB-231 наблюдаются 
признаки апоптоза [13].

Акадезин активирует AMPK – основной внутри-
клеточный метаболический сенсор. Для AMPK-
зави симой гибели необходима LKB-1 (liver kinase 
B1) – серин-треониновая протеинкиназа, фосфо-
рилирующая AMPK [15]. В неопухолевых клетках 
основная роль AMPK заключается в перестройке ме-
таболизма на время накопления аденозинмонофос-
фата (АМФ) / дефи цита аденозинтрифосфата (АТФ), 
в частности усиливаются окисление жирных кислот 
и гликолиз. Одновременно с этими процессами низкое 
содержание АТФ вызывает замедление пролиферации 
до восстановления энергетического пула. Несколь-
ко сложнее устроена регуляция AMPK в опухолевой 
клетке. С одной стороны, дефицит АТФ «переклю-
чает» клетку на режим голодания (усиление глико-
лиза, блокирование mTOR-сигнального пути и т. д.), 
с другой, вследствие злокачественной трансформа-
ции не происходит остановки пролиферации, и это 
определяет возможность апоптоза после истощения 
запаса питательных веществ. Акадезин, явля ющийся 
миметиком АМФ, приводит опухолевую клетку в со-
стояние «мнимого» голодания, которое заканчивается 
различными формами клеточной гибели (в зависимо-
сти от гистологического типа опухоли) [6, 13]. В ка-
честве объяснения AMPK-индуцированной гибели 

опухолевых клеток часто рассматривают участие этой 
киназы в p53-опосредованных каскадах. AMPK фос-
форилирует p53 по серину 15, что, в свою очередь, 
приводит к стабилизации белка и его накоплению 
в митохондриях [16–18]. Фосфорилированный p53 
индуцирует высвобождение проапоптотического белка 
BAK из комплекса с Bcl-xL с последующим усилением 
апоптоза и, соответственно, чувствительности клетки 
к химиотерапевтическим агентам [19, 20].

Среди белков-партнеров AMPK, регулирующих 
выживаемость опухолевых клеток при действии про-
тивоопухолевых препаратов, важную роль играет 
транскрипционный фактор, опосредующий эффек-
ты гипоксии (hypoxia inducible factor 1 alpha, HIF-
1α) [21, 22]. На линии рака предстательной железы 
DU145 показано, что AMPK участвует в регуляции 
HIF-1α-зависимых процессов [21]. В. Faubert и со-
авт. обнаружили значительное снижение экспрессии 
HIF-1α в клетках с подавленной экспрессией AMPK 
[23], однако данные о действии агонистов AMPK 
(метформин, акадезин) на активность HIF-1α от-
сутствуют. Мы предположили, что акадезин  влияет 
на активность HIF-1α в клетках РМЖ и регулирует 
их выживаемость.

Материалы и методы
Линии клеток и культивирование. Клетки РМЖ 

человека линий MCF-7, HCC1395 и MDA-MB-231 
получены из American Type Culture Collection (США) 
и хранились в криобанке РОНЦ им. Н. Н. Блохина. 
Идентичность линий подтверждали с помощью ана-
лиза коротких тандемных повторов (GORDIZ, Россия). 
Линии MCF-7, HCC1395 и MDA-MB-231 культиви-
ровали в модифицированной Дульбекко среде Игла 
(DMEM, ПанЭко, Россия), содержавшей 10 % эмбри-
ональной сыворотки телят (HyClone, CША), пируват 
натрия (0,11 мг / мл) (ПанЭко, Россия) и 50 ед. / мл 
гентамицина (ПанЭко, Россия), при температуре 37 
°С в 5 % СО

2 
при относительной влажности 80–85 %. 

В экспериментах использовали культуры в логариф-
мической стадии.

Оценка цитотоксичности. Этот показатель оп-
ределяли в МТТ-тесте, основанном на восстановле-
нии жизнеспособными клетками 3- [4,5-диметилтиа-
зол-2]-2,5-дифенилтетразолбромида [24]. Значение 
IC

50
 (концентрация препарата, при которой выживает 

50 % клеток) вычисляли в GraphPad Prism методами 
нелинейной регрессии. Исследования влияния гипок-
сии на клетки РМЖ проводили в двухгазовом инку-
баторе Binder (Германия) с возможностью снижения 
парциального давления кислорода до 1 %.

Оценка HIF-1α-зависимой трансактивации гена- 
репортера. Для определения транскрипционной ак-
тивности HIF-1α клетки линии MCF-7 трансфици-
ровали плазмидой, содержащей репортерный ген лю-
циферазы под контролем респонсивного элемента, 
активируемого гипоксией (hypoxia response element, 
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HRE-LUC). Плазмида HRE-LUC была предостав-
лена G. Melillo [25]. Для трансфекции использовали 
Metafectene PRO (Biontex Laboratories, Германия). Для 
котрансфекции использовали плазмиду, содержащую 
ген β-галактозидазы под контролем промотора цитоме-
галовируса (pCMV-β-gal). Активность этого промотора 
не регулируется гипоксией. Определение активности 
люциферазы проводили на планшетном люминометре 
TECAN Infinite M200Pro (Promega, США) согласно ре-
комендациям производителя; уровень β-галактозидазы 
определяли по стандартному протоколу на анализа-
торе MultiScanFC (ThermoScientific, США). HIF-1α-
зависимую трансактивацию выражали в условных 
единицах как отношение активности люциферазы 
к активности β-галактозидазы. Различия считали ста-
тистически значимыми при p < 0,05. Каждый опыт 
воспроизводили не менее 3 раз. Статистическую об-
работку данных осуществляли с помощью программ 
DATAPLOT и GraphPad Prism.

Иммуноблоттинг. Для проведения иммуноблоттин-
га клетки на стадии 80 % монослоя лизировали в 150 
мкл буфера следующего состава: 50 мM Трис-HCl pH 
7,4, 1 % Igepal CA-630, 150 мM NaCl, 1 мM этиленди-
аминтетраацетата, 1 мМ дитиотрейтола, по 1 мкг / мл 
апротинина, леупептина и пепстатина, по 1 мM фто-
рида натрия и ортованадата натрия. Образцы инку-
бировали на льду 20 мин, затем центрифугировали 
(10 000g, 10 мин, при температуре 4 °С), проводили 
электрофорез в 10 % полиакриламидном геле, пере-
нос белков на нитроцеллюлозную мембрану и иммуно-
блоттинг. Содержание общего и фосфорилированного 
AMPK и mTOR определяли с помощью антител Cell 
Signaling Technology (США). Детекцию выполняли 
с вторичными антителами к иммуноглобулину кроли-
ка, конъюгированными с пероксидазой хрена (Jackson 
ImmunoResearch, США) в системе для анализа LAS 
4000 (GE HealthCare, США).

Результаты и обсуждение
Цитотоксическое действие акадезина на клет-

ки РМЖ. Акадезин получали микробиологическим 
способом с использованием оригинального реком-
бинантного штамма [26]. Цитотоксическое действие 
акадезина анализировали на 3 линиях РМЖ: клетки 
гормонозависимого рака MCF-7, трижды негативно-
го рака MDA-MB-231 и HCC1395. MTT-тест, прове-
денный после 72-часовой инкубации клеток, показал, 
что IC

50
 акадезина для клеток MCF-7 (люминальный 

А подтип рака) составляет 0,28 мМ. Клетки трижды 
негативного рака MDA-MB-231 также чувствительны 
к акадезину: для этой линии значение IC

50
 составило 

0,05 мМ, для другой линии трижды негативного РМЖ 
HCC1395 – 0,86 мМ (средние величины по результа-
там 3 независимых экспериментов). Таким образом, 
акадезин демонстрирует достаточно высокую актив-
ность в отношении РМЖ различных молекулярных 
подтипов.

Акадезин, АМРК и гипоксия. В клетках акадезин 
превращается в фосфорилированный метаболит, ZMP 
(5-амино-1-β-D-рибофуранозилимидазол-4-карбо-
ксамид-монофосфат). Накопление ZMP приводит 
к индукции AMPK – сенсора изменений соотношения 
АМФ:АТФ. Ранее показано непосредственное участие 
AMPK в ответе клеток на гипоксию [21]. Мы пред-
положили, что гипоксия может модулировать дейст-
вие акадезина на AMPK-контролируемые процессы 
в клетках РМЖ.

Методом иммуноблоттинга установлено, что в нор-
моксии акадезин вызывает незначительное накопле-
ние фосфорилированной (активированной) формы 
AMPK в клетках линии MCF-7 (рис. 1). В услови-
ях гипоксии акадезин – более сильный активатор 
AMPK. При действии акадезина не выявлено изме-
нений активности протеинкиназы mTOR (mammalian 
target of rapamycin), одного из возможных эффекторов 
AMPK. Это может свидетельствовать об активации дру-
гих сигнальных путей в клетках РМЖ в обход mTOR.

Влияние акадезина на HIF-1α-зависимую транс-
активацию. Активация транскрипционного фактора 
HIF-1α – важнейший механизм адаптации опухоли 
к гипоксии [27, 28]. HIF-1α-зависимые сигналы опо-
средуют выживание опухоли в гипоксии. В частности, 
HIF1-α регулирует накопление фактора роста эндоте-
лия сосудов в опухоли и стимуляцию неоангиогенеза 
[29]. Оценку влияния акадезина на HIF-1α-зависимую 
транскрипцию проводили с помощью репортерного 
анализа. Клетки линии MCF-7 трансфецировали 
плазмидой, несущей ген люциферазы под контро-
лем HIF-1α-чувствительного промотора. Через 24 ч 
после трансфекции клетки помещали в инкубатор 
с содержанием 1 % кислорода. Через 8 ч измеряли 
активность люциферазы (см. Материалы и методы). 
На рис. 2 показано, что акадезин в относительно низ-
ких концентрациях (начиная с 0,12 мМ) снижает HIF-
1α-опосредованную трансактивацию. С увеличением 
концентрации акадезина падение активности HIF-1α 
нарастает; при 2 мМ акадезина трансактивирующая 

Фосфо-АМРК

АМРК

Фосфо-mTOR

mTOR

Акадезин, мМ
Нормоксия Гипоксия

Рис. 1. Гипоксическая активация AMPK – основной мишени акадезина. 
Клетки линии MCF-7 инкубировали с указанными дозами акадезина 
в нормоксии или гипоксии (1 % кислорода) в течение 24 ч. Экспрессию 
белков определяли методом иммуноблоттинга. AMPK – аденозинмо-
нофосфат-активируемая протеинкиназа (adenosine monophosphate-
activated protein kinase) 
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способность HIF-1α не отличается от таковой в нор-
моксии (отсутствие гипоксической индукции). Таким 
образом, акадезин эффективно ингибирует сигналинг, 
опосредованный HIF-1α, – механизм, важный для вы-
живаемости опухолевых клеток при пониженном со-
держании кислорода.

Устойчивость клеток РМЖ к действию цисплатина 
в гипоксии. Снижение оксигенации приводит к значи-
тельным метаболическим изменениям в опухолевой 
клетке: активируются гипоксические сигнальные пути 
(HIF-1α, VEGF / VEGFRs, FGF, PDGF), усиливаются 
гликолиз и активность транспортеров глюкозы [29–
31]. Вследствие этих изменений при гипоксии может 
снижаться чувствительность опухоли к химиопрепара-
там. На рис. 3 показано, что инкубация клеток линии 
MDA-MB-231 в атмосфере с 1 % кислорода снижает 
цитотоксичность цисплатина. Учитывая высокую ак-
тивность акадезина как индуктора AMPK и ингибитора 
HIF-1α в гипоксии, мы предположили, что с его по-
мощью возможно повысить чувствительность клеток 
к цисплатину. Комбинация цисплатина с акадезином 
была эффективна и в нормоксии, и в гипоксии: после 
72 ч инкубации выжило менее 30 % клеток. При этом 

акадезин повышает цитотоксичность цисплатина в ги-
поксии практически до соответствующего показателя 
в нормоксии, т. е. отменяет вызванное гипоксией по-
вышение выживаемости клеток с цисплатином.

Заключение
В целом представленные данные свидетельствуют 

о том, что акадезин участвует в регуляции сигнальных 
путей AMPK / HIF-1α, поддерживающих выживание 
клеток РМЖ в гипоксии. Комбинирование с акаде-
зином позволяет повысить цитотоксичность циспла-
тина. Этот результат особенно важен, так как при ги-
поксии эффективность цисплатина ограничена. Таким 
образом, обоснована перспективность использования 
акадезина для снижения выживаемости клеток РМЖ 
в условиях гипоксии. Один из механизмов такой 
сенситизации – блокирование акадезином HIF-1α-
зависимых молекулярных каскадов. С учетом значи-
тельной роли HIF-1α в усилении экспрессии VEGF-A 
соответственно, в развитии и поддержании сети вну-
триопухолевых сосудистых капилляров [32] высокую 
эффективность может показать комбинация антиан-
гиогенной терапии и акадезина.

Рис. 2. Ингибирование акадезином индуцированной активности HIF-
1α. Клетки MCF-7 трансфецировали плазмидой, несущей ген-репортер 
(люциферазу) под контролем HIF-1α-чувствительного промотора. Для 
контроля изменений генной транскрипции, независимых от гипоксии, 
использовали котрансфекцию клеток плазмидой pCMV-β-gal (см. Ма-
териалы и методы). HIF-1α активировали 8-часовой инкубацией кле-
ток в атмосфере с 1 % кислорода. HIF-1α-зависимую трансактивацию 
выражали в условных единицах как отношение активности люцифе-
разы к активности β-галактозидазы в лизатах клеток
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Рис. 3. Эффекты акадезина на выживаемость клеток рака молочной 
железы в гипоксии и в присутствии цисплатина. Данные МТТ-теста 
через 72 ч инкубации клеток линии MDA-MB-231 в нормоксии (21 % 
кислорода) или гипоксии (1 % кислорода); цисплатин (15 мкM), акаде-
зин (0,25 мМ); *p < 0,05 по сравнению с действием цисплатина в нор-
моксии
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