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Современные подходы к выявлению и изучению 
эпигенетически активных ксенобиотиков

В. П. Максимова1, П. Е. Бугаева2, Е. М. Жидкова1, О. Г. Усалка2, Е. А. Лесовая1, 3,  
Г. А. Белицкий1, М. Г. Якубовская1, К. И. Кирсанов1, 4
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Цель исследования – анализ существующих методических подходов к тестированию и изучению эпигенетической активности 
ксенобиотиков.
Материалы и методы. При подготовке обзора были использованы информационные базы биомедицинской литературы SciVerse 
Scopus (538), PubMed (746), Web of Science (625), РИНЦ (45). Для получения полнотекстовых документов использованы элек-
тронные ресурсы PubMed Central (PMC), Research Gate, РИНЦ, КиберЛенинка. В тексте обзора процитированы 87 современных 
публикаций (2010–2019 гг.), а также 17 статей основоположников анализируемых в обзоре методик, которые используются 
и в наши дни.
Результаты. В обзоре рассмотрены современные данные по основным закономерностям функционирования системы регуляции 
экспрессии генов на уровне метилирования ДНК и модификации гистонов, описаны модельные организмы, используемые как при 
тестировании ксенобиотиков на эпигенетическую активность, так и для детального изучения их конкретных эффектов на от-
дельные механизмы эпигенетической регуляции транскрипции. Поскольку в настоящее время не разработаны тест-системы, 
позволяющие интегрально оценить эффекты ксенобиотиков на эпигенетическую систему регуляции транскрипции, в обзоре пред-
ставлены методы оценки выявления влияний различных факторов окружающей среды, в том числе различных ксенобиотиков, 
на метилирование ДНК и модификацию гистонов.
Заключение. Современные представления о механизмах эпигенетической регуляции экспрессии генов, использование существующих 
модельных систем и модельных организмов, а также применение различных методологических и методических подходов позволя-
ют проводить широкое тестирование ксенобиотиков, в том числе медицинских препаратов и соединений, синтезированных 
для выполнения народнохозяйственных задач, на эпигенетическую активность. Выявление эпигенетически активных соединений 
важно в плане совершенствования профилактики и лечения ряда заболеваний и, прежде всего, злокачественных новообразований.

Ключевые слова: метилирование ДНК, ацетилирование гистонов, модельные организмы, бисульфитная конверсия, секвенирование, 
вестерн-блоттинг, рестрикционный анализ
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Objective. Review of the modern methodological approaches for testing and studying the epigenetic activity of xenobiotics.
Materials and methods. In preparing the review, we used information databases of biomedical literature SciVerse Scopus (538), PubMed 
(746), Web of Science (625), RSCI (45). To obtain full-text documents, electronic resources of PubMed Central (PMC), Research Gate, 
RSCI, CyberLeninka were used. In the text of the review, 87 modern publications (2010–2019) were cited, as well as 17 earlier articles 
published by the founders of the methods, which are used today.
Results. In the review, current data on epigenetic regulation for gene expression at the level of DNA methylation and histone modification are discussed, 
in vitro model systems and model organisms are described, and modern methods for screening of epigenetically active xenobiotics are presented.
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Введение
Степень проявления генетически детерминирован-

ных признаков определяется целым рядом механизмов. 
Важнейшую роль в регуляции экспрессии генов играют 
эпигенетические механизмы, обеспечивающие индук-
цию устойчивых и наследуемых изменений в функци-
онировании генома, реализация которых происходит 
по механизмам, не затрагивающим последовательность 
ДНК [1, 2]. Основными механизмами эпигенетической 
регуляции транскрипции являются метилирование 
ДНК и модификация гистонов, сопровождающиеся 
ремоделированием хроматина, а также регуляция экс-
прессии генов некодирующими РНК [3, 4]. При этом 
процессы эпигенетической регуляции транскрипции 
находятся в динамическом взаимодействии и могут 
либо усиливать, либо ингибировать друг друга [2, 3]. 
Эпигенетически детерминированный профиль экс-
прессии генов представляет собой результат «настрой-
ки» уровня их транскрипции в зависимости от стадии 
дифференцировки клетки, от типа ткани, к которому 
эта клетка принадлежит, а также от воздействия эпи-
генетически активных факторов микроокружения 
и внешней среды [5]. Особый интерес к механизмам 
эпигенетической регуляции экспрессии генов обуслов-
ливается и тем, что их нарушение играет существенную 
роль в процессе канцерогенеза [6]. Аберрантное мети-
лирование ДНК, нарушения пространственной струк-
туры хроматина значительно способствуют процессам 
инициации опухолевого роста, инвазии и метастази-
рования опухоли, развитию резистентности опухоле-
вых клеток к химиотерапии. Эпигенетически модифи-
цированные сайты, ассоциированные с процессами 
злокачественной трансформации клетки и опухолевой 
прогрессии, могут быть потенциальными мишенями 
для профилактики и терапии злокачественных ново-
образований [7].

За последние два десятилетия существенный вклад 
был сделан в понимание механизмов эпигенетической 
регуляции транскрипции на уровне метилирования ДНК 
и модификации гистонов. Это позволило разработать 
ряд методик тестирования соединений на эпигенети-
ческую активность. Актуальность выявления эпигене-
тически активных ксенобиотиков обусловлена тем, что 
экспозиция организма к различным новым соедине-
ниям, синтезированным в медицинских целях или для 
выполнения специальных народно-хозяйственных за-
дач, может существенно изменить регулируемый эпи-

генетически профиль экспрессии генов, способствуя 
или препятствуя развитию патологических процессов 
и заболеваний [8]. В данном обзоре приводятся резуль-
таты анализа опубликованных данных по особенно-
стям функционирования системы эпигенетической 
регуляции на уровне метилирования ДНК и модифи-
кации гистонов, используемые при этом модельные 
системы, а также представлены методы анализа влия-
ния различных факторов окружающей среды, в том 
числе различных ксенобиотиков, на механизмы эпи-
генетической регуляции транскрипции.

эпигенетическая регуляция экспрессии генов  
путем метилирования ДНК
Метилирование ДНК – наследуемая эпигенетиче-

ская модификация, которая заключается в присоеди-
нении метильной группы к цитозину в позиции С-5. 
У млекопитающих метилирование ДНК, как правило, 
происходит в CpG-динуклеотидах (рис. 1). Области 
размером не менее 200 пар нуклеодидов (п. н.), обогащен-
ные CpG-динуклеотидами, называются CpG-остров-
ками (CpGi). Установлено, что CpGi связаны с 60–70 % 
промоторов генов и, как правило, неметилированы [9]. 
В дополнение к CpGi, ассоциированным с областью 
старта транскрипции, был идентифицирован дополни-
тельный класс гипометилированных элементов, функ-
ционирующих в качестве дистальных регуляторных 
элементов [10].

Биологическая функция метилирования ДНК за-
ключается в регуляции генов на уровне транскрипции, 
что играет ключевую роль в таких процессах, как ре-
прессия генов, геномный импринтинг, инактивация 
Х-хромосомы и подавление экспрессии повторяющих-
ся геномных элементов [11].

Метилирование ДНК регулируется семейством 
ферментов ДНК-метилтрансфераз (DNMTs), из кото-
рых DNMT1 метилирует ДНК во время репликации, 
DNMT3A и DNMT3B выполняют метилирование de novo, 
а DNMT3L, в свою очередь, отвечает за связывание 
перечисленных метилтрансфераз с донором метильной 
группы – S-аденозил-L-метионином. Существует 2 основ-
ных механизма эпигенетической регуляции транскрип-
ции посредством метилирования ДНК: прямой и опо-
средованный (рис. 2).

Прямой механизм действия основан на стериче-
ском препятствии метильных групп взаимодействию 
ДНК с транскрипционными факторами. В случае 

Conclusion. Modern data concerning the mechanisms of epigenetic regulation of gene expression, the usage of existing model systems and 
model organisms, as well as the application of various methodological approaches and techniques, allow extensive screening of xenobiotics 
(including drugs and compounds synthesized for national economic tasks) for epigenetic activity. The identification of epigenetically active 
compounds is important in terms of improving the prevention and treatment of a number of diseases and, in particular, malignant neoplasms.

Key words: DNA methylation, histone acetylation, model organisms, bisulfite conversion, sequencing, western blotting, restriction analysis

For citation: Maksimova V. P., Bugaeva P. E., Zhidkova E. M. et al. Modern approaches for the screening of epigenetically active xenobiotics. 
Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(3):8–27.
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Рис. 1. Метилирование ДНК: а – химическая модификация ДНК; б – схема метилирования ДНК в CpG-динуклеотидах; в – распределение мети-
лирования ДНК в хроматине
Fig. 1. DNA methylation: а – chemical modification of DNA; б – DNA methylation in CpG-dinucleotides; в – distribution of DNA methylation in chromatin

Рис. 2. Метилирование ДНК: механизмы регуляции транскрипции. TF – транскрипционный фактор; Pol – ДНК-зависимая РНК-полимераза
Fig. 2. DNA methylation: mechanisms of transcriptional regulation. TF – transcription factor; Pol – DNA-dependent RNA polymerase
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опосредованного механизма метилированные области 
взаимодействуют с метилсвязывающими белками (methyl- 
binding proteins, MBPs) MeCP-1 и MeCP-2, которые 
присоединяются к ДНК в сайте симметричной посад-
ки групп СН

3 
[12]. MeCP-1 стерически блокирует свя-

зывание ДНК с транскрипционным аппаратом, что ве-
дет к репрессии транскрипции [13]. MeCP-2, в свою 
очередь, рекрутирует гистоновые деацетилазы (histone 
deacetylases, HDACs) совместно с транскрипционными 
корепрессорами, что приводит к уплотнению струк-
туры хроматина и репрессии транскрипции [14].

эпигенетическая регуляция экспрессии генов  
путем модификации гистонов
Посттрансляционные модификации гистонов иг-

рают важную роль в регуляции клеточного цикла, эм-
бриогенезе и обеспечении геномной стабильности [15]. 
Среди наиболее распространенных модификаций ги-
стонов выделяют 7 типов: ацетилирование, метилиро-
вание, фосфорилирование, АДФ-рибозилирование, 
гликозилирование, сумоилирование и убиквитиниро-
вание [16]. Наибольший вклад в эпигенетическую ре-
гуляцию транскрипции вносят ацетилирование и мети-
лирование гистонов Н3 и Н4, которое происходит на 
N-концах гистонов в лизиновых и аргининовых ами-
нокислотных остатках [17].

Существует 2 основных механизма, обусловлива-
ющих действие гистоновых модификаций на функции 
хроматина. Первым является нарушение контактов 
между соседними нуклеосомами или между гистонами 
и ДНК из-за изменения заряда, например при ацети-
лировании лизинов гистонов. Благодаря отрицатель-
ному заряду ацетильных групп при данной модифика-
ции происходит ослабление сродства между гистоном 
и ДНК, в результате которого структура хроматина 
становится более открытой и доступной для транс-
крипции.

Второй механизм заключается в привлечении по-
средством гистоновых модификаций или их комби-
наций эффекторных белков, которые обеспечивают 
формирование специфических функциональных состо-
яний хроматина. Установлено, что хромоподобные 
домены (chromo, MBT, Tudor) специфически связыва-
ют метилированные лизины, тогда как ацетилирование 
специфически распознается бромодоменами и фосфо-
рилируется семейством белков 14-3-3 [18].

В механизме ацетилирования гистонов основную 
роль играют модифицирующие ферменты – гистоно-
вые ацетилтрансферазы (histone acetyltransferases, HATs) 
и гистоновые деацетилазы (HDACs). HATs отвечают 
за перенос ацетильной группы от ацетил-кофермента А 
к лизину, в результате чего происходит изменение об-
щего заряда гистона с положительного до нейтрального, 
что способствует активации транскрипции. У млеко-
питающих к ферментам этого семейства в первую оче-
редь относятся: CBP, P300, KAT2A, KAT2B, HAT1, 
KAT5, KAT7, KAT6B и др. Члены семейства ферментов 

HDACs осуществляют удаление ацетильных групп с ли-
зиновых остатков амино-конца гистонов, что приводит 
к восстановлению взаимодействия между ДНК и ги-
стонами, конденсации хроматина и репрессии транс-
крипции (рис. 3) [19]. Эти функции у млекопитающих 
выполняют 7 белков семейства сиртуинов (SIRT1–7) 
и 11 белков семейства HDAC (HDAC1–11).

Метилирование гистонов осуществляется гисто-
новыми метилтрансферазами (histone methyl transfer-
ases, HMTs). В качестве донора метильной группы, как 
и в случае с метилированием ДНК, выступает S-адено-
зил-L-метионин. Активация или репрессия транскрип-
ции происходит за счет изменения доступности ДНК 
для транскрипционных факторов в зависимости от то-
го, какой из аминокислотных остатков метилируется. 
При этом метилирование гистонов может приводить 
как к активации транскрипции генов, так и к ее инги-
бированию. Известно, что метилирование сайтов Н3К4, 
Н3К48, Н3К79 ассоциировано с активацией транс-
крипции и осуществляется следующими метилтранс-
феразами: KMT2A, KMT2B, KMT2C, KMT2D, SET-
D1A, SETD1B и др. В то же время к ингибированию 
транскрипции приводит метилирование сайтов Н3К9, 
Н3К27 и др. У млекопитающих последнее связано с ак-
тивностью метилтрасфераз SETDB1, SETD2, EHMT, 
KMT5A, EZH1, EZH2, SUV39H1 ASH1L и др. [9].

Модельные организмы для изучения механизмов 
эпигенетической регуляции транскрипции
Открытие эпигенетически наследуемых фенотипов 

произошло при изучении механизмов реализации ге-
нетической информации одновременно в нескольких 
исследованиях с использованием разных организмов. 
Наиболее популярными эпигенетическими моделями 
стали дрожжи Saccharomyces cerevisiae и Schizasaccha-
romyces pombe, гриб Neurospora crassa, нематода Caeno-
rhabditis elegans, фруктовая муха Drosophila melanogaster, 
рыба Danio rerio, африканская шпорцевая лягушка 
Xenopus laevis, растение Arabidopsis thaliana, мышь Mus 
musculus и крыса Rattus norvegicus [20]. Как уже было 
отмечено, все перечисленные организмы являются 
активно используемыми моделями для изучения гене-
тических процессов. Их геном, уровень организации, 
а также устройство хроматина, метаболизм и другие 
параметры тщательно изучены. В табл. 1 представлены 
особенности использования данных организмов для 
изучения системы эпигенетической регуляции транс-
крипции.

Большой вклад в понимание фундаментальных 
процессов эпигенетики внесли данные, полученные 
на представителях грибов S. cerevisiae, S. pombe и N. crassa. 
На этих грибах были изучены процессы формирования 
гетерохроматина, а также его роль в функционирова-
нии генома [21] и свойства ферментов, отвечающих 
за пространственную организацию хроматина [22]. 
Использование N. crassa и A. thaliana позволило полу-
чить информацию о различных ферментах системы 
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метилирования ДНК, а также изучить механизмы сим-
метричного (СpG) и асимметричного метилирования 
(СpNpG, CpHpH), влияющие на эпигенетический сай-
лен синг повторяющихся последовательностей, транс-
позонов и других областей гетерохроматина.

В последнее время для изучения метилирования 
ДНК стали активно использовать рыб D. rerio. Данная 
модель получила широкое распространение в иссле-
дованиях эмбрионального развития и для изучения 
функций генов позвоночных, поскольку гомология 
генов эмбрионального развития D. rerio и млекопита-
ющих составляет около 99 % [23, 24]. Также рыбы D. rerio 
могут использоваться для проведения тестов на эпи-
генетическую активность ксенобиотиков, поскольку 
их кожа обладает высокой проницаемостью для водо-
растворимых молекул. На модели D. rerio было пока-
зано, что воздействие токсичных компонентов окру-
жающей среды (бензпирен, метилртуть, диоксин) 
способно вызывать эпигенетически наследуемые из-
менения [25]. Кроме этого, на эмбрионах D. rerio было 

изучено влияние следующих ксенобиотиков на глобаль-
ное метилирование: бисфенол А, диэтилстильбестрол, 
17α-этинилэстрадиол, никель, кадмий, мышьяк, три-
бутилин, вальпроевая кислота, атразин, бензпирен 
и флузилазол [26].

В организмах, не использующих или использу-
ющих неактивно механизм метилирования ДНК, наи-
больший вклад в эпигенетическую регуляцию транскрип-
ции вносят модификации гистонов и некодирующие 
РНК. Такие свойства дрожжей S. сerevisiae и S. pombe, 
а также гриба N. crassa и насекомого D. melanogaster 
позволили исследовать действие гистоновых модифи-
каций на экспрессию транспозонов, импринтинг генов 
и механизм регуляции экспрессии генов, сцепленных 
с полом (так называемой дозовой компенсации). Кроме 
этого, на организме C. elegans было впервые показано, 
что эпигенетические изменения могут наследоваться [20].

Широкое применение в качестве модельного орга-
низма для изучения эпигенетической регуляции  получила 
лягушка X. laevis благодаря схожему с млекопитающими 

Рис. 3. Ацетилирование и метилирование гистонов: механизм активации и репрессии транскрипции
Fig. 3. Histone acetylation and methylation: mechanisms of transcriptional activation and repression

Транскрипционно-активный хроматин  /  
 Transcriptionally-active chromatin

Транскрипционно-неактивный конденсированный хроматин  /  
Transcriptionally-inactive chromatin

HMTs
SETDB1; SET2, -8; EZH1, -2; EHMT2; 

SUV39H1, -2; kMT5A; ASH1L
и др. / et al.

HDACs
SIRT1–7;  

HDAC1–1

HATs
CBP, P300, kAT2A, 
kAT2B, HAT1, kAT5

и др. / et al.

HMTs
kNT2A, -2B, -2C, -2D; 
SETD1A, -1B; DOT1L; 

PRMT1, -4, -5, -6
и др. / et al.
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процессу оогенеза. Особенностью данной модели яв-
ляется возможность проведения экспериментов как на 
целом организме, так и на культуре ооцитов, что позво-
ляет сравнивать эффекты in vivo и in vitro. В связи с этим 
X. laevis является одной из наиболее удобных моделей 
для изучения механизмов эпигенетической регуляции 
экспрессии генов [43, 44]. В ооциты X. laevis с помощью 
инъекций можно вводить ДНК, РНК и плазмидную 
ДНК, что позволяет варьировать уровень того или ино-
го гена (в том числе гена компонента системы эпиге-
нетической регуляции транскрипции) при изучении 
влияния факторов окружающей среды на функции 
генов и процесс сборки хроматина [52].

Для анализа токсического эффекта ксенобиотиков 
широко применяется модельный организм Daphnia sp. 
[53]. Потомство Daphnia, будучи генетическим клоном 
материнского организма, может приобретать разно-
образный фенотип в зависимости от воздействия внеш-
них раздражителей [20]. Такое свойство Daphnia по-
зволяет исследовать эпигенетические изменения при 
действии различных экологических факторов [53]. В ис-
следованиях на данной модели было показано, что 
5-азацитидин, винклозолин, генистеин и цинк сни-
жают глобальные или локализованные уровни мети-
лирования ДНК, при этом для 5-аза-2’-дезоксици-
тидина, биоханина А и кадмия не было показано 
эффектов на метилирование [41].

Молекулярные механизмы эпигенетической регу-
ляции экспрессии генов являются довольно консерва-
тивными. Однако сложность и особенности функцио-
нирования некоторых механизмов у высших организмов 
требуют применения более адекватных модельных 
систем. Так, для изучения механизмов инактивации 
Х-хромосомы необходимо использовать млекопитаю-
щих, в частности мышей (M. musculus) и крыс (R. nor-
vegicus) [54]. Для изучения системы эпигенетической 
регуляции экспрессии генов у млекопитающих часто 
используют трансгенных мышей с различными нока-
утированными генами или мышей с эктопической 
экспрессией некоторых генов [55]. На моделях грызу-
нов проводится большое число исследований влияния 
окружающей среды, включая химические вещества, 
радиацию или факторы образа жизни (алкоголь, пи-
тание или курение), на эпигенетическую систему ре-
гуляции транскрипции на различных этапах развития. 
Широкое применение в анализе эпигенетических из-
менений получили мышиные модели с мутантными 
аллелями Agouti Avy, CabpIAP и Axin1Fu [56]. У этих жи-
вотных имеется хорошо охарактеризованный локус, 
паттерн метилирования которого определяет измен-
чивость фенотипа. Также мыши с мутантными алле-
лями имеют четкий визуальный маркер (например, 
желтая шерсть у Agouti Avy), позволяющий детектиро-
вать эпигенетические изменения [57]. На моделях мы-
шей и крыс были выявлены эпигенетические измене-
ния, индуцированные действием алкоголя, кофеина 
и никотина. Кроме этого, были получены данные 

об эпигенетической активности таких ксенобиотиков, 
как бисфенол А, диэтилстильбестрол, перметрин, ди-
оксин, N, N’-диэтил-мета-толуамид, бензпирен, вин-
клозолин, ДДТ и фталаты [58].

Для выявления эпигенетически активных ксено-
биотиков наиболее удобными модельными система-
ми являются иммортализированные клеточные линии, 
об ладающие активной метаболической системой [59]. 
К преимуществам таких моделей относятся меньшие 
стоимость и временные затраты проведения экспери-
ментов, в отличие от моделей in vivo. В настоящее время 
для изучения гистоновых модификаций широко ис-
пользуются следующие клеточные линии: HeLa, HepG2, 
MCF-7, MDA-MB-231, HCT-116, HT-29, SK-Hep1, Hep3B 
и др. [60]. Для изучения конкретных механизмов 
действия ксенобиотиков, влияющих на модификацию 
гистонов, применяются клеточные линии с репрес-
сированными или активированными (в зависимости 
от направления действия ксенобиотика) генами фер-
ментов, осуществляющих модификации. При изуче-
нии эффектов ксенобиотиков на метилирование ДНК 
необходимо учитывать характер влияния соединения 
(способность индуцировать гипер- или гипермети-
лирование). Следующие клеточные линии имеют в со-
ставе ДНК наибольшее число метилированных цитози-
нов и являются наиболее чувствительными к дейст вию 
деметилирующих агентов: RXF-393, KG1a, HT-29, MDA-
MB-435. В дополнение, клеточные линии MDA-MB-231, 
KG1a и RAJI имеют в своем геноме более 60 % гиперме-
тилированных CpG-островков [61]. Для определения 
гиперметилирующего потенциала используют клетки 
с гипометилированным профилем генома: HepG2, SK-
Hep1, HeLa [62, 63]. В свою очередь, для анализа мети-
лирования траспозируемых элементов и специфичных 
локусов используют клеточные линии MDA-MB-468, 
SiHa, CaSki, HCT-116, SW-480, WI-38 VA-13 и др. [64–68]. 
На моделях in vitro был получен большой перечень данных 
о влиянии на эпигенетические механизмы таких ксено-
биотиков, как 2,3,7,8-тетрахлордибенз-пара-диоксин, 
генистеин, соединения никеля и кадмия [59, 69, 70].

Таким образом, в зависимости от цели исследова-
ния для анализа изменений в эпигенетической регу-
ляции транскрипции, вызванных внешними факторами, 
могут использоваться разные модельные организмы 
или системы in vitro. Стоит отметить, что в исследова-
ниях in vivo ключевыми критериями для выбора модели 
являются такие индивидуальные характеристики ор-
ганизмов, как видовая принадлежность, размер гено-
ма, длительность эмбриогенеза, время генерации, 
время полного жизненного цикла, а также активные 
у данных организмов механизмы эпигенетической ре-
гуляции транскрипции (см. табл. 1).

Методы изучения механизмов эпигенетической 
регуляции экспрессии генов
При выявлении эпигенетических эффектов ксе-

нобиотиков в первую очередь необходимо провести 
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интегральную оценку влияния соединений на эпиге-
нетическую регуляцию транскрипции. В настоящее 
время не известны подходы, позволяющие с помощью 
одного метода или теста получить данные об интег-
ральном влиянии соединения на систему эпигенети-
ческой регуляции транскрипции [5]. В связи с этим 
интегральную оценку эпигенетической активности 
ксенобиотиков получают, проводя комплексный ана-
лиз влияния ксенобиотиков с использованием методов 
оценки отдельных механизмов эпигенетической регу-
ляции. Наиболее удобными методами для выявления 
эпигенетически активных ксенобиотиков являются 
скрининговые тесты in vitro, способные качественно 
оценить эпигенетические изменения и обладающие 
высокой пропускной способностью [71]. С помощью 
таких тестов можно проанализировать более 30 соеди-
нений в одном эксперименте. Такие тесты существуют 
как для анализа уровня метилирования ДНК, так 
и для анализа гистоновых модификаций.

После исследования эпигенетической активности 
ксенобиотиков в скрининговых тестах для более глу-
бокого изучения механизмов их действия применяют 
более точные, высокочувствительные и надежные ко-
личественные методы анализа уровней метилирования 
ДНК и гистоновых модификаций в геноме. Для удоб-
ства изложения материала по существующим методам 
анализа системы эпигенетической регуляции, исполь-
зуемым при изучении эпигенетической активности 
ксенобиотиков, все методы будут приведены в соот-
ветствии с их направленностью на анализ определен-
ного механизма и принципом, используемым для выяв-
ления изменений. При этом будут отмечены сложность 
проведения анализа (временные затраты, необходи-
мость высокотехнологичного оборудования, опреде-
ляющих стоимость исследования) и чувствительность 
метода, что позволяет определить целесообразность 
его использования в скрининговых экспериментах 
или для детального изучения механизма действия ксе-
нобиотика.

Методы изучения метилирования ДНК
Основными подходами к изучению метилирования 

ДНК являются таргетный и интегральный анализы. 
В рамках таргетного анализа оценивают уровень ме-
тилирования определенной части генома – генов, про-
моторов генов и других специфических последова-
тельностей [72]. В свою очередь, при интегральном 
изучении проводится анализ маркерных последова-
тельностей транспозируемых генетических элементов 
или картирование метилома, которое позволяет срав-
нивать профили метилирования условно нормальных 
тканей и тканей с патологическими изменениями или 
тканей организмов, экспонированных к определен-
ному воздействию.

В настоящее время доступен широкий ряд методов 
для выявления 5-метилцитозина в последовательности 
ДНК. Выбор того или иного метода зависит от исход-

ного количества ДНК, размера исследуемой последо-
вательности, требуемого уровня чувствительности 
и пропускной способности метода, а также от доступ-
ности реагентов и оборудования [72]. Методы изучения 
метилирования ДНК по своей направленности можно 
разделить на несколько групп (рис. 4).

Анализ метилирования ДНК  
на основе рестрикции ДНК эндонуклеазами
Данная группа методов основана на использовании 

ДНК эндонуклеазами, обладающими разной чувстви-
тельностью к метилированным последовательностям 
CpG. Классическими представителями эндонуклеаз 
для изучения метилирования ДНК являются пары фер-
ментов HpaII–MspI (CCGG) и SmaI–XmaI (CCCGGG). 
Особенностью этих ферментов является то, что один 
из них (MspI, XmaI) не чувствителен к метилированию, 
а другой (HpaII, SmaI) расщепляет только неметили-
рованные последовательности [73]. После рестрикции 
анализ полученных фрагментов ДНК может быть про-
веден различными способами, которые представлены 
на рис. 5. Одним из главных недостатков методов на ос-
нове рестрикции ДНК является невозможность пол-
ногеномного анализа из-за ограниченного числа сай-
тов рестрикции [74].

Метилчувствительная полимеразная цепная реакция 
(ПЦР) (Methylation-Sensitive Restriction Enzymes-
Polymerase Chain Reaction, MSRE-PCR) – надежный 
и удобный метод для количественного определения 
метилирования ДНК отдельных последовательностей. 
При этом ферментативное расщепление осуществля-
ется, как правило, с помощью рестриктаз HpaII–MspI. 
После этого проводят ПЦР с праймерами к интересу-
ющей области ДНК. В результате амплификации фраг-
ментов ДНК, обработанных метилчувствительными 
рестриктазами, продукты образуются только в случае, 
если последовательность была метилирована. Анализ 
с использованием вышеупомянутых эндонуклеаз мо-
жет осуществляться двумя способами: проводят либо 
ПЦР в реальном времени, либо обычную ПЦР с по-
следующим электрофорезом в агарозном геле, после 
чего выполняют анализ полученных фрагментов и рас-
чет процента метилирования [73]. Метод обладает вы-
сокой аналитической чувствительностью и позволяет 
исследовать метилированные области в присутствии 
большого количества аллелей дикого типа.

Цифровой ферментативный анализ метилирования 
ДНК (Digital Restriction Enzyme Analysis of Methylation, 
DREAM) – метод, с помощью которого можно анали-
зировать порядка 50 000–100 000 CpG-сайтов по всему 
геному. Данный метод основан на расщеплении геном-
ной ДНК эндонуклеазами SmaI и XmaI с последующим 
высокопроизводительным секвенированием. После 
обработки геномной ДНК рестриктазами проводится 
стабилизация 3’-конца путем реакции полиаденили-
рования и затем лигирование последовательности 
со специфическими адаптерами [75]. Далее следуют 
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Изучение уровня метилирования ДНК  /  
 Study of DNA methylation level

Анализ последовательностей транспозируемых 
генетических элементов  /  Analysis of sequences  

of transposable genetic elements

Полногеномный анализ  /   
Whole genome analysis

Бисульфитная конверсия ДНК  /  
 Bisulfite DNA conversion

Анализ химического состава ДНК  /   
Analysis of DNA chemical composition

Бисульфитная конверсия + рестрикция  /   
Bisulfite conversion + restriction

Рестрикция ДНК эндонуклеазами  /  
 DNA restriction by endonucleases

Гибридизация ДНК с антителами, специфичными к 5-mC DNA /  
Hybridization with anti-5-mC antibodies

–  Метод бисульфитного секвени-
рования ограниченных наборов 
геномных локусов (RRBS)  /   
Reduced representation bisulfite 
sequencing (RRBS)

–  Комбинированный бисульфитный 
рестрикционный анализ (COBRA)  / 
  Combined bisulfite restriction analysis 
(COBRA)

–  Люминометрический анализ 
метилирования ДНК (LUMA) /  
 Luminometric methylation 
assay (LUMA)

–  Гибридизация на чипах 
(DMН)  /  DNA microchip 
hybridization (DMH)

Бисульфитное 
секвенирование 
(BS-seq)  / 
  Bisulfite sequencing 
(BS-seq)

–  Иммунопреципитация 
метилированной ДНК 
(MeDIP-seq, MeDIP-chip) /  
 Methylated DNA 
immunoprecipitation  
(MeDIP-seq, MeDIP-chip)

–  Метилчувствительный 
иммуноферментный анализ 
(MS-ELSA)  /  Methyl-sensitive 
ELISA (MS-ELSA)

–  Метилчувствительная 
полимеразная цепная 
реакция (MSRE-PCR)  / 
  Methyl-sensitive restriction 
enzymes – polymerase chain 
reaction (MSRE-PCR)

–  Цифровой ферментативный 
анализ метилирования ДНК 
(DREAM)  /  Digital restriction 
enzyme analysis  
of methylation (DREAM)

–  Бисульфитное 
секвенирование (BS-seq)  / 
  Bisulfite sequencing (BS-seq)

–  Метод однонуклеотидного 
удлинения праймера 
(MS-SNuPE)  /  Single-nucleotide 
primer extension (MS-SNuPE)

–  Мономолекулярное 
бисульфитное секвени-
рование (SMRT-BS)  /   
Single molecule bisulfite 
sequencing (SMRT-BS)

–  Высокочувствительное 
плавление (HRM)  /   
High resolution melt (HRM)

Иммунопреципитация 
метилированной ДНК 
(MeDIP-qPCR)  /  Methylated 
DNA immunoprecipitation 
(MeDIP-qPCR)

–  Высокоэффективная жидкостная 
хроматография с ультрафиолетовым 
детектированием (HPLC-UV)  /   
High-performance liquid 
chromatography with ultraviolet 
detection (HPLC-UV)

–  Высокоэффективная жидкостная 
хроматография, сопряженная 
с масс-спектрометрией (LCMS) / 
  High-performance liquid 
chromatography – mass spectrometry 
(LCMS)

Метилирование конкретных последовательностей  / 
  Methylation of specific sequences

Рис. 4. Типы методов изучения метилирования ДНК
Fig. 4. Types of techniques used to study DNA methylation

Интегральный уровень метилирования  /   
Integral methylation level
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стандартные процедуры создания библиотек и высо-
копроизводительное секвенирование. Доля метили-
рования ДНК в целевых сайтах CpG рассчитывается 
через отношение доли секвенированных областей, 
отвечающих метилированной последовательности, 
к общей доле секвенированных областей [76].

Люминометрический анализ метилирования ДНК 
(LUminometric Methylation Assay, LUMA) заключается 
в том, что геномную ДНК расщепляют двумя комбина-
циями эндонуклеаз: HpaII + EcoRI или MspI + EcoRI. 
Из-за различной специфичности рестриктаз HpaII 
и MspI к метилированию в результате реакции получа-
ются последовательности с «липкими» концами разной 
длины и состава. Степень расщепления ДНК анализи-
руют методом, основанным на четырехстадийной ре-
акции пиросеквенирования. В реакцию последователь-
но добавляются следующие нуклеотиды: 1) dATPαS; 
2) dGTP + dCTP; 3) dTTP; 4) dGTP + dGCP. При при-
соединении нуклеотидов к «липким» концам высво-
бождается неорганический пирофосфат (PPi), который 
с помощью АТФ-сульфурилазы превращается в АТФ, 
после чего происходит ферментативная реакция, в ре-
зультате которой испускается квант света. Значения 
пиков A и T (этапы пиросеквенирования 1 и 3) отра-
жают расщепление EcoRI и должны быть одинаковыми. 
Значение пика C + G, полученное в результате II ста-
дии пиросеквенирования, соответствует интенсивно-
сти расщепления ДНК эндонуклеазами HpaII или MspI. 
В качестве контроля рассматривают значение второго 
пика C + G, полученного на шаге 4, которое должно быть 
близким к нулю. Доля метилированной ДНК в анали-
зируемой последовательности определяется по соотноше-
нию значений пиков (HpaII / EcoRI) и (MspI / EcoRI) [77].

Анализ метилирования ДНК с помощью гибридизации 
на микрочипах. Гибридизация на чипах (Differential 
Methylation Hybridization, DMH) представляет собой 
высокопроизводительный анализ для скрининга 

метилирования ДНК. В рамках данного метода геном-
ная ДНК обрабатывается ультразвуком, после чего 
полученные фрагменты ДНК лигируются с линкером. 
Далее проводится ферментативное расщепление ли-
гированных последовательностей с помощью чувст-
вительных к метилированию рестриктаз (HpaII) и осу-
ществляется ПЦР с праймерами, комплементарными 
к линкерной последовательности, при этом происходит 
амплификация фрагментов ДНК, метилированных 
в сайтах рестрикции. Затем проводится маркировка 
амплифицированных последовательностей флуорес-
центными красителями (Cy3 и Cy5) и осуществляется 
гибридизация полученного продукта с микрочипом. 
Далее осуществляется анализ последовательности [78].

Методы анализа метилирования ДНК  
на основе бисульфитной конверсии
Бисульфитная конверсия – широко применяемый 

метод, который используется для анализа метилиро-
вания областей CpG [79]. Суть метода бисульфитной 
конверсии заключается в ковалентном преобразовании 
неметилированного цитозина в урацил, тогда как ме-
тилированные цитозины в составе CpG-сайтов оста-
ются неизменными. После конверсии цитозина в урацил 
проводят амплификацию ДНК с праймерами к инте-
ресующей последовательности. Далее для определения 
уровня метилирования ДНК полученный ПЦР-про-
дукт может быть проанализирован различными мето-
дами (рис. 6). Методы на основе бисульфитной кон-
версии обладают высокой эффективностью и могут 
быть использованы даже для анализа областей ДНК 
с небольшим количеством сайтов CpG [80].

Анализ метилирования ДНК с помощью бисульфит-
ного секвенирования. В рамках метода бисульфитного 
секвенирования (Bisulfite Sequencing, BS) последова-
тельность ДНК после конверсии и амплификации 
подвергается секвенированию. Для этого могут быть 

Рис. 5. Методы анализа метилирования ДНК на основе рестрикции
Fig. 5. Restriction methods of DNA methylation analysis

Геномная ДНК / Genomic DNA

Анализ продуктов рестрикции /  
Restriction product analysis

Расщепление рестрикционными эндонуклеазами / 
Cleavage by restriction endonucleases

Высокопроизводительное  
секвенирование / High-performance 

sequencing

Полимеразная цепная 
реакция / Polymerase 

chain reaction

Гибридизация 
на чипах / Microchip 

hybridization

Люминометрический  
анализ / Luminometric  

analysis
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использованы такие методы, как прямое секвениро-
вание по Сэнгеру, пиросеквенирование, а также раз-
личные типы секвенирования нового поколения и др. 
[80–82].

Одним из наиболее популярных методов бисуль-
фитного секвенирования является бисульфитное пи-
росеквенирование. Этот метод используют как для ана-
лиза метилирования ДНК отдельных локусов, так и для 
больших геномных последовательностей. Кроме этого, 
с помощью бисульфитного пиросеквенирования мож-
но провести количественный анализ метилирования 
в отдельной клетке. Важным отличием данного ме-
тода является использование пары праймеров, один 
из которых ковалентно связан с биотином. За счет 
сродства биотина к стрептавидину ПЦР-продукт закре-
пляется на подложке. Далее происходит отжиг прай мера 
и синтез новой цепи. В процессе включения каждого 
нуклеотида в цепь происходит высвобождение пиро-
фосфата, количество которого определяют с помощью 
АТФ-люминометрии [81]. По сравнению с секвени-
рованием по Сэнгеру пиросеквенирование отличается 
меньшей стоимостью и более высокой производитель-
ностью. Однако при секвенировании протяженных 

участков, состоящих из одного и того же нуклеотида, 
могут происходить ошибки в анализе последователь-
ности. Кроме этого, пиросеквенирование эффектив-
но лишь для анализа фрагментов ДНК размером 
150–200 п.н. Более удобным и высокоточным методом 
для полногеномного секвенирования при анализе ме-
тилирования ДНК является секвенирование нового 
поколения. Данный метод секвенирования обладает 
большей пропускной способностью, что позволяет 
значительно увеличить масштаб исследования [83].

Анализ метилирования ДНК с помощью высокочув-
ствительного плавления. Метод высокочувствительного 
плавления (Methylation-Sensitive High Resolution Melt-
ing, MS-HRM) проводят следующим образом: после 
бисульфитной конверсии и ПЦР с бисульфитсовме-
стимыми праймерами продукт амплификации подвер-
гают постепенному нагреванию от 50 °С до 95 °С. Из-
менение последовательности в ходе бисульфитной 
конверсии меняет нуклеотидный состав ДНК таким 
образом, что неметилированные CpG-области содержат 
в большей степени тимин, а метилированные – цито-
зин (см. рис. 6). Продукты ПЦР имеют разные профи-
ли плавления в зависимости от степени метилирования 

Рис. 6. Методы анализа метилирования ДНК на основе бисульфитной конверсии
Fig. 6. Bisulfite conversion methods of DNA methylation analysis
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исследуемого локуса. Количество двухцепочечных 
молекул в процессе плавления определяют по уровню 
флуоресценции ДНК-красителя, избирательно связы-
вающегося с дуплексами [84]. Анализ кривых плавле-
ния позволяет определить степень метилирования 
исследуемой области. Таким образом, метод HRM 
позволяет осуществить экономически эффективную, 
быструю и высокочувствительную оценку состояния 
метилирования определенного локуса.

Метод однонуклеотидного удлинения праймера, чув-
ствительный к метилированию (Methylation-Sensitive 
Single Nucleotide Primer Extension, MS-SNuPE) – это 
метод, с помощью которого можно быстро количест-
венно определить статус метилирования ДНК в опре-
деленных областях CpG. Главной особенностью дан-
ного метода является использование радиоактивно 
меченных нуклеотидов dCTP и dTTP, что позволяет 
получить количественные данные по уровню радио-
активности анализируемого образца. Долю ДНК, ме-
тилированной в анализируемом участке, определяют 
по соотношению С : Т [85]. С помощью MS-SNuPE 
можно анализировать статус метилирования сразу не-
скольких CpG-областей за счет использования не-
скольких пар праймеров.

Метод мономолекулярного бисульфитного секвени-
рования ДНК в реальном времени (Single Molecule Real-
Time Bisulfite Sequencing, SMRT-BS) сочетает бисуль-
фитную конверсию и секвенирование 3-го поколения, 
основанное на непрерывном прочтении последова-
тельности отдельных молекул ДНК [77]. Отсутствие 
этапа ПЦР позволяет ускорить полногеномный анализ. 
Для анализа метилирования определенных последо-
вательностей перед секвенированием необходимо осу-
ществить амплификацию области интереса. Преиму-
щества данного метода заключаются в возможности 
идентифицировать сайты метилирования ДНК в боль-
ших геномных последовательностях (до 20 кб), а также 
в его высокой пропускной способности и большой 
протяженности считывания, точности и эффективно-
сти. Стоит отметить, что также практикуется прямое 
определение уровня метилирования ДНК без этапа 
бисульфитной конверсии. Принцип данной разновид-
ности метода основан на разной кинетике присоеди-
нения нуклеотидов к модифицированным основаниям. 
С помощью данного метода можно детектировать все 
существующие модификации ДНК.

Анализ метилирования ДНК  
с помощью комбинации бисульфитной конверсии 
и рестрикционного анализа
Бисульфитная конверсия может быть использова-

на в комбинации с уже описанным рестрикционным 
методом.

Метод бисульфитного секвенирования ограниченных 
наборов геномных локусов (Reduced Representation Bisulfite 
Sequencing, RRBS) основан на использовании эндо-
нуклеаз, чувствительных к метилированным сайтам, 

и бисульфитной конверсии. После обработки геном-
ной ДНК эндонуклеазами выполняется очистка фраг-
ментов ДНК с помощью электрофореза в агарозном 
геле. Далее фрагмент лигируют с C-необогащенной 
олигонуклеотидной последовательностью (адаптером) 
и повторно проводят очистку ДНК с помощью элек-
трофореза, а затем применяют бисульфитную конвер-
сию [86]. После этого полученные последовательности 
ДНК амплифицируют с использованием праймеров, 
специфичных к областям адаптера, и выполняют сек-
венирование ПЦР-продуктов. При необходимости 
создания библиотеки метилированных последователь-
ностей большой области или целого генома можно 
клонировать амплифицированную последовательность 
[87]. Данный метод может быть использован для ис-
следования уровня метилирования ДНК любых обла-
стей генома, а также для создания библиотек метило-
ма различных организмов.

Комбинированный бисульфитный рестрикцион-
ный анализ (Combined Bisulphite Restriction Analysis, 
 COBRA) – универсальный метод, включающий би-
сульфитную конверсию, ПЦР и расщепление эндону-
клеазами. Данный метод является эффективным даже 
для небольших количеств ДНК. После стандартной 
бисульфитной конверсии и амплификации продукты 
ПЦР обрабатывают эндонуклеазами, активными в сай-
тах, содержащих цитозин. Так, фрагментация конвер-
тированной ДНК происходит в случае, если исходная 
последовательность была метилирована. Размер и ко-
личество полученных фрагментов определяют с помо-
щью электрофореза в агарозном геле и проводят расчет 
доли метилированной фракции ДНК [88].

Методы на основе гибридизации ДНК 
с антителами, специфичными к 5-mC
Иммунопреципитация метилированной ДНК (Meth-

ylated DNA Immunoprecipitation, MeDip) – крупномас-
штабный метод анализа метилирования ДНК, суть 
которого заключается в отделении метилированной 
фракции ДНК специфическими антителами к 5’-mC. 
Геномную ДНК фрагментируют (до 1000 кб), денатури-
руют и инкубируют с антителами к 5’-mC, после чего 
проводят иммунопреципитацию, в процессе которой 
ДНК, связанная с антителами, конъюгируется с вто-
ричными антителами, фиксированными на магнитных 
частицах; несвязанная ДНК удаляется (рис. 7а). Затем 
антитела расщепляют ферментом, таким образом по-
лучая чистую фракцию ДНК, которую впоследствии 
анализируют с помощью таких высокопроизводительных 
методов, как гибридизация на микрочипах (MeDIP-chip) 
и секвенирование (MeDIP-seq) [89–92]. Более простым 
вариантом анализа является количественная ПЦР в ре-
альном времени (MeDIP-qPCR), с помощью которого 
можно оценить метилирование конкретных областей [82].

Метилчувствительный иммуноферментный анализ 
(Methyl-Sensitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 
MS-ELISA) – метод, основанный на взаимодействии 
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метилированной ДНК с антителами к 5-mC [93]. Прин-
цип метода представлен на рис. 7б. Данный метод по-
зволяет оценить интегральный уровень метилирования 
ДНК и подходит в большей степени для скрининга [72].

Методы на основе анализа состава ДНК
Высокоэффективная жидкостная хроматография 

с ультрафиолетовым (УФ) детектированием (ВЭЖХ-УФ, 
High-Performance Liquid Chromatography with UV–Vis 
detection, HPLC-UV) – распространенный метод для 
исследования уровня метилирования ДНК, суть кото-
рого заключается в гидролизе ДНК до нуклеозидов 
и нуклеотидов, с последующим разделением их ВЭЖХ 
и количественного анализа состава ДНК с помощью 
УФ-детектора [94]. Гидролиз ДНК выполняют либо 
ферментативно, либо с помощью кислот. Кислотный 
гидролиз – более простой метод, однако ферментатив-
ный гидролиз считается более щадящим для оснований 

ДНК [95]. При высокой эффективности анализа одним 
из основных недостатков данного метода является не-
обходимость большого количества ДНК (порядка 10 мкг) 
для проведения анализа [94].

Высокоэффективная жидкостная хроматография, 
сопряженная с масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС, Liquid 
Chromatography – Mass Spectrometry, LCMS) – альтер-
нативный ВЭЖХ-УФ высокочувствительный метод, 
используемый для исследования метилирования ДНК 
[72]. Этот метод также включает гидролиз ДНК до нук-
леозидов, после чего осуществляются жидкостная хро-
матография и масс-спектрометрический анализ соста-
ва исследуемой фракции ДНК [96]. Данный метод 
является точным и эффективным, однако требует до-
рогостоящего оборудования, что может стать препят-
ствием к его использованию.

Сравнительный анализ методов измерения уровня 
метилирования ДНК представлен в табл. 2.

Рис. 7. Методы анализа метилирования ДНК на основе гибридизации ДНК с антителами, специфичными к 5-mC: а – схема методов на основе 
иммунопреципитации метилированной ДНК; б – схема методов на основе метилчувствительного иммуноферментного анализа
Fig. 7. DNA methylation analysis methods based on DNA hybridization with anti-5-mC antibodies: а – methylated DNA immunoprecipitation methods; б – 
methyl-sensitive ELISA
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Методы изучения модификаций гистонов
Иммуноферментный анализ, чувствительный 
к посттрансляционным модификациям гистонов
Иммуноферментный анализ, чувствительный к по-

сттрансляционным модификациям гистонов (ELISA 
sensitive to histone post-translational modifications, PTMS-
ELISA), – метод, основанный на взаимодействии мо-
дифицированных гистонов со специфическими анти-
телами, интенсивность взаимодействия с которыми 
определяют с помощью ферментативной реакции [97].

Современной разновидностью иммунофермент-
ного анализа, чувствительного к модификациям ги-
стонов, является AlphaLISA. Основной принцип ме-
тода заключается в следующем: гистоновые белки 
взаимодействуют с биотинилированными антителами, 
специфичными к гистону интереса и акцепторными 
шариками, специфичными к интересующей модифи-
кации гистона. Затем биотиновые метки гибридизу-
ются со стрептавидиновыми (донорными) шариками. 
При лазерном облучении (680 нм) донорных шариков 
выделяются короткоживущие молекулы синглетного 
кислорода, которые взаимодействуют с акцепторными 
шариками, находящимися в непосредственной близо-
сти, при этом испускается усиленный хемилюминес-
центный сигнал, детектируемый при 615 нм [71].

Анализ модификаций гистонов с помощью метода 
вестерн-блоттинга
Метод вестерн-блоттинга основан на комбинации 

гель-электрофореза и иммунохимической реакции. 
Как правило, для изучения гистоновых модификаций 
используют ядерную, хроматинсодержащую или ги-
стоновую фракции, выделенные из клеток. С помощью 
антител к различным посттрансляционным моди-
фикациям (H3acK9, H3acK27, H4acK12, H3K9me3, 
H4K20me3 и т. д.) можно исследовать уровень любой 
интересующей модификации [98]. Стоит отметить, что 
в ходе манипуляций с белковыми фракциями проис-
ходит потеря нативной структуры гистонов, в связи 
с чем изучение конформационных свойств данным 
методом становится невозможным [99].

Обратно-фазовая высокоэффективная 
жидкостная хроматография
Обратно-фазовая высокоэффективная жидкост-

ная хроматография (ОФ-ВЭЖХ, Reversed-Phase High 
Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC) явля-
ется воспроизводимым и эффективным методом для 
исследования посттрансляционных модификаций ги-
стонов [100]. Для изучения посттрансляционных мо-
дификаций гистонов данным методом необходимо 
экстрагировать гистоны из клеток и лиофилизовать их. 
После этого лиофилизат растворяют в трифторуксус-
ной кислоте (ТФУ, ион-парный реагент) и проводят 
ОФ-ВЭЖХ с использованием подвижной фракции 
на основе воды и ацетонитрила [101]. К недостаткам 
метода относятся необходимость большого количест-

ва белков для анализа и снижение чувствительности 
метода при использовании ТФУ.

Обратно-фазовая высокоэффективная 
жидкостная хроматография  
с масс-спектрометрией
Обратно-фазовая жидкостная хроматография 

с масс-спектрометрией (ОФ-ВЭЖХ-МС, Reversed-
Phase Liquid Chromatography with Mass Spectrometry, 
RP-LCMS) – еще один метод анализа посттрансляци-
онных модификаций гистонов. Для анализа необхо-
димо использовать лиофилизованный препарат белков, 
который растворяют в разных соотношениях в мура-
вьиной и уксусной кислотах в качестве ион-парного 
агента [102]. Использование ТФУ также возможно, 
однако при этом возникают мешающие анализу аддук-
ты. После хроматографии анализируемый раствор по-
ступает в масс-спектрометр и затем проводится анализ 
белков. Данный метод обеспечивает структурную иден-
тичность отдельных компонентов смеси с высокой 
молекулярной специфичностью и чувствительностью 
выявления модификаций [103]. Единственным весо-
мым недостатком RP-LCMS является дороговизна 
оборудования.

Сравнительный анализ методов измерения уровня 
посттрансляционных модификаций гистонов пред-
ставлен в табл. 3.

Методы изучения ДНК-гистоновых взаимодействий. 
Одним из основных методов для изучения ДНК-ги-
стоновых взаимодействий является иммунопреципи-
тация хроматина (ChIP). Для фрагментации хромати-
на в зависимости от степени ассоциации гистонов 
с ДНК используют химические, ферментативные аген-
ты или ультразвук. Полученные фрагменты преципи-
тируют с помощью антител, специфичных к необходи-
мой модификации гистонов, после чего ДНК очищают 
от белков и анализируют ее последовательность [104]. 
Данный метод позволяет детально изучить влияние 
гистоновых модификаций на определенные гены или 
области ДНК.

Заключение
В настоящее время эпигенетические механизмы 

регуляции экспрессии генов рассматривают в роли 
связующего звена между окружающей средой и гено-
мом. В качестве экзогенных агентов, способных ока-
зывать влияние на основные компоненты системы 
эпигенетической регуляции транскрипции генов, мо-
гут выступать как различные компоненты питания 
и фармакологические препараты, так и экологические 
факторы. За последние десятилетия получен огромный 
объем данных по влиянию ксенобиотиков на эпиге-
нетическую регуляцию экспрессии генов. Помимо 
прочего, это обусловливается разнообразием модель-
ных организмов, позволяющих изучать влияние внешних 
факторов не на отдельные части, а на всю эпигенети-
ческую систему в целом. Для исследований влияния 
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лирование ДНК и модификации гистонов разработа-
на методологическая база. Широкий спектр современ-
ных методов на основе рестрикции, бисульфитной 
конверсии, иммунологических реакций, а также струк-
турного анализа, позволяет изучать эпигенетический 

Таблица 3. Сравнительный анализ методов измерения уровня посттрансляционных модификаций гистонов

Table 3. Comparative analysis of methods for measuring post-translational histone modification level
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Method name

Чувстви-
тельность 
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Специ-
фичность 
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Преимущество 
Advantage

Недостаток 
Disadvantage

Источник 
литературы 
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Высокая 

чувствительность 
High sensitivity

Зависимость от качества антител, 
невозможно исследовать 

конформационные свойства белка 
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Вестерн-блоттинг 
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статус как отдельных генов, так и крупных геномных 
областей при влиянии различных ксенобиотиков. 
В то же время благодаря развитию технологии сек-
венирования нового поколения стало возможным 
анализировать степень метилирования ДНК всего 
генома.
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Ассоциированные с полом и метаболическими нарушениями 
изменения в уровне матриксных металлопротеиназ 

в экзосомах при колоректальном раке

Н. В. Юнусова, Е. А. Замбалова, М. Р. Патышева, А. А. Димча, О. В. Черемисина,  
С. Г. Афанасьев, И. В. Кондакова

НИИ онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН»;  
Россия, 634009 Томск, Кооперативный переулок, 5

Контакты: Елена Анатольевна Замбалова etugutova@mail.ru

Цель исследования – оценить содержание матриксных металопротеиназ (ММР) ММР9 и ММР2, а также их индуктора 
EMMPRIN в циркулирующих экзосомах больных колоректальным раком (КРР) в связи с клиническо-морфологическими параме-
трами, а также с наличием метаболического синдрома для поиска перспективных экзосомальных маркеров, связанных с инвазией, 
метастазированием и метаболическими нарушениями.
Материалы и методы. В исследование были включены 40 больных КРР (T2–4N0–2M0–1) и 10 пациентов контрольной группы. 
Экзосомы плазмы крови выделены методом ультрафильтрации с ультрацентрифугированием. Уровни ММР9, ММР2, а также 
их индуктора EMMPRIN оценивали с помощью проточной цитометрии.
Результаты и заключение. Экспрессия ММР9 в образцах экзосом была значимо выше у больных КРР по сравнению с больными 
с колоректальными полипами. Доля ММР9-отрицательных образцов латексных частиц, содержащих экзосомы, и образцов с по-
ложительной экспрессией ММР9 / ММР2 / EMMPRIN, наоборот, была выше у пациентов с полипами по сравнению с больными 
КРР. Образцы латексных частиц, содержащих экзосомы, экспрессирующие ММР9 и отрицательные по 2 другим маркерам, пре-
обладали как у больных КРР, так и у пациентов контрольной группы. Не выявлено значимых различий в экспрессии ММР 
и EMMPRIN в образцах экзосом плазмы крови больных КРР в зависимости от возраста, стадии, степени дифференцировки и ло-
кализации опухолевого процесса. Выявлены гендерные различия в экспрессии ММР и EMMPRIN в образцах латексных частиц, 
содержащих экзосомы у больных КРР. Не обнаружено взаимосвязей экспрессии ММР и EMMPRIN в экзосомах и наличия мета-
болического синдрома, антропометрических параметров, уровней общего холестерина, холестерина липопротеинов низкой плот-
ности и липопротеинов высокой плотности. Однако выявлены связи экспрессии образцов латексных частиц, содержащих экзо-
сомы, экспрессирующих ММР9 и отрицательных по ММР2 и EMMPRIN (r = 0,51 и r = –0,56 соответственно; p <0,05), а также 
экспрессирующих ММР9 и EMMPRIN и отрицательных по ММР2 (r = –0,60 и r = 0,57 соответственно; p <0,05), с уровнями 
триглицеридов и глюкозы в сыворотке крови. Необходимы дальнейшие исследования по изучению характеристик экзосом, ассо-
циированных с метаболическими нарушениями, и возможности их использования в качестве диагностических, прогностических 
или предикторных маркеров.

Ключевые слова: экзосома, член семейства матриксных металлопротеиназ, ММР2, ММР9, колоректальный рак, метаболический 
синдром
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Changes of exosomal matrix metalloproteinases level in colorectal cancer associated with sex and metabolic disturbance

N. V. Yunusova, E. A. Zambalova, M. R. Patysheva, A. A. Dimcha, O. V. Cheremisina, S. G. Afanas’ev, I. V. Kondakova

Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences;  
5 Kooperativny Pereulok, Tomsk 634009, Russia

The objective is to evaluate the contents of matrix metalloproteinases (MMP) MMP9, MMP2, as well as their inducer EMMPRIN in circu-
lating exosomes of patients with colorectal cancer in relation with clinical and morphological parameters, as well as with the presence of met-
abolic syndrome to search for promising exosomal markers associated with invasion, metastasis and metabolic disorders.
Materials and methods. The study included 40 patients with colorectal cancer (T2–4N0–2M0–1) and 10 control patients. Exosomes 
of blood plasma were isolated by ultrafiltration with ultracentrifugation. The level of MMP9, MMP2 and their inducer EMMPRIN in exo-
somes was evaluated by flow cytometry.
Results and conclusion. The level of MMP9-positive exosomes was significantly higher in patients with colorectal cancer compared with patients with 
colorectal polyps. The proportion of MMP9-negative and triple positive MMP9 + / MMP2+ / EMMPRIN+ exosomes, on the contrary, was higher in 
patients with polyps compared with patients with colorectal cancer. Mixed subpopulation of MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN-exosomes 
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 prevailed both in patients with colorectal cancer and in control patients. There were no significant differences in the subpopulations of MMP 
and EMMPRIN in the exosomes of colorectal cancer patients depending on the age, stage, grade and localization. Gender differences 
in the occurrence of a triple-positive exosome subpopulation in colorectal cancer patients have been revealed. No relationship was found 
 between the expression of MMP and EMMPRIN in exosomes and the presence of the metabolic syndrome, anthropometric parameters, 
the level of total cholesterol, low density lipoprotein cholesterol, high density lipoprotein cholesterol. However, the relationships between 
MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN–, MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN– and the level of triglycerides and glucose in blood serum were re-
vealed. Further studies are needed to study the characteristics of exosomes associated with metabolic disorders and the possibility of their use 
as diag nostic, prognostic, or predictor biomarkers.

Key words: exosome, the member of matrix metalloproteinases family, ММP2, MMP9, colorectal cancer, metabolic syndrome

For citation: Yunusova N. V., Zambalova E. A., Patysheva M. R. et al. Changes of exosomal matrix metalloproteinases level in colorectal can-
cer associated with sex and metabolic disturbance. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(3):28–36.

Введение
Колоректальный рак (КРР) в настоящее время яв-

ляется одним из наиболее распространенных видов зло-
качественных новообразований и занимает 2–3-е место 
в структуре онкологической заболеваемости в России 
и большинстве развитых стран.

В настоящее время большое значение в процессах 
инвазии и метастазирования опухолей придают секре-
тируемым внеклеточным везикулам, которые представ-
лены экзосомами (30–100 нм) и микровезикулами 
(100–1000 нм). Они обнаружены во многих биологи-
ческих жидкостях, таких как плазма, сыворотка крови, 
моча, слюна, грудное молоко, спинномозговая жид-
кость, асцит [1]. Тетраспанины CD9, CD63, CD81 яв-
ляются экзосомальными биомаркерами и составляют 
около 12 % всех белков экзосом [2, 3]. Показано, что 
экзосомы несут различные протеазы, их активаторы 
и ингибиторы. В процессах опухолевой инвазии и мета-
стазирования наибольшее значение отводят тетраспа-
нинассоциированным протеазам, к которым относят, 
главным образом, ADAM10, ADAM17 и матриксные 
металопротеиназы (ММР) [3]. Секретируемые (ММР1, 
ММР2, ММР3, ММР7, ММР9, ММР10, ММР13) 
и мембраносвязанные (ММР14, ММР24, ММР25) 
ММР выявлены в экзосомах, однако наиболее изуче-
ны ММР2 и ММР9. Также в экстраклеточных везику-
лах выявлен индуктор ММР EMMPRIN (CD147), а так-
же ингибиторы ММР TIMP1, TIMP2 и TIMP3 [4]. 
Как незрелые, так и зрелые формы ММР2, ММР9, 
ММР 14, имеющие протеолитическую активность, выяв-
лены в экстраклеточных везикулах, в том числе и в эк-
зосомах, происходящих от опухолевых клеточных линий, 
включая клеточные линии КРР, а также нетрансфор-
мированных клеточных линий. Необходимо отметить, 
что зрелые формы ADAM-протеаз преимущественно 
находятся в экзосомах [5, 6]. Cубстратами для ММР 
являются коллаген 4-го типа, эластин, фибронектин 
и ламинин, а также белки клеточной поверхности – 
E-кадгерин, фибрин и интерлейкин 1. Таким обра-
зом, они модулируют взаимодействие клеток и вне-
клеточного матрикса [7]. Высокая внеклеточная 
активность ММР способствует росту опухоли, тка-
невой инвазии, ангиогенезу и метастазированию [8]. 
Перенос экзосомами ММР2, ММР3 и ММР9 увели-

чивает их содержание в отдаленных от первичной опу-
холи участках, в частности в лимфатических узлах и тка-
ни легкого [9].

Примерно у 55–60 % больных КРР возникает на 
фоне метаболического синдрома. В соответствии с на-
шими ранее опубликованными данными метаболиче-
ский синдром обнаружен примерно в 60 % случаев 
у больных КРР со стадиями II–III и менее распростра-
нен при метастатическом КРР [10, 11]. Показано, что 
экзосомы несут комплекс маркеров, связанных с ожи-
рением и резистентностью к инсулину, а экзосомы, 
cекретируемые адипоцитами, богаты ММР3 и способ-
ствуют метастазированию [12, 13]. В настоящее время 
свойства экзосом при КРР, связанные с ожирением 
или метаболическим синдромом, не описаны. Однако 
с учетом распространенности синдрома у больных 
с локализованными формами КРР представляется ак-
туальным поиск таких экзосомальных маркеров, ко-
торые, возможно, будут полезны для диагностики КРР. 
У трети пациентов с локализованными формами КРР 
в течение 3 лет возникают рецидивы или развиваются 
гематогенные метастазы в печень [6]. Поэтому важен 
поиск молекулярных предикторов гематогенного мета-
стазирования у пациентов с локализованным и местно-
распространенным КРР в целях персонализации адъ-
ювантной терапии.

Цель исследования – оценка уровня содержания 
ММР9, ММР2, а также их индуктора EMMPRIN в цир-
кулирующих экзосомах больных КРР и определение 
возможной ассоциации протеаз с клиническими и мор-
фологическими параметрами, а также с наличием ме-
таболического синдрома для поиска перспективных 
экзосомальных маркеров, связанных с инвазией, мета-
стазированием и метаболическими нарушениями.

Материалы и методы
Образцы крови пациентов группы контроля (n = 10; 

возраст 45,3 ± 4,1 года) и больных КРР (n = 40; возраст 
58,6 ± 1,6 года) с различными стадиями (T2–4N0–2M0–1) 
получены в НИИ онкологии ТНИМЦ (г. Томск). В конт-
рольную группу были включены 10 пациентов, обсле-
дованных в условиях поликлинического отделения 
НИИ онкологии ТНИМЦ, у которых при обследо-
вании, в том числе видеоколоноскопии, выявлены 
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колоректальные полипы, исключена злокачественная 
опухоль толстой и прямой кишки, а также другая он-
кологическая патология. Критериями исключения при 
формировании группы КРР явились первично-мно-
жественные формы КРР, стадия Ia (Т1N0M0), а также 
рак прямой кишки с поражением средне- и нижнеам-
пулярного отдела.

Все пациенты с КРР были разделены на 2 подгруп-
пы в зависимости от наличия метаболического син-
дрома: с метаболическим синдромом (n = 24) и без 
метаболического синдрома (n = 16). Критерием вклю-
чения в группу с метаболическим синдромом с учетом 
рекомендаций Международной федерации диабета 
(2005) было наличие абдоминального типа ожирения 
(окружность талии >94 см для мужчин и >80 см для 
женщин) в сочетании, по крайней мере, с 2 из 4 допол-
нительных критериев: повышение уровня триглице-
ридов в сыворотке крови >1,7 ммоль / л или лечение 
дислипидемии; снижение уровня холестерина (ХС) липо-
протеинов высокой плотности (ЛПВП) <1,03 ммоль / л 
для мужчин и <1,29 ммоль / л для женщин; высокое 
артериальное давление (систолическое >135 мм рт. ст. 
или диастолическое >85 мм рт. ст., или терапия арте-
риальной гипертонии); повышение уровня глюкозы 
крови натощак >5,6 ммоль / л или выявленный сахар-
ный диабет 2-го типа. Дополнительно у всех больных 
рассчитывали индекс массы тела по стандартной фор-
муле, соотношение талии и бедер (waist-hip ratio), от-
ражающее тип распределения жира. Уровень общего 
ХС определяли на биохимическом анализаторе. Кли-
нические и гистологические параметры пациентов 
представлены в табл. 1. Исследование было одобрено 
локальным комитетом по медицинской этике НИИ 
онкологии ТНИМЦ.

Выделение экзосом. Экзосомы плазмы крови вы-
деляли методом ультрафильтрации с ультрацентрифу-
гированием [5]. Выделенные экзосомы ресуспендиро-
вали в 350 мкл PBS. Аликвоты экзосом замораживали 
в жидком азоте и хранили при температуре –80 °С.

Электронная микроскопия экзосом и количественная 
оценка белка в экзосомах. Для негативного контрасти-
рования образцы экзосом сорбировали на медные сет-
ки с формваровой подложкой, стабилизованной угле-
родом, в течение 1 мин и 10 с и контрастировали 2 % 
раствором фосфорно-вольфрамовой кислоты. Сетки 
были изучены с использованием просвечивающего 
электронного микроскопа Jem 1400 (Jeol, Япония), 
изображения получены с помощью цифровой камеры 
Veleta (Olympus Corporation, Япония).

Для оценки концентрации белка в экзосомах ис-
пользовали набор количественного определения Na-
noOrange Protein (Molecular Probes, США) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Проточная цитометрия. Для выполнения проточной 
цитометрии 10 мкл (3 × 105 альдегид-сульфатных ла-
тексных частиц диаметром 4 мкм (4 %, A37304, Invitro-
gen)) отмывали дважды по 100 мкл 0,1 M MES-буфером 

(pH 5,5; 3000g, 15 мин) и ресуспендировали в 25 мкл 
MES-буфера. Затем к 12,5 мкл частиц вносили по 3 мкг 
моноклональных антител против CD9 (ab134375, Ab-
cam) при комнатной температуре в течение 14 ч 
при осторожном перемешивании. Аликвоты экзосом 
(около 30 мкг белка) инкубировали с комплексами 
антитело – латексные частицы в 100 мкл PBS при тем-
пературе 4 °С в течение 14 ч при осторожном пере-
мешивании. Реакцию блокировали 0,2 М глицином 
в течение 30 мин при 4 °С. Комплексы экзосомы – ан-
титело – латексные частицы дважды отмывали про-
мывочным буфером (PBS с добавлением 2 % бычьей 
сыворотки, деплетированной от экзосом), инкубиро-
вали с блокирующим иммуноглобулином G (BD Bio-
sciences, США) при комнатной температуре в тече-
ние 10 мин, отмывали, затем проводили инкубацию 
с FITC-конъюгированными антителами против тетрас-
панинов (CD63, 557288, BD Biosciences, США; CD81, 
551108, BD Biosciences, США, CD24, 555427, BD Bio-
sciences, США) при температуре 4 °C в течение 50 мин. 
Комплексы отмывали дважды промывочным буфером 
и исследовали образцы на цитометре Cytoflex (Becman 

Таблица 1. Клинические и гистологические параметры больных КРР

Table 1. Clinical and histological parameters of patients with CRC

Параметр 
Parameter

n %

Пол, n (%): 
Gender, n (%):

мужской 
male
женский 
female

19

21

47,5

52,5

Возраст, лет: 
Age, years:
≤59
>59

12
28

30
70

Стадия: 
Stage:

неметастатический КРР: 
non-metastatic CRC:
T2–4N0M0
T2–4N1–2M0
метастатический КРР 
metastatic CRC

18

17

5

45,0

42,5

12,5

Степень дифференцировки: 
Differentiation grade:

G
1
–G

2
G

3

35
5

87,5
12,5

Метаболический синдром: 
Metabolic syndrome:

есть 
present
нет 
absent

22

18

55

45

Примечание. КРР – колоректальный рак. 
Note. CRC – colorectal cancer.
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Coulter, США), данные анализировали с помощью 
программы CytExpert 2.0 Software. Медиана интенсив-
ности флуоресценции (MFI) экзосом была проанали-
зирована по сравнению с изотипическим контролем 
(BD Bioscience, США) и отрицательным контролем.

Анализ экспрессии ММР и EMMPRIN в образцах 
латексных частиц, содержащих экзосомы. Аликвоты 
экзосом (около 30 мкг белка) инкубировали с 3 × 105 
анти-CD9-латексными частицами в 150 мкл PBS 
при температуре 4 °С в течение ночи при осторожном 
перемешивании и блокировали в 0,2 М глицине в те-
чение 30 мин, затем окрашивали anti-EMMPRIN 
(CD147) – APC (5 мл на тест, MAB5047, Abnova, США), 
anti-MMP2-PE (0,3–0,5 мг на тест, ABIN6170380, An-
tibodies-online, Германия) и anti-MMP9-FITC (1 мг на 
тест, ABIN2482809Antibodies-online, Германия, США) 
в течение 20 мин при комнатной температуре. Проточ-
ная цитометрия выполнена на цитометре Cytoflex (Bec-
man Coulter, США). Данные анализировали с помощью 
программного обеспечения CytExpert 2.0.

Статистический анализ. Статистическая обработка 
данных проведена в программе Statistica 10.0. Данные 
проанализированы на соответствие выборки нор-
мальному распределению с использованием критерия 
Шапиро–Уилка. Все данные выражены как средние 
со стандартными ошибками. Достоверность различий 
была оценена с помощью U-критерия Манна–Уитни 
и критерия Краскела–Уоллиса. Различия считались 
достоверными при р ≤0,05. Рассчитывали коэффици-
ент корреляции Спирмена (r). При анализе учитывали 
только статистически значимые корреляционные свя-
зи (p <0,05).

Результаты
Характеристика экзосом плазмы. Экзосомальная 

природа выделенных везикул была подтверждена при 
трансмиссионной электронной микроскопии. В пре-
паратах, выделенных из плазмы крови контрольных 
пациентов и больных КРР, экзосомы визуализирова-
лись как четко структурированные частицы чашеобраз-
ной формы низкой электронной плотности с сохранной 
мембраной (рис. 1). В препаратах также присутствова-
ли частицы, не соответствующие экзосомам по мор-
фологии, их размер не превышал 100 нм. Выделенные 
экзосомы также охарактеризованы методом проточной 
цитометрии на наличие экзосомальных маркеров 
(CD24, CD9, CD81 и CD63). Сочетание конъюгиро-
ванных и неконъюгированных антител позволяет иден-
тифицировать различные субпопуляции экзосом (рис. 2). 
CD9 / CD24-субпопуляция экзосом преобладала как 
у больных с колоректальными полипами, так и во всех 
подгруппах больных КРР. MFI СD9 / CD24-популяции 
в образцах латексных частиц, содержащих экзосомы 
больных КРР II стадии, составила 5500 ± 600, больных 
КРР III стадии – 2400 ± 360 (p <0,05) (рис. 3). Кроме 
этого, MFI СD9 / CD24-популяции в образцах латекс-
ных частиц, содержащих экзосомы больных КРР III 

стадии, была статистически значимо выше, чем у боль-
ных метастатическим КРР: 2400 ± 360 и 4000 ± 490 
соответственно (см. рис. 3).

Анализ экспрессии ММР и EMMPRIN в образцах 
латексных частиц, содержащих экзосомы плазмы крови. 
Для анализа экспрессии ММР и EMMPRIN выполня-
ли проточную цитометрию с использованием латекс-
ных частиц, покрытых антителами к CD9. Стратегия 
гейтирования представлена на рис. 3. Поскольку на и-
более часто в экзосомах больных КРР и контрольных 
пациентов экспрессировалась ММР9, акцент в работе 
сделан на изучение образцов латексных частиц, содер-
жащих ММР9-положительные экзосомы (табл. 2). Вы-
явлено, что ММР9-положительные экзосомы чаще 
встречались в плазме крови больных КРР, однако 
образцы частиц, содержащих экзосомы, экспресси-
рующие как ММР9, так и ММР2 и EMMPRIN, чаще 
встречались у пациентов контрольной группы. У па-
циентов как с колоректальными полипами, так и с КРР 

Рис. 1. Общий вид препаратов экзосом, полученных из плазмы крови: 
а – здорового пациента; б – больного колоректальным раком. На 
вставках изображены экзосомы. Стрелки указывают на экзосомы, 
эллипсы – «не-везикулы». Размер шкалы соответствует 100 нм. Элек-
тронная микроскопия, отрицательное контрастирование фосфорно-
вольфрамовой кислотой
Fig. 1. General appearance of exosome samples retrieved from plasma: а – 
control patient; б – patient with colorectal cancer. Panels show exosomes. 
Arrows point at exosomes, ellipses at “non-vesicles”. Scale is 100 nm. Electron 
microscopy, negative contrast with phosphotungstic acid

а

б
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Рис. 2. Экспрессия CD63, CD81 и CD24 на CD9-положительных экзосомах плазмы крови здоровых лиц (а), больных колоректальным раком со II ста-
дией (б), больных колоректальным раком с III стадией (в) и больных метастатическим КРР (г). Изотипический контроль и отрицательный 
контроль (латексные частицы, покрытые антителами к CD9 c CD81 FITC-антителами) (д). Представлены средние значения медианы интен-
сивности флуоресценции (MFI)
Fig. 2. Expression of CD63, CD81 and CD24 on CD9-positive exosomes from plasma of control patients (а), patients with stage II colorectal cancer (б), patients 
with stage III colorectal cancer (в) and patients with metastatic colorectal cancer (г). Isotypic control and negative control (latex particles covered in antibodies 
against CD9 with CD81 FITC-antibodies) (д). Mean values of median fluorescence intensity (MFI) are presented
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доминировали образцы латексных частиц, содержащих 
экзосомы, экспрессирующие ММР9, но отрицатель-
ные по ММР2 и EMMPRIN (до 73 %). Выявлены ген-
дерные различия в экспрессии ММР9 и EMMPRIN 
у больных КРР. У женщин образцы латексных частиц, 
содержащих экзосомы с положительной экспрессией 
ММР и EMMPRIN, встречались чаще, чем у мужчин 
(0,38 ± 0,06 и 0,20 ± 0,05 % соответственно; p <0,05). 
Вообще, ММР9-положительные экзосомы у больных 
КРР также несколько чаще встречались у женщин, 
однако различия были недостоверными (табл. 3). 
Не выявлено значимых различий в экспрессии ММР 
и EMMPRIN в образцах экзосом плазмы крови боль-
ных КРР в зависимости от возраста, стадии, степени 
дифференцировки и локализации опухолевого процесса.

Связь ММР экзосом с метаболическим синдромом 
и метаболическими нарушениями у больных КРР. В дан-
ном исследовании заболеваемость метаболическим 
синдромом у больных КРР составляла 60 %. Уровни 
ММР и EMMPRIN в образцах латексных частиц, со-
держащих экзосомы, больных КРР был проанализи-
рован не только с наличием метаболического синдрома, 

но и с некоторыми антропометрическими параметра-
ми, а также с уровнем глюкозы и липидным спектром 
сыворотки крови (триглицериды, общий ХС, ХС ли-
попротеинов низкой плотности (ЛПНП), ХС ЛПВП). 
Не выявлено связей экспрессии ММР и EMMPRIN 
в экзосомах с наличием метаболического синдрома, 
антропометрическими параметрами, уровнями обще-
го ХС, ХС ЛПНП, ХС ЛПВП. Однако выявлены связи 
с уровнями триглицеридов и глюкозы в сыворотке 
крови. Графики рассеяния уровня экспрессии образцов 
латексных частиц, содержащих экзосомы плазмы 
крови ММР9+ / ММР2– / EMMPRIN– и ММР9+ / 
 ММР2– / EMMPRIN+, от уровня триглицеридов (r = 0,51 
и r = –0,56 соответственно; p <0,05) и от уровня глю-
козы плазмы крови (r = –0,60 и r = 0,57 соответствен-
но; p <0,05) представлены на рис. 4.

Обсуждение
Экспрессия ММР и EMMPRIN в экзосомах при КРР 

не зависела от стадии заболевания, поэтому малове-
роятно, что эти биомаркеры в экзосомах могут исполь-
зоваться в качестве прогностических цирку лирующих 

Рис. 3. Проточная цитометрия плазменных экзосом: а – прямое светорассеяние (FSC-A) и боковое светорассеяние (SSC-A) комплексов экзосом 
с альдегид-сульфатными латексными частицами; б – экспрессия матриксной металопротеиназы (ММР) ММР9 в образцах латексных частиц, 
содержащих экзосомы у контрольных пациентов; в – экспрессия ММР9 в образцах латексных частиц, содержащих экзосомы у больных колорек-
тальным раком; г, д – тройное мечение антителами против ММР9, ММР2 и EMMPRIN образцов частиц, содержащих экзосомы контрольных 
пациентов (г) и больных колоректальным раком (д)
Fig. 3. Flow cytometry of plasma exosomes: а – forward scatter (FSC-A) and side scatter (SSC-A) of exosome complexes with aldehyde sulphate latex 
particles; б – expression of matrix metalloprotease (MMP) MMP9 in samples of latex particles containing exosomes in control patients; в – expression of MMP9 
in samples of latex particles containing exosomes in patients with colorectal cancer; г, д – triple labeling with antibodies against MMP9, MMP2 and EMMPRIN 
of particles containing exosomes of control patients (г) and patients with colorectal cancer (д)

Все события  /  All events
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маркеров, полезных для оптимизации адъювантно-
го лечения. Однако уровни ММР9-положительных, 
ММР9-отрицательных и ММР9+ / ММР2+ / EMMPRIN+ 
экзосом у пациентов с колоректальными полипами 
и КРР статистически значимо различались. Таким 
образом, актуальным является дальнейшее изучение 
экзосом, экспрессирующих ММР и EMMPRIN, для 
диагностики КРР.

В настоящее время КРР рассматривается как зло-
качественное новообразование, в значительной сте-
пени связанное с метаболическим синдромом [14]. 
В нашем исследовании не выявлено связей экспрессий 
ММР и EMMPRIN в экзосомах с наличием метаболи-
ческого синдрома, антропометрическими параметра-
ми, уровнями общего ХС, ХС ЛПНП, ХС ЛПВП, 
но обнаружены связи с уровнем триглицеридов и глю-
козы в сыворотке крови. По-видимому, это связано 
с моногокомпонентностью метаболического синдрома. 
В настоящее время выделяют 3-, 4- и 5-компонентный 
метаболический синдром. Обсуждается вопрос о су-
ществовании нескольких патогенетических вариан-
тов метаболического синдрома [11]. По нашим дан-

Таблица 2. Экспрессия матриксных металопротеиназ (ММР) и их индуктора EMMPRIN в образцах латексных частиц, содержащих экзосомы 
у здоровых лиц и больных колоректальным раком, % (m ± M)

Table 2. Expression of matrix metalloproteases (MMP) and their inductor EMMPRIN in samples of latex particles containing exosomes in control patients 
and patients with colorectal cancer, % (m ± M)

Показатель 
Characteristic

Контрольная группа 
Control patients

Больные колоректальным раком 
Patients with colorectal cancer

p

MMP9+ 40,0 ± 8,12 60,9 ± 6,86 <0,05

MMP9 – 60,0 ± 7,13 39,1 ± 6,8 <0,05

MMP9+ / MMP2+ / EMMPRIN+ 0,57 ± 0,12 0,28 ± 0,05 <0,05

MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN – 72,7 ± 6,66 71,1 ± 2,44 >0,05

MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN+ 26,8 ± 4,00 28,6 ± 2,00 >0,05

MMP9+ / MMP2+ / EMMPRIN – 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 >0,05

Таблица 3. Гендерные различия в экспрессии матриксных металопротеиназ (ММР) и их индуктора EMMPRIN (%) в образцах латексных ча-
стиц, содержащих экзосомы, у здоровых лиц и больных колоректальным раком, % (m ± M)

Table 3. Gender differences in expression of matrix metalloproteases (MMP) and their inductor EMMPRIN (%) in samples of latex particles containing 
exosomes in control patients and patients with colorectal cancer,  % (m ± M)

Показатель 
Characteristic

Мужчины 
Males

Женщины 
Females

p

MMP9+ 46,8±7,43 64,6±8,00 >0,05

MMP9– 53,2 ± 7,15 34,4 ± 7,12 >0,05

MMP9+ / MMP2+ / EMMPRIN+ 0,20 ± 0,05 0,38 ± 0,06 <0,05

MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN– 72,7 ± 3,17 70,4 ± 3,90 >0,05

MMP9+ / MMP2– / EMMPRIN+ 27,1 ± 2,18 29,2 ± 2,00 >0,05

MMP9+ / MMP2+ / EMMPRIN– 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 >0,05

ным, 15 % больных КРР не имеют метаболического 
синдрома, но страдают от избыточной массы тела 
или ожирения без каких-либо других метаболических 
нарушений или в сочетании только с одним изме-
ненным метаболическим параметром. Таким обра-
зом, около 75 % больных КРР имеют метаболические 
нарушения.

Заключение
Уровень ММР9-положительных образцов экзосом 

был значимо выше у больных КРР по сравнению с боль-
ными с колоректальными полипами. Доля ММР9-от-
рицательных образцов латексных частиц, содержащих 
экзосомы, и образцов с положительной экспрессией 
ММР9, ММР2 и ЕMMPRIN, наоборот, была выше 
у больных с полипами по сравнению с больными КРР. 
Образцы латексных частиц, содержащих ММР9-по-
ложительные экзосомы и отрицательные по ММР2 
и ЕMMPRIN, преобладали как у больных КРР, так 
и в контрольной группе. Не выявлено значимых раз-
личий в экспрессии ММР и EMMPRIN в образцах 
латексных частиц, содержащих экзосомы плазмы 
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Рис. 4. Графики рассеяния. Зависимость экспрессии образцов латексных частиц, содержащих экзосомы ММР9+ / ММР2– / EMMPRIN– 
и ММР9+ / ММР2– / EMMPRIN+, от уровней триглицеридов (а, б) и глюкозы плазмы крови (в, г)
Fig. 4. Scatter plots. Dependence of expression of latex particle samples containing MMP9+MMP2–/EMMPRIN– and MMP9+MMP2–/EMMPRIN+ 
exosomes on plasma triglyceride (а, б) and glucose (в, г) levels
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крови больных КРР, в зависимости от возраста, стадии, 
степени дифференцировки и локализации опухолево-
го процесса. Не обнаружено взаимосвязей экспрессии 
ММР, EMMPRIN в экзосомах и наличия метаболиче-
ского синдрома, антропометрических параметров, 
уровней общего ХС, ХС ЛПНП, ХС ЛПВП. Выявлены 
корреляционные связи экзосом плазмы крови ММР9+ / 
 ММР2– / EMMPRIN– и ММР9+ / ММР2– /EMMPRIN+ 

с уровнями триглицеридов (r = 0,51 и r = –0,56 соот-
ветственно; p <0,05) и глюкозы плазмы крови (r = –0,60 
и r = 0,57 соответственно; p <0,05). Необходимы даль-
нейшие исследования по изучению характеристик 
экзосом, ассоциированных с метаболическими нару-
шениями, и возможности их использования в качест-
ве диагностических, прогностических или предиктор-
ных маркеров.
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прогностическая значимость экспрессии PD-L1 и оценка 
статуса микросателлитной нестабильности у пациентов 

с забрюшинными неорганными лейомиосаркомами

В. Е. Бугаев1, М. П. Никулин1, Н. И. Поспехова1, В. М. Сафронова1, Н. В. Кокосадзе1,  
Я. А. Божченко1, С. Н. Неред1, Л. Н. Любченко1, 2, И. С. Стилиди1

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

2ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский университет); Россия, 119991 Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2

Контакты: Владислав Евгеньевич Бугаев vladbugaev@mail.ru

Введение. Лейомиосаркома является одной из самых распространенных злокачественных опухолей мягких тканей. Радикальное 
хирургическое лечение с последующей адъювантной терапией остается наиболее эффективным методом. Иммунотерапия – 
перспективный метод противоопухолевого лечения, основанного на использовании антител, блокирующих лиганд PD-L1 (pro-
grammed death ligand 1) или рецептор PD-1 (programmed death 1). Уровень экспрессии PD-L1 в клетках опухоли и наличие микро-
сателлитной нестабильности (МSI) могут рассматриваться как прогностический и предиктивный маркер течения заболевания 
и эффективности иммунотерапевтического лечения.
Цель исследования – определить уровень экспрессии PD-L1 и статус МSI у пациентов с забрюшинными неорганными лейомио-
саркомами и оценить их влияние на общую и безрецидивную выживаемость.
Материалы и методы. В исследование были включены 57 пациентов с забрюшинными неорганными лейомиосаркомами, которым 
выполнялось хирургическое или комбинированное лечение. Проведен анализ клинических и морфологических показателей, изучены 
результаты хирургического лечения. Оценка экспрессии PD-L1 и МSI проводилась с использованием иммуногистохимического 
и молекулярно-генетического анализа.
Результаты. У 41 из 57 проанализированных пациентов была проведена оценка экспрессии PD-L1. В 10 (24 %) из 41 случая вы-
явлена положительная экспрессия (уровень экспрессии составил 3–50 %). У 1 (2,4 %) пациента первичная опухоль и метаста-
тический очаг имели низкий уровень МSI (MSI-low, MSI-L). Медиана наблюдения за больными составила 31 мес. У пациентов 
с положительной экспрессией PD-L1 по сравнению с больными с PD-L1-отрицательными опухолями выявлен более высокий индекс 
пролиферативной активности Ki-67 (58,8 и 47,8 % соответственно; р = 0,02), а также достоверно низкая медиана общей вы-
живаемости при опухолях II степени злокачественности (30 и 105 мес; p = 0,043). При лейомиосаркомах III степени злокачест-
венности отмечен тренд к снижению медианы общей выживаемости у больных с PD-L1-отрицательными опухолями (31,0 мес) 
по сравнению с пациентами с наличием экспрессии PD-L1 (61,2 мес) (р = 0,11).
Заключение. Частота экспрессии PD-L1 среди больных забрюшинными лейомиосаркомами в нашем наблюдении составила 24 % 
(10 / 41), статус MSI-L определен в 2,4 % (1 / 41) случаев. У больных с опухолью II степени злокачественности наличие экспрессии 
PD-L1 связано с достоверным снижением общей выживаемости. PD-L1 у больных забрюшинными лейомиосаркомами следует 
рассматривать как прогностический маркер и потенциальную терапевтическую мишень.

Ключевые слова: лейомиосаркома, экспрессия PD-L1, микросателлитная нестабильность

Для цитирования: Бугаев В. Е., Никулин М. П., Поспехова Н. И. и др. Прогностическая значимость экспрессии PD-L1 и оценка 
статуса микросателлитной нестабильности у пациентов с забрюшинными неорганными лейомиосаркомами. Успехи молекуляр-
ной онкологии 2019;6(3):37–48.

DOI: 10.17650/2313-805X-2019-6-3-37-48

Prognostic significance of PD-L1 expression and evaluation of microsatellite instability status in patients with 
retroperitoneal leiomyosarcomas

V. E. Bugaev1, M. P. Nikulin1, N. I. Pospekhova1, V. M. Safronova1, N. V. Kokosadze1,  
Ya. A. Bozhchenko1, S. N. Nered1, L. N. Lyubchenko1, 2, I. S. Stilidi1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 
2Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia; Build. 2, 8 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russia

Background. Leiomyosarcoma is one of the most common types of soft tissue sarcomas. Radical surgical resection with subsequent adjuvant 
chemotherapy remain the most effective treatment approach. Immunotherapy based on inhibition of PD-L1 (programmed death ligand 1) or its 
receptor PD1 (programmed death 1) is considered a promising treatment option. Level of PD-L1 expression in tumor cells and presence of mic-
rosatellite instability (МSI) could be considered prognostic and predictive markers of disease progression and effectiveness of immunotherapy.
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Введение
Лейомиосаркомы – группа опухолей мезенхималь-

ного происхождения с гладкомышечной дифференци-
ровкой, которые составляют почти 25 % общего числа 
мягкотканных сарком [1]. На протяжении нескольких 
десятилетий основу лекарственного лечения мягко-
тканных сарком составляет доксорубицин в возможной 
комбинации с ифосфамидом. Однако, несмотря на 
внедрение комбинированных методов терапии в кли-
ническую практику, результаты лечения остаются не-
удовлетворительными – медиана выживаемости боль-
ных местно-распространенной и метастатической 
лейомиосаркомой не превышает 12 мес [2]. В это же 
время в лекарственном лечении солидных опухолей 
большой успех связан с внедрением в клиническую 
практику иммунотерапии [3], которая принята к ис-
пользованию при опухолях различной локализации. 
Ингибиторы PD-1 (programmed death 1) и PD-L1 (pro-
grammed death ligand 1) предотвращают инактивацию 
Т-лимфоцитов, тем самым потенцируя противоопу-
холевый иммунный ответ [4].

Важным вопросом остается поиск биомаркеров, 
позволяющих спрогнозировать ответ на проведение 
иммунотерапии. Результаты ряда исследований пока-
зали, что наличие положительной экспрессии PD-L1 
связано с ослаблением противоопухолевого иммуни-
тета, а значит с худшим прогнозом [5]. При различных 
солидных опухолях, таких как меланома, немелкокле-
точный рак легкого, почечно-клеточный рак, прове-
дение анти-PD-1- и анти-PD-L1-терапии позволило 
значимо улучшить результаты лечения [6]. Результаты 
некоторых исследований показали возможность ис-
пользования экспрессии PD-L1 как предиктивного 
маркера эффективности лечения [6, 7].

Данные по частоте экспрессии PD-L1 и ее прогно-
стической значимости в мягкотканных саркомах не-
многочисленны, к тому же в исследования по этому 

вопросу были включены лишь единичные пациенты 
с лейомиосаркомой [8].

В настоящее время также известно, что микроса-
теллитная нестабильность (microsatellite instability, 
МSI) – независимый прогностический фактор, опре-
деляющий степень злокачественности новообразова-
ний различной локализации. Изучение применения 
ингибиторов PD-1 у больных колоректальным раком 
показало, что наличие высокого уровня МSI (МSI-high, 
MSI-H) ассоциировано с высоким уровнем экспрессии 
PD-1 / PD-L1, а также с продолжительным ответом 
на анти-PD-1-терапию [9]. Схожие результаты лечения 
были получены и при опухолях других локализаций 
[9, 10]. Это позволило рассматривать MSI-H-фенотип 
как универсальный биомаркер, предсказывающий по-
тенциальный клинический эффект вне зависимости 
от гистологической структуры опухоли [10–12].

Частота микросателлитно-нестабильных опухолей 
среди лейомиосарком и прогностическое значение 
статуса MSI также остаются практически неизученны-
ми, что определяет актуальность исследования.

Цель исследования – определить частоту экспрес-
сии PD-L1 и статус МSI у больных забрюшинными 
неорганными лейомиосаркомами и оценить их влия-
ние на общую и безрецидивную выживаемость.

Материалы и методы
Нами был проведен ретроспективный анализ резуль-

татов лечения пациентов с забрюшинными неорганными 
лейомиосаркомами, которым выполнялось хирургическое 
или комбинированное лечение в НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина в период с 2003 по 2018 г. Проведен ана-
лиз клинических показателей, морфологического исследо-
вания опухолей, изучены результаты хирургического ле-
чения. Выполнена оценка экспрессии PD-L1 в опухолевых 
клетках и / или иммунных клетках опухолевого микроок-
ружения с помощью иммуногистохимического анализа.

The study objective is to determine PD-L1 expression level and МSI status in patients with retroperitoneal leiomyosarcomas and evaluate 
their effect on overall and recurrence-free survival.
Materials and methods. The study included 57 patients with retroperitoneal leiomyosarcomas who underwent surgical or combination treat-
ment. Analysis of clinical and morphological characteristics was performed; results of surgical treatment were researched. Evaluation of PD-L1 
expression and MSI status was performed using immunohistochemical and molecular genetic analysis.
Results. PD-L1 expression and MSI status were evaluated in 41 patients of 57. In 10 (24 %) of 41 cases, positive PD-L1 expression was 
observed (expression level 3–50 %). In 1 (2.4 %) patient, the primary tumor and metastatic lesion had low MSI level (MSI-low, MSI-L). 
Median follow-up was 31 months. In patients with positive PD-L1 expression, higher Ki-67 proliferative index was observed compared to 
patients with PD-L1 negative tumors (58.8 and 47.8 % respectively; р = 0.02), as well as significantly lower median overall survival for 
grade II tumors (30 and 105 months; p = 0.043). In grade III leiomyosarcomas, a trend towards lower median overall survival in patients 
with PD-L1-negative tumors (31.0 months) compared to patients with PD-L1 expression (61.2 months) (р = 0.11) was observed.
Conclusion. Among patients with retroperitoneal leiomyosarcomas, positive expression of PD-L1 was observed in 24 % (10 / 41) of cases and 
MSI-low status was found in 2.4 % (1 / 41) of cases. In patients with grade 2 tumors, positive PD-L1 expression is associated with signifi-
cantly lower overall survival. PD-L1 expression in patients with retroperitoneal leiomyosarcomas could be considered a prognostic marker 
and a potential therapeutic target.

Key words: leiomyosarcoma, PD-L1 expression, microsatellite instability

For citation: Bugaev V. E., Nikulin M. P., Pospekhova N. I. Prognostic significance of PD-L1 expression and evaluation of MSI-status in 
patients with retroperitoneal leiomyosarcomas. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(3):37–48.
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Иммуногистохимический анализ проводили на па-
рафиновых срезах опухолевой ткани на автоматиче-
ском иммуногистостейнере BenchMark GX Ventana 
(Roche) с использованием антител Anti-PD-L1 (28–8) 
ab205921 в разведении 1:300. Положительной считалась 
экспрессия PD-L1 в более чем 1 % опухолевых и / или 
иммунных клеток. МSI определяли в образцах ДНК, 
выделенных из опухолевой ткани, полученных со сре-
зов парафиновых блоков под контролем патоморфо-
лога, методом полимеразной цепной реакции c исполь-
зованием панели из 5 мононуклеотидных маркеров 
(BAT25, BAT26, NR21, NR24, NR27), ассоциированных 
со структурно-функциональными нарушениями си-
стемы репарации неспаренных оснований ДНК, с по-
следующим проведением фрагментного анализа на плат-
форме Beckman Coulter GenomeLab GeXP.

На основании полученных данных опухоль класси-
фицировали по 3 фенотипам. При отсутствии нестабиль-
ности по всем маркерам опухоль относили к микросател-
литно-стабильному фенотипу (microsatellite stable, MSS). 
Проявление нестабильности по одному из маркеров рас-
сматривали как опухолевый фенотип с низким уровнем 
МSI (МSI-low, MSI-L). Наличие нестабильности по 2 
и более из исследуемых маркеров оценивали как высоко 
генетически нестабильный фенотип опухоли (MSI-H).

Статистический анализ проводили с помощью 
 пакета статистических программ IBM SPSS Statistics 

(выпуск 22.0) (IBM, США). При анализе отдаленных 
результатов безрецидивной выживаемостью считали 
период от оперативного вмешательства до появления 
признаков рецидива опухоли, последнего наблюдения 
или смерти по причине, не связанной с основным за-
болеванием; общей выживаемостью – период от опе-
ративного вмешательства до смерти по любой причине. 
Анализ выживаемости выполняли по методу Капла-
на–Майера с использованием log-rank-теста. Стати-
стически значимым считали результат при р <0,05.

Результаты
В исследование были включены 57 пациентов: 

46 (81 %) женщин, 11 (19 %) мужчин. Медиана воз раста 
составила 54 года (22–86 лет). Распределение больных 
по степени злокачественности опухоли было следую-
щим: G

1
 – 2 (3,5 %), G

2 
 – 23 (40,4 %), G

3
 – 32 (56,1 %). 

Хирургическое вмешательство выполняли в объеме 
удаления первичной опухоли у 40 (70,2 %) больных, 
рецидивной опухоли – у 15 (26,3 %), метастатических 
очагов – у 2 (3,5 %).

Экспрессия PD-L1. Оценка экспрессии PD-L1 
выполнена у 41 пациента. Микроскопическая кар-
тина при оценке степени экспрессии PD-L1 представ-
лени на рис. 1. На основании PD-L1-статуса больные 
были разделены на 2 группы: с отрицательной (PD-L1 
<1 % клеток) и положительной (PD-L1 ≥1 % клеток) 

Рис. 1. Микроскопическая картина при оценке степени экспрессии PD-L1: а – экспрессия PD-L1 в клетках опухоли и иммунных клетках 0 %; б – 
экспрессия PD-L1 в клетках опухоли 15 %; интенсивность окраски 0–1; иммунные клетки до 3 %; в – экспрессия PD-L1 в клетках опухоли 30 %; 
интенсивность окраски 1+; иммунные клетки 0 %; г – экспрессия PD-L1 в клетках опухоли 50 %; интенсивность окраски 1+; иммунные клетки 
примерно 1 %
Fig. 1. Microscopic image during evaluation of PD-L1 expression level: а – PD-L1 expression in tumor and immune cells is 0 %; б – PD-L1 expression in 
tumor cells is 15 %; staining intensity is 0–1; immune cells are up to 3 %; в – PD-L1 expression in tumor cells is 30 %; staining intensity is 1+; immune cells 
are 0 %; г – PD-L1 expression in tumor cells is 50 %; staining intensity is 1+; immune cells are approximately 1 %
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экспрессией PD-L1 для оценки ее клинической значи-
мости. Клинико-морфологические характеристики 
проанализированных пациентов суммированы в табл. 1. 
У 10 (24 %) из 41 обследованного пациента определен 
PD-L1-положительный статус (3–50 % клеток). В 7 слу-
чаях экспрессия определялась в 3–15 % клеток, в 2 слу-
чаях – в 30 % и в 1 случае – в 50 %.

Пациенты были сопоставимы по клинико-морфо-
логическим характеристикам за исключением индекса 

пролиферации Ki-67, который был достоверно выше 
у больных с положительной экспрессией PD-L1. Ме-
диана наблюдения за больными составила 31 мес. В об-
щей когорте больных после хирургического лечения 
независимо от степени злокачественности опухоли 
и типа оперативного вмешательства медиана безреци-
дивной выживаемости у больных с PD-L1-отрица-
тельными опухолями составила 18 мес против 19 мес 
для PD-L1-положительных опухолей (р = 0,802) (рис. 2а), 
медиана общей выживаемости – 78 и 60 мес для паци-
ентов с PD-L1-отрицательными и PD-L1-положитель-
ными опухолями соответственно (р = 0,62) (рис. 2б).

Медиана безрецидивной выживаемости среди боль-
ных с опухолями II степени злокачественности при 
отсутствии или наличии экспрессии PD-L1 составила 
27,6 и 17,5 мес соответственно, однако различия не бы-
ли статистически значимыми (р = 0,88). Медиана об-
щей выживаемости среди больных с положительной 
экспрессией PD-L1 была достоверно ниже и состави-
ла 30 мес по сравнению со 105 мес среди пациентов, 
у которых экспрессия PD-L1 отсутствовала (p = 0,043) 
(табл. 2, рис. 3).

У пациентов с опухолью III степени злокачествен-
ности медиана безрецидивной выживаемости соста-
вила 15,8 мес при отсутствии экспрессии PD-L1 и 19,5 
мес при положительном PD-L1-статусе (р = 0,47). Ме-
диана общей выживаемости – 31 и 61,2 мес соответст-
венно (р = 0,11) (см. табл. 2, рис. 4).

Статус МSI. Оценка статуса МSI проведена у 41 
больного. В большинстве случаев (97,6 % (40 / 41)) 
лейомиосаркомы были представлены опухолями 
со стабильной системой репарации (MSS) (рис. 5а). 
В 1 (2,4 %) случае из 41 первичная опухоль и метаста-
тический очаг были нестабильными по маркеру NR21, 
что позволило определить их статус МSI как низкий 

Рис. 2. Безрецидивная (а) и общая (б) и выживаемость больных после хирургического лечения в зависимости от экспрессии PD-L1
Fig. 2. Recurrence-free (а) and overall (б) survival of patients after surgical treatment depending in PD-L1 expression

Таблица 1. Клинико-морфологические характеристики исследуемой 
когорты больных

Table 1. Clinical and morphological characteristics of the studied patient cohort

Характеристика 
Characteristic

PD-L1 <1 % 
(n = 31) 

PD-L1 ≥1 % 
(n = 10) р

Медиана возраста, лет 
Median age, years

54 61 0,57

Пол, n (%): 
Gender, n (%):

мужской 
male
женский 
female

6 (20)

25 (80) 

3 (30)

7 (70) 

0,66

0,52

Степень злокачествен-
ности опухоли (grade), 
n (%): 
Malignancy grade, n (%):

G
1

G
2

G
3

2 (6)
12 (39)
17 (55) 

0
4 (40)
6 (60) 

0,71
0,43
0,65

Индекс пролиферации 
Ki-67 (медиана), % 
Ki-67 proliferation index 
(median),  %

47,8 58,8 0,02
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Рис. 3. Безрецидивная (а) и общая (б) выживаемость больных с опухолями II степени злокачественности в зависимости от наличия экспрессии PD-L1
Fig. 3. Recurrence-free (а) and overall (б) survival of patients with grade II tumors depending on the presence of PD-L1 expression

Рис. 4. Безрецидивная (а) и общая (б) выживаемость больных с опухолями III степени злокачественности в зависимости от наличия экспрессии PD-L1
Fig. 4. Recurrence-free (а) and overall (б) survival of patients with grade III tumors depending on the presence of PD-L1 expression

Таблица 2. Показатели общей и безрецидивной выживаемости у больных лейомиосаркомой II и III степени злокачественности в зависимости 
от наличия экспрессии PD-L1

Table 2. Overall and recurrence-free survival in patients with grade II and III leiomyosarcomas depending on the presence of PD-L1 expression

Степень злокачествен-
ности опухоли (grade) 

Malignancy grade

Экспрессия 
PD-L1, % 

PD-L1 expression, %
n

Медиана безрецидивной 
выживаемости, мес 
Median recurrence-free 

survival, months

p

Медиана общей 
выживаемости, мес 
Median overall survival, 

months

p

G
1

<1 2 115,0

G
2

<1 12 27,6
0,88

105
0,043

≥1 4 17,5 30

G
3

<1 17 15,8
0,47

31
0,11

≥1 6 19,5 61.2

Всего 
Total

<1 31 18,0
0,802

78
0,62

≥1 10 19,0 60
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(MSI-L) (рис. 5б). При этом у данной пациентки от-
мечен различный уровень содержания клеток, экспрес-
сирующих PD-L1 в первичной опухоли (0 %) и метаста-
тическом очаге (15 %). Изначально данная пациентка 
была прооперирована по поводу лейомиосаркомы G

3
 

размером 25 см; адъювантная терапия не проводилась. 
Безрецидивный период составил 19 мес, после чего 
было отмечено прогрессирование в виде появления 
2 метастатических очагов в печени, неоднократно под-
вергнутых сеансам радиочастотной аблации. Через 
38 мес после первичной операции пациентка была 
прооперирована по поводу метастатического очага 

в подкожной жировой клетчатке, на материале кото-
рого и было проведено иммуногистохимическое и мо-
лекулярно-генетические исследования. Через 60 мес 
пациентка скончалась от прогрессирования заболе-
вания.

Общая и безрецидивная выживаемость после удаления 
первичной опухоли. Вне зависимости от PD-L1-статуса 
и степени злокачественности опухоли, медиана общей 
выживаемости в группе больных, прооперированных 
по поводу первичной опухоли, составила 101 мес по 
сравнению с 22 мес в группе больных, прооперирован-
ных по поводу рецидивной опухоли (р = 0,094) (табл. 3, 

Рис. 5. Результаты фрагментного анализа с использованием маркеров NR27, NR21, NR24, BAT25, BAT26: а – пример микросателлитно-ста-
бильной опухоли (MSS); б – пример опухоли c микросателлитной нестабильностью низкого уровня (MSI-L). Маркер NR21 имеет 2 фрагмента 
разной длины
Fig. 5. Results of fragment analysis using NR27, NR21, NR24, BAT25, BAT26 markers: а – example of microsatellite stable tumor (MSS); б – example of a 
tumor with low microsatellite instability (MSI-L). NR21 marker has 2 fragments of different lengths
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Рис. 7. Общая выживаемость в зависимости от характера удаляемой 
опухоли у больных лейомиосаркомой II (а) и III (б) степеней злокаче-
ственности
Fig. 7. Overall survival depending on the type of resected tumor in patients 
with grade II (а) and III (б) leiomyosarcomas

рис. 6). В основном эти различия были обусловлены 
статистически достоверной разницей в общей выжи-
ваемости в подгруппе больных с низкодифференци-
рованными опухолями G

3
 (p <0,001). Среди пациентов 

с опухолью II степени злокачественности медиана 
общей выживаемости после операции по поводу 

Таблица 3. Медиана общей выживаемости у больных лейомиосарко-
мой различной степени злокачественности в зависимости от харак-
тера удаляемой опухоли

Table 3. Median overall survival in patients with leiomyosarcoma of various 
grades depending on the type of resected tumor

Степень 
злокачествен-
ности опухоли 

(grade) 
Malignancy grade

Тип опухоли 
Tumor type

Медиана общей 
выживаемости, 

мес 
Median overall 

survival, months

p

G
1

Первичная 
Primary

115

G
2

Первичная 
Primary

83,5

0,88
Рецидив 
Recurrent

76,9

G
3

Первичная 
Primary

100,4

<0,001
Рецидив 
Recurrent

16,3

Всего 
Total

Первичная 
Primary

101

0,09
Рецидив 
Recurrent

22

Рис. 6. Общая выживаемость в зависимости от характера удаляемой 
опухоли (первичная/рецидивная/метастатическая)
Fig. 6. Overall survival depending in the type of resected tumor (primary/
recurrent/metastatic)

первичной или рецидивной опухоли составила 83,5 
и 76,8 мес соответственно (р = 0,879) (рис. 7). Двое 
больных были прооперированы по поводу метастазов 
лейомиосаркомы.

Вне зависимости от степени злокачественности 
опухоли, медиана безрецидивной выживаемости после 
первичной операции при положительной экспрессии 
PD-L1 составила 19,6 мес по сравнению с 29,9 мес у па-
циентов с отсутствием экспрессии PD-L1 (рис. 8), од-
нако различия не были статистически значимы (р = 
0,796).

Медиана общей выживаемости не зависела досто-
верно от наличия экспрессии PD-L1 у больных с опу-
холью II и III степеней злокачественности: при опу-
холях G

2
 – 80,0 и 32,5 мес при отсутствии или наличии 

экспрессии PD-L1 (р = 0,103), при опухолях G
3
 – 70 

и 61,2 мес соответственно (p = 0,311) (табл. 4, рис. 9).
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Таблица 4. Медиана общей выживаемости после первичной операции 
в зависимости от степени злокачественности опухоли и наличия 
экспрессии PD-L1

Table 4. Median overall survival after primary surgery depending on the 
tumor grade and presence of PD-L1 expression

Степень злокаче-
ственности 

опухоли (grade) 
Malignancy grade

Экспрессия 
PD-L1, % 

PD-L1  
expression, %

Медиана общей 
выживаемости, 

мес 
Median overall 

survival, months

р

G
2

<1 80,0
0,103

≥1 32,5

G
3

<1 70,0
0,311

≥1 61,2

Обсуждение
PD-1 и его лиганд PD-L1 играют важную роль в ан-

тиген-специфическом Т-клеточном ответе, опосреду-
ющем противоопухолевый иммунный ответ. В последнее 
время у больных с опухолями различной локализации 
активно изучается экспрессия этих белков. Крайне 
актуальным остается определение их прогностической 
значимости в определении прогноза заболевания и воз-
можного ответа на терапию ингибиторами контроль-
ных точек [9, 13].

В целом полученные нами данные по частоте экс-
прессии PD-L1 сопоставимы с описанными в литера-
туре. По данным M. Kostine и соавт., изучивших 106 об-
разцов лейомиосарком, в том числе лейомиом, ча стота 
экспрессии PD-L1 в лейомиосаркомах составляет 30 % 
[14]. Обращало на себя внимание, что в основном это 

Рис. 8. Безрецидивная выживаемость после операции по поводу пер-
вичной опухоли в зависимости от наличия экспрессии PD-L1
Fig. 8. Recurrence-free survival after surgery for primary tumor depending 
on the presence of PD-L1 expression

Рис. 9. Общая выживаемость после операции по поводу первичной опу-
холи в зависимости от степени злокачественности опухоли и наличия 
экспрессии PD-L1: а – II степень злокачественности; б – III степень 
злокачественности
Fig. 9. Overall survival after surgery for primary tumor depending on the 
tumor grade and presence of PD-L1 expression: а – grade II; б – grade III

были опухоли II и III степеней злокачественности, 
в то время как из всех PD-L1-положительных опухолей 
только в 1 случае была опухоль I степени злокачест-
венности (p = 0,005). Тем не менее значимого влияния 
на показатели выживаемости в этом исследовании 
не выявлено, в то время как при эпителиальных опу-
холях обнаружена достоверная связь положительной 
экспрессии PD-L1 с плохим прогнозом выживаемости 
[6]. S. Paydas и соавт. проводили исследование по оцен-
ке экспрессии PD-1 и PD-L1 среди 65 больных с раз-
личными вариантами мягкотканных сарком, в том 
числе у 9 больных лейомиосаркомой различной лока-
лизации [8]. Только у 1 больного была выявлена 
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положительная экспрессия PD-L1 (≥1 % клеток) в опу-
холи и опухолевом микроокружении. Суммарно среди 
пациентов с мягкотканными саркомами частота экс-
прессии PD-1 в опухоли и опухолевом микроокруже-
нии составляла 17 и 12 % соответственно, а PD-L1 – 29 
и 30 % соответственно. Детальное распределение пред-
ставлено в табл. 5.

Таблица 5. Частота экспрессии PD-1 и PD-L1 в мягкотканных 
саркомах (по данным S. Paydas и соавт.)

Table 5. PD-1 and PD-L1 expression frequency in soft-tissue sarcomas 
(per S. Paydas et al.)

Гистологиче-
ский вариант 

опухоли 
Histological type 

of tumor

n

Положительная экспрессия 
PD-L1, n (%) 

Positive PD-L1 expression, n (%) 

в опухоли 
in tumor

в микроокружении 
in microenvironment

Липосаркома 
Liposarcoma

6 1 (16,7) 2 (33,3) 

Лейомиосар-
кома 
Leiomyosarcoma

9 1 (11,1) 1 (11,1) 

Остеосаркома 
Osteosarcoma

10 3 (30,0) 0

Саркома 
Юинга 
Ewing sarcoma

8 1 (12,5) 1 (12,5) 

Злокачествен-
ная шваннома 
Malignant 
schwannoma

4 1 (25,0) 2 (50,0) 

Саркома 
Капоши 
Kaposi’s sarcoma

5 4 (80,0) 4 (80,0) 

Синовиальная 
саркома 
Synovial sarcoma

4 1 (25,0) 0

Плеоморфная 
саркома 
Pleomorphic 
sarcoma

6 3 (50,0) 3 (50,0) 

Фибро-
саркома 
Fibrosarcoma

3 1 (33,3) 3 (100) 

Другие виды 
сарком 
Other sarcomas

11 4 5

Полученная нами тенденция к снижению общей 
выживаемости у больных с наличием экспрессии PD-L1 
(в первую очередь при анализе данных больных после 
операций по поводу первичной опухоли), а также ста-
тистически значимая разница в общей выживаемости 
у больных лейомиосаркомой II степени злокачествен-
ности в целом соответствуют гипотезе исследования. 
Однако полученные данные о противоположном, пусть 

и недостоверном влиянии экспрессии PD-L1 на вы-
живаемость больных лейомиосаркомой III степени 
злокачественности не совсем ясны. Возможно, при уве-
личении степени злокачественности, когда молекуляр-
но-генетические нарушения в опухоли лавинообразно 
нарастают, изменения в экспрессии PD-L1 перестают 
быть единственными, влияющими на прогноз. Другим 
объяснением может быть то, что в нашей работе мы 
не исследовали влияние на прогноз таких важных фак-
торов, как полихимиотерапия и ее варианты.

В нашем исследовании лишь у 1 (2,4 %) из 41 боль-
ного был выявлен статус MSI-L, причем и в первичной 
опухоли, и в метастатическом очаге. Опухолей с MSI-H 
в нашей выборке больных не обнаружено.

Данные литературы на этот счет противоречивы. 
Считается, что наличие МSI – редкое явление среди 
мягкотканных сарком. K. Kawaguchi и соавт. провели 
анализ опухолевой ткани у 40 больных мягкотканными 
саркомами и в 10 (25 %) случаях выявили МSI (2 боль-
ных с MSI-H и 8 больных с MSI-L) [15]. Согласно дру-
гим данным статус MSI-H не был определен ни у од-
ного пациента с мягкотканной саркомой (0 случаев 
из 71) [16]. Сводные данные литературы представлены 
в табл. 6.

Прогностическая значимость статуса MSI у боль-
ных мягкотканными саркомами остается спорной. 
Наиболее изучено влияние статуса MSI на прогноз 
заболевания у больных раком толстой кишки. Опухо-
ли толстой кишки с MSI-H не склонны к метастази-
рованию и имеют благоприятный прогноз, что было 
подтверждено результатом метаанализа 32 исследова-
ний [17]. В нашем исследовании у 1 пациентки с MSI-L 
(по маркеру NR21) прогрессирование заболевания бы-
ло отмечено через 19 мес после удаления первичной 
опухоли, летальный исход – через 60 мес. Таким обра-
зом, наше исследование оставляет открытым вопрос 
о прогностической значимости статуса MSI у больных 
лейомиосаркомой.

В настоящее время проводятся исследования по 
оценке возможности применения иммунотерапии 
у больных лейомиосаркомой. Согласно предваритель-
ным результатам исследования II фазы ALLIANCE, 
в котором больные метастатической или нерезекта-
бельной саркомой мягких тканей во 2-й линии терапии 
получали комбинацию ниволумаба и ипилимумаба 
в дозе 1 мг / кг, частота объективных ответов составила 
16 % при приемлемом профиле токсичности [18]. 
В 1-й же линии терапии изучается добавление пембро-
лизумаба к доксорубицину, однако исследование пока 
проводится в I / II фазе (NCT02888665). В уже опубли-
кованном исследовании SARC028, в которое наряду 
с другими саркомами были включены 10 больных лейо-
миосаркомой после 1-й линии терапии, назначался 
пембролизумаб до прогрессирования [19]. Среди боль-
ных лейомиосаркомой ни в одном случае не было от-
мечено клинического ответа, однако и ни у одного 
больного не было положительной экспрессии PD-L1.
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Заключение
Частота экспрессии PD-L1 среди больных забрю-

шинными лейомиосаркомами в нашем наблюдении 
составила 24 % (10 / 41), статус MSI-L определен в 2,4 % 
(1 / 41) случаев. У больных с опухолью II степени зло-

качественности наличие экспрессии PD-L1 связано 
с достоверным снижением общей выживаемости. 
 PD-L1 у больных забрюшинными лейомиосаркомами 
следует рассматривать как прогностический маркер 
и потенциальную терапевтическую мишень.

Таблица 6. Оценка статуса MSI среди больных мягкотканными саркомами

Table 6. Evaluation of MSI status among patient with soft-tissue sarcomas

Автор 
Author

Число больных, n 
Number of patients, n

Метод исследования 
Study method

Результат 
Result

R. Wooster 
и соавт. [20] 
R. Wooster et al. 
[20] 

18
ПЦР (ди-, три- 

и тетрануклеотидные маркеры) 
PCR (di-, tri- and tetranucleotide markers) 

11 % (2 / 18) – MSI-H и MSI-L 
11 % (2 / 18) – MSI-H and MSI-L

T. Saito и соавт. 
[21] 
T. Saito et al. [21] 

8 ИГХ (экспрессия MSH2 и MLH1) 
IHC (MSH2 and MLH1 expression) 

25 % (2 / 8) – MSI-H и MSI-L 
25 % (2 / 8) – MSI-H and MSI-L

K. Ericson 
и соавт. [22] 
K. Ericson et al. 
[22] 

209 ИГХ (экспрессия MLH1, MSH2 и MSH6) 
IHC (MLH1, MSH2 and MSH6 expression) 

0,9 % (2 / 209) – MSI-H и MSI-L 
0.9 % (2 / 209) – MSI-H and MSI-L

M. Rucińska 
и соавт. [23] 
M. Rucińska et al. 
[23] 

16 ПЦР (ди- и тринуклеотидные маркеры) 
PCR (di- and trinucleotide markers) 

25 % (4 / 16) – опухоли MSI-L
18,7 % (3 / 16) – опухоли MSI-H 

25 % (4 / 16) – MSI–L tumors 
18.7 % (3 / 16) – MSI-H tumors

K. Kawaguchi 
и соавт. [15] 
K. Kawaguchi et al. 
[15] 

40

ПЦР (динуклеотидные маркеры)
ИГХ (экспрессия MLH1 и MSH2) 

PCR (dinucleotide markers) 
IHC (MLH1 and MSH2 expression) 

20 % (8 / 40) – опухоли MSI-L
5 % (2 / 40) – опухоли MSI-H 

20 % (8 / 40) – MSI-L tumors 
5 % (2 / 40) – MSI-H tumors

N. C. Campanella 
и соавт. [16] 
N. C. Campanella  
et al. [16] 

71

ПЦР (моно- и динуклеотидные маркеры)
ИГХ (экспрессия MLH1, 

MSH2, MSH6 и PMS2) 
PCR (mono- and dinucleotide markers) 

IHC (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2 expression) 

Все опухоли MSS 
All tumors were MSS

Оценка статуса MSI среди больных лейомиосаркомами 
Evaluation of MSI status among patients with leiomyosarcomas

Данные НМИЦ 
онкологии им. 
Н. Н. Блохина, 
2019 
N. N. Blokhin 
National Medical 
Research Center 
of Oncology data, 
2019

41 ПЦР (мононуклеотидные маркеры) 
PCR (mononucleotide markers) 

2,4 % (1 / 41) – опухоль с MSI-L 
по маркеру NR21 

2.4 % (1 / 41) – MSI-L tumor per the NR21 
marker

Примечание. МSI – микросателлитная нестабильность; MSI-H (МSI-high) – высокий уровень МSI; MSI-L (MSI-low) – 
 низкий уровень МSI; ПЦР – полимеразная цепная реакция; ИГХ – иммуногистохимическое исследование; MSS – микросател-
литно-стабильный фенотип. 
Note. МSI – microsatellite instability; MSI-H (МSI-high) – high МSI level; MSI-L (MSI-low) – low МSI level; PCR – polymerase chain reaction; 
ИГХ – immunohistochemistry; MSS – microsatellite stable phenotype.
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Уровень некоторых гематологических воспалительных 
маркеров у больных раком шейки матки в зависимости 
от морфологических особенностей первичной опухоли

Е. В. Каюкова1, Т. Е. Белокриницкая1, Л. Ф. Шолохов2, П. П. Терешков1

1ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Минздрава России; Россия, 672000 Чита, ул. Горького, 39А; 
2ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека»; Россия, 664003 Иркутск, ул. Тимирязева, 16

Контакты: Елена Владимировна Каюкова elena_pochta22@mail.ru

Введение. Системное действие опухоли на организм подразумевает влияние на различные процессы жизнедеятельности органов и тка-
ней, приводящие к кахексии, иммунодепрессии, анемии, изменению гуморальной регуляции и др. Поскольку воспаление является одним 
из хорошо известных этиологических факторов канцерогенеза, в том числе и для рака шейки матки (РШМ), мы предполагаем влияние 
опухолевой прогрессии на содержание маркеров воспаления в плазме крови пациенток с данным онкологическим заболеванием.
Цель исследования – оценить уровень ряда гематологических маркеров воспалительного процесса у больных РШМ в сопоставле-
нии с гистологическими особенностями первичной опухоли.
Материалы и методы. Материал исследования – сыворотка крови пациенток с инвазивным РШМ I–IV стадии (4 пациентки 
с веррукозным раком, 26 – с РШМ, среди которых у 10 степень злокачественности G

1
, у 6 – G

2
, у 10 – G

3
). Метод исследования – 

проточная цитометрия. Определяемые показатели: миоглобин, кальпротектин, липокалин, матриксная металлопероксидаза-2, -9, 
остеопонтин, миелопероксидаза, сывороточный амилоид А, белок 4, связывающий инсулиноподобный фактор роста, молекула 
межклеточной адгезии 1, молекула адгезии сосудистого эндотелия 1, цистатин С.
Результаты. Выявлены изменения профиля некоторых воспалительных маркеров в крови пациенток с РШМ низкой степени диф-
ференцировки и веррукозным РШМ.
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о целесообразности дальнейшего изучения ассоциации уровня содержания ряда 
гематологических маркеров воспалительного процесса и наличия РШМ низкой степени дифференцировки в целях их возможного 
использования в качестве вспомогательных дифференциальных и прогностических критериев.

Ключевые слова: рак шейки матки, маркер воспаления, степень дифференцировки, веррукозный рак

Для цитирования: Каюкова Е. В., Белокриницкая Т. Е., Шолохов Л. Ф., Терешков П. П. Уровень некоторых гематологических вос-
палительных маркеров у больных раком шейки матки в зависимости от морфологических особенностей первичной опухоли. Успе-
хи молекулярной онкологии 2019;6(3):49–56.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019-6-3-49-56

The level of some blood serum inflammatory factors in depending on the morphological features 
of the primary tumor of of cervical cancer

E. V. Kayukova1, T. E. Belokrinitskaya1, L. F. Sholokhov2, P. P. Tereshkov1

1Chita State Medical Academy, Ministry of Health of Russia; 39А Gorkogo St., Chita 672000, Russia; 
2Scientific Center of Family Health Problems and Human Reproduction; 16 Timiryazeva St., Irkutsk 664003, Russia

Background. Tumors influence on various vital processes in organism leading to cachexia, immunosuppression, anemia, changes in humoral 
regulation etc. Inflammation is one of the well-known etiological factors of carcinogenesis, including for cervical cancer, so we suggest that 
some blood serum inflammatory factors in patients with cervical cancer influence are associated with the level of tumor progression.
The objective of our study was to analyze the level of some hematological markers of inflammation in the blood serum of patients with cervical 
cancer in dependence on the histological characteristics of the primary tumors.
Materials and methods. In the study we analyzed the blood serum of patients with invasive cervical cancer I–IV stage (4 patients with verrucous 
cancer and 26 – with cervical cancer among them 10 – of G

1
 stage, 6 – of G

2
 stage, 10 – G

3
 stage) using flow cytometry. We studied the value of 

myoglobin, calprotectin, lipocalin, matrix metalloperoxidase 2, matrix metalloperoxidase 9, osteopontin, myeloperoxidase, serum amyloid A, 
protein 4, insulin-like growth factor-binding protein 4, cell-cell adhesion molecule 1, vascular cell adhesion molecule, cy statin С.
Results. We revealed the changes of some serum markers of inflammation in patients with G

3
 and verrocous cervical cancer.

Conclusion. The obtained dates demonstrate that further study of blood inflammatory markers as an additional differential and prognostic 
criteria in patients with cervical cancer should be considered as reasonable.

Key words: cervical cancer, marker of inflammation, degree of differentiation, verrucous cervical cancer

For citation: Kayukova E. V., Belokrinitskaya T. E., Sholokhov L. F., Tereshkov P. P. The level of some blood serum inflammatory factors in 
depending on the morphological features of the primary tumor of of cervical cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Mo-
lecular Oncology 2019;6(3):49–56.
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Введение
Рак шейки матки (РШМ) занимает 3-е место по ча-

стоте заболеваемости злокачественными новообразо-
ваниями среди женщин во всем мире [1]. Факторами, 
определяющими прогноз этого заболевания, являются 
стадия опухолевого процесса, размер опухоли, вовле-
чение региональных лимфатических узлов, лимфова-
скулярная, стромальная инвазия и ее степень. К насто-
ящему времени появились данные о том, что степень 
злокачественности (G

1
–G

3
) у больных РШМ также 

является критерием прогноза. Больные РШМ с низкой 
степенью злокачественности (G

1
 или G

2
) имеют лучшие 

показатели общей и безрецидивной выживаемости. 
Общая 5-летняя выживаемость пациенток с РШМ со-
ставляет 76,0 %, этот показатель снижается до 65,1 % при 
РШМ низкой степени дифференцировки (G

3
) (р = 0,031). 

При этом общая безрецидивная выживаемость состав-
ляет 77,1 % по сравнению с 64,2 % при G

3
 (р = 0,008) [2].

В популяционном анализе среди 31 тыс. американ-
ских женщин с установленным диагнозом РШМ было 
показано, что степень дифференцировки РШМ не толь-
ко влияет на показатели выживаемости, но и ассоци-
ирована с другими параметрами: возрастом пациенток, 
распространением / стадией заболевания, размером 
опухоли и наличием метастазов в лимфатических узлах 
(для всех р <0,001) [3].

В настоящее время продолжается поиск прогно-
стических маркеров течения заболевания, причем в ка-
честве доступных для мониторинга биологических 
образцов особый интерес представляют образцы кро-
ви пациенток с РШМ. Учитывая тот факт, что в ини-
циации канцерогенеза и прогрессии опухоли важным 
фактором является воспаление, можно предположить, 
что определенные изменения некоторых гематологи-
ческих маркеров воспалительного процесса прослежи-
ваются в опухолевой прогрессии у больных РШМ [4].

Цель исследования – изучить уровень некоторых 
гематологических воспалительных маркеров у больных 
РШМ в зависимости от гистологических особенностей 
первичной опухоли.

Приоритетной задачей работы стал анализ выяв-
ленных воспалительных изменений, протекающих 
на системном уровне в процессе цервикального кан-
церогенеза, в целях определения возможных диффе-
ренциальных и прогностических маркеров РШМ раз-
ных морфологических вариантов.

Материалы и методы
Проведено нерандомизированное проспективное 

контролируемое исследование по изучению уровней 
некоторых гематологических воспалительных марке-
ров у больных РШМ.

Материалом для исследования служила сыворотка 
крови пациенток с инвазивным РШМ I–IV стадии, 
проходивших лечение в Забайкальском краевом онко-
логическом диспансере в 2018 г. Средний возраст боль-
ных составил 39 ± 9,8 года. Все обследуемые были 

информированы о проводимой работе и дали пись-
менное согласие на участие в ней. Исследование вы-
полнено с соблюдением принципов Хельсинкской 
декларации Всемирной медицинской ассоциации (WMA 
Declaration of Helsinki, 1964, 2013 ред.) c согласия Ло-
кального этического комитета Читинской государст-
венной медицинской академии [5].

В соответствии с данными медицинской докумен-
тации с учетом рекомендаций 3-го издания «Между-
народной классификации болезней – онкология» вы-
делены клинические группы, указанные в табл. 1 [6].

Образцы группы контроля были взяты у 15 гине-
кологически здоровых женщин-добровольцев, давших 
информированное согласие на участие в исследовании.

Таблица 1. Характеристика обследуемых лиц

Table 1. Characteristics of the examined subjects

Клиническая группа 
Clinical group

Число 
больных 
Number  

of patients

Средний возраст 
(Ме ± SD), лет 

Mean age (Ме ± SD), 
years

Веррукозный рак 
Verrucous cancer

4 46,5 ± 2,5

G
1

20 34,0 ± 7,0

G
2

6 44,5 ± 8,2

G
3

10 45,0 ± 12,5

Контроль 
Control

15 30,0 ± 4,4

С помощью метода проточной цитофлуометрии 
FC500 (Beckman Coulter, США) с использованием на-
бора реагентов, входящих в состав панели Human 
Vascular Inflammation Panel 1, изучали следующие ге-
матологические показатели: миоглобин (myoglobin, MG), 
кальпротектин (calprotectin, CAL), липокалин А (lipo-
calin A, LCN2), матриксная металлопероксидаза 2 (matrix 
metalloperoxidase 2, MMP-2), остеопонтин (osteopontin, 
OPN), миелопероксидаза (myeloperoxidase, MPO), сы-
вороточный амилоид А (serum amyloid A, SAA), белок 4, 
связывающий инсулиноподобный фактор роста (insulin- 
like growth factor-binding protein 4, IGFBP-4), молекула 
межклеточной адгезии 1 (inter-cellular adhesion molecule, 
ICAM-1), молекула адгезии сосудистого эндотелия 1 
(vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1), матриксная 
металлопероксидаза 9 (MMP-9), цистатин С (cystatin 
C, СС). Содержание воспалительных белков приведе-
но как медиана (Ме) (25-й; 75-й перцентили) в нг / мл.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью компьютерной программы BioStat. Полученные 
результаты представлены как Ме с указанием границ 
25-го и 75-го перцентилей. Использовали методы не-
параметрической статистики с применением U-кри-
терия Манна–Уитни. Различия считали статистически 
значимыми при р <0,05.
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Результаты
Статистически значимых различий между уровнями 

LCN2 в сыворотке крови у больных РШМ с разной 
степенью дифференцировки опухоли не выявлено. 
Однако наблюдалась тенденция к повышению уровня 
LCN2 при более агрессивных вариантах РШМ: при 
G

1
 – 1444,26 нг / мл, при G

3
 – 3111,35 нг / мл. Статисти-

чески значимые различия по величине LCN2 выявле-

ны между группами веррукозного РШМ и контроля: 
в группе больных показатель выше на 27,6 % (р ≤0,05) 
(табл. 2).

У больных РШМ с низкой дифференцировкой опу-
холевых клеток концентрация ММР-2 была на 41,1 % 
меньше, чем в группе контроля (р <0,05).

Уровень OPN в крови у больных РШМ G
3
 в 1,75 

раза ниже, чем у больных с опухолями G
1
 (p <0,05), 

Таблица 2. Уровень воспалительных факторов в сыворотке крови в зависимости от степени дифференцировки рака шейки матки (медиана 
(25-й; 75-й перцентили)), нг / мл

Table 2. Serum levels of inflammatory factors depending on cervical cancer differentiation grade (median (25th; 75th percentiles)), ng / ml

Показатель 
Characteristic

Группа контроля 
(n = 15) 

Control group  
(n = 15) 

Веррукозный рак 
(n = 4) 

Verrucous cancer  
(n = 4) 

G
1
 (n = 20) G

2
 (n = 6) G

3
 (n = 10) 

Миоглобин 
Myoglobin

285,81
(219,57; 423,86) 

261,88
(255,47; 268,28) 

275,48
(168,09; 367,62) 

250,98
(154,72; 482,63) 

259,45
(200,53; 330,88) 

Кальпротектин 
Calprotectin

3637,39
(1492,65; 4908,39) 

2669,58
(2386,94; 2952,23) 

2394,71
(1090,81; 3960,48) 

6641,82
(2157,52; 7275,50) 

2705,09
(1528,65; 4588,89) 

Липокалин А 
Lipocalin A

1683,21
(988,46; 2389,14) 

2147,88*
(2085,14; 2210,61) 

1444,26
(868,24; 3184,53) 

3111,35
(1731,82; 3599,93) 

2419,43
(961,94; 3088,65) 

Матриксная металлопе-
роксидаза 2 
Matrix metalloperoxidase 2

19,71
(13,15;28,31) 

16,01
(14,94; 17,07) 

12,29
(10,92; 30,01) 

14,75
(10,33; 15,67) 

11,60*
(9,39; 16,85) 

Остеопонтин 
Osteopontin

16,88
(12,37; 28,67) 

25,91*
(23,95; 27,86) 

17,30
(10,77; 26,51) 

13,74
(12,09; 27,97) 

30,40*#
(26,84; 38,28) 

Миелопероксидаза 
Myeloperoxidase

485,89
(370,78; 719,71) 

505,19
(487,10; 523,27) 

494,29
(374,82; 684,54) 

810,68
(374,28; 1275,54) 

364,87
(332,09; 404,77) 

Сывороточный 
амилоид А 
Serum amyloid A

98,74
(73,39; 185,50) 

253,73*
(247,74; 259,71) 

92,22
(49,66; 221,43) 

391,97
(106,55; 800,80) 

465,46*#
(371,56; 791,61) 

Белок 4, связывающий 
инсулиноподобный 
фактор роста (IGFBP-4) 
Insulin-like growth factor-
binding protein 4 (IGFBP-4) 

101,48
(59,13;162,63) 

176,35
(114,06; 238,64) 

121,75
(64,88; 188,12) 

57,37
(25,33; 128,32) 

99,9
(58,16; 112,40) 

Молекула межклеточной 
адгезии 1 (ICAM-1) 
Inter-cellular adhesion 
molecule (ICAM-1) 

4,55
(2,75; 18,40) 

4,31
(3,38; 5,23) 

4,84
(3,78; 9,14) 

2,48
(1,52; 15,88) 

3,35
(3,09; 5,62) 

Молекула адгезии 
сосудистого эндотелия 1 
(VCAM-1) 
Vascular cell adhesion 
molecule 1 (VCAM-1) 

108,31
(61,81; 168,20) 

63,0*
(59,7; 66,29) 

74,27
(60,384; 124,89) 

78,26
(45,03; 100,05) 

88,11
(62,29; 104,07) 

Матриксная металло-
пероксидаза 9 
Matrix metalloperoxidase 9

253,87
(188,26; 346,07) 

348,81
(304,42; 393,19) 

182,58
(151,42; 321,98) 

286,77
(161,98; 502,77) 

306,43
(250,61; 369,55) 

Цистатин С 
Cystatin C

57,58
(40,40; 111,12) 

60,89
(51,39; 70,38) 

51,53
(38,58; 80,44) 

58,79
(27,07; 114,87) 

47,31
(44,52; 73,38) 

*Уровень значимости различий между значениями клинических групп и контролем ≤0,05. 
*Significance level for differences between the clinical and control groups is ≤0.05.
#Уровень значимости различий между значениями групп G

1
 и G

3
 ≤0,05. 

#Significance level for differences between the G
1
 and G

3
 groups is ≤0.05
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и в 1,8 раза ниже, чем у здоровых (p <0,05). Интересно 
отметить, что у больных веррукозным РШМ величина 
OPN в крови на 53,5 % меньше, чем в группе контроля 
(p <0,05).

У больных РШМ с низкой дифференцировкой 
опухолевых клеток концентрация SAA статистически 
значимо (p <0,05) превышала соответствующие вели-
чины в группе контроля и у пациенток с высокодиф-
ференцированными опухолями в 4,7 и 1,8 раза соот-
ветственно. Кроме этого, следует обратить внимание 
на выявленные отличия по уровню SAA у больных 
с веррукозным РШМ от соответствующей характери-
стики в контрольной группе (р <0,05).

По мере уменьшения степени дифференцировки 
РШМ наблюдалась тенденция к снижению уровня МPО 
в сыворотке крови от 494,29 при G

1
 до 364,87 при G

3
, 

однако статистически значимых различий между эти-
ми величинами не получено.

Выявлены статистически значимые различия по 
величине VCAM-1 у больных веррукозным РШМ по 
сравнению с группой контроля: наблюдалось стати-
стически значимое снижение на 41,8 % (р <0,05).

При анализе полученных данных в зависимости 
от гистогенеза и степени дифференцировки опухоли 
установлено, что в крови больных РШМ не выявлено 
достоверных различий по уровням MG, CAL, IGFBP-4, 
ICAM-1, ММР-9 и цистатина С по сравнению с пока-
зателями группы контроля.

Обсуждение
Миоглобин – многофункциональный гемовый бе-

лок, играющий важную роль в транспорте кислорода. 
Кроме этого, он является акцептором свободных ра-
дикалов. Этот белок экспрессируется не только в по-
перечнополосатых мышцах, но и тканях внутренних 
органов [7]. Установлено, что трансформированные эпи-
телиальные клетки, в частности рака молочной желе-
зы, предстательной железы, плоскоклеточных карци-
ном головы и шеи, могут экспрессировать MG, что 
рассматривается как благоприятный прогностический 
признак [8].

В экспериментальной работе G. Kristiansen и соавт. 
определяли уровень экспрессии гена MG и содержание 
белка (MG) в клетках рака молочной железы в зави-
симости от биологического подтипа опухоли [9]. Ав-
торы указали, что клетки рака молочной железы с низ-
кой степенью дифференцировки реже экспрессируют 
MG (умеренная и выраженная экспрессия выявлена 
у 33,8 % больных по сравнению с 41,9 % при G

2
 и 44,4 % 

при G
1
;

 
р <0,001), при этом они чаще являются гормо-

норезистентными. Содержание MG в клетках рака 
молочной железы регулируется наличием гормональ-
ных рецепторов и, возможно, уровнями жирных кислот 
или факторов роста, а также содержанием СО

2
 в ми-

кроокружении опухолевых клеток [9].
Данных по изучению сывороточного уровня MG 

у больных РШМ, а также работ по изучению корреля-

ций уровня MG в крови со степенью дифференциров-
ки опухоли у онкологических больных в литературе 
найти не удалось. Известно, что сывороточный уровень 
MG повышается в острую фазу инфаркта миокарда 
[10], у больных острым панкреатитом [11], у беремен-
ных женщин с имеющейся внутриутробной гипоксией 
плода [12].

Результаты нашего исследования свидетельствуют 
об отсутствии изменений в уровне MG в крови паци-
енток с РШМ, что согласуется с результатами S. M. Nyasa-
vajjala и соавт., не выявивших повышения исследуемого 
показателя у больных колоректальным раком [13].

Кальпротектин представляет собой белковый ком-
плекс S100A8 и S100A9, обладающий провоспалитель-
ным действием, активирующий иммунный ответ при 
инфекционных заболеваниях, а также провоцирующий 
аутоиммунную агрессию, эндотелиальную дисфунк-
цию и способствующий метастазированию [14]. CAL 
может высвобождаться фагоцитами, а также экспрес-
сироваться опухолевыми клетками, что было установ-
лено при раке легкого, молочной железы, предстатель-
ной железы, пищевода, толстой кишки [14].

Опубликованные данные по изучению экспрессии 
CAL при РШМ касаются лишь регистрации внутри-
клеточного уровня белка в процессе малигнизации 
цервикального эпителия, и при этом они весьма про-
тиворечивы.

Так, в одном исследовании показано, что экспрес-
сия S100A9 в клетках плоскоклеточного РШМ сниже-
на [15]. Статистически значимых различий по этому 
показателю между опухолевыми образцами разной 
степени дифференцировки не выявлено, что согласу-
ется с полученными нами данными. При этом авторы 
исследования установили, что пациентки с низким 
уровнем экспрессии S100A9 имеют худшую общую 
выживаемость. Молекулярный механизм, обусловли-
вающий действие CAL на клетку, связан с влиянием 
на MMP-9 и PI3K / Akt-сигнальный путь [15]. Однако 
противоположные результаты были представлены в ра-
боте Х. Zhu и соавт. [16]. Экспрессия белка S100A9 
увеличена в локусе цервикального рака по сравнению 
со смежными паранеопластическими биоптатами тка-
ни, при этом при высокодифференцированных опу-
холях этот показатель значимо выше.

Опубликованных данных по исследованию уровня 
CAL в периферической крови у больных РШМ нами 
не найдено. Однако имеется ряд работ, свидетельству-
ющих об изменении этого параметра у онкологических 
больных с опухолями других локализаций. А. Hermaniet 
и соавт. сообщили о более высоком сывороточном 
уровне CAL у больных, страдающих раком предста-
тельной железы [17]. При этом на клеточном уровне 
экспрессия S100A8 и S100A9 была максимальна при 
опухолях высокой степени злокачественности, что мо-
жет способствовать прогрессированию неоплазии.

S. Hiratsuka и соавт. доказали in vitro, что в метаста-
тических нишах опухолевые клетки выделяют большое 
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количество S100A8 и S100A9, что индуцирует выброс 
SAA клетками иммунной системы и способствует при-
влечению и выживанию опухолевых клеток в метаста-
тических депо через активацию NF-κB TLR4-зависи-
мым образом [18].

P. Shu и соавт. опубликовали данные о существенном 
повышении уровня CAL в сыворотке крови у больных 
колоректальным раком [19]. При этом данный показатель 
коррелировал со стадией опухолевого процесса, наличи-
ем отдаленных и регионарных метастазов, глубиной опу-
холевой инвазии и низкой степенью дифференцировки.

В нашей работе мы впервые демонстрируем стати-
стически значимое увеличение данного показателя 
в группе больных веррукозным раком.

Липокалины А представляют собой белки, секре-
тируемые различными клетками (макрофагами, ней-
трофилами, эпителиальными клетками), в том числе 
опухолевыми. Они регулируют клеточный метаболизм, 
иммунный ответ, синтез простагландинов, секрецию 
маркеров воспаления, а в процессе канцерогенеза – 
потенцируют клеточную пролиферацию и метастази-
рование [20]. LCN2 был идентифицирован как глико-
протеин нейтрофилов, образующий комплекс с ММР-9, 
стабилизируя ее и увеличивая протеиназную актив-
ность [21]. LCN2 рассматривается как биомаркер неко-
торых видов опухолей (рака молочной железы, яични-
ков, щитовидной железы, легкого и др.), активирующий 
эпителиально-мезенхимальный переход, многочислен-
ные сигнальные митотические пути, стимулирующий 
патологический ангиогенез [21].

Имеются данные о более высоком уровне LCN2 
в крови у больных раком молочной железы с низкой 
степенью дифференцировки, высоким риском реци-
дива и худшим прогнозом, что обусловлено его влия-
нием на образование VEGF, активацию сигнальных 
путей PI3K / Akt / NF-κB и HIF-1α / Erk [21].

Опубликованы и противоречивые результаты ис-
следований. Уровень LCN2 в сыворотке при раке яич-
ников выше, чем в группах сравнений (р <0,001), и кор-
релировал с дифференцировкой опухоли, при этом 
высоко дифференцированные опухоли имели самый 
высокий показатель [22].

Выявленное нами повышение уровня LCN2 мож-
но предложить в качестве дополнительного критерия 
дифференциальной диагностики высокодифференци-
рованного плоскоклеточного и веррукозного РШМ, 
однако требуется проведение исследования на бόльших 
когортах пациентов.

Матриксная металлопероксидаза – семейство цинк- 
и кальцийзависимых протеолитических ферментов, 
участвующих в деградации внеклеточного матрикса, 
способствующих лимфоваскулярной инвазии и мета-
стазированию опухолей [23]. Известно, что секреция 
ММP происходит как опухолевыми клетками, так 
и клетками микроокружения [24].

Мы обнаружили снижение величины ММР-2 в сы-
воротке крови у больных РШМ G

3
, что может являться 

одним из механизмов опухолевой прогрессии. Извест-
но, что ММР-2 участвует в образовании антиангио-
генных (ангиостатин) и проапоптотических (тумстатин) 
факторов, а низкий сывороточный уровень ММР-2 
является неблагоприятным прогностическим фактором 
у пациентов с генерализованным раком желудка [25].

Установленное нами отсутствие различий между 
уровнями ММР-9 при РШМ с разной степенью диф-
ференцировки и гистогенезом опухоли согласуется 
с результатами исследований при раке эндометрия, 
молочной железы, яичников [26, 27].

Остеопонтин относится к классу матриксноклеточ-
ных белков, выполняет многообразные функции по ре-
моделированию внеклеточной среды: регуляция про-
цессов адгезии, миграции, дифференцировки клеток, 
формирование эффекторных ответов Т-клеток [28]. 
OPN выделяется эпителиальными, эндотелиальными 
клетками, клетками иммунной системы, может экс-
прессироваться различными злокачественными клет-
ками, ассоциирован с неблагоприятным прогнозом 
и радиорезистентностью для некоторых опухолей [29].

Полученные нами данные о статистически значи-
мом снижении сывороточного уровня OPN у больных 
РШМ G

3
 согласуются с результатами других исследо-

ваний, выявивших прямую корреляцию между высо-
ким уровнем OPN, с одной стороны, и другими фак-
торами прогрессирования РШМ – с другой (размер 
опухоли >4 см, стадия опухолевого процесса) [26]. По 
мнению некоторых ученых, OPN можно рассматривать 
в качестве неблагоприятного прогностического мар-
кера плоскоклеточного РШМ и рака органов головы 
и шеи [30, 31].

Впервые нами было установлено, что сывороточный 
уровень OPN у больных веррукозным РШМ на 53,5 % 
меньше, чем в группе контроля (p <0,05).

Миелопероксидаза – член подсемейства пероксидаз, 
широко экспрессируется в иммунных клетках, таких 
как нейтрофильные полиморфноядерные лейкоциты, 
лимфоциты, моноциты и макрофаги, а также на эндо-
телиальных клетках [32]. Высокий уровень активности 
МPО рассматривается не только как маркер воспали-
тельного и окислительного стресса, но и как перспек-
тивный онкомаркер при некоторых видах рака. Поли-
морфизм гена МPО приводит к нарушению экспрессии 
и функции соответствующего белка МРО, что может 
привести к формированию некоторых опухолей [32]. 
Нарушение структур ДНК, провоцирующее канцеро-
генез, также индуцируется окислителями, образуемыми 
под действием МPО [33]. МPО приводит к образованию 
генотоксических веществ и проканцерогенов [32], явля-
ется фактором системной сосудистой дисфункции [34].

По мере уменьшения степени дифференцировки 
РШМ мы выявили тенденцию снижения уровня МPО 
в сыворотке крови при G

3
, однако достоверных разли-

чий между этими величинами не получено (р >0,05). 
Можно предположить, что изменение величины МРО 
при низкодифференцированных опухолях является 
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одним из механизмов для реализации опухолевой про-
грессии.

Сывороточный амилоид А – белок острой фазы вос-
паления, синтезируемый, главным образом, в печени 
в ответ на провоспалительные цитокины. Кроме этого, 
синтез данного белка был выявлен как в ряде первич-
ных опухолей, так и в их метастазах [35]. SAA, усиливая 
деградацию внеклеточного матрикса путем активации 
ММР, способствует адгезии опухолевых клеток и ак-
тивации клеточной миграции. В то же время SAA ин-
дуцирует выброс цитокинов и хемокинов, стимулирует 
ангиогенез, а также активирует Erk1 / 2, p38 и JNK [36].

Высокий уровень SАА в крови у больных со злока-
чественными опухолями разных локализаций коррели-
рует со стадией опухолевого процесса, высокой степенью 
злокачественности, лимфоваскулярной инвазией, а так-
же с худшим прогнозом [35]. Выявленное нами повыше-
ние уровня SAA в крови у больных РШМ с низкой диф-
ференцировкой опухолевых клеток также указывает 
на его вовлеченность в процесс опухолевой прогрессии.

Кроме этого, выявленное нами впервые высокое 
содержание SAA в сыворотке у больных веррукозным 
РШМ может быть связано с особенностями данного 
морфологического варианта опухоли (выраженная ло-
кальная инвазия, радиорезистентность, склонность к ре-
цидивированию).

IGFBP-4 относится к семейству IGFBP, связыва-
ющих инсулинопободные факторы роста (IGF), регули-
руя их активность и подавляя опухолевый процесс [37]. 
Кроме этого, IGFBP имеют IGF-независимое действие: 
модуляция активности других факторов роста, транс-
локация в ядро и регуляция транскрипции белков, свя-
зывание с биомолекулами во внеклеточном простран-
стве, на поверхности клетки и внутриклеточно. IGFBP 
модулируют важные биологические процессы, включая 
пролиферацию клеток, выживание, миграцию, старе-
ние, аутофагию и ангиогенез [38]. Биологическая роль 
IGFBP разнообразна и определяется особенностями 
их клеточной экспрессии, возрастом, полом.

IGFBP-4 является важным ключевым членом се-
мейства IGFBP, который может опосредовать свои 
основные функции посредством ингибирования IGF-
индуцированного роста клеток и, таким образом, ре-
гулировать метаболические процессы в опухоли [38]. 
Уровень экспрессии IGFBP-4 связан с дифференциров-
кой и пролиферативной активностью опухоли: слабо-
дифференцированные клетки часто теряют свою экспрес-
сию IGFBP-4 и обладают более высоким митотическим 
индексом [39]. Однако полученные нами результаты 
свидетельствуют лишь о некоторой тенденции к сни-
жению уровня IGFBP-4 в крови у больных РШМ 
по мере уменьшения степени дифференцировки опу-
холевых клеток.

ICAM-1 и VCAM-1 – молекулы межклеточной адгезии, 
регулирующие контакты между опухолевыми клетками, 
клетками иммунной системы и эндотелием сосудов [23].

Данных по изучению корреляции уровней ICAM-1 
и VCAM-1 в сыворотке крови с морфологическими 
особенностями опухолей в литературе не найдено. 
Тем не менее были опубликованы данные об ассоци-
ации уровня адгезивных молекул в крови у онкологи-
ческих больных с другими нозологическими формами 
заболевания и стадии опухолевого процесса [23]. Это-
му соответствуют полученные нами статистически 
значимые различия по содержанию в крови VCAM-1 
у больных веррукозным РШМ по сравнению с группой 
контроля.

Цистатин С относится к семейству ингибиторов 
цистеиновых протеиназ и в настоящее время рас-
сматривается как эндогенный маркер скорости клу-
бочковой фильтрации и ренальной дисфункции [40]. 
Цистеиновые протеиназы вызывают разрушение внутри-
клеточных белков и структур внеклеточного матрикса, 
активируют некоторые ММР, участвуют в регуляции 
пролиферации, апоптоза, тем самым способствуют дис-
семинации опухоли [40].

Дисбаланс между цистеиновыми протеазами и их 
ингибиторами способствует инвазии и метастазирова-
нию. Было продемонстрировано, что уровень этого 
дисбаланса ассоциирован с морфологическим вари-
антом опухолевых клеток метастазов [41]. По другим 
данным, цистатин С является проапоптотическим фак-
тором и подавляет пролиферацию опухолевых клеток 
[42]. В нашей работе мы не обнаружили изменения 
уровня цистатина С в крови больных РШМ в зависи-
мости от ее гистологического вида и степени диффе-
ренцировки.

Заключение
Увеличение уровней OPN, LCN2 и SAA на фоне 

снижения величины VCAM-1 в сыворотке крови может 
иметь значение в качестве дополнительного диффе-
ренциального (по степени распространения процесса) 
критерия веррукозного РШМ.

У пациенток с низкодифференцированным РШМ 
(G

3
) в отличие от группы контроля характерны системные 

изменения в крови по маркерам воспаления: снижение 
уровней OPN, ММР-2 в 1,8 раза и на 41,1 % соответст-
венно на фоне увеличения уровня SAA в 4,7 раза.

В качестве дополнительного критерия для диффе-
ренциальной диагностики между G

1
 и G

3
 при РШМ 

могут быть использованы такие показатели, как уров-
ни содержания OPN и SAA в сыворотке крови. Для низ-
кодифференцированных опухолей (G

3
) характерно 

снижение уровня OPN в 1,75 раза на фоне повышения 
уровня SAA в 1,8 раза.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
1

9

55ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

1. Siegel R., Naishadham D., Jemal Siegel A. 
Cancer statistics, 2018. CA Cancer 
J Clin 2018;68(1):7–30.  
DOI:10.3322/caac.21442

2. Brambs C.E., Höhn A.K., Hentschel B. 
et al. The prognostic impact of grading 
in FIGO IB and IIB squamous cell 
cervical carcinomas. Geburtshilfe 
Frauenheilkd 2019;79(2):198–204. 
DOI: 10.1055/a-0828-7681. 

3. Matsuo K., Mandelbaum R.S., 
Machida H. et al. Association of tumor 
differentiation grade and survival 
of women with squamous cell carcinoma 
of the uterine cervix.  
J Gynecol Oncol 2018;29(6):e91.  
DOI: 10.3802/jgo.2018.29.e91.

4. Murata M. Inflammation and cancer. 
Environ Health Prev Med 2018;23(1):50. 
DOI: 10.1186/s12199-018-0740-1.

5. WMA declaration of helsinki – ethical 
principles for medical research involving 
human subjects, 2018

6. International classification of diseases 
for oncology (ICD-O), 3rd edition,  
1st revision, 2013.

7. Flonta S.E., Arena S., Pisacane A. et al. 
Expression and functional regulation 
of myoglobin in epithelial cancers.   
Am J Pathol 2009;175(1):201–6. 
DOI: 10.2353/ajpath.2009.081124.

8. Meller S., VAN Ellen A., Gevensleben H. 
et al. Ectopic myoglobin expression 
is associated with a favourable outcome 
in head and neck squamous cell carcinoma 
patients. Anticancer Res 
2016;36(12):6235–41. 
DOI: 10.21873/anticanres.11217.

9.  Kristiansen G., Rose M.,  Geisler C. et al. 
Endogenous myoglobin in human breast 
cancer is a hallmark of luminal cancer 
phenotype. Br J Cancer 2010;102(12): 
1736–45. DOI: 10.1038/sj.bjc.6605702.

10. Пархоменко А.Н., Иркин О.И., 
 Лутай Я.М. Роль биологических марке-
ров в неотложной кардиологии. Меди-
цина неотложных состояний 2011;7–8 
(38–39): 46–54. [Parhomenko A.N., 
Irkin O.I., Lutaj Ya.M. The role 
of biological markers in emergency 
cardiology. Meditsina neotlozhnykh 
sostoyaniy = Emergency Medicine 
2011;7–8(38–39):46–54. (In Russ.)].

11. Заугольников В.С., Теплова Н.Н., 
 Теплова Т.А. Специфический показа-
тель повреждения скелетных мышц 
миоглобин как дополнительный крите-
рий эндогенной интоксикации у боль-
ных панкреатитом. Актуальные вопро-
сы хирургической гепатологии, 
гастроэнтерологии и трансфузиологии: 
материалы межрегиональной научно-
практической конференции с между-
народным участием, посвященной 
80-летию В.А. Журавлева. Киров, 2011. 

С. 85–86. [Zaugol’nikov V.S., Teplova N.N., 
Teplova T.A. The specific indicator 
of skeletal muscle damage myoglobin  
as an additional criterion for endogenous 
intoxication in patients with pancreatitis. 
Actual issues of surgical hepatology, 
gastroenterology and transfusiology: 
materials of an interregional scientific-
practical conference with international 
participation dedicated to the 80th 
anniversary of V.A. Zhuravlev. Kirov, 2011. 
Рp. 85–86. (In Russ.)].

12. Бапаева Г.Б. Биохимические маркеры 
преждевременных родов. Журнал 
 акушерства и женских болезней 2005;3: 
38–41. [Bapaeva G.B. Biochemical 
markers of premature birth. Zhurnal 
akusherstva i zhenskikh bolezney = 
Journal of Obstetrics and Women’s 
Diseases 2005;3:38–41. (In Russ.)].

13. Nyasavajjala S.M., Phillips B.E., 
Lund J.N., Williams J.P. Creatinine and 
myoglobin are poor predictors of anaerobic 
threshold in colorectal cancer and health. 
J Cachexia Sarcopenia Muscle 2015;6(2): 
125–31. DOI: 10.1002/jcsm.12020. 

14. Blanco-Prieto S., Vázquez-Iglesias L., 
Rodríguez-Girondo M. et al. Serum 
calprotectin, CD26 and EGF to establish a 
panel for the diagnosis of lung cancer. 
PLoS One 2015;10(5):e0127318. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0127318.

15. Zhu H., Wu T.C., Chen W.Q. et al.  
Roles of galectin-7 and S100A9 in cervical 
squamous carcinoma: clinicopathological 
and in vitro evidence.  
Int J Cancer 2013;132(5):1051–9. 
DOI: 10.1002/ijc.27764. 

16. Zhu X., Jin L., Zou S. et al. 
Immunohistochemical expression 
of RAGE and its ligand (S100A9) 
in cervical lesions. Cell Biochem Biophys 
2013;66(3):843–50. 
DOI: 10.1007/s12013-013-9515-x.

17. Hermani A., Hess J., De Servi B. et al. 
Calcium-binding proteins S100A8 and 
S100A9 as novel diagnostic markers 
in human prostate cancer. Clin Cancer Res 
2005; 11(14):5146–52. 
DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-05-0352.

18. Hiratsuka S., Watanabe A., Sakurai Y. 
et al. The S100A8-serum amyloid  
A3-TLR4 paracrine cascade establishes 
a pre-metastatic phase. Nat Cell Biol 
2008;10(11):1349–55. 
DOI: 10.1038/ncb1794. 

19. Shu P., Zhao L., Wagn J. et al. Association 
between serum levels of S100A8/S100A9 
and clinical features of colorectal cancer 
patients. Zhong Nan Da Xue Xue  
Bao Yi Xue Ban 2016;41(6):553–9. 
DOI: 10.11817/j.issn.1672-
7347.2016.06.001.

20. Vitkauskaitė A., Celiešiūtė J., Paškauskas S. 
et al. Associations among serum 

lipocalin-2 concentration, human 
papilloma virus and clinical stage 
of cervical cancer. Medicina (Kaunas) 
2019;55(6). DOI: 10.3390/
medicina55060229.

21. Hu C., Yang K., Li M. et al. Lipocalin 2: 
a potential therapeutic target for breast 
cancer metastasis. Oncol Targets Ther 
2018;11:8099–106. 
DOI: 10.2147/OTT.S181223.

22. Cho H., Kim J.H. Lipocalin2 expressions 
correlate significantly with tumor diffe ren-
tiation in epithelial ovarian cancer. J His-
tochem Cytochem 2009;57(5):513–21. 
DOI: 10.1369/jhc.2009.953257.

23. Короленкова Л.И., Степанова Е.В., 
 Барышникова А.Ю. Молекулярно-био-
логические маркеры адгезии, утраты 
межклеточных связей, инвазии и нео-
ангиогенеза как факторы прогрессии 
цервикальных неоплазий и рака шейки 
матки. Российский биотерапевтичес-
кий журнал 2011;10(2):13–7. 
[Korolenkova L.I., Stepanova E.V., 
Baryshnikova A.Yu. Molecular biomarkers 
of development and progression of cervical 
intraepithelial neoplasia. markers 
of adhesion, loss of intercellular connections, 
invasion and neoangiogenesis. Rossijskiy 
bioterapevticheksiy zhurnal = Russian 
Biotherapeutic Journal 2011;10(2):13–7. 
(In Russ.)].

24. Плиева Я.З., Ермилова В.Д., 
 Алферов А.А. и др. Содержание мат-
риксной металлопротеиназы 7 типа 
в сыворотке крови и опухоли больных 
раком  яичников. Онкогинекология 
2018;1(25):15–28. [Plieva Ya.Z., 
Ermilova V.D., Alferov A.A. et al. 
The content of matrix metalloproteinase-7 
in blood serum and tumor in patients 
with ovarian cancer. Onkoginekologiya = 
Oncogynecology 2018;1(25):15–28. 
(In Russ.)].

25. Donizy P., Rudno-Rudzinska J., 
Kaczorowski M. et al. Disrupted balance 
of MMPs/TIMPs in gastric 
carcinogenesis-paradoxical low MMP-2 
expression in tumor and stromal 
compartments as a potential marker 
of unfavorable outcome. Cancer 
Investigation 2015;33(7):286–93. 
DOI: 10.3109/07357907.2015.1024316.

26. Гертшейн Е.С., Маштенко С.В., 
 Левченко Н.Е. и др. Матриксные ме-
таллопротеиназы и их тканевые инги-
биторы в сыворотке крови больных 
 раком эндометрия: клинико-морфоло-
гические корреляции. Бюллетень экс-
периментальной биологии и медицины 
2018;165(1):75–9. 
DOI: 10.1007/s10517-018-4103-0. 
[Gershtein E.S., Mushtenko S.V., 
Ermilova V.D. et al. Matrix metallopro-
teinases and their tissue inhibitors in blood 

Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  3
, 

2
0

1
9

56 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 6 / VOL. 6

Вклад авторов
Е.В. Каюкова: анализ полученных данных, написание текста статьи;
Т.Е. Белокриницкая: обзор публикаций по теме статьи;
Л.Ф. Шолохов: разработка дизайна исследования;
П.П. Терешков: выполнение лабораторной части исследования.
Authors’ contributions
E.V. Kayukova: analysis of the obtained data, article writing;
T.E. Belokrinitskaya: reviewing of publications of the article’s theme;
L.F. Sholokhov: developing the research design;
P.P. Tereshkov: laboratory part of the study.

ORCID авторов/ORCID of authors
Е.В. Каюкова/E.V. Kayukova: https://orcid.org/0000-0001-5231-9273
Т.Е. Белокриницкая/T.E. Belokrinitskaya: https://orcid.org/0000-0002-5447-4223
Л.Ф. Шолохов/L.F. Sholokhov: https://orcid.org/0000-0003-3588-6545
П.П. Терешков/P.P. Tereshkov: https://orcid.org/0000-0002-8601-3499

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.

Финансирование. Работа выполнена при финансовой поддержке гранта президента Российской Федерации для государственной поддержки 
молодых российских ученых МК-6143.2018.7 (соглашение № 075-02-2018-547).
Financing. The study was supported by the grant from the President of the Russian Federation for state support of young Russian scientists MK-6143.2018.7 
(agreement No. 075-02-2018-547).

Информированное согласие. Все пациентки подписали информированное согласие на участие в исследовании.
Informed consent. All patients gave written informed consent to participate in the study.

Статья поступила: 21.08.2019. Принята в печать: 26.09.2019.
Article received: 21.08.2019. Accepted for publication: 26.09.2019.

serum of patients with endometrial cancer: 
clinical and morphological correlations. 
Bullyuten’ eksperimental’noy biologii 
i meditsyny = Bulletin of Experimental 
Biology and Medicine 2018;165(1):75–9. 
(In Russ.)].

27. Wang R.X., Chen S., Huang L., 
Shao Z.M. Predictive and prognostic value 
of Matrix metalloproteinase (MMP)-9 
in neoadjuvant chemotherapy for triple-
negative breast cancer patients. BMC 
Cancer 2018;18(1):909. 
DOI: 10.1186/s12885-018-4822-7.

28. Del Prete A., Scutera S., Sozzani S., 
Musso T. Role of osteopontin in dendritic 
cell shaping of immune responses. 
Cytokine Growth Factor Rev 2019. 
DOI: 10.1016/j.cytogfr.2019.05.004.

29. Huang X., Qian Y., Wu H. et al. Aberrant 
expression of osteopontin and E-cadherin 
indicates radiation resistance and poor 
prognosis for patients with cervical 
carcinoma. J Histochem Cytochem 
2015;63(2):88–98. 
DOI: 10.1369/0022155414561329. 

30. Cho H., Hong S.W., Oh Y.J. et al. Clinical 
significance of osteopontin expression 
in cervical cancer. J Cancer Res 
Clin Oncol 2008;134(8):909–17. 
DOI: 10.1007/s00432-007-0351-5.

31. Zhao Hongchun, Wang Yanfei, 
Zheng Tihua et al. Correlation 
of osteopontin expression and laryngeal 

squamous cell carcinoma infiltration and 
metastasis. Lin Chung Er Bi Yan Hou Tou 
Jing Wai Ke Za Zhi 2015;29(17):1530–3.

32. Khan A.A., Alsahli M.A., Rahmani A.H. 
Myeloperoxidase as an active disease 
biomarker: recent biochemical and 
pathological perspectives. Med Sci (Basel) 
2018;6(2). DOI: 10.3390/medsci6020033.

33. Van der Veen B.S., de Winther M.P.J., 
Heeringa P. Myeloperoxidase: molecular 
mechanisms of action and their relevance 
to human health and disease. Antioxid 
Redox Signal 2009;11:2899–937. 
DOI: 10.1089/ars.2009.2538. 

34. Khalil A., Medfai H., Poelvoorde P. et al. 
Myeloperoxidase promotes tube 
formation, triggers Erk1/2 and Akt 
pathways and is expressed endogenously 
in endothelial cells. Arch Biochem 
Biophys 2018;654:55–69. 
DOI: 10.1016/j.abb.2018.07.011. 

35. Zhang Y., Zhang J., Sheng H. et al. 
Acute phase reactant serum amyloid A 
in inflammation and other diseases. 
Adv Clin Chem 2019;90:25–80. 
DOI: 10.1016/bs.acc.2019.01.002.

36. Lin H.Y., Tan G.Q., Liu Y., Lin S.Q. 
The prognostic value of serum amyloid A 
in solid tumors: a meta-analysis. Cancer 
Cell Int 2019;19:62. 
DOI: 10.1186/s12935-019-0783-4. 
Available at: https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC6425599.

37. Hoeflich A., Pintar J., Forbes B. Editorial: 
Current Perspectives on Insulin-Like 
Growth Factor Binding Protein (IGFBP) 
research. Front Endocrinol  
(Lausanne) 2018;9:667.  
DOI: 10.3389/fendo.2018.00667. 

38. Yang B., Zhang L., Cao Y. et al. 
Overexpression of lncRNA IGFBP4-1 
reprograms energy metabolism to promote 
lung cancer progression. Mol Cancer. 
2017; 16(1):154.  
DOI: 10.1186/s12943-017-0722-8.

39. Sato H., Sakaeda M., Ishii J. et al.  
Insulin-like growth factor binding 
protein-4 gene silencing in lung 
adenocarcinomas. Pathol Int 
2011;61(1):19–27. 
DOI: 10.1111/j.1440-1827.2010.02612.x. 

40. Leto G., Crescimanno M., Flandina C. 
On the role of cystatin C in cancer 
progression. Life Sci 2018;202:152–60. 
DOI: 10.1016/j.lfs.2018.04.013.

41. Kos J., Stabuc B., Cimerman N., Brünner N. 
Serum cystatin C, a new marker 
of glomerular filtration rate, is increased 
during malignant progression. Clin Chem 
1998;44(12):2556–7.

42. Završnik J., Butinar M., Prebanda M.T. 
et al. Cystatin C deficiency suppresses 
tumor growth in a breast cancer model 
through decreased proliferation of tumor 
cells. Oncotarget 2017;8(43):73793–809. 
DOI: 10.18632/oncotarget.17379. 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
1

9

57ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Исследование экспрессии цитокинов  
при подкожной имплантации онкогенных и неонкогенных 

миллипоровых фильтров

Е. Ю. Рыбалкина, О. Ю. Cусова, Т. Г. Мойжесс
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Екатерина Юрьевна Рыбалкина Kate_Rybalkina@mail.ru

Введение. Выяснение механизмов канцерогенеза, индуцируемого инородными телами, – одна из актуальных проблем современной 
онкологии. Это обусловлено тем, что есть взаимосвязь между процессами воспаления и канцерогенеза. Сегодня уже не вызывает 
сомнений факт, что цитокины и сигнальные молекулы в очаге воспаления (продукты воспаления) могут способствовать иници-
ации канцерогенеза, а также стимулировать опухолевую прогрессию. В случае канцерогенеза, индуцированного инородными те-
лами, ключевым вопросом является понимание различий в реакции организма на имплантацию инородных тел, способных вызывать 
образование опухоли и не обладающих этой способностью. Феномен данного вида канцерогенеза заключается в возникновении 
сарком при подкожной имплантации мышам гидрофильных миллипоровых фильтров с диаметром пор, не превышающим 0,1 мкм, 
и неспособности индуцировать опухоли фильтров с диаметром пор, превышающим или равным 0,22 мкм.
Цель исследования – изучение различий между опухолеродными и неопухолеродными фильтрами на молекулярном уровне.
Материалы и методы. Методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в реальном времени оценивали экс-
прессию генов различных цитокинов – продуктов клеток макрофагального происхождения, обитающих на поверхности имплан-
тированных фильтров и в окружающей их капсуле. Сравнивали фильтры с диаметрами пор 0,025 мкм (канцерогенные) и 0,45 мкм 
(неканцерогенные) на сроках 8, 35 и 160 сут (5,5 мес) с момента имплантации.
Результаты и заключение. Через 8 сут мы получили достоверное (р <0,01) превышение экспрессии гена цитокина интерлейкина 1β 
(IL-1β) клетками вокруг канцерогенных фильтров с порами 0,025 мкм по сравнению с неканцерогенными фильтрами с порами 
0,45 мкм.
Через 35 дней показано достоверное (p <0,01) превышение экспрессии IL-1β, Tnf-α (фактора некроза опухоли α), iNOS (индуци-
руемой синтазы оксида азота) и IL-6 клетками вокруг фильтров 0,025 мкм по сравнению с 0,45 мкм. Количественной разницы 
в экспрессии Nf-κB1 и Nf-κB2 (транскрипционного фактора κ-В1 и κ-В2), Tgf-β (трансформирующего фактора роста β) и IL-10 
не обнаружено.
Через 5,5 мес превышение экспрессии IL-1β клетками на 0,025-фильтрах по-прежнему значимо. Для генов Tnf-α, iNOS, IL-6 и IL-10 
разницы в экспрессии практически нет; для генов Nf-κB1 и Nf-κB2 и Tgf-β и COX-2 (циклооксигеназы 2) разница значима, при этом 
экспрессия этих генов была в клетках на неонкогенных фильтрах (0,45 мкм) выше, чем на онкогенных (0,025 мкм).

Ключевые слова: имплантированный миллипоровый фильтр, цитокин, саркома

Для цитирования: Рыбалкина Е. Ю., Cусова О. Ю., Мойжесс Т. Г. Исследование экспрессии цитокинов при подкожной импланта-
ции онкогенных и неонкогенных миллипоровых фильтров. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(3):57–62.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019-6-3-57-62

Differences in the profile of cytokine expression induced by implantation  
of oncogenic and non-oncogenic millipore filters

E. Yu. Rybalkina, O. Yu. Susova, T. G. Moizhess

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

Background. Clarification of the mechanisms of carcinogenesis induced by foreign bodies is one of the urgent problems of modern oncology. 
This is due to the fact that there is a relationship between the processes of inflammation and carcinogenesis. Today, there is no doubt the fact 
that cytokines and signal molecules in the focus of inflammation (products of inflammation) can contribute to the initiation of carcinogenesis, 
as well as stimulate tumor progression. In the case of carcinogenesis induced by foreign bodies, the key issue is understanding the differences 
in the body’s response to the implantation of foreign bodies that can cause tumor formation and do not have this ability. One of the phenom-
ena of this type of carcinogenesis is the occurrence of sarcoma after the subcutaneous implantation in mice of hydrophilic millipore filters with 
a pore diameter not exceeding 0.1 μm and the inability to induce tumors of one’s with a pore diameter greater than or equal to 0.22 μm.
The objective of our work was to study the differences between oncogenic and non-oncogenic filters at the molecular level.
Materials and methods. Reverse transcription polymerase chain reaction method was used to study the expression of a number of cytokines 
that are products of macrophage cells that live on the surface of implanted filters and in the surrounding capsule. Filters with pore diameters 
of 0.025 μm (carcinogenic) and 0.45 μm (non-carcinogenic) were compared in 8, 35 days and 5.5 months after implantation.
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Введение
Старая, но не решенная до конца проблема канце-

рогенеза, индуцируемого имплантацией инородных 
тел, вновь приобретает актуальность, а внимание ис-
следователей все более привлекают вопросы воспале-
ния, являющегося причиной индукции злокачественных 
опухолей. Моделью канцерогенеза, индуцированного 
инородным телом, служит обычно подкожная имплан-
тация пластинок из различных пластмасс мышам или 
крысам. Длительный срок (>12 мес) пребывания пла-
стинки под кожей животного часто приводит к обра-
зованию сарком, берущих начало из клеток соедини-
тельно-тканной капсулы вокруг импланта [1].

Одним из феноменов данного вида канцерогенеза 
является возникновение сарком при подкожной им-
плантации мышам гидрофильных нитроцеллюлозных 
миллипоровых фильтров. При имплантации таких 
фильтров мышам было обнаружено, что их канцеро-
генность сильно зависит от размера пор [2]. В частно-
сти, имплантация фильтров с порами ≥0,22 мкм не вы-
зывала опухолей (неканцерогенные фильтры), а при 
размере пор ≤0,1 мкм опухоли всегда возникали в боль-
шом количестве (канцерогенные фильтры). В той же 
работе было показано, что основным типом клеток 
на поверхности и вокруг всех видов фильтров были 
клетки макрофагального типа. Кроме этого, отмечено, 
что поры неканцерогенных фильтров в отличие от кан-
церогенных были пронизаны тонкими цитоплазмати-
ческими отростками. Преобладание макрофагов вокруг 
имплантатов заставило заподозрить, что именно эти 
клетки играют ключевую роль в данном виде канце-
рогенеза. В настоящее время много внимания уделя-
ется взаимосвязи реакции воспаления (где ведущая 
роль принадлежит макрофагам) с канцерогенезом, 
а также роли провоспалительных цитокинов в иници-
ации опухолевых клеток [3–5].

Цель исследования – выяснить, имеются ли разли-
чия в экспрессии цитокинов клетками, заселившими 
опухолеродные и неопухолеродные фильтры.

Материалы и методы
Имплантация фильтров. Трехмесячным мышам, сам-

кам линии BALb / c, под кожу спины имплантировали 
под эфирным наркозом гидрофильные целлюлозные 

миллипоровые фильтры (Millipore corporation, США) 
диаметром 2 см c порами 0,45 и 0,025 мкм на срок 8, 
35 и 160 сут. По достижении срока планируемого забоя 
мышей умерщвляли с применением цервикальной 
дислокации. Подрезая со всех сторон соединительную 
ткань, фильтры извлекали вместе с капсулой. Методом 
полимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией в реальном времени исследовали экспрессию 
ряда цитокинов в клетках на поверхности фильтров.

Выделение РНК из ткани. Извлеченный из мыши 
фильтр вместе с окружающей капсулой быстро измель-
чали и помещали в 2–3 мл Trizol-Reagent (Invitrogen, 
США). Тотальную РНК выделяли по протоколу про-
изводителя. Качество выделенной РНК проверяли 
с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле, содер-
жащем 0,01 % бромистого этидия. Концентрацию РНК 
определяли с помощью спектрофотометра NanoVue 
Plus (GE Healthcare, США).

Полимеразная цепная реакция в реальном времени. 
Обратную транскрипцию проводили с помощью на-
бора реагентов ОТ-1 (Синтол, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Полимеразную цепную 
реакцию в реальном времени проводили с помощью 
набора реагентов компании «Синтол» (Кат. № R412) 
с интеркалирующим флуоресцентным агентом EvaGreen 
(Синтол, Россия) в соответствии с протоколом произ-
водителя. На 1 реакцию брали 50 нг комплементарной 
ДНК. Реакцию ставили в амплификаторе CFX96 Touch 
(Bio-Rad, США). Шаги амплификации: 95 °С – 5 мин; 
(95 °С – 13 с, 60 °С – 20 с, 72 °С –15 с) × 39.

Нормализацию результатов проводили по экспрес-
сии гена β-actin. Уровень экспрессии генов оценивал-
ся по значению R = 2ΔСt. Последовательности пар прай-
меров представлены в табл. 1.

Статистический анализ. Для определения достовер-
ности различий экспрессии цитокинов клетками на 
фильтрах с разными порами пользовались критерием 
Манна–Уитни. Брали 8–12 мышей на каждую точку.

Результаты и обсуждение
Через 8 сут после имплантации мы получили до-

стоверное (р <0,01) превышение экспрессии цитокина 
интерлейкина 1β (IL-1β) клетками вокруг опухолерод-
ных фильтров (рис. 1).

Results and conclusion. After 8 days we observed significant (p <0.01) excess of expression of two cytokines interleukin 1β (IL-1β) by cells 
around oncogenic filters (with pore of 0.025 μm) compared to non-oncogenic one’s (with pore of 0.45 μm)
After 35 days, significant (p <0.01) excess of expression of IL-1β, Tnf-α, iNOS (induced nitric oxide synthase), and IL-6 by cells around 
the  oncogenic filters (0.025 μm) compared to non-oncogenic one’s (0.45 μm) was observed. There was no quantitative difference in the expres-
sion of Nf-κB1 and Nf-κB2 (nuclear factor κ-B1, κ-B2), Tgf-β (transforming growth factor β), IL-10.
After 5.5 months the expression of IL-1β by cells on oncogenic filters was still significant; for Tnf-α, iNOS, IL-6 and IL-10 there was no 
practically difference in expression. For Nf-κB1 and Nf-κB2, Tgf-β and COX-2 (cyclooxygenase 2) the difference was significant, cells on 
non-oncogenic filters are expressed more then on oncogenic one’s.

Key words: implantation of millipore filter, cytokine, sarcoma

For citation: Rybalkina E. Yu., Susova O. Yu., Moizhess T. G. Differences in the profile of cytokine expression induced by implantation of on-
cogenic and non-oncogenic millipore filters. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(3):57–62.
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генов нескольких цитокинов клетками, заселившими 
опухолеродные фильтры, по сравнению с неопухоле-
родными: превышение экспрессии касается 4 прово-
спалительных цитокинов – Tnf-α (фактора некроза 
опухоли α) в 2,2 раза, IL-1β в 9 раз, IL-6 в 3 раза, а также 
iNOS (индуцируемой синтазы оксида азота) в 3 раза.

На сроке 160 сут превышение уровня экспрессии 
IL-1β клетками на фильтрах 0,025 мкм по-прежнему 
значимо, для остальных провоспалительных цитоки-
нов – утрачено (рис. 3).

Полученные в наших опытах результаты согласу-
ются с гипотезой, по которой саркомы в месте имплан-
тации инородного тела могут быть инициированы 
воздействием продуктов, образующихся в очаге вос-
паления в острой фазе, когда при участии макрофагов 
происходит активное образование свободных радика-
лов кислорода и оксида азота (NO), которые оказыва-
ют цитотоксическое и мутагенное действие на клетки, 
вызывая их инициацию и в дальнейшем развитие опу-
холей [9–11]. Основным источником активных форм 
кислорода при воспалении является НАДФН-оксида-
за (NOX). Имеются исследования, в которых показана 
взаимная регуляция активности ключевых ферментов 
НАДФН-оксидазы и IL-1β в макрофагах и хондроци-
тах [12, 13].

Таблица 1. Праймеры, использованные для оценки экспрессии генов

Table 1. Primers used for evaluation of gene expression

Название гена 
Gene name

Последовательность 
Sequence

Длина фрагмента 
Fragment length

Статьи, в которых 
опубликованы праймеры 

Reference to publication on the primer

β-actin
For: 5’-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3’
Rev: 5’-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3’

154 [6] 

iNOS
For: 5’-GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA-3’
Rev: 5’-GTGGACGGGTCGATGTCAC-3’

127 [6] 

COX-2
For: 5’-TTCCAATCCATGTCAAAACCGT-3’
Rev: 5’-AGTCCGGGTACAGTCACACTT-3’

75 [6] 

IL-1β For: 5’-GAAATGCCACCTTTTGACAGTG-3’
Rev: 5’-TGGATGCTCTCATCAGGACAG)-3’

116 [6] 

Nf-κB1
For: 5’-TTTTCGACTACGCAGTGACG-3’
Rev: 5’-GTCCAGAAGGCTCAGGTCAG-3’

290 [7] 

Nf-κB2
For: 5’-GCAGATAGCCCACGTCATTT -3’
Rev: 5’-CAGGCATGTGCAATATTTGG-3’

275 [7] 

Tnf-α For: 5’-GGCCAACGGCATGGATCTCAA-3’
Rev: 5’-TGTGGGTGAGGAGCACGTAGT-3’

121 [8] 

Tgf-β For: 5’-GCTGGTGAAACGGAAGCGCA-3’
Rev: 5’-AGATGGCGTTGTTGCGGTCCA-3’

244 [8] 

IL-6
For: 5’-TGATGCTGGTGACAACCACGGC-3’
Rev: 5’-AGCCTCCGACTTGTGAAGTGGTA-3’

131 [8] 

IL-10
For: 5’-TGCTCCTAGAGCTGCGGACT-3’
Rev: 5’-TTCTGGGCCATGCTTCTCTGCC-3’

193 [8] 

Рис. 1. Экспрессия цитокинов клетками комплекса «фильтр–капсула» 
через 8 сут после имплантации миллипоровых фильтров с разными разме-
рами пор (по 8 фильтров для каждого размера пор). Здесь и на рис. 2, 3 
звездочкой помечены значения, для которых показаны достоверные 
различия по критерию Манна–Уитни (р <0,01)
Fig. 1. Cytokine expression by cells of the “filter–capsule” complex 8 days 
after implantation of millipore filters with varying pore sizes (8 filters per every 
pore size). *Here and in Fig. 2, 3: values with significant differences per 
the Mann–Whitney test (р <0.01)
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Через 35 сут нахождения имплантатов под кожей 
мышей наблюдали значимое превышение экспрессии 
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Аналогичного образования активного кислорода 
можно ожидать и в случае превышения экспрессии iNOS 
клетками вокруг фильтров 0,025 мкм на сроке 35 сут.

Цитокины IL-1β и IL-6 считаются главными ме-
диаторами воспаления, влияющими на ключевые па-
раметры онкогенного процесса [3]. Эти цитокины 
участвуют в регуляции многих сигнальных путей, в том 
числе JAK / STAT3, CREB и C / EBPβ, и индуцируют 
экспрессию с-Myc [14–16].

Таким образом, в наших опытах онкогенные филь-
тры с диаметром пор 0,025 мкм показали достоверное 
превышение экспрессии IL-1β по сравнению с фильт-
рами неонкогенными во всех временных точках экс-
перимента. Предшествующие опыты показали, что уже 
через 1,5–3,5 мес после имплантации инициированные 
клетки присутствуют в капсуле вокруг инородного те-
ла и развиваются в опухоли спустя определенный ла-
тентный период при замене канцерогенного инород-
ного тела на неканцерогенное (в том числе это может 
быть миллипоровый фильтр 0,45 мкм), которое ока-
зывается промотором [17]. Из этого следует, что для 
инициации опухоли не требуется длительного времен-
ного периода. Определение значения разницы в экс-
прессии других цитокинов в наших экспериментах 
требует дополнительного изучения.

В 1997 г. M. M. Iomhair и S. M. Lavelle показали, что 
увеличение площади имплантируемых миллипоровых не-
канцерогеннных фильтров с порами 0,45 мкм в 2 и 3 ра-
за (имплантировались двойные и тройные фильтры) 
приводит к образованию опухолей в достаточно боль-
шом количестве (7 / 30 и 16 / 30 соответственно) [18]. 
С учетом наших данных возможна следующая интер-
претация этой работы. Можно допустить, что при уве-
личении площади имплантированных фильтров соот-
ветственно увеличивается количество заселяющих их 
макрофагов. Это, по-видимому, означает соответству-
ющее увеличение дозы экспрессируемых этими клет-

ками цитокинов по крайней мере до уровня одинарных 
канцерогенных фильтров c порами 0,025 мкм в наших 
опытах. В связи с этим можно предположить важность 
уровня экспрессии цитокинов для развития опухолей.

Относительно неканцерогенных фильтров с пора-
ми 0,45 мкм интересно отметить, что для генов Nf-κB1, 
Nf-κB2, Tgf-β, COX-2 (циклооксигеназа 2) на сроке 
160 дней наблюдается обратная зависимость: эти мо-
лекулы экспрессируются значимо сильнее клетками 
вокруг фильтров с порами 0,45 мкм по сравнению 
с 0,025 мкм (табл. 2, см. рис. 3). Этот факт, возможно, 
имеет отношение к промоторным свойствам неканце-
рогенного фильтра.

Nf-κB играет важную роль в патогенезе и прогрессии 
злокачественных опухолей. Другие белки этого семей-
ства могут иметь отличные свойства. Nf-κB2 принима-
ет участие в развитии колита, который потенциально, 
вероятно, может переродиться в колитассоциирован-
ный рак. Мыши Nf-κB2– /– устойчивы к раку, связан-
ному с колитом; развитие колита сопровождается 
меньшим числом полипов по сравнению с мышами 
дикого типа [19]. Есть данные, которые показывают, 
что отдельные белки этого семейства имеют супрес-
сорные свойства, – так, Nf-κB1 прямо супрессирует 
воспаление и рак. Показано, что мыши Nf-κB1– /– 
in vivo проявляют повышенную степень воспаления 
и чувствительность к некоторым формам повреждения 
ДНК, приводящим к раку [20]. Возможно, что повы-
шенная экспрессия этого гена клетками на неонкоген-
ных фильтрах защищает клетки от трансформации.

Tgf-β – многофункциональный регуляторный поли-
пептид. Известно, что он может служить как опухолевым 
супрессором, так и проонкогенным фактором [21, 22].

COX-2 – фермент, участвующий в образовании 
простагландинов из арахидоновой кислоты. К насто-
ящему времени накоплено достаточно данных о вовле-
ченности его в процесс канцерогенеза [23]. Показано 

Рис. 3. Экспрессия цитокинов клетками комплекса «фильтр–капсула» 
через 160 сут после имплантации миллипоровых фильтров с разными 
размерами пор (7 фильтров 0,45 мкм и 8 фильтров 0,025 мкм)
Fig. 3. Cytokine expression by cells of the “filter–capsule” complex 160 days 
after implantation of millipore filters with varying pore sizes (7 filters with 
0.45  μm pores and 8 filters with 0.025 μm pores)
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Рис. 2. Экспрессия цитокинов клетками комплекса «фильтр–капсула» 
через 35 сут после имплантации миллипоровых фильтров с разными 
размерами пор (11 фильтров 0,45 мкм и 12 фильтров 0,025 мкм)
Fig. 2. Cytokine expression by cells of the “filter–capsule” complex 35 days 
after implantation of millipore filters with varying pore sizes (11 filters with 
0.45 μm pores and 12 filters with 0.025 μm pores)
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Таблица 2. Различия в экспрессии цитокинов на канцерогенных и неканцерогенных фильтрах при имплантации под кожу мышам

Table 2. Differences in cytokine expression on cancerogenic and non-cancerogenic filters after subcutaneous implantation in mice

Время нахождения фильтров 
под кожей, сут 

Time of filters being under skin, days
IL-1β iNOS Tnf-α Nf-κB1 Nf-κB2 Tgf-β COX-2 IL-6 IL-10

8 +  – + / –  –  –  –  –  –  – 

35 + + +  –  –  –  – +  – 

160 +  –  – * * * *  –  – 

*Значимая разница, где экспрессия на фильтре 0,45 мкм превышает экспрессию на фильтре 0,025 мкм; (+) – значимая 
разница, где экспрессия на фильтре 0,025 мкм превышает экспрессию на фильтрах 0,45 мкм; (–) – нет значимых различий. 
*Significant difference with expression on the 0.45 μm filter being higher than on the 0.025 μm filter; (+) – significant difference with expression on the 
0.025 μm filter is higher than on the 0.45 μm filter; (–) – no significant difference.
Примечание. Для определения достоверности различий экспрессии цитокинов между клетками на фильтрах пользовались 
автоматическим расчетом U-критерия Манна–Уитни. 
Note. Significance of differences in cytokine expression in cells on filters was determined using automatic calculation of the Mann–Whitney U test.

защитное действие ингибиторов COX-2 в колитассо-
циированном опухолегенезе и при ряде других лока-
лизаций [24].

Заключение
Мы полагаем, что эффект различной экспрессии 

цитокинов, индуцированной разными фильтрами, свя-
зан в наших экспериментах с размерами пор имплан-
тированных нитроцеллюлозных фильтров, с которыми 
взаимодействуют и на которые реагируют макрофа-
гальные клетки. От свойств имплантированного мате-
риала зависит уровень экспрессии продуктов. Сходная 
картина наблюдалась в работе W. G. Brodbeck и соавт., 

где показаны различия в уровнях экспрессии ряда 
цитокинов лейкоцитами на поверхности имплантов 
различного качества [25]. Импланты из одного и того 
же биоматериала различались только модифицирован-
ными поверхностями (гидрофильные, гидрофобные, 
анионные и катионные). В нашем случае возможность 
или невозможность образования клетками отростков, 
инвазирующих поры фильтра, может влиять на уровень 
экспрессии цитокинов.

Таким образом, мы имеем дело с 2 видами хрони-
ческого воспаления разного свойства: злокачествен-
ного и доброкачественного, механизмы которых ну-
ждаются в дальнейшем изучении.
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эпидемиологический мониторинг онкологического риска 
у работников онкологического центра

Л. Г. Соленова
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

По результатам мониторинга злокачественных новообразований (ЗНО) в контингенте сотрудников крупного онкологического 
центра проведено исследование онкологического риска методом «случай–контроль» внутри когорты. В когорте численностью 
7269  человек, прослеженной по его канцер-регистру, выявлены 484 человека (139 мужчин и 345 женщин) с диагнозом ЗНО. К за-
болевшему лицу случайным способом было подобрано контрольное лицо по полу, году рождения из числа сотрудников, у которых 
отсутствовал диагноз ЗНО на 1 января 2019 г. Статистически незначимое повышение общего онкологического риска отмечено 
у мужского операционного персонала (отношение шансов (ОШ) 1,14; 95 % доверительный интервал (ДИ) 0,64–2,05) и в группе 
других врачей-клиницистов (ОШ 1,36; 95 % ДИ 0,68–2,73). В объединенной группе мужчин-клиницистов и экспериментаторов 
выявлено 4 случая рака щитовидной железы при отсутствии лиц этой группы в контроле. У них также отмечено незначимое 
повышение риска гемобластозов, опухолей кожи, головного мозга. У женщин повышение риска всех ЗНО наблюдалось в группах 
операционного (ОШ 1,28; 95 % ДИ 0,58–2,87) и среднего (ОШ 1,21; 95 % ДИ 0,85–1,72) медицинского персонала, а также у ра-
ботниц экспериментальных научных подразделений (ОШ 1,31; 95 % ДИ 0,90–1,92). Незначимое повышение риска рака молочной 
железы отмечалось у женщин-клиницистов и экспериментаторов, экспонированных к действию производственных факторов. 
У работниц экспериментальных научных подразделений выявлено статистически значимое повышение риска ЗНО органов пище-
варения (ОШ 2,95; 95 % ДИ 1,14–7,67) и гемобластозов (ОШ 5,71; 95 % ДИ 1,05–31,07). Результаты исследования показали 
необходимость эпидемиологического мониторинга и накопления данных по онкологическому риску в различных группах работни-
ков-онкологов.

Ключевые слова: злокачественное новообразование, мониторинг, онколог, профессиональная группа, онкологический риск
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Epidemiological monitoring of cancer risk in cancer center workers
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Based on the results of cancer monitoring in the staff of a large Cancer Center cancer risk research was performed using the method of nested 
“case–control” study within a cohort. The cohort comprised 7269 persons who were followed up through the cancer-register of the Cancer 
Center. Four hundred eighty-four (139 male and 345 female) cancer cases were revealed. For every case a control individual of the same sex 
and age was randomly selected from the staff who had no cancer as of January 1, 2019. A statistically insignificant increase in the overall 
cancer risk was observed in male operational staff (odds ratio (OR) being 1.14, 95 % confidence interval (CI) 0.64–2.05) and other doctors-
clinicians (OR 1.36; 95 % CI 0.68–2.73). In a combined group of male clinicians and experimenters 4 cases of thyroid cancer were revealed 
and no members of this group were present in controls. An insignificantly increased risk of hemoblastoses, skin and brain cancer were also 
observed in this group. In the female stuff an insignificantly increased risk of all cancer sites combined was recorded in operational group 
(OR 1.28; 95 % CI 0.58–2.87) and nurses (OR 1.21; 95 % CI 0.85–1.72), as well as in the female stuff of experimental scientific units 
(OR  1.31; 95 % CI 0.90–1.92). An insignificant increase in breast cancer risk was observed in women clinicians and experimenters, ex-
posed to the occupational factors. Female employees of experimental scientific units demonstrated a statistically significant increased risk of 
digestive organs cancer (OR 2.95; 95 % CI 1.14–7.67) and hemoblastoses (OR 5.71; 95 % CI 1.05–31.07). The results of the study demon-
strate the need for epidemiological monitoring and data accumulation on cancer risk in different groups of medical workers.
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В России численность врачей в 2017 г. составила 
548 414, среднего медицинского персонала – 1 266 181 че-
ловек [1, 2]. Многочисленные контингенты работни-
ков, занятых в сфере здравоохранения, могут подвер-
гаться воздействию вредных факторов различной 
природы, так как больничная среда больше, чем любая 
другая производственная среда, характеризуется ши-
роким набором физических, химических и биологи-
ческих факторов, опасных для человека. В полной 
мере это относится к медицинским учреждениям он-
кологического профиля, в лечебном арсенале которых 
радиологические методы и химиотерапевтические 
средства, обладающие доказанными канцерогенными 
для человека свойствами, действие которых сочетает-
ся с высокими психоэмоциональными нагрузками. 
Воздействие факторов различной природы, действу-
ющих в комплексе, может повышать онкологический 
риск у медицинских работников, о чем свидетельству-
ют данные, полученные в широкомасштабных зару-
бежных эпидемиологических исследованиях медицин-
ских работников [3, 4]. Актуальность отечественных 
эпидемиологических исследований медицинских ра-
ботников не подлежит сомнению. Анализ профессио-
нальной заболеваемости в России за 2002–2014 гг. 
(13 лет), проведенный по материалам Федерального 
центра гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора груп-
пой профилактики канцерогенных воздействий НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина, выявил только 3 случая 
профессиональных злокачественных новообразований 
(ЗНО) у медицинских работников среди 497 случаев, 
зарегистрированных за этот период. Принимая во вни-
мание весь спектр неблагоприятных производственных 
воздействий, влияющих на состояние здоровья работ-
ников, нельзя исключить недоучет случаев професси-
онального рака в этой профессиональной группе. Не-
обходим мониторинг онкологического риска в ней 
на постоянной основе, так как проецировать оценки, 
полученные в других странах, на производственные 
условия, имеющие место в отечественных онкологи-
ческих учреждениях, неправомерно.

НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина (онкоцентр) 
является научно-исследовательским и лечебным учре-
ждением, в котором осуществляются все виды онколо-
гической помощи больным со ЗНО, разрабатываются 
фундаментальные и прикладные аспекты проблемы 
канцерогенеза, синтезируются и изучаются противо-
опухолевые препараты. В нем представлены все про-
фессиональные группы, работающие в области онко-
логии, что делает многочисленный контингент его 
сотрудников репрезентативным объектом для изучения 
онкологического риска в разных профессиональных 
группах лиц, работающих в учреждениях онкологиче-
ского профиля. Работающие и уволившиеся сотруд-
ники онкоцентра в случае возникновения у них ЗНО 
обычно проходят обследование и лечение в его кли-
нике с внесением данных в канцер-регистр онкоцен-
тра. В поликлинике онкоцентра амбулаторные карты 

заболевших сотрудников хранятся отдельным мас-
сивом. Нахождение в одном учреждении верифи-
цированных данных онкологической заболеваемости 
и профессиональной занятости большого континген-
та его сотрудников предоставляет уникальную воз-
можность проведения исследования связей между 
ними.

Материалы и методы
Для выявления ЗНО среди работников онкоцент-

ра их контингент дважды был прослежен по канцер- 
регистру, архиву клиники и картотеке поликлиники 
онкоцентра в 2005–2006 гг. и 2016–2018 гг. Первона-
чально в 2004 г. на основании текущей картотеки и ар-
хива отдела кадров онкоцентра была составлена база 
данных, включающая сведения о 5122 сотрудниках, 
работавших в 1985–2004 гг., в том числе о 1850 сотруд-
никах со стажем работы в онкоцентре не менее 5 лет, 
уволенных за этот период. В ходе прослеживания сре-
ди них было выявлено 193 сотрудника с диагнозом ЗНО 
(58 мужчин и 135 женщин).

Сопоставление списков сотрудников, работавших 
на 1 января 2005 г. и 1 января 2016 г., показало, что 
за период с 2005 по 2015 г. из числа работавших на 1 ян-
варя 2004 г. уволились 1807 работников. Таким образом, 
на 2-м этапе исследования в контингент для просле-
живания были включены 3612 работающих сотрудни-
ков и 3657 сотрудников, уволившихся за период 1985–
2015 гг. Всего 7269 человек, которые рассматривались 
как когорта. Внутри нее было проведено исследование 
методом «случай–контроль».

В течение 2-го этапа прослеживания был выявлен 
291 сотрудник с диагнозом ЗНО. Общая численность 
заболевших сотрудников, выявленных за оба этапа 
прослеживания, составила 484 человека (139 мужчин 
и 345 женщин). Число ЗНО составило 519 (150 у муж-
чин и 369 у женщин). У 35 человек были диагностиро-
ваны 2 первично-множественные опухоли – 7,2 % всех 
сотрудников с диагнозом ЗНО. В исследование не бы-
ли включены сотрудники, которым диагноз ЗНО был 
поставлен до поступления на работу в онкоцентр (n = 17).

На каждое лицо с диагнозом ЗНО заполнена ин-
дивидуальная карта, в которую включены следующие 
сведения: фамилия, имя, отчество, дата рождения, 
дата поступления на работу в онкоцентр, локализация 
ЗНО с указанием шифра по Международной класси-
фикации болезней 10-го пересмотра, дата постановки 
диагноза, номер амбулаторной карты или карты ста-
ционарного больного, возраст на момент постановки 
диагноза ЗНО, стаж работы в онкоцентре на момент 
постановки диагноза. Данные внесены в компьютер 
с использованием программы Excel.

Характер работы и производственных воздействий, 
которым подвергались лица, включенные в исследо-
вание (заболевшие ЗНО и контрольные), уточнялся 
по материалам санитарно-гигиенической паспортиза-
ции онкоцентра, проведенной в 2002 г., а также путем 
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опроса руководителей и сотрудников подразделений, 
в которых они работали.

На 1-м этапе исследования значимо повышенный 
онкологический риск был выявлен в группе операци-
онного персонала (хирурги, анестезиологи, реанима-
тологи): у мужчин отношение шансов (ОШ) 3,4 (95 % 
доверительный интервал (ДИ) 1,5–7,8), у женщин – 
ОШ 3,1 (95 % ДИ 1,08–9,3). В группах сотрудников, 
работающих с противоопухолевыми препаратами, кан-
церогенами, гистологов, аптечных работников и др., 
повышение риска не достигало уровня статистической 
значимости. Производственная экспозиция в отдель-
ных группах среднего медицинского персонала сущест-
венно различается, но расчет показателей ОШ в соответ-
ствии с характером производственных обязанностей 
и возможного вредного воздействия профессиональ-
ных факторов не выявил в них повышения общего 
онкологического риска. Он был или на уровне 1,0, или 
понижен [5]. С учетом этих данных на 2-м этапе ис-
следования по характеру профессионального воздей-
ствия или должностных обязанностей среди лиц с ди-
агнозом ЗНО были выделены следующие группы:

• операционный персонал (хирурги, анестезиологи, 
реаниматологи), подвергающийся воздействию 
анестетиков и дезинфицирующих веществ на фоне 
нервно-эмоционального напряжения;

• сотрудники, подвергающиеся воздействию иони-
зирующего излучения;

• врачи других специальностей;
• средний обслуживающий персонал: медицинские 

сестры, лаборанты клинических лабораторий;
• младший обслуживающий персонал клинических 

подразделений (санитарки, уборщицы);
• сотрудники научных подразделений, занимающие-

ся экспериментальными исследованиями;
• работники инженерно-технической службы (ИТС): 

водители, лифтеры, уборщики, слесари-ремонт-
ники, слесари-сантехники и др.;

• административный персонал и другие лица (реги-
страторы, работники библиотеки и др.), не под-
вергающиеся воздействию вредных производст-
венных факторов.
К заболевшему лицу случайным способом подби-

ралось контрольное лицо по полу, году рождения из чи-
сла сотрудников, у которых отсутствовал диагноз ЗНО 
или доброкачественного новообразования на 1 января 
2019 г. Были рассчитаны показатели ОШ и их 95 % ДИ 
общего онкологического риска и риска отдельных 
 локализаций ЗНО в выделенных профессиональных 
группах.

Результаты
Проведен анализ объединенных данных 1-го и 2-го 

этапов исследования. В нозологической структуре рас-
пространенности ЗНО у мужчин 1-е место занимают 
ЗНО органов пищеварения, среди которых лидирует 
рак толстой и прямой кишки (18 % всех ЗНО), далее 

следуют рак предстательной железы (14 %), рак же-
лудка (13 %), рак мочевыводящих путей (11 %), гемо-
бластозы (6 %). У женщин треть всех ЗНО составил 
рак молочной железы (РМЖ) – 34 %, следующими 
по частоте были опухоли репродуктивных органов 
(22 %), органов пищеварения (19 %), гемобластозы 
(6 %).

Расчет общего онкологического риска в исследу-
емых профессиональных группах показал незначимое 
его повышение у работников обоих полов в группе 
операционного персонала, медицинских сестер, ра-
ботниц экспериментальных научных подразделений, 
у мужского персонала ИТС (табл. 1).

Расчеты риска отдельных локализаций ЗНО пока-
зали статистически незначимое повышение риска ЗНО 
органов пищеварения в группе мужского операцион-
ного персонала, обусловленное повышенным риском 
развития рака толстой и прямой кишки (ОШ 2,88; 95 % 
ДИ 0,76–10,87). Риск ЗНО других органов пищевари-
тельной системы был ниже 1,0. В этой группе отмече-
но также незначимое повышение риска ЗНО половых 
органов и мочевыводящих путей.

У мужского персонала, работающего с источника-
ми ионизирующего излучения, отмечено 2 случая ге-
мобластозов при отсутствии лиц этой профессиональ-
ной группы в соответствующей контрольной группе. 
В группе других врачей наблюдалось незначимое по-
вышение риска ЗНО органов дыхания, пищеварения 
и лейкозов (табл. 2).

В объединенной группе персонала клиники и экс-
периментальных подразделений, в экспозиции которой 
присутствуют те или иные канцерогенные факторы, 
у мужчин общий онкологический риск был незначимо 
понижен (88 / 93; ОШ 0,87; 95 % ДИ 0,55–1,38), у жен-
щин – незначимо повышен (290 / 287; ОШ 1,05; 95 % 
ДИ 0,74–1,49).

В группе мужчин, объединяющей клиницистов 
и экспериментаторов, было 4 случая рака щитовидной 
железы при отсутствии лиц этой группы в контроле. 
У них также диагностировано 8 из 9 случаев гемобла-
стозов (ОШ 6,4; 95 % ДИ 0,55–74,89), 5 из 6 случаев 
опухолей кожи (ОШ 2,5; 95 % ДИ 0,16–18,6), 3 из 
5 случаев опухолей головного мозга (ОШ 2,25; 95 % 
ДИ 0,18–28,26). Риск ЗНО органов пищеварения был 
понижен, половых и мочевых органов – равен 1.

В группе мужского персонала ИТС незначимо был 
повышен риск представленных в табл. 2 локализаций 
ЗНО, кроме гемобластозов, риск которых был понижен.

У женщин изученных профессиональных групп 
наблюдалось повышение риска опухолей отдельных 
локализаций, которое в основном было статистически 
незначимым. Значимое превышение риска ЗНО орга-
нов пищеварения и гемобластозов наблюдалось в груп-
пе работниц экспериментальных научных подразде-
лений (табл. 3).

В объединенной группе женского персонала кли-
нических и экспериментальных подразделений был 
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статистически незначимо повышен риск РМЖ (ОШ 1,41; 
в границах 0,79–2,52), ЗНО органов пищеварения 
(ОШ 1,10; в границах 0,47–2,54), эндокринных орга-
нов (ОШ 1,30; в границах 0,31–5,39), гемобластозов 
(ОШ 4,67; в границах 0,47–45,62), ЗНО кожи (ОШ 1,88; 
в границах 0,39–9,01), понижен риск опухолей жен-
ской половой сферы (ОШ 0,51; в границах 0,31–5,39). 
В группе работниц, не имевших контакта с производ-
ственными вредностями, также отмечено незначимое 
повышение риска ЗНО органов пищеварения и жен-
ской половой сферы.

Обсуждение
При анализе полученных данных неизбежен во-

прос, насколько репрезентативна группа лиц с диаг-
нозом ЗНО для всего контингента сотрудников онко-
центра. Сравнение профессиональной структуры 
группы сотрудников с диагнозом ЗНО с профессио-
нальной структурой всего контингента работников 
онкоцентра показало, что они близки в процентном 
соотношении. Так, врачи-мужчины всех специально-
стей составляют 42 % среди мужчин-работников онко-

Таблица 1. Общий онкологический риск в профессиональных группах работников НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина

Table 1. Total cancer risk in occupational groups of employees of the N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology

Профессиональная группа 
Occupational group

Мужчины 
Males

Женщины 
Females

Число случаев / чи-
сло контролей 

Number of 
cases / number of 

controls

Отношение шансов 
(95 % доверитель-

ный интервал) 
Odds ratio (95 % 

confidence interval) 

Число случаев / чи-
сло контролей 

Number of 
cases / number of 

controls

Отношение шансов 
(95 % доверитель-

ный интервал) 
Odds ratio (95 % 

confidence interval) 

Операционный персонал 
Surgical staff

29 / 26 1,14 (0,64–2,05) 14 / 11 1,28 (0,58–2,87) 

Персонал, работающий 
с ионизирующим излучением 
Personnel working with ionizing radiation

14 / 21 0,63 (0,31–1,30) 26 / 35 0,72 (0,43–1,22) 

Другие врачи-клиницисты 
Other clinicians

21 / 16 1,36 0,68–2,73) 56 / 61 0,91 (0,61–1,35) 

Средний медицинский персонал 
Middle medical staff

 –  – 86 / 74 1,21 (0,85–1,72) 

Младший медицинский персонал 
Junior medical staff

 –  – 34 / 47 0,70 (0,44–1,11) 

Персонал экспериментальных 
научных подразделений 
Personnel of experimental scientific 
departments

24 / 30 0,76 (0,42–1,38) 74 / 59 1,31 (0,90–1,92) 

Персонал инженерно-технической 
службы 
Personnel of engineering and technical services

57 / 49 1,26 (0,79–2,03) 22 / 30 0,72 (0,41–1,27) 

Административный и другой персо-
нал, не имеющий контакта с вредны-
ми производственными факторами 
Administrative and other personnel unexposed 
to harmful occupational factors

5 / 8 0,61 (0,20–1,92) 57 / 52 1,11 (0,74–1,67) 

центра, а среди лиц с диагнозом ЗНО – 44 %, среди 
врачей-женщин – 26 и 20,5 % соответственно. Среди 
мужчин 31,2 % заболевших были работниками ИТС, 
на долю которых в кадровой структуре онкоцентра 
приходится 37,3 %. Коэффициент ранговой корреля-
ции Спирмена между профессиональными структура-
ми в группе лиц с диагнозом ЗНО и всего контингента 
работающих составил для мужчин 1, для женщин  – 
0,986 (р <0,05). Соотношение полов (29 % мужчин 
и 71 % женщин) среди заболевших близко к половой 
структуре всего контингента работников онкоцентра 
(на 1 января 2017 г. 24 % составляли мужчины и 76 % 
женщины). Эти сопоставления свидетельствуют о том, 
что в группу заболевших лиц не было отбора по поло-
вому и профессиональному признакам.

Подавляющее большинство заболевших сотрудни-
ков (80 %) к моменту постановки диагноза ЗНО про-
работали в онкоцентре более 10 лет. У половины забо-
левших стаж работы в нем превышал 20 лет. В группе 
работников с малым стажем в основном сконцентри-
ровались работники вспомогательных служб (лифтеры, 
уборщики, охранники, слесари и др.).
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Анализ совокупных данных 1-го и 2-го этапов ис-
следования выявил повышение риска ряда локализа-
ций ЗНО в изученных профессиональных группах. 
Несмотря на то что его показатели в большинстве слу-
чаев не достигают уровня статистической значимости, 
их нельзя игнорировать. У мужчин с экспозицией 
к специфичным производственным факторам выяв-
лено повышение риска гемобластозов, опухолей щи-
товидной железы, кожи, головного мозга, т. е. опухолей 
локализаций, повышение риска которых наблюдалось 
в зарубежных исследованиях медицинских работников 
[6–8]. У женщин во всех экспонированных группах, 
кроме младшего медицинского персонала (санитарок, 
уборщиц), наблюдалось повышение риска РМЖ, что 
также прослеживается в масштабных эпидемиологи-
ческих работах, посвященных медицинским работни-
кам [9, 10]. Предполагается, что определенную роль 
в этом могут играть занятость в ночных сменах и в свя-
зи с этим снижение выработки мелатонина – естест-
венного антиоксиданта [11]. Повышенный риск РМЖ 
может быть связан с характером репродуктивного по-
ведения (поздние первые роды, малодетность), на ко-
торый может накладывать отпечаток профессия. При 
отсутствии информации о репродуктивном поведении, 
важной для оценки риска РМЖ, невозможно обосно-
ванно утверждать о влиянии профессиональных воз-
действий на изученные группы женщин, но следует 
заметить, что у работниц ИТС и тех, кто не имел кон-
такта со специфическими профессиональными фак-
торами, риск РМЖ был незначимо понижен.

Обращает на себя внимание статистически значи-
мое повышение риска ЗНО пищеварительной системы 
и гемобластозов у работниц экспериментальных науч-
ных подразделений, экспонированных к широкому 
спектру канцерогенных воздействий разной природы: 
физических, химических и биологических факторов. 
Результаты санитарно-гигиенической паспортизации 
онкоцентра, проведенной в 2002 г., показали, что на тот 
момент 265 сотрудников его научно-исследовательских 
подразделений имели производственный контакт с раз-
личными химическими канцерогенами [5]. По данным 
зарубежных исследований, проведенных в Финляндии, 
Швеции, США и Израиле, у работников биомедицин-
ских учреждений наблюдается пониженный общий 
риск возникновения ЗНО по сравнению с населением 
и статистически незначимое повышение риска ряда 
локализаций за исключением значимого повышения 
риска РМЖ [12–14]. У работников этих лабораторий 
наблюдается широкий диапазон риска рака поджелу-
дочной железы (0,5–6,3), головного мозга (0,7–9,4) 
и неходжкинской лимфомы (0,6–51,5). В большинст-
ве исследований обнаруживается низкая статистиче-
ская значимость показателей риска и неопределен-
ность оценки экспозиции [15].

Данное исследование, проведенное методом «слу-
чай–контроль» внутри когорты, имеет свои ограниче-
ния при интерпретации результатов, обусловленные 

тем, что заболевшие и контрольные лица не были опро-
шены по таким факторам риска, как образ жизни, 
вредные привычки, характер репродуктивного пове-
дения и другие факторы, которые могут выступать 
как мешающие при оценке онкологического риска, 
связанного с профессией. Это объясняется наличием 
сложностей технического характера. Изучение всего 
спектра онкологических нозологий потребовало бы 
создания чрезвычайно объемного опросника, учиты-
вающего широкий диапазон факторов, этиологически 
значимых в их возникновении. Получение таких све-
дений для большого числа заболевших сотрудников 
было бы сопряжено с существенными затратами вре-
мени и сил. Часть из них к моменту проведения ис-
следования скончались и следовало бы разыскивать 
и опрашивать их родственников. При этом не исклю-
чены потеря и искажение информации. Некоторые 
заболевшие сотрудники уволились по состоянию здо-
ровья, часть продолжают работать. Исходя из этого, 
не мог быть выполнен стандартный подход к интервью 
всех респондентов. И несмотря на то что отсутствие 
информации по бытовым факторам риска в равной 
степени относится как к опытной, так и контрольной 
группам, их роль нельзя отрицать. Это иллюстрируют 
результаты, относящиеся к группе мужчин-работников 
ИТС, чей образовательный уровень, надо полагать, 
значительно ниже, чем у врачей и научных сотрудни-
ков, что может отражаться на большей распространен-
ности среди них вредных привычек. Их доля среди 
заболевших мужчин составила 31,2 %, а доли ЗНО, 
этиологически связанных с вредными привычками 
(курение, злоупотребление алкоголем), существенно 
выше – 50 % и более. Так, 5 из 7 случаев опухолей по-
лости рта и глотки, выявленных во всем контингенте 
больных, были диагностированы в этой группе (ОШ 
1,88; 95 % ДИ 0,20–17,27), у них же выявлены 5 из 10 
опухолей печени и поджелудочной железы (ОШ 9,00; 
95 % ДИ 0,81–100,14) и 10 из 19 случаев рака органов 
дыхания (ОШ 1,91; 95 % ДИ 0,2–2,23).

Проведенная работа – первое в России аналити-
ческое эпидемиологическое исследование онкологи-
ческого риска у медицинских работников. Результаты 
его тем более важны, что воздействию таких вредных 
профессиональных факторов, как ионизирующее из-
лучение, химиопрепараты, вирусы, несущие опас-
ность трансмиссивного заражения, ночные смены, 
психоэмоциональные нагрузки, подвергается не толь-
ко персонал онкологических клиник, но и работники 
других медицинских учреждений. Следует также под-
черкнуть, что нет отечественных эпидемиологических 
исследований онкологического риска у работников, 
занятых научными исследованиями в области меди-
цины и экспонированных к широкому спектру вредных 
производственных факторов, включая канцерогенные. 
Вместе с тем полученные данные о повышенном он-
кологическом риске у женщин, занятых эксперимен-
тальной работой, свидетельствуют о необходимости 
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изучения этой многочисленной профессиональной 
группы.

Результаты проведенного исследования показали 
необходимость эпидемиологического мониторинга 
и накопления данных по онкологическому риску в раз-
личных группах медицинских работников с учетом 
широкого внедрения в медицинскую практику методов 
интервенционной радиологии, расширения спектра 

химиопрепаратов, роста числа лиц, инфицированных 
вирусом иммунодефицита человека, что вовлекает 
в сферу их воздействия многочисленные контингенты 
работников здравоохранения. Такие данные нужны 
для оценки истинного положения дел в профессио-
нальных группах медицинских работников в нашей 
стране и разработки адекватных мер профилактики 
возможных рисков для их здоровья.




