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вую деятельность он начал 
в то время, когда директором 
Всесоюзного онкологического 
научного центра был акаде-
мик Николай Николаевич Бло-
хин, которого Михаил Ивано-
вич считает своим учителем. 
Это время творческой дея-
тельности многих выдающих-
ся исследователей и  ученых 
нашей страны, новаторских 
изысканий в медицинской на-
уке. Данная школа заложила 
основу для стремительного 

Михаил Иванович  Давыдов  – 
блистательный хирург-онколог 
с  мировым именем, известный 
ученый, профессор, главный 
внештатный онколог Минздра-
ва России, академик РАМН 
и  РАН, главный онколог меди-
цинского центра Управления 
делами Президента России, 
член Европейского и Американ-
ского обществ хирургов, Меж-
дународного общества хирур-
гов и  Нью-Йоркской академии 
наук. По  оценкам международ-
ных экспертов, он входит в  пя-
терку лучших хирургов мира.
Михаил Иванович родился 
11 октября 1947 г. в г. Конотопе 
Сумской области УССР и  уже 
с детства отличался сильным ха-
рактером и лидерскими качест-
вами. Неудивительно, что его 
юность была связана со служе-
нием Родине. Еще школьником 
и  во время службы в  армии 
в воздушно-десантных войсках 
он профессионально занимал-
ся спортом и  стал мастером 
спорта СССР международного 
класса по  боксу. Сразу после 
окончания срочной службы 
Михаил Иванович твердо ре-
шил стать врачом и  поступил 
в  Первый Московский меди-
цинский институт им. И. М. Сече-
нова, а  пос ле его окончания  – 
в  ординатуру и  аспирантуру 
Всесоюзного онкологического 
научного центра.
Вся жизнь академика М. И. Да-
выдова связана с  Националь-
ным медицинским исследова-
тельским центром онкологии 
им. Н. Н. Блохина. Свою трудо-

и  мощного развития, которое 
происходило с  онкологиче-
ской наукой с 2001 г. – в пери-
од, когда Центр возглавил 
М. И. Давыдов. Сегодня Нацио-
нальный медицинский иссле-
довательский центр онколо-
гии им. Н. Н. Блохина является 
ведущей клиникой России 
и  Европы, одной из  самых 
крупных онкологических кли-
ник в ми ре, активным участни-
ком и  координатором дея-
тельности медицинских онко-
логических организаций мира, 
Европы, России и стран СНГ.
Блестящая хирургическая 
техника – одно из самых зна-
менитых профессиональных 
качеств академика Давыдо-
ва  – недаром его называют 
«Па ганини хирургии». Михаил 
Иванович  – создатель школы 
торако-абдоминальной хирур-
гии, главный идеолог и разра-
ботчик многих крупных на-
правлений в  хирургическом 
и комбинированном лечении 
опухолей легких, трахеи, 
бронхов, средостения, пище-
вода, желудка, поджелудоч-
ной железы, почек. В  стенах 
Национального медицинско-
го исследовательского цент-
ра онкологии им. Н. Н.  Бло-
хина проведены тысячи уни-
кальных операций, некоторые 
из  которых и  по сей день 
не выполняются нигде в мире. 
Бóльшая часть принципиаль-
но новых методик хирургии, 
отличающихся оригиналь- 
ностью технического испол-
нения, безопасностью и высо-

Академику Михаилу Ивановичу Давыдову – 70 лет

Утверждение классика 
о том, что красота спасет 

мир, широко известно. 
Но то, что красота может 
ежедневно спасать вполне 
конкретные человеческие 

жизни, знают немногие. Это 
«красота» онкологических 
операций, которые каждый 
день выполняет академик 
Михаил Иванович Давыдов.
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кой физиологичностью, раз-
работана и внедрена в прак тику 
лично М. И.  Давыдовым и  его 
учениками. Под его руководст-
вом разработаны и  регуляр- 
но совершенствуются методы 
предоперационной подготов-
ки и послеоперационного ин-
тенсивного ведения онколо-
гических больных.
Он является вдохновителем 
и  приоритетных направлений 
фундаментальных медицин-
ских исследований в  онколо-
гии. Академик М. И. Давыдов – 
действующий Президент Ассо-
циации онкологов России, 
основная деятельность кото-
рой направлена на улучшение 
методов и качества профилак-
тики, диагностики и  лечения 
онкологических заболеваний 
в России и под эгидой которой 
происходят крупнейшие науч-
ные и организационные собы-
тия в онкологии.
Михаил Иванович Давыдов 
является организатором ши-
рокой программы после-
вузовского образования в кли-
нической и фундаментальной 
онкологии. Под  его руковод-
ством защищены 57 доктор-
ских и  50 кандидатских дис-
сертаций. Он  – автор и  соав-
тор более 900 научных работ, 
включая 34 монографии 
и 9 научно-методических филь-
мов, 20 изобретений и  рацио-
нализаторских предложений.
В  период своего руководства 
РАМН (2006–2011) Михаил 
Иванович являлся инициато-
ром и  автором проектов, на-
правленных на  решение 
не только принципиальных за-
дач в российском здравоохра-
нении, но  и  социально-эконо-

мических вопросов. На протя-
жении всей профессиональной 
деятельности он всегда отстаи-
вает конституционное право 
граждан России на  бесплат-
ную, доступную, квалифициро-
ванную медицинскую помощь. 
Он придерживается четкой 
и  продуманной позиции в  от-
ношении построения системы 
онкологической службы в стра-
не и предпринимает активные 
шаги по  реализации приори-
тетных национальных проек-
тов в российском здравоохра-
нении. Именно М. И. Давыдову 
принадлежит идея создания 
программы Национальной 
стратегии по борьбе с онколо-
гическими заболеваниями, ко-
торая по заданию Правительст-
ва России активно разрабаты-
вается и  будет представлена 
в  Минздраве России уже 
до конца 2017 г.
Многолетняя плодотворная 
научная, клиническая, орга-
низационная работа Михаила 
Ивановича, его огромный 
вклад в российскую медицин-
скую науку отмечены высоки-
ми наградами. Ему присвоено 
звание «Заслуженный деятель 
науки России», он является 
лауреатом Государственной 
премии в области науки и тех-
ники, премии им. Т. И. Ерошев-
ского за лучшую работу в об-
ласти медицинской геронто-
логии и  гериатрии, премии 
«Триумф-наука» в  области 
наук о  жизни и  медицины, 
премии Правительства Рос-
сии в  области науки и  техни-
ки, премии им. А. Н.  Бакулева 
«За  выдающиеся достижения 
в  онкологии и  новаторские 
работы в  лечении интерак-
тивной патологии», междуна-

родной премии «Профессия – 
жизнь» в  номинации «За  вы-
дающийся вклад в  развитие 
клинической медицины в об-
ласти онкологии», россий-
ской премии Людвига Нобеля.

М. И.  Давыдов награжден ор-
деном «За заслуги перед оте-
чеством» IV степени, орденом 
Почета, орденом «За  заслуги 
перед Республикой Башкор-
тостан», орденом Украины 
«За заслуги» III степени, орде-
ном «За честь, доблесть, сози-
дание, милосердие», орденом 
«Звезда экономики России», 
золотой медалью им. А. Н. Ба-
кулева, золотой медалью ака-
демика Б. В. Петровского «Вы-
дающемуся хирургу мира».

Академик М. И. Давыдов – выда-
ющийся врач, высококвалифи-
цированный хирург, новатор, 
широко образованный ученый 
и  требовательный принципи-
альный организатор – пользует-
ся непререкаемым авторитетом 
среди своих коллег, в медицин-
ских кругах России и у мировых 
экспертов онкологии. Много-
летний самоотверженный труд 
на  благо онкологических паци-
ентов, умение увлекать едино-
мышленников личным приме-
ром, постоянная готовность 
оказать помощь снискали Миха-
илу Ивановичу огромное уваже-
ние коллег, сотрудников и  уче-
ников, безграничную любовь 
и благодарность больных.

Талантливые люди талантливы 
во  всем. Михаил Иванович  – 
тонкий ценитель музыки, вели-
колепный рассказчик, знаток 
оружия и  военной истории, 
знаменитый охотник, человек 
широкой и щедрой души.

Редакция журнала «Успехи молекулярной онкологии» поздравляет Михаила Ивановича 
с юбилеем и желает ему крепкого здоровья и профессиональных успехов!
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Химиотерапия: возможные риски при обращении  
с противоопухолевыми препаратами

Л.Г. Соленова, М.Г. Якубовская
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  

Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Лия Геннадьевна Соленова lsolenova@mail.ru

В России многочисленные контингенты работников, занятых в сфере здравоохранения, могут подвергаться воздействию противо-
опухолевых препаратов, многие из которых являются канцерогенными. Загрязнение рабочей среды медицинских работников ле-
карственными противоопухолевыми препаратами связано с функционированием всей внутрибольничной системы от этапа их 
доставки до утилизации медицинских отходов. Это подтверждается данными мониторинга загрязнения химиопрепаратами 
внутрибольничной среды с использованием современных методов анализа, выполненного в разных странах. Результат ежедневной 
и многолетней профессиональной экспозиции медицинского персонала к химиопрепаратам может реализоваться в виде цитоток-
сических эффектов, нарушения репродуктивной функции и повышения онкологического риска. Показано увеличение риска вро-
жденных пороков развития у детей, спонтанных абортов у работниц при профессиональной экспозиции к цитостатикам. По дан-
ным эпидемиологических исследований, у женского персонала, имевшего контакт с этими препаратами, чаще наблюдалось 
повышение риска возникновения рака молочной железы и других злокачественных новообразований. Об этом также свидетель-
ствуют данные онкологической заболеваемости фармацевтов и лабораторных работников с возможной профессиональной экс-
позицией к химиопрепаратам. В России необходимы контроль онкологической заболеваемости у медицинских работников и мо-
ниторинг загрязнения химиопрепаратами рабочей среды на постоянной основе, так как проецировать оценки, полученные 
в других странах, на производственные условия, имеющие место в отечественных онкологических учреждениях, неправомерно. 
Данные биологического и эпидемиологического мониторинга должны стать основой эффективной профилактики возможных 
рисков здоровью лиц, работающих с противоопухолевыми препаратами в нашей стране.

Ключевые слова: противоопухолевые препараты, профессиональная экспозиция, профессиональные группы, репродуктивные на-
рушения, онкологический риск, мониторинг

DOI: 10.17650/2313-805X-2017-4-3-10-20

Chemotherapy: some potential risks under antineoplastic drugs handling

L.G. Solenova, M.G. Yakubovskaya

Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

There is a large number of healthcare workers who may be exposed to anticancer drugs in different healthcare settings in Russia. Contamina-
tion of working environment, throughout the hospital medication system from hospital pharmacy to medical waste facilities, is found  
in a number of studies. Monitoring of the environmental contamination with these drugs was performed by different methods in various coun-
tries. Daily uptake of the anticancer drugs by the personnel exposed for many years may be realized in reproductive impairments and in-
creased cancer risk. The female healthcare workers who handle antineoplastic drugs showed a greater risk of birth defects in offspring, 
spontaneous abortions, breast cancer and a number of other cancer site revealed by epidemiological methods. Data on the cancer incidence 
of pharmacists and laboratory workers potentially exposed to the cytostatic drugs are provided. In Russia, the monitoring of occupational 
cytostatic exposure is required as it would not be correct to apply data obtained in other countries to the Russian conditions. The data for bio-
logical and epidemiological monitoring are considered as the background for effective prevention of adverse health effects in healthcare per-
sonnel exposed to antineoplastic drugs

Key words: antineoplastic drugs, occupational exposure, occupations, reproductive impairments, cancer risk, monitoring

В России, по статистическим данным, численность 
врачей в 2015 г. составила 543 604, а среднего медицин-
ского персонала – 1 309 846 человек [1]. Эта многочи-
сленная профессиональная группа весьма разнородна 
по условиям труда и характеру производственных воз-
действий. Больничная среда содержит широкий спектр 

соединений и их смесей, обладающих обширным диа-
пазоном неблагоприятных воздействий на человека: 
от острых токсических эффектов до нарушения репро-
дуктивной функции и повышения онкологического 
риска. Немалая доля медицинских работников занята 
лечением онкологических больных и в условиях 
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использования современных методов диагностики 
и лечения подвергается воздействию вредных профес-
сиональных факторов: ионизирующего и неионизиру-
ющего излучения, химиотерапевтических средств. 
По данным на 2016 г., в лечебно-профилактических 
учреждениях России работали 7271 онколог, 1247 ра-
диологов и 314 радиотерапевтов [2].

По классификации Международного агентства 
по изучению рака 14 химиопрепаратов отнесены к до-
казанным канцерогенам и ряд цитостатиков – к весь-
ма вероятным канцерогенам для человека [3, 4]. Объ-
ем научной литературы, посвященной экспозиции 
различных групп медицинских работников к противо-
опухолевым препаратам и ее последствиям, чрезвы-
чайно велик. В последние 20 лет данная проблема ин-
тенсивно изучается в разных странах. Центр по борьбе 
с болезнями и профилактике при Национальном ин-
ституте медицины труда США регулярно публикует 
на своем сайте перечни научных работ, посвященных 
изучению последствий вредных воздействий произ-
водственной среды на медицинский персонал. В одной 
из недавних таких публикаций приведен обширный 
(более 200) список работ, посвященных различным 
аспектам этой чрезвычайно актуальной проблемы [5]. 
Несмотря на то что почти 40 лет известно о риске раз-
личных нарушений здоровья медицинских работников, 
связанном с профессиональным воздействием химио-
препаратов, проблема остается актуальной по ряду 
причин. Онкологическая заболеваемость продолжает 
расти, что, в свою очередь, определяет рост использо-
вания противоопухолевых препаратов. Современная 
практика безопасного обращения с ними не обеспе-
чивает полного устранения возможного риска, суще-
ствующего для персонала в различных больничных 
условиях. Наряду с онкологией цитостатики находят 
все большее применение в других областях медицины, 
что ведет к расширению профессиональных контин-
гентов, подвергающихся их воздействию.

Профессиональные группы, подвергающиеся 
воздействию химиопрепаратов
Работники онкологических учреждений – профес-

сиональный контингент, вероятность производствен-
ного воздействия на который канцерогенных химио-
терапевтических средств наиболее высока. Однако 
химиопрепараты назначают не только онкологическим 
больным, в настоящее время их широко применяют 
и для лечения целого ряда неонкологических заболе-
ваний (табл. 1).

Большая группа фармацевтических работников 
имеют непосредственный контакт с противоопухоле-
выми препаратами при их производстве, хранении, 
доставке, фасовке и отпуске в лечебные подразделе-
ния. Работники научно-исследовательских учрежде-
ний, изучающие вопросы канцерогенеза и лечения 
опухолей, в ходе экспериментальных исследований 
также подвергаются воздействию канцерогенных фак-
торов, включая химиопрепараты. В таких учрежде-
ниях и работники вивария, обеспечивающие уход 
за экспериментальными животными, имеют контакт 
с их шерстью и экскрементами, которые могут быть 
загрязнены канцерогенными веществами [7].

Еще одной группой, которая может подвергаться 
действию противоопухолевых препаратов, являются 
врачи и персонал ветеринарных клиник, в практике 
которых могут быть животные, страдающие онколо-
гическими заболеваниями [8].

Уровни экспозиции работников к противоопухолевым 
препаратам
По имеющимся данным, к настоящему времени 

количественная оценка содержания химиопрепаратов 
в больничной среде дана для менее чем 5 % препаратов, 
используемых в клинической практике, в то время 
как показано, что их упаковка при поступлении от про-
изводителя в 100 % случаев загрязнена исходными 
веществами [9, 10].

Таблица 1. Противоопухолевые препараты, применяемые в разных областях медицины (адаптировано из [6])

Область медицины Препарат

Ревматология Циклофосфамид, азатиоприн, ритуксимаб, абатацепт, такролимус

Трансплантология Циклоспорин, такролимус, сиролимус, микофенолат

Инфекционные болезни Ганцикловир

Акушерство / гинекология Метотрексат

Урология Митомицин, валрубицин

Хирургия глаза, мочевого пузыря, трахеи Митомицин

Отделение скорой помощи Метотрексат

Офтальмология Митомицин

Общая фармацевтическая сеть Все перечисленные выше препараты в твердой дозированной лекарственной форме
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На уровень экспозиции медицинского персонала 
к противоопухолевым препаратам влияют следующие 
факторы:

• характер работы (приготовление лекарства, 
введение, удаление отходов и др.);

• количество изготавливаемого препарата;
• частота и длительность работы с препаратом;
• вероятность адсорбции препарата кожными 

покровами работника;
• использование вентилируемых боксов, лами-

нарных шкафов, биологически безопасных 
камер;

• использование средств индивидуальной за-
щиты;

• опыт работы, формирующий защитный харак-
тер профессионального поведения при обра-
щении с противоопухолевыми препаратами.

Контакт работника с химиопрепаратами возмо-
жен при ингаляционном поступлении образующего-
ся аэрозоля, паров препарата при приготовлении ле-
карственной формы для введения больным, попадании 
на кожу при соприкосновении с упаковочными по-
верхностями, загрязненными флаконами, шприцами, 
брызгами при выполнении инъекций, случайными 
уколами шприцом и биологическими средами паци-
ентов (кровью, мочой, экскрементами, рвотными мас-
сами) и др. Не исключено и пероральное поступление 
в случае загрязнения рук.

Степень риска здоровью работника, которую могут 
представлять химиопрепараты, зависит от их лекарст-
венной формы. Таблетки из прессованного порошка, 
не покрытые оболочкой, являются источником наи-
более интенсивного выделения частиц препарата в воз-
дух рабочей зоны с образованием аэрозоля и создают 
непосредственную угрозу ингаляционного поступле-
ния в организм работника. Примерами подобного ро-
да являются прессованные лекарственные формы ци-
клофосфамида (ЦФ), метотрексата, мелфалана, 
6-меркаптопурина и др. Капсулированные и покрытые 
оболочкой препараты представляют меньший риск, 
однако в случае нарушения оболочки капсулы или 

разрушения таблетки высока вероятность загрязнения 
рабочих поверхностей препаратом и поступления его 
в больничную среду. Цитостатиками может быть за-
грязнена наружная поверхность флакона (например, 
от 0,5 нг до 2,4 мкг на флакон 5-фторурацила), внут-
ренняя поверхность упаковки-блистера, при вскрытии 
которого препарат поступает в зону дыхания работни-
ка [6, 11, 12].

В производственной среде медицинских учрежде-
ний наблюдается широкий диапазон уровней загряз-
нения. Как правило, наиболее высокие концентрации 
химиопрепаратов обнаруживаются в производствен-
ных помещениях аптек (табл. 2). В Германии были 
обследованы 102 аптеки на содержание в производст-
венной среде препаратов платины (1008 проб) и 5-фтор-
урацила (1237 проб). Самые высокие концентрации 
обнаружены на полках, где хранятся препараты, 
и на поверхности пола [13].

Изучение устойчивости к деградации метотрексата, 
паклитаксела, ЦФ, 5-фторурацила и оксалиплатина 
при попадании их на поверхности из нержавеющей 
стали в условиях больничной среды показало, что они 
стабильны в течение 48 ч. Деградация их усиливалась 
только спустя 144 ч, т. е. в течение 6 сут после поступле-
ния во внешнюю среду они могут сохранять свои не-
гативные свойства [19]. Менее устойчивым оказался 
винкристин, статистически значимое снижение кон-
центрации которого (р <0,05) в результате деградации 
наблюдалось в течение 48 ч. Метод определения содер-
жания ЦФ и ифосфамида в пыли, удаляемой с по-
мощью фильтровальных дисков с последующим их ана-
лизом, чаще всего используется при мониторинге 
загрязнений окружающей среды. Другим подходом 
к оценке экспозиции к химиопрепаратам является 
определение их содержания в моче медицинского пер-
сонала. В некоторых исследованиях показана связь 
загрязнения рабочих поверхностей с присутствием 
препаратов в моче персонала [20]. По результатам ка-
надского обследования медицинского персонала он-
кологического подразделения, в котором использовал-
ся ЦФ, 55 % из 201 пробы мочи содержали его выше 

Таблица 2. Содержание некоторых химиопрепаратов в производственной среде медицинских учреждений

Вещество Помещение Концентрация (среднее значение), 
пк / см2 Страна [ссылка] 

Платина Аптека 0,2–1,7 (0,57) ФРГ [13] 

5-фторурацил Аптека 2,5–10 000 (5,34) ФРГ [13] 

Циклофосфамид

Больница (туалет для пациентов) до 95 000 Швеция [14] 

Больница 0,05–10 800 (3,3) Швеция [15] 

Больница 75-й перцентиль:10,8; 6,9 Канада [16–18] 

Ветеринарная лечебница до 2400 США [8] 

Ифосфамид Больница 0,13–95 000 (4,2) Швеция [15] 
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уровня чувствительности метода (0,050 нг / мл), а его 
средняя концентрация составила 0,156 нг / мл. Воздей-
ствие цитостатиков может распространяться и на пер-
сонал, непосредственно не занятый в проведении ме-
дицинских процедур. Так, наибольшая доля проб мочи 
с его содержанием, превышающим предел чувствитель-
ности метода, была обнаружена в группе, состоящей 
из волонтеров, онкологов, вспомогательного персона-
ла, диетологов, а не в группе персонала, непосредст-
венно занятого введением препарата больным [21].

Остается открытым вопрос о том, какой из методов 
мониторинга (содержание химиопрепаратов в поверх-
ностных образцах или моче персонала) адекватно от-
ражает экспозицию. Анализ данных 21 исследования, 
в котором были использованы оба метода мониторин-
га одних и тех же противоопухолевых препаратов, по-
казал отсутствие статистически значимой корреляции 
между их результатами. В то же время наблюдалось 
снижение уровня исследуемых препаратов, зафикси-
рованное обоими методами, после введения защитных 
мер [22]. Таким образом, результаты обоих методов 
целесообразно рассматривать в качестве индикаторов 
присутствия химиопрепаратов в больничной среде.

Методы оценки воздействия химиопрепаратов 
на медицинский персонал
Противоопухолевая терапия канцерогенными ци-

тостатиками ставит вопрос о том, насколько она без-
опасна для персонала. Генотоксичность многих ци-
тостатиков известна давно. На основании этого 
эффекта и эпидемиологических данных о повышенном 
риске развития вторых первичных опухолей у онколо-
гических пациентов, прошедших химиотерапию, они 
и отнесены к доказанным канцерогенам для человека 
[23, 24]. Не обладая селективностью по отношению 
к раковым и здоровым клеткам, генотоксичные проти-
воопухолевые препараты вызывают широкий спектр 
побочных эффектов у пациентов, а также могут вызы-
вать те же эффекты у медицинских работников как ре-
зультат ежедневной и многолетней профессиональной 
экспозиции [25]. Безусловно, уровни воздействия, ко-
торым подвергается персонал, проводящий химиотера-
пию, во много раз меньше терапевтических доз, исполь-
зуемых у онкологических больных в процессе лечения. 
Однако продолжительное воздействие на персонал 
малых доз в конечном итоге может проявиться в виде 
кумулятивного канцерогенного или тератогенного эф-
фекта. Несмотря на принимаемые меры безопасности, 
медицинский персонал полностью не защищен от воз-
действия противоопухолевых препаратов: их следы об-
наруживаются по всей цепочке внутрибольничной си-
стемы: от этапа доставки до удаления отходов [26].

Исследования загрязнения противоопухолевыми 
препаратами внутрибольничной среды, проведенные 
в разных странах, свидетельствуют о том, что контакт 
с ними медицинского персонала в той или иной сте-
пени неизбежен [27]. Для оценки их воздействия 

на медицинский персонал применяются следующие 
подходы:

• определение уровня генотоксического повреж-
дения;

• выявление нарушений репродуктивной функ-
ции;

• оценка степени онкологического риска в свя-
зи с экспозицией к химиотерапевтическим 
препаратам.

Определение уровня генотоксического повреждения. 
При повреждении ДНК частота хромосомных аберра-
ций в лимфоцитах периферической крови и слущен-
ных клетках буккального эпителия, а также число 
микро ядер выше у экспонированных, чем у контроль-
ной группы. Главный недостаток методов их опреде-
ления заключается в отсутствии специфичности эф-
фектов, которые могут наблюдаться при воздействии 
любого генотоксичного агента: различных химических 
соединений, включая табакоспецифические канцеро-
гены, определенные типы радиации, вирусные инфек-
ции. Невозможно также отделить влияние возраста, 
поведенческих (курения, питания и др.) и других фак-
торов на результаты тестирования. Тем не менее более 
половины из превышающих сотню опубликованных 
к 2013 г. работ свидетельствуют о статистически зна-
чимой связи профессиональной экспозиции к химио-
препаратам с изучаемыми генотоксическими эффек-
тами [28]. Несмотря на указанные недостатки, 
тестирование медицинского персонала по показателям 
генотоксического повреждения широко применяется 
в современной практике оценки воздействия химио-
препаратов, так как дает быстрый ответ не только 
на присутствие генотоксического агента в производ-
ственной среде, но, что более важно, идентифицируют 
реакцию организма работника, являясь ориентиром 
потенциального канцерогенного риска. В условиях 
применения современных средств защиты персонала 
от воздействия противоопухолевых препаратов, даже 
в случаях, когда уровень их содержания в больничной 
среде ниже чувствительности определения физико-
химическими методами, тесты на генотоксическое 
повреждение по-прежнему остаются незаменимым 
инструментом мониторинга, позволяющим проводить 
оценку текущего уровня экспозиции к химиопрепара-
там [29–31]. Поскольку тесты по определению уровня 
хромосомных аберраций и микроядер в клетках об-
следуемого персонала дают представление об общем 
генотоксическом поражении, то именно они исполь-
зовались для оценки эффекта множественных и ком-
плексных экспозиций, создаваемых присутствием 
противоопухолевых препаратов в производственной 
среде. Наибольшее количество исследований к насто-
ящему времени проведено с помощью теста на хромо-
сомные аберрации, который рассматривается в каче-
стве «золотого стандарта» [32].

В последнее 10-летие для оценки уровня повреж-
дения ДНК широкое распространение в различных 
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исследованиях получил «комет-тест» – менее трудо-
емкий и более дешевый метод выявления генотокси-
ческого повреждения [33–35]. В 2014 г. он был законо-
дательно введен для тестирования фармакологических 
препаратов на канцерогенную опасность в странах 
Организации экономического сотрудничества и разви-
тия [36, 37]. Данные, полученные с помощью «комет-
теста» с использованием лимфоцитов медицинских 
сестер, работающих с генотоксичными противоопухо-
левыми препаратами, свидетельствуют о повышении 
уровня генотоксического повреждения медицинского 
персонала в среднем на 30 % по отношению к контроль-
ной группе людей [38, 39].

Противоопухолевые препараты вызывают образо-
вание большого числа свободных радикалов, поража-
ющих молекулы белков, липидов, нуклеиновых кислот, 
что, в конечном итоге, ведет к окислительному (окси-
дативному) стрессу. Наиболее выраженно он может 
проявляться у онкологических больных в виде побочных 
эффектов химиотерапии. Показатели окислительного 
стресса также используются для оценки раннего токси-
ческого эффекта химиопрепаратов. Их статистически 
значимые различия у медицинских сестер, имеющих 
контакт с этими препаратами, по сравнению с контроль-
ными лицами дают основания предполагать, что у пер-
сонала с экспозицией к противоопухолевым препаратам 
наблюдается окислительный стресс менее явный, 
чем у онкологических больных. Однако это не исклю-
чает возможности его реализации в виде клинически 
выраженной патологии в последующем [40, 41].

Оценка влияния профессиональной экспозиции к про-
тивоопухолевым препаратам на репродуктивную функцию 
медицинских работников. Влияние на репродуктивную 
функцию женщин – один из аспектов, которому уде-
ляется существенное внимание применительно к ха-
рактеристике вредных последствий профессионально-
го контакта с химиопрепаратами. Репродуктивная 
система – наиболее уязвима при действии этих соеди-
нений. Особенно оно сказывается на развитии плода, 
так как гипотетически химиопрепараты оказывают 
такой же эффект на растущий плод, как и на быстро 
пролиферирующие раковые клетки. В исследованиях, 
проведенных до 1990 г., отсутствуют описания мер пре-
досторожности при работе c противоопухолевыми пре-
паратами, и можно полагать, что они были менее стро-
гими, чем в последующие годы. Несмотря на то, 
что исследования были проведены в разных странах 
с использованием различных эпидемиологических ме-
тодов, в большинстве из них отмечался статистически 
значимый повышенный риск спонтанных абортов 
и врожденных пороков развития (ВПР) у потомства 
медицинского персонала с экспозицией к цитостатикам 
(р <0,05) [42–47].

В отечественном исследовании, проведенном 
в НИИ медицины труда РАМН показано, что при про-
фессиональной экспозиции матери до зачатия ребен-
ка к анестетикам и цитостатикам повышение относи-

тельного риска (ОР) ВПР в 3,3 раза у детей было 
статистически значимым (95 % доверительный интер-
вал (ДИ) 1,3–8,5), у детей отцов с аналогичной экспо-
зицией такое же повышение риска было незначимо 
(ОР 3,2; 95 % ДИ 0,6–18,8) [48].

Нарушение репродуктивной функции наблюдает-
ся и у женщин других профессиональных групп, име-
ющих производственный контакт с цитостатическими 
препаратами. По данным австралийского исследова-
ния, включавшего 321 женщину-ветеринара (633 бе-
ременности), у тех из них, кто в течение беременности 
имел дело с цитостатиками, в 2 раза статистически 
значимо был повышен риск ВПР у детей (ОР 2,08; 95 % 
ДИ 1,05–4,15) [49].

Метаанализ результатов нескольких эпидемиоло-
гических исследований повышает статистическую 
значимость доказательства причинно-следственных 
связей, если таковые обнаруживаются. Из исследова-
ний, опубликованных в 1966–2004 гг., в которых был 
изучен данный аспект, были выбраны 7 работ, отвеча-
ющих критериям включения в данный метаанализ. Он 
выявил увеличение риска ВПР у детей в 1,64 раза, 
близкое к уровню статистической значимости (95 % 
ДИ 0,91–2,94) и незначимое повышение частоты 
мертво рождений (ОР 1,16; 95 % ДИ 0,73–1,82). Ста-
тистически значимо оказался увеличен риск спон-
танных абортов (ОР 1,46; 95 % ДИ 1,11–1,96) [50]. 
Совокупный анализ исследований, проведенных 
к февралю 2014 г., посвященных изучению этого ас-
пекта, и обширных материалов специализированных 
электронных баз данных дал аналогичные результаты: 
незначимое повышение риска ВПР и статистически 
значимое повышение риска спонтанных абортов – 
ОР 1,46 (95 % ДИ 1,11–1,92) [51]. Среди многочислен-
ных причин спонтанного прерывания беременности 
немаловажное место занимают хромосомные и другие 
аномалии плода, несовместимые с дальнейшим его 
развитием или ведущие к ВПР, которые могут быть 
вызваны генотоксичностью противоопухолевых пре-
паратов. На индивидуальном уровне это проявляется 
в виде определенной патологии, а на популяцион-
ном – оборачивается существенными социальными 
потерями.

В контексте профессионального воздействия про-
тивоопухолевых препаратов на потомство немаловаж-
ным представляется их влияние на онкологический 
риск у детей. В исследовании, проведенном в РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина, повышенный в 1,8 раза (р <0,01) 
риск развития злокачественных новообразований (ЗН) 
был выявлен у детей, чьи матери до зачатия имели про-
фессиональный контакт с медицинскими препаратами, 
а также работавших лаборантами (ОР 1,7; р <0,05). 
У детей отцов тех же профессиональных групп повы-
шение риска ЗН было статистически незначимым. Из-
за малого числа случаев не было возможности выделить 
медицинских работников, контактировавших с отдель-
ными группами медицинских препаратов [52].
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Приведенные данные свидетельствуют о необхо-
димости мониторинга репродуктивных нарушений 
в профессиональных контингентах, подвергающихся 
воздействию противоопухолевых препаратов.

Онкологический риск у медицинских работников 
с экспозицией к противоопухолевым препаратам. В ха-
рактеристике, определяющей опасность лекарственных 
препаратов для персонала, канцерогенность стоит 
на 1-м месте. Тем не менее риск возникновения ЗН 
у медицинского персонала, контактирующего с про-
тивоопухолевыми препаратами, исследовался в неболь-
шом числе работ вследствие трудности разделения 
экспозиции к противоопухолевым препаратам и дру-
гим неблагоприятным профессиональным воздейст-
виям. Описаны случаи ЗН у лиц, имевших длительный 
контакт с препаратами против рака мочевого пузыря, 
назофарингеальной карциномы [53, 54]. По данным 
датского канцер-регистра, статистически незначимо 
повышен риск лейкозов (ОР 2,85; 95 % ДИ 0,51–16,02) 
у врачей, проработавших не менее 6 мес в отделениях, 
где лечили онкологических больных [55]. Преоблада-
ющее число работ посвящено изучению риска ЗН у ме-
дицинских сестер, как наиболее подверженной воз-
действию цитостатиков профессиональной группе. 
В Канаде прослежена когорта из 56 213 медицинских 
сестер, проработавших в профессии не менее 1 года 
в период 1974–2000 гг. У тех из них, кто когда-либо 
работал в онкологическом центре или онкологических 
отделениях, по сравнению с другими медицинскими 
сестрами, наблюдалось статистически значимое повы-
шение риска рака молочной железы (РМЖ) (ОР 1,83; 
95 % ДИ 1,03–3,23) и рака прямой кишки (ОР 1,87; 
95 % ДИ 1,07–3,29) [47].

Повышенный риск РМЖ прослеживается и в дру-
гих, менее масштабных работах. В исследовании, 
проведенном в Исландии методом случай–контроль 
внутри когорты, у медицинских сестер наблюдалось 
статистически значимое повышение почти в 3 раза 
риска РМЖ (ОР 2,83; 95 % ДИ 1,03–7,81). При уче-
те подразделений, в которых они работали, самый 
высокий, но статистически незначимый риск, был 
у медицинских сестер, работавших с цитостатиками 
(ОР 1,65; 95 % ДИ 0,53–5,17). Однако статистически 
значимых различий между подразделениями не на-
блюдалось [56].

В России этим же методом проведено исследование 
среди сотрудников РОНЦ им. Н. Н. Блохина со стажем 
работы в данном учреждении не менее 5 лет. У сотруд-
ниц, имевших производственный контакт с противо-
опухолевыми препаратами, риск РМЖ и лейкозов был 
выше, хотя различия были статистически незначимы 
(для РМЖ – ОР 1,7; 95 % ДИ 0,7–4,6; для лейкозов – 
ОР 2,1; 95 % ДИ 0–92). У мужчин этой группы повы-
шения общего риска ЗН и риска ЗН отдельных лока-
лизаций не наблюдалось [57].

Результаты исследования загрязнения рабочих мест 
в медицинских учреждениях свидетельствуют о том, 

что наиболее высокие концентрации химиопрепаратов 
обнаруживаются в аптечных помещениях, и это дела-
ет фармацевтов группой повышенного онкологическо-
го риска. Экспозиция данной профессиональной груп-
пы включает не только противоопухолевые препараты, 
но и другие канцерогенные соединения (растворители, 
дегти, формальдегид и т. д.), эффекты которых трудно 
разделить. Онкологическая заболеваемость в когорте 
из 8499 фармацевтических работниц (ассистентов и фа-
совщиц) прослежена в период 1970–1990 гг. в Дании 
по национальному канцер-регистру. Общая онколо-
гическая заболеваемость в когорте не отличалась от по-
пуляционной. В 1,5 раза был статистически значимо 
повышен риск немеланомного рака кожи (95 % ДИ 
1,1–2,1), особенно в группе с большим стажем работы 
ассистентом (ОР 2,8; 95 % ДИ 1,6–4,6). Незначимо 
повышенный риск неходжкинской лимфомы был вы-
явлен у ассистентов (в 1,7 раза) и фасовщиц (в 2,4 ра-
за). В подгруппе фасовщиц со стажем работы в про-
фессии не менее 15 лет он был почти 4-кратно 
статистически значимо повышен (ОР 3,7; 95 % ДИ 
1,2–8,9). В аналогичной подгруппе ассистентов данные 
опухоли не наблюдались. Авторы объясняют это мо-
лодым составом ассистентов, у 2 / 3 которого латентный 
период развития неходжкинской лимфомы (около 
20 лет) не достигнут. Полученные результаты не по-
зволили связать показатели риска с определенными 
профессиональными факторами [58].

Как отмечалось выше, работа в биомедицинских 
лабораториях сопряжена с воздействием широкого 
спектра мутагенных и канцерогенных химических, 
физических и биологических агентов. Не исключено 
и воздействие химиопрепаратов. По данным санитарно-
гигиенической паспортизации РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина, проведенной в 2002 г., на тот момент 265 сотруд-
ников его научно-исследовательских лабораторий 
имели производственный контакт с различными хи-
мическими канцерогенами, включая цитостатики [57]. 
Актуальность изучения онкологического риска у ра-
ботников медицинских и биологических лабораторий 
несомненна, но ситуация с оценкой экспозиции в этой 
группе еще сложнее, чем у фармацевтов, так как спектр 
профессиональных воздействий шире за счет не толь-
ко разнообразных химических, но и физических, и био-
логических факторов. Характерным результатом дли-
тельного прослеживания больших контингентов 
лабораторных работников в Финляндии, Швеции, 
США и Израиле является сниженный общий риск воз-
никновения ЗН по сравнению с населением. Это может 
быть объяснено «эффектом здорового рабочего», 
при котором происходит самоотбор лиц в данную про-
фессиональную группу с изначально более хорошими 
показателями здоровья и меньшей распространен-
ностью вредных привычек [59–64]. Повышенный риск 
ряда локализаций ЗН, отмеченный в приведенных 
работах, не достигал статистической значимости. 
Исключение составил РМЖ. У работниц шведских 
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и израильских лабораторий выявлен статистически 
значимо повышенный его риск, особенно у лиц с дли-
тельным (>10 лет) стажем работы в химических лабо-
раториях [60, 64, 65]. Анализ результатов 45 исследо-
ваний работников биологических лабораторий 
обнаружил пониженный общий онкологический риск 
и широкий диапазон риска рака поджелудочной же-
лезы (0,5–6,3), головного мозга (0,7–9,4) и неходжкин-
ской лимфомы (0,6–51,5). Ограничения, касающиеся 
интерпретации результатов большинства исследова-
ний, – низкая статистическая значимость показателей 
риска и неопределенность ретроспективной оценки 
экспозиции [66].

Подходы к профилактике производственного 
воздействия химиопрепаратов
Из методов санитарно-гигиенической профилак-

тики наиболее эффективным было бы полное устране-
ние химиопрепаратов из производственной среды, 
но достижение нулевого уровня вряд ли возможно. 
Предельно допустимые концентрации противоопухо-
левых препаратов в рабочей зоне до сих пор не установ-
лены ни в США, ни в странах Европы [67]. На основе 
мониторинга загрязнения аптечных помещений в Гер-
мании предложена допустимая ориентировочная ве-
личина 5-фторурацила на уровне 0,1 нг / см2, концент-
рации которого были наиболее высокими (0,117 нг / см2), 
как индикатора присутствия цитостатиков в производ-
ственной среде [68]. Вместе с тем предлагаются осно-
ванные на генотоксичности новые подходы к опреде-
лению порога действия и установлению предельно 
допустимых концентраций цитостатиков для производ-
ственных условий [69].

На сегодняшний день ограниченность эпидемио-
логических данных, характеризующих причинно-след-
ственные связи между воздействием химиопрепаратов 
и онкологическим риском у медицинского персонала, 
побудила использовать широко практикуемую мето-
дологию оценки риска, позволяющую рассчитать ве-
роятность возникновения нежелательного эффекта 
в результате воздействия какого-либо вредного фак-
тора на конкретную группу людей при специфических 
условиях экспозиции. По расчетам американских ав-
торов, годовой риск рака мочевого пузыря и лейкозов 
у мужчин и лейкозов у женщин от экспозиции к ЦФ 
примерно одинаков и находится в диапазоне от 1,4 
до 10,0 дополнительных случаев на 1 млн в год [70]. 
По данным голландских исследователей, показатель 
риска при кожном воздействии ЦФ в течение 40 лет 
при среднем уровне экспозиции составил 0,27 (диапа-
зон 0–40) дополнительных случаев лейкоза на 1 млн 
онкологических медицинских сестер в год. Не исклю-
чено, что при несоответствующих условиях труда и бо-
лее высоких уровнях воздействия базовый уровень 
риска (1 дополнительный случай лейкоза на 10 млн 
в год) может быть превышен [71]. Следует отметить 
широкий диапазон оценок и то, что они касаются 

только ЦФ и уровней его содержания в рабочей зоне 
медицинских учреждений, зафиксированных в США 
и Нидерландах, где в медицинскую практику введены 
строгие меры по охране труда при работе с противо-
опухолевыми препаратами (специальные закрытые 
транспортные системы и биологически безопасные 
камеры, строгие правила использования средств ин-
дивидуальной защиты). Поэтому нельзя переносить 
эти оценки на медицинский персонал, имеющий про-
изводственный контакт с другими противоопухолевы-
ми препаратами и работающий в других, менее без-
опасных, условиях труда.

Вопросы оценки экспозиции к противоопухолевым 
препаратам, разработки профилактических мер, на-
правленных на минимизацию ее воздействия на меди-
цинский персонал исключительно актуальны для на-
шей страны. Приведенная выше штатная численность 
онкологов в России явно не отражает истинное число 
работников, экспонированных к противоопухолевым 
препаратам. Ведущаяся в стране паспортизация кан-
церогеноопасных организаций, нацеленная на оценку 
численности профессиональных контингентов, под-
вергающихся воздействию канцерогенных факторов 
на рабочем месте, практически не затронула медицин-
ские учреждения. Единственной организацией, где она 
была проведена, стал РОНЦ им. Н. Н. Блохина [72]. 
Результаты паспортизации показали, что 21 % (n = 606) 
работавших имели производственный контакт с про-
тивоопухолевыми препаратами. В их число не были 
включены санитарки, уборщицы и другой вспомога-
тельный персонал, а как свидетельствуют приведенные 
выше данные, загрязнение пола, мебели в онкологи-
ческих подразделениях существенно расширяет кон-
тингент лиц, которые могут подвергаться воздействию 
цитостатиков. Таким образом, медицинские учрежде-
ния, где имеет место их использование, необходимо 
включить в процесс паспортизации канцерогеноопас-
ных организаций, которая ведется в стране в рамках 
социально-гигиенического мониторинга и направле-
на на профилактику профессиональных канцероген-
ных воздействий.

В сложившейся ситуации можно дать только кос-
венную оценку численности этих контингентов 
в России. По данным переписи населения США, 
на конец 1990-х годов число лиц, профессионально 
экспонированных к действию опасных лекарствен-
ных препаратов, превышало 5,5 млн. В это число 
вошли работники, занятые в их производстве, тран-
спортировке, обращении с ними в лечебных учреж-
дениях вплоть до удаления отходов [73]. Население 
России в 2,2 раза меньше, чем в США [74], но при 
всей условности сопоставлений можно ожидать, 
что в нашей стране число лиц с профессиональной 
экспозицией к опасным лекарственным препаратам 
может составлять сотни тысяч человек. Предполо-
жительно, что многие тысячи из них могут иметь 
контакт с противоопухолевыми препаратами на ра-
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бочем месте. Критическая ситуация наблюдается 
в отношении научного обоснования мер профилак-
тики: отсутствуют отечественные работы по оценке 
экспозиции к цитостатикам и риска ее неблагопри-
ятных последствий для медицинского персонала. 
Для сравнения: на сайте Национального института 
медицины труда США приведен перечень 129 зару-
бежных исследований, выполненных только за по-
следние 3 года (2014–2016), посвященных актуаль-
ным вопросам обращения с противоопухолевыми 
препаратами [75]. Как уже указывалось, неправомер-
но проецировать оценки, полученные в других стра-
нах, на производственные условия, имеющие место 
в отечественных онкологических учреждениях.

Номенклатура противоопухолевых препаратов 
постоянно расширяется. Все большее распростране-
ние получают таргетные препараты. Известны острые 
симптомы, кардиопатия, которые возникают у паци-
ентов при лечении таргетными препаратами. В отно-
шении медицинского персонала таких данных нет. 
К этим препаратам неприменимы критерии, приня-
тые для классификации цитостатиков (генотоксич-
ность, канцерогенность). Озабоченность вызывает 
и экспозиция персонала к моноклональным антите-
лам, широко вошедшим в онкологическую практику 
и характеризующихся такой же неопределенностью 
относительно их классификации. Они упоминаются 
лишь в малом числе руководств по безопасному об-
ращению с противоопухолевыми препаратами. С уче-
том увеличения применения указанных препаратов 
явно назрела необходимость разработки методов 
оценки экспозиции и мер предосторожности при ра-
боте с ними [76, 77].

Приведенные данные свидетельствуют о том, 
что проблема безопасного обращения с химиопре-
паратами остается актуальной, так как несмотря 
на принимаемые меры, возможность поступления 
их в рабочую среду сохраняется, создавая опасность 
контакта с ними медицинского персонала. Если ее 
нельзя полностью устранить, то следует по возмож-
ности минимизировать [78]. Руководства по безопас-
ному обращению с противоопухолевыми препара-
тами существуют во всех развитых странах, включая 
и Россию [79]. Руководство, не являясь нормативным 
документом, носит рекомендательный характер, 
но в США, например, в 2013 г. в ряде штатов (Ва-
шингтон, Калифорния и Северная Каролина) в ста-
дии принятия находились законы, обязывающие 
работодателей строго выполнять требования Руко-
водств по безопасному обращению с противоопухо-
левыми препаратами и защите персонала с соответ-
ствующими юридическими последствиями при 
их неисполнении [6]. Руководства периодически 
перерабатываются с учетом новых научных данных 
и изменений условий труда, с введением новых 
средств и технических устройств, позволяющих сни-
зить опасность экспозиции, с вводом в лечебную 

практику новых противо опухолевых препаратов. 
В рекомендациях Европейской комиссии 2016 г., 
отражающих ее политику в области профилактики 
возможных рисков при работе с цитостатиками, 
их профилактика определена как долгосрочная стра-
тегия, обеспечивающая устойчивость и гибкость 
здравоохранительной системы Европейского союза. 
В рекомендациях указывается на необходимость раз-
работки законодательных и технических мер, на-
правленных на охрану здоровья работающих, а так-
же мониторинг на постоянной основе экспозиции 
к цитостатикам и его эффективное внедрение в стра-
нах Европейского союза [80].

В России к 2015 г. 35 лекарственных препаратов 
внесены в список канцерогенных веществ в отечест-
венный нормативный документ – Санитарно-эпиде-
миологические правила и нормативы «Канцерогенные 
факторы и основные требования к профилактике 
канцерогенной опасности» [4]. Согласно гигиениче-
ской классификации условий труда работа с противо-
опухолевыми лекарственными средствами независи-
мо от их концентрации в воздухе рабочей зоны 
отнесена к классу вредности 3.4, т. е. наиболее вред-
ному [81]. Вместе с ратифицированной в 2017 г. Кон-
венцией 139 Международной организации труда 
«О профилактике и контроле профессиональных ри-
сков, вызываемых канцерогенными веществами 
и агентами», законодательными актами России, на-
правленными на охрану здоровья работающих, эти 
документы составляют нормативно-правовую основу 
профилактики ЗН при работе с канцерогенными ле-
карственными препаратами, а также реализации пра-
ва работника на безопасные условия труда.

В условиях невозможности достижения нулево-
го содержания цитостатиков в производственной 
среде особую значимость приобретает техническое 
оснащение онкологических учреждений биологи-
чески безопасными кабинетами, закрытыми систе-
мами транспортировки химиопрепаратов внутри 
больничной сети и прочими техническими средст-
вами, ограничивающими контакт персонала с ними. 
Административный контроль должен включать 
проведение обязательного инструктажа работников 
для информирования их об опасности химиопре-
паратов и формирования осознанной необходимо-
сти профессионального поведения с использовани-
ем средств индивидуальной защиты, строгом 
соблюдении правил техники безопасности, исклю-
чающем небрежность при работе с данными препа-
ратами. Помимо строгого выполнения уже сущест-
вующих рекомендаций [79], необходимо иметь 
собственные данные мониторинга производствен-
ной среды, оценки риска нарушения здоровья 
для различных профессиональных групп и произ-
водственных условий в целях разработки и внедре-
ния адекватных мер профилактики, встроенных 
в систему здравоохранения страны.
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Метаболические аспекты адоптивной иммунотерапии 
опухолей
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В широком ряду методов лечения онкологических заболеваний особое место принадлежит иммунотерапии – терапевтическому 
подходу, использующему возможности иммунной системы организма в поддержании генетического постоянства его клеток и тка-
ней. Иммунотерапия нацелена на то, чтобы вызывать разрушение опухолевых клеток Т-лимфоцитами, чьи рецепторы способны 
распознать пептиды мутантных белков, связанные с молекулами главного комплекса гистосовместимости. В клинической прак-
тике Т-лимфоциты способны вызывать стойкое улучшение и даже полное излечение больных, опухоли которых устойчивы к дру-
гим доступным методам лечения. Ряд работ, появившихся в последние годы, указывают на то, что эффективность такой те-
рапии в значительной степени зависит от процессов энергетического метаболизма Т-лимфоцитов. Существуют несколько 
подходов, способных модулировать метаболизм Т-лимфоцитов и достичь оптимального проявления их противоопухолевых свойств.

Ключевые слова: противоопухолевый иммунитет, гликолиз, Т-клеточный рецептор, иммунологическая память, иммуно-
метаболизм
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Metabolic aspects of adoptive immunotherapy of tumors

D.B. Kazanskiy, Yu.Yu. Silaeva, A.A. Kalinina, M.A. Zamkova, L.M. Khromykh, N.A. Persiyantseva, L.Kh. Dzholokhava

Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

In wide number of approaches to treatment of cancer immunotherapy plays special role. This approach exploits capabilities of immune sys-
tem to support genetic constancy of different cells and tissues of the organism. Immunotherapy is designed to induce tumor cell destruction  
by T-lymphocytes whose receptors can recognize peptides of mutant proteins complexed with the molecules of the major histocompatibility 
complex. In clinical practice T-lymphocytes can result in sustained and complete responses in patients whose cancers were resistant to avai-
lable treatment options. Recent evidences suggest that efficiency of such therapy generally depends on metabolic properties of T-lymphocytes. 
A number of approaches allows modulate T-cell metabolism providing strategies to optimize activity of anti-tumor T-lymphocytes. 

Key words: anti-tumor immunity, glycolysis, T-cell receptor, immunological memory, immunometabolism

Прогрессирование рака от локализованной опу-
холи к метастатической болезни ассоциировано 
со снижением сроков выживаемости и эффективности 
дальнейшего лечения пациентов [1]. Терапевтические 
подходы, успешные при метастатических солидных 
опухолях, ограничены, и заболевание продолжает про-
грессировать [2, 3]. В таких случаях иммунотерапия 
может быть использована как метод лечения онколо-
гических пациентов. Она осуществляется посредством 
адоптивного переноса (переноса иммунитета вместе 
с лимфоидными клетками донора) Т-лимфоцитов, 
инфильтрирующих опухоль (TIL), или Т-лимфоцитов, 
модифицированных генно-инженерными методами 
с использованием ингибиторов иммунологической 
толерантности, способных усилить функции Т-клеток 
[4–6].

Теоретические предпосылки, обосновывающие 
перспективность применения иммунотерапии в борь-
бе со злокачественными новообразованиями, описаны 
нами в ряде более ранних обзоров [7–9]. Трансдукцию 
Т-лимфоцитов пациента осуществляют генетическими 
конструкциями, кодирующими компоненты Т-клеточ-
ного рецептора (TCR) или других молекул (химерные 
антигенные рецепторы (CAR)), способных специфи-
чески распознать антигены на поверхности опухолевой 
клетки [7].

Иммунотерапия при раке успешно используется, 
приводит к полному и продолжительному клиниче-
скому ответу на лечение у пациентов с некоторыми 
видами онкологических заболеваний, в том числе с ме-
ланомой и острым лимфобластным лейкозом [10–12], 
и в настоящее время исследуется как метод лечения 
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ряда других типов опухолей [13]. Результаты недавних 
исследований выявили некоторые из механизмов, по-
средством которых Т-клетки элиминируют диссеми-
нированные клетки опухоли, и показали, что статус 
дифференцировки и метаболические свойства Т-кле-
ток играют важную роль в регуляции их противоопу-
холевых функций [14].

Контекстом, на котором основано наше современ-
ное понимание роли метаболизма в регуляции про-
тивоопухолевого иммунитета, является серия иссле-
дований дифференцировки Т-лимфоцитов CD8+. 
Т-клетки CD8+ можно подразделить на популяции: 
наивные клетки (TN), стволовые клетки памяти (TSCM), 
центральные клетки памяти (TCM), эффекторные клет-
ки памяти (TEM) и терминально дифференцированные 
эффекторные клетки (TEFF) [15]. Установлено, что раз-
ные субпопуляции Т-клеток имеют различные мета-
болические профили, которые регулируют их функцию 
[16, 17]. Вместе с тем существует негативная корреля-
ция степени дифференцировки клеток с их способно-
стью к проявлению противоопухолевых функций [18]. 
У пациентов, подвергшихся терапии TIL, увеличенная 
длина теломер, и экспрессия CD27 во введенных Т-
клетках коррелируют с лучшей способностью устранять 
опухоль [19]. В соответствии с этим адоптивный пере-
нос полностью дифференцированных терминальных 
эффекторов TEFF обнаружил меньшую эффективность, 
чем использование менее дифференцированных ство-
ловых или центральных клеток памяти на мышиных 
моделях васкуляризованной меланомы [20, 21]. Резуль-
таты этих исследований наводят на мысль, что прио-
бретение полностью дифференцированного терми-
нального эффекторного фенотипа ограничивает in 
vivo распространение и жизнеспособность Т-клеток 
после адоптивного переноса, что, в свою очередь, ог-
раничивает их противоопухолевые ответы. Напротив, 
клетки с увеличенным потенциалом самообновления, 
по всей видимости, имеют повышенную терапевтиче-
скую эффективность [20, 22].

Как показывают исследования гемопоэтических 
клеток и клеток памяти, клеточные метаболические 
процессы регулируют способность клеток к само-
обновлению [23–25]. У гемопоэтических стволовых 
клеток увеличенная метаболическая активность может 
быть прямо вовлечена в отсутствие состояния покоя 
через генерацию высоких уровней активных форм кис-
лорода (ROS), которые способны улучшать свойства 
долговременного самообновления [26–28]. Сходным 
образом усиленный метаболизм митохондрий и про-
дукция ROS, вызванные Т-клеточной активацией, 
необходимы для эффекторной функции и пролифера-
ции [29, 30], но могут также ослаблять долговременную 
способность субпопуляций клеток памяти (TSCM и TCM) 
к самообновлению.

В этой работе мы концентрируем внимание 
на условиях функционирования Т-клеток, использу-
емых в иммунотерапии, конкуренции Т-лимфоцитов 

и опухоли за питательные вещества, метаболических 
регуляторах в микроокружении опухоли и метаболи-
ческих свойствах Т-клеток, которые успешно эли-
минируют опухоли. В частности, следует особо под-
черкнуть важность сигнального пути через mTOR 
в самообновлении [31–33] и состоянии покоя [34], 
дифференцировки в эффекторы и клетки памяти [35, 
36], уровней ROS [23, 37] и противоопухолевой ак-
тивности [38]. Поскольку дифференцировка клеток 
связана с их метаболической активностью [39], суще-
ствует возможность впервые охарактеризовать мета-
болические свойства Т-клеток, которые ассоциирова-
ны с усиленной противоопухолевой активностью, 
и перепрограммировать метаболические пути таким 
образом, чтобы оптимизировать клиническую эффек-
тивность методов лечения, основанных на использо-
вании Т-лимфоцитов.

Жизненный цикл Т-лимфоцитов, используемых 
в иммунотерапии опухолей, состоит из нескольких фаз, 
в ходе которых они имеют различные функциональные 
и метаболические потребности. Опухолеспецифиче-
ские Т-лимфоциты нужно успешно выделить из опу-
холи пациента и затем культивировать in vitro, чтобы 
получить большое количество клеток [19]. После пе-
реноса пациенту они должны прижиться, обнаружить 
опухоль, выжить в неблагоприятном микроокружении, 
противодействуя ему, и в конечном счете осуществить 
массивную атаку на опухолевые клетки. Эффектив-
ность этого процесса зависит от пролиферации и про-
дукции воспалительных цитокинов и молекул, которые 
запускают лизис опухолевых клеток. На каждой стадии 
этого процесса Т-клетки должны сохранять баланс 
метаболических требований для поддержания энерге-
тики, жизнеспособности и персистенции с необходи-
мостью быстрой пролиферации и реализации воспа-
лительной функции. Поддержание этого баланса 
требует использования разных метаболических про-
грамм [39]. Результаты проведенных исследований 
показали, что аэробный гликолиз необходим Т-клет-
кам для того, чтобы они могли достичь полной воспа-
лительной функциональности [40–42], тогда как дли-
тельно персистирующие Т-клетки с фенотипом клеток 
памяти обычно используют программу окислительно-
го метаболизма, характеризующуюся усиленным окис-
лением жирных кислот в митохондриях, и резервные 
респираторные способности (spare respiratory capacity, 
SRC) [16, 43]. Эти метаболические программы могут 
определять не только функцию, но и судьбу Т-клеток. 
Последние с усиленным гликолизом могут становить-
ся терминально дифференцированными [44], и навя-
зывание им окислительной метаболической програм-
мы может привести к их старению и утрате 
эффекторной функции [45].

Таким образом, метаболические требования 
для успешной иммунотерапии Т-лимфоцитами явля-
ются динамическими и требуют наличия механизмов 
как для долговременного поддержания жизнеспособ-
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ности (клетки в состоянии покоя, метаболизирующие 
жирные кислоты), так и для намного более энергоза-
тратной эффекторной функции, для которой харак-
терны высокие уровни гликолиза и окислительного 
фосфорилирования. Последние работы проливают свет 
на то, как метаболические программы Т-клеток могут 
быть использованы в целях усиления противоопухоле-
вого иммунного ответа.

Эффекторные Т-клетки нуждаются в метаболиче-
ской программе аэробного гликолиза, чтобы пролифе-
рировать и секретировать эффекторные цитокины, 
подобные интерферону (IFN-γ) [46, 47], однако исполь-
зование ими гликолитического метаболизма в ходе при-
мирования (иммунизации или сенсибилизации) in vitro 
и экспансии Т-клеток может приводить к редуцирован-
ной функциональной активности in vivo. Блокада мета-
болизма глюкозы при использовании ингибитора гексо-
киназы 2-дезоксиглюкозы [44] или подавление 
активности Akt [48] в ходе примирования in vitro огра-
ничивает дифференцировку Т-клеток. Эти метаболи-
ческие манипуляции приводят к более выраженной 
противоопухолевой активности и усиливают метаболи-
ческую работоспособность Т-клеток в мышиной модели 
васкуляризованной меланомы B16F10. Хотя причины 
этого не ясны, увеличенные показатели SRC митохонд-
рий также наблюдаются при этих терапевтических 
воздействиях. Подавление метаболизма холестерина 
аналогично может усиливать противоопухолевую актив-
ность [49]. Недавняя работа с Т-клетками с CAR пока-
зала, что уровень окислительного метаболизма связан 
со способностью клеток к персистенции и с продолжи-
тельностью их жизни в организме [50]. Т-клетки с уве-
личенным мембранным потенциалом митохондрий 
и уровнем ROS имеют сниженную противоопухолевую 
активность [23]. Интересно, что Т-клетки с низким 
мембранным потенциалом митохондрий в ходе прими-
рования in vitro имеют фенотипы, характерные для фор-
мирующихся клеток памяти, такие как высокие пока-
затели SRC и экспрессия генов клеток памяти, а также 
хорошая способность к персистенции по сравнению 
с клетками с высоким потенциалом на мембране мито-
хондрий. Напротив, клетки с высоким потенциалом 
на мембране митохондрий являются более гликолити-
ческими, экспрессируют гены эффекторов и имеют 
усиленную функциональность in vitro. Вероятно, что уве-
личенные уровни ROS, наблюдаемые в клетках с высо-
ким мембранным потенциалом митохондрий, вредны 
для долговременного выживания Т-лимфоцитов [23]. 
Степень метаболической активности Т-клеток может 
регулироваться динамикой митохондрий в клетке, сли-
яние митохондрий усиливает продолжительность жиз-
ни клетки и противоопухолевый ответ, тогда как деление 
митохондрий запускает терминальную дифференциров-
ку эффекторов [51]. Повышенная метаболическая ак-
тивность в ходе экспансии ex vivo может приводить 
Т-клетки к состоянию, в котором они имеют низкую 
способность к персистенции in vivo и, следовательно, 

к слабому противоопухолевому ответу. Результаты не-
давнего исследования показали, что добавление арги-
нина в культуральную среду в ходе экспансии ex vivo 
способно усилить окислительный и подавить гликоли-
тический метаболизм, что позволяет добиться получе-
ния большого количества более эффективных проти-
воопухолевых клеток [52]. Таким образом, условия 
культивирования, в которых метаболическая активность 
противоопухолевых Т-клеток ограничивается в ходе 
экспансии ex vivo, могут приводить к продукции клеток 
с характеристиками, способствующими их использова-
нию в иммунотерапии.

Как только Т-лимфоциты были перенесены in vivo 
и прошли путь к сайту локализации опухоли, для эф-
фективности в противоопухолевом ответе им нужно 
использовать намного более активный метаболиче-
ский фенотип [44, 53]. Усиление гликолиза через 
генетическое или фармакологическое усиление ак-
тивности гипоксия-индуцибельного фактора (HIF), 
такое как мутация или нокаут в гене VHL [54] 
или пролилгидроксилаз (PHD) [55], приводит к по-
вышению противоопухолевой активности. К тому же 
гликолитический метаболизм может прямо поддер-
живать генерацию воспалительных цитокинов, ко-
торые необходимы для эпигенетического поддержа-
ния противоопухолевой активности [46]. Ассоциация 
высокого мембранного потенциала митохондрий 
с продукцией цитокинов Т-клетками [23] может ука-
зывать на то, что для контролирования роста опухо-
ли требуется устойчивая активность митохондрий 
в Т-клетках в сайте расположения опухоли. Напро-
тив, появление PD1 в сайте локализации опухоли [45] 
или избыток калия, происходящего из опухоли, мо-
гут ингибировать функциональность противоопухо-
левых Т-лимфоцитов [56]. Результаты 2 недавних 
исследований показали, что утрата метаболической 
активности через Akt-опосредованное подавление 
коактиватора PPAR-g 1a (PGC-1a) редуцирует эффек-
торную функцию и приводит к слабой противоопу-
холевой активности Т-клеток [57, 58]. Повышенная 
экспрессия PGC-1a в Т-клетках, как было показано, 
восстанавливает противоопухолевую активность, 
что наводит на мысль о том, что репрограммирование 
биогенеза митохондрий Т-клеток могло бы представ-
лять альтернативную стратегию восстановления 
функций TIL при лечении рака. Напротив, в недавно 
опубликованной работе продемонстрировано, что 
окисление жирных кислот в митохондриях не яв-
ляется необходимым для формирования Т-клеток 
памяти и их функционирования. Непрерывный 
гликолиз, вызванный кондиционным нокаутом су-
прессорного гена VHL, продукт которого усиливает 
активность HIF, поддерживает усиленную персистен-
цию Т-клеток [59]. Эти наблюдения противоречат той 
точке зрения, что клетки памяти имеют низкие уров-
ни гликолиза и могут указывать на комплексность 
сигналинга через HIF [60, 61].
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Конкуренция Т-клеток и опухоли – метаболиче-
ский регулятор в микроокружении опухоли. Очевидно, 
что опухоли не являются гомогенной массой злокачест-
венно трансформированных клеток, а скорее сложны-
ми структурами, содержащими сосудистые и стромаль-
ные клетки, которые составляют опухоль наряду 
с разнообразными инфильтрирующими иммунными 
клетками, включая лимфоциты и клетки миелоидного 
ростка [19, 62]. Таким образом, успех в Т-клеточной 
иммунотерапии рака достигается не только адекватным 
трафиком Т-клеток внутрь опухолевого узла, но может 
также в значительной степени определяться тем, на-
сколько успешно Т-лимфоциты конкурируют за пи-
тательные вещества в иммуносупрессивном ок-
ружении. Эффекторные Т-клетки, по-видимому, 
конкурируют с опухолевыми клетками за глюкозу, 
которая делает их способными секретировать IFN-γ 
и отторгать опухоль. Депривация глюкозы подавляет 
TCR-зависимую мобилизацию ионов кальция и сиг-
нальный путь, опосредованный NFAT, что ведет к по-
давлению ответов Т-клеток. Экспрессия лиганда PD-1 
(PD–L1) опухолевыми клетками активирует сигналь-
ный путь Aкт / mTOR и гликолиз в опухолевой клетке 
[53, 62]. Антитела, которые блокируют взаимодействие 
PD-1 с PD–L1, могут восстановить содержание глю-
козы в микроокружении опухоли, гликолиз в Т-лим-
фоцитах и продукцию ими IFN-γ. Результаты недав-
него исследования показали, что клетки рака яичника 
ограничивают доступность глюкозы Т-лимфоцитам 
и ослабляют их эффекторную функцию [63]. Все вме-
сте эти данные указывают на то, что доступность глю-
козы внутри микроокружения опухоли регулирует 
функции эффекторных Т-клеток.

Иммунотерапия, проводимая с использованием 
адоптивного переноса TIL, может привести к полной 
регрессии опухоли у некоторых пациентов с метаста-
тической меланомой [19]. TIL являются гетерогенны-
ми в отношении к их состоянию дифференцировки, 
и получение большого числа аутологичных TIL для 
адоптивного переноса требует их размножения в куль-
туре in vitro. Современные методы их получения акти-
вируют Akt и mTOR, приводя к терминальной диффе-
ренцировке Т-клеток. Ограничение активности Akt 
[48] и mTOR [33] в течение примирования или усиле-
ние активности STAT-3 [64] и сигнального пути через 
Wnt-β-катенин человеческих Т-клеток [21] может оста-
новить развитие Т-клеток, поддерживая их в состоя-
нии, схожем со стволовыми клетками памяти. Это 
заторможенное развитие эффекторных Т-клеток со-
провождается усилением таких метаболических 
свойств, как редуцированный гликолиз и увеличенное 

использование окисления жирных кислот, восстанав-
ливая таким образом долговременную жизнеспособ-
ность и противоопухолевую активность человеческих 
Т-клеток.

Авторы обзора [65] предлагают модель иммуноме-
таболизма противоопухолевых Т-клеток, в которой 
клетки с высокой метаболической активностью в ходе 
экспансии in vitro и примирования приобретают фе-
нотип терминально дифференцированных клеток. 
Высокая метаболическая активность с одновременно 
повышенным мембранным потенциалом митохондрий 
и уровнем ROS ведет к короткоживущим клеткам 
со слабой противоопухолевой активностью. Напротив, 
клетки с ограниченной метаболической активностью 
in vitro сохраняются в функциональном состоянии, 
в котором имеют преимущество усиленное самообнов-
ление и персистенция, дающие возможность для дли-
тельного сохранения и улучшения противоопухолевой 
функции. Ключевым моментом этой модели является 
то, что ограничение метаболической активности 
Т-клеток в сайте локализации опухоли следует сни-
мать, чтобы сделать возможной деструкцию опухоли.

Иммунометаболизм помогает понять биоэнергети-
ческие требования Т-клеточной дифференцировки, вы-
бор Т-клетками своей судьбы и их функционирование. 
Современные методы получения Т-клеток для адоптив-
ной иммунотерапии имеют «подводные камни», которые 
могут привести культивируемые клетки к терминальной 
дифференцировке и старению культур. Поэтому подхо-
ды, которые расширяют область наших знаний о мета-
болических требованиях оптимального функциониро-
вания противоопухолевых Т-клеток, требуют активной 
разработки в дальнейших исследованиях.

Очевидно, что применение термина «иммуномета-
болизм» имеет значение, далеко выходящее за рамки 
проблематики иммуноонкологии в силу того, что осо-
бенности дифференцировки Т-лимфоцитов оказывают 
глубокое воздействие на процессы регуляции иммун-
ного ответа в целом. Предпочтительное развитие им-
мунного ответа по гуморальному или воспалительному 
типу может быть важным для усиления и ослабления 
иммунных функций в ответах на патогены с внекле-
точной и внутриклеточной локализацией. Девиация 
иммунного ответа в сторону развития воспалительных 
функций у Т-лимфоцитов благоприятствует не только 
противоопухолевому иммунному ответу, но и ответам 
на таких возбудителей заболеваний, как лепра, тубер-
кулез и другие внутриклеточные инфекции. Метабо-
лические требования, которые предъявляют Т-лимфо-
циты в ответах на неопухолевые антигены, до сих пор 
остаются белым пятном в современной науке.
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Введение
МикроРНК – класс малых (18–25 нуклеотидов) 

РНК, регулирующих экспрессию генов на посттран-
скрипционном уровне. Число работ, посвященных 
исследованиям микроРНК при различных заболева-
ниях человека, особенно онкологических, неуклонно 
растет. Однако, несмотря на усилия в изучении меха-
низмов действия различных микроРНК, их прямого 
или опосредованного участия в модулировании кле-
точных сигнальных путей и определения роли в про-
цессах опухолевого роста, картина все более усложняет-
ся. Проблема заключается, в первую очередь, в том, 
что большинство микроРНК многофункциональны, 
регулируют экспрессию сразу нескольких генов, 

при том, что один и тот же ген может посттранскрип-
ционно регулироваться сразу несколькими микроРНК. 
В разных клеточных типах и даже в пределах схожих 
клеточных контекстов одна и та же микроРНК высту-
пает в роли то онкогена, то опухолевого супрессора 
[1, 2]. Эти утверждения прекрасно иллюстрирует рабо-
та исследователей из Онкологического центра Андер-
сона (Anderson Cancer Center, Техас) и Кэмбриджского 
университета (University of Cambridge, Кембридж), 
опубликованная в 2015 г. в журнале, аффилированном 
с Nature [3]. Авторы дали подробную и хорошо аргу-
ментированную характеристику отдельным микроРНК 
и их кластерам, ассоциированным с целым рядом кле-
точных процессов и сигнальных путей, и попытались 

МикроРНК-155-5p в патогенезе онкологических заболеваний
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К числу наиболее охарактеризованных и активно изучаемых микроРНК, регулирующих процессы, тесно связанные с канцерогене-
зом, в том числе клеточную дифференцировку, адгезию, миграцию и инвазию опухолевых клеток, метастазирование, апоптоз 
и иммуносупрессию, относится miR-155. Кроме того, данная микроРНК вовлечена в дифференцировку гемопоэтических клеток, 
а также в развитие воспалительных реакций. Ассоциация между специфической дерегуляцией экспрессии miR-155 и канцероге-
незом подтверждена целым рядом как фундаментальных, так и клинических исследований и обусловлена постранскрипционной 
регуляцией важнейших генов онкоассоциированных сигнальных путей. Модуляция уровней экспрессии miR-155 связана с возник-
новением целого ряда лейкозов и лимфом, а также некоторых солидных опухолей. Повышение уровня клеточной и / или циркули-
рующей miR-155 при некоторых онкологических заболеваниях может служить маркером прогрессирования и лекарственной 
устойчивости. Кроме того, ингибирование экспрессии miR-155 может оказаться перспективным методом разработки новых 
подходов к противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: онкогенез, микроРНК, miR-155, онкомаркер, лейкоз, лимфома, солидная опухоль, экзосома, иммуносупрессия, 
химиорезистентность
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MicroRNA miR-155 is one of the most characterized and actively studied microRNAs that regulate processes closely related to carcinogene-
sis, including cell differentiation, adhesion, migration and invasion of the tumor cells, metastasis, apoptosis and immunosuppression.  
In addition, this miRNA is involved in differentiation of hematopoetic cells and developing of inflammation. The association between specific 
deregulation of the expression of miR-155 and carcinogenesis is confirmed by a number of both fundamental and clinical studies and is due 
to the posttranscriptional regulation of the most important genes of the tumor associated pathways. Modulation of the levels of expression  
of miR-155 is associated with the emergence of a number of leukemias and lymphomas, as well as some solid tumors. An increase of the level 
of cellular and/or circulating miR-155 in some cancers can serve as a marker for progression and drug resistance. In addition, inhibition  
of the expression of miR-155 can be a promising method for developing new approaches in antitumor therapy.

Key words: oncogenesis, microRNA, miR-155, oncomarker, leukemia, lymphoma, solid tumor, exosome, immunosuppression, chemore-
sistance
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представить архисложную и запутанную картину их воз-
можного взаимовлияния. Следует также отметить, 
что конкурентные взаимодействия разных микроРНК 
в отношении комплементарных целевых последова-
тельностей в пределах конкретного гена практически 
не исследованы.

Под воздействием структурных и эпигенетических 
нарушений генов, в том числе в локусах, кодирующих 
микроРНК, а также изменений других регуляторов 
биологических процессов, в частности факторов роста, 
гормонов, ферментов и т. д., происходит перепрограм-
мирование сигнальных путей, что, безусловно, может 
влиять и на эффекты воздействия микроРНК на тар-
гетные РНК. Кроме того, в процессе опухолевой транс-
формации наблюдаются нарушения в процессинге 
самих микроРНК [4]. Имеет значение способ межкле-
точной миграции микроРНК как свободно циркули-
рующих, так и входящих в состав микровезикул. Ме-
ханизмы формирования содержимого и доставки 
экзосом, содержащих микроРНК, в соседние и отда-
ленные клетки исследуются очень активно [5–7], од-
нако далеки от полного понимания. Тем не менее зна-
ния накапливаются, углубляются, структурируются, 
и на сегодняшний день они позволяют анализировать 
основные аспекты действия как отдельных микроРНК, 
так и их сочетаний при самых различных онкологиче-
ских заболеваниях, а также на разных этапах опухоле-
вого процесса, и использовать их в качестве онкомар-
керов.

По последней версии Mirbase (http://www.mirbase.org, 
август 2017 г.), у человека зафиксировано существование 
1881 микроРНК (miRs), из которых по меньшей мере 
половина так или иначе ассоциирована с онкогенезом. 
Несмотря на огромное количество экспериментальных 
и клинических результатов, касающихся изучения боль-
ших панелей микроРНК и их отдельных представителей, 
2 онкомикроРНК – miR-21 и miR-155 – встречаются 
наиболее часто, а изменения (повышение) уровня их экс-
прессии как в опухолях, так и в биологических жидко-
стях, фиксируются практически при всех типах неопла-
зии. Повышенная экспрессия этих онкомикроРНК 
часто коррелирует с прогрессированием онкологических 
заболеваний и ответом на противоопухолевую терапию 
[2, 8, 9].

Цель работы – кратко представить современные 
данные о роли miR-155 в развитии солидных опухолей 
и гемобластозов, оценить ее значение в качестве диаг-
ностического, прогностического и предиктивного он-
комаркера, а также мишени для противоопухолевой 
терапии.

Общие сведения о miR-155
Последовательность ДНК, кодирующая miR-155, 

достаточно консервативна и обнаруживается не только 
у человека, но у мышей, птиц и даже вирусов (рис. 1). 
Исторически эта микроРНК идентифицирована в со-
ставе интегрированного кластера в В-клетках кур (bic), 

активируемого вставкой вирусного промотора и ассоци-
ированного с развитием птичьего лейкоза [10]. Первые 
данные об онкогенной природе miR-155 также получе-
ны при изучении механизмов развития диффузной  
В-крупноклеточной лимфомы [9]. У человека кластер 
BIC, ныне обозначаемый как MIR155HG (MIR155 host 
gene), локализован на хромосоме 21 (21р21.2-chr21:2557
3994–25 574 044) Нуклеотидные последовательности 
miR-155-5р и -3р представлены на рис. 1.

На сегодняшний день очевидно, что miR-155-5p 
играет существенную роль в патогенезе воспалитель-
ных, иммунологических реакций, онкологических, 
кардиоваскулярных и некоторых инфекционных за-
болеваний, а также манифестации синдрома Дауна 
и некоторых метаболических синдромов [10–12].

Роль miR-155 в регуляции генов и сигнальных путей
Благодаря биохимическим, молекулярно-биологиче-

ским и биоинформатическим исследованиям идентифи-
цировано большое количество субстратов для широкого 
спектра различных микроРНК. Список известных на на-
стоящий момент прямых мишеней miR-155-5р (далее 
miR-155) включает более 140 генов, участвующих во мно-
гих сигнальных путях. Фирмы – производители чипов 
для идентификации нарушений экспрессии генов-мише-
ней микроРНК предлагают панели (табл. 1), включающие 
от 40 до 90 генов, напрямую регулируемых miR-155 
(http://www.sabiosciences.com / rt_pcr_product / HTML /  
PAHS-6002Z. html).

Среди них обнаружен целый ряд генов, строго ас-
социированных с процессами клеточной дифферен-
цировки, трансформации, механизмами опухолевого 
роста и прогрессирования онкологических заболева-
ний, в частности APC, KRAS, Rb1, TS1, MYB, RHOA, 
SKI, SOCS1, SPI1, FOXO3, гены семейства SMAD и др. 
[3, 8, 13]. Особого внимания заслуживает тот факт, 
что гены репарации ДНК MLH1, MSH2, MSH6, нару-
шения функционирования которых связано с риском 
развития целого ряда злокачественных опухолей, в пер-
вую очередь рака толстой кишки, регулируются имен-
но miR-155 [8, 14]. Принимая во внимание факт не-

Рис. 1. Нуклеотидная последовательность miR-155 (KSHV – Kaposi’s 
sarcoma-associated herpesvirus) (адаптировано из [10])
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посредственного взаимодействия данной микроРНК 
с транскриптами ключевых генов, miR-155 определя-
ет функционирование сигнальных путей SAPK / JNK, 
ERK / MAPK, PI3K / AKT, TLR, ATM, TGFβ, метабо-
лизм глютатиона, клеточный цикл, активацию ряда 
IRF (interferon regulatory factor), многих рецепторов 
и т. д. [13, 15]. К тому же miR-155 участвует в изменении 
структуры хроматина посредством супрессии гистон-
деацетилазы 4 (HDAC4) или SMARCA4 – каталитиче-
ской субъединицы хроматинремоделирующего ком-
плекса SWI / SNF [16].

Следует отметить, что экспрессия самой ми-
кроРНК-155 регулируется NF-κB, AP-1 (activator 
protein 1) и TLR2 [11, 17], а также BRCA1 [13, 18].

Интересно, что ядерный белок MCRS1 (microspherule 
protein 1-р78), регулирующий транскрипцию и недавно 
идентифицированный как возможный онкоген, влияет 
на трансформацию, миграцию и старение клеток 
(senescence). Он регулирует экспрессию целого ряда важ-
нейших онкоспецифических генов – Rb1, TP53, MYC, 
E2F2, PCNA, Ki67, контролируя тем самым клеточную 
пролиферацию и рост опухоли. Однако прямого взаимо-
действия MCRS1 с этими генами не обнаружено. Китай-
ские исследователи подтвердили, что Rb1 – важнейший 
ген-супрессор опухолевого роста (TSG) – является пря-
мой мишенью miR-155, а ее экспрессия в свою очередь 
регулируется именно MCRS1 [19]. Авторы предложили 
гипотезу, согласно которой синергизм действия онкоге-
нов и генов-супрессоров опухолевого роста обеспечива-
ют одни и те же микроРНК, т. е. происходит передача 
сигнала: онкоген→miR→TSG, например MCRS1→ 
miR-155→Rb1, действующая в дозозависимом режиме. 
Факт существования такой связи с приоритетной ролью 
онкогена пока доказан для miR-155 и Rb1, но, на наш 
взгляд, для других онкогенов, микроРНК- и TSG-зави-
симость может быть и противоположной.

В контексте клеточного старения следует отметить, 
что при усилении экспрессии miR-155 не происходит 
укорочения теломер. Этот факт напрямую с экспресси-
ей этой микроРНК, возможно, не связан, скорее всего 
именно потому, что гены MCRS негативно контроли-
руют не только miR-155, но и активность теломеразы 
(ТERT) [20].

Иммунологические реакции и miR-155
Одним из мощных факторов развития неоплазии 

являются нарушения функционирования иммунной 

системы, которые также сопровождаются либо пони-
женной, либо повышенной экспрессией miR-155 [8, 
10–12, 21]. Иногда ее позиционируют в качестве од-
ного из основных регуляторов иммунитета [22], что, 
на наш взгляд, несколько преувеличено. Тем не менее 
очевидно, что согласно результатам многочисленных 
исследований в процессе воспалительных реакций 
экспрессия miR-155 значительно изменяется в Т- 
и В-лим фоцитах, макрофагах и моноцитах [13, 15], 
а также может модулировать функционирование 
NK- / T-клеток [23, 24]. Следует отметить, что miR-663, 
еще одна многофункциональная микроРНК, контр-
олирующая функционирование клеток иммунной си-
стемы, негативно регулирует экспрессию miR-155 [25].

Действие miR-155 в угнетении иммунитета в боль-
шой степени зависит от ее связывания с транскрипта-
ми генов, обеспечивающих функционирование TLR 
(toll-like receptor), липополисахаридов, интерлейкинов 
и интерферонов, а также генов, кодирующих анти-
воспалительные факторы, в частности SOCS и SHIP 
(SH2-domain containing inositol-50-phosphatase, 
SH2-домен содержащая инозитол-5’–фосфатаза 1) [10, 
12]. Сигнальный путь JAK / STAT / SOCS (Janus 
kinase / signal transducer and activator of transcrip-
tion / suppressor of cytokine signaling) во многом опреде-
ляет функционирование иммунных клеток [26]. Мно-
гие из участников этого пути являются прямыми 
мишенями miR-155. Показано, что у человека измене-
ние пути TLR2→miR-155→SOCS1 связано с формиро-
ванием иммунного ответа с участием мононуклеарных 
клеток периферической крови [8]. У больных туберку-
лезом белок ESAT-6 (early secreted antigenic target 6-kDa 
protein), продуцируемый Mycobacterium tuberculosis (Mtb) 
снижает иммунорективность, воздействуя на данный 
путь, что приводит к усилению апоптоза макрофагов [27].

Существует и другая версия активации TLR [28]. 
Известно, что мишенью положительной посттран-
скрипционной регуляции с помощью miR-155 явля-
ется фактор некроза опухолей α (TNF-α). Предпо-
лагают, что miR-155 увеличивает либо трансляцию 
TNF-α-транскриптов, либо их стабильность [8]. В ма-
крофагах экспрессия miR-155 строго ассоциирована 
с липополисахаридами (LPS) и интерферонами 1-го 
типа [10]. Оказалось, что гликопротеин внеклеточно-
го матрикса костномозговых ниш тенасцин С (tenas-
cin-C) может модулировать эти взаимодействия и иг-
рает одну из ключевых ролей в воспалении как ранний 

Таблица 1. Панель генов, входящих в состав чипов для идентификации нарушений экспрессии генов-мишеней miR-155

Мишени miR-155, верифицированные экспериментально Теоретически рассчитанные мишени miR-155

AGTR1, APC, ARID2, BACH1, CEBPB, CYR61, DET1, EDN1, ETS1, 
FADD, FGF7, FOXO3, HIVEP2, IFNGR1, IKBKE, INPP5D, IRAK3, 
JARID2, LDOC1, MAFB, MATR3, MECP2, MEIS1, MLH1, MSH2, 
MSH6, MYB, MYO10, NFATC2IP, PELI1, JADE1, RHOA, RIPK1, 
RUNX2, SKI, SMAD1, SMAD2, SMAD5, SOCS1, SPI1, TAB2, TM6SF1, 
TP53INP1, TSHZ3, ZIC3, ZNF652

AAK1, AICDA, ASTN2, BCORL1, CARD11, CHD9, CSNK1G2, DET1, 
DHX40, DYNC1I1, G3BP2, GDF6, H3F3A, HNRNPA3, ILF3, KAT2A, 
KRAS, LPAR6, MEF2A, NDFIP1, NOVA1, PAM, PLD5, RAP1B, RREB1, 
SEC14L5, SEPT11, SKIV2L2, SOX1, STX16, STXBP5L, TCEB1, TLE4, 
TLE4, TOMM20, TTL, UQCR11, USP14, ZMYM2, ZNF236
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фактор активации TLR4-сигналинга и супрессии ан-
тивоспалительных цитокинов. Его экспрессия необ-
ходима для эффективного иммунного ответа на бак-

териальные LPS, активирующие TLR4 и модулирующие 
трансляцию TNF-α, положительно регулируемую miR-
155. Тенасцин принимает участие в функционировании 
олигодендроцитов, моноцитов / макрофагов, а также 
эндотелиальных клеток и миоцитов. Обнаружено, что 
тенасцин специфически индуцируется в макрофагах 
и миелоцитах при патогенной инфекции и / или повре-
ждении тканей, а также при развитии опухолевых про-
цессов, и в свою очередь индуцирует продукцию miR-
155 (рис. 2) [28, 29].

Группой исследователей из США, Франции и Ита-
лии опубликована целая серия экспериментальных ра-
бот и обзоров, посвященных участию miR-155 в регуля-
ции иммунных реакций в норме и при патологии [8, 21, 
24, 30, 31]. Одна из последних работ этой группы посвя-
щена исследованию прямой мишени miR-155 – гену-
супрессору опухолевого роста QKI (Quaking), который, 
как показано авторами статьи, играет важную роль в им-
мунном ответе и развитии лейкозов. QKI влияет на со-
зревание дендритных клеток и их взаимодействие с клет-
ками-киллерами, дифференцировку Т-хелперов, 
экспрессию ряда интерлейкинов, функционирование 
липополисахаридов и их рецепторов, изменения кле-

Таблица 2. Пути передачи сигналов с участием miR-155 в некоторых клетках, определяющих иммунологические реакции

Клетка Рецептор или лиганд Действие

B

BCR / анти-IgM-F(ab’)2
Активация ERK →

Клеточная пролиферация →

BCR + FcγRIIB / анти-IgM

Активация ERK ↑

Клеточная пролиферация ↑

Ca2+ ↑

Макрофаги LPS TNF-α ↑, G-CSF ↑, SHIP1 ↑

DCs

LPS TNF-α ↑, IL-6 ↑, IL-12 ↑, IL-23 ↑

LPS IL-1β ↑, каспаза 1 ↑

R837 IFN-α / β ↑, TNF-α ↑

Th1 TCR IFN-γ →

Th2 TCR IL-4 / 5 / 13 ↑

Th17 TCR IL-17 ↑

Tregs IL-2 Активация STAT5 ↑

CD4 T
TGF-β + IL-6 Th17 ↑

TGF-β + IL-6 + IL-1β Th17 →

CD8 T TCR

IFN-γ ↑

Активация Akt ↑

Клеточная пролиферация ↑

Примечание. BCR – B-клеточный рецептор; DC – дендритная клетка; LPS – липополисахарид; TNF – фактор некроза опухолей;  
G-CSF – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор; SHIP1 – SH2-доменсодержащая инозитол-5’-фосфатаза 1; IL – интерлейкин; 
IFN – интерферон; Th – T-хелпер; TCR – T-клеточный рецептор; Treg – регуляторная T-клетка; STAT – сигнальный белок и активатор 
транскрипции; TGF – трансформирующий ростовой фактор.

Рис. 2. Участие тенасцина в регуляции патогенных сигналов воспаления, 
ассоциированных с TLR4-сигналингом. LPS – липополисахарид; TLR – 
toll-like receptor; TNF – фактор некроза опухолей (адаптировано из [28])
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точного сигналинга в Т- и В-лимфоцитах, макрофагах 
и т. д. [32]. Авторы постулируют, что QKI является клю-
чевым регулятором этих процессов именно благодаря 
регуляции с помощью miR-155 [30].

В табл. 2 приведены данные об изменении клеточ-
ных сигналов в иммунных клетках при изменении 
экспрессии miR-155, подробно описанные и сумми-
рованные в обзоре R. Mashima [10]. Кроме того, хочет-
ся отметить и обзор исследователей из США (Онко-
логический центр Андерсона), в котором обсуждается 
участие miR-155 и других ключевых микроРНК в им-
мунном ответе, в том числе при онкологических забо-
леваниях [12].

Преодоление септических реакций, особенно у он-
кологических больных, является актуальной клиниче-
ской задачей. Поиск биологических маркеров сепсиса 
основан на исследовании молекулярных механизмов 
его развития. В связи с этим представляется весьма 
перспективным исследование паттернов микроРНК 
на разных стадиях сепсиса. Оказалось, что miR-155 
входит в панель микроРНК, характерных для сепсиса 
[12, 28].

В недавно опубликованной работе [33] проведено 
сравнительное исследование большой панели цирку-
лирующих микроРНК в плазме крови 53 здоровых 
доноров и 99 септических больных. Авторы полагают, 
что комбинированная экспрессия 5 микроРНК 
(miR-16, miR-29a, miR-146, miR-155 и miR-182) спе-
цифична для сепсиса (p <0,0001) и играет значимую 
роль в его развитии, поскольку не определяется у опе-
рированных больных при воспалительных реакциях 
другого характера. Показано также, что в Т-лимфоци-
тах больных с септическим шоком уровень miR-155 
статистически достоверно превышает таковой у здо-
ровых доноров. При введении таким пациентам глюко-
кортикоидов, в частности дексаметазона, уровень 
экспрессии miR-155 снижается в дозозависимом ре-
жиме, и пролиферация Т-лимфоцитов значимо уси-
ливается. Тот же эффект наблюдается при трансфекции 
в культуру лимфоцитов олигонуклеотидов, несущих 
анти-miR-155-последовательность [34].

В последнее время появляется все больше данных 
об использовании в клинической практике раститель-
ных полифенолов, обладающих антивоспалительным 
и противоопухолевым действием. Среди них хочется 
отметить работы о влиянии ресвератрола (trans-
3,4’,5-trihydroxystilbene), воздействующего на сигналь-
ный путь mTOR. Кроме того, он способен модулиро-
вать метаболизм микроРНК, в частности понижать 
экспрессию онкогенных miR-155 и miR-21 [21, 25]. 
В опытах in vitro и in vivo показано, что ресвератрол, 
как и куркумин – другой природный полифенол – мо-
гут уменьшать секрецию провоспалительных цитоки-
нов (интерлейкинов 6 и 8 и TNF-α), одновременно 
усиливая продукцию антивоспалительных, снижать 
экспрессию адгезионных молекул (ICAM-1) и т. д., 
причем ряд данных эффектов опосредуется действием 

miR-155 [31, 35]. Эти факты свидетельствуют в пользу 
использования miR-155 в качестве терапевтической 
мишени при сепсисе. Полагают, что природные поли-
фенолы могут применяться в качестве дополнительных 
эффективных средств в лечении сепсиса.

Гемобластозы и miR-155
МикроРНК miR-155 – мультифункциональная 

молекула, вовлеченная как в нормальный, так и в па-
тологический гемопоэз, причем в случае гематологи-
ческих онкологических заболеваний она выступает 
то в качестве онкогена, то онкосупрессора. Это зави-
сит от клеточного контекста и типа злокачественной 
патологии. Тем не менее увеличение экспрессии miR-
155 относится к наиболее часто фиксируемым нару-
шениям при гематологических патологиях. Помимо 
диффузной В-крупноклеточной лимфомы (DLBCL), 
оно наблюдается при остром миелоидном (AML) 
и остром промиелолейкоцитарном (APML) лейкозах, 
остром лимфобластном лейкозе (ALL), хроническом 
лимфоцитарном лейкозе (CLL). При мантийно-кле-
точной лимфоме (MCL) и хроническом миелолейко-
зе (CML), напротив, наблюдается снижение экспрес-
сии miR-155 [9]. В последнем случае это может быть 
связано с транслокацией (9; 22) и образованием слит-
ного белка BCR-ABL, индуцирующего угнетение 
экспрессии miR-155, которое коррелирует с умень-
шением клеточной гибели и изменением уровня 
p27kip1 [36].

На рис. 3 представлена схема участия некоторых 
мишеней miR-155 в развитии гемобластозов.

В противоположность онкогенному обнаружено 
и опухолесупрессирующее действие miR-155 при не-
которых формах острого миелоидного лейкоза 
(FLT3-wild type AML), что связано с индукцией кле-
точной дифференцировки и апоптозом, опосредован-
ным активацией каспазы 3 [37]. Кроме того, упомяну-
тая выше репрессия эндогенного SHIP1 посредством 
miR-155 активирует сигнальный путь PI3K/Akt, что, 
по некоторым данным, может приводить и к замедле-
нию развития острого миелоидного лейкоза [38]. Ответ 
на вопрос о том, каковы причины таких разных резуль-
татов, должен быть дан в ходе дальнейших экспери-
ментов.

В обзоре P. Ranganath приводятся данные и о дру-
гих микроРНК, которые в значительной степени из-
меняют экспрессию при лейко- и лимфопролифера-
тивных заболеваниях (miR-21, miR-15, miR-16-1, 
miR-126b, miR-17-92), но miR-155 занимает особое 
место [9]. Она влияет на развитие практически всех 
лимфом, за исключением мантийно-клеточной, и хо-
тя молекулярные механизмы возникновения разных 
форм пока не совсем расшифрованы, они, очевидно, 
связаны с функционированием сигнальных путей, 
отвечающих за нормальный лимфогенез [39, 40], 
в частности, вышеупомянутый сигнальный путь 
JAK / STAT / SOCS [23, 26].
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Нельзя не отметить, что ингибирование экспрес-
сии miR-155 в клетках лимфомы линии SNK-6 приво-
дит к снижению пролиферации и усилению апоптоза, 
которое связывают с регуляцией экспрессии гена 
FOXO3a [23].

Солидные опухоли и miR-155
Наряду с другими микроРНК, miR-155 входит в со-

став панелей, используемых для диагностики, прог ноза 
и / или определения лекарственной устойчивости 
при многих онкологических заболеваниях [2, 13].

Ввиду того, что огромное количество работ, прове-
денных на разных моделях и коллекциях клинических 
образцов от пациентов с самыми различными онколо-
гическими заболеваниями, демонстрируют заметные 
разночтения, группа китайских исследователей прове-
ла тщательный метаанализ данных, используя целый 
ряд информационных ресурсов [41]. Для анализа были 
отобраны 25 крупных исследований, включающих 1896 
пациентов с различными онкологическими заболева-
ниями и 1226 здоровых доноров. Результаты свидетель-
ствуют о диагностической значимости определения 
циркулирующей miR-155 в сыворотке онкологических 
больных для европеоидной популяции (специфичность 

составила 82,9 %), особенно в случае рака молочной 
железы (РМЖ). В азиатской популяции и при других 
типах неоплазий специфичность изменения экспрессии 
miR-155 не так убедительна.

Как самостоятельный маркер miR-155 использу-
ется не так часто, однако все исследователи отмечают 
перспективность определения данной микроРНК в ка-
честве прогностического фактора при РМЖ, мелано-
ме, гепатоцеллюлярной карциноме, глиомах, немелко-
клеточном раке легкого (НМРЛ) и онкологических 
заболеваниях пищеварительного тракта [42–48]. Ин-
тересно, что уровень продукции участников пути 
JAK / STAT / SOCS, контролируемых miR-155, часто 
используется в качестве прогностических маркеров 
при раке толстой и прямой кишки [49].

Заслуживает внимание тот факт, что в отличие 
от онкогенной miR-21, являющейся маркером низких 
показателей как общей, так и безрецидивной выжива-
емости больных НМРЛ, при повышенном уровне экс-
прессии miR-155 в клетках опухолей (преимуществен-
но аденокарцином) показатели общей выживаемости 
значимо не меняются, однако появление рецидивов 
и метастазов наблюдается в более ранние послеопера-
ционные сроки [42, 46, 50]. В июне 2017 г. опублико-

miR-155

miR-155

NF-κB

SHIP1

Mxd1/Mad1

CEBP-β

PI3K-AKT

IL-6

BCL6

HDAC4

Сниженный апоптоз  
и развитие лейкозов

Уменьшение клеточной 
дифференцировки 
и увеличение пролиферации 
клеток-предшественников

Увеличение 
клеточной 
пролиферации 
и выживания

Развитие 
лимфопролиферативных

заболеваний

Сниженный апоптоз

Рис. 3. Роль miR-155 в развитии лейкозов и лимфом. Зеленые стрелки – повышенная активность, красные стрелки – пониженная активность. 
SHIP1 – SH2-доменсодержащая инозитол-5’-фосфатаза 1; CEBP-β –CCAAT enhancer-binding protein beta; IL – интерлейкин; HDAC4 – гистон-
деацетилаза 4; BCL – B-cell leukemia / lymphoma (адаптировано из [9])
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вано международное исследование, выполненное под 
руководством G. A. Calin из Онкологического центра 
Андерсона, в котором на экспериментальном и боль-
шом клиническом материале (956 пациентов с НМРЛ 
и лимфопролиферативными заболеваниями) проде-
монстрировано существование механизма отрицатель-
ной обратной связи miR-155 и TP53. Авторы показали, 
что комбинация повышенной экспрессии miR-155 
и сниженной экспрессии TP53 достоверно ассоции-
рована с низкими показателями выживаемости боль-
ных [51].

В экспериментах по введению опухолевых клеток 
РМЖ линии 4T1 с суперэкспрессией miR-155 непосред-
ственно в кровяное русло подопытных животных вы-
явлено значительное увеличение метастазов в легкие, 
тогда как стабильная экспрессия miR-155 в первичном 
очаге снижает миграционный и метастатический по-
тенциал данной клеточной линии. В ходе этих исследо-
ваний показано, что TSF4, важный регулятор эпители-
ально-мезенхимального перехода (ЕМТ), является 
прямой мишенью miR-155, что ранее было предсказано 
только теоретически [52]. К тому же эти эксперименты 
дополнительно свидетельствуют о двоякой роли данной 
микроРНК, определяемой типом, локализацией и ста-
дией развития опухоли, поскольку существуют свиде-
тельства и о промотирующем ЕМТ-действии miR-155, 
полученные как в клинических, так и в эксперименталь-
ных исследованиях [53]. Показано, что в опухолях мо-
лочной железы мышей MMTV-PyMT miR-155 воз-
действует на ЕМТ путем репрессии своей прямой 
мишени – дифференцировочного фактора C / EBPβ 
(CCAAT-enhancer binding protein beta). Это приводит 
к переключению сигнального пути TGF-β в сторону 
увеличения скорости роста, усиливает миграцию и ин-
вазивный потенциал клеток. Кроме того, в этой работе 
впервые обнаружено, что C / EBPβ может действовать 
как активатор транскрипции Е-кадгерина [54].

Возможно, с учетом важной роли miR-155 в клет-
ках иммунной системы следует обратить внимание 
и на уровень ее экспрессии в опухолеассоциированных 
макрофагах (ТАМ) и / или лимфоцитах, инфильтриру-
ющих опухоль (TIL). Следует учитывать также и роль 
C / EBPβ в подавлении воспалительных цитоцинов [9].

Существуют и другие работы, не обнаружившие 
прогностической значимости miR-155. Исследователи 
из Национального института здоровья США (National 
Institutes of Health) протестировали 5 широко извест-
ных микроРНК (miR-21, miR-29b, miR-34a / b / c, 
miR-155 и let-7a) у 639 больных, радикально проопе-
рированных по поводу НМРЛ, и обнаружили стати-
стически значимую зависимость экспрессии ми-
кроРНК в опухоли в долговременном прогнозе только 
для miR-21 [55]. Надо заметить, что эта работа была 
выполнена в 2009–2010 гг. с помощью полимеразной 
цепной реакции в реальном времени на парафиновых 
срезах опухолей, что может нивелировать уровни на-
тивной экспрессии микроРНК в ткани и биологиче-

ских жидкостях. Исследования экспрессии miR-155, 
связанные с гетерогенностью популяции опухолевых 
клеток и эволюцией отдельных клеточных клонов в хо-
де опухолевой прогрессии, могли бы уточнить пределы 
ее использования в качестве прогностического онко-
маркера.

В современной практике молекулярных исследо-
ваний в клинике все шире используются биологические 
жидкости, полученные у онкологических больных.

Некоторые исследователи полагают, что уровень 
miR-155 в сыворотке таких больных является более 
ценным диагностическим маркером, чем тот же пока-
затель в плазме [41], что, на наш взгляд, требует допол-
нительного тестирования.

В составе опухолевых экзосом, играющих активную 
роль в развитии вторичных опухолевых очагов, в част-
ности в создании преметастатических ниш, часто об-
наруживают miR-155 [6, 7, 56]. Это говорит в пользу 
утверждения об участии miR-155 в опухолевой прогрес-
сии. Примечательно, что при рецидивах рака легкого 
содержание miR-155 и miR-21 в экзосомах, полученных 
из плазмы, выше, чем у больных с первичными опухо-
лями [57]. В нашем исследовании циркулирующих 
микроРНК, в том числе в экзосомах, не обнаружено 
различий уровня miR-155 в плазме пациентов с плоско-
клеточным раком легкого после удаления первичного 
очага, однако большинство тестированных больных 
на момент операции не имели видимых метастазов [58]. 
К сожалению, количество работ, прицельно исследу-
ющих miR-155 в метастазах или корреляции ее наличия 
в экзосомах с процессами формирования метастазов, 
ограничено.

Примечательно, что в нескольких работах последних 
лет на больших клинических выборках выявлена стати-
стически значимая ассоциация функционального вари-
анта miR-155 (полиморфизм rs767649) с риском развития 
и неблагоприятным прогнозом при НМРЛ [47], раке 
шейки матки [59] и гепатокарциномах [60]. Показано, 
что наличие в геноме вариантной аллели rs767649, обра-
зующейся в результате однонуклеотидной замены (A>T) 
во фланкирующем интроне miR-155, может увеличивать 
ее транскрипционную активность. Такое повышение 
уровня транскрипции miR-155 способствует росту опу-
холей и метастазов путем ингибирования экспрессии 
HBP1, TJP1, SMAD5 и PRKAR1A [47].

В данном обзоре мы не затрагиваем участия тенас-
цина и QKI в возникновении и прогрессии гемоблас-
тозов и солидных опухолей, хотя эта тема сейчас ак-
тивно обсуждается в мировой литературе [29, 32]. 
На наш взгляд, роль этих белков в канцерогенезе за-
служивает особого внимания, однако в большой сте-
пени она связана с функционированием иммунной 
системы.

Лекарственная устойчивость и miR-155
Преодоление первичной лекарственной устойчи-

вости опухолевых клеток, как и возникновение 
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резистентности к химиопрепаратам в ходе лечения 
является одной из глобальных задач противоопухоле-
вой терапии.

Повышенная экспрессия miR-155 во многих типах 
опухолей, в частности при раке легкого, РМЖ и глио-
мах, часто коррелирует с устойчивостью к химиотера-
пии [45, 53, 61, 62]. Это, конечно же, связано с инги-
бированием генов, участвующих в процессах, которые 
во многом определяют такую устойчивость. Так, часто 
наблюдаемая комбинированная суперэкспрессия 
miR-21 и miR-155 вызывает почти полное прекращение 
продукции сразу 3 генов-супрессоров опухолевого рос-
та – белков SOCS1, SOCS6 и PTEN. Одновременное 
ингибирование этих микроРНК приводит к резкому 
снижению роста и метастазирования ксенографтов 
опухолей легкого человека у бестимусных мышей. В на-
стоящее время ведутся исследования по совместному 
использованию ингибиторов этих микроРНК в клини-
ческих условиях [48]. Кроме того, угнетение сигналь-
ного пути SOCS6-STAT3 в клетках РМЖ, опосредован-
ное miR-155, приводит к развитию резистентности 
к тамоксифену [62].

МикроРНК miR-155 участвует в процессах развития 
резистентности, не только ингибируя вышеупомянутые 
гены, но также путем репрессии FOXO3а и RhoA и уси-
ления EMT- и MAPK-сигналинга [53, 61, 63]. К тому же 
аутофагия, связанная со снижением продукции 
FOXO3а, может быть спровоцирована применением 
химиопрепаратов или облучением [43]. Показано, 
что такая нерегулируемая аутофагия при остеосаркомах 
вызвана именно повышением уровня miR-155 и сопро-
вождает развитие химиорезистентности [64].

Тем не менее попытки использовать miR-155 в ка-
честве предиктивного маркера химиорезистентности 
к нескольким конкретным стандартным химиопрепа-
ратам, в частности к цисплатину, этопозиду и таксанам 
[55, 65], не достигли желаемой цели. Исключением 
стали только наблюдения, касающиеся лекарственной 

резистентности к 5-фторурацилу. Маркером устойчи-
вости опухолевых клеток к его действию может яв-
ляться сочетанная экспрессия miR-21, miR-27a / b 
и miR-155 [65].

Скорее всего, снижение уровня онкогенных ми-
кроРНК в целях преодоления лекарственной устойчи-
вости возможно только с учетом сопутствующих мо-
лекулярных нарушений в опухолях определенного 
типа. Группа исследователей из Онкологического цент-
ра Андерсона показала, что использование препаратов, 
снижающих экспрессию miR-155 (anti-miR-155- 
DOPC), повышает чувствительность клеток аденокар-
циномы легкого, несущих мутации р53, к проводимой 
стандартной терапии у больных НМРЛ [51].

Использование анти-микроРНК в противоопухо-
левой терапии приобретает все больший размах, од-
нако для miR-155 эти исследования находятся в ста-
дии экспериментальных разработок и в большой 
степени связаны пока с модулированием иммунного 
ответа [13, 66].

Заключение
МикроРНК miR-155 относится к числу микроРНК, 

регулирующих целый ряд ключевых генов, ассоции-
рованных с развитием онкологических заболеваний. 
Это в значительной степени связано и с ее ролью 
в контролировании иммунитета. В последние годы ее 
все чаще используют как в качестве самостоятельного 
онкомаркера (преимущественно при гемобластозах), 
так и в составе прогностических и предиктивных 
микроРНК-панелей. Ведутся разработки противо-
опухолевых препаратов, мишенью которых является 
miR-155, а также гены, регулирующие ее экспрессию. 
Не вызывает сомнений, что вопрос о механизмах вли-
яния как miR-155, так и других микроРНК на клеточ-
ный сигналинг нуждается в тщательном и многопро-
фильном анализе с привлечением экспериментальных, 
биоинформационных и клинических данных.
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Р.Н. Мустафин1, Э.К. Хуснутдинова1, 2

1ФГБОУ ВО «Башкирский государственный университет»; Россия, Республика Башкортостан, 450076 Уфа, ул. Заки Валиди, 32; 
2ФГБУН Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра РАН;  

Россия, Республика Башкортостан, 450054 Уфа, проспект Октября, 71

Контакты: Эльза Камилевна Хуснутдинова elzakh@mail.ru

В обзорной статье описана роль эпигенетических факторов в туморогенезе нейрофиброматоза 1-го типа (НФ1). Клиническая 
картина НФ1 характеризуется выраженным полиморфизмом – от стертых форм с единичными нейрофибромами до тяжелых 
проявлений с тысячами опухолей и злокачественными осложнениями. Несмотря на выявление более 1400 типов мутаций в гене 
NF1, большинством исследователей не обнаружено генофенотипических корреляций. Второе генетическое событие в гене NF1, 
выявляемое в шванноцитах большинства нейрофибром, может быть результатом общих нарушений стабильности генома и ре-
гуляции клеточного цикла. Вероятность тканеспецифической инактивации второго аллеля чрезвычайно мала и не может объяс-
нить образование опухолей у большинства больных НФ1. В то же время роль эпигенетических факторов в блокировании онкосу-
прессоров доказана и может иметь значение в развитии данного заболевания, в пользу чего говорит закономерное начало 
образования нейрофибром в пубертатном периоде, утяжеление клиники при наследовании болезни от матери. Представлены 
исследования роли определенных микроРНК и особенностей метилирования промоторной области NF1 в туморогенезе при НФ1, 
а также роли мутаций в гене NF1 в развитии спорадических злокачественных новообразований. В связи с возможностью фар-
макологической коррекции активности микроРНК с использованием антисмысловых последовательностей изучение эпигенети-
ческих процессов при НФ1 перспективно для диагностики и лечения не только данной болезни, но и спорадических злокачествен-
ных новообразований.

Ключевые слова: нейрофиброматоз 1-го типа, нейрофибромин, туморогенез, импринтинг, микроРНК, метилирование, CpG-островки
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The role of epigenetic factors in the pathogenesis of neurofibromatosis type 1
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The article describes the role of epigenetic processes in the tumorigenesis of neurofibromatosis type 1. The clinical manifestations of neurofi-
bromatosis type 1 is characterized by a pronounced polymorphism erased from with single neurofibromas to severe forms with thousands  
of tumors and complications even in patients with the same mutations. More than 1400 mutations in the NF1 gene have been reported, but 
have not yet identified genotype-phenotype correlations. Detected in the majority of neurofibromas mutation of the second allele of the gene 
NF1 and loss of heterozygosity may result from common disorders of genome stability and cell cycle regulation. Chance of tissue-specific  
inactivation of the second allele is extremely low and can not prove the detection of neurofibromas in most patients with neurofibromatosis 
type 1. At the same time, the role of epigenetic factors for blocking of oncosupressors has been proven and can be applied to the development  
of malignant tumors and neurofibromas. This assumption is proved by the fact that the majority of neurofibromas are formed in puberty, 
while inheriting the disease from mother to clinical manifestations more severe. This review presents the research on the role of miRNAs and 
specific methylation in the promoter region of NF1 tumorogenesis in neurofibromatosis type 1. Mutations in the NF1 gene are of great impor-
tance in the development of many malignancies. Due to the possibility of pharmacological correction of activity of microRNAs using antisense 
sequences, the study of epigenetic processes in neurofibromatosis type 1 promising to diagnose and treat not only the disease but also sporadic 
malignancies.

Key words: neurofibromatosis type 1, neurofibromin, tumorogenesis, imprinting, microRNA, methylation, CpG-islands

Введение
Нейрофиброматоз 1-го типа (НФ1) – распростра-

ненное аутосомно-доминантное заболевание с опухо-
левым синдромом, встречающееся в мире в среднем 
с частотой 1:3,0–3,5 тыс. населения [1–4]. Характерной 

клинической чертой болезни являются множественные 
доброкачественные новообразования – нейрофибро-
мы, гамартомы радужной оболочки глаза и пигментные 
пятна на коже цвета «кофе с молоком». Плексиформ-
ные нейрофибромы, отличающиеся инфильтративным 
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ростом и склонностью к озлокачествлению, встреча-
ются у 30 % больных НФ1. Риск развития глиом зри-
тельного нерва составляет до 20 %, злокачественных 
опухолей из оболочек периферических нервов (malig-
nant peripheral nerve sheath tumor, MPNST) 5–10 % [2, 
3, 5]. Все развивающиеся опухоли устойчивы к химио-
терапии, хирургическое иссечение опухолей часто 
провоцирует образование новых нейрофибром [6].

MPNST – наиболее характерные для НФ1 злока-
чественные опухоли. Другие распространенные опу-
холи при НФ1 представлены в табл. 1.

Ген NF1 картирован на 17q11.2 и кодирует белок 
нейрофибромин, содержащий высококонсервативный 
ГТФаз-активирущий домен, превращающий активные 
RAS-ГТФ путем отсоединения остатка фосфорной 
кислоты в RAS-ГДФ, которая неактивна (рис. 1). По-
теря экспрессии нейрофибромина приводит к актива-

ции RAS-сигнальных путей и способствует образова-
нию опухолей [8]. Помимо ингибирования RAS, 
нейрофибромин положительно регулирует аденилат-
циклазу, RAS независимо влияет на апоптоз, регули-
рует адгезию и подвижность клеток [9].

В целях нахождения причин патологии поиск му-
таций в гене NF1 у больных НФ1 проводится по всему 
миру. В России молекулярно-генетическое исследова-
ние с описанием клинической картины больных с вы-
явленными мутациями проведено в работах О. В. Дрозд 
и соавт. [11], Р. Н. Мустафина и соавт. [12]. В базе данных 
генных мутаций человека (The Human Gene Mutation 
Database, 2015) зарегистрировано более 1400 различных 
мутаций в гене NF1, расположенных практически 
во всех экзонах [13]. У 5 % больных НФ1 с идентифи-
цированными мутациями выявляются микроделеции 
NF1, затрагивающие соседние гены [3, 14]. Несмотря 

Таблица 1. Сравнение частоты развития злокачественных опухолей при нейрофиброматозе 1-го типа и в общей популяции

Вид опухоли Частота развития при нейрофиброматозе 
1-го типа, % Частота развития в популяции, %

Злокачественные опухоли из оболочек перифери-
ческих нервов 5,0–10,0 0,001

Гастроинтестинальные стромальные опухоли 3,9–25,0 0,0001

Рак молочной железы 18,5 9

Рабдомиосаркома 1,4–6,0 0,000003

Лейкоз 2,0 0,01

Карциноидные опухоли 1,0 0,00003

Феохромоцитома 0,1–5,7 0,00008

Рис. 1. Схема онкосупрессивного действия нейрофибромина (адаптировано из [10])
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на огромный генетический банк данных, исследовате-
лями не обнаружено генофенотипических корреляций 
[13], что дает возможность использования полученных 
данных лишь для ранней пренатальной диагностики. 
Однако это не является решением проблемы и вызы-
вает множество спорных биоэтических вопросов (в свя-
зи с необходимостью прерывания беременности), по-
этому оправдан поиск новых путей патогенеза болезни 
для возможной коррекции опухолевого синдрома.

Основная идея механизма туморогенеза при НФ1 
объясняется двухударной моделью, согласно которой 
опухоли образуются в результате 2-го генетического 
события гена опухолевой супрессии [15]. Обоснова-
нием данной идеи являются факты обнаружения би-
аллельной инактиванции гена NF1 в нейрофибромах 
при НФ1 [16], причем только в шванноцитах, не вы-
являемые в других клетках микроокружения [17, 18]. 
Также в экспериментальных работах при трансплан-
тации мышам химерных NF1– /– клеток у мышей раз-
вивались опухоли, напоминающие нейрофибромы 
у людей [19]. У мышей со специфической инактива-
цией гена NF1 в центральной нервной системе фор-
мировались глиомы зрительных нервов как результат 
пролиферации глиальных клеток-предшественников. 
У эмбрионов мышей с NF1– /– спинальным гребнем 
формировалось повышенное количество клеток-пред-
шественников олигодендроцитов [20].

Помимо мутаций, на экспрессию нейрофиброми-
на могут воздействовать и другие механизмы (табл. 2): 
процессинг, стабилизация и транспорт матричной 
РНК (мРНК) гена NF1. Имеет значение неравноцен-
ная экспрессия гена NF1, обнаруженная в фибробла-
стах, лимфоцитах, кератиноцитах и меланоцитах [8]. 
Соответственно, для данных клеток неравноценная 
экспрессия может вызвать эффект, подобный потере 
гетерозиготности (loss of heterozygosity, LOH), по сле-
дующему механизму: у больных НФ1 один из аллелей 
инактивирован в результате мутации, выработка 
нейро фибромина поддерживается за счет оставшего-
ся второго аллеля. Однако при подавлении экспрессии 
данного аллеля гена эпигенетическими механизмами 
выработка нейрофибромина полностью прекращает-
ся – LOH-подобный эффект (полностью прекраща-
ется выработка продукта гена). В результате эпигене-
тической инактивации второго аллеля гена NF1, 
являющегося геном опухолевой супрессии, потеря его 

экспрессии приводит к гиперпролиферации клеток 
и туморогенезу.

Высококонсервативная среди разных видов 3’-не-
транслируемая область NF1 связывается с опухолевым 
антигеном HuR и содержит 4 потенциальных белоксвя-
зывающих домена, которые могут представлять допол-
нительные механизмы контролирования мРНК стабиль-
ности, внутриклеточной локализации и эффективности 
трансляции [8].

Транскрипционный контроль гена NF1 осуществ-
ляется посредством эпидермального фактора роста 
(EGF), тромбоцитарного фактора роста (PDGF) 
и основного фактора роста фибробластов (bFGF) [21]. 
Большое значение в подавлении функции NF1 имеют 
микроРНК: путем репрессии трансляции, воздействия 
на расщепление и деградацию мРНК [22].

Особенности функционирования гена NF1
Для определения возможных причин отсутствия 

корреляции клинических проявлений с типом мутаций 
в гене NF1 необходим поиск новых молекулярно-ге-
нетических механизмов формирования болезни. Ген 
NF1 размером 280 кб картирован в прицентромерной 
области длинного плеча хромосомы 17 и состоит 
из 57 экзонов. Известны 4 нормальные внутрирамоч-
ные изоформы альтернативного сплайсинга продукта 
гена NF1, экспрессирующиеся во всех тканях в разных 
концентрациях: экзон 9br (добавочные 30 пар нукле-
отидов (п.н.) между экзонами 9 и 10а), экзон 10а-2 
(45 п.н. между экзонами 10а и 10b), экзон 23а (63 п.н. 
между экзонами 23 и 24), экзон 48а (54 п.н. в направ-
лении 3’-конца гена). Выявлены несколько дополни-
тельных вариантов сплайсинга, экспрессирующихся 
в низких концентрациях – альтернативные транскрип-
ты ex29-, ex30-, ex29 / 30-, N-изоформы, отличающие-
ся различной степенью активности в тканях [23]. Вклю-
чение экзона 23а происходит под влиянием белков 
TIA-1 / TIAR, а под действием Hu-белка угнетается [24].

В геноме человека содержатся 11 последователь-
ностей, родственных NF1, 9 из которых расположены 
в центромерных областях 7 различных хромосом. 
Псевдо гены NF1 расположены на хромосомах 2, 12, 
14, 15, 18, 21 и 22 [10].

Темп мутирования гена NF1 на 2 порядка выше, 
чем в других локусах – до 1 на 10 тыс. гамет [4, 25]. 
Однако с учетом частоты встречаемости болезни 1:3,0–

Таблица 2. Механизмы изменения экспрессии нейрофибромина

Мишень воздействия Причина инактивации

Экзоны NF1 Мутации гена NF1

Промоторная область гена NF1 Метилирование

Процессируемая матричная РНК гена NF1 Расширение рамки считывания экзона NF1 при процессинге, образование стоп-кодона

3’-нетранслируемая область матричной РНК микроРНК
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3,5 тыс. населения, а также, в среднем, половины спо-
радических случаев НФ1, темп мутирования гена дол-
жен быть не менее 1 на 6–7 тыс. гамет. До 50 % 
точковых мутаций обнаруживаются в сайтах сплайсин-
га, в то время как существуют 4 нормальные сплайсин-
говые изоформы [26], а также, как упомянуто выше, 
выявляются дополнительные варианты сплайсинга, 
экспрессирующиеся в низких концентрациях [23]. Ген 
NF1 регулирует пролиферацию клеток, при этом сп-
лайсинговые изоформы обладают разной активностью 
и преимущественно экспрессируются в определенных 
тканях. Например в нервных клетках преимуществен-
ная экспрессия сплайсинговых изоформ нейрофибро-
мина, обладающих низкой активностью, может под-
держивать низкий пролиферативный потенциал. 
Поскольку ген NF1 является онкосупрессором, 
опосредованно (влиянием на RAS-систему) регули-
руя пролиферацию клеток, экспрессия сплайсин-
говых изоформ в различных тканях может влиять 
на возрастзависимую тканеспецифическую дифферен-
цировку клеток в связи с различной активностью дан-
ных изоформ, преимущественная экспрессия специ-
фических изоформ в различных тканях в разные 
периоды онтогенеза – на скорость клеточных делений. 
Высокая частота сплайсинговых мутаций иногда свя-
зана со сложными взаимодействиями гена NF1 и про-
дуктов его экспрессии с другими факторами, которые 
могут влиять на темп мутирования в сайтах сплайсин-
га, 11 родственных NF1-последовательностей могут 
влиять на данные процессы совместно.

Согласно исследованиям K. Wimmer и соавт. 
ген NF1 содержит «горячие точки» для инсерции 
L1-элементов. Выявлены 3 специфических интегра-
ционных сайта для независимых событий транспози-
ции в гене NF1, каждый из которых используется два-
жды: c. 1642-1_1642 в интроне 14, с. 2835_2836 
в экзоне 21, с. 4319_4320 в экзоне 33. Поскольку по дан-
ным недавних исследований в онтогенезе происходит 
перемещение ретроэлементов, а ген NF1 является 
предпочтительным сайтом их интеграции, данный 
процесс может иметь значение в инактивации второго 
аллеля гена в патогенезе формирования нейрофибром 
при НФ1 [26]. Существование «горячих точек» мута-
генеза в гене NF1 может в некоторой степени объяснить 
наличие большого количества псевдогенов и повышен-
ной мутабельности гена. Наличие L1-элементов в гене 
приводит к усилению мутагенеза и образованию псев-
догенов в связи с тем, что ретроэлемент транспозиру-
ет в новый локус, оставляя исходную последователь-
ность на прежнем месте. В результате возможны 
структурные преобразования генома, в том числе фор-
мирование псевдогенов [27]. Псеводогены – неактив-
ные копии исходных генов, измененных мутациями; 
некоторые из их разновидностей представлены про-
цессированными псевдогенами, в которых отсутству-
ют интроны гена-предшественника (образованные 
путем встраивания комплементарной ДНК с помощью 

генов автономных ретротранспозонов). Многие псев-
догены эукариот высоко консервативны и активно 
транскрибируются, а часть может быть активирована 
мутациями [28].

С учетом того, что в общебиологическом плане 
феномен метилирования является элементом системы 
распознавания, выполняя защитную функцию, на-
правленную на предохранение организма от чужерод-
ной ДНК и избытка эндогенных повторов [29], логич-
но предположить следующий механизм инактивации 
одного из аллелей NF1 в определенных тканях с воз-
растом. Известно, что в онтогенезе могут активиро-
ваться определенные ретроэлементы, влияя на диф-
ференцировку клеток с возрастом. Ген NF1 регулирует 
цитологическую дифференцировку. Поскольку в гене 
имеются «горячие точки» инсерции для L1-транспо-
зонов, характер метилирования гена может играть за-
щитную роль, препятствуя тем самым внедрению 
транспозонов.

Промотор гена расположен в CpG-богатой области 
[30]. Согласно данным литературы промоторная об-
ласть NF1 вблизи стартового сайта транскрипции пол-
ностью деметилирована в клетках многих нормальных 
тканей [31]. Данная особенность может свидетельст-
вовать в пользу возможного влияния метилирования 
на патогенез опухолевого синдрома.

Около 50 % случаев НФ1 обусловлены мутациями 
de novo, при этом 90 % из них определяются в отцовских 
хромосомах [25]. Возможные причины данного фено-
мена – влияние микроРНК и геномный импринтинг 
в связи с тем, что при наличии мутаций de novo мате-
ринского происхождения эпигенетическое подавление 
экспрессии аллеля гена NF1 отцовского происхождения 
может быть несовместимым с жизнью (инактивация 
обоих аллелей на ранних этапах эмбрионального раз-
вития приводит к летальным порокам развития). В слу-
чае семейных форм при наследовании от матери на-
блюдается утяжеление клиники, однако нелетальное 
благодаря эпигенетическим механизмам перестройки 
генома в яйцеклетках.

В интроне 27b расположены 3 небольших гена, 
транскрибирующиеся в обратной ориентации к NF1: 
OMGP, EVI2A, EVI2B. Функция данных генов направ-
лена на регуляцию пролиферации клеток, при этом 
интрон расположен между экзонами, кодирующими 
функционально активный Sec14p-домен [10].

Продукт экспрессии гена NF1 содержит несколько 
функционально-активных домена, 3 из которых наиболее 
важны для его функции (рис. 2). ГТФаз-активирующий 
домен взаимодействует со всеми 3 изоформами RAS-
белков. Цистеин-серин-богатый домен (CSRD) взаимо-
действует с циклической аденозинмонофосфатзависимой 
протеинкиназой А, регулирует взаимодействие с микро-
тубулами. Sec14p-домен регулирует расположение нейро-
фибромина на эндомембранах, облегчает взаимодействие 
с глицерофосфолипидами для селективной регуляции 
RAS [10]. Идентифицирован также плекстрингомологич-
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ный (PH) домен, совместно с Sec14-доменом модулиру-
ющий актиновый цитоскелет [13].

На сегодняшний день известны не менее 7 доменов 
нейрофибромина, посредством которых он взаимодей-
ствует с большим количеством белков, участвуя в разно-
образных внутриклеточных процессах (рис. 3) [13]. Он 
реагирует с белком SPRED1, также влияющим на RAS-
систему. Нейрофибромин является основным GAP-
белком для RAS в дендритах нейронов, где посредством 
лейцинбогатого домена он взаимодействует с молекуляр-

ным проводником (шапероном) – валозинсодержащим 
белком (VCP). При взаимодействии с убиквитинлигаза-
ми продукт экспрессии NF1 подвергается деградации 
путем убиквитинирования, что повышает активность 
RAS. Так, убиквитинлигаза SAG посредством подобных 
взаимодействий стимулирует развитие сосудов, а убик-
витинлигаза куллин 3 в клетках спорадических глиобла-
стом разрушает нормальный нейрофибромин. Таким 
образом, изменения активности белков, взаимодейству-
ющих с продуктом экспрессии NF1, могут приводить 

1      2       3       4а       4b 4c   5      6           7         8     9    10a    10b   10c  11  12a   12b          13       14  15                 18

17      18  19a  19b    20           21          22   23-1  23-2    24     25    26      27a   27b               28                         29

30            31        32            33               34     35   36    37   38      39     40      41         42      43   44     45    46   47      48        49

9br

23a

48a

CSRD

GRD Sec14

OMGP EV12B EV12A

Рис. 2. Схема гена NF1 с основными доменами (адаптировано из [10]). CSRD – цистеин-серин-богатый домен; GRD – связанный с ГТФаз-акти-
вирующим белком домен (GAP (GTPase-activating protein) – related domain)

Рис. 3. Схема взаимодействия нейрофибомина с биомолекулами. Домены белка: CSRD – цистеин-серин-богатый домен, TBD – тубулинсвязыва-
ющий домен, GRD – связанный с ГТФаз-активирующим белком домен (GAP (GTPase-activating protein) – related domain), Sec14-домен, PH – плек-
стрингомологичный домен, CTD – карбокситерминальный домен, SBD – синдекансвязывающий домен (адаптировано из [13])
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к его инактивации и являться одной  из причин иници-
ирования туморогенеза [13].

Патогенез опухолевого синдрома 
при нейрофиброматозе 1-го типа
В настоящее время механизмом туморогенеза 

при НФ1 принято считать двухударную модель 2-го ге-
нетического события онкосупрессорного гена. Дейст-
вительно, в злокачественных опухолях и нейрофибро-
мах часто выявляется биаллельная инактивация NF1, 
в том числе LOH. Предполагается, что один из механиз-
мов инактивации второго аллеля NF1 происходит во вре-
мя репарации ДНК, особенно при гомологичной ре-
комбинации [32]. Механизмы, ведущие к биаллельной 
инактивации включают потерю хромосомы с редупли-
кацией, митотическую рекомбинацию, хромосомные 
микроделеции, а также соматические внутригенные 
мутации [21]. Однако мутации во втором аллеле, по дан-
ным многочисленных исследований, не совпадают 
с первичной мутацией гена, вызвавшей заболевание [15, 
33]. Среди соматических мутаций второго аллеля наи-
более распространенными оказались мутации со сдви-
гом рамки считывания, из них наиболее часто встреча-
ющиеся – делеция не менее 4 п.н. Частота выявления 
LOH составляет 20 % [21]. В исследованиях D. R. Stew-
art и соавт. при изучении клеточной линии, выделенной 
из гломусных опухолей при НФ1, обнаружена митоти-
ческая рекомбинация в 22 % клеток. Однако исследо-
вание проводили в клеточных линиях опухолей, редко 
(лишь у 5 %) встречающихся при НФ1, выделенных 
лишь из 4 образцов опухолей, что дает статистически 
малодостоверный результат [34]. Более того, даже 
при применении полученных данных в качестве объяс-
нения туморогенеза при НФ1 рекомбинация лишь 
в 22 % случаев не может объяснить образование опухо-
лей у всех больных НФ1.

Высокий темп (до 1 на 10 тыс. гамет) мутирования 
гена NF1 [4] также не может объяснить образование 
нейрофибром у 95 % пораженных. Характерна также 
взаимосвязь образования опухолей и возраста – в боль-
шинстве случаев нейрофибромы начинают формиро-
ваться в пубертате – в период, когда в организме про-
исходят серьезные физиологические сдвиги под 
действием эпигенетических процессов. В связи с вы-
шеизложенным становится понятным, что выявленные 
мутации второго аллеля гена NF1 являются, скорее, 
не инициирующими, а результатом общих нарушений 
стабильности генома и регуляции клеточного цикла. 
Промотор гена расположен в CpG-богатой области 
[30], в связи с чем обоснованно проведение сравни-
тельного анализа паттернов метилирования CpG-ди-
нуклеотидов промоторной области гена NF1 у больных 
НФ1, а также общего гипометилирования генома. 
При отличии метилирования геномной ДНК из тканей 
опухолей по сравнению с ДНК лейкоцитов крови мож-
но утверждать, что мутации во втором аллеле гена NF1 
могут быть следствием общих дестабилизирующих 

изменений в геноме или (под действием микроРНК) 
в области геномной нестабильности [22]. В подтвер-
ждение можно привести пример обнаружения мутаций 
NF1 более чем в 10 % образцов рака легких, появляю-
щихся на поздних стадиях туморогенеза, тогда 
как при НФ1 нет выраженной предрасположенности 
к данному виду рака, сравнимой с другими злокачест-
венными новообразованиями [13].

Уровни экспрессии продукта гена NF1 отличаются 
в различных тканях и на разных этапах онтогенетиче-
ского развития [10], что указывает на роль эпигенетиче-
ских факторов в регуляции гена. Нарушение регуляции 
с помощью микроРНК или изменения метилирования 
у здорового человека компенсируется функцией второ-
го аллеля, в то время как при НФ1 данные нарушения 
ведут к потере функции нейрофибромина и образованию 
опухолей.

В патогенезе опухолевого синдрома большое зна-
чение имеют иммунологические нарушения. В кро-
ви больных НФ1 обнаружено повышенное количе-
ство активированных моноцитов крупных размеров 
с CD16-экспрессией, а также высокие уровни цито-
кинов IL-1β и IL-6 [23]. Выявлена корреляция уровней 
иммуноглобулина Е в сыворотке больных НФ1 с ко-
личеством нейрофибром, а также с размерами плек-
сиформных нейрофибром [35], что подтверждается 
эффективностью длительного применения кетоти-
фена в лечении болезни. Нейрофибромы густо ин-
фильтрированы мастоцитами, которые принимают 
активное участие в инициации и прогрессировании 
опухолевого процесса за счет дегрануляции и высво-
бождения медиаторов, повреждающих внеклеточный 
матрикс, усиливая пролиферацию фибробластов и син-
тез коллагена. Мастоциты выделяют также белок, ре-
моделирующий клеточные ассоциации и инициирую-
щий неоангиогенез, а также факторы роста нервных 
и эндотелиальных клеток. В то же время NF1-мутантные 
шванноциты секретируют Kit-лиганд, стимулирующий 
миграцию мастоцитов [36]. Таким образом, фор-
мируется своеобразный замкнутый патофизиоло-
гический процесс (рис. 4), который подвергается 
влиянию других факторов (в противном случае про-
исходила бы тотальная безостановочная генерали-
зация, приводящая, в конце концов, к летальному 
исходу). В действительности характер туморогенеза 
при НФ1 в каждом случае индивидуален, часто 
встречается стертая клиника с единичными опухо-
лями, при генерализованных формах туморогенез 
в определенные моменты значительно стихает, до-
стигая своего максимума в пубертатном периоде. 
Наиболее вероятной причиной являются особенно-
сти онтогенетического регулирования эпигенетиче-
скими факторами в разном возрасте [37]. Одновре-
менно данные обстоятельства говорят о выраженной 
дисфункции иммунной системы, с патологической 
гиперактивацией и пролиферацией мастоцитов. 
В связи с этим важно проводить эпигенетические 
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исследования не только опухолей, но и клеток пе-
риферической крови больных НФ1.

Дегрануляция мастоцитов в тканях опухоли вы-
зывает выброс медиаторов, способствующих проли-
ферации шванноцитов и фибробластов. Пролифери-
рующие фибробласты продуцируют повышенное 
количество коллагена, что приводит к образованию 
стромы опухоли. Пролиферирующие шванноциты 
вырабатывают Kit-лиганд, способствующий мигра-
ции мастоцитов (которые далее активно дегранули-
руют и приводят к прогрессированию опухолевого 
процесса).

Роль гена NF1 в спорадическом канцерогенезе
Комплексное исследование с анализом соматиче-

ских мутаций в моделях более 1500 связанных с раком 
генов в крупной панели опухолей легких, молочной 
железы, яичников, поджелудочной железы и предста-
тельной железы выявило, что NF1 – один из 10 наибо-
лее часто мутирующих генов при данных типах опухо-
лей (частота мутаций >5 %) [13]. Частота обнаружения 
мутаций в гене NF1 у больных с ювенильной миело-
моноцитарной лейкемией достигает 30 %. В то же вре-
мя лишь 10–14 % детей с данным типом лейкоза стра-
дают НФ1. Данное обстоятельство говорит о роли 
мутаций NF1 в генезе спорадических форм миело-
лейкоза [25].

В различных исследованиях выявляются сомати-
ческие мутации NF1 при раке, не ассоциированном 
с НФ1: глиобластомы, аденокарциномы легких, рак 
молочной железы, лейкозы, серозные карциномы яич-
ников, нейробластомы. Некоторые изменения в гене 
NF1 в данных опухолях определяются относительно 
часто и могут быть использованы в качестве специфи-
ческих прогностических и диагностических маркеров. 
Например, NF1 инактивирован в 23 % случаев спора-
дических глиобластом, что позволяет выделить данный 
мезенхимальный молекулярный подкласс. В 22 % се-
розных карцином яичников определяются мутации 
NF1, из них в 70 % случаев инактивация NF1 биаллель-
на [6].

При меланомах 3-го класса (ассоциированных 
с возрастом) в 30 % случаев обнаруживают делецион-
ные мутации NF1. Мутации NF1 при кожных мелано-
мах встречаются в 14 %, при раке легкого – в 12 %, 
при колоректальной карциноме – в 5 %, при раке мо-
лочной железы – в 3 % случаев; при остром миелолей-
козе взрослых полная потеря экспрессии NF1 выявле-
на у 7 % больных. Встречаемость мутаций при других 
видах рака представлена в табл. 3. Предполагается, 
что инактивация NF1 при некоторых видах опухолей 
является причиной резистентности к терапии и небла-
гоприятных исходов [9]. Так, в работе M. H. Nissan 
и соавт. при исследовании клеточной линии меланомы 

Рис. 4. Схема механизма прогрессирования нейрофибромы
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по мутации в гене BRAF (V600E) показано, что потеря 
NF1 дает клеткам селективные преимущества и устой-
чивость к RAF-ингибиторам [38]. В исследованиях 
M. Holzel и соавт. доказано, что NF1 контролирует от-
вет на ретиноевую кислоту через RAS-MEK-
сигнальный каскад путем ингибирования экспрессии 
RAR / RXR коактиватора ZNF423. Клеточные линии 
нейробластомы с NF1-нокдауном проявляли устойчи-
вость к ретиноевой кислоте. При этом мутации NF1 
выявляются в 6 % спорадических нейробластом [39].

Исследование метилирования промоторной области 
гена NF1 при нейрофиброматозе 1-го типа
Важнейшая эпигенетическая модификация, статус 

которой в организме достоверно меняется с течением 
жизни – метилирование ДНК [40] – механизм геном-
ного импринтинга и регуляции всей программы раз-
вития. У эукариот метилирование видо- и тканеспе-
цифично, контролируется гормонами, изменяется 
с возрастом и является одним из механизмов клеточной 
и половой дифференцировки. Профиль метилирова-
ния изменяется при канцерогенезе, служит надежным 
диагностическим признаком разных форм рака [41].

В норме в организме человека метилировано 
до 70 % CpG-динуклеотидов, или 3–6 % всех цитози-
нов [40]. Распространенным механизмом инактивации 
генов-онкосупрессоров при туморогенезе является 
гиперметилирование промотора – данная «эпимута-
ция» считается функциональным эквивалентом LOH 
[42]. Локальное гиперметилирование при этом распро-
страняется на относительно небольшую часть (20 %) 
динуклеотидов CpG, образующих соответствющие 
островки [29]. Подавление продукции нейрофиброми-
на в результате метилирования NF1 наблюдается 

в раковых клетках [13]. Логично предположить, что 
и при НФ1 инициирующим для образования опухоле-
вых клеток может служить физиологическое гиперме-
тилирование одного из аллелей. Физиологическое – 
значит, что для генома человека описаны возрастные 
характеристики процесса метилирования ДНК, име-
ющие ткане- и возрастспецифический характер. Раз-
лична также роль ДНК метилтрансфераз в клетках 
на различной стадии дифференцировки [29]. В пубер-
тате происходят серьезные физиологические пере-
стройки в организме под действием гормонов, в том 
числе для регуляции функций определенных тканей 
необходимо регулирование функции генов. В данном 
возрасте характерно образование большинства нейро-
фибром при НФ1. Основной причиной этого может 
служить гиперметилирование промоторной области 
NF1 – гена, регулирующего пролиферативную актив-
ность клеток – соответственно, инактивация одного 
из его аллелей для резких физиологических переходов 
оправданна.

Перерождение плексиформных нейрофибром 
в MPNST при НФ1 – распространенный процесс. Осо-
бенности метилирования могут быть вовлечены в раз-
витие различных типов нейрофибром и злокачественную 
трансформацию. В работе A. Harder и соавт. при иссле-
довании паттерна метилирования промотора NF1 би-
сульфитным геномным секвенированием НФ1-ассоции-
рованных 9 кожных и 7 плексиформных нейрофибром, 
5 MPNST и 20 контрольных образцов ДНК из лейко-
цитов периферической крови было выявлено специ-
фическое метилирование сайтов связывания транс-
крипционных факторов для SP1, CRE (-10), AP-2; 
гиперметилирование промотора в НФ1-ассоциирован-
ных опухолях не обнаружено [43]. Однако M. P. Horan 
и соавт. при исследовании нейрофибром и лимфоцитов 
периферической крови больных НФ1 и в группе конт-
роля обнаружили опухолеспецифическое метилирование 
в 6 отдельных CpG-сайтах в позициях -609, -429, -406, 
-383, -331, -315 по отношению к сайту начала транскрип-
ции [42]. В работе L. Fishbein и соавт. проведен анализ 
метилирования промотора NF1 в нормальных шванно-
цитах и образцах плексиформных нейрофибром от боль-
ных НФ1, в которых соматические мутации второго 
аллеля не были выявлены. Однако в позиции -451 по от-
ношению к сайту начала транскрипции определено спе-
цифическое метилирование в 12 из 18 анализируемых 
опухолей [31].

D. H. Gutmann и соавт. при сравнительном иссле-
довании паттерна метилирования NF1 низкодиффе-
ренцированных глиом обнаружили значительные раз-
личия с данными по спорадическим опухолям, 
что дало основание считать метилирование NF1 в ка-
честве возможной причины биаллельной инактивации 
гена [44].

У животных, как и у человека, существует тканевая 
(клеточная), субклеточная и возрастная разнокачест-
венность (специфичность) метилирования ДНК. 

Таблица 3. Частота обнаружения мутаций в гене NF1 при споради-
ческом раке

Вид злокачественной опухоли
Частота обнару-
жения мутаций 

NF1,  %

Эмбриональная рабдомиосаркома 35

Спорадические феохромоцитомы 26–41

Глиобластомы 23

Серозные карциномы яичников 22

Кожные меланомы 14

Рак легкого 12

Миксофибросаркома 10

Плеоморфная липосаркома 8

Острый миелолейкоз взрослых 7

Нейробластомы 6

Колоректальная карцинома 5
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Общебиологическое явление программированного 
метилирования определяется гормональным контро-
лем. При этом глобальные перестройки происходят 
в период полового созревания [41]. С учетом иниции-
рования опухолевого процесса при НФ1 главным обра-
зом в пубертатный период роль метилирования в дан-
ном отношении наиболее очевидна. Перспективы 
исследования характера метилирования промотора NF1 
при НФ1 и его роли в патогенезе заболевания связаны 
с возможностью специфического деметилирования и, 
таким образом, ингибирования опухолевой трансфор-
мации. Метилирование ДНК может существенно мо-
дулироваться различными биологическими (вирусами, 
бактериями, грибами, паразитическими растениями) 
и абиотическими (стрессами) факторами. Так, инги-
битор метилирования ДНК 5-азацитидин уже исполь-
зуется для лечения рака кожи [41]. Поэтому программа 
по возможному нахождению терапевтических моделей 
регуляции метилирования вполне осуществима. Од-
нако перспективно использование молекул, макси-
мально специфично взаимодействующих с промотор-
ной областью конкретного гена, так как описаны 
случаи, когда химиотерапия с применением гипоме-
тилирующих агентов (азацитидина и децитабина) при-
водила к развитию тяжелого миокардита [40].

У животных и растений существует связь между 
метилированием ДНК и деацетилированием гистонов. 
Например, ген гистоновой деацетилазы необходим 
для метилирования ДНК, индуцированной малыми 
РНК (dsRNA). Большой интерес привлекает изучение 

механизмов и биологической роли метилирования 
ДНК, направляемой малыми РНК, которые осуществ-
ляют специфическое выключение генов (сайленсинг). 
Сайтспецифичные ДНК-метилтрансферазы в присут-
ствии малых сигнальных РНК осуществляют de novo 
метилирование ДНК по CNG и другим сайтам нукле-
отидной последовательности ДНК, узнаваемой малой 
РНК (рис. 5). Метилирование ДНК играет решающую 
роль в подавлении экспрессии генов малыми РНК [41].

Исследование микроРНК в патогенезе 
нейрофиброматоза 1-го типа
МикроРНК имеют важное значение в регуляции 

канцерогенеза. Различные типы образований и опухо-
ли на разных стадиях показывают уникальные профи-
ли микроРНК [22]. Одним из первых сообщений об ас-
социации микроРНК с канцерогенезом человека стала 
публикация G. A. Calin и соавт. (2002) о hsa-miR-15a 
и hsa-miR-16-1, делетированных в 70 % опухолевых 
клеток у больных с В-клеточным хроническим лимфо-
лейкозом. Трансгенная экспрессия hsa-miR-15a и hsa-
miR-16-1 приводила к снижению уровней белка В-кле-
точного лейкоза и индукции апоптоза в лейкемических 
клеточных линиях [22, 45]. С момента открытия ми-
кроРНК около 24 лет назад обнаружена их важная роль 
в развитии рака, в том числе НФ1-ассоциированных 
опухолей. C момента открытия микроРНК, им посвя-
щено более 60 000 научных публикаций, около поло-
вины которых о роли микроРНК в онкогенезе. У чело-
века открыто около 2000 уникальных микроРНК, 

Рис. 5. Подавление экспрессии генов малыми интерферирующими РНК (siRNA). Из инвертированных повторов ДНК образуются двунитевые РНК. 
RDR2 (RNA-dependent RNA polymerase 2) – РНК-зависимая ДНК-полимераза 2; DCL3 (dicer-like 3) – Dicer-подобный фермент-2, который раз-
резает длинные молекулы двуцепочечной РНК (dsRNA) на короткие фрагменты порядка 21–25 нуклеотидов, называемых siРНК, вызывающие 
сайтспецифическое de novo метилирование нуклеотидов молекулы ДНК с помощью ферментов метилтрансфераз (метилтрансферазы 1 (MET1), 
метилтрансферазы перегруппировки доменов 2 (domains rearranged methyltransferase, DRM2) и белка-аргонавта (AGO4) (адаптировано из [41])
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и число их растет. Изменение уровней специфических 
микроРНК выявлено почти во всех типах злокачест-
венных новообразований, включая рак легкого, толстой 
кишки, поджелудочной и молочной железы и лейкоз 
[46]. Сейчас очевидно, что микроРНК регулируют экс-
прессию не менее 30 % всех белоккодирующих генов 
в геномах млекопитающих. Потенциальная роль ми-
кроРНК в патологии изучена не только при определе-
нии их однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), 
но и по вариациям числа их копий (CNV). МикроРНК 
играют ключевую роль в развитии рака влиянием на ге-
ны-онкосупрессоры. Более 50 % микроРНК локали-
зуются в ассоциированных с раком областях или лом-
ких участках хромосом [47].

Специфические микроРНК могут служить альтер-
нативой LOH гена NF1 в регуляции туморогенеза 
при НФ1 [8]. Несколько исследовательских групп из-
учили роль микроРНК в возникновении НФ1-ассоци-
ированных злокачественных заболеваний. Из них на-
прямую вовлечены в туморогенез злокачественного 
перерождения при НФ1: miR-10b, miR-21, miR-29c, 
miR-34a, miR-204 [47]. В исследованиях G. Chai были 
определены профили микроРНК для NF1 в опухолевых 
тканях и клеточных линиях. Выявлена усиленная ре-
гуляция miR-10b в шванноцитах MPNST, а также ней-
рофибром при НФ1 [8, 21].

Функциональный анализ показал, что ген NF1 яв-
ляется непосредственной мишенью miR-370, гиперэкс-
прессия которого дает аналогичные с NF1-инактивацией 
эффекты, усиливая пролиферацию и образование 
колонии клеток острого миелолейкоза [48]. На уровень 
экспрессии нейрофибромина оказывают влияние miR-
103, miR-128 и miR-137 путем специфического связы-
вания с 3’-концом белка. При этом miR-103 экспресси-
руется во всех тканях организма, тогда как miR-128 
и miR-137 – только в головном мозге. Экспрессия дан-
ных трех микроРНК на самом высоком уровне регистри-
руется в нейронах, на самом низком – в шванноцитах. 
Избыточная экспрессия этих микроРНК значительно 
снижает уровень эндогенного нейрофибромина, тогда 

как антисмысловое ингибирование данных микроРНК 
усиливает его трансляцию [49].

Обнаружено подавление NF1 посредством miR-193b, 
гиперэкспрессия которого наблюдается при спорадиче-
ском плоскоклеточном раке головы и шеи, приводящее 
к активизации ERK и прогрессии опухоли [9]. В иссле-
дованиях M. S. Stark и соавт. подтверждено, что NF1 яв-
ляется непосредственной мишенью miR-514a. Гипер-
экспрессия miR-514a в клеточной линии меланомы 
ингибирует экспрессию NF1 [50].

Изучение влияния микроРНК на ген NF1 в туморо-
генезе при НФ1, а также при спорадических злокачест-
венных опухолях имеет большое значение. Так, в иссле-
дованиях G. Chai и соавт. показана возможность 
использования антисмыслового ингибирования miR-10b 
для восстановления экспрессии нейрофибромина кле-
точной линии саркомы SK-ES-1 и подавления зависимой 
от нейрофибромина RAS-активности в клетках MPNST 
при НФ1 [8]. В апреле 2013 г. начаты клинические испы-
тания противоопухолевой терапии микроРНК-препара-
та MRX34 – липосомсвязанной мимичной miR-34 для ле-
чения больных гепатоцеллюлярной карциномой [51].

В табл. 4 представлены накопленные данные об ин-
гибирующем влиянии микроРНК на экспрессию NF1. 
Эти микроРНК могут служить альтернативой LOH 
для гена NF1 в регуляции туморогенеза при НФ1.

Сегодня возлагаются большие надежды на исполь-
зование специфических микроРНК в терапии рака 
и других болезней. Это преимущественно связывают 
с направленным ингибированием активности генов, 
отвечающих за раковую трансформацию клеток 
и метастазирование [41]. Поскольку NF1 играет зна-
чительную роль в опухолевой трансформации как при 
НФ1-ассоциированных, так и при спорадических зло-
качественных новообразованиях, исследование роли 
микроРНК в патогенезе данных процессов является 
перспективной и социально значимой задачей.

Кроме того, выявлена значительная роль длинных 
некодирующих РНК (long non-coding RNA, lncРНК) 
для активации критических регуляторов в развитии 

Таблица 4. МикроРНК, ингибирующие экспрессию гена NF1

Источник МикроРНК Объект исследования

[47] miR-21, miR-29c, miR-34a, miR-204 Злокачественные опухоли из оболочек периферических нервов

[8, 21, 47] miR-10b Злокачественные опухоли из оболочек периферических нервов, 
нейрофибромы

[48] miR-370 Лейкоциты при остром миелолейкозе

[9] miR-193b Плоскоклеточный рак головы и шеи

[50] miR-514a Меланома

[49] miR-128, miR-137 Клетки головного мозга здорового человека

[49] miR-103 Любые клетки здорового человека
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опухолей при НФ1. В качестве гена-модификатора NF1 
может служить ген lncРНК ANRIL, оказывающий су-
щественное влияние на формирование плексиформных 
нейрофибром при НФ1. В работе E. Pasmant и соавт. 
обнаружена статистически значимая ассоциация одно-
нуклеотидного полиморфизма rs2151280, расположен-
ного в ANRIL, с количеством плексиформных нейро-
фибром у больных НФ1 [52]. Однако в исследовании 
T. Mubotter и соавт. у больных НФ1 с микроделециями 
NF1 не выявлено ассоциации плексиформных нейро-
фибром с rs2151280. LncРНК ANRIL напрямую связы-
вается с белком SUZ12, важным участником многоком-
понентного репрессивного комплекса-2, и необходим 
для использования SUZ12 генами-онкосупрессорами 
CDKN2A / CDKN2B, а также для их эпигенетического 
подавления. Т-аллель rs2151280, коррелирующий с ре-
дуцированной экспрессией ANRIL, ассоциирован 
с большим количеством плексиформных нейрофибром 
[53]. LncРНК ANRIL идентифицирована в качестве он-
когена, вовлеченного в развитие ряда опухолей, таких 
как рак желудка, легкого, гепатоцеллюлярная карци-
нома и плоскоклеточный рак пищевода. Ингибирование 
ANRIL подавляет пролиферацию, миграцию и инвазию 
раковых клеток [54]. Предполагается, что исследование 
роли lncРНК имеет важное значение в фармакокоррек-
ции опухолевого синдрома при НФ1, в частности путем 
модуляции экспрессии ANRIL [50]. Кроме того, ANRIL 
может выступать в качестве диагностического и прогно-
стического биомаркера некоторых опухолей [52] и быть 
использован для прогнозирования течения опухолево-
го синдрома при НФ1.

Заключение
НФ1 – одно из самых распространенных наследст-

венных заболеваний с частотой встречаемости 1:3,0–
3,5 тыс. населения в мире [1–4]. Причиной возникно-
вения НФ1 являются мутации в онкосупрессорном гене 
NF1, отличающиеся чрезвычайно высокой мутабельно-
стью – доля спорадических случаев составляет 50 %, 
в связи с чем с учетом сохраненной способности к дето-
рождению больных, распространенность НФ1 в мире 

неуклонно возрастает. В настоящее время не существу-
ет эффективных способов лечения опухолевого синдро-
ма при НФ1, нередко иссечение опухолей провоцирует 
диссеминацию опухолевого процесса и развитие реци-
дивов. Возникающие злокачественные новообразования 
при НФ1 проявляют высокую стойкость к химиотерапии 
[6]. Кроме того, мутации в гене NF1 играют важную па-
тогенетическую роль в спорадическом канцерогенезе [6, 
9, 38, 39]. Предполагается, что в инактивации второго 
аллеля гена NF1 в опухолях при НФ1 и в инактивации 
обоих аллелей NF1 в спорадических неоплазмах большое 
значение имеют эпигенетические факторы. На роль эпи-
генетических факторов в патогенезе НФ1 указывает 
отсутствие в большинстве опубликованных исследова-
ний гено-фенотипических корреляций даже у членов 
одной семьи с идентичной мутацией [13], а также осо-
бенности гена NF1 (большие размеры гена – 280 кб, 57 
экзонов; наличие нескольких функционирующих аль-
тернативных сплайсинговых транскриптов [23]; наличие 
11 псевдогенов NF1 [10], высокий темп мутирования 
гена NF1 [4, 25]; наличие в гене NF1 «горячих точек» 
для инсерции L1-элементов [26]; развитие большинства 
нейрофибром в пубертатном периоде, расположение 
промотора гена в CpG-богатой области [30], разные 
уровни экспрессии NF1 в различных тканях и на различ-
ных этапах и в разном возрасте [10]). Исследование ро-
ли эпигенетических факторов в патогенезе НФ1 позво-
лило выявить специфическое изменение характера 
метилирования промоторной области гена NF1 
в НФ1-ассоциированных опухолях [31, 42–44], а также 
обнаружить вовлечение в канцерогенез злокачественных 
новообразований микроРНК miR-10b, miR-21, miR-29c, 
miR-34a, miR204 [8, 21, 47], miR-370 [48] при НФ1 
и в спорадических случаях miR-193b [9], miR-514a [50]. 
Перспективы изучения роли эпигенетических факторов 
в патогенезе НФ1 позволяют надеяться на возможности 
таргетной терапии опухолевого синдрома при данном 
заболевании, а также при спорадических злокачествен-
ных новообразованиях. В эксперименте успешно при-
менено антисмысловое ингибирование miR-10b в кле-
точных линиях злокачественных опухолей при НФ1 [8].
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Введение
Данный обзор посвящен секретируемому белку 

YB-1 (secreted Y box-binding protein 1, сYB-1). Однако 
основные сведения относительно участия этого белка 
в процессах канцерогенеза и опухолевой прогрессии 
получены при изучении внутриклеточного белка YB-1, 
поэтому сначала остановимся на его значении для жиз-
недеятельности клетки, связанном с его цитоплазмен-
ной и ядерной локализацией. YB-1 – многофункцио-
нальный белок, принадлежащий к суперсемейству 
белков, обладающих эволюционно консервативным 
доменом холодового шока (CSD), взаимодействующих 
с ДНК и РНК клетки [1, 2].

Интерес к YB-1 и его внутриклеточной локализации 
начался с работы R. C. Bargou и соавт. в 1997 г., в кото-
рой было показано, что YB-1 является транскрипци-
онным фактором для гена MDR1, кодирующего белок 
Р-гликопротеин, основного АВС-транспортера, ответ-
ственного за множественную лекарственную устойчи-
вость [3]. С этого момента количество работ, посвящен-
ных YB-1 как в связи с множественной лекарственной 
устойчивостью [4, 5], так и с другими аспектами опу-
холевой прогрессии постоянно возрастало. Показано, 
что YB-1 участвует в регуляции многих клеточных про-
цессов, включая пролиферацию, дифференцировку 
и ответ на стрессовые воздействия [6, 7].

Секретируемый белок YB-1  
и его прогностическая значимость
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Многофункциональный белок YB-1 (Y box-binding protein 1) в клетках прокариот и эукариот участвует в различных процессах, 
среди других выполняя функции регулятора транскрипции и трансляции многих генов. Внутриклеточная локализация и экспрес-
сия YB-1 является признанным прогностическим маркером для некоторых злокачественных новообразований. Однако относи-
тельно недавно стало понятно, что YB-1 может выделятся из клеток и присутствует в жидкостях организма, в том числе 
находясь внутри везикул. В обзоре собраны данные относительно содержания секретируемого YB-1 (сYB-1) в сыворотке крови 
у больных с воспалительными заболеваниями и различными опухолями. Изучается влияние сYB-1 на нормальные и опухолевые клет-
ки. Рассматриваются данные, показывающие, что внутриклеточный YB-1 и сYB-1 по-разному влияют на клетки. Обсуждает-
ся прогностическая значимость сYB-1 и его формы YB-1 / р18 при злокачественных новообразованиях.
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Secreted protein YB-1 and its prognostic significance
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Build. 1, 20 Delegatskaya St., Moscow 127473, Russia

The multifunctional protein YB-1 in prokaryotes and eukaryotes participates in various processes, among others performing the functions  
of a regulator of transcription and translation of many genes. Intracellular localization and expression of YB-1 is an acknowledged prognos-
tic marker for certain malignant tumors. However, it has recently become clear that YB-1 can be released from cells and present in body 
fluids, including inside vesicles. The review collected data on the secretion YB-1 (sYB-1) content in blood serum from patients with inflam-
matory diseases and various tumors. There is analyzed the influence of sYB-1 on normal and tumor cells. Data are presented that show that 
intracellular YB-1 and sYB-1 affect cells differently. The prognostic significance of sYB-1 and its form YB-1/p18 in malignant neoplasms is 
discussed.

Key words: secreted YB-1, YB-1/p18, biological tumor marker, SASP
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Взаимодействуя с ДНК и РНК, YB-1 функциони-
рует как в цитоплазме, так и в клеточном ядре. Связы-
ваясь с ДНК в ядре клетки, YB-1 выполняет функции 
фактора транскрипции и осуществляет положительную 
и отрицательную модуляцию транскрипции широко-
го ряда генов, а также модификацию хроматина [6, 7]. 
YB-1 проявляет свойства шаперона нуклеиновых кис-
лот и взаимодействует с большим количеством других 
белков. Взаимодействуя с нуклеиновыми кислотами, 
YB-1 принимает участие практически во всех процес-
сах, зависимых от ДНК и матричной РНК (мРНК), 
включая репликацию и репарацию ДНК, транскрип-
цию, сплайсинг и трансляцию мРНК [8–10]. Он упа-
ковывает и стабилизирует мРНК и осуществляет гло-
бальную и специфическую регуляцию экспрессии 
генов на различных уровнях [7, 11].

Содержание этого белка значительно возрастает 
в клетках злокачественных опухолей различного гисто-
генеза (по сравнению с соответствующими нормаль-
ными тканями). Показано, что внутриклеточный YB-1 
принимает участие в регуляции практически всех ос-
новных процессов малигнизации, включая активацию 
инвазии и метастазирования, нарушения регуляции 
размножения клеток, снижения способности к апоп-
тозу [6, 7]. Таким образом, очевидно, что внутри-
клеточный YB-1 – важный участник канцерогенеза 
и опухолевой прогрессии.

Следует подчеркнуть, что в исследованиях прогно-
стической значимости внутриклеточного YB-1 при он-
кологических заболеваниях показано, что уровень 
экспрессии гена YB-1 в опухолевых клетках является 
четким и независимым от молекулярно-биологических 
подтипов опухолей фактором прогноза рака молочной 
железы (РМЖ). Высокая экспрессия этого гена ассо-
циирована с ухудшением показателя безрецидивной 
выживаемости больных РМЖ [12], а также больных 
с другими новообразованиями [13, 14]. Кроме того, 
белок YB-1 является потенциальной мишенью для тар-
гетной терапии [15]. Однако существует не только 
внутри клеточный YB-1, но и белок сYB-1, который 
может циркулировать в крови.

Секретируемый YB-1 и его роль в организме
Белок сYB-1 при воспалении. Впервые в работе 

B. C. Frye и соавт. было показано, что YB-1 выделяется 
из клеток, в частности из мезангиальных, и моноцитов 
(находясь внутри микровезикул), в ответ на добавление 
индуктора воспаления – липополисахарида [16]. Белок 
сYB-1 связывался с рецептором Notch-3 на поверхно-
сти клеток-мишеней [17] и активировал сигнальный 
путь, контролируемый рецептором Notch-3, в резуль-
тате чего Notch-3 перемещался в ядра клеток-мишеней, 
где происходила активация генов, контролируемых 
Notch-3, а экспрессия гена Notch-3 возрастала [17, 18]. 
Авторы этих работ выдвинули гипотезу, постулирую-
щую: 1) ауторегуляцию количества YB-1: вслед за ак-
тивацией экспрессии YB-1 такими стимуляторами, 

как PDGF-β, тромбин или интерферон-γ, YB-1 начи-
нает регулировать свою собственную транскрипцию; 
2) функционирование YB-1 в качестве компонента 
мРНП (мессенджерного рибонуклеинового комплек-
са), определяющего синтез интерлейкина 2 при акти-
вации Т-клеток; 3) участие YB-1 в осуществлении фе-
нотипических эффектов TGF-β; 4) влияние YB-1 
на передачу сигнала через рецептор Notch-3.

Повышение транскрипционной активности внутри-
клеточного YB-1 в результате воздействия сYB-1 может 
привести к усилению воспалительных реакций. Пока-
зано, что внутриклеточный YB-1 регулирует экспрес-
сию многих белков, участвующих в воспалительных 
реакциях. К ним относятся факторы роста PDGF-β, 
VEGF1, интерлейкин 2, GM–CSF, TGF-β, некоторые 
из их рецепторов, а также белки, имеющие отношение 
к клеточному матриксу (MMP-2, коллаген 1-го и 2-го 
типов, некоторые антигенпрезентирующие или уча-
ствующие в адгезии клеток молекулы). YB-1 участву-
ет в регуляции экспрессии CCL5 (RANTES) – важно-
го хемокина, секретируемого нормальными  
Т-клетками и являющегося существенным звеном 
процессов воспаления [19, 20].

Белок сYB-1 при канцерогенезе и опухолевой 
прог рессии. Воспаление, процессы канцерогенеза 
и опухолевой прогрессии тесно связаны. Молекулы, 
регулируемые YB-1, вовлечены в регуляцию воспа-
ления в тканях опухолей. К числу этих молекул 
принадлежат EGFR, ERBB2, STAT3, mTOR, MMP-2, 
CCL5 и CD44 [7]. Все эти молекулы также могут 
принимать участие в процессах эволюции опухоле-
вых клонов. В этой взаимо связи важная роль при-
надлежит и YB-1 [7].

Влияние cYB-1 на размножение клеток. Показано, 
что cYB-1 стимулирует размножение клеток-мишеней. 
На линии клеток почки человека (HK-2) и крысиных 
моноцитах было обнаружено увеличение уровня син-
теза ДНК при добавлении рекомбинантного YB-1 
по сравнению с «голодающими» клетками на 90 и 40 % 
соответственно, в то время как в положительном 
контроле (10 % fcs) этот уровень составил 35 и 60 % 
соответственно [16]. Мы исследовали влияние cYB-1, 
полученного рекомбинантным методом, на пролифе-
рацию 3 линий клеток РМЖ человека (MCF-7, BT-474 
и HBL-100) [21]. При добавлении сYB-1 к клеткам 
РМЖ уровень их пролиферации достоверно увеличи-
вался на 10–40 %, но степень увеличения и сроки, 
в которые наблюдалось влияние сYB-1 на пролифера-
цию, были разными для различных линий опухолевых 
клеток. Под действием сYB-1 в клетках линии MCF-7 
наблюдалось перемещение Notch-3 с мембраны в пери-
ядерное пространство. Таким образом, пролифератив-
ный эффект сYB-1 существует, но зависит от контек-
ста клеток-мишеней.

Аналогичная работа проведена другим коллекти-
вом авторов, которые показали, что добавление в сре-
ду сYB-1 приводит к усилению пролиферации, инвазии 
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и метастазирования клеток HepG2, и он также связы-
вается с Notch-3 [22].

Влияние сYB-1 на подвижность и устойчивость кле-
ток. Продемонстрировано влияние сYB-1 на подвиж-
ность мезангиальных клеток (клеток почечных клу-
бочков). Авторы наблюдали стимуляцию заживления 
«раны», нанесенной на монослой, под влиянием сYB-1 
[16]. В клеточной линии РМЖ человека HBL-100 нами 
также обнаружена тенденция к более быстрому закры-
тию «раны» при добавлении сYB-1. Однако в клеточ-
ной линии MCF-7 того же гистогенеза этого не наблю-
далось. Таким образом, и данный эффект сYB-1 
существует, но зависит от контекста клеток-мишеней 
(если речь идет об опухолевых клетках).

Одна из важных функций внутриклеточного белка 
YB-1 в клетке – участие в регуляции ответа на стрес-
совые воздействия окружающей среды (цитотоксиче-
ские препараты, облучение и др.) и увеличение экс-
прессии генов семейства АВС-транспортеров, 
обусловливающих множественную лекарственную 
устойчивость [4, 23]. Вопрос заключается в том, уча-
ствует ли сYB-1 в развитии устойчивости к химиопре-
паратам. Выживаемость клеток 3 исследуемых линий 
(MCF-7, HBL-100 и BT-474) оценивали при воздейст-
вии нескольких препаратов, относящихся к разным 
группам по механизму их действия [21]. Наши опыты 
показывают, что сYB-1 не повышает устойчивость кле-
ток к большинству химиопрепаратов, используемых 
при лечении РМЖ, существует даже некоторая тен-
денция к небольшому снижению устойчивости 
(на 5–8 % по сравнению с контролем). Таким образом, 
по крайней мере в этом состоит отличие эффектов 
внутриклеточного YB-1 и сYB-1.

Паттерны экспрессии под действием сYB-1. Груп-
па авторов, изучавших активность сYB-1 при болезнях 
почек, выдвинула гипотезу о том, что сYB-1 при неф-
ритах принимает участие в ауторегуляторном цикле 
этого белка, способствуя переходу внутриклеточного 
YB-1 в ядра клеток, что повышает его транскрипцион-
ную активность, которая приводит к активации генов, 
кодирующих PDGF-β и интерферон-γ [17]. Авторы 
считают, что YB-1 является важным регулятором про-
цессов воспаления, влияющим на экспрессию цито-
кинов и их рецепторов, белков клеточного матрикса 
и другие белки клеточной адгезии.

По нашим данным, влияния сYB-1 и внутрикле-
точного YB-1 на активность генов опухолевых клеток 
существенно различаются [21]. Чтобы оценить воздей-
ствие сYB-1 на профиль экспрессии генов в клетках 
культуры MCF-7, мы использовали биочипы. При вы-
соком уровне достоверности (р = 0,01) через 6 ч после 
добавления сYB-1 изменений в генной активности 
не наблюдалось. Через 24 ч экспрессия 39 генов сни-
зилась на 65–85 % от исходного уровня. При разделе-
нии на функциональные группы можно отметить, 
что изменилась экспрессия 4 генов, ответственных 
за апоптоз (EBAG9, GLO1, PDCD6, PTRH2), 5 генов, 

ответственных за адгезию клеток и организацию цито-
скелета (GPR56, PTPRF, RPSA, SCARB2, KIAA1598). 
Также снижение экспрессии наблюдалось для генов, 
участвующих в регуляции пролиферации (DNAJA2) 
и продвижении по клеточному циклу (GMNN, PSMB1, 
TFDP1), и 6 генов, ответственных за транскрипцию. 
Таким образом, cYB-1 снизил число мРНК генов, во-
влеченных в контроль важнейших клеточных процес-
сов. Он тормозил активность различных генов в клетках 
MCF-7. В результате трансфекции комплементарной 
ДНК гена YB-1 в эти клетки активность разных групп 
генов, наоборот, возрастала. Таким образом, склады-
вается мнение о том, что влияние cYB-1 на нормальные 
клетки почек и клетки опухолей человека различно. 
Однако для окончательного вывода требуются дальней-
шие исследования.

Секретируемый YB-1 как прогностический маркер 
при различных заболеваниях
Определение фрагмента YB-1 / p18 в сыворотке кро-

ви. Через 2 года после открытия активной роли сYB-1 
появилась первая работа по оценке клинической зна-
чимости белка сYB-1 и его фрагментов в сыворотке 
крови пациентов с воспалительными и онкологиче-
скими заболеваниями. Авторы обнаружили фрагмент 
сYB-1 с молекулярной массой 18 кДа, который появ-
лялся у больных раком легкого, но не у здоровых до-
норов. Этот фрагмент был назван YB-1 / p18, и было 
показано, что он является частью домена холодового 
шока YB-1 [24]. Далее авторы определяли YB-1 / p18 
в сыворотке крови у больных с опухолями различного 
гистогенеза (легкого, РМЖ, гемобластозы и др.) и вос-
палительными заболеваниями и обнаружили его у 87 % 
(32 / 37) пациентов с опухолями легких, у 70 % (7 / 10) 
больных РМЖ, у 68 % (42 / 62) пациентов с гемобла-
стозами. При этом YB-1 / p18 не выявлялся в сыворот-
ке крови 33 здоровых лиц, хотя и был найден у 10 (17 %) 
из 60 пациентов группы неонкологических заболева-
ний.

На этой же выборке больных авторы сравнили диаг-
ностическую ценность YB-1 / p18 с 13 известными мар-
керами онкологических заболеваний, такими как СА 
15–3, 19–9, 72–4 и 125; канцероэмбиональный антиген; 
альфа-фетопротеин и т. д. YB-1 / p18 оказался наиболее 
чувствительным общим показателем для опухолей, 
но не был хорошим прогностическим фактором [25].

В последней работе этой же группы ученых с по-
мощью иммуноферментного анализа была определена  
концентрация YB-1 / p18 в крови здоровых доноров 
(n = 132) и больных раком яичников (n = 206, из них 
91 % с III–IV стадией по FIGO) [26]. Результаты ис-
следования показали, что у больных раком яичников 
концентрация YB-1 / p18 в крови значительно ниже, 
чем у здоровых добровольцев (p <0,0001). Авторы по-
лагают, что происходит маскирование эпитопов фраг-
ментом YB-1 / p18 в мультибелковом комплексе и это 
приводит к снижению сигнала, детектируемом 
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с помощью ELISА. Тем не менее определение YB-1 / p18 
позволяет диагностировать рак яичников на ранних 
стадиях [26].

Таким образом, сывороточный YB-1 / p18 с высокой 
частотой обнаруживался в сыворотке крови пациентов 
с различными онкологическими нозологиями и может 
рассматриваться как маркер неоплазий.

Определение полноразмерного сYB-1 в сыворотке. 
Кроме фрагмента YB-1 / р18 в некоторых исследовани-
ях определяют количество полноразмерного белка  
сYB-1 в сыворотке. Так, было проведено небольшое 
исследование по сравнению уровня сYB-1 у здоровых 
доноров (n = 10) и пациентов с эндометриозом (n = 12). 
Уровень сYB-1 оказался значительно выше у пациентов 
с эндометриозом (р = 0,004), а чувствительность и спе-
цифичность теста на основании сYB-1 составили 83,3 
и 70,0 % соответственно [27].

Недавно разработан хемилюминисцентрый иммун-
ный тест на сYB-1, используемый для диагностики 
гепатоцеллюлярной карциномы. Авторы показали, 
что комбинация cYB-1 + альфа-фетопротеин значи-
тельно повышает чувствительность теста: 74 % для 
сYB-1, 45 % для альфа-фетопротеина и 90 % для 
их комбинации [28].

Показано, что у больных РМЖ с метастазами 
в кос ти сYB-1 ассоциирован с более быстрым появле-
нием внекостных отдаленных метастазов (р = 0,04), 
а также с быстрым прогрессированием костных мета-

стазов (р = 0,03). Кроме того, высокая экспрессия  
сYB-1 положительно коррелирует с экспрессией ин-
терлейкина 6 [29].

Определение антител к сYB-1 в сыворотке. В сыво-
ротке крови больных с первичным аутоиммунным 
циррозом печени были найдены аутоантитела к сYB-1 
[30]. Опубликована диссертация, посвященная внекле-
точному YB-1 при нейробластомах [31]. В этом иссле-
довании в сыворотке крови больных с нейробластома-
ми обнаружено повышенное количество аутоантител 
к сYB-1 и показано, что оно нарастает с прогрессиро-
ванием заболевания.

Таким образом, сYB-1 или аутоантитела к нему 
обнаруживаются в сыворотке крови лиц с различными 
заболеваниями, с наиболее высокой частотой при зло-
качественных новообразованиях. Результаты ряда ис-
следований сYB-1 у онкологических больных представ-
лены в таблице.

YB-1 и секреторный фенотип клеточных популяций
Выделение сYB-1 из клеток может быть связано 

с секреторным фенотипом клеточных популяций. Тер-
мин «секреторный фенотип клеток, ассоциированный 
со старением» (senescence associated secretory phenotype, 
SASP), появился при изучении клеточного старения 
(КС). КС определяют как остановку клеточного деле-
ния, изменения морфологии клеток, изменения экс-
прессии генов и функций кодируемых ими белков [32]. 

Клинические исследования, посвященные определению сYB-1

сYB-1 Метод Нозология Результат Год Ссылка

Фрагмент 
YB-1 / p18 Иммуноблоттинг

Воспалительные 
и онкологические 

заболевания

В сыворотке 
больных появляется 

фрагмент YB-1 / p18 – 
потенциальный маркер 

для диагностики

2011 [24] 

Фрагмент 
YB-1 / p18 Иммуноблоттинг Онкологические 

заболевания

YB-1 / p18 обладает 
высокой специфичностью 
и может быть использован 

для скрининга 
онкологических 

заболеваний

2014 [25] 

Фрагмент 
YB-1 / p18

Иммуноферментный 
анализ (ELISA) Рак яичника YB-1 / p18 – маркер 

раннего рака яичников 2016 [26] 

Полноразмерный 
сYB-1

Хемилюминисцентный 
иммунный тест (CLIA) 

Гепатоцеллюлярная 
карцинома

В комбинации с альфа-
фетопротеином – 

диагностика
2013 [28] 

Полноразмерный 
сYB-1 Иммуноблоттинг Эндометриоз сYB-1 – биомаркер 

наличия эндометриоза 2015 [27] 

Полноразмерный 
сYB-1

Иммуноферментный 
анализ (ELISA) Рак молочной железы

сYB-1 ассоциирован 
с низкой безрецидивной 

выживаемостью
2017 [29] 

Аутоантитела 
к сYB-1

Иммуноферментный 
анализ (ELISA) Нейробластома

Количество аутоантител 
к сYB-1 коррелирует 

со стадией заболевания
2012 [31] 
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Остановка деления клеток при КС связана с выражен-
ными изменениями набора (паттерна) экспрессируе-
мых генов (более 40), она сопровождается секрецией 
клетками многих цитокинов, факторов роста, протеаз, 
что и представляет собой SASP [33]. КС и ассоцииро-
ванный с ним SASP рассматривали как ингибиторы 
опухолевого роста, поскольку стареющие опухолевые 
клетки перестают размножаться. Однако в последние 
годы получены данные, свидетельствующие о том, 
что стареющие опухолевые клетки выделяют факторы, 
которые могут стимулировать канцерогенез и опухо-
левую прогрессию [32, 33]. Необходимо подчеркнуть, 
что SASP характерен как для человека, так и для мыши, 
он присущ клеткам разного гистогенеза (фиброблас-
там, эпителию, эндотелию, астроцитам и др.), т. е. SASP 
широко распространен [32, 34].

Постановка диагноза SASP важна, так как состав-
ляющие экссудата могут послужить промоторами уси-
ления пролиферации и злокачественного перерождения 
эпителия. Секретируемые факторы могут стимулиро-
вать ангиогенез, запускать эпителиально-мезенхималь-
ный переход, усиливать инвазию опухолевых клеток 
[32, 33]. Естественно, что появляются работы по диаг-
ностике SASP. Их цель – внедрение методов диагно-
стики SASP в клиническую практику [35].

Может ли сYB-1 входить в экссудат, выделяемый 
клетками при КС, т. е. быть составной частью SASP? 
Показано, что количество аутоантител к сYB-1 повы-
шено в сыворотке крови пациентов с нейробластома-
ми, и наибольшее их количество находят у больных, 
имеющих IV стадию заболевания, т. е. у леченых боль-
ных. Также обнаружено, что сYB-1 определяется в кон-
диционированной среде, при культивации культур 
клеток нейробластом [31]. Это свидетельствует о том, 
что клетки нейробластом in vivo и in vitro секретируют 
белок YB-1. Вполне вероятно, что этот феномен связан 
с КС, поскольку известно, что химиотерапия может 
индуцировать КС [35–37].

Влияет ли YB-1 на КС, а соответственно на SASP? 
На культурах фибробластов мышиных эмбрионов 
с генотипом YB-1– /– (нокаут по гену YB-1) показано, 
что эти клетки уже через 12 ч культивирования пере-
ставали размножаться, их морфология изменялась 
(в характерную для стареющих клеток сторону), и они 
начинали экспрессировать маркер КС β-галактозидазу 
[36]. Это впервые свидетельствовало в пользу того, 
что YB-1 может влиять на КС: при снижении экспрес-
сии YB-1 клетки стареют. Это позволяет предполо-
жить, что YB-1 подавляет КС. В дальнейшем было 
обнаружено, что количество белка YB-1 снижается 
в ходе пассирования мышиных эмбриональных фи-
бробластов в культуре, и это снижение коррелирует 

с повышенной экспрессией гена – супрессора злока-
чественного роста p16INK4A. Повышенная экспрессия 
YB-1 приводила к усилению пролиферации мышиных 
клеток [38].

Некоторые данные свидетельствуют о том, что спо-
собность опухолевых клеток к секреции может быть 
связана с повышенным количеством внутриклеточ-
ного YB-1. Показано, что клетки почки собаки линии 
MDCK, экспрессирующие YB-1, более онкогенны 
по ряду признаков по сравнению с клетками, не экс-
прессирующими YB-1 [39]. Анализ секретома этих 
клеток и сравнение его с секретомом родительских 
(не экспрессирующих YB-1 клеток) показали, что клет-
ки YB-1+ секретируют факторы, усиливающие ангио-
генез [40]. Однако в данных работах использованы 
лишь единичные линии клеток. Неясно, насколько 
часто наблюдается связь повышенного количества 
внутриклеточного YB-1 с повышенной секреторной 
функции клеток.

Продемонстрировано, что YB-1 регулирует синтез 
целого ряда цитокинов / хемокинов и таким образом 
может влиять на состав экссудата при SASP [19, 41, 42].

Хотелось бы привлечь внимание к опубликован-
ному в июле 2017 г. обзору P. K. Maurya и соавт. [43], 
в котором обсуждаются возможности использования 
YB-1 в качестве биологического маркера и терапевти-
ческой мишени при различных онкологических забо-
леваниях. Однако, на наш взгляд, секретируемой фор-
ме этого белка внимания уделено недостаточно.

Заключение
Анализ имеющихся данных показывает, что белок 

сYB-1, который определяют в сыворотке крови пациен-
тов и других внеклеточных жидкостях, с повышенной 
частотой встречается у больных со злокачественными 
новообразованиями. Таким образом, обнаружение в сы-
воротке крови пациентов сYB-1 может служить поводом 
для назначения обследования на наличие злокачест-
венного новообразования и (или) воспаления. Это 
позволяет рассматривать сYB-1 как секреторный онко-
маркер.

сYB-1 влияет на соседние клетки, увеличивая 
их пролиферацию и ускоряя клеточное движение, т. е. 
наблюдается четкий биологический эффект сYB-1. 
Эти данные свидетельствуют о том, что сYB-1 явля-
ется активным компонентом опухолевой прогрессии. 
Можно полагать, что сYB-1 – важная составляющая 
секреторного фенотипа клеточных популяций (SASP). 
Следовательно, имеет смысл искать пути воздействия 
на сYB-1. Поскольку исследований сYB-1 в крови па-
циентов немного, необходимо продолжить эту работу, 
используя иные антитела и другие группы пациентов.

Финансирование. Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фундаментальных иссле-
дований (грант 16-34-01 351 Мол_а).
Financing. The study was supported by the Russian Foundation for Basic Research (grant No. 16-34-01 351 Мол_а).
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Фармакогенетическое тестирование аллельных вариантов 
гена CYP2D6 при гормоноположительном раке молочной 

железы

Л.Н. Любченко, М.Г. Филиппова, Т.А. Шендрикова, Л.Г. Жукова,   
Н.И. Мехтиева, О.В. Крохина, С.М. Портной 
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Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24;
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Тамоксифен является препаратом выбора при эндокринотерапии гормоноположительного рака молочной железы у женщин в ре-
продуктивном возрасте. Метаболическая активность тамоксифена в организме определяется активностью фермента CYP2D6, 
кодируемого одноименным геном: под действием фермента тамоксифен переходит в метаболически активную форму – эндок-
сифен. Фармакогенетическое тестирование гена CYP2D6 у пациентов с гормоноположительным раком молочной железы поможет 
прогнозировать эффективность терапии и оценить риск развития побочных эффектов в целях улучшения отдаленных результа-
тов лечения.

Ключевые слова: тамоксифен, фармакогенетичкское тестирование, ген CYP2D6, гормонотерапия, рак молочной железы
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Pharmacogenetic testing of allelic variants of the CYP2D6 gene in hormone positive breast cancer

L.N. Lyubchenko, M.G. Filippova, T.A. Shendrikova, L.G. Zhukova, N.I. Mekhtieva, O.V. Krokhina, S.M. Portnoy

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Tamoxifen is the drug of choice for endocrine therapy of hormone receptor- positive breast cancer in women in the reproductive period.  
The metabolic activity of tamoxifen is determined by the activity of the enzyme CYP2D6, encoded by the gene of the same name: under  
the action of the enzyme, tamoxifen passes into the metabolically active form, endoxyphene. Pharmacogenetic testing of the CYP2D6 gene  
in patients with hormone-positive breast cancer can help predict the effectiveness of therapy and assess the risk of side effects with the aim  
of improving long-term treatment outcomes.

Key words: tamoxifen, pharmacogenetics testing, CYP2D6 gene, hormonotherapy, breast cancer

Введение 
Рак молочной железы (РМЖ) занимает 1-е место 

среди злокачественных заболеваний у женщин в Рос-
сии – 20,9 % случаев за 2015 г. В структуре смертности 
в 2012 г. РМЖ также занимал 1-е место [1].

РМЖ представляет собой фенотипически и гено-
типически сложное онкологическое заболевание, при 
котором клиническая симптоматика, результаты лече-
ния и прогноз зависят от подтипа и подгруппы опухо-
ли, определяемых на основании комплексных методик 
с привлечением инструментальных техник, традици-
онных морфологических маркеров, постоянно разви-
вающихся методов иммуногистохимии и молекулярной 
генетики. Виды терапии также прошли длительный 
путь от сложных схем комбинированного и комплекс-
ного лечения до монотерапии целевого назначения. 
Эндокринотерапия занимает важное место в лечении 
рецептор-положительного РМЖ, позволяя получить 

хорошие результаты при низкой токсичности лечения. 
Тамоксифен широко используется в химиотерапии 
и профилактике рецидивов эстрогензависимых (ER+) 
форм РМЖ. Продолжительные исследования показа-
ли, что его применение снижает риск рецидива и смер-
ти на 30 % (независимо от использования системати-
ческой химиотерапии), по другим данным, – на 50 %. 
Ингибиторы ароматазы (анастрозол и летрозол) резуль-
тативнее тамоксифена, но из-за значительного коли-
чества побочных эффектов подходят гораздо меньше-
му числу пациентов. Метаболическая активность 
тамоксифена в организме определяется активностью 
фермента CYP2D6, кодируемого одноименным геном: 
под действием фермента тамоксифен переходит в ме-
таболически активную форму – эндоксифен.

Было обнаружено, что различные аллельные вари-
анты гена CYP2D6 по-разному влияют на активность 
фермента и в конечном счете на метаболическую 
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активность тамоксифена. Так, для пациентов с 2 неак-
тивными (нефункциональными) аллелями CYP2D6 
характерен низкий уровень метаболизма тамоксифена 
(poor metabolizer group), для пациентов с 1 или 2 мало-
активными аллелями или с 1 неактивным / малоактив-
ным и 1 активным аллелями – сниженный уровень 
метаболизма (intermediate metabolizer group), для па-
циентов с 2 активными аллелями – нормальный уро-
вень метаболизма (ultrarapid metabolizer group). 
Для первых 2 групп пациентов терапевтический эф-
фект от применения тамоксифена снижен или даже 
отсутствует.

Ген CYP2D6 крайне полиморфичен – для него опи-
сано более 100 аллелей. Ниже представлены основные 
типы аллелей, ассоциированные с активностью фер-
мента, влияющего на метаболизм тамоксифена, наи-
более клинически значимые из них: *3, *4, *5, *6, *9, 
*10, *17, *41.
Активные аллели *1, *2, *33, *35
Малоактивные аллели *9, *10, *17, *29, *36, *41
Неактивные аллели *3, *4, *5, *6, *7, *8, *11–*16,
  *19–*21, *38, *40, *42

В ряде ретроспективных исследований было по-
казано, что пациенты с генотипом CYP2D6*4 / *4 име-
ли значимо более короткий безрецидивный период, 
чем пациенты с генотипами, содержащими активный 
аллель wild type (wt) – *4 / wt и wt / wt, однако по по-
казателям общей выживаемости достоверных разли-
чий не обнаружено. Кроме того, у пациентов с гомо-
зиготным генотипом *4 / *4, как и у пациентов, 
принимавших в течение 2–3 лет ингибиторы CYP2D6 
(например, селективный ингибитор обратного захва-
та серотонина (ИОЗС)), риск развития рецидива был 
значительно выше. Скрининг аллельных вариантов 
CYP2D6 рекомендован Dutch Pharmacogenetics 
Working Group (DPWG, Нидерланды) в качестве обя-
зательного перед назначением адъювантной гормо-
нальной терапии. В соответствии с рекомендациями 
DPWG пациентам со сниженным уровнем метабо-
лизма следует избегать приема ингибиторов CYP2D6, 
а при наступлении постменопаузы – рассматривать 
применение ингибиторов ароматазы вместо тамок-
сифена; для пациентов из группы с низким уровнем 
метаболизма – учитывать повышенный риск разви-
тия рецидива заболевания и при наступлении пост-
менопаузы рассматривать применение ингибиторов 
ароматазы.

Важно отметить, что аллелям гена CYP2D6 свойст-
венна различная частота встречаемости в популяции 
в зависимости от ее этнических характеристик. По не-
которым данным, 6–10 % лиц европеоидной расы 
имеют генотип с 2 неактивными аллелями, как прави-
ло *4 и *5, менее 40 % – генотип с 2 активными алле-
лями, более 50 % – смешанные генотипы с активным 
и неактивным или малоактивным аллелями. Вклад 
этнической вариативности в общую генетическую де-
терминированность метаболизма тамоксифена изучен 

недостаточно, поскольку большинство исследований 
было проведено на этнически однородных группах [2].

Роль цитохрома Р450 2D6 в метаболизме тамоксифена
Цитохром Р450 (CYP-450) – суперсемейство гемо-

протеинов, катализирующих реакции монооксигеназ 
у всех живых существ. У эукариотических организмов 
эти протеины являются мембранными и участвуют 
в метаболизме эндогенных соединений, токсинов и эк-
зогенных веществ (лекарственных средств (ЛС)). Фер-
менты метаболизма суперсемейства CYP-450 участву-
ют в I фазе метаболизма ЛС. В начале 60-х годов 
прошлого века CYP-450 считался одним из ферментов, 
вовлеченных в метаболизм ксенобиотиков и стероидов. 
В 1970-х годах было выделено 6 энзимов CYP-450, за-
тем группа ученых под руководством F. J. Gonzales вы-
делила первый изолят комплементарной ДНК, коди-
рующий белок CYP-450 [3, 4]. Белки CYP-450 
распределены в семейства и подсемейства в зависимо-
сти от идентичности аминокислотной последователь-
ности. Ферменты, идентичные на 40 %, объединены 
в семейства и обозначаются арабскими цифрами, 
а ферменты, идентичные на 55 %, составляют подсе-
мейства и обозначаются буквой латинского алфавита 
[4, 5]. По данным K. A. Phillips и соавт. из Университе-
та Калифорнии, 56 % ЛС с нежелательными побочны-
ми реакциями метаболизируются полиморфными 
ферментами I фазы метаболизма, среди которых 86 % 
составляют ферменты CYP-450 [6]. Такие межинди-
видуальные отличия в ответе на лекарственное лече-
ние, как нежелательные лекарственные реакции (НЛР) 
и отсутствие терапевтического эффекта связаны с ге-
нетическими особенностями метаболизма ЛС и явля-
ются серьезной проблемой в клинической практике. 
По данным проведенного в США метаанализа, часто-
та выраженных побочных эффектов составляет 6,7 %, 
а число смертей от НЛР в год достигает 100 тыс. [7–9], 
что определяет необходимость проведения фармако-
генетического тестирования в целях индивидуального 
подбора терапии.

Доля гормоноположительного РМЖ составляет 
65–75 % всех случаев инвазивного РМЖ [10]. С нача-
ла 1980-х годов тамоксифен – селективный модулятор 
эстрогеновых рецепторов – является «золотым стан-
дартом» в лечении эстрогенположительного РМЖ. 
На сегодняшний день стандартом длительности гор-
монотерапии определен срок в 5 лет с возможностью 
дальнейшего продления лечения еще на 5 лет. В иссле-
довании АТLAS (Adjuvant Tamoxifen-Longer Against 
Shorter), которое особенно актуально для женщин 
репродуктивного возраста, оценивали преимущества 
приема тамоксифена в течение 10 лет по сравнению 
с 5-летним приемом. Во 2-й «пятилетке» не получено 
достоверных различий в общей и безрецидивной вы-
живаемости в сравниваемых группах. Однако в после-
дующие после окончания приема 5 лет риск случаев 
летального исхода от РМЖ был ниже на 2,8 % 
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в группе приема тамоксифена длительностью 10 лет, 
чем в группе приема в течение 5 лет [11]. Преимуще-
ство 10-летнего использования тамоксифена также 
было продемонстрировано в исследовании aTTom 
(adjuvant Tamoxifen – to offer more?) [12]. Однако у не-
которых больных, несмотря на иммуногистохимически 
подтвержденный гормоноположительный статус опу-
холи, применение тамоксифена оказалось неэффек-
тивно.

Метаболизм тамоксифена осуществляется преи-
мущественно в печени, где он подвергается 4-гидрокси-
лированию, в результате чего образуется активный 
метаболит тамоксифена – эндоксифен. По разным 
данным, у больных гормоноположительным РМЖ при 
приеме тамоксифена в стандартной дозе 20 мг / сут кон-
центрация 4-гидрокситамоксифена составляет 10–
20 % от концентрации эндоксифена, который при-
мерно в 100 раз легче связывается с рецепторами 
эстрогенов, чем его предшественники [13–16].

Фармакологическая активность тамоксифена за-
висит от его преобразования ферментами CYP-450 
(CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19) 
[17, 18]. По данным исследования in vitro, CYP2D6 ме-
таболизирует более 75 ксенобиотиков, что составляет 
приблизительно 25 % наиболее часто назначаемых ЛС, 
многие из которых имеют узкое терапевтическое при-
менение [19–21]. Так, результаты исследований, из-
учавших метаболизм тамоксифена с использованием 
микросом печени человека, показали, что тамоксифен 
катализируется ферментом CYP3A4, а эндоксифен – 
CYP2D6 [22, 23]. Каталитическая активность CYP2D6 
влияет на концентрацию эндоксифена, определяя те-
рапевтическую эффективность [24]. В отличие 
от CYP2D6, полиморфизм генов CYP2B6, CYP2C9, 
CYP2C19, CYP3A4 / 5 не влияет на фармакокинетику 
и фармакодинамику тамоксифена. [16, 17, 23, 25].

CYP2D6 – одна из главных изоформ CYP-450, иг-
рающая ключевую роль в метаболизме различных ЛС 
(тамоксифен, антидепрессанты, антипсихотики, анти-
аритмики, опиоиды и др.) [26–28]. Нормальную мета-
болическую активность энзима кодируют некоторые 
из аллельных вариантов: CYP2D6*1, *2, *33, *35, тогда 
как низкую активность определяют аллели CYP2D6*9, 
*10, *17, *29, *36, *41, *69, неактивными являются ал-
лели CYP2D6*3, *4, *6, *7, *8, *11–*15, *18–*21, *31, 
*38, *40, *42, *44, высокую активность демонстрируют 
аллели *2NX, *35X2. CYP2D6*4 – самый распространен-
ный неактивный аллель у представителей европейской 
популяции, частота встречаемости которого составляет 
20–25 %. Для азиатской популяции распространенным 
аллельным вариантом является CYP2D6*10  [28–30]. Со-
гласно данным, полученным при изучении российской 
популяции, частота распространения CYP2D6*4 в гомо- 
и гетерозиготном состоянии сопоставима с таковой 
в европейской популяции и составляет 30 %. [31].

В зависимости от того, к каким последствиям 
для скорости биотрансформации ЛС приводит носи-

тельство (гетерозиготное / гомозиготное) или неноси-
тельство (wt) однонуклеотидного полиморфизма гена 
CYP2D6, пациенты подразделяются на группы.

• Распространенные метаболайзеры (extensive 
metabolizers, ЕМs) – пациенты с нормальной 
скоростью биотрансформации тамоксифена, 
не несущие однонуклеотидных полиморфиз-
мов по гену CYP2D6. Для этих пациентов при-
меняют стандартные режимы дозирования 
средних доз тамоксифена.

• Медленные метаболайзеры – пациенты 
со сниженной скоростью биотрансформации 
тамоксифена, которые являются гомозиго-
тами (poor metabolizers, РМs) или гетерози-
готами (intermedium metabolizers, IMs) по одно-
нуклеотидным полиморфизмам гена CYP2D6 
(2549delА, 1846G>A, 1707delT, 2935A>C, 
1758G>T). У таких пациентов происходит 
синтез дефектного фермента со сниженной 
активностью.

• Сверхактивные, или быстрые метаболайзеры 
(ultraextensive metabolizers, UMs), – носители 
дупликаций или мультипликаций функцио-
нально нормальных аллелей CYP2D6*1, 
CYP2D6*2. У этой категории пациентов реги-
стрируют низкую, недостаточную для дости-
жения терапевтического эффекта концентра-
цию ЛС. Для UMs доза ЛС-субстрата CYP2D6 
должна быть выше, чем для ЕМs.

Однако в отношении тамоксифена, который явля-
ется пролекарством, у UMs образуется больше актив-
ного метаболита эндоксифена. Таким пациентам тре-
буется снижение дозы пролекарства или полное 
прекращение его использования во избежание побоч-
ных эффектов. Например, применение у пациентов 
с дупликацией гена CYP2D6 анальгетика трамадола, 
который также является пролекарством, приводит 
к увеличению концентрации активного метаболита 
в крови и более высокой частоте и выраженности по-
бочных реакций – тошноте, дыхательным нарушени-
ям и др. [28, 32–34]. Было показано, что у IMs и PMs 
концентрация эндоксифена была ниже на 60 и 74 %, 
чем у EMs. Ген-дозазависимый эффект также проде-
монстрирован для тамоксифена и соотношения мета-
болитов N-дисметилтамоксифен / эндоксифен [35–37].

Результаты изучения генетической гетерогенности 
CYP2D6 в опухолевой ткани рака молочной железы
В исследованиях, выполненных в Германии 

и США, проведен ретроспективный анализ данных 
1325 больных РМЖ I–III стадий, из которых у 95,4 % 
пациенток на момент постановки диагноза уже насту-
пила менопауза. Критериями включения являлись 
положительный статус по рецепторам эстрогенов, от-
сутствие метастазов на момент включения в исследо-
вание, прием тамоксифена адъювантно и отсутствие 
химиотерапии. ДНК выделяли из лимфоцитов 
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периферической крови больных и из опухолевой тка-
ни. Аллельные варианты гена CYP2D6 *10, *41 корре-
лировали со сниженной активностью фермента, а ал-
лели *3, *4, *5 были отнесены к неактивным. Медиана 
наблюдения составила 6,3 года. В течение 9 лет часто-
та возникновения рецидивов составила 14,9, 20,9 
и 29,0 % у ЕМs, IMs и РМs соответственно. В группах 
IMs и PMs был значительно повышен риск развития 
рецидива по сравнению с EMs (время до развития ре-
цидива, относительный риск (ОР) 1,40 и 1,90 соответ-
ственно). Различия показателей общей выживаемости 
между этими группами были статистически недосто-
верны, тогда как безрецидивная выживаемость и вы-
живаемость без признаков заболевания у IMs и PMs 
по сравнению с ЕМs была меньше [38]. На основании 
полученных данных авторы сделали вывод о том, 
что пациенты группы PMs не должны получать тамок-
сифен.

Результаты ряда других работ не показали подоб-
ной взаимосвязи. Так, в масштабном исследовании 
BIG 1–98 (Breast International Group) (табл. 1) оцени-
валась эффективность адъювантной гормонотерапии 
тамоксифеном у женщин в зависимости от носитель-
ства полиморфизмов гена CYP2D6. В исследование 
были включены 4393 женщины в периоде постмено-
паузы с гормоноположительным РМЖ, которые ран-
домизированы двойным слепым методом и получали 
в качестве лечения тамоксифен и / или летрозол. Для 
исследования была выделена ДНК из опухолевой тка-
ни. Медиана наблюдения составила 5 лет. У РМs и IMs 
был статистически незначимо снижен риск развития 
рецидива РМЖ по сравнению с EMs. Результаты ис-
следования не подтвердили наличия ассоциации ге-
нотипа CYP2D6 с безрецидивным периодом у пациен-
тов, получавших тамоксифен в монотерапии 
без предшествующей химиотерапии [39].

Похожим по дизайну и задачам явилось клиниче-
ское исследование АТАС (Arimidex, Tamoxifen, Alone 
or Combination) (см. табл. 1), в котором пациентки  
(n = 1203) с гормоноположительным РМЖ I, II и IIIA 
стадий были рандомизированы в группы принимавших 
тамоксифен (n = 588) и анастрозол (n = 615). Геноти-
пирование CYP2D6 выполнено на ДНК, выделенной 
из опухолевой ткани под контролем патоморфолога. 
Медиана наблюдения составила 10 лет. По результатам 
исследования статистически значимой корреляции 
генотипа CYP2D6 с развитием рецидива РМЖ при ле-
чении тамоксифеном и анастрозолом не обнаруже-
но [40].

Результаты вышеописанных широкомасштабных 
исследований привели к выводу о нецелесообразности 
выполнения генетического тестирования в клиниче-
ской практике. Однако позже исследователи BIG 1–98 
опубликовали сообщение о возможной методологиче-
ской ошибке в отношении сбора материала – исполь-
зования ДНК, полученной не из нативной, а из опу-
холевой ткани, что могло привести к получению 

недостоверных результатов по причине потери гетеро-
зиготности в опухолевой ткани [41].

Группа ученых из Нидерландов в рамках междуна-
родного исследования TEAM (Tamoxifen Exemestan 
Adjuvant Multinational) (см. табл. 1), включившем в об-
щей сложности 9779 пациенток в периоде постмено-
паузы с гормоноположительным ранним РМЖ, пока-
зала различия в частоте аллелей CYP2D6 при 
тестировании ДНК, выделенной из опухолевой ткани, 
полученной из срезов парафиновых блоков (n = 746), 
и герминальной ДНК, полученной из нативной ткани 
и / или периферической крови. Результаты данного 
исследования также не подтвердили статистической 
разницы между носительством аллелей гена CYP2D6, 
ассоциированных с медленным метаболизмом, 
и уменьшением времени до развития рецидива забо-
левания. Однако авторы не исключают погрешности 
в результатах генотипирования CYP2D6 в опухолевой 
ткани [42].

В проспективном исследовании ABCSG 8 (Austrian 
Breast and Colorectal Cancer Study Group 8) (см. табл. 1), 
изучавшим корреляции генотипа CYP2D6 с эффектив-
ностью тамоксифена, продемонстрировано, что у жен-
щин, относящихся к группе PMs (CYP2D6*3, *4, *6) и по-
лучавших на протяжении 5 лет тамоксифен в качестве 
препарата адъювантной гормонотерапии в дозе 
20 мг / сут, вероятность развития рецидива или смерти 
была статистически выше по сравнению с группой EMs 
(все аллели, не относящиеся к PMs и IMs; ОР 2,45). 
К группе IMs отнесли аллели CYP2D6*10, *41. Также 
показано, что пациенты с 1 нефункциональной аллель-
ной парой гена CYP2D6 имеют более высокие риски 
возникновения рецидива по сравнению с пациентами 
без аллелей PMs. Однако этот эффект не наблюдался 
у больных, переведенных на анастрозол после 2-лет-
него приема тамоксифена. Эти данные позволяют 
предположить, что влияние генотипа CYP2D6 может 
быть замаскировано, если пациенты получают тамок-
сифен непродолжительное время или другие препара-
ты помимо тамоксифена, тем самым изменяя риск 
развития рецидива [43].

В работе J. Karle и соавт. (см. табл. 1) анализиро-
вали данные пациентов с распространенным гормоно-
положительным РМЖ, получавших тамоксифен ранее 
или постоянно в паллиативных целях. Критерием 
исключения из исследования явилась сопутствующая 
терапия ингибиторами CYP2D6. Ретроспективно про-
анализированы такие данные, как эффективность 
лечения тамоксифеном, безрецидивная и общая вы-
живаемость, лечение, предшествовавшее терапии та-
моксифеном, количество и локализация метастазов, 
сопутствующая терапия. Период наблюдения длился 
от момента начала приема тамоксифена при воз-
никновении метастазов до наступления смерти 
или до окончания исследования. Для выделения ДНК 
использовали периферическую кровь (n = 51) и клетки 
опухоли, фиксированные в парафиновых блоках  
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Таблица 1. Результаты международных исследований по изучению эффективности тамоксифена в зависимости от генотипа CYP2D6

Исследование Лечение Выделение 
ДНК

Распределе-
ние больных

Медиана 
наблюдения, 

лет

Риск разви-
тия рецидива БРВ

Выжи-
ваемость 

без признаков 
заболевания

Общая выжи-
ваемость

W. Schroth 
и соавт., 2009 
[38] 

Тамоксифен 
без химио-

терапии

Опухолевые 
блоки

ЕМs

6,3

Повышен 
для IMs 
и PМs 

по сравне-
нию с ЕМs

Меньше 
у IMs и PMs 
по сравне-
нию с ЕМs 
(ОР 1,33; 
95 % ДИ 

1,06–1,68) 

Меньше 
у IMs и PMs 
по сравне-
нию с ЕМs 
(ОР 1,29; 
95 % ДИ 

1,03–1,61) 

Различия 
незначитель-
ны (ОР 1,15; 

95 % ДИ 
0,88–1,15) 

IMs – *10, 
*41

ОР 1,40;  
95 % ДИ 
1,04–1,90

PMs – *3, 
*4, *5

ОР 1,90;  
95 % ДИ 
1,10–3,28

BIG (Breast 
International 
Group) 1–98 
[39] 

Тамокси-
фен / летрозол

Опухолевые 
блоки

EMs – все 
аллели, кро-
ме IMs, PMs

5,0

Снижен 
для PMs 

и IMs 
по сравне-
нию с ЕМs 
(ОР 0,86; 
95 % ДИ 

0,60–1,24) 

 – 

Различия 
между 

группами 
статистиче-

ски недосто-
верны

 – IMs –*41

PMs –*3, *4, 
*6, *7

АТАС 
(Arimidex, 
Tamoxifen, 
Alone or 
Combination) 
[40] 

Тамокси-
фен / ана-
строзол

Опухолевые 
блоки  – 10,0

PMs 
при сравне-
нии с ЕМs: 

ОР 0,99; 
95 % ДИ 

0,48–2,08;  
p = 0,099

PMs 
при сравне-
нии с ЕМs: 

ОР 1,25; 
95 % ДИ 

0,55–3,15;  
p = 0,064

Различия 
между 

группами 
не оценены

 – 

TEAM 
(Tamoxifen 
Exemestan 
Adjuvant 
Multinational) 
[42] 

Тамоксифен

Опухолевые 
блоки / на-

тивная ткань 
в блоках

 – 2,5  – 

CYP2D6*4, 
*41 и фено-

тип (РМs 
при сравне-
нии с ЕМs: 

ОР 1,33;  
95 % ДИ 

0,52–3,43; 
p = 0,55) 

не связаны 
с БРВ

 –  – 

ABCSG 8 
(Austrian 
Breast and 
Colorectal 
Cancer Study 
Group 8) [43] 

Тамокси-
фен / тамок-

сифен + 
анастрозол

Опухолевые 
блоки

ЕМs – все 
аллели, 

кроме IMs 
и PMs

5,0

Повышен 
для РМs 

по сравне-
нию с ЕМs 
(ОР 2,45; 
95 % ДИ 

1,05–5,73;  
p = 0,04) 

 –  –  – 
IMs – *10, 

*41

PMs – *3, 
*4, *6

J. Karle и со-
авт., 2013 [44]  – Опухолевые 

блоки / кровь  – 5,0  – 

Меньше 
у IMs / IMs, 
IMs / PMs, 
PMs / PMs 
по срав-
нению 

с EMs / EMs, 
EMs / IMs, 
EMs / PMs 
(ОР 2,19; 
95 % ДИ 

1,15–4,18;  
p = 0,017) 

 – 

Меньше 
у IMs / IMs, 
IMs / PMs, 
PMs / PMs 
по срав-
нению 

с EMs / EMs, 
EMs / IMs, 
EMs / PMs 
(ОР 2,79; 
95 % ДИ 

1,12–6,99;  
p = 0,028) 

Примечание. ЕМs – extensive metabolizers, распространенные метаболайзеры; IMs – intermedium metabolizers, медленные метаболайзеры, 
гетерозиготы; PMs – poor metabolizers, медленные метаболайзеры, гомозиготы; ОР – относительный риск; ДИ – доверительный интервал; 
р – критерий достоверности; БРВ – безрецидивная выживаемость.
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(n = 43). По результатам исследования безрецидивная 
выживаемость была ниже в группе с нефункциональ-
ными аллелями – медиана составила 9 мес для паци-
ентов групп IMs и PMs и 14 мес для группы EMs. Общая 
выживаемость была существенно ниже для группы 
пациентов с неактивными аллелями (IMs, PMs) 
по сравнению с группой EMs. Общая 5-летняя выжи-
ваемость составила 76,3 % в группе EMs и 45,8 % 
в группах IMs и PMs [44].

В метаанализе, изучавшем влияние полиморфизма 
гена CYP2D6 на исходы РМЖ, проведенном китайски-
ми учеными, подтверждена взаимосвязь между безре-
цидивной выживаемостью пациентов, получавших 
терапию тамоксифеном, и генотипом CYP2D6. В анализ 
были включены данные 11 701 пациентки из 20 раз-
личных исследований. Безрецидивная и общая выжи-
ваемость была лучше в группе IMs по сравнению с РМs 
(р = 0,002 и 0,021 соответственно). При разделении 
пациенток на подгруппы безрецидивная выживаемость 
оказалась значительно меньше в группе IMs по срав-
нению с ЕМs (р = 0,035), в азиатской популяции  
(р = 0,001), при продолжительности терапии тамокси-
феном 5 лет (р = 0,006), в группе с сопутствующей 
химиотерапией (р = 0,025), а также в группе моноте-
рапии тамоксифеном (р = 0,045) [45].

Результаты изучения генетической гетерогенности 
CYP2D6 в плазме крови больных раком молочной 
железы
Проспективные фармакологические исследования 

последовательно демонстрируют разницу в концент-
рации эндоксифена в плазме крови в зависимости 
от носительства аллельных вариантов гена CYP2D6. 
Действие тамоксифена реализуется в зависимости 
от длительности приема и дозы [11, 12, 15]. Одним 
из таких исследований явилась работа W. J. Jr Irvin 
и соавт., в которой изучалось влияние активности ме-
таболита тамоксифена эндоксифена в зависимости 
от выбранного режима дозирования. В исследовании 
участвовали 119 больных РМЖ, получавших тамокси-
фен в течение >4 мес без сопутствующей терапии ин-
гибиторами CYP2D6. В зависимости от носительства 
аллельных вариантов гена CYP2D6 пациенты были 
подразделены на группы: EMs (CYP2D6*1, *2, *35), IMs 
(CYP2D6*9, *10, *17, *29, *41) и PMs (CYP2D6*3, *4, 
*5, *6). Базовый уровень эндоксифена в плазме крови 
у пациенток группы EMs в среднем составил 34,3 нг / мл, 
что оказалось значительно выше, чем у пациенток 
групп IMs и РМs – 18,5 (р = 0,00 045) и 4,2 нг / мл  
(р = 0,001) соответственно. На основании полученных 
данных пациентки групп IMs и PMs были переведены 
с дозы приема тамоксифена 20 на 40 мг / сут, в резуль-
тате чего концентрация эндоксифена в плазме крови 
возросла на 7,6 нг / мл в группе IMs (от 0,6 до 23,9 нг / мл 
базовой концентрации; р = 0,0001) и на 6,1 нг / мл 
в группе РМs (от 2,6 до 12,5 нг / мл базовой концентра-
ции; р = 0,020) (см. рисунок) [30, 46].

Японские ученые проанализировали изменение 
концентрации метаболитов тамоксифена в зависимо-
сти от генотипа и изменения дозы препарата. В иссле-
довании приняли участие 98 больных, получавших 
тамоксифен в стандартной дозе 20 мг / сут. Пациентки 
были разделены на 3 группы: EMs, IMs, PMs, у которых 
суточная доза тамоксифена соответственно составила 
20, 30 и 40 мг. Длительность исследования – 8 нед. До-
за препарата была увеличена у 51 пациента – носителя 
нефункциональных аллелей. У пациенток с генотипом 
CYP2D6*10 / *10 при повышении дозы тамоксифена с 20 
до 40 мг / сут концентрация эндоксифена увеличилась 
в 1,69 раза – с 9,3 до 15,8 нг / мл (р = 0,001). У пациен-
ток с генотипом CYP2D6*1 / *10 доза тамокифена была 
увеличена до 30 мг / сут, что повысило концентрацию 
эндоксифена в плазме крови в 1,41 раза (22,4 нг / мл;  
р = 0,001). У пациенток с CYP2D6*1 / *1 при дозе та-
моксифена 20 мг / сут концентрация эндоксифена 
в плазме составила 19,7 нг / мл (р = 0,076). Больные 
с гетерозиготным генотипом CYP2D6*10 и нулевым 
аллелем, включая *5, *21, *36 –*36, показали схожие 
результаты с пациентами – носителями генотипа 
CYP2D6*10 / *10: увеличение в 1,94 раза концентрации 
эндоксифена в плазме крови. При оценке развития 
побочных эффектов не выявлено существенных раз-
личий между пациентами с генотипом CYP2D6*1 / *1, 
получавших дозу тамоксифена 20 мг / сут, и теми, у ко-
го доза была увеличена до 30 и 40 мг / сут (р = 0,32) [47].

В работу L. Madlensky и соавт. были включены жен-
щины (n = 1370) из исследования WHEL (Women’s 
Healthy Eating and Living) c положительным статусом 
РМЖ по рецепторам эстрогенов. Оценивали корреля-
цию концентрации эндоксифена в сыворотке крови 
с генотипом CYP2D6. Исследовали возможность ассо-
циации развития рецидива РМЖ с уровнем концент-
рации тамоксифена, 4-гидрокситамоксифена, N-дис-
метиламоксифена. По результатам исследования 
не обнаружено различий в уровне тамоксифена в плаз-
ме крови в зависимости от генотипа CYP2D6. Однако 
для концентрации эндоксифена, 4-гидрокситамок-
сифена и N-дисметиламоксифена отмечена устойчи-
вая взаимосвязь с исследуемым генотипом CYP2D6  

Изменение концентрации эндоксифена у пациентов групп IMs и PMs 
при смене режима дозирования тамоксифена. PMs – poor metabolizers, 
медленные метаболайзеры, гомозиготы; IMs – intermedium metabolizers, 
медленные метаболайзеры, гетерозиготы; ЕМs – extensive metabolizers, 
распространенные метаболайзеры (адаптировано из [46])

0

ЕМ

IМ

PМ

5 10 15 20 25 30 35 40
Базовый уровень концентрации эндоксифена через 
4 мес (доза тамоксифена 40 мг / сут)
Базовый уровень концентрации эндоксифена  
(доза тамоксифена 20 мг / сут)
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(р = 0,35). Концентрация эндоксифена в плазме крови 
>5,97 нг / мл снижала на 30 % риск возникновения но-
вых случаев РМЖ [37].

Единственное исследование было посвящено из-
учению частоты развития НЛР, связанных со сверхбыст-
рым метаболизмом (UMs) у пациентов с ранним РМЖ, 
получавших монотерапию тамоксифеном. По резуль-
татам исследования зафиксированы 2 и более нежела-
тельные реакции на тамоксифен по сравнению с паци-
ентами групп EMs, IMs и PMs (р = 0,030) [48].

Данные проведенных исследований позволяют 
предположить возможные преимущества от увеличе-
ния дозы у IMs и PMs, однако необходимо учитывать 
частоту развития НЛР при более высоких дозах. 
Для получения достоверных результатов анализа НЛР 
важным является оценка соматической патологии и со-
путствующей лекарственной терапии перед включе-
нием в исследование в целях устранения некорректной 
оценки и искажения фактических результатов [49, 50].

При применении тамоксифена одними из побоч-
ных эффектов могут быть приливы, вазомоторные 
нарушения и депрессия [51]. Использование ИОЗС 
способствует ослаблению этих симптомов. Существу-
ет мнение о том, что совместное применение тамок-
сифена и ИОЗС снижает эффективность первого. Это 
связано с тем, что оба препарата метаболизируются 
в печени в свою активную форму цитохрома CYP2D6, 
в результате чего происходит ингибирование CYP2D6 
антидепрессантом и, как следствие, отсутствие про-
тивоопухолевого эффекта тамоксифена. На основании 
этого был проведен ряд клинических исследований, 
оценивающих эффект от совместного применения 
ИОЗС и тамоксифена. По результатам таких исследо-
ваний ЛС были разделены на препараты с сильным 
и слабым эффектом в отношении подавления актив-
ности CYP2D6 (табл. 2) [52].

В исследовании нидерландских ученых проанали-
зирована замена антидепрессантов с потенциально 
сильной активностью в отношении ингибирования 
CYP2D6 (пароксетин, флуоксетин) на антидепрессан-
ты со слабой подавляющей активностью энзима 
CYP2D6 (эсциталопрам, венфлаксин) и влияние этой 
замены на уровень концентрации метаболитов тамок-
сифена в плазме крови. Фармакологический монито-
ринг проводился в течение 24 ч. В результате замены 
концентрация эндоксифена в плазме крови увеличи-
лась примерно в 3 раза (р = 0,012). Отношение эндок-
сифена к N-дисметилтамоксифену и 4-гидрокситамок-
сифена к тамоксифену увеличилось в 3,3 и 1,5 раза 
соответственно с повышением активности энзимов 
CYP2D6. Смена антидепрессантов не повлияла на раз-
витие побочных эффектов или усиление психологичес-
ких проблем [53]. Схожие результаты были получены 
и в других исследованиях [52, 54–56]. Вместе с тем 
в 2 исследованиях, проведенных в США, сообщается 
об отсутствии ассоциации рецидива со смертностью 
от РМЖ даже при приеме сильных ингибиторов 

CYP2D6. Однако ни в одной из этих работ не рассмот-
рено конкурентное использование слабых ингибиторов 
CYP2D6 и исходов РМЖ [57, 58].

В другом исследовании приняли участие 493 па-
циента, прошедших химиотерапию и продолживших 
лечение тамоксифеном в течение >6 мес. Генотипиро-
вание проводили по аллелю CYP2D6*4. Проанализи-
рованы время до прогрессирования, местный рецидив, 
регионарное и отдаленное метастазирование, частота 
контралатерального РМЖ и выживаемость без про-
грессирования. По результатам исследования не обна-
ружено существенной разницы во времени до прогрес-
сирования и безрецидивной выживаемости между 
генотипом CYP2D6*4 в общей когорте пациентов. 
В подгруппе пациентов PMs по CYP2D6*4, получивших 
химиотерапию, отмечалось меньшее время до прогрес-
сирования. В этой группе среднее время до прогрес-
сирования и безрецидивная выживаемость у носителей 
CYP2D6*4 / *4 составили 1 год, у носителей 
CYP2D6*1 / *4 – 6,30 года и у носителей CYP2D6*1 / *1 – 
4,93 года (р = 0,104) [59].

M. J. Bijl и соавт., изучавшие полиморфизм 
CYP2D6*4 и его влияние на лечение тамоксифеном, 
показали, что у носителей неактивных аллелей фер-
мента CYP2D6 повышен риск смерти от РМЖ. В ис-
следование были включены пациенты в возрасте 55 лет 
и старше. Образцы ДНК получены из плазмы крови. 
Период наблюдения составил 14 лет (1991–2005). Па-
циенты были классифицированы в зависимости от ге-
нотипа как гомозиготы *4 / *4 (PMs), *1 / *1 (EMs) и ге-
терозиготы *1 / *4 (IMs). Ассоциация CYP2D6 
со смертностью от РМЖ изучалась в зависимости 
от генотипа (*1 / *1, *1 / *4, *4 / *4) и его зиготности 
(*1 / *4 и *4 / *4 по сравнению с *1 / *1; *4 / *4 по сравне-
нию с *1 / *4 и *1 / *1). При анализе генотипов риск 
смерти от РМЖ увеличивался с каждым дополнитель-
ным нефункциональным аллелем (р = 0,015). Риск 
смерти при носительстве *4 / *4 был выше (р = 0,041) 
по сравнению с вариантом *1 / *1, но не был увеличен 
в группе гетерозигот *1 / *4 (р = 0,075). При анализе 
гомозигот и гетерозигот по аллелю *4 риск смерти 
от РМЖ составил 2,1 (р = 0,031). Также в этом иссле-
довании проанализировано совместное применение 
препаратов, конкурентно ингибирующих CYP2D6, 
при котором снижение эффективности тамоксифена 
не подтверждено [60].

Схожие данные демонстрирует другое исследова-
ние, в котором сравнивалась безрецидивная и общая 
выживаемость больных, получавших тамоксифен в ка-
честве гормонотерапии при РМЖ (n = 206) и пациен-
тов, не принимавших тамоксифен (n = 280). ДНК вы-
деляли из нормальной ткани молочной железы. 
В зависимости от типа метаболизма пациентов разде-
лили на 3 группы: ЕМs, PMs и IMs. Анализировали 
носительство аллельных вариантов гена CYP2D6*4, *5, 
*10 и *41. По результатам исследования CYP2D6 нуле-
вые аллели *4, *5 были ассоциированы с более высоким 
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риском развития рецидива (р = 0,03). Он был в 2 раза 
выше у РМs (*4, *5) и РМs / IMs (0 / *10, 0 / *41) (р = 0,02) 
[61].

Несмотря на различный дизайн исследований, 
подтверждающих взаимосвязь генотипа CYP2D6 с эф-
фективностью тамоксифена, в некоторых из них 
не установлена прогностическая значимость изучения 
аллельных вариантов CYP2D6*4 [62–64].

В настоящее времени нет критериев исключения 
женщин в репродуктивном и пременопаузальном перио-
дах из группы пациентов, для которых стандартная адъ-
ювантная гормонотерапия тамоксифеном может быть 
неэффективной ввиду медленного метаболизма на фо-
не сопутствующей терапии ингибиторами CYP2D6 
(см. табл. 2). На основании данных приведенных иссле-
дований определение активности аллельных вариантов 
гена CYP2D6 поможет в принятии решения о назначении 
тамоксифена и подборе индивидуальной дозы препарата.

Влияние взаимодействия лекарственных средств 
на активность фермента CYP2D6
Фармакогенетическая рабочая группа Королев-

ской голландской ассоциации фармацевтов оценила 
терапевтические рекомендации выбора дозы тамок-
сифена на основании генотипа CYP2D6. Для генотипов 
PMs и IMs рекомендовано рассмотреть возможность 
назначения ингибиторов ароматазы для женщин в пе-
риоде постменопаузы в связи с повышенным риском 
развития рецидива РМЖ при приеме тамоксифена, 
для IMs рекомендовано избегать одновременного на-
значения тамоксифена и ингибиторов CYP2D6  
(см. табл. 2) [65].

Управление по санитарному надзору за качеством 
пищевых продуктов и медикаментов США (Food and 
Drugs Administration, FDA) в 2006 г. рекомендовало 
внести изменения в инструкцию по применению 

Таблица 2. Лекарственные средства, конкурентно ингибирующие CYP2D6

Класс лекарственных средств Сильные ингибиторы CYP2D6 Умеренные ингибиторы CYP2D6

Селективные ингибиторы обратного захвата серотонина

Пароксетин
Флуоксетин
Бупропион
Дулоксетин

Сертралин
Циталопрам

Флувоксамин
Десвенлафаксин

Эсциталопрам

Трициклические антидепрессанты  – 

Кломипрамин
Доксепин

Дезипрамин
Имипрамин

Амитриптилин
Нортиптилин

Антипсихотики
Тиоризадин
Перфеназин

Пимозид

Хлорпромазин
Флуфеназин
Галоперидол

Препараты для лечения сердечно-сосудистой патологии Кинидин
Тиклопидин

Амиодарон
Никардипин
Верапамил
Амлодипин
Фелодипин
Нифедипин
Лабеталол

Препараты для лечения инфекционных заболеваний Терфенадин
Ритонавир

Галофантрин
Хлорохин

Н2-антигистаминные средства  – Циметидин

Н1-антигистаминные средства  – 

Цлемастин
Трипеленнамин

Прометазин
Гидроксизин

Дифенилпиралин

Противогрибковые препараты Тербинафин  – 

Антипаратиреиодные средства  – Цинакалцет

Селективные агонисты бета-3-адренорецепторов  – Мирабегрон

Нестероидные противовоспалительные средства  – Целекоксиб

Препараты бензодиазепинового ряда  – Клобазон
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тамоксифена в целях отражения риска развития реци-
дива РМЖ у PMs по CYP2D6 [66].

Заключение 
Таким образом, результаты многочисленных про-

веденных исследований по поиску взаимосвязи меж-
ду носительством аллельных вариантов гена CYP2D6 
и реализацией противоопухолевого эффекта тамок-

сифена продемонстрировали корреляцию медленно-
го метаболизма с прогрессированием РМЖ на фоне 
гормонотерапии тамоксифеном. Фармакогенетиче-
ское тестирование гена CYP2D6 у больных гормоно-
положительным РМЖ поможет спрогнозировать эф-
фективность терапии и оценить риск развития 
побочных эффектов в целях улучшения отдаленных 
результатов лечения.
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Введение. Трансформирующий фактор роста бета-1 (transforming growth factor beta 1, TGF-β1) является одним из наиболее важ-
ных тканевых факторов, секретируемых при развитии эпителиальных опухолей. Повышенная экспрессия TGF-β1 в злокачест-
венных опухолях легких способствует ангиогенезу, супрессии иммунной системы, а также выживанию раковых клеток, увеличи-
вая их рост, миграцию, инвазию.
Цель работы – изучение молекулярных механизмов действия TGF-β1 на клетки A549 аденокарциномы легкого человека методом 
протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения.
Результаты. Идентифицированы некоторые внутриклеточные сигнальные пути, ответственные за участие TGF-β1 в онко генезе 
немелкоклеточного рака легкого и включающие, в том числе, дифференциально экспрессированные белки семейств куллинов, он-
когенов ETS, диацелаз гистонов, циклинзависимых киназ, сигнального пути фосфатидилинозитол-3-киназы (phosphatidylinositol 
3-kinase, PI3K).
Заключение. Установлены важные закономерности, которые могут быть использованы при разработке новых подходов для об-
наружения кандидатных маркеров метастазирования рака легкого и потенциальных мишеней для терапии этого заболевания.

Ключевые слова: трансформирующий фактор роста бета-1, аденокарцинома легкого, протеом, масс-спектрометрия, эпителиально-
мезенхимальный переход
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Background. The transforming growth factor beta 1 (TGF-β1) is one of the most important tissue factors secreted by the development of epi-
thelial tumors. Increased expression of TGF-β1 in lung tumors promotes cancer cells survival enhancing their growth, migration, invasion, 
angiogenesis, immune system suppression.
Objective: to study molecular mechanisms of TGF-β1 action on A549 human lung adenocarcinoma cells by means of proteomic high-resolu-
tion mass spectrometry.
Results. Intracellular signaling pathways responsible for the involvement of TGF-β1 in the oncogenesis of non-small cell lung cancer have 
been found, which include the differential expressed proteins of the families of cullin, ETS oncogenes, histone diacelases, cyclin-dependent 
kinases, and the signaling pathway phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K).
Conclusions. Important patterns are determined that could be used for the development of new approaches for detection of lung cancer me-
tastasis candidate markers and potential therapy targets of this decease.

Key words: transforming growth factor beta 1, lung adenocarcinoma, proteome, mass-spectrometry, epithelial-mesenchymal transition 
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Введение
Рак легкого (РЛ) занимает одно из первых мест 

в структуре заболеваемости и смертности от злокачест-
венных опухолей во всем мире [1, 2]. Немелкоклеточ-
ный РЛ (НМРЛ) является основным гистологическим 
подтипом (~80 %) этого заболевания и часто коррели-
рует с метастазированием опухоли. При НМРЛ мета-
стазы в лимфатические узлы и инвазия опухолевых 
клеток в соседние органы считаются наиболее важны-
ми показателями неблагоприятного прогноза [3]. По-
этому в последнее время уделяется повышенное вни-
мание изучению сигнальных путей, вовлеченных 
в процесс метастазирования РЛ. Лучшее понимание 
молекулярных механизмов онкогенеза РЛ, идентифи-
кация молекулярных детерминант и маркеров мета-
статической активности раковых клеток в конечном 
счете обеспечат новые и эффективные методы лечения 
этого заболевания.

Несмотря на то что многие исследователи изуча-
ли генетические и молекулярные особенности РЛ 
для разработки более совершенных методов лечения, 
терапия РЛ по-прежнему остается сложной пробле-
мой из-за взаимодействия между раковыми клетками 
и окружающей микросредой. Клетки РЛ, как и неко-
торые другие трансформированные клетки, часто 
подвергаются эпителиально-мезенхимальному пере-
ходу (ЭМП), иногда при участии фибробластов [4]. 
При ЭМП эпителиальные клетки теряют свои меж-
клеточные контакты и апикальную базальную поляр-
ность, реорганизуют свой цитоскелет, секретируют 
протеины внеклеточного матрикса, и, таким образом, 
трансдифференцируются в мезенхимальные подвиж-
ные клетки [5].

Индукция ЭМП приводит к изменению пластич-
ности в архитектуре эпителиальных тканей и метаста-
тической инвазивности многих карцином, однако 
до конца его роль остается неясной. Недавние иссле-
дования связывают ЭМП с генерацией опухолевых 
стволовых клеток [6]. Стромальные клетки РЛ секре-
тируют такие молекулы, как трансформирующий фак-
тор роста бета 1 (transforming growth factor beta 1, 
TGF-β1), которые вызывают ЭМП в опухолевых клет-
ках, облегчая их инвазию, стволовость и метастазиро-
вание. TGF-β1 – один из наиболее важных тканевых 
факторов, секретируемых при развитии эпителиальных 
опухолей. Он может вызывать прогрессию и метаста-
зирование опухоли по аутокринному механизму, по-
давляя иммунитет, усиливая ангиогенез и деградацию 
внеклеточного матрикса [7, 8]. Имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что активация TGF-β1-пути 
является одной из основных причин неблагоприятно-
го прогноза [9]. Показано, что у больных РЛ повыше-
ны уровни TGF-β1 в плазме крови как исходные, так 
и после лучевой терапии [10].

Свои различные эффекты TGF-β1 осуществляет 
через сложную сеть лиганд-рецепторных взаимодей-
ствий, проводящих соответствующие сигналы. В кан-

церогенезе TGF-β1 может выполнять двоякую роль: 
в зависимости от стадии и типа опухоли он действует 
как супрессор опухоли или как канцерогенный фактор. 
Такое переключение от опухолевой супрессии к онко-
генной активности также известно как «парадокс 
TGF-β» [11]. Несмотря на заметный прогресс в изуче-
нии TGF-β-сигнального пути, его роль в онкогенезе 
РЛ недостаточно ясна. Существующие в настоящее 
время данные указывают на важную роль TGF-β-
сигнального пути на поздних этапах развития опухо-
левого процесса при РЛ, включая метастазирование, 
и делают его потенциальным кандидатом для таргетной 
терапии.

Цель работы – изучение молекулярных механизмов 
действия TGF-β1 на линию клеток А549 аденокарци-
номы легкого человека методом протеомной масс-
спектрометрии высокого разрешения. Впервые иден-
тифицирован ряд внутриклеточных сигнальных путей, 
ответственных за участие TGF-β1 в онкогенезе НМРЛ, 
что позволило обнаружить новые потенциальные мар-
керы метастазирования, мишени для таргетной тера-
пии РЛ, часть из которых в перспективе может быть 
провалидирована и использована в практической ме-
дицине при разработке новых подходов для диагнос-
тики и терапии НМРЛ – одного из наиболее тяжелых 
онкологических заболеваний.

Экспериментальная часть
Клеточные культуры. Клетки линии А549 адено-

карциномы легкого человека (American Type Culture 
Collection, США) культивировали в пластиковых фла-
конах 75 см2 (Corning Costar, США) при температуре 
37 °С в увлажненной атмосфере с 5 % СО2 в среде 
RPMI-1640 с глутамином, с добавлением 10 % 
эмбрио нальной телячьей сыворотки, пенициллина 
(100 ед / мл) и стрептомицина (100 мкг / мл). При до-
стижении 70 % монослоя при смене среды в контр-
ольные флаконы с клетками добавляли 75 мкл фос-
фатного буферного раствора (ФБР), в опытные 
флаконы вносили в том же объеме TGF-β1 в ФБР 
в концентрации 5 нг / мл и инкубировали в течение 
72 ч. Клетки снимали раствором Версена (1 мл) и два-
жды отмывали ФБР (1 мл) центрифугированием 
при 1500 об / мин в течение 15 мин. Все клеточные 
линии выращивали в 3 экземплярах, независимо об-
рабатывали и анализировали.

Подготовка образцов для масс-спектрометрическо-
го анализа. Трипсинолиз высушенных лизатов про-
водили по ранее описанной методике [12]. По 4 мкл 
растворов полученных пептидов анализировали масс-
спектрометрически для контроля проведения трип-
синолиза [12]. По окончании реакции содержимое 
пробирок упаривали досуха при температуре 30 °С 
на центрифужном испарителе CentriVap (Labconco, 
США), а затем подвергали лиофильной сушке в те-
чение ночи для полного удаления бикарбоната ам-
мония.
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Триптические пептиды растворяли в подвижной 
фазе А (30 % ацетонитрила (ACN), 70 % воды, 0,1 % 
муравьиной кислоты, рН 2,7) с таким расчетом, чтобы 
в 20 мкл раствора содержалось 100 мкг общего белка, 
и разделяли на хроматографе Dionex Ultimate 3000 (Ни-
дерланды), снабженном коллектором фракций, на кати-
онообменной колонке MIC-10-CP (материал Poros 10S, 
1 мм × 10 см, Dionex) [12]. Полученные 24 фракции 
упаривали досуха при температуре 30 °С на центрифуж-
ном испарителе и перерастворяли в 100 мкл 0,1 % вод-
ного раствора муравьиной кислоты.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ триптиче-
ских пептидов проводили на нанопроточном хромато-
графе Dionex Ultimate 3000 (Нидерланды), соединенном 
с масс-спектрометром LTQ Orbitrap XL (Thermo, США) 
и снабженном электроспрейным источником иониза-
ции. Хроматографирование пептидов осуществляли 
на колонке Acclaim C18 PepMap100 (75 мкм × 150 мм, 
размер зерна 3 мкм, Dionex), снабженной предколонкой 
Acclaim C18 PepMap (300 мкм × 5 мм, размер зерна 
5 мкм). Масс-спектры регистрировали в режиме поло-
жительных ионов в диапазоне m / z 300–2000 Да [12].

Для идентификации белков использовали програм-
му MaxQuant v1.5.2.8. Количественный расчет прово-
дили методом label-free (без метки) для всех обна-
руженных пептидов. Таблицу полученных белков 
обрабатывали в программе Perseus v1.5.1.6 для анно-
тирования и удаления белков-контаминантов и ложно-
положительных идентификаций, а также для опреде-
ления статистической значимости различий в уровнях 
белков, полученных методом label-free. Значимыми 
считали различия при уровне достоверности p <0,05 
для парного t-критерия Стьюдента.

Результаты
Как было сказано, в работе использовали label-free 

количественный протеомный метод нано-ВЭЖХ-
МС / МС для детектирования и сравнения дифферен-
циально экспрессированных белков (ДЭБ) в лизатах 
линии клеток аденокарциномы легкого человека А549 
до и после обработки их TGF-1β. Анализ триптических 
пептидов по их МС / МС-спектрам с помощью про-
граммного пакета MaxQuant идентифицировал 2402 
протеина по 15 597 (13 246 уникальным) пептидам 
при сравнении с данными базы SwissProt_human и лож-
ным уровнем обнаружения (false discovery rate, FDR) 
1 % для тройных повторов 2 видов образцов. Из них 
2209 белков идентифицировали по 15 090 (12 764 уни-
кальных) пептидам в контрольных клетках A549, 2135 – 
по 14 898 (12 582 уникальных) пептидам в клетках А549 
после стимуляции TGF-1β. Для всех линий клеток 
~92 % белков идентифицировали по 2 и более пепти-
дам. Коэффициент корреляции Пирсона для данных 
от образцов клеток А549 до и после стимуляции TGF-β1 
изменялся от 0,894 до 0,960.

Идентифицированные протеины показали высо-
кий процент перекрытия для 2 клеточных популяций. 

Во всех клеточных лизатах детектировались 1942 бел-
ка (81 % от 2402), 267 протеинов – только в контроль-
ных клетках A549 и 193 протеина были уникальными 
для клеток A549 после их стимуляции TGF-β1.

Статистически значимые (p <0,05) изменения 
в экспрессии после обработки клеток TGF-β1 зареги-
стрировали для 632 белков, из них 537 протеинов из-
меняли экспрессию более чем в 2 раза, 234 – увеличи-
вали, а 303 – уменьшали. Эти белки рассматривали 
как дифференциально экспрессированные. Повыше-
ние экспрессии более чем на порядок наблюдали у 110 
ДЭБ и более чем в 100 раз у 7 ДЭБ с индексами генов 
TRHDE, ZFR, EVI5, GVINP1, VPS8, MAP7D2, CNTRL. 
Снижение экспрессии после обработки TGF-β1 клеток 
A549 более чем в 10 раз зарегистрировали у 30 белков, 
среди которых BRK1, PC4, CHD4, ASPH, SNRPG.

В табл. 1, построенной с использованием энцикло-
педии метаболических путей KEGG PATHWAY (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) и GO (Gene 
Ontology) биологических процессов, представлен спи-
сок из 24 идентифицированных ДЭБ, участвующих 
в канцерогенезе. Как видно из табл. 1, при действии 
TGF-β1 увеличивали экспрессию более чем в 2 раза 
8 протеинов и снижали – 16. Обнаружены 11 протеи-
нов, участвующих в онкогенезе НМРЛ, и 10 белков 
для мелкоклеточного РЛ. Из них 3 белка, кодируемые 
генами CDK4, CDK6 и PIK3CA, относились к обеим 
гистологическим формам РЛ. При действии TGF-β1 
на клетки А549 экспрессия циклинзависимой киназы 
4 и 6 (cyclin-dependent kinases 4, 6, CDK4, 6) снижалась 
в 5,51 и 4,94 раза соответственно, тогда как экспрессия 
каталитического альфа полипептида фосфатидилино-
зитол-3-киназы увеличивалась в 23,14 раза.

ДЭБ классифицировали в соответствии с их био-
логической ролью в клетке с помощью протеомно-
геномной аналитической программы PANTHER 
(Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships, 
www.pantherdb.org). Число протеинов в каждой кате-
гории биологического процесса, увеличивающих (Up) 
или уменьшающих (Down) экспрессию в клетках А549 
после их стимуляции TGF-β1, представлена в табл. 2. 
В среднем отношение Up / Down составляет 0,72, ука-
зывая на то, что снижение экспрессии превалирует 
над ее повышением у идентифицированных белков 
практически во всех категориях биологических про-
цессов при действии TGF-β1. Только для процессов, 
связанных с ответом на стимулы и репродукцией, чис-
ло Up- и Down-протеинов сравнивается.

Обсуждение
Цитокин TGF-β1 играет важную роль в эпителиаль-

ном онкогенезе [13–16]. На ранних стадиях онкогене-
за TGF-β1, как правило, функционирует как опухоле-
вый супрессор. На более поздних этапах, однако, 
когда опухоли растут и прогрессируют, TGF-β1 синте-
зируется как раковыми, так и стромальными клетками 
в пределах микросреды опухоли как естественный 
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ответ на гипоксию и воспаление и может выступать 
в качестве мощного промоутера нескольких этапов 
метастатического процесса. К ним относятся не толь-
ко локальная подвижность / инвазия и поступление 
раковых клеток в кровоток (интравазация), но также 
их выход из кровеносных сосудов (экстравазация) 
и выживание в отдаленных органах [17–20]. Значение 
TGF-β1 в прогрессировании заболевания особенно 
велико в опухолях, в которых раковые клетки сохра-
няют основные компоненты TGF-β1-сигналинга (рак 
молочной железы (РМЖ) и РЛ) [14, 21]. Действитель-
но, при НМРЛ – наиболее распространенном гисто-
логическом подтипе РЛ с высоким уровнем смертно-
сти – увеличение экспрессии TGF-β1 коррелирует 
с прогрессией опухоли и плохой выживаемостью па-
циентов. Различные экспериментальные модельные 

системы подтверждают мнение о прометастатической 
роли TGF-β1 в этих опухолях [22–25]. Тем не менее 
одной из основных нерешенных задач остается иден-
тификация генов-мишеней для TGF-β1, которые 
управляют различными стадиями метастазирования, 
тем более что TGF-β1 модулирует экспрессию генов 
по-разному в зависимости от типа клеток [26, 27]. Не-
смотря на определенный прогресс в контексте мета-
стазов РМЖ, гены и механизмы, которые опосредуют 
прометастатические эффекты TGF-β1 при НМРЛ, 
остаются в значительной степени неизвестными.

Как видно из табл. 1, TGF-β1 оказывает сущест-
венное влияние на экспрессию ряда белков, связанных 
с канцерогенезом, которые могут являться потенци-
альными мишенями для таргетной терапии РЛ. В част-
ности, TGF-β1 модулирует экспрессию куллинов 

Таблица 1. Дифференциально экспрессированные белки, участвующие в канцерогенезе

Индекс гена Белок
Немелкокле-
точный рак 

легкого

Мелкокле-
точный рак 

легкого

Участие 
в канцероге-

незе

A549 + 
TGF-β1 / A549

APPL1 Адапторный протеин взаимодействия фосфотирозина + 0,27

BAX Ассоциированный с BCL-2 протеин Х + 0,12

BIRC2 Бакуловирусный IAP протеин 2, содержащий повтор + + 2,24

CDC42 Белок 42 клеточного цикла деления + 0,24

CUL2 Куллин 2 + 10,37

CDK4 Циклинзависимая киназа 4 + + + 0,18

CDK6 Циклинзависимая киназа 6 + + + 0,20

CRKL Гомолог протеина онкогена v-crk вируса саркомы CT10 + 0,16

CTBP1 С-терминальный связывающий протеин 1 + 2,37

CTNNA1 Катенин альфа 1 + 0,10

ETS1 Гомолог 1 онкогена v-ets вируса эритробластоза E26 + 69,41

HDAC1 Диацетилаза гистонов 1 + 0,08

HDAC2 Диацетилаза гистонов 2 + 0,22

ITGB1 Интегрин бета 1 + + 0,14

MAPK1 Митогенактивируемая протеинкиназа 1 + + 0,54

MAP2K2 Митогенактивируемая протеинкиназа 2 + + 0,41

MSH2 mutS гомолог 2 + 2,62

NRAS Гомолог онкогена RAS нейробластомы + + 0,43

PIK3CA Каталитический альфа-полипептид фосфатидилинозитол-
3-киназы + + + 23,14

RHOA Гомолог семейства RAS, член А + 2,10

RAC1 Гуанозинтрифосфатсвязывающий протеин RAC1 + 0,54

TCEB1 Полипептид 1 фактора B элонгации транскрипции + 4,10

TCEB2 Полипептид 2 фактора B элонгации транскрипции + 0,40

TPR Белок транслоцированной промоторной области + 0,54
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(cullins) – семейство гидрофобных белков, служащих 
скэффолдом для убиквитинлигаз (E3). Они в сочетании 
с RING-белками образуют куллин-RING-убиквитин-
лигазы (CRL), которые играют важную роль во многих 
клеточных процессах. Нами идентифицированы 5 
(CUL1, CUL2, CUL3, CUL4, CUL5) из 8 членов этого 
семейства. У человека функциональные изменения 
этого семейства убиквитинлигаз связаны с заболева-
ниями мышц, метаболическими нарушениями и раком 
[28]. Наиболее известным субстратом, распознающим 
рецептор CRL2, является опухолевый супрессор – 
белок VHL, который мутирует при синдроме фон 
Хиппеля–Линдау (VHL) [29]. При действии TGF-β1 
(см. табл. 1) экспрессия CUL2 увеличивалась в 10,37 
раза. В последнее время появилось значительное число 
исследований, проливающих свет на биологические 
функции CUL3 E3-лигазы, которая регулирует про-
грессирование опухолевого процесса и терапевтиче-
ский ответ. В частности, Keap1, KLHL20 и SPOP 
являются наиболее известными субстратными адап-
терами для CUL3 при ее воздействии на различные 
виды рака. Эти 3 белка опосредуют CUL3-зависимое 
убиквитинирование ряда субстратов при инициации 
опухолевого процесса, его прогрессировании и тера-
певтическом ответе [30]. Нами отмечено увеличение 
экспрессии CUL3 в 5,22 раза.

ETS1 входит в семейство онкогенов ETS, члены 
которого обладают характерным ДНК-связывающим 
доменом (домен ETS) из 85 аминокислот [31]. Белок 
ETS1 контролирует уровни экспрессии множества ге-
нов, включая факторы транскрипции, протеазы, гены 

клеточного цикла, гены, регулирующие апоптоз, цито-
кины и факторы роста [32]. Повышенная активность 
ETS1 наблюдалась при РМЖ, РЛ, раке яичников, обо-
дочной и прямой кишки и меланоме [33–37]. ETS1 
сверхэкспрессируется при инвазивном РМЖ и корре-
лирует с его плохим прогнозом [38]. Высокая экспрес-
сия ETS1 способствует миграции раковых клеток, 
инвазии и анкернезависимому росту, в то же время 
низкая экспрессия ETS1 снижала адгезию клеток 
HeLa [39]. TGF-β1 увеличивал экспрессию ETS1 
в клетках А549 в 69,41 раза (см. табл. 1).

Дерегуляция сигналинга фосфатидилинозитол-
3-киназы (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) имеет 
решающее значение для многих злокачественных опу-
холей человека, несмотря на то, что для нормальной 
пролиферации клеток требуется адекватная функцио-
нальность этого каскада. Хотя ряд ингибиторов PI3K-
пути находятся на клинических испытаниях или 
одобрены для противоопухолевой терапии, все еще 
неясна роль функциональной активности членов это-
го каскада при конкретных злокачественных опухолях. 
При РЛ PI3K-путь часто аберрантно активируется му-
тацией генов, кодирующих белки EGFR, KRAS 
и PIK3CA [40]. При действии TGF-β1 на клетки А549 
(см. табл. 1) наблюдалось значительное увеличение 
(в 23,14 раза) экспрессии протеина PIK3CA, что может 
указывать на тесную взаимосвязь TGF-β1 с PI3K-сиг-
нальными путями и должно учитываться при выборе 
мишеней для таргетной терапии НМРЛ.

При многих видах рака положительно регулиру-
ются несколько генов, связанных с онкогенезом 

Таблица 2. Число протеинов в каждой категории биологического процесса, увеличивающих или уменьшающих экспрессию в клетках А549 после 
их стимуляции TGF-β1

Категория биологического 
процесса

Онтология генов 
(Gene Ontology, 

GO) 
Число протеинов

Число протеинов, 
увеличивающих 

экспрессию
(Up) 

Число протеинов, 
снижающих экс-

прессию
(Down) 

Up / Down

Метаболический GO:0 008152 337 132 205 0,64

Клеточный GO:0 009987 225 92 133 0,69

Биологическая регуляция GO:0 065007 94 42 52 0,81

Локализация GO:0 051 179 86 34 52 0,65

Организация или биогенез 
клеточных компонентов GO:0 071 840 80 28 52 0,54

Развитие GO:0 032502 70 28 42 0,67

Отклик на стимулы GO:0 050896 36 18 18 1,00

Многоклеточные организмы GO:0 032501 37 15 22 0,68

Иммунные GO:0 002376 27 12 15 0,80

Апоптический GO:0 006915 16 6 10 0,60

Репродуктивный GO:0 000003 8 4 4 1,00

Адгезия GO:0 022610 9 3 6 0,50
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и опухолевой прогрессией, а супрессорные гены по-
давляются. Одним из факторов, регулирующих эти 
процессы, является экспрессия генов посттрансляци-
онной модификации гистонов. Метилирование и аце-
тилирование гистонов – хорошо известные пост-
трансляционные модификации. В последнее время 
повышенное внимание уделяется метилированию 
и ацетилированию гистонов при лечении рака [41, 42]. 
Диацелазы гистонов (histone deacetylases, HDACs) ча-
сто сверхэкспрессированы при онкологических забо-
леваниях, в последние годы они стали основной тера-
певтической мишенью [43]. Повышенная экспрессия 
HDACs может привести к глушению транскрипции 
генов и аберрантной транскрипции из-за измененной 
экспрессии / мутации генов, кодирующих гистонаце-
тилтрансферазу (HAT), HDAC-ферменты или их свя-
зывающих партнеров, и тесно сопряжена с канцеро-
генезом. Это происходит при многих злокачественных 
опухолях у человека, указывая на то, что активность 
аберрантного эпигенетического ацетилирования свя-
зана с развитием рака [44–46]. Полагают, что после-
довательные стадии ЭМП и мезенхимально-эпители-
ального перехода, происходящие в процессе 
опухолевой прогрессии, могут быть обратимыми и свя-
заны с эпигенетическими изменениями.

В нескольких исследованиях отмечен эффект ин-
гибиторов HDAC на SMAD4. A. Kaimori и соавт. пока-
зали, что ингибирование гистондеацетилазы подавля-
ет TGF-β-индуцированный ЭМП в гепатоцитах путем 
ингибирования транслокации SMAD4 в ядро [47]. 
C. L. Chung и соавт. показали, что ингибитор HDAC – 
м-карбоксициннаминовая кислота – ингибирует 
транслокацию в ядро SMAD4 в плевральных мезоте-
лиальных клетках человека [48]. Анализ полученных 
нами данных неожиданно выявил снижение экспрес-
сии HDAC1 (в 12,87 раза), HDAC2 (в 4,64 раза) и уров-
ня HAT1 (в 3,06 раза) при действии TGF-β1 на клетки 
А549. Полученный эффект требует дополнительного 
исследования.

CDK – группа белков, регулируемых циклином 
и циклиноподобными молекулами. Большинство CDK 
участвуют в смене фаз клеточного цикла, регулируют 
транскрипцию и процессинг матричной (мРНК). 
CDK – серин / треониновые киназы, фосфорилируют 
соответствующие аминокислотные остатки в белках. 
Известны несколько CDK, каждая из которых акти-
вируется одним или более циклинами и иными подоб-
ными молекулами. Аберрантная регуляция клеточно-
го цикла является отличительной чертой рака [49]. 
Активность CDK4 / 6 дерегулирована в результате раз-
личных генетических изменений во многих злокаче-
ственных опухолях человека. Они включают мутации 
генов CDK4 и CDK6, амплификацию генов, кодирую-
щих циклины D-типа, делецию или сайленсинг CD-
KN2A / B-генов, кодирующих INK4-ингибиторы р16 
и p15 [50]. Такое дерегулирование имеет решающее 
значение для различных процессов онкогенной 

трансформации, на что указывает высокая активность 
CDK4 / 6 во многих раковых клетках [51]. Ранее уста-
новлено, что CDK4 / 6-ингибитор PD-0332991 увели-
чивал SMAD-транскрипционную активность, инду-
цировал ЭМП, усиливал экспрессию метастатических 
генов [52]. При инициации ЭМП в клетках A549 
TGF-β1 наблюдалось снижение активности CDK4 
и CDK6 в 5,51 и 4,94 раза соответственно (см. табл. 1). 
Экспрессия CDK5 и CDK9 также снижалась в 1,50 
и 3,43 раза соответственно, тогда как уровни ингиби-
тора CDK1 возрастали в 1,59 раза, а протеина 1, ассо-
циированного с CDK2, – в 8,53 раза. Эти данные ука-
зывают на то, что ингибирование активности CDK4 / 6 
может частично активировать TGF-β-сигнальный 
каскад и способствовать протеканию процесса ЭМП.

Полипептид 1 фактора B (SIII) элонгации транс-
крипции (transcription elongation factor B (SIII), 
polypeptide 1; TCEB1) выполняет несколько функций 
в клетке. Он является частью комплекса Elongin (SIII), 
который работает как активатор транскрипции [53]. 
В цитоплазме клеток TCEB1 входит в состав белково-
го комплекса VHL, таргетирующего онкоген HIF-1α 
[54]. S. E. Jalava и соавт. показали, что уменьшение экс-
прессии TCEB1 приводило к снижению инвазии 
и метастазирования клеток рака предстательной желе-
зы [55]. При действии TGF-β1 на клетки A549 мы на-
блюдали увеличение его уровней в 4,1 раза (см. табл. 1). 
Одновременно отмечали повышение экспрессии 
в 2,46 ра за ADAM9, опосредующего его эффект [55].

Цинк-пальцевые белки, кодируемые с участием 
протеина, связывающего цинк-пальцевую РНК (ZFR), 
играют важную роль в связывании ДНК и регулиро-
вании процессов роста и развития [56]. Человеческий 
ZFR, по-видимому, участвует в регулировании альтер-
нативного сплайсинга пре-мРНК [56]. Нокаут ZFR 
инициирует арест клеточного цикла в фазе G0 / G1 
и супрессирует миграцию и инвазию клеток PANC-1 
рака поджелудочной железы [56]. Действие TGF-β1 
вызывает гиперэкспрессию (в 339,82 раза) ZFR в клет-
ках A549. Одновременно зарегистрировано увеличение 
уровней цинк-пальциевого белка 578 (ZNF578) в 25,11 
раза. Оба белка могут рассматриваться как потенци-
альные мишени для таргетной терапии НМРЛ.

Связь протеина сайта 5 экотропной вирусной ин-
теграцией (Evi5) с регуляцией клеточного цикла и миг-
рацией клеток предполагает его участие в патологии 
некоторых заболеваний. Однако прямые доказатель-
ства роли Evi5 в онкогенезе или подавлении тумороге-
неза пока отсутствуют [57]. Инкубация TGF-β1 с клет-
ками А549 приводит к увеличению экспрессии Evi5 
в 213,09 раза, что указывает на его тесную связь с TGF-β1- 
сигналингом и требует дальнейшего изучения.

Заключение
Методом протеомной масс-спектрометрии вы-

сокого разрешения изучены молекулярные механиз-
мы действия TGF-β1 на клетки А549 аденокарци-
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номы легкого человека. Впервые обнаружены 
не описанные ранее сигнальные пути, ответственные 
за участие TGF-β1 в онкогенезе НМРЛ, которые 
включают ДЭБ семейств куллинов, онкогенов ETS, 
диацелаз гистонов, CDK, цинк-пальцевых белков. 
Особый интерес представляют белки ZFR и Evi5, 
экспрессия которых в клетках A549 под действием 

TGF-β1 увеличивается в сотни раз. Требуются до-
полнительные исследования для понимания их роли 
в онкогенезе РЛ. Полученные нами данные могут 
использоваться при разработке новых подходов 
для обнаружения кандидатных маркеров метастази-
рования НМРЛ и потенциальных мишеней для те-
рапии этого заболевания.
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Роль ингибирования аутофагии  
в изменении цитотоксичности темозоломида  

на клеточных линиях меланомы
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Введение. Несмотря на современные успехи в терапии метастатической меланомы кожи, эта нозология остается крайне рези-
стентной к существующим препаратам. Современные данные свидетельствуют о том, что опухоли могут преодолевать гибель 
посредством аутофагии – процесса, при котором опухолевые клетки переваривают свои собственные белки и клеточные компо-
ненты при недостатке энергии и дефиците питательных веществ.
Цель работы – исследование влияния ингибиторов аутофагии, таких как хлорокин (CQ) и LY-294.002 (LY) на цитотоксичность 
темозоломида (TMZ) в клеточных линиях меланомы человека.
Материалы и методы. Работа проведена на клеточных линиях меланомы Mel Z, Mel IL и Mel MTP, полученных от паци-
ентов, проходивших лечение в РОНЦ им. Н. Н. Блохина. Оценку антипролиферативной активности TMZ в комбинации 
с ингибиторами аутофагии исследовали с помощью МТТ-теста и метода колониеобразования. Мы оценили изменение 
клеточного цикла, активацию апоптоза и изменение экспрессии основных маркеров аутофагии при комбинированной те-
рапии.
Результаты. CQ и LY усиливали цитотоксичность TMZ и снижали число жизнеспособных колоний во всех изученных линиях, 
при этом оба ингибитора увеличивали накопление популяции клеток в стадии G0 / G1 в линиях Mel Z, Mel IL, но не в Mel MTP. 
Показано также, что CQ и LY синергично активировали апоптоз во всех исследованных линиях. Анализ экспрессии матричной 
РНК ключевых генов аутофагии свидетельствовал о вовлечении данного процесса в цитотоксичность.
Заключение. Инактивация аутофагии на разных этапах данного процесса позволяет преодолевать резистентность к TMZ и мо-
жет быть рассмотрена как перспективная мишень для терапии меланомы.

Ключевые слова: меланома, аутофагия, апоптоз, химиорезистентность, темозоломид, хлорокин, LY-294.002
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The role of autophagy inhibition in the enhanced cytotoxicity of temozolomide on melanoma cell lines

O.O. Ryabaya1, 2, A.N. Inshakov1, A.A. Malysheva1, I.S. Abramov1, 3, N.V. Sholina1, D.A. Khochenkov1, E.V. Stepanova1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2N.I. Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Health of Russia; 1 Ostrovityanovа St., Moscow 117997, Russia; 
3V.A. Engelhardt Institute of Molecular Biology of the Russian Academy of Sciences; 32 Vavilova St., Moscow 119991, Russia

Background. Despite advantages in treatment of metastatic melanoma it remains resistant to current therapy. Recent evidence indicates that 
tumor cells could overcome death through autophagy, a process that degrades cellular proteins and organelles to maintain cellular biosynthe-
sis during nutrient deprivation or lack of energy.
Objective: to investigate the involvement of autophagy inhibitors chloroquine (CQ) and LY-294.002 (LY) in temozolomide (TMZ) cytotoxic-
ity in human melanoma cell lines.
Materials and methods. The study was performed on patient-derived melanoma cell lines Mel Z, Mel IL and Mel MTP. The anti-
proliferative activity of combined TMZ and autophagy inhibitors treatment was determined by MTT assay and colony-forming as-
say. Cell cycle analysis, apoptosis activation and expression analysis of key autophagy markers under combined treatment was 
evaluated.
Results. CQ and LY enhanced the cytotoxicity of TMZ and reduced colony formation in 3 melanoma cell lines, moreover both inhibitors 
increased cell population in G0 / G1 phase of cell cycle in Mel Z, Mel IL cell lines, but not in Mel MTP. CQ and LY synergistically activated 
apoptosis in all cell lines. The matrix RNA expression analysis of key autophagy genes showed autophagy involvement in enhanced cyto-
toxicity.
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Conclusions. Thus, autophagy inhibition on different stages of this process could overcome resistance to TMZ and be applicable as potent 
target in metastatic melanoma treatment.

Key words: melanoma, autophagy, apoptosis, chemoresistance, temozolomide, chloroquine, LY-294.002

Введение
Метастатическая меланома – один из наиболее аг-

рессивных типов опухолей с плохим прогнозом течения 
болезни, что связано с ее высоким метастатическим 
потенциалом, поздней диагностикой и резистентно-
стью к химиотерапии на поздних стадиях [1, 2].

Стандартные режимы химиотерапии включают 
дакарбазин, темозоломид (TMZ), цисплатин и таксаны 
(паклитаксел, докситаксел), которые используют 
по отдельности или в комбинации без значительного 
улучшения выживаемости больных – только 10–20 % 
пациентов отвечают на терапию, а медиана выживае-
мости составляет всего 6–8 мес [3, 4]. Таким образом, 
поиск новых лекарственных препаратов и вариантов 
их комбинаций на сегодняшний день является одним 
из актуальных вопросов химиотерапии злокачествен-
ных опухолей.

TMZ – липофильная молекула алкилирующего 
агента – производного тетразина [5]. Цитотоксичность 
TMZ обусловлена образованием O6-метилгуанина 
в ДНК, который замещается тимином во время репли-
кации, вызывая ошибки в репарации, и последующим 
повреждением ДНК [6]. При лечении TMZ арест кле-
точного цикла происходит в фазе G2–M, но при этом 
лишь небольшое число клеток подвергается апоптозу 
[7, 8]. Несмотря на невысокую частоту ответных реак-
ций, достоинством TMZ является легкость введения, 
хорошая переносимость и способность проникать че-
рез гематоэнцефалический барьер, что обеспечивает 
умеренную противоопухолевую активность в отноше-
нии метастазов в головной мозг [9].

Один из процессов, индуцируемых в клетках ме-
ланомы в ответ на химиотерапию, – аутофагия [1], 
основная функция которой заключается в поддержа-
нии межклеточного гомеостаза путем переваривания 
секвестрированных белков и органелл через лизосо-
мальный путь деградации [10].

При метастатической меланоме аутофагия рассма-
тривается как адаптивный механизм для преодоления 
неблагоприятных условий и недостатка питательных 
веществ [11, 12], поддерживая уровень аденозинтри-
фосфата, что приводит к росту опухоли и лекарствен-
ной устойчивости. В большинстве случаев опухоль 
имеет более высокий уровень аутофагии по сравнению 
с нормальными тканями, что коррелирует с повышен-
ной выживаемостью опухолевых клеток и, как следст-
вие, плохим исходом заболевания [12, 13]. Поскольку 
вызванная противоопухолевой терапией аутофагия 
способствует резистентности к ряду препаратов, осо-
бенно тех, которые нацелены на сигнальный путь 
PI3K / mTOR, ингибирование аутофагии может помочь 

преодолеть химиорезистентность меланомы к стан-
дартной терапии. В последние годы несколько клини-
ческих испытаний, сочетающих противоопухолевые 
препараты с ингибиторами аутофагии при разных ти-
пах злокачественных образований, показали, что ин-
активация аутофагии вызывает уменьшение роста опу-
холи и увеличивает выживаемость пациентов [14–16].

Показано, что алкилирующие химиотерапевтиче-
ские препараты, такой как TMZ, индуцируют процесс 
аутофагии в опухолевых клетках, например при глио-
ме и меланоме кожи [17, 18]. В некоторых случаях ау-
тофагия задерживает апоптоз в опухолевых клетках 
при лечении противоопухолевыми препаратами и ис-
пользование ингибиторов аутофагии – хлорокина (CQ) 
или LY-294.002 (LY) – усиливает действие химиотера-
певтических препаратов, вызывающих аддитивную 
или синергическую цитотоксичность и апоптоз [19, 20].

Одним из ингибиторов аутофагии является CQ – 
производное хинолина противомалярийный препарат. 
Опухолевые клетки содержат лизосомы, которые реа-
гируют с CQ, образуя ионизированную CQ-конъю-
гированную кислоту. При достижении критической 
концентрации CQ внутри лизосомы он нарушает 
их ферментативную функцию, действуя как слабое 
основание, и ингибирует клиренс аутофаголизосомы 
[21]. В недавних исследованиях показано, что противо-
опухолевая комбинация CQ с TMZ приводила к ин-
дукции апоптоза в клеточных линиях глиомы с диким 
типом p53 [22].

Результаты исследования терапевтического агента 
LY на ранних стадиях показали, что он неактивен в ка-
честве единственного агента, однако его комбинация 
с гефитинибом эффективно снижает жизнеспособ-
ность клеток меланомы по сравнению с монотерапией, 
а также в комбинации с TMZ в экспериментах с гли-
областомой U87 [23, 24].

Меланома кожи – гетерогенная опухоль, что свя-
зано с наличием различных генетических нарушений 
в зависимости от подтипов заболевания. Соответст-
венно, опухоли с разными мутациями различно отве-
чают на одну и ту же терапию. Так, опухоли с мутаци-
ями в гене BRAF, которые встречаются в 50–70 % 
случаев меланомы [25], являются более резистентны-
ми к терапии и отличаются повышенным уровнем ба-
зальной аутофагии в опухоли [26, 27].

В настоящей работе мы оценивали эффективность 
ингибирования аутофагии при комбинированной те-
рапии с TMZ на клеточных линиях меланомы с раз-
личным статусом гена BRAF. Также мы определяли 
эффективность комбинаций TMZ и CQ (ингибитор 
терминальной стадии процесса аутофагии) по сравне-
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нию с комбинацией TMZ и LY (ингибитор PI3K). На-
ши данные показывают, что CQ и LY усиливают цито-
токсичность TMZ и индуцируют арест клеточного 
цикла в фазе G0 / G1. Хотя повышенная цитотоксич-
ность не коррелировала с наличием онкогенных мута-
ций в гене BRAF, ингибирование аутофагии можно 
рассматривать как перспективный подход для повы-
шения эффективности терапии TMZ.

Материалы и методы
Клеточные линии. Клетки метастатической мела-

номы Mel Z, Mel IL и Mel MTP были получены из опу-
холевого материала пациентов, проходивших лечение 
в РОНЦ им. Н. Н. Блохина [28]. Клеточные линии 
культивировали в RPMI-1640 (Gibco, США) с добав-
лением 10 % телячей эмбриональной сыворотки (ТЭС, 
HyClone, США), 2 мМ L-глутамина (Sigma, США), 
10 МЕ / мл пенициллин-стрептомицина (ПанЭко, Рос-
сия) при температуре 37 °C в атмосфере с 5 % CO2. 
Клетки поддерживали в логарифмической фазе роста 
постоянным пересевом культуры через 3–4 дня.

Оценка цитотоксичности. Клеточные линии (8 × 
104 кл / лунка) вносили в 96-луночный планшет. Через 
24 ч заменяли среду и добавляли CQ (20 мкМ) или LY 
(5 мкМ), инкубировали в течение 1 ч. Затем добавляли 
TMZ (100 мкМ) и далее инкубировали в течение 48 ч 
при температуре 37 °С с 5 % СО2. Затем вносили рас-
твор МТТ (3-[4,5-диметилтриазол-2-ил]-2,5-дифенил-
тетразолийбромид, Sigma, США) в конечной кон-
центрации 0,5 мг / мл. Образовавшиеся кристаллы 
диформазана элюириовали с клеточных мембран 
ДМСО (200 мкл / лунка). Результат оценивали спектро-
фотометрически при длине волны 540 нм на анализа-
торе Multiscan FC (Thermo Scientific, США). Выжива-
емость клеток рассчитывали следующим образом: 

(OD экспериментальной группы – OD контрольной 
группы) / OD контрольной группы × 100 %.

Иммуноблоттинг. Клетки (2 × 106) лизировали в бу-
фере, содержащем 50 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, 0,5 % 
дезоксихолата натрия, 0,1 % SDS, 10 мкл / мл ингиби-
рующего коктейля, 1 мМ PMSF, 100 мкмоль / л ДТТ 
(рН 7,5) в течение 40 мин при +4 °С, центрифугирова-
ли при 13 400 об / мин 15 мин при +4 °С. Концентрацию 
белка определяли с помощью набора Quant-IT Protein 
assay kit согласно протоколу производителя (Invitrogen, 
США) путем измерения оптической плотности 
на спектрофлуориметре Quibit 2.0 (Invitrogen, США). 
Электрофорез образцов, содержавших по 40–60 мкг 
белка, проводили в 10 % SDS-полиакриламидном ге-
ле, белки переносили на нитроцеллюлозные мембраны 
(Bio Rad, США) методом полусухого электропереноса 
в системе Trans-Blot Turbo (Bio Rad, США) при 1,3 А 
и 25 В в течение 7 мин. Для предотвращения неспеци-
фической сорбции нитроцеллюлозную мембрану об-
рабатывали 5 % раствором сухого молока (Applichem, 

Германия) в TBS-T. Мембрану инкубировали с первич-
ными антителами LC3B (Novus Biologicals, Велико-
британия), р62 / SQSTM1 (Cell Signaling, США) 
и β-актином (Sigma, США) в течение ночи при темпе-
ратуре +4 °С, отмывали раствором ТBS-T при комнат-
ной температуре, инкубировали 1,5 ч со вторичными 
антивидовыми антителами, конъюгированными пе-
роксидазой хрена (Amersham, США). Затем добавляли 
хемилюминесцентный субстрат Clarity ECL (Bio Rad, 
США). Хемилюминесцентную реакцию регистриро-
вали на ChemiDoc Touch (Bio Rad, США). Денситоме-
трический анализ проводили с помощью программы 
Image J (NIH, США).

Определение колониеобразования. Клетки (200 тыс/ лун-
ка) высаживали в 6-луночные планшеты. К клеткам до-
бавляли TMZ с CQ или LY и без них по описанной выше 
методике и инкубировали 24 ч. После этого клетки сни-
мали, подсчитывали в камере Горяева и пересаживали 
на новые 6-луночные планшеты в количестве 2 тыс / лунка 
в триплетах и культивировали 12 дней, заменяя питатель-
ную среду каждые 3 дня. Затем колонии фиксировали 
в 1 % формалине, окрашивали 0,5 % раствором кристал-
лического фиолетового. Число колоний подсчитывали 
в программе Image J (NIH, США).

Цитометрическое определение апоптоза. Количест-
во апоптотических клеток определяли окрашиванием 
аннексином V и йодидом пропидия (PI) с использова-
нием набора AnnexinV-FITC (Invitrogen, США) в соот-
ветствии с протоколом производителя. После инкуба-
ции с препаратами их центрифугировали, осадок 
ресуспендировали в 100 мкл PBS, добавляли раствор, 
содержащий PI и аннексин V. Клетки инкубировали 
при комнатной температуре в темноте в течение 
15 мин, далее добавляли 350–400 мкл связывающего 
буфера для остановки реакции. Анализ данных (не ме-
нее 10 тыс. событий) проводили на проточном цито-
флуориметре BD FACS Canto II с использованием 
программного обеспечения WinMDI.

Анализ клеточного цикла. После инкубации с пре-
паратами клетки промывали PBS, осадок ресуспенди-
ровали в 400 мкл буфера, содержащего 50 мкг / мл PI 
(Becton Dickinson, США) и инкубировали в темноте 
при комнатной температуре в течение 15 мин. Флуо-
ресценцию PI измеряли на проточном цитометре 
FACScan (FACS Canto II, BD). Распределение клеточ-
ного цикла анализировали с использованием про-
граммного обеспечения ModFit 3.2.

Анализ экспрессии генов. Выделение РНК и полиме-
разная цепная реакция (ПЦР) с обратной транскрипци-
ей в реальном времени. Через 24 ч после культивирова-
ния с химиопрепаратами клетки лизировали реагентом 
TRIzol (Sigma, США), как описано в литературе [29]. 
Для синтеза комплементарной ДНК (кДНК) брали 
250 нг РНК и проводили обратную транскрипцию в ко-
нечном объеме смеси 20 мкл с использованием iScript™ 
Select cDNA Synthesis Kit согласно инструкции (Bio 
Rad, США). Реакцию проводили при температуре 
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42 °С в течение 70 мин. Фермент обратной транскрип-
тазы (ревертазы) инактивировали нагреванием реак-
ционной смеси до 85 °С в течение 5 мин. Контроль 
обратной транскрипции проводили при отсутствии 
обратной транскриптазы. В качестве матрицы для ПЦР 
была использована полученная кДНК. Изменение экс-
пресии матричной РНК (мРНК) SQSTM / p62, 
LC3B, Beclin 1 определяли путем нормализации образ-
цов к референсным генам (β-актин и GAPDH). Коли-
чественную ПЦР в реальном времени проводили 
на CFX96 Real-Time System (Bio Rad, США) с приме-
нением коммерческой смеси iTaq® Universal SYBR® 
Green Supermix согласно протоколу производителя (Bio 
Rad, США). ПЦР-смесь содержала 5 пмоль праймеров 
SQSTM / p62, LC3B, Beclin 1, GADPH и β-актин и 2 мкл 
(50 нг) кДНК. Были использованы следующие прай-
меры: GAPDH: 5’-GG GGAGCCAAAA GGG TCATC-
ATCT-3’, 5’-GACGCC TGCTTCACC ACC TTC TTG-3’ 
(212 пар оснований (п.о.)); β-актин: 5’-GTGGGGCG-
CCCCAGGCA CCA-3’, 5’-CTCC TTAATGTCACGCAC-
GATTTC-3’ (201 п.о.); Beclin 1: 5’-GAGTTTCAAGAT
CCTGGACCGTGTCA-3’ (282 п.о.), 5’-CTGTTGGCA
CTTTCTGTGGACATCA-3’; LC3B: 5’-GCCGCCGCCC-
AGATCCCT-3’, 5’-GAC GCTGACCATGCTGTGTC-
CG-3’ (140 п.о.); SQSTM / p62: 5’-GGCCGCCC-
TGTTCCCCG-3’, 5’-GC CGG CACTCTT TTTT CTCTT-3’ 
(167 п.о.). Условия амплификации: инициация 5 мин 
при температуре 95 °С, затем 39 циклов: 5 с – 95 °С, 
30 с – 60 °С и 30 с – 72 °С. После 39-го цикла прово-
дили анализ кривых плавления путем детекции флуо-
ресценции при постепенном нагревании образцов 
до 95 °C с шагом 0,5 °C / с. Все образцы анализировали 
в дубле в 96-луночных низкопрофильных планшетах 
или стрипах. Результаты количественной ПЦР с обрат-
ной транскрипцией представлены параметром ΔΔCt.

Статистический анализ. Все эксперименты были 
выполнены в 3 повторах. Статистический анализ про-
водили с использованием программы Microsoft Excel, 
а графический интерфейс составлен с помощью про-
граммного обеспечения GraphPad Prizm v.5.0. 
(GraphPad, США). Для достоверности различий ис-
пользовали t-критерий Стьюдента. Значение р ≤0,05 
считалось статистически достоверным.

Результаты и обсуждение
Цитотоксичность комбинаций TMZ с ингибиторами 

аутофагии. Изучение действия TMZ в комбинации 
с ингибиторами аутофагии проводили на 3 клеточных 
линиях меланомы с разным молекулярно-генетиче-
ским статусом гена BRAF, который был определен на-
ми ранее [30]: Mel Z (V600Е), Mel IL (V600K), Mel 
MTP – дикий тип. Мы определили величину концен-
трации полумаксимального ингибирования (IC50) TMZ 

у всех клеточных линий, которая составила 150 ± 
10 мкM (p <0,05) для линий Mel Z, Mel MTP и 200 ± 
13 мкM (p <0,05) для линии Mel IL. Для дальнейших 
исследований использовали TMZ в нетоксической 

концентрации 100 мкM. Чтобы исключить отдельное 
влияние токсичности ингибиторов, в эксперимент 
также были взяты нетоксичные дозы CQ (20 мкМ) и LY 
(5 мкМ), которые значимо не влияли на клеточную 
пролиферацию.

Влияние ингибиторов аутофагии на цитотоксич-
ность TMZ исследовали при предварительной инку-
бации клеток в течение 1 ч с 20 мкМ CQ и 5 мкМ LY, 
после чего добавляли 100 мкМ TMZ. Все комбинации 
демонстрировали усиленный антипролиферативный 
эффект по сравнению с монотерапией TMZ (рис. 1). 
Использование комбинации 20 мкМ CQ и 100 мкМ 
TMZ приводило к 10–15 % ингибированию роста 
для всех клеточных линий, комбинации 100 TMZ 
и 5 мкМ LY – к 30 % увеличению гибели клеток Mel Z, 
Mel MTP и 15 % увеличению гибели Mel IL. При этом 
цитотоксичность комбинаций не зависела от мутаций 
в гене BRAF.

Чтобы определить роль аутофагии в цитотоксиче-
ском эффекте TMZ, меланомные клетки культивиро-
вали в присутствии TMZ с CQ или LY и без них в тече-
ние 24 ч в ряде экспериментов на колониеобразование. 
Применение TMZ в монорежиме не влияло на жизне-
способность клеток Mel IL – имело место незначитель-
ное увеличение числа колоний. Комбинация TMZ + 
LY снижала на 10 % количество колоний относительно 
контроля, а TMZ + CQ – на 25 % (p = 0,05). Число 
колоний MEL Z уменьшалось на 30 % при применении 
TMZ, добавление LY не оказывало действия на жизне-
способность клеток. Комбинация TMZ + CQ снижала 
количество колоний на ~60 % по сравнению с контр-
олем (p <0,05) (рис. 2). Следует отметить, что под дейст-
вием как TMZ, так и его комбинаций с CQ / LY клетки 
линии Mel MTP не образовывали жизнеспособных 
колоний (данные не представлены).

Влияние ингибиторов аутофагии на клеточный цикл 
клеточных линий меланомы. CQ блокирует аутофагию, 
повышая уровень внутрилизосомного рН и тем самым 
нарушая функцию лизосомальных гидролаз [31]. LY 
является ингибитором PI3K, участвующим в инициа-
ции процесса аутофагии [24, 32]. Мы наблюдали, 

Рис. 1. Ингибирование аутофагии 20 мкM хлорокина (CQ) или 5 мкM 
LY-294.002 (LY) увеличивает цитотоксичность 100 мкM темозоло-
мида (TMZ) на клеточных линиях меланомы Mel Z, Mel IL и Mel MTP 
(p <0,05)
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Рис. 2. Колниеобразование под действием темозоломида (TMZ) и его 
комбинации с хлорокином (CQ) или LY-294.002 (LY)
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что при TMZ-терапии происходит арест клеточного 
цикла в фазе G0 / G1 в 3 исследуемых линиях. Обработ-
ка клеток TMZ и CQ увеличивала популяцию клеток 
в фазе G0 / G1 на клеточных линиях с мутацией V600 – 
Mel Z (54,9 % (TMZ) против 71,4 % (TMZ + CQ)) и Mel 
IL (56,4 % (TMZ) против 78,8 % (TMZ + CQ)), но ни-
каких изменений в WT Mel MTP не наблюдалось. Ком-
бинация TMZ и LY приводила к более значительному 

накоплению клеток в фазе G0 / G1 по сравнению с мо-
нотерапией TMZ в клеточных линиях Mel Z (54,9 % 
против 74,0 %) и Mel IL (56,40 % против 85,23 %) в от-
личие от комбинации TMZ и CQ. TMZ с CQ или LY 
не влиял на клеточный цикл Mel MTP (рис. 3). Сами 
ингибиторы также не изменяли распределение клеток 
по циклу (данные не представлены). Недавно S. W. Lee 
и соавт. продемонстрировали, что комбинированное 
лечение TMZ с CQ не меняло фазу ареста G2–М, 
но увеличивало популяцию суб-G1 в клетках глиобла-
стомы U87 [22].

Активация апоптоза под действием комбинации 
TMZ с ингибиторами аутофагии. Для изучения вли-
яния комбинации препаратов на апоптотическую 
гибель клеток мы окрашивали клеточные линии 
с помощью аннексина V / PI и анализировали цито-
метрически. Уровень апоптотических клеток в случае 
применения монотерапии варьировал: TMZ инду-
цировал апоптоз в 24,0 % клеток линии Mel MTP, 
в 12,6 % – Mel Z и в 9,0 % – Mel IL. Комбинирован-
ное лечение с CQ повышало на 15–20 % количество 
апоптотических клеток Mel Z, Mel IL и Mel MTP. 
Предварительная обработка LY менее значимо уве-
личивала гибель клеток путем апоптоза в линиях 
Mel Z и Mel IL. Клетки линии Mel MTP были 

Рис. 3. Влияние 100 мкM темозоломида (TMZ) и его комбинаций с 20 мкM хлорокина (CQ) или 5 мкM LY-294.002 (LY) на распределение клеток 
линий Mel Z, Mel IL и Mel MTP по фазам клеточного цикла (CV 5 %)
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чувствительны к комбинации TMZ и LY (24,0 % про-
тив 39,3 %; р <0,05) (см. таблицу).

Таким образом, TMZ-индуцированная аутофа-
гия защищает меланомные клетки от запуска апоп-
тоза и инактивация аутофагии впоследствии увели-
чивает гибель клеток при использовании TMZ. 
Комбинированный эффект TMZ и CQ опосредует-
ся увеличением апоптоза в клетках меланомы, од-
нако активация апоптоза не зависит от мутаций 
в гене BRAF.

Мы изучили влияние комбинированной терапии 
TMZ и CQ или LY на активацию аутофагии в кле-
точных линиях меланомы по уровню экспрессии 
мРНК Beclin 1, LC3B и p62. TMZ является индук-
тором аутофагии [24], что было подтверждено уве-
личением уровня относительной экспрессии мРНК 
Beclin 1 в клетках меланомы, а добавление ингиби-
торов аутофагии, напротив, уменьшало уровень 
Beclin 1. Течение процесса аутофагии в клетках 
можно изучать путем соотношения уровня мРНК 
LC3ВI / II и р62 / SQSTM1 [33]. Последнее связыва-
ет убиквитинированные белки и доставляет их в ау-
тофагосомы для расщепления. При контакте с ау-
тофагосомой р62 связывается с LC3ВII и сам 
впоследствии расщепляется в аутолизосоме, поэ-
тому его уровень может отражать уровень аутофа-
гии: при повышении уровня LC3ВI / II снижается 
содержание p62 / SQSTM1 в клетках [34, 35]. Мы 
продемонстрировали, что под действием TMZ уро-
вень экспрессии мРНК LC3I / II был увеличен в кле-
точных линиях Mel Z и Mel IL, но не в Mel MTP, 
а транскрипционная активность p62 / SQSTM1 бы-
ла снижена (рис. 4). При добавлении CQ или LY 
отмечали повышение уровня транскрипционной 
активности p62 / SQSTM1 одновременно со сниже-
нием экспрессии LC3ВI / II, что доказывает подав-
ление аутофагии в клетках.

Оценивая переход LC3-I в LC3-II методом иммуно-
блоттинга (рис. 5), мы показали, что монотерапия TMZ 
приводила к накоплению LC3ВI / II в 3 исследуемых кле-

Апоптотическая активность TMZ и / или ингибиторов аутофагии 
на клеточных линиях меланомы. Окраска аннексином V / PI после 
24-часовой инкубации с препарами (CV <5 %; p <0,05)

Вид терапии
Уровень апоптоза,  %

Mel Z Mel IL Mel MTP

TMZ 12,6 9,0 24,0

CQ 8,3 5,3 15,5

LY 4,5 1,5 14,5

TMZ + CQ 27,6 28,3 39,5

TMZ + LY 20,1 14,2 39,3

Примечание. TMZ – темозоломид; CQ – хлорокин; LY –  
LY-294.002.

Рис. 4. Изменение экспрессии матричной РНК генов Beclin 1, LC3B 
и p62 / SQSTM1 после 24-часовой культивации с 100 мкM темозоломи-
да (TMZ) с 20 мкM хлорокина (CQ) или 5 мкM LY-294.002 (LY) и без них
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точных линиях, а его комбинация с CQ увеличивала 
экспрессию белка LC3BI / II, блокируя расщепление 
аутолизосом. Добавление LY к TMZ не показывало ана-
логичных результатов на уровень LC3BI / II в клетках. 
При этом экспрессия p62 / SQSTM1 при комбинирован-
ной терапии TMZ и CQ повышалась только у линий Mel 
IL и Mel MTP.

Несмотря на то, что р62 / SQSTM1 вовлечен 
в процесс аутофагии в качестве «транспортировщи-
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ка» материала для расщепления, его функции 
в клетке на этом не ограничиваются [36]. Повышен-
ный уровень p62 по принципу положительной 
обратной связи ведет к увеличению количества ак-
тивных форм кислорода в клетке, усиленной ин-
дукции фолдинга белков в ответ на ЭР-стресс 
и ДНК-повреждения [36].

Заключение
Таким образом, комбинированная терапия 

при низких концентрациях может эффективно подав-
лять рост клеток меланомы. Мы показали, что CQ и LY 
снижают TMZ-индуцированную аутофагию, тем са-
мым усиливая ингибирующее действие на клеточные 
линии меланомы. TMZ в сочетании с CQ или LY си-
нергически ингибирует рост за счет увеличения ареста 
клеточного цикла в фракции G0 / G1 в клетках Mel Z 
и Mel IL, несущих мутацию BRAF, но не в Mel MTP. 
Однако взаимодействие между аутофагией и мутаци-
ями BRAF пока остается неясным. Наше исследование 
свидетельствует о том, что комбинация TMZ и иссле-
дуемых ингибиторов может увеличивать противоопу-
холевую активность по сравнению с монотерапией 
TMZ при лечении злокачественной меланомы.

Рис. 5. Иммуноблоттинг экспрессии LC3B и р62 после комбинирован-
ной терапии темозоломида (TMZ) и хлорокина (CQ) или LY-294.002 
(LY) на клеточных линиях меланомы
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Влияние нарушенной экспрессии HNF4α  на чувствительность 
клеток гепатоцеллюлярной карциномы к действию 

ингибиторов проопухолевых сигнальных каскадов
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Введение. Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) характеризуется агрессивным течением, высокой частотой случаев летальности 
и устойчивостью к существующим схемам терапии. Исследование ассоциированных с патогенезом ГК молекулярных нарушений, 
которые влияют на биологические свойства клеток ГК, позволяет оценить потенциальную эффективность ингибирования кон-
кретных проопухолевых сигнальных каскадов. Настоящая работа посвящена изучению действия снижения экспрессии ключевого 
регулятора гепатоцитарной дифференцировки HNF4α, которое часто происходит в ГК, на чувствительность клеток культур 
ГК к ингибиторам важных проопухолевых сигнальных путей mTOR, CDK4 / 6-pRb и ROCK.
Материалы и методы. В культурах ГК человека HepG2 и Huh7 со стабильным нокдауном гена HNF4A определяли изменение 
пролиферативного и миграционного потенциалов клеток, а также изменение данных свойств при действии ингибиторов mTOR 
(рапамицина), CDK4 / 6 (PD0 332 991, палбоциклиба) и ROCK 1 / 2 (Y27 632). Уровни экспрессии генов определяли методом полиме-
разной цепной реакции в реальном времени.
Результаты. Нокдаун гена HNF4А вызывает изменение миграционной способности клеток HepG2 и Huh7, ассоциированное с из-
менением экспрессии Е-кадгерина и N-кадгерина. Снижение экспрессии HNF4α ослабляет опосредованное Y27632-подавление 
миграционного потенциала в клетках ГК. Нокдаун гена HNF4А приводит к возникновению устойчивости клеток Huh7 и увели-
чению чувствительности клеток HepG2 к действию рапамицина и PD0 332 991, блокирующих миграционную способность клеток.
Заключение. Уровень экспрессии HNF4α влияет на миграционную способность клеток ГК и их чувствительность к действию 
ингибиторов mTOR, CDK4 / 6 и ROCK1 / 2 на миграционную активность.

Ключевые слова: HNF4α, гепатоцеллюлярная карцинома, определение действия противоопухолевых ингибиторов, рапамицин, 
палбоциклиб, Y27632
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Impact of HNF4α disrupted expression on hepatocellular carcinoma cells sensitivity to oncogenic pathways inhibitors
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2Biological Faculty, M.V. Lomonosov Moscow State University; Build. 12, 1 Leninskie Gory, Moscow 119234, Russia

Introduction. Hepatocellular carcinoma (HCC) is characterized by aggressive course, high lethality rate and resistance to current systemic 
treatment. Analysis of molecular aberrations associated with HCC pathogenesis that control biological properties of HCC allows to evaluate 
potential efficacy of inhibiting certain oncogenic cascades. The present study is focused on investigation of the impact of reduced expression 
of the key hepatocyte differentiation regulator, HNF4α, often downregulated in HCC, that influences sensitivity of HCC cells to inhibitors  
of the major oncogenic pathways mTOR, CDK4/6-pRb and ROCK.
Materials and methods. Changes in cells proliferation and migration caused by HNF4А gene stable knockdown were tested in human HCC 
cell cultures HepG2 and Huh7 followed by examination of these cellular properties under mTOR (rapamycin), CDK4/6 (PD0332991, pal-
bociclib) and ROCK 1/2 (Y27632) inhibitors treatment. Gene expression levels were estimated by the real-time polymerase chain reaction 
method (Real-Time PCR).
Results. HNF4А gene knockdown alters HepG2 and Huh7 cell migration associated with E-cadherin and N-cadherin expression changes. 
The HNF4α repression weakens Y27632-induced blockade of HCC cells migration potential. HNF4А gene knockdown causes resistance  
of Huh7 cells and increase of HepG2 cells sensitivity to rapamycin and PD0332991 that block cells migration ability.
Conclusions. Expression level of HNF4α renders influence on migration of HCC cells and contributes to their sensitivity to mTOR, CDK4/6 
and ROCK1/2 inhibitors’ impact on cell migration activity.

Key words: HNF4α, hepatocellular carcinoma, cancer drug tests, rapamycin, palbociclib, Y27632
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Введение
По данным Всемирной организации здравоохра-

нения на 2015 г., опухоли печени занимают 2-е место 
по уровню смертности среди онкологических заболе-
ваний [1]. Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) – са-
мый распространенный тип рака печени, который 
диагностируют в основном на поздних стадиях. Для ГК 
характерно агрессивное течение, обусловливающее 
крайне неблагоприятный прогноз. Высокая генетиче-
ская гетерогенность ГК определяет низкую чувстви-
тельность к стандартной химиотерапии и невысокую 
эффективность таргетных препаратов [2].

При гепатоканцерогенезе, как и при других злока-
чественных процессах, нарушается дифференцировка 
клеток, ускоряется их пролиферация, и трансформиро-
ванные клетки приобретают способность к метастази-
рованию [3, 4]. Регуляция этих событий, формирующих 
злокачественный фенотип опухоли, осуществляется 
на разных уровнях.

Система гепатоцитарных транскрипционных фак-
торов, в которой ключевую роль играет гепатоцитар-
ный ядерный фактор альфа (HNF4α), осуществляет 
тканеспецифическую регуляцию дифференцировки, 
морфогенеза и пролиферации гепатоцитов [4]. Транс-
крипция гена HNF4А с 2 альтернативно регулируемых 
промоторов обусловливает генерацию групп изоформ 
HNF4αР1 и HNF4αР2 [5, 6]. Прогрессия ГК ассоци-
ировано с подавлением экспрессии HNF4αР1, кото-
рое вызывает дедифференцировку клеток и наруше-
ние эпителиальной морфологии [4]. При развитии 
ГК индуцируется экспрессия эмбриоспецифичных 
изоформ HNF4αР2 [7]. На поздних этапах опухолевой 
прогрессии может происходить репрессия обеих 
групп изоформ [8]. На модельных системах ГК пока-
зано, что HNF4α выполняет функцию опухолевого 
супрессора, а его экзогенная экспрессия в клетках ГК 
способствует снижению их пролиферативной актив-
ности и уменьшению метастатического потенциала 
[8–10]. Временный нокдаун HNF4А в клетках культур 
ГК повышает их пролиферативный потенциал и спо-
собность к инвазии [11].

Прогрессия ГК сопровождается активацией про-
опухолевых сигнальных путей Wnt / β-катенин, 
PI3K / AKT / mTOR и нарушением контроля клеточно-
го цикла вследствие инактивации его негативных ре-
гуляторов – р53, pRb и p21WAF1 / CIP1 [2, 3]. При гепато-
канцерогенезе приобретение трансформированными 
клетками подвижности и способности к метастазиро-
ванию происходит вследствие активации сигнальных 
путей с участием малых ГТФаз: Rac1, RhoA / ROCK 
и Cdc42 [12].

Происходящее при прогрессии ГК нарушение пе-
речисленных регуляторных систем определяет изме-
нение биологических свойств опухолевых клеток, 
однако совместное влияние репрессии HNF4α и акти-
вации онкогенных каскадов на свойства клеток ГК 
не изучено. Стабильное подавление экспрессии HNF4α 

в дифференцированных культурах ГК может быть мо-
делью этапа прогрессии ГК, ассоциированного с на-
рушением опухолесупрессорной функции HNF4α. Мы 
провели исследование влияния нокдауна гена HNF4А 
на биологические свойства культур ГК и оценили 
в данной системе эффекты ингибирования проопухо-
левых сигнальных каскадов на ключевые свойст ва 
клеток, формирующие опухолевый фенотип.

Материалы и методы
Культивирование клеточных линий. В работе ис-

пользовали культуры ГК человека HepG2 (получена 
из американской коллекции клеточных культур) 
и Huh7 (получена из Европейского банка клеточных 
культур). Клетки HepG2 культивировали в среде игла 
(Invitrogen, США), содержащей 10 % фетальной бы-
чьей сыворотки (HyClone, США), заменимые ами-
нокислоты (Invitrogen, США), 110 мг / л пирувата 
натрия (ПанЭко, Россия), 300 мг / л глутамина (Пан-
Эко, Россия) и смесь антибиотиков пенициллина 
и стрептомицина (Invitrogen, США). Клетки Huh7 
культивировали в среде DMEM (Sigma-Aldrich, 
США) с добавлением 10 % фетальной бычьей сыво-
ротки, глутамина и антибиотиков в дозах, указанных 
выше. Клетки культивировали при температуре 37 °С 
в атмосфере 5 % СО2. Каждые 2–3 дня клетки обра-
батывали 0,25 % раствором трипсина и пересевали. 
Для проведения функциональных тестов количест-
во клеток в суспензии подсчитывали с помощью 
автоматического счетчика Bio Rad TC10 (Bio Rad 
Laboratories, США) в присутствии трипанового си-
него.

Для обработки клеток применяли ингибиторы: 
рапамицин (Calbiochem, США), PD0332991 (Sellek-
chem, США), Y27 632 (Calbiochem, США), растворен-
ные в диметилсульфоксиде (ДМСО). Для выбора 
оптимальных концентраций ингибиторов использо-
вали МТТ-тест по протоколу, описанному ранее [13]. 
Клетки культур ГК, посеянные в количестве 16 тыс./
лунка 96-луночного планшета, каждые сутки обраба-
тывали ингибиторами или ДМСО в течение 48 ч, за-
тем инкубировали клетки с МТТ в течение 3 ч и из-
меряли оптическую плотность полученных растворов 
формазана с помощью планшетного считывателя 
SpectraMax M5e (Molecular Devices, США) при длине 
волны 570 нм. Для всех концентраций ингибиторов 
рассчитывали долю жизнеспособных клеток относи-
тельно контроля, обработанного ДМСО. На основа-
нии кривых «доза–эффект» и с учетом данных лите-
ратуры об используемых концентрациях и действии 
изучаемых ингибиторов были выбраны эффективные 
концентрации, которые составили 100 нм, 1 мкМ 
и 10 мкМ для рапамицина, PD0332991 и Y27 632 со-
ответственно.

При изучении действия ингибиторов на клетки 
культур ГК с подавленной экспрессией HNF4α в тече-
ние суток перед постановкой функциональных тестов 
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и при их проведении клетки культивировали в среде 
с ингибиторами или ДМСО в качестве контроля.

Получение культур ГК HepG2 и Huh7 с подавленной 
экспрессией HNF4α. Для получения культур с подав-
ленной экспрессией HNF4α были использованы лен-
тивирусные векторы, экспрессирующие 4 разных ма-
лых шпилечных РНК (мшРНК; short hairpin RNA, 
shRNA), комплементарные участкам матричной РНК 
HNF4А (shHNF4α), – pLKO.1-shHNF4α (SHDNA-
NM_000 457, Sigma, США). Для получения контроль-
ных культур использовали лентивирусный вектор, 
кодирующий мшРНК к последовательности зелено-
го флуоресцентного белка GFP (shGFP), – pLKO. 
1-shGFP (Sigma, США). Используемые векторы содер-
жат ген устойчивости к пуромицину. Для получения 
лентивирусных частиц использовали систему ViraPower 
(Invitrogen, США), включающую векторы pLP1, pLP2 
и pCMV–VSVg и пакующие клетки HEK293T, как опи-
сано ранее [14]. После трансдукции была проведена 
селекция в среде с антибиотиком: для HepG2 при 
концентрации пуромицина 5,5 мкг / мл, для Huh7 – 
7,0 мкг / мл. По завершении селекции, когда неинфи-
цированные клетки исходных культур погибли, были 
получены культуры HepG2-shGFP, Huh7-shGFP и 4 ва-
рианта культур HepG2-shHNF4α и Huh7-shHNF4α.

Анализ экспрессии генов. Для выделения РНК ис-
пользовали набор RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Гер-
мания). Для получения комплементарной ДНК про-
водили обратную транскрипцию с использованием 
случайных гексамерных олигонуклеотидов (Синтол, 
Россия) и обратной транскриптазы MMLV-RT 
(Promega, США). В реакцию брали 2,5 мкг тотальной 
РНК.

Количественное определение уровня экспрессии 
генов проводили методом полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени (ПЦР-РВ) в присутствии 
красителя SYBR Green I (Синтол, Россия) с примене-
нием амплификатора Bio Rad IQ5 (Bio Rad Laboratories, 
США). Были использованы специфические праймеры: 
TBP-прямой 5’-gcacaggagccaagagtga-3’, TBP-обратный 
5’-acttcacatcacagctcccca-3’, HNF4A-прямой 5’-gcgtgcgg-
aagaaccaca-3’, HNF4A-обратный 5’-tgatccggtc ccgctcat-3’, 
HNF4AP1-прямой 5’-atgtgcaggtgttgacgatg-3’, HNF4AP1- 
обратный 5’-ctcgaggcaccgtagtgttt-3’, HNF4AP2- прямой 
5’-ggccatggtcagcgtgaa-3’, HNF4AP2-обратный 5’-ctcgagg-
caccgtagtgttt-3’, CDH1-прямой 5’-cgga ggagagcggtggtc-3’, 
CDH1-обратный 5’-ggcagggcgggg aagata-3’, CDH2-прямой 
5’-acccaggaaaggtggcaggt-3’, CDH2-обратный 5’-gcggga-
tgacccagtctct-3’. Температуры отжига для реакций 
с праймерами к генам: TBP – 62,8 °С, HNF4A – 62,7 °С, 
HNF4AР1 – 62,7 °С, HNF4AР2 – 62,7 °С, CDH1 – 68,0 °С, 
CDH2 – 63,5 °С. Количество комплементарной ДНК 
в образцах нормировали по уровню экспрессии гена 
ТВР. Постановку ПЦР-РВ и обработку данных выпол-
няли, как описано ранее [15].

Определение пролиферативного потенциала опухо-
левых клеток проводили путем оценки ДНК-синтети-

ческой активности клеток методом включения 5-бром-
дезоксиуридина (5-BrdU) по протоколу, описанному 
ранее [14].

Определение миграционной активности клеток. 
Оценку способности клеток к направленной миграции 
выполняли в камерах Бойдена с диаметром пор 8,0 мкм 
(BD Falcon Cell Culture Insert, BD Biosciences, США) 
по схеме, описанной ранее [14]. В качестве аттрактан-
та для клеток использовали фетальную бычью сыво-
ротку (HyClone, США), добавляя ее в культуральную 
среду до концентрации 7 %. В камеры Бойдена высе-
вали по 30 тыс. клеток. Время теста составляло 24 ч.

Обработка данных. Эксперименты проведены 
не менее чем в 3 независимых повторах. Данные обра-
батывали в программах Microsoft Office Excel 2007 
(Microsoft Corporation, США) и Origin Pro 9.0 (Origin 
Lab Corporation, США). Для определения достовернос-
ти различий (порог р <0,05) между группами данных 
использовали U-тест Манна–Уитни. Графическое 
представление результатов выполнено с применением 
программы GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, 
США).

Результаты и обсуждение
Влияние подавления экспрессии HNF4α на биологи-

ческие свойства культур ГК HepG2 и Huh7. Для исследо-
вания эффектов подавления экспрессии HNF4α 
на свойства культур ГК человека мы получили культуры 
HepG2 и Huh7, в которых транскрипция HNF4α ста-
бильно подавлена путем трансдукции лентивирусных 
векторов, экспрессирующих 4 разных варианта мшРНК, 
комплементарных последовательности матричной РНК 
HNF4А – HepG2-shHNF4α и Huh7-shHNF4α. В каче-
стве контрольных использовали полученные аналогич-
ным образом культуры HepG2 и Huh7, экспрессирую-
щие мшРНК к последовательности гена GFP, –  
HepG2-shGFP и Huh7-shGFP. После инфекции клеток 
указанными лентивирусными векторами, содержащими 
ген устойчивости к пуромицину, проводили селекцию 
клеток в среде с пуромицином. По завершении селекции 
культуры HepG2-shGFP, Huh7-shGFP и 4 варианта куль-
тур HepG2-shHNF4α и Huh7-shHNF4α использовали 
для оценки уровня подавления экспрессии гена и син-
теза белка HNF4α методами обратной транскрипции – 
ПЦР-РВ и иммуноблоттинга соответственно. По ре-
зультатам сравнения (данные не представлены) 
для каждой из культур ГК были выбраны варианты 
с наиболее выраженным подавлением HNF4α, в кото-
рых методом ПЦР-РВ количественно определяли уро-
вень снижения экспрессии HNF4α и групп изоформ 
HNF4αР1 и HNF4αР2 по сравнению с контрольными 
культурами. В культурах ГК с нокдауном гена HNF4A 
произошло примерно двукратное подавление экспрес-
сии HNF4α и групп его изоформ (рис. 1).

Далее в экспериментах на культурах HepG2-shHNF4α 
и Huh7-shHNF4α исследовано влияние сниженной экс-
прессии HNF4α на пролиферативную активность клеток 
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и их миграционную способность – ключевых свойств, 
обеспечивающих формирование злокачественного фе-
нотипа опухолевых клеток.

Определение влияния нокдауна гена HNF4A 
на пролиферативный потенциал культур ГК, прове-
денное методом оценки включения 5-BrdU; показало, 
что в культурах HepG2-shHNF4α и Huh7-shHNF4α 
ДНК-синтетическая активность клеток по сравнению 
с контролем не изменилась (рис. 2а, б). Это может быть 
связано с тем, что в культурах HepG2 и Huh7 выявлена 
экспрессия мутантных вариантов онкогена N-Ras с ак-
тивирующей мутацией Q61L и опухолевого супрессо-
ра p53 с инактивирующей мутацией Y220C соответст-
венно [16], влияние которых может обусловливать 
исходно высокий пролиферативный потенциал этих 
культур.

Исследование миграционного потенциала культур 
ГК с подавленной экспрессией HNF4α показало, 
что способность к направленной миграции в камере 
Бойдена клеток культуры HepG2-shHNF4α в среднем 
почти в 4 раза выше по сравнению с HepG2-shGFP 
(рис. 2в), при этом Huh7-shHNF4α мигрируют более 
чем в 2 раза менее интенсивно, чем в контроле (рис. 2г).

Одним из механизмов регуляции миграционной 
активности клеток ГК является изменение состава кад-
гериновых клеточных контактов. Из литературы извест-
но, что репрессия HNF4α в культурах ГК может вызы-
вать подавление экспрессии Е-кадгерина [8] и появление 
других кадгериновых контактов [17]. Ранее было пока-
зано, что повышение миграционной активности в им-
мортализованных гепатоцитах мыши с кратковремен-
ным нокдауном HNF4α ассоциировано с подавлением 
экспрессии Е-кадгерина и увеличением экспрессии 
N-кадгерина [18]. Поэтому мы предположили, что на-

блюдающееся при нокдауне гена HNF4А изменение 
миграционного потенциала клеток ГК опосредовано 
нарушением экспрессии данных типов кадгеринов.

Количественная оценка экспрессии Е-кадгерина 
(CDH1) и N-кадгерина (CDH2) методом ПЦР-РВ по-
казала, что в клетках HepG2-shHNF4α (рис. 3а) уве-
личилась экспрессия CDH2, при этом экспрессия CDH1 
не изменилась. В клетках культуры Huh7-shHNF4α 
(рис. 3б) снизилась экспрессия обоих типов кадгери-
нов. Известно, что N-кадгерин играет важную роль 
в увеличении миграционной активности опухолевых 
клеток [19], поэтому мы предполагаем, что увеличение 
миграционной способности клеток HepG2-shHNF4α 
может быть связано с повышением уровня экспрессии 
N-кадгерина, а уменьшение миграционного потенци-
ала клеток Huh7-shHNF4α опосредовано снижением 
экспрессии Е-кадгерина и N-кадгерина.

Влияние активности проопухолевых сигнальных ка-
скадов на биологические свойства культур ГК с подавлен-
ной экспрессией HNF4α. На основании данных литера-
туры для анализа влияния нарушенной экспрессии 
HNF4α на проопухолевое действие сигнальных путей, 
ассоциированных с патогенезом ГК, мы выбрали ряд 
молекулярных каскадов, активность которых можно 
блокировать с помощью низкомолекулярных ингиби-
торов.

Активация mTOR-регулируемого сигнального пу-
ти является частым событием при гепатоканцерогене-
зе, что обусловливает включение ингибиторов mTOR 
в клинические испытания для выбора терапии ГК 
[2, 3]. В опытах in vitro при ингибировании mTOR наи-
большая эффективность блокирования пролиферации 
клеток HepG2 и Huh7 среди структурных аналогов по-
казана для рапамицина [20].
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Рис. 2. Определение доли клеток, активно синтезирующих ДНК, методом включения метки 5-BrdU: HepG2-shGFP и HepG2-shHNF4α (а),  
Huh7-shGFP и Huh7-shHNF4α (б). Миграционный потенциал клеток HepG2-shHNF4α (в) и Huh7-shHNF4α (г),  измеренный относительно контроль-
ных культур HepG2-shGFP и Huh7-shGFP соответственно. Формат данных: среднее значение ± стандартное отклонение; U-тест Манна–Уитни. 
*р <0,05; **p <0,01.
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Вследствие частых мутаций регуляторов клеточно-
го цикла в ГК [2, 3] ингибирование pRb-зависимого 
пути регуляции пролиферации представляется пер-
спективным подходом для терапии этого типа опухолей 
[3]. Для терапии ГК зарегистрировано клиническое 
испытание II фазы ингибитора CDK4 / 6 PD0332991 
(палбоциклиба), который препятствует CDK4 / 6-зави-
симой инактивации pRb [21]. В исследовании 
D. B. Rivadeneira и соавт. продемонстрирован значи-
тельный антипролиферативный эффект PD0332991 
для культур HepG2 и Huh7 [22].

Ингибирование киназ ROCK1 / 2, одних из основ-
ных регуляторов клеточной подвижности, показало 
значительную эффективность для блокирования миг-
рационной активности клеток ГК и уменьшения 
их метастатического потенциала. Одним из наиболее 
эффективных ингибиторов ROCK1 / 2 in vitro является 
Y27632 [12].

Таким образом, ингибиторы рапамицин, PD0332991 
и Y27632 были выбраны как наиболее специфические 
и потенциально эффективные в отношении блокиро-
вания пролиферации и миграции культур HepG2 
и Huh7. Для постановки экспериментов на культурах 
ГК in vitro мы определили оптимальные концентрации 
ингибиторов, руководствуясь данными о дозах и инги-
бирующих эффектах веществ на свойства клеток HepG2 
и Huh7 [20, 22, 23], а также оценкой выживаемости кле-
ток ГК при действии рапамицина, PD0332991 и Y27632, 
выполненной по результатам МТТ-теста (данные 
не приведены).

Следующим этапом работы стало проведение экс-
периментов по определению действия ингибиторов 
сигнальных путей mTOR, CDK4 / 6 и ROCK1 / 2 на био-
логические свойства культур HepG2 и Huh7 с подав-
ленной экспрессией HNF4α – пролиферативную ак-
тивность и миграционную способность.

По результатам тестов по оценке пролифератив-
ного потенциала клеток методом включения 5-BrdU 
при действии рапамицина, PD0332991 и Y27632 зна-
чимого влияния подавления экспрессии HNF4α на ин-
тенсивность синтеза ДНК в клетках HepG2-shHNF4α 
и Huh7-shHNF4α относительно соответствующих 
контрольных культур не выявлено (данные не пред-
ставлены).

Результаты теста на определение способности кле-
ток к направленной миграции в камерах Бойдена 
для культур HepG2-shHNF4α и Huh7-shHNF4α при воз-
действии ингибиторов представлены на рис. 4. Действие 
рапамицина в концентрации 100 нМ вызывает большее 
снижение миграционной способности клеток культуры 
HepG2-shHNF4α по сравнению с HepG2-shGFP (р = 
0,02 857) (см. рис. 4а). Клетки культуры Huh7-shHNF4α 
оказались устойчивыми к ингибирующему миграцию 
действию рапамицина по сравнению с Huh7-shGFP  
(р = 1,19 × 10–5) (см. рис. 4б).

Действие PD0332991 в концентрации 1 мкМ суще-
ственно уменьшает миграционный потенциал клеток 

культуры HepG2-shHNF4α по сравнению с контроль-
ными (р = 0,00 622) (см. рис. 4в). В клетках Huh7-shHNF4α 
ингибирование активности CDK4 / 6 вызвало достовер-
но меньшее снижение миграционной способности 
по сравнению с культурой Huh7-shGFP (р = 1,03 × 10–4) 
(см. рис. 4г).

Подавление экспрессии HNF4α в исследуемых 
культурах ГК приводит к снижению чувствительности 
клеток к действию Y27632 при концентрации 10 мкМ, 
блокирующему миграционную активность клеток. 
Миграционная способность клеток Huh7-shHNF4α 
под действием Y27632 оказалась достоверно выше, 
чем в контрольной культуре Huh7-shGFP (р = 0,01 399) 
(см. рис. 4д). Сравнение миграционных потенциалов 
культур HepG2-shGFP и HepG2-shHNF4α выявило 
меньшую чувствительность HepG2-shHNF4α к инги-
бирующему действию Y27632 (см. рис. 4е), однако ста-
тистическая достоверность в этом случае не была до-
стигнута (р = 0,05 714).

Таким образом, подавление экспрессии HNF4α 
привело к уменьшению чувствительности клеток Huh7 
к действию ингибиторов mTOR и CDK4 / 6, вызываю-
щих снижение миграционной активности клеток. Это 
может быть объяснено сочетанием влияния мутантно-
го варианта р53 с эффектами подавления экспрессии 
HNF4α в клетках Huh7. По данным литературы, нару-
шение функции р53 вызывает активацию сигнального 
пути Akt / mTOR, которая обусловливает повышение 
клеточной подвижности [24]. Вследствие того, что ген 
CDKN1A является транскрипционной мишенью р53 
[25], инактивация последнего может приводить к осла-
блению p21WAF1 / CIP1-зависимого подавления активности 
комплексов циклин D–CDK4 [26], для которых опи-
сана неканоническая функция контроля клеточной 
подвижности [27]. Такие молекулярные нарушения 
способствуют поддержанию высокого миграционного 
потенциала клеток Huh7 при ингибировании mTOR 
и CDK4 / 6. При нокдауне гена HNF4А в культуре Huh7 
указанные эффекты могут усиливаться, поскольку сни-
жение уровня HNF4α в клетках Huh7 вызывает акти-
вацию mTOR [28], и подавление экспрессии HNF4α 
может привести к снижению экспрессии гена CDKN1A, 
который является его прямой транскрипционной ми-
шенью [29].

В культуре HepG2 при действии ингибиторов 
mTOR и CDK4 / 6 миграционная активность клеток 
с подавленной экспрессией HNF4α по сравнению 
с контрольной культурой значительно снижается. Та-
ким образом, вызванное нокдауном гена HNF4А по-
вышение миграционной способности культуры HepG2 
(см. рис. 2в) может быть обусловлено влиянием mTOR- 
и CDK4 / 6-зависимых механизмов.

Заключение
Результаты проведенного исследования демонстри-

руют роль экспрессии HNF4α в регуляции миграци-
онной активности клеток ГК. Нокдаун гена HNF4А 
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в исследованных культурах ГК человека вызывает из-
менение миграционной способности клеток, ассоции-
рованное с нарушением экспрессии Е-кадгерина 
и N-кадгерина. Полученные данные указывают на то, 

что уровень экспрессии HNF4α является фактором, 
влияющим на чувствительность клеток ГК к действию 
ингибиторов проопухолевых сигнальных путей mTOR, 
CDK4 / 6 и ROCK1 / 2 на миграционную активность. 
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Рис. 4. Влияние ингибирования mTOR, CDK4/6 и ROCK1/2 на миграционную активность клеток гепатоцеллюлярной карциномы со сниженной 
экспрессией HNF4α. Относительное изменение миграционной способности культур HepG2-shHNF4α (а, в, д) и Huh7-shHNF4α (б, г, е) под дейст-
вием 100 нМ рапамицина (а, б), 1 мкМ PD0332991 (в, г) и 10 мкМ  Y27632 (д, е). Для каждой культуры проведено сравнение действия ингибитора 
относительно контроля (+ диметилсульфоксид (ДМСО)). Формат данных: среднее значение ± стандартное отклонение; U-тест Манна–Уитни.  
*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Повышение устойчивости клеток ГК с нокдауном гена 
HNF4А к ROCK-зависимому ингибированию мигра-
ционной активности характеризует участие HNF4α 
в негативной регуляции миграционной способности 
клеток, что указывает на его опухолесупрессорную 

функцию. Различная чувствительность изучаемых 
культур ГК к блокированию миграционной активности 
клеток при ингибировании mTOR и CDK4 / 6, вероят-
но, определяется спектром онкогенных мутаций, ха-
рактерных для каждой культуры.
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Экзосомы и развитие резистентности опухолевых клеток  
к метформину: пилотное исследование

С.Е. Семина1, Е.А. Руденская1, А.Г. Миттенберг2, С.В. Шабельников2, М.А. Красильников1

1НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  
Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБУН «Институт цитологии Российской академии наук»; Россия, 194064 Санкт-Петербург, Тихорецкий проспект, 4

Контакты: Светлана Евгеньевна Семина s.e.semina@gmail.com

Цель работы – исследование роли межклеточных взаимодействий в развитии резистентности клеток рака молочной железы 
к метформину – антидиабетическому препарату из группы бигуанидов, обладающему выраженным противоопухолевым эф-
фектом.
Результаты. В основу работы легли данные, полученные нами ранее при изучении гормональной резистентности клеток рака 
молочной железы и продемонстрировавшие возможность передачи резистентного фенотипа горизонтальным путем, от клетки 
к клетке, в том числе с участием экзосом.
В настоящей работе мы показали возможность развития устойчивости к метформину горизонтальным путем, как и в случае 
гормональной резистентности. Установлено, что решающим фактором в подобном горизонтальном пути передачи резистент-
ности являются межклеточные взаимодействия, реализуемые в том числе с участием экзосом, продуцируемых метформинрези-
стентными клетками. Анализ протеома экзосом подтвердил присутствие в экзосомах резистентных клеток белков, регулиру-
ющих ответ клеток на действие апоптотических агентов.
Заключение. Полученные данные подтверждают существование неизвестного ранее механизма распространения резистент-
ности, основанного на межклеточных взаимодействиях, и открывают новые возможности в поиске мишеней противоопухоле-
вой терапии.

Ключевые слова: рак молочной железы, резистентность, метформин, экзосомы, межклеточное взаимодействие, протеом
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Exosomes and development of cancer cell resistance to metformin: pilot study

S.E. Semina1, E.A. Rudenskaya1, A.G. Mittenberg2, S.V. Shabel’nikov2, M.A. Krasil’nikov1 
1Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  

24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences; 4 Tikhoretskiy Prospekt, Saint Petersburg 194064, Russia

Objective: to study the role of the intercellular interactions in the progression of the cancer cells resistance to metformin, a biguanide antidia-
betic drug exhibited the marked anti-tumor activity.
Results. Earlier we have demonstrated the effect of horizontal transferring of hormonal resistance of breast cancer cells � from cell to cell, and 
showed the key role of exosomes on the transferring of the resistance. 
Here we have shown the effect of the horizontal transferring of metformin resistance in breast cancer cells – similar to the progression of hor-
monal resistance. We found that horizontal transferring of the metformin resistance is mediated via exosomes secreted by the resistant cells. 
The proteome analysis of the exosomes revealed several proteins differentially expressed in the exosomes of metformin-resistant cells and 
associated with the regulation of cell response to apoptotic drugs.
Conclusions. Totally, the data presented demonstrate the new mechanism of the development of the cancer cell resistance based on the inter-
cellular interactions, opening the new insights in the target therapy of breast cancer.

Key words: breast cancer, resistance, metformin, exosomes, intercellular interactions, proteome 

Введение
Известно, что одним из основных факторов, снижа-

ющих эффективность противоопухолевых препаратов, 
является резистентность образований к их действию – 
либо врожденная, либо приобретенная в процессе тера-
пии. В тех случаях, когда речь идет о таргетных средствах, 
на первый план среди причин подобной резистентности 

выходит реаранжировка внутриклеточных сигнальных 
путей, обеспечивающая передачу ростового сигнала 
в обход заблокированных белков.

Сравнительно недавно внимание исследовате-
лей привлек метформин – антидиабетический пре-
парат из группы бигуанидов, с успехом применяю-
щийся для лечения сахарного диабета 2-го типа. 
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Целый ряд клинико-эпидемиологических исследо-
ваний показал, что этот препарат существенно сни-
жает риск развития онкологических заболеваний 
и проявляет высокую противоопухолевую актив-
ность как in vivo, так и in vitro [1, 2]. Более того, 
изучение механизма действия бигуанидов проде-
монстрировало, что их антипролиферативная ак-
тивность реализуется как минимум частично, через 
активацию аденозинмонофосфат-активируемой 
протеинкиназы (adenosine monophosphate-activated 
protein kinase, АМРК) и АМРК-зависимое подав-
ление сигналинга mTOR (мишень рапамицина 
в клетках млекопитающих) [3, 4].

Вопрос о резистентности опухолей к препара-
там, действующим на АМРК / mTOR-сигнальный 
путь, несмотря на очевидную актуальность, практи-
чески не исследован во многом из-за относительно 
непродолжительного опыта их применения в каче-
стве противоопухолевых соединений. Известны 
лишь единичные работы, в которых изучалось раз-
витие устойчивости рака молочной железы (РМЖ) 
к ингибитору mTOR эверолимусу [5] и метформину 
[6] и описывались изменения отдельных сигнальных 
каскадов в основном пролиферативного и проме-
тастатического профилей при развитии резистент-
ности.

Ранее в экспериментах, выполненных на культи-
вируемых in vitro клетках аденокарциномы молочной 
железы линии MCF-7, мы показали, что длительное, 
в течение 60 сут, культивирование клеток MCF-7 с мет-
формином приводит к развитию их устойчивости к ци-
тостатическому действию метформина, сохраняюще-
муся на протяжении не менее 80 пассажей. Было 
обнаружено, что такие клетки, обозначенные нами 
как MCF-7 / М, отличаются, наряду с активацией не-
которых сигнальных путей (PI3K / Akt, Snail1), замет-
ным снижением транскрипционной активности ре-
цептора эстрогена и, соответственно, частичной 
резистентностью к антипролиферативному действию 
антиэстрогенов [7].

Цель исследования – изучение механизма разви-
тия резистентности клеток РМЖ к метформину, 
в частности, роли межклеточных взаимодействий 
в развитии такой резистентности. В основу работы 
легли данные, полученные нами ранее при изучении 
гормональной резистентности клеток линии MCF-7 
и продемонстрировавшие возможность передачи 
резистентного фенотипа горизонтальным путем, 
от клетки к клетке, в том числе с участием экзосом 
[8]. В настоящей работе мы показали, что устойчи-
вость к метформину может передаваться от резис-
тентных к чувствительным клеткам при их совмест-
ном культивировании, продемонстрировали участие 
экзосом в таком распространении резистентности 
и исследовали основные особенности белкового 
спектра экзосом чувствительных и резистентных 
клеток.

Материалы и методы
Культивирование клеток. Клетки РМЖ человека 

линии MCF-7 культивировали в стандартной среде 
DMEM, содержавшей 7 % эмбриональную сыворотку 
телят (FBS HyClone, США) и гентамицин (50 ед / мл) 
(ПанЭко, Россия), при 37 °С и 5 % СО2. При анализе 
скорости роста и чувствительности к метформину 
и / или тамоксифену количество клеток определяли 
либо при подсчете в камере Горяева, либо с использо-
ванием МТТ-теста, основанного на утилизации жи-
выми клетками реагента МТТ (3-(4,5-диметилтиа-
зол-2)-2,5-дифенилтетразол бромида).

Трансфекция клеток. Трансфекцию клеток плазми-
дой pEGFP-N1 (предоставлена Д. Е. Андреевым, НИИ 
физико-химической биологии им. А. Н. Белозерского 
МГУ им. Ломоносова, Москва) проводили в течение 
4 ч с использованием реагента Metafectene PRO (Biontex 
Laboratories GmbH, Германия) при температуре 
37 °С. Селекцию клеток выполняли в присутствии 
G-418 в течение 14 сут. Эффективность трансфекции 
и последующей селекции оценивали при определении 
количества флуоресцирующих GFP-позитивных кле-
ток с помощью флуоресцентного микроскопа Axioplan 
2 ZEISS (Carl Zeiss, Германия).

Для определения транскрипционной активности 
рецептора эстрогенов проводили трансфекцию клеток 
плазмидой, содержавшей ген-репортер люциферазы 
под контролем промотора с эстроген-респонсивным 
элементом, любезно предоставленной Dr. George Reid 
[9]. Для контроля за эффективностью и потенциальной 
токсичностью процедуры трансфекции применяли 
котрансфекцию клеток плазмидой, содержавшей ген 
β-галактозидазы. Все последующие эксперименты 
на клетках-трансфектантах выполняли в течение 48 ч 
после окончания трансфекции. Активность люцифе-
разы измеряли по стандартному протоколу (Promega, 
США) на люминометре Turner BioSystems 20 / 20n 
(США). Расчет активности люциферазы проводили 
в условных единицах (отношение общей активности 
люциферазы к активности галактозидазы в исследо-
ванных образцах).

Выделение и характеристика препаратов экзосом. 
Экзосомы выделяли из кондиционированной культу-
ральной среды по стандартной методике, описанной 
C. Thery и соавт. [10]. Клетки культивировали в течение 
4 сут в стандартной среде, затем культуральную жид-
кость в равных объемах с каждой линии собирали и по-
следовательно центрифугировали 30 мин при 300 g 
и 6000 g, и 2 ч при 100 000 g. После каждого центрифу-
гирования супернатант переносили в новые пробирки, 
конечный осадок растворяли в 500 мкл PBS. Все рабо-
ты выполняли с соблюдением стерильных условий. 
Для проведения иммуноблоттинга препараты экзосом 
лизировали в буфере следующего состава: 50 мM Tris-
HCl pH 7,4, 1 % Igepal CA-630, 150 мM NaCl, 1 мM 
EDTA, 1 мМ DTT, 1 мкг / мл апротинина, лейпептина 
и пепстатина, 1 мM NaF и 1 мM ортованадат Na. Образ-
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цы центрифугировали (10 000 g, 10 мин, 40 °С) и про-
водили стандартный электрофорез и иммуноблоттинг 
как описано ранее [8], с использованием антител 
к CD81 (BioLegend, США) и β-актину (Cell Signaling, 
США).

Протеомный анализ. Масс-спектрометрический ана-
лиз LC–МАЛДИ проводили на приборе AB Sciex 5800 
TOF / TOF (AB Sciex, Германия) в режиме рефлектрона 
(МС) и тандемной масс-спектрометрии (МС / МС). Дан-
ные о масс-спектрах направляли в программу Protein 
Pilot v. 4.0, использующую поисковую машину Mascot 
для анализа масс-спектров с помощью международных 
баз данных (SwissProt, UniProt, NCBI) для идентифи-
кации пептидов и определения белков.

Хроматографическое разделение пептидов выпол-
няли в системе высокоэффективной жидкостной хро-
матографии на приборе Милихром (Россия), совме-
щенном с МАЛДИ-споттером. Использовали колонку 
с обращенной фазой Jupiter Proteo С12, мертвый объ-
ем колонки 350 мкл (7 мин). Пептиды с колонки смы-
вали градиентом ацетонитрила (от 10 до 50 %) с 0,1 % 
трифторуксусной кислоты в объеме 2,3 мл.

Статистическую обработку данных осуществляли 
с помощью программы Microsoft Excel. Во всех случа-
ях статистические критерии считали достоверными при 
p <0,05.

Результаты
Развитие резистентности клеток к метформину: роль 

межклеточных взаимодействий. Эксперименты прово-
дили на клетках РМЖ линии MCF-7 и метформинре-
зистентной сублинии MCF-7 / М, полученной в резуль-
тате длительного культивирования родительских 
клеток MCF-7 с метформином.

Клетки MCF-7 / М были трансфецированы плазми-
дой pEGFP-N1, кодирующей зеленый флуоресцентный 
белок (green fluorescent protein, GFP), с после дующей 
селекцией GFP-позитивных клонов. В результате се-
лекции были выделены стабильные клоны с содержа-
нием GFP-позитивных клеток ≥98 %, достаточным 
для проведения дальнейших экспериментов. Экспрес-
сия GFP сохранялась на высоком уровне, достаточном 
для детекции клеток, на протяжении не менее 2 мес 
культивирования (рис. 1а). В дальнейших эксперимен-
тах по совместному культивированию родительских 
клеток MCF-7 (GFP-негативных) с резистентными 
(GFP-позитивными) клетками MCF-7 / М и определе-
нию чувствительности обеих линий к метформину мы 
обнаружили, что кокультивирование этих 2 линий в те-
чение 10 сут приводит к развитию частичной резистент-
ности к метформину у родительских клеток MCF-7 
(рис. 1б). Примечательно, что уровень чувствительнос-
ти резистентных клеток MCF-7 / M / GFP в этих усло-
виях не изменяется (рис. 1в).

Для того чтобы исключить артефакты, вызванные 
возможной контаминацией пула родительских клеток 
клетками MCF-7 / M / GFP, потерявшими способность 
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Рис. 1. Кокультивирование метформинчувствительных и резистент-
ных клеток MCF-7 и MCF-7 / М: клетки MCF-7 / М, трансфецирован-
ные плазмидой pEGFP-N1. Доля GFP-позитивных клеток в популяции 
составляет ≥98 %. I – общий вид клеток MCF-7 / М при световой 
микроскопии; II – флуоресценция GFP-позитивных клеток MCF-
7 / М / GFP через 1 и 60 сут после клонирования (а). Влияние на чувст-
вительность к метформину совместного культивирования клеток 
MCF-7 и MCF-7 / М / GFP. Клетки MCF-7 и MCF-7 / М / GFP кокульти-
вировали в течение 10 сут в стандартной среде. Затем добавляли 
метформин в концентрации 5 мкМ на 3 сут и определяли количество 
нефлуоресцирующих клеток MCF-7 (б) и флуоресцирующих клеток 
MCF-7 / М / GFP (в) в камере Горяева. Представлены средние значения 
± стандартное отклонение значений, полученных в 4 независимых 
экспериментах
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к экспрессии GFP, проведены перекрестные экспери-
менты, в которых уже родительские клетки MCF-7 бы-
ли трансфецированы GFP-плазмидой, и полученные 
клетки MCF-7 / GFP кокультивировали с нетрансфеци-
рованными клетками MCF-7 / M. В результате этих экс-
периментов были получены сходные результаты: через 
10 сут кокультивирования в клетках MCF-7 / GFP раз-
вивалась резистентность к метформину (рис. 2а). Со-
ответственно, уровень чувствительности к метформину 
у резистентных клеток MCF-7 / M в этих условиях также 
не изменяется (рис. 2б). Все дальнейшие эксперименты 
проводили с использованием первого варианта кокуль-
тивирования: MCF-7 + MCF-7 / M / GFP.

Эффект перекрестной резистентности к метформину 
и тамоксифену. Как уже отмечалось, исходная сублиния 
MCF-7 / M, резистентная к метформину, отличается 
перекрестной резистентностью к метформину и тамок-
сифену. Этот эффект предположительно связан с по-
давлением активности рецептора эстрогенов в клетках 

MCF-7 / M [7]. Мы обнаружили, что клетки MCF-7 
с резистентностью к метформину, приобретенной 
в процессе кокультивирования с клетками MCF-7 / M, 
также характеризуются перекрестной резистентностью 
к тамоксифену (рис. 3а).

С учетом того, что перекрестная резистентность 
клеток MCF-7 / M к метформину развивается на фоне 
активированного mTOR / PI3K / Akt-сигналинга [7], 
в следующей серии экспериментов исследовали роль 
PI3K в развитии резистентности, приобретенной 
при кокультивировании клеток. Было обнаружено, 
что кокультивирование родительских и метформинре-
зистентных клеток в присутствии ингибитора PI3K 
вортманина полностью блокирует распространение 
резистентности на родительские клетки, что свидетель-
ствует о ключевой роли mTOR / PI3K / Akt-сигналинга 
в развитии приобретенной резистентности (рис. 3б).

Рис. 2. Перекрестный эксперимент: влияние совместного культиви-
рования клеток MCF-7/GFP и MCF-7/М на чувствительность к мет-
формину. Предварительно клетки MCF-7 были трансфецированы 
плазмидой pEGFP-N1, затем клетки MCF-7/GFP и MCF-7/М кокуль-
тивировали в течение 10 сут с последующим определением чувстви-
тельности к метформину клеток MCF-7/GFP (а) и MCF-7/М (б). 
Представлены средние значения ± стандартное отклонение значений, 
полученных в 3 независимых экспериментах
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Рис. 3. Эффект кокультивирования клеток MCF-7 и MCF-7 / М: чув-
ствительность к тамоксифену и вортманину: а – влияние на чувст-
вительность к тамоксифену совместного культивирования клеток 
MCF-7 и MCF-7 / М / GFP. К клеткам MCF-7 и MCF-7 / М / GFP после 
совместного культивирования добавляли тамоксифен в концентрации 
5 мкМ на 3 сут и определяли количество клеток как описано выше; 
б – влияние вортманина на эффективность совместного культивиро-
вания клеток MCF-7 и MCF-7 / М. Клетки MCF-7 и MCF-7 / М / GFP 
кокультивировали в течение 10 сут в присутствии 5 мкМ вортмани-
на и без него с последующим определением чувствительности клеток 
MCF-7 к метформину. Представлены средние значения ± стандартное 
отклонение значений, полученных в 3 независимых экспериментах
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Роль экзосом в развитии резистентности к метфор-
мину. Экзосомы – везикулы или мультивезикулярные 
комплексы, секретируемые клетками в окружающую 
среду, одним из важнейших свойств которых является 
их способность перемещаться между клетками, про-
ходить в кровяное русло, достигая самых различных 
тканей, и в итоге проникать внутрь клеток-реципиен-
тов. Задачей настоящего этапа исследования стало 
изучение роли экзосом в межклеточной коммуникации 
и распространение резистентности горизонтальным 
путем – от клетки к клетке.

Препараты экзосом получали из кондициониро-
ванной культуральной среды метформинчувствитель-
ных клеток MCF-7 и резистентных клеток MCF-7 / M 
методом высокоскоростного центрифугирования. 
Присутствие экзосом в полученных препаратах было 
верифицировано с помощью иммуноблоттинга с ан-
тителами к специфическому маркеру экзосом CD81 
и методом линии просвечивающей электронной ми-

кроскопии, как описано в разделе «Материалы и ме-
тоды».

Для изучения роли экзосом в развитии резистент-
ности к метформину клетки MCF-7 культивировали 
в присутствии экзосом, полученных от метформинре-
зистентных клеток MCF-7 / M. В качестве контроля 
использовались экзосомы родительских клеток MCF-7. 
Обнаружено, что регулярное добавление (в течение 
14 сут) к клеткам MCF-7 экзосом, полученных от ре-
зистентных клеток MCF-7 / M, приводит к выражен-
ному снижению чувствительности клеток MCF-7 
к метформину (MCF-7 / exoR). В то же время экзосомы, 
полученные от родительских клеток MCF-7, не обла-
дают такой активностью, и их добавление не приводит 
к изменению метода чувствительности клеток (MCF-
7 / exoC) (рис. 4а). Отмена экзосом сопровождается 
постепенным восстановлением чувствительности кле-
ток MCF-7 к метформину (рис. 4б).

Выше уже отмечалось, что для метформинрези-
стентных клеток MCF-7 / M характерны снижение 
транскрипционной активности рецептора эстрогена 
и частичная резистентность к антипролиферативному 
действию тамоксифена. Изучение клеток, полученных 
после обработки экзосомами, показало, что длительное 
культивирование клеток MCF-7 с экзосомами резис-
тентных клеток вызывает сходные изменения эстро-
генового сигналинга: снижение активности рецептора 
эстрогенов и частичную резистентность к тамоксифе-
ну – в отличие от клеток, обработанных контрольны-
ми экзосомами (рис. 5).

Сравнительный масс-спектрометрический анализ 
протеома экзосом клеток MCF-7 и MCF-7 / M. Цель 
настоящего эксперимента – сравнительный анализ 
протеома экзосом родительских клеток MCF-7 и мет-
форминрезистентных клеток MCF-7 / М. Протеомный 
анализ проводили на тандемном времяпролетном масс-
спектрометре AB Sciex 5800 TOF / TOF (AB Sciex, Гер-
мания) с последующим анализом идентифицирован-
ных пептидов с помощью программного обеспечения 
Protein Pilot v.4.0 c использованием международных баз 
данных (SwissProt, UniProt, NCBI).

Всего в экзосомах клеток MCF-7 были идентифи-
цированы 57 белков, в экзосомах клеток MCF-7 / М – 
48 белков. Среди последних выявлены 7 белков, диффе-
ренциально экспрессированных в экзосомах клеток 
MCF-7М по сравнению с клетками MCF-7, в их числе 
3 белка с выраженными антиапоптотическими / цито-
протективными свойствами: Complement C1q tumor 
necrosis factor-related protein 3 [11], Hornerin [12], myosin 
4 [13].

Белки, дифференциально экспрессированные  
в клетках MCF-7/M

Белок Ген
Tubulin alpha 4A chain TUBA4A
Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC1
Myosin 4 MYH4
Myosin 13 MYH13
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Рис. 4. Экзосомы и резистентность к метформину. Клетки MCF-7 
культивировали в присутствии экзосом, полученных от клеток 
MCF-7(exoС) и MCF-7/M(exoR), в течение 14 сут и определяли чув-
ствительность к метформину как описано выше (а). Параллельно 
продолжали культивирование клеток в среде без экзосом и опреде-
ляли чувствительность к метформину на 1, 3 и 7-е сутки после от-
мены экзосом (б). Представлены средние значения ± стандартное 
отклонение значений, полученных в 4 независимых экспериментах
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Hornerin HRNR
Complement C1q tumor necrosis factor-related  
protein 3 C1QTNF3
Phosphoglycerate kinase 2 PGK2

Мы рассчитываем, что продолжение этих иссле-
дований, в том числе дальнейшее изучение роли 
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Рис. 5. Экзосомы и гормональная зависимость: а – транскрипционная 
активность рецептора эстрогенов. Клетки MCF-7 культивировали  
в присутствии экзосом, полученных от клеток MCF-7 и MCF-7/М,  
в течение 14 сут. Активность рецептора эстрогенов определяли ме-
тодом репортерного анализа в отсутствие экзогенного эстрогена  
и после стимуляции клеток 17β-эстрадиолом (Е2) в концентрации 
10–8 М в течение 24 ч. Результаты для каждого образца представле-
ны как отношение активности люциферазы к активности галакто-
зидазы; б – чувствительность клеток MCF-7 к тамоксифену после 
культивирования с экзосомами. К клеткам MCF-7 после культивиро-
вания с экзосомами добавляли тамоксифен в концентрации 5 мкМ  
на 3 сут и определяли количество клеток, как описано выше. Пред-
ставлены средние значения ± стандартное отклонение значений, по-
лученных в 3 независимых экспериментах

идентифицированных выше белков в формировании 
резистентного фенотипа клеток, позволит установить 
некоторые из путей передачи резистентности с помо-
щью экзосом.

Заключение
Выше уже отмечалось, что при исследовании меха-

низма развития резистентности клеток РМЖ к эстро-
генам/антиэстрогенам мы продемонстрировали возмож-
ность распространения гормональной резистентности 
от клетки к клетке при совместном культивировании 
чувствительных и резистентных клеток и показали учас-
тие экзосом в этом процессе. Следующий вопрос был 
вполне логичным: характерны ли обнаруженные зако-
номерности только для случая гормональной резистент-
ности, или подобный путь может распространяться 
и на другие варианты резистентности? В настоящей 
работе мы исследовали механизм формирования рези-
стентности клеток РМЖ к метформину – соединению 
из группы бигуанидов. Выбор для работы именно этого 
соединения был обусловлен 2 основными факторами. 
С одной стороны, метформин принадлежит к совершен-
но отличному от стероидов классу соединений, и его 
противоопухолевая активность ассоциирована, преиму-
щественно, с подавлением АМРК и mTOR-сигналинга 
[14]. С другой стороны, в основе приобретенной рези-
стентности к метформину лежит компенсаторная реак-
тивация сигнальных путей [7], как и в случае гормо-
нальной резистентности, что могло свидетельствовать 
о существовании общих механизмов распространения 
обоих видов резистентности.

В результате проведенных исследований мы 
продемонстрировали возможность развития рези-
стентности к метформину горизонтальным путем, 
от клетки к клетке, как и в случае гормональной 
резистентности. Установлено, что решающим фак-
тором при подобном пути передачи резистентности 
являются межклеточные взаимодействия, реализу-
емые в том числе с участием экзосом, продуцируе-
мых резистентными клетками. Анализ протеома 
экзосом подтвердил присутствие в экзосомах резис-
тентных клеток белков, регулирующих ответ клеток 
на действие апоптотических агентов. Мы полагаем, 
что дальнейшее изучение способов развития и пе-
редачи резистентности, а также механизмов сооб-
щения клеток друг с другом позволит установить 
пути и механизмы формирования резистентного 
фенотипа клеток и выявить новые мишени действия 
противоопухолевых препаратов.
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менты раздела №  4).
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Введение
Предложен метод, в основе которого лежат данные 

о способе получения из сыворотки жеребых кобыл со-
единения, проявляющего стимулирующую активность 
в отношении злокачественных клеток, и использования 
его в качестве маркера для сенсибилизации эритроци-
тов в диагностическом тесте в целях выявления опухо-
левого процесса [1]. Авторы исходили из широко из-
вестного факта антигенного соответствия между 
эмбриональными, малигнизироваными и регенериру-
ющими тканями: при неопластической трансформации 
обнаруживаются антигены, характерные для ранних 
этапов развития зародыша (эмбриональные или стадио-

Эритроцитарный диагностикум для выявления  
опухолевого процесса

Л.А. Савлучинская1, И.А. Бакулин2, А.А. Молодык1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2компания «Б-Фарм»; Россия, 121309 Москва, ул. Барклая, 13

Контакты: Людмила Александровна Савлучинская blood-research@yandex.ru

Предложен метод создания эритроцитарного диагностикума, в основе которого лежат данные патента № 2 452501 (от 10.06.2012) 
по способу получения сенситина из сыворотки жеребых кобыл, для использования этого фактора в качестве биомаркера для ди-
агностики злокачественных новообразований. В целях выявления практической значимости предложенного диагностикума пред-
ставлены результаты тестирования сыворотки крови 215 больных с опухолями различных локализаций и 67 лиц без злокачест-
венных новообразований. Проведена оценка полученных результатов по общепринятым критериям для диагностических наборов. 
При этом чувствительность метода составила 88 %, специфичность – 89 %, точность – 89 %. Доступность и простота по-
становки реакции, а также быстрота получения ответа позволяют применять данный метод в условиях любого лечебного уч-
реждения индивидуально или в процессе скрининга в целях определения предварительного диагноза, а также в мониторинге про-
цесса лечения больного и раннем выявлении рецидива заболевания.

Ключевые слова: онкологическое заболевание, ранняя диагностика, сыворотка жеребых кобыл, эмбриоспецифический антиген, 
сывороточный фактор, первичный скрининг
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Erythrocyte diagnosticum as used in revealingmalignant process
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A method is proposed for the development of an erythrocyte diagnosticum based on the evidence of patent № 2452501 (10.06.2012) via de-
velopment of sensitine obtained from the serum of mares in foal, the above factor being used for diagnosis of malignant neoplasms. In order  
to reveal the practical significance of the diagnosticum proposed the findings of the testing of the blood serum of 215 patients with variously 
located tumors and from 67 individuals without malignant tumors are analyzed. Sensitivity of the method was 88 %, specificity – 89 %,  
accuracy – 89 %. The accessibility of the method proposed and simplicity of the reaction as well as the rapid response make it possible to use 
the method under discussion in any medical institution individually or in the course of screening to obtain primary diagnosis or to reveal risk 
groups. 

Key words: cancer, early diagnostic, serum of mares in foal, embryospecific antigen, serum factor, initial screening

специфические антигены) [2]. При развитии зародыша 
и процесса регенерации ткани это лишь кратковремен-
ный этап, который сменяется дальнейшими стадиями 
роста и дифференцировки [3]. Появление же эмбрио-
нальных антигенов в опухоли представляет собой про-
цесс блокировки нормальной клеточной дифференци-
ровки, что стабилизирует процессы пролиферации [2]. 
Выявление эмбриональных антигенов в биологических 
жидкостях или тканях организма делает их значимыми 
маркерами опухолевого процесса [4, 5]. Необходимо 
отметить, что перекрестные реакции эмбриональных 
антигенов наблюдаются независимо от видовой при-
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надлежности клеток, именно поэтому один из первых 
опухолеассоциированных антигенов – альфа-фетопро-
теин – изначально идентифицирован в сыворотке кро-
ви эмбриона мыши и в крысиных и мышиных гепато-
мах, затем он был обнаружен при первичном раке 
печени человека. Выявлено большое количество опу-
холеассоциированных антигенов, на основании кото-
рых разработаны иммунодиагностические тесты, од-
нако разница в содержании этих антигенов в опухолях 
и нормальных тканях носят не абсолютный, а количе-
ственный характер [5]. Кроме того, считается, что один 
маркер не может обеспечить высокую точность диаг-
ностики из-за гетерогенности опухоли и распростра-
ненности воспалительных и доброкачественных за-
болеваний [6]. В настоящее время используют 
мультимолекулярные тесты, результаты которых пока-
зали значительное увеличение специфичности и прог-
ностической ценности по сравнению с использова-
нием одного маркера [7]. Однако такой подход 
в диагностике не всегда и не везде доступен, поэтому 
поиск новых маркеров продолжается [8, 9]. Источником 
искомого нами специфического фактора, указываю-
щего на наличие опухолевого процесса, служила сыво-
ротка жеребых кобыл на ранних стадиях беременности.

Материалы и методы
В нашей работе для получения сенситина исполь-

зовали сыворотку жеребых кобыл на 50–70-е дни бе-
ременности. Фракционирование данной сыворотки 
проводили методом жидкостной хроматографии. Пос-
ле пробных хроматографий с сефадексами G-50 
и G-100 для дальнейшей работы выбран сефадекс G-50 
с фосфатно-солевым буфером. Низкомолекулярные 
фракции в диапазоне 3000–15 000 KD лиофилизиро-
ваны для проверки пролиферативной активности 
в МТТ-тесте с культурами опухолевых клеток (кишеч-
ника, яичников, молочной железы). Для приготовле-
ния эритроцитарного диагностикума фракциониро-
вание проводили несколько раз в целях получения 
достаточного количества вещества.

Методика приготовления диагностикума. Формали-
низированные эритроциты барана были отмыты физ-
раствором и буфером, обработаны таннином, затем 4 % 
суспензия эритроцитов сенсибилизирована полученны-
ми белковыми фракциями. Приготовлено несколько 
партий сенсибилизированных эритроцитов для отбора 
наиболее информативных в реакции с сыворотками 
больных и пациентов без онкологических заболеваний. 
Предварительный отбор и дальнейшее исследование 
по выявлению опухолевого процесса выполнялись 
на CELLSTAR 96 well cell Culture PlateV bottom.

Постановка реакции. Каждый ряд плашки (8 лунок) 
занимает одна тестируемая сыворотка, фактор разве-
дения, начиная со 2-й лунки – 1:2. Последовательные 
тестовые образцы имеют уменьшающуюся в 2 раза 
концентрацию сыворотки крови (от 1 / 20 до 1 / 2560). 
Затем в каждую лунку добавляют суспензию сенсиби-

лизированных эритроцитов и оставляют на 3–4 ч 
для проявления реакции агглютинации. Сенситин, 
сенсибилизированный на эритроцитах, реагирует 
с фактором, являющимся посредником или самим 
белком, вызывающим реакцию пролиферации. Если 
его количество велико, то реакция агглютинации про-
исходит при высоких разведениях сыворотки, если 
нет – эритроциты оседают в первых лунках, так 
как их ничто не связывает. Чтобы определить «шкалу», 
т. е. разведения сыворотки, вызывающие реакцию аг-
глютинации, мы провели предварительное тестирова-
ние сыворотки 10 здоровых лиц и 10 больных с опухо-
лями (рак толстой кишки, яичников, легкого). 
Наличие опухолевого процесса определяется при ре-
акции агглютинации, соответствующей разведению 
сыворотки не менее 1:320 (разведение 1:160 можно 
считать пограничным).

Специфичность, чувствительность и точность ме-
тода определяли по общепринятым формулам. Чувст-
вительность рассчитывается как 

а / (а + b) × 100, 
где а – положительный ответ в группе больных, b – 
отрицательный ответ в этой группе. Специфичность 

с / (с + d) × 100, 
где с – отрицательный ответ в группе здоровых лиц, 
d – положительный ответ в этой группе. Точность 

(а + c) / (a + b + c + d) × 100.

Результаты
В целях подтверждения возможности использова-

ния диагностикума для обнаружения опухолевого про-
цесса нами протестированы сыворотки крови 215 пер-
вичных больных с подозрением на наличие 
злокачественного процесса. В дальнейшем при кли-
ническом обследовании этих пациентов диагноз был 
подтвержден. В качестве контроля протестированы 
образцы сыворотки крови пациентов без выявленных 
злокачественных новообразований. Полученные дан-
ные представлены в табл. 1.

Таким образом, с учетом положительных и отри-
цательных ответов точность метода составила 89 %.

Данные клинически установленных гистологиче-
ских типов опухолей у тестируемых больных и наличие 
отрицательного ответа в сыворотке крови у этой груп-
пы приведены в табл. 2.

Мы проанализировали полученные результаты 
в зависимости от гистологического типа опухолей. 
Интересно, что в группе больных раком яичников 
при гистологическом диагнозе эндометриозной 
аденокарциномы положительный ответ отмечен 
у всех 18 пациентов, в то время как при серозном 
раке у 2 из 8 больных реакция оказалась отрицатель-
ной (75 % выявлений). Из 9 больных с диагнозом 
пигментной эпителиоклеточной меланомы отрица-
тельный ответ получен у 1 пациента (89 % выявле-
ний), из 6 больных беспигментной меланомой – у 2 
(67 % выявлений).
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Таблица 1. Результаты тестирования сыворотки крови онкологических больных и здоровых лиц

Диагноз Число пациентов Положительный ответ Отрицательный ответ Процент выявления 
опухолей

Онкологические больные

Рак мочевого пузыря 15 12 3 80

Рак матки 28 26 2 90

Рак молочной железы 30 27 3 90

Меланома 15 12 3 80

Рак желудка 18 17 1 94

Рак толстой кишки 34 31 3 81

Рак легкого 30 26 4 85

Рак яичников 26 24 2 90

Рак поджелудочной железы 19 16 3 84

Всего 215 191 24 88

Здоровые лица (специфичность – 89 %) 

Онкологические заболевания  
не выявлены 67 7 (у 2 из них погра-

ничный процесс) 60  – 

Таблица 2. Клинически установленные гистологические типы опухолей у больных и наличие отрицательного ответа в сыворотке крови у этой 
группы пациентов

Диагноз Гистологический тип опухоли Число пациентов Отрицательный ответ

Рак мочевого пузыря
Переходно-клеточный рак 12 3

Аденокарцинома 3 0

Рак матки
Железистосолидный рак 16 0

Высокодифференцированный железистый рак 12 2

Рак молочной железы
Инфильтративный протоковый рак 10 0

Инфильтративный дольковый рак 20 3

Меланома
Пигментная эпителиоклеточная 9 1

Беспигментная 6 2

Рак желудка
Высокодифференцированная аденокарцинома 11 1

Умеренно-дифференцированная аденокарцинома 7 0

Рак толстой кишки
Высокодифференцированная аденокарцинома 27 3

Низкодифференцированная аденокарцинома 7 0

Рак легкого

Плоскоклеточный рак 17 2

Аденокарцинома 11 2

Мелкоклеточный рак 2 0

Рак яичников
Эндометриозная аденокарцинома 18 0

Серозный рак 8 2

Рак поджелудочной 
железы

Высокодифференцированная аденокарцинома 14 2

Нейроэндокринный рак 5 1
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Следует отметить, что при раке легкого, молочной 
железы и толстой кишки четкой зависимости между 
выявлением и гистологическим типом опухоли не за-
фиксировано. Также мы не обнаружили зависимости 
в отношении опухолей различной степени дифферен-
цировки. Так, при раке толстой кишки высокодиффе-
ренцированная аденокарцинома диагностирована у 27 
больных (отрицательных – 3; 89 % выявлений), низ-
кодифференцированная аденокарцинома – у 7 (отри-
цательных – 0). Ввиду небольших выборок эти факты 
требуют дальнейшего исследования, особенно в отно-
шении рака яичников и меланомы.

Заключение
В последние годы внимание исследователей при-

влечено к изучению ауто- / паракринных факторов рос-
та, их рецепторов и некоторых нижележащих сигналь-
ных белков, а также к выявлению их роли в качестве 
ауто- / паракринного регулятора в развитии и течении 
злокачественных опухолей [10, 11]. Считается, что в ос-
нове способности опухоли к неограниченному авто-
номному росту лежат эффекты факторов роста, про-
дуцируемых различными компонентами тканей, 
взаимодействующих со специфическими транс-
мембранными рецепторами и связывающие эти фак-
торы белками крови (так называемая сигнальная сис-
тема), стимулируя в результате последующей сложной 
цепи событий клеточное деление. К настоящему вре-
мени выявлено несколько десятков различных факто-
ров роста. Система реализации эффектов факторов 
роста включает рецепторы и связывающие белки, 
которые образуют сложно регулируемую сеть взаимо-
действия как между собой, так и с другими биологи-
ческими регуляторами роста и выживания клеток. 
Противоречивость и неоднозначность результатов 

исследования роли компонентов сигнальных систем 
в патогенезе опухолей человека отражают сложность 
взаимоотношений между механизмами регуляции нор-
мального роста клеток и канцерогенеза.

Наиболее изученными и клинически реализованны-
ми являются сигнальная система с участием рецептора 
эпидермального фактора роста и родственных ему ре-
цепторов, а также сигнальная система инсулиноподоб-
ных факторов роста 1 и 2 их трансмембранные рецепто-
ры и связывающие факторы роста белки. В целом анализ 
экспрессии рецепторов факторов роста, их лигандов, 
а также активности нижележащих сигнальных путей ста-
новится в настоящее время неотъемлемой составляющей 
комплексного обследования онкологического больного, 
необходимого для разработки и тактики лечения.

В нашей работе представлен эритроцитарный диаг-
ностикум, для приготовления которого использован 
сывороточный фактор (сенситин), выделенный из сы-
воротки жеребых кобыл на ранних стадиях беремен-
ности. Используемый нами сенситин, очевидно, мож-
но отнести к ауто- / паракринным факторам роста. 
Положительный ответ, полученный у пациентов с на-
личием злокачественных опухолей, указывает на при-
сутствие у этих больных компонентов сигнальной 
системы, стимулирующей развитие опухолевого про-
цесса, но идентификация данного фактора роста и вы-
явление компонентов сигнальной системы требуют 
дальнейших углубленных исследований.

Тестирование сыворотки крови 215 онкологиче-
ских больных и 67 лиц с отсутствием злокачественных 
заболеваний, показавшее высокую точность (89 %) 
эритроцитарного диагностикума, а также доступность 
и простота метода позволяют рекомендовать его 
для использования в лечебных учреждениях в целях 
раннего обнаружения опухолевого процесса.
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Нэйроэндокриные новообразования поджелудочной железы: 
новые аспекты морфологической классификации  
(Всемирная организация здравоохранения, 2017)

В.В. Делекторская 
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Вера Владимировна Делекторская delektorskaya@yandex.ru

Четвертое издание классификации эндокринных опухолей Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), опубликованное в 2017 г., 
содержит существенные новые данные в разделе, посвященном панкреатическим нейроэндокринным новообразованям (ПанНЭН). 
В данной редакции основные изменения базируются, главным образом, на новых молекулярных данных, а также на особенностях 
клинического поведения опухолей, выявленных за период, прошедший с момента выхода в 2010 г. классификации ВОЗ опухолей 
пищеварительной системы. В соответствии с новой классификационной схемой, представленной в разделе опухолей нейроэндо-
кринной части панкреас, ПанНЭН включают злокачественные высокодифференцированные нейроэндокринные новообразования 
(НЭН), которые называются панкреатические нейроэндокринные опухоли (ПанНЭО), и низкодифференцированные НЭН, кото-
рые объединяет термин «панкреатический нейроэндокринный рак» (ПанНЭР). ПанНЭО далее разделяют с учетом пролифера-
тивной активности на опухоли трех степеней злокачественности (Grade, G): G1 (<2 митозов на 10 HPF (high-power field, поле 
зрения при большом увеличении) и индекс Ki-67 <3 %), G2 (2–20 митозов на 10 HPF или индекс Ki-67 3–20 %) и G3 (>20 митозов 
на 10 HPF или индекс Ki-67 >20 %). Новая категория высокодифференцированных нейроэндокринных опухолей G3 в данной редак-
ции классификации ВОЗ введена впервые. ПанНЭР классифицируют как новообразования G3 и далее подразделяют на мелкокле-
точный и крупноклеточный рак. В настоящем обзоре мы остановимся на новых характеристиках ПанНЭН и рекомендованных 
изменениях, касающихся их терминологии и классификации.

Ключевые слова: поджелудочная железа, нейроэндокринный рак, новообразование, опухоль, рак, морфология, классификация, 
степень злокачественности, стадия
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Pancreatic neuroendocrine tumors: new aspects of morphological classification  
(World Health Organization, 2017)

V.V. Delektorskaya

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

The fourth edition of the World Health Organization (WHO) classification of endocrine tumors published in 2017 contains substantial new 
findings in the topics of pancreatic neuroendocrine neoplasms (PanNENs). In this edition, major modifications are mainly based on new 
molecular knowledge as well as the clinical behaviour of these tumors accommodated since the previous 2010 classification of degestive tu-
mors was published. According to the new classification scheme PanNENs include malignant well-differentiated neuroendocrine neoplasms 
(NENs), which are called pancreatic neuroendocrine tumors (PanNETs), and poorly differentiated NENs, which are called pancreatic 
neuroendocrine carcinomas (PanNECs). PanNENs futher divided into three Grade (G) on the base of cell proliferation: G1 (<2 mitoses on 
10 HPF (high-power field) and Ki-67 Index <3 %), G2 (2–20 mitoses on 10 HPF or Ki-67 Index 3–20 %), G3 (>20 mitoses on 10 HPF or 
Ki-67 Index >20 %). The new category NET G3 was first introduced in this edition of the WHO classification. PanNECs is classified as G3 
neoplasms (>20 mitoses on 10 HPF or Ki-67 Index >20 %) and additionally divided into small cell NEC and large cell NEC. In this review 
we focus on some of the new features of PanNETs and recommended changes of their terminology and classification.

Key words: pancreas, neuroendocrine cancer, neoplasm, tumor, carcinoma, pathology, classification, gradе, stagе 

Введение
Четвертая редакция классификации Bceмирной 

организации здравоохранения (ВОЗ) эндокринных 
опухолей, опубликованная в 2017 г., содержит ряд 
дополнений в подходах к диагностике нейроэндо-
кринных новообразований (НЭН) поджелудочной 

железы [1]. Основные изменения базируются, глав-
ным образом, на новых молекулярных данных, 
а также на особенностях клинического поведения 
опухолей, выявленных за период, прошедший с мо-
мента выхода в 2010 г. классификации ВОЗ опухолей 
пищеварительной системы, которая включала кри-
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терии для диагностики НЭН поджелудочной желе-
зы [2].

Панкреатические НЭН (ПанНЭН) представляют 
собой гетерогенную группу эпителиальных злокачест-
венных новообразований, которые развиваются 
из нейроэндокринных клеток поджелудочной железы 
(островков Лангерганса) [3, 4]. На их долю приходит-
ся примерно 2–5 % от числа опухолей поджелудочной 
железы, а частота развития составляет менее 1 случая 
на 100 тыс. населения в год. При этом распространен-
ность данной группы опухолей поджелудочной желе-
зы значительно увеличивается в последние 4 десяти-
летия, наиболее вероятно, благодаря постоянному 
расширению диагностических возможностей. Опухо-
ли не демонстрируют различий в частоте развития 
в зависимости от пола пациентов и наблюдаются в раз-
личном возрасте с пиком выявляемости в 30–60 лет.

ПанНЭН имеют выраженную нейроэндокринную 
дифференцировку, которая проявляется особенностя-
ми гистологической структуры и иммуногистохими-
ческой экспрессией синаптофизина, а также в боль-
шинстве случаев хромогранина А. Данная группа 
опухолей включает злокачественные высокодиффе-
ренцированные НЭН, которые называются панкреа-
тические нейроэндокринные опухоли (ПанНЭО) 
и низкодифференцированные НЭН, которые объеди-
няет термин «панкреатический нейроэндокринный 
рак» (карцинома) (ПанНЭР).

ПанНЭО являются в основном медленно растущи-
ми новообразованиями с показателями общей 5-, 10- 
и 20-летней выживаемости 33, 17 и 10 % соответствен-
но. Хирургическая резекция опухоли значительно 
улучшает эти показатели. Напротив, при агрессивном 
и быстро растущем ПанНЭР продолжительность жиз-
ни пациентов редко превышает 1 год. ПанНЭО подра-
зделяются на функционирующие и нефункционирую-
щие новообразования. Опухоли, ассоциированные 
с клиническими синдромами, вызванными аномальной 
продукцией гормонов, рассматривают как функциони-
рующие (синдромальные) ПанНЭО. К ним относятся 
инсулиномы, гастриномы, глюкагономы, VIPомы 
и другие более редкие новообразования. Нефункцио-
нирующие (несиндромальные) ПанНЭО не ассоции-
рованы с клиническими синдромами гормональной 
гиперпродукции, но могут секретировать пептидные 
гормоны или биогенные амины в количестве, недоста-
точном для того, чтобы вызвать соответствующие сим-
птомы и паранеопластические синдромы. Опухоли, 
имеющие диаметр <5 мм, обычно являются нефунк-
ционирующими и обозначаются как нейроэндокрин-
ные микроаденомы. По последним данным, нефунк-
ционирующие ПанНЭО составляют >60 % от числа 
всех ПанНЭН.

В 10–20 % случаев высокодифференцированные 
ПанНЭО могут быть ассоциированы с генетически 
детерминированными наследственными синдромами, 
такими как множественная эндокринная неоплазия 

1-го типа (multiple endocrine neoplasia type 1, MEN-1), 
синдром фон Гиппеля–Линдау (von Hippel–Lindau, 
VHL), нейрофиброматоз 1-го типа (neurofibromatosis 
type 1, NF-1), туберозный склероз, глюкагон-клеточная 
дисплазия и неоплазия.

Для ПанНЭО характерны специфичные генетиче-
ские нарушения, такие как мутации генов MEN1, DAXX 
и ATRX, а также генов сигнального пути mTOR TSC2, 
PTEN и PIK3CA. Генетические нарушения в ПанНЭР 
значительно отличаются от тех, которые наблюдаются 
в ПанНЭО, и представлены в основном мутациями 
генов, вовлеченных в клеточный цикл, таких как ТР53, 
RВ1 и CDKN2A (p16).

В классификацию ВОЗ (2017) включена новая 
информация в отношении основных категорий 
ПанНЭН, системы градации, а также стадирования 
этих опухолей.

Новые аспекты классификации нейроэндокринных 
новообразований поджелудочной железы  
(Всемирная организация здравоохранения, 2017)
Классификация ВОЗ (2010) опухолей пищевари-

тельной системы разделяет НЭН желудочно-кишеч-
ного тракта и поджелудочной железы на 2 группы 
на основании морфологии и уровня пролиферации: 
панкреатические (1) высокодифференцированные НЭН, 
обозначаемые как нейроэндокринные опухоли (НЭО) 
и (2) низкодифференцированные НЭН, обозначаемые 
как нейроэндокринный рак (карцинома) (НЭР). Пан-
НЭО далее разделяли с учетом пролиферативной ак-
тивности на НЭО Grade 1 (G1) (<2 митозов на 10 HPF 
(high-power field, поле зрения при большом увеличе-
нии) и индекс Ki-67 ≤2 %), либо НЭО Grade 2 (G2) 
(2–20 митозов на 10 HPF или индекс Ki-67 3–20 %). 
ПанНЭР классифицировали как новообразования 
Grade 3 (G3) (>20 митозов на 10 HPF или индекс Ki-67 
>20 %) и далее подразделяли на мелкоклеточный или 
крупноклеточный рак.

Классификация ВОЗ (2010) являлась функциональ-
ной и эффективно стратифицировала выживаемость 
ПанНЭН, но за время, прошедшее с момента ее публи-
кации, было обнаружено, что некоторые ПанНЭН, 
имеющие гистологические характеристики ПанНЭО, 
демонстрируют индекс пролиферативной активности 
Ki-67 >20 %. Наиболее часто это наблюдается в мета-
стазах в печени, которые развиваются в процессе опу-
холевой прогрессии. В соответствии с критериями 
классификации ВОЗ (2010) подобные опухолевые оча-
ги должны быть диагностированы как ПанНЭР. Одна-
ко, несмотря на то что прогноз этих опухолей, как 
оказалось, хуже, чем у НЭО G2, их биологическое 
поведение тем не менее является менее агрессивным 
по сравнению с ПанНЭР. Кроме того, эти новообра-
зования демонстируют признаки, ассоциированные 
с ПанНЭО (например, экспрессию гормонов и гормо-
нальные синдромы), и не имеют генетических анома-
лий, характерных для ПанНЭР (например, изменений 
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экспрессии и мутаций генов ТР53 и RВ1). Более того, 
результаты исследований, посвященных изучению те-
чения заболевания у пациентов с диагнозом ПанНЭР 
согласно критериям классификации ВОЗ (2010), по-
казали, что при 1-й линии платиносодержащей химио-
терапии, которая используется для лечения низкодиф-
ференцированных ПанНЭР, пациенты, имеющие 
новообразования с индексом Ki-67 <55 %, хуже отве-
чают на терапию, но имеют лучшую выживаемость, 
чем больные с индексом Ki-67 ≥55 %.

На основании представленных данных классифи-
кация ВОЗ (2017) опухолей эндокринных органов в гла-
ве, посвященной НЭН поджелудочной железы, пред-
ставляет новую категорию опухолей – ПанНЭО G3.

Новое в подходах к оценке основных категорий 
и уровня пролиферативной активности ПанНЭН. Новая 
категория ПанНЭН –ПанНЭО G3 – это опухоли, ко-
торые сохраняют высокодифференцированную гисто-
логическую модель строения, не демонстрируют выра-
женную иммуногистохимическую экспрессию р53 
и потерю RB, но имеют индекс Ki-67 >20 %. Верхнего 
порогового уровня митотического индекса или индек-
са пролиферации Ki-67 для НЭО G3 не установлено, 
но значения этих показателей обычно составляют 
≤20 митозов на 10 HPF и ≤55 % соответственно. Пан-
НЭО G3 могут содержать компонент низкой степени 
злокачественности или быть обнаружены как метастазы 
у пациентов, которые ранее имели ПанНЭО G1 или G2. 
ПанНЭР G3 сохраняет показатель нижнего порогово-
го уровня индекса Ki-67, равный 20 %, но демонстри-
рует низкодифференцированное гистологическое стро-
ение (мелкоклеточного или крупноклеточного типа), 
а также часто экспрессирует р53 и теряет RB, кроме 
того, для него характерно отсутствие экспрессии ISL1 
и сохранение экспрессии DAXX и ATRX.

В таблице представлены основные категории НЭН 
поджелудочной железы с учетом дифференцировки 
и степени злокачественности в соответствии с крите-
риями классификации ВОЗ (2017).

Результаты исследований, проведенных на боль-
ших выборках пациентов, показали, что больные с ди-
агнозом НЭО G1 и G2 имеют значительно более вы-
сокий риск прогрессирования заболевания, если 
в качестве порового уровня индекса пролиферации 
Ki-67 используется показатель 5 % вместо 2 %. Одна-
ко пока не накопилось достаточно доказательств того, 
что данный более высокий пороговый уровень дает 
основание для изменения подходов к клиническому 
ведению пациентов, что не позволяет в настоящее вре-
мя утвердить его новое значение.

Категория гиперпластических и пренеопластиче-
ских поражений, включенная в классификацию ВОЗ 
(2010), была упразднена в новой, так как не были четко 
идентифицированы изменения, предшествующие Пан-
НЭН и ассоциированные со спорадическими новоо-
бразованиями. Эти изменения были четко описаны 
только в случаях MEN-1, синдрома VHL и глюкагон-
клеточной дисплазии и неоплазии (ранее называемой 
глюкагон-клеточный аденоматоз).

Определение категории «панкреатическая нейро-
эндокринная опухоль (ПанНЭО)». Категория ПанНЭО – 
это высокодифференцированные НЭН низкой, про-
межуточной или высокой степени злокачественности, 
постороенные клетками с минимальной или умерен-
ной атипией. Опухоли демонстрируют органоидную 
модель строения, отсутствие некрозов и экспрессиру-
ют общие маркеры нейроэндокринной дифференци-
ровки (диффузно и интенсивно синаптофизин, а так-
же обычно хромогранин А) и панкреатические или 
эктопические гормоны (обычно интенсивно, но 

Классификация Всемирной организации здравоохранения (2017) и градация панкреатических нейроэндокринных новообразований (ПанНЭН) 
поджелудочной железы

Классификация / Grade Индекс пролиферации Ki-67,  % Митотический индекс

Высокодифференцированные ПанНЭН: панкреатические нейроэндокринные опухоли (ПанНЭО) 

ПанНЭО G1 <3 <2

ПанНЭО G2 3–20 2–20

ПанНЭО G3 >20 >20

Низкодифференцированные ПанНЭН: панкреатический нейроэндокринный рак (ПанНЭР) 

ПанНЭР G3 >20 >20

Мелкоклеточный тип

Крупноклеточный тип

Смешанные нейроэндокринные ненейроэндокринные новообразования

Примечание. Индекс пролиферации Ki-67 базируется на оценке ≥500 клеток в областях наиболее высокого ядерного мечения (hotspots). 
Митотический индекс – на оценке митозов в 50 полях зрения при большом увеличении (high-power filds, HPF; 0,2 мм2) в областях наибольшей 
плотности и выражается как митозы в 10 HPF (2 мм2). Grade определяется на основании наивысшего показателя. Для оценки индекса Ki-67 
рекомендуется подсчет с использованием распечатанного изображения.
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не всегда диффузно). На основании их пролифератив-
ной активности ПанНЭО разграничивают по степени 
злокачественности как G1 (<2 митозов на 10 HPF и ин-
декс Ki-67 <3 %), G2 (2–20 митозов на 10 HPF или ин-
декс Ki-67 3–20 %) и G3 (>20 митозов на 10 HPF или 
индекс Ki-67 >20 %) (см. таблицу). В случаях наличия 
ассоциированного клинического гормонального син-
дрома ПанНЭО могут быть далее классифицированы 
как инсулинома, глюкагонома, соматостатинома, га-
стринома, VIPома, серотонинпродуцирующая опухоль 
(с карциноидным синдромом или без него), опухоль, 
продуцирующая адренокортикотропный гормон, и т. д.

Определение категории «панкреатический нейро-
эндокринный рак (ПанНЭР)». Категория ПанНЭР – это 
низкодифференцированные НЭН высокой степени 
злокачественности, построенные из атипичных мелких 
клеток или клеток промежуточного и крупного разме-
ра, которые экспрессируют общие маркеры нейро-
эндокринной дифференцировки (диффузно или слабо 
синаптофизин и слабо или фокально хромогранин А) 
и редко гормоны, но не демонстрируют экспрессию 
маркеров экзокринных гормонов (например, трипси-
на, химотрипсина и др.). C учетом уровня пролифера-
тивной активности (>20 митозов на 10 HPF или индекс 
Ki-67 >20 %) их рассматривают как опухоли высокой 
степени злокачественности (G3), которые подразде-
ляют на мелкоклеточный или крупноклеточный рак 
(см. таблицу).

Новое в терминологии смешанных новообразований. 
Другое изменение в 4-й редакции классификации ВОЗ 
(2017) относится к терминологии, которая использу-
ется для обозначения смешанных новообразований. 
Поскольку эти опухоли иногда бывают высокодиф-
ференцированными и могут содержать иной, чем 
аденокарцинома, ненейроэндокринный компонент, 
был введен термин «смешанное нейроэндокринное-
ненейро эндокринное новообразование», который 
заменил используемый ранее термин «cмешанный 
аденонейроэндокринный рак».

Определение категории «смешанное нейроэндокрин-
ное-ненейроэндокринное новообразование». К данной 
категории относятся смешанные новообразования 
с нейроэндокринным компонентом, комбинирован-
ным с ненейроэндокринным компонентом (часто 
с протоковой аденокарциномой или ацинарноклеточ-
ной карциномой). Обычно оба компонента имеют вы-
сокую степень злокачественности (G3), однако иногда 
один или оба компонента могут иметь низкую степень 
злокачественности (G1 или G2). Поэтому, когда в со-
ставе опухоли выявляются разные морфологические 
компоненты, для каждого должна быть определена 
степень злокачественности с использованием соответ-
ствущей системы градации. Для того чтобы классифи-
цировать опухоль как смешанное нейроэндокринное-
ненейроэндокринное новообразование, каждый 
компонент должен составлять ≥30 % общей популяции 
опухолевых клеток. Ненейроэндокринный рак 

с отдельными разрозненными нейроэндокринными 
клетками, выявляемыми при иммуногистохимическом 
исследовании, не соответствует этому критерию. При-
сутствие фокальной нейроэндокринной дифференци-
ровки (<30 %) может быть отмечено, но не должно 
влиять на выбор диагностической категории. Смешан-
ные новообразования являются, скорее, абстрактной 
категорией, чем отдельной нозологической единицей 
и требуют определения индивидуальных диагнозов, 
обозначающих конкретные клеточные компоненты 
(например, смешанный ацинарный нейроэндокринный 
рак, смешанный протоковый нейроэндокринный рак, 
смешанный ацинарный протоковый нейроэндокрин-
ный рак).

Новое в стадировании ПанНЭН. Система TNM-
стадирования ПанНЭО, представленная в класси-
фикации ВОЗ (2017), соответствует 8-й редакции 
руководства по определению стадий злокачествен-
ных опухолей Американского объединенного коми-
тета по онкологии (American Joint Commission on 
Cancer, AJCC) / Международного противоракового 
союза (Union for International Cancer Control, UICC) 
и согласуется с классификацией TNM, разработан-
ной Европейским обществом по изучению нейро-
эндокринных опухолей (European Neuroendocrine 
Tumor Society, ENETS) [5, 6]. TNM-классификация 
ПанНЭР соответствует критериям для стадирования 
протоковой аденокарциномы поджелудочной желе-
зы [7].

Риск опухолевой прогрессии. Критерии, определя-
ющие риск прогрессии ПанНЭН, включены в класси-
фикацию TNM и систему градации опухолей, которые 
представлены в новой редакции. Эти критерии имеют 
высокую надежность и статистическую значимость 
(особенно индекс пролиферации Ki-67) в плане пред-
сказания прогноза течения конкретной опухоли. Од-
нако для того чтобы определить исход заболевания, 
нередко требуется длительное клиническое наблюде-
ние, особенно для ПанНЭО, так как метастазы могут 
появиться спустя много лет после резекции первичной 
опухоли. Прогностические иммуногистохимические 
маркеры, кроме Ki-67, представлены в научной лите-
ратуре (например, СК19, KIT, CD99, CD44, RP, p27), 
однако их достоверность должна быть доказана в ис-
следованиях, проведенных на бо_льших выборках па-
циентов. Прогностические молекулярные маркеры 
для большинства ПанНЭН пока недоступны или на-
ходятся в процессе изучения.

Новые моменты морфологической классификации 
ВОЗ (2017):

• уточнена система градации ПанНЭО;
• введена новая категория НЭО G3;
• уточнены критерии для категорий НЭО / НЭР;
• введена категория «смешанное нейроэндо-

кринное-ненейроэндокринное новообразо-
вание» и уточнены ее диагностические кри-
терии;
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• обновлена классификация TNM (в соответст-
вии c AJCC / UICC (2017) и ENETS).

Ключевые положения морфологического заключения 
(ВОЗ, 2017):

• диагноз ПанНЭН должен быть классифици-
рован как НЭО или НЭР на основании мор-
фологического заключения и далее уточнен 
по степени злокачественности как G1, G2 или 
G3 в зависимости от уровня клеточной проли-
ферации;

• для резецированных образцов следует опреде-
лять стадию ТNM (по макроскопической оцен-
ке локализации, размеру опухоли и наличию 
метастазов);

• рекомендуется включать в заключение ком-
ментарии о возможном клиническом поведе-
нии опухоли;

• оценка эндокринной функциональной актив-
ности опухоли должна проводиться по спе-
циальному клиническому запросу.

Заключение
Таким образом, в обновленной классификации ВОЗ 

(2017) представлены и обсуждены характерные особен-
ности различных категорий ПанНЭН, их пролифера-
тивной активности и степени злокачественности, воз-
можности использования биомаркеров, а также новые 
генетические нарушения и их потенциальная значимость 
для опухолей данного типа. Изменения в новой редакции 
включают: 1) новый подход к классификации ПанНЭН 
на основе системы градации; 2) изменение гистологи-
ческой градации ПанНЭН c введением новой категории 
НЭО G3; 3) обновленную систему TNM-стадирования 
ПанНЭО; 4) новую терминологию и уточненные кри-
терии для диагностики смешанных опухолей.

Представленные данные являются фундаменталь-
ным источником информации для патоморфологиче-
ской классификации НЭН поджелудочной железы, 
а их практическое использование должно оставаться 
важным и необходимым условием правильного опре-
деления и построения морфологического диагноза.
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Текст

Коллеги и ученики Ю.М. Васильева

Российская наука понесла невосполни-
мую утрату  – 30 июня 2017  г. ушел 
из  жизни член-корреспондент Россий-
ской академии наук, профессор Юрий 
Маркович Васильев, выдающийся уче-
ный с мировым именем, создатель шко-
лы клеточной биологии в  России. Вся 
долгая научная жизнь Ю. М.  Васильева 
была связана с Национальным медицин-
ским исследовательским центром онко-
логии им. Н. Н.  Блохина, в  становлении 
фундаментальной науки которого он иг-
рал важнейшую роль. 

Родился Юрий Маркович 26 ноября 
1928 г. в Москве. В 1949 г. по окончании 
Первого Московского ордена Ленина ме-
дицинского института он поступил в  ас-
пирантуру в  Институт эксперименталь-
ной патологии и  терапии рака 
(предшественник НМИЦ онкологии 
им.  Н. Н.  Блохина) к  Л. М.  Шабаду, после 
окончания которой в 1952 г. был принят 
на работу. 

Юрий Маркович чрезвычайно быстро 
зарекомендовал себя как  блестящий 
ученый-онколог, в равной степени вла-
деющий новыми экспериментальными 
подходами, обладающий широким кру-
гозором, неординарным, пытливым 
умом и  высочайшей трудоспособно-
стью. Главным смыслом жизни Юрия 
Марковича была наука. В 1960 г. он со-
здал лабораторию механизмов канце-
рогенеза, в 1962 г. защитил докторскую 
диссертацию и в 1963 г. получил звание 
профессора. С  1963  г. Ю. М.  Васильев 
как  профессор кафедры вирусологии 

преподавал для  студентов биологиче-
ского факультета Московского государ-
ственного университета им. М. В. Ломо-
носова, руководил группой клеточных 
регуляций в Институте физико-химиче-
ской биологии им. А. Н.  Белозерского 
МГУ М. В.  Ломоносова. В  1990  г. Юрий 
Маркович был избран членом-корре-
спондентом РАН.

Руководимая им лаборатория в течение 
многих лет проводила исследования 
био логии опухолевой клетки, в  частно-
сти изучение цитоскелетных механиз-
мов регуляции взаимодействий клеток 
с  внеклеточным матриксом и  друг 
с другом, а также нарушений этих меха-
низмов при  превращении нормальных 
клеток в  опухолевые. Результаты этих 
исследований имели приоритетный ха-
рактер и  нашли отражение в  научных 

публикациях в самых престижных меж-
дународных журналах. Ю. М.  Васильев 
опубликовал более 300 научных работ, 
включая 2 монографии на  английском 
и  4 монографии на  русском языке. Его 
работа, посвященная определяющей 
роли системы микротрубочек в направ-
ленности клеточного движения, была 
признана Международным институтом 
научной информации «классической 
по цитированию» («сitation classic»). 
Юрий Маркович с бесконечным интере-
сом и вниманием относился к научной 
молодежи, в  качестве соросовского 
профессора читал лекции для  одарен-
ных школьников по  всей стране. 
Ю. М. Ва сильев подготовил 13 докторов 
и  33  кандидатов наук. Ученики Юрия 
Марковича занимают лидирующие по-
зиции в  мировой науке, основали соб-
ственные лаборатории в США, Израиле, 
Сингапуре. 
В течение многих лет он был членом ре-
дакционных коллегий международных 
журналов International Journal of Cancer, 
Cancer Surveys, the Cancer Journal, Journal 
of Muscle Research and Cell Motility, 
Differentiation, Cell Motility and Cyto-
skeleton и  ряда российских журналов. 
Ю. М.  Васильев был членом Научного 
совета по  злокачественным новообра-
зованиям при РАН, членом Научного со-
вета по клеточной биологии РАН. 
Для тех, кто  знал Юрия Марковича, он 
навсегда останется в  памяти как  вели-
чайший подвижник науки, блестящий 
ученый и любимый учитель.

Памяти Юрия Марковича Васильева


