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Современные стратегии исследования маркеров 
опухолевого роста в клинической практике

И. Б. Зборовская
Научно-исследовательский институт канцерогенеза ФГБНУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина»,  

Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24; 
ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина», Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Ирина Борисовна Зборовская zborovskaya@mail.ru

В основе онкологических заболеваний и их прогрессии лежит каскадный процесс накопления генетических повреждений, затра-
гивающих не менее 20 генов, и поэтому важность молекулярно-генетических исследований для клинической онкологии не вызы-
вает сомнений. Современные методы молекулярной биологии, позволяющие детерминировать структурные и функциональные 
изменения генов и их продуктов, которые могут служить специфическими маркерами опухолевого роста, открывают принци-
пиально новые возможности в клинической онкологии. В обзоре рассматриваются пути совершенствования критериев для фор-
мирования диагностических тестов, оценки молекулярных факторов течения болезни и эффективности проводимых лечебных 
мероприятий. Для определения спектра маркеров особое внимание должно быть направлено на исследования путей передачи сигна-
лов ключевых генов опухолевого роста и их ближайших партнеров. Одним из важных аспектов является корректное формирова-
ние групп пациентов и коллекций образцов. Подчеркивается необходимость объединения в рамках единых программ традиционных 
способов диагностики и лечения с современными методами молекулярно-генетического тестирования и биоинформатики.

Ключевые слова: онкомаркеры, сигнальные пути, герминальные мутации, аллельный полиморфизм, микроРНК, метилирование 
ДНК, полиаденилирование, сплайсинг, транскриптом, стволовые клетки опухоли

Modern strategies for study of tumor’s markers in clinical practic

I. B. Zborovskaya

Scientific Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Russia,  
115478, Moscow, Kashirskoye shosse, 24; 

N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Russia, 115478, Moscow, Kashirskoye shosse, 24

Importance of molecular genetics-based essays in clinical oncology is now unquestionable due to the fact that all oncological diseases and 
their progression are based on cascading accumulation of genetic aberrations involving more than 20 different genes. Essentially new ca-
pacities of clinical oncology are uncovered with the help of modern molecular biology methods that allow to determine structural and func-
tional changes of genes and their products. This review examines approaches to improve criteria for creating diagnostic essays, evaluation  
of treatment efficiency and molecular factors of clinical course. In order to determine relevant markers, special consideration should be given 
to the research of signal transduction pathways involving key genes responsible for tumor growth and their partners. The correct formation  
of patient’s groups and selection of samples is very important. It is emphasized that integrated clinical programs should combine traditional 
methods of diagnostics and treatment with modern molecular testing and bioinformatics methods.

Key words: oncomarkers, signaling pathways, germline mutations, allelic polymorphism, microRNA, DNA methylation, polyadenylation, 
splicing, transcriptom, tumor stem cells

Введение
Молекулярная биология находится сейчас на та-

кой стадии развития, когда уже накоплен достаточный 
объем знаний о молекулярных изменениях, свойст-
венных развитию и течению той или иной патологии. 
Сочетание исследований в области молекулярной он-
кобиологии с данными клинических реестров являет-
ся необыкновенно продуктивным как в определении 
фундаментальных основ опухолевого роста, так и в пла-
не диагностики и лечения опухолевых заболеваний. 
Молекулярная онкобиология активно интегрирует 
в практическую медицину. К 2014 г. только в PubMed 
зафиксировано более 40 тыс. публикаций, посвященных 
исследованию молекулярных онкомаркеров в клини-

ке, не считая огромного количества работ, проводи-
мых на клеточных линиях и экспериментальных жи-
вотных.

Еще несколько лет назад острейшей проблемой 
молекулярной онкологии являлась идентификация 
отдельных генетических факторов, ассоциированных 
с канцерогенезом. Современная наука требует исклю-
чительно комплексного подхода и анализа не только 
значения отдельных молекулярно-генетических нару-
шений, но, в первую очередь, механизмов изменений 
функционирования внутриклеточных сигнальных пу-
тей, вызванных тем или иным генетическим событи-
ем, а также анализа условий развития опухолевого 
очага на уровне целого организма. Кроме того, за по-
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следние годы существенно возрос технологический 
уровень исследований, изменились методические под-
ходы, что способствовало глобальному увеличению 
объема знаний о путях системной регуляции метабо-
лических процессов как на клеточном уровне, так 
и в организме в целом. Современные геномные и про-
теомные технологии, применяемые или разрабатыва-
емые, предоставляют возможность составления в самом 
ближайшем будущем так называемой индивидуальной 
«биопрописи» состояния здоровья и возможных забо-
леваний человека, в том числе и онкологических. На-
чинается век молекулярной медицины, и сейчас 
на повестку дня остро поставлен вопрос обобщения 
уже полученной информации. Поэтому назрела необ-
ходимость по-новому взглянуть на перспективы и так-
тику применения молекулярных маркеров в онколо-
гической практике с учетом современных достижений 
молекулярной биологии.

Общие положения
Риск возникновения, гистогенез, темпы роста опу-

холи и прогрессия заболевания в немалой степени 
определяются структурными особенностями и / или 
аберрациями клеточного генома. С возникновением 
и прогрессией опухоли могут быть связаны как детер-
минированные в геноме параметры (например, нор-
мальный аллельный полиморфизм генов или герми-
нальные мутации), так и изменения, появляющиеся 
de novo при злокачественной трансформации и разви-
тии опухолевого процесса. К молекулярно-генетиче-
ским маркерам опухолевого роста и прогрессии следует 
отнести точечные мутации в кодирующих и регулятор-
ных областях генов, амплификацию или утрату отдель-
ных аллелей и генных локусов вследствие делеций 
и хромосомных перестроек, модуляцию экспрессии 
генов на уровне транскрипции и трансляции, измене-
ние внутриклеточной локализации и модификации 
белковых молекул.

Малигнизация нормальных клеток является следс-
твием каскадного накопления различных нарушений. 
Предполагается, что для развития рака у человека не-
обходимы изменения не менее 6–10 генетических 
факторов [1, 2].

Вследствие генетической нестабильности любая 
группа трансформированных клеток представляет со-
бой гетерогенную популяцию. Это дает возможность 
неконтролируемого отбора признаков, необходимых 
для формирования и закрепления опухоли в организ-
ме. Принято считать, что такими признаками являются 
приобретение способности к бесконечному делению, 
самодостаточность в ростовых факторах, нечувстви-
тельность к ингибиторам роста, уклонение от клеточ-
ной гибели, стимуляция ангиогенеза и метастазирова-
ние [2–5].

Генетическая нестабильность, являющаяся неотъ-
емлемой чертой опухолевой прогрессии, обусловлена, 
в первую очередь, нарушениями в системе генов, кон-

тролирующих целостность генома, что резко увели-
чивает вероятность появления и накопления мутаций 
[6–9]. Большое значение придается исследованиям 
факторов эпигенетической регуляции (например, 
метилирование GpC-островков ДНК, модификация 
гистоновых комплексов, альтернативное полиадени-
лирование и альтернативный сплайсинг), определяю-
щих состав транскриптома [6, 9–14]. Значительный 
вклад в малигнизацию клетки вносят повреждения 
генов, участвующих в процессах регуляции клеточно-
го роста и дифференцировки, которые часто являются 
онкогенами и генами-супрессорами опухолевого рос-
та (антионкогенами), в частности факторов роста, 
их рецепторов, гуанозинтрифосфатаз и т. д. [15]. Сов-
местное функционирование генов, кодирующих нор-
мальные регуляторы клеточного цикла и определяющих 
скорость клеточного деления, а также про- и анти-
апоптотические факторы, оказывает значительное 
влияние на баланс процессов пролиферации и гибели 
опухолевых клеток, а следовательно, рост опухолевых 
клонов. Кроме того, существует большая группа ге-
нов-модуляторов, напрямую не отвечающих за злока-
чественную трансформацию клеток, но способствую-
щих распространению опухоли в организме [3, 16]. 
К ним относятся гены иммунного ответа, цитокины, 
гены, контролирующие функционирование протеоли-
тических ферментов, везикулярный транспорт, неоан-
гиогенез и т. п. Очень важно учитывать участие транс-
крипционных факторов в определении злокачественного 
потенциала клеток [2, 4, 13, 17]. Роль их на различных 
стадиях опухолевой прогрессии до сих пор остается 
несколько в тени.

Все генетические, эпигенетические и регулятор-
ные нарушения трансформирующих генов реализуют-
ся на уровне изменения их экспрессии, т. е. уровня 
белковой продукции. Структурные модификации бел-
ков (фосфорилирование, пальмитилирование, мирис-
тилирование, сумоилирование, убиквитинирование 
и т. п.) и изменение их внутриклеточной локализации 
также изменяют их экспрессию и сигналинг, что име-
ет различные аспекты влияния на клеточный метабо-
лизм [18–20]. Важное значение имеют и модуляции 
состава и структуры клеточных мембран, влияющие 
на функционирование многих процессов, в том числе 
и на сигнальную трансдукцию [21–23].

С открытием новых методик исследования генов, 
белков и тканей, полной расшифровкой генетическо-
го кода человека и интенсивным изучением сигналь-
ных путей достигнут большой прогресс в определении 
особенностей функционирования генов и их продук-
тов в различных типах опухолей. Одним из многообе-
щающих подходов являются исследования нового 
класса регуляторных молекул генной транскрипции – 
микроРНК [5, 24–27], а также изучение так называе-
мых стволовых клеток опухолей (СКО) [27–30]. В на-
стоящее время эти достижения являются в основном 
прерогативой экспериментальных лабораторий, и пу-
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ти их внедрения в клиническую практику находятся 
в стадии разработок [31–34]. Внимание же практиче-
ской молекулярной онкологии пока сосредоточено 
на тех известных изменениях, детекция которых в ка-
честве молекулярных онкомаркеров уже сейчас может 
служить характеристикой тех или иных клинических 
параметров в группах онкологических больных или 
у отдельных индивидуумов.

Практические аспекты исследования онкомаркеров 
в клинической практике
В исследованиях маркеров опухолевого роста су-

ществует два основных аспекта: фундаментальный и кли-
нический.

Фундаментальный аспект. Определение молеку-
лярных маркеров в биопсийных образцах, клеточных 
линиях и ксенографтах опухолей человека в первую 
очередь дает не только представление о функциони-
ровании метаболических систем конкретной опухоли 
и биологических особенностях определенного гисто-
логического типа новообразования, но и общие зна-
ния о природе опухолевого роста. Кроме того, экспе-
риментальные разработки служат платформой для 
создания новых и эффективных таргетных препаратов.

В данном обзоре мы более подробно остановимся 
на клинических аспектах.

Диагностический аспект. Хотя спектр как насле-
дуемых, так и соматических изменений генов в случае 
каждой конкретной опухоли носит индивидуальный 
характер, тем не менее наблюдаются определенные 
закономерности генных модификаций, которые дают 
основания связать их с развитием или характером про-
грессии той или иной патологии и выделить соответс-
твующую группу диагностических онкомаркеров. Та-
кие маркеры используются:

1) для формирования групп риска развития тех или 
иных опухолевых заболеваний как в семьях с отяго-
щенной онкологической наследственностью, так и при 
спорадических формах;

2) в качестве тестов для досимптоматической диа-
гностики;

3) при дифференциальной диагностике тех или 
иных гистологических форм.

К сожалению, очень небольшой список одиноч-
ных онкомаркеров может служить целям как первич-
ной, так и дифференциальной диагностики. Очевидно, 
что молекулярная онкодиагностика требует комплек-
сного подхода и выявления не единичных генетиче-
ских и / или метаболических молекулярных нарушений, 
а использования панелей тестов как для определенной 
совокупности опухолей, объединенных по этиологи-
ческим или гистологическим критериям, так и для 
каждого типа неоплазии. Следует отметить, что мно-
гие маркеры предрасположенности к возникновению 
спорадических солидных опухолей, хотя и являются 
потенциально полезными инструментами скрининга, 
пока не получили широкого распространения. Исклю-

чение составляют полиморфизмы и герминальные 
мутации, исследования которых интенсивно развива-
ются и имеют широкий выход в практику (медико-ге-
нетическое консультирование в отдельных популяциях, 
семьях с отягощенной наследственностью и группах 
людей, подвергнутых действию канцерогенных фак-
торов) [35–37].

Прогностический аспект. Определение маркеров 
опухолевой прогрессии проводится:

1) с целью выявления метастазов и рецидивов пер-
вичного очага;

2) для прогнозирования течения опухолевого про-
цесса (скорости прогрессирования заболевания и уров-
ня выживаемости больных);

3) при мониторинге возможности и сроков появ-
ления очагов вторичного роста.

Вероятно, что способность метастазировать может 
быть приобретена отдельными клонами опухолевых 
клеток уже на ранних стадиях канцерогенеза, в то вре-
мя как активная реализация этой способности осу-
ществляется в ходе опухолевой прогрессии [3, 5, 38–40]. 
При проведении сравнительного анализа мутацион-
ного статуса и / или генной экспрессии с целью выяв-
ления маркеров, ассоциированных с метастазирова-
нием, необходимо учитывать как морфологическую, 
так и генетическую гетерогенность не только популя-
ции опухолевых клеток, но и микроокружения опухо-
ли, стволовых клеток, а также системную реакцию 
организма (изменение гормонального статуса, имму-
нологические маркеры и т. д.) [3–5, 16, 28, 40–42].

Существуют предпосылки использования данной 
группы онкомаркеров и для корректного стадирова-
ния онкозаболевания.

Предсказательный (предиктивный) аспект. В анг-
лоязычной литературе при обозначении онкомаркера, 
предсказывающего ответ на проводимую химиоте-
рапию, широко используется устоявшийся термин 
predictive marker. Такие маркеры применяются:

1) при определении эффективности и коррекции 
проводимых лечебных мероприятий, в частности воз-
действия химиотерапевтических агентов и таргетных 
препаратов;

2) для изучения механизма действия отдельных 
химиопрепаратов и их комбинаций;

3) в разработке новых подходов к лечению онко-
логических больных методами гено- и сигналотера-
пии.

Исследования данного класса маркеров – наи-
более интенсивно развивающееся направление. При 
 составлении прогноза для назначения противоопу-
холевого лечения строго необходимо формирование 
кластерных диагностикумов, как при определенном 
типе онкозаболевания, так и при применении кон-
кретного противоопухолевого препарата. Кроме того, 
наряду с прогностическими и диагностическими, дан-
ные маркеры являются инструментом для индивиду-
ализации лечения. Применение химиотерапевтиче-
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ских препаратов, как классических, так и таргетных, 
способно кардинально изменять спектр, экспрессию, 
внутриклеточную локализацию, активность и, следо-
вательно, функционирование целого ряда белков и ас-
социированных с ними сигнальных путей. Таким об-
разом, с помощью определения индивидуального спектра 
предиктивных маркеров для каждого больного стано-
вится возможен мониторинг эффективности прово-
димой терапии.

Более детально использование прогностических 
и предиктивных панелей будет рассмотрено в соот-
ветствующих главах данного обзора. Следует отметить, 
что их спектры часто пересекаются, т. е. многие про-
гностические маркеры могут служить и предиктив-
ными.

Тактика молекулярного тестирования
Используемые биопсийные материалы и требования 

к составлению выборок пациентов и коллекций образцов. 
Как для выявления значения того или иного молеку-
лярного нарушения или изменений функционирова-
ния группы генов и их продуктов на различных этапах 
канцерогенеза, так и при оценке влияния наличия мо-
лекулярных маркеров на отдаленные показатели ре-
зультатов хирургического лечения (общую или безре-
цидивную выживаемость) крайне важно корректно 
формировать группы больных, обязательно учитывая 
следующее:

1) морфологические параметры исследуемой опу-
холи, в первую очередь гистологический тип новооб-
разования, а также уровень дифференцировки и ана-
плазии клеток, тонкую структуру опухолевого образца 
(наличие стромальных элементов, участков другой 
гистологической структуры, степень васкуляризации, 
некротические изменения и т. д.);

2) клинически равную стадию развития процесса 
(глубину местной инвазии, наличие метастазов);

3) равнозначные параметры радикальности опера-
тивного вмешательства;

4) проведенное до- и послеоперационное специ-
альное противоопухолевое лечение.

Следует принимать во внимание также семейный 
онкологический анамнез, влияние внешних канцеро-
генных факторов (например, экспозиция родона, ас-
беста, курение, повышенная инсоляция и т. п.), хрони-
ческие и сопутствующие заболевания другого про филя 
и применяемую при них терапию (в частности, имму-
ностимуляторы, антиоксиданты, витамины, препара-
ты, содержащие никотин, и т. д.) [43]. Такие парамет-
ры, как пол, возраст и этническая принадлежность, 
также существенны, однако имеют большее значение 
для онкопатологий, связанных с наличием полимор-
физмов, при определении риска в онкопораженных 
семьях и при гормонально-зависимых типах новооб-
разований (рак молочной железы, яичников, щито-
видной железы, простаты и т. п.) [36, 37, 44]. Возраст 
пациентов нужно учитывать и при формировании па-

нелей прогностических маркеров. В последние годы 
все большее внимание уделяется и особенностям пи-
тания. Чем более однородными будут группы пациен-
тов, тем выше шансы повысить специфичность тести-
рования.

В зависимости от целей исследования молекуляр-
но-генетическое тестирование может проводиться 
в тканевых и биопсийных образцах опухолевых и пред-
опухолевых очагов, цельных биологических жидкостях 
и их фракциях (цельная кровь, лимфоциты, плазма, 
сыворотка, слюна, моча, панкреатический и желудоч-
ный сок), мокроте, пробах каловых масс.

Анализ молекулярного профиля нескольких тка-
невых и жидкостных образцов, полученных одновре-
менно или последовательно от одного больного, рас-
ширяет возможности адекватной оценки клинических 
показателей.

Возможность параллельного взятия нескольких 
биопсий из одного патологического очага позволяет 
провести сравнительный анализ нарушений структуры 
и / или функционирования генома в различных участ-
ках малигнизированной ткани, как микроскопически 
однородных, так и морфологически различающихся. 
Кроме того, этот подход дает вероятность обнаружить 
такие нарушения только в одном из фрагментов ана-
лизируемой опухоли, что может оказать влияние 
при прогнозировании течения заболевания и резуль-
татов лечения [15, 45, 46].

В образцах, предназначенных для получения ДНК, 
РНК и белковых лизатов, должно содержаться не ме-
нее 60 % опухолевых клеток. Возвращаясь к морфоло-
гической структуре, необходимо еще раз подчеркнуть, 
что и опухолевые клетки, полученные от пациента, 
представляют собой, вследствие генетической неста-
бильности, гетерогенную популяцию. Все чаще анализ 
нарушений в биопсийном или операционном материале 
проводится с применением микродиссекции, обеспе-
чивающей получение образца опухолевых клеток, сво-
бодных от элементов стромы, лимфоцитов или при-
легающего нормального эпителия. Микродиссекцию 
возможно проводить в цитологических мазках и клет-
ках, получаемых из кровяного русла [15, 47, 48].

Вопрос выбора нормальных аналогов (контролей) для 
исследования некоторых типов опухолей (например, 
рак яичников, саркомы) иногда затруднен. При взятии 
образца в качестве нормы необходимо строго следо-
вать данным о гистогенезе первичного очага. Решение 
вопроса нормальных аналогов для исследования неко-
торых типов опухолей (например, саркомы, меланома) 
должно учитывать также их локализацию. Очевидно, 
что при анализе опухолей, имеющих одну локализа-
цию, но разную гистологическую форму, наборы диа-
гностических и / или прогностических молекулярных 
маркеров отличаются, а химио- и генотерапия может 
иметь различные мишени для воздействия. Следует 
избегать использования в качестве нормальных конт-
ролей аутопсийных образцов.
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Соблюдение временных рамок является очень важ-
ным условием при исследовании молекулярных мар-
керов в клинике. Можно выделить несколько аспектов 
этой проблемы.

Во-первых, образцы операционных материалов 
должны быть использованы или помещены в условия 
глубокой заморозки не позднее полутора-двух часов 
после изъятия. Для образцов крови при планировании 
получения только ДНК или микроРНК, вследствие 
их большей устойчивости к деградации, сроки могут 
быть несколько увеличены, но не более чем на час-
полтора. Биопсийные пробы при эндоскопических 
исследованиях, вследствие их малых объемов, следует 
использовать для получения нуклеиновых кислот 
и белковых лизатов незамедлительно.

Во-вторых, взятие биологических жидкостей не-
обходимо согласовать с сотрудниками клинических 
подразделений. Так, например, нельзя брать образцы 
крови для молекулярно-биологического исследования 
при гемотрансфузии и у прооперированных больных 
ранее 5 дней после вмешательства, так как в условиях 
возможности стресса и развития осложнений, а также 
применения послеоперационной лекарственной тера-
пии (антибиотиков и т. п.) спектр маркеров может из-
меняться. При мониторинге эффективности лечения 
забор крови и биопсийного материала следует строго 
конкретизировать по срокам.

В-третьих, некоторые маркеры имеют значение 
при анализе образцов опухоли, находящейся на опре-
деленной стадии развития. Например, суперэкспрес-
сия HRAS наблюдается, как правило, только на ранних 

этапах малигнизации, и тестирование ее в образцах 
опухолей при запущенных стадиях не будет иметь кру-
циального значения [47].

Кроме того, должны развиваться стратегии уско-
рения тестирования биомолекулярных маркеров. Это 
касается всех этапов наблюдения – от постановки пер-
вичного диагноза до использования молекулярного 
мониторинга при химиотерапевтическом лечении за-
пущенных стадий. Автоматизация и минимизация 
молекулярно-биологических процедур, техническое 
упрощение методик сильно продвинут раннюю детек-
цию и будут способствовать более широкому их внед-
рению в клиническую практику.

Определение необходимого комплекса молекулярных 
нарушений. Существует множество различных марке-
ров, определяющих малигнизацию и опухолевую про-
грессию, но клиническое значение каждого отдельно-
го теста, как правило, невелико [35]. Однако целый ряд 
участников ключевых сигнальных путей (p53, EGFR, 
RAS-семейство, c-MYC, mTOR, AKT, Wnt, β-катенин, 
Notch и др.) демонстрируют достоверную значимость 
генетических и функциональных нарушений (мутации / 
делеции, гиперметилирование или изменение экс-
прессии) при прогрессии самых различных онкозабо-
леваний. Этот факт связан с тем, что эти гены являются 
ключевыми регуляторами внутриклеточных сигналь-
ных путей [2]. В качестве примера хочется привести 
далеко не полную схему активируемых сигнальных 
путей и их регуляции для онкогенов семейства RAS 
(рисунок), демонстрирующую влияние единичных нару-
шений на функционирование всей сети. Реализация 

Онкогены RAS: регуляция и активируемые сигнальные пути. Адаптировано из [49]
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сигналов от mTOR или р53 представляется еще более 
сложной. Учитывая многообразие сигналов от ключе-
вых белков, участвующих в канцерогенезе, и их влия-
ние как на индукцию, так и на ингибирование процес-
сов реализации трансформированного  фенотипа, 
при применении их в качестве маркеров опухолевого 
роста обязательно следует принимать во внимание из-
менение экспрессии непосредственных и ближайших 
партнеров сигнальных путей таких генов [5, 20, 50, 51], 
а также возможности переключения на альтернатив-
ные пути реализации сигнала.

Одним из важнейших компонентов сигнальной 
трансдукции в любых клетках является плазматиче-
ская мембрана, состав и структура которой определя-
ют очень многие опухоль-ассоциированные процессы. 
В частности, в специальных мембранных микродоме-
нах – липидных рафтах, обогащенных холестерином, 
сфинголипидами и гликосфинголипидами, а также 
различными белками, сосредоточены практически все 
рецепторы, в частности рецепторы факторов роста, 
интегринов и металлопротеаз, которые также являют-
ся опухолеспецифичными маркерами [21, 52]. Эти 
микродомены стабилизированы специальными мик-
родомен-образующими белками и участвуют практи-
чески во всех аспектах жизнедеятельности клетки [53]. 
На сегодняшний день известно несколько семейств 
таких белков – кавеолины, SPFH-семейство, тетра-
спанины, галектины, многие из которых уже исполь-
зуются как маркеры прогрессии опухолевых заболеваний 
[23, 54–56]. Кроме того, репертуар микродомен-обра-
зующих белков в мембранах экзосом определяет спе-
цифичность попадания их содержимого, в первую 
очередь сигнальных белков и опухоль-ассоциирован-
ных микроРНК, в клетки тканей-мишеней, в том числе 
в районах формирования преметастатических «ниш» 
[34, 57, 58]. Объем данного обзора не позволяет рас-
смотреть роль экзосом и микроРНК в канцерогенезе, 
однако изменения их спектра в опухолях и циркули-
рующих жидкостях уже сейчас служат важными диа-
гностическими и прогностическими показателями 
[31–34, 59, 60].

Известно, что именно особенности реализации 
сигналов ответственны за пролиферацию и дифферен-
цировку клеток, а нарушения и, как следствие, ано-
мальные переключения на этапах сигнальной транс-
дукции приводят к возникновению различных типов 
опухолей. Так, в прогрессии колоректальных раков 
мутации (в широком смысле) PIK3CA / PTEN / AKT 
ветви проведения сигнала от EGFR менее важны, чем 
изменения пути RAS / RAF / MAPK [51].

По мере открытия все новые и новые маркеры мо-
гут быть включены в диагностические и прогностиче-
ские панели. Это принципиально новый инструмент, 
позволяющий врачу уточнить диагноз, сроки метаста-
зирования и рецидивирования для каждого конкрет-
ного пациента. Этой цели и должны служить четко 
рассчитанные комплексы молекулярных нарушений, 

сочетание которых достоверно определяет прогноз 
и предоставляет возможность индивидуально подоб-
рать противоопухолевую терапию.

Следовало бы определить некие рамки для клини-
цистов, поставленных в трудную ситуацию, когда 
из множества статей, посвященных исследованию мо-
лекулярно-биологических маркеров, нужно вычленить 
тот спектр, который имеет действительное значение 
для диагностики, определения прогноза конкретной 
группы онкологических больных и тактики лечения 
и дальнейшего мониторинга каждого пациента. Так, 
например, при болезни Барретта и раке пищевода ис-
следовано более 60 маркеров, но только несколько из 
них прошли III и IV стадии клинических испытаний, 
действительно представляющих интерес для онколо-
гов-клиницистов [61], и ни один из этих маркеров, кро-
ме широко известных, до сих пор не предложен для 
внедрения в повседневную клиническую практику.

Решением данной проблемы послужит идентифи-
кация достаточно информативного, но по возможнос-
ти минимального спектра маркеров. В такие комплек-
сы могут и должны входить тесты на различные типы 
изменений – от мутаций до белковых модификаций 
как непосредственно в опухолевой ткани, так и в ор-
ганизме носителя опухоли. Для стратификации паци-
ентов на группы риска быстрого прогрессирования 
злокачественного процесса также необходимо исполь-
зовать панели, причем, исходя из собственного мно-
голетнего опыта, в эти панели должны входить от 5 
до 15 маркеров, в зависимости от показателей их зна-
чимости. При определении сроков и уровня метаста-
зирования у конкретного больного спектр маркеров 
может быть расширен или сужен исходя из первично-
го тестирования в панели маркеров риска быстрой 
прогрессии.

Очевидно, что в данном обзоре невозможно пред-
ставить рекомендации по композиционному составу 
диагностикумов даже для одной из нозологических 
единиц, хотя такие работы в самое последнее время 
проводятся крайне интенсивно. В следующих двух 
главах приводятся примеры формирования достаточ-
но ограниченных по составу, но специфичных и до-
стоверно повторяющихся наборов маркеров.

Примеры использования онкомаркеров 
в прогнозировании течения злокачественного процесса 
и определении тактики противоопухолевой терапии
Одним из самых прогностически неблагоприят-

ных онкозаболеваний является немелкоклеточный рак 
легкого (НМРЛ), но использование только клиниче-
ских и морфологических критериев не позволяет про-
гнозировать его течение после радикального хирурги-
ческого лечения с достаточной точностью. Сегодня 
уже практически сформировано несколько вариантов 
панелей биомаркеров, на основании которых возмож-
но в той или иной степени предсказать исход болезни 
[1, 62, 63].
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В сентябре 2014 г. опубликовано масштабное иссле-
дование сотрудников NCI / NIH, определивших риск 
быстрого прогрессирования у 1069 радикально проопе-
рированных больных аденокарциномой легкого I ста-
дии в 12 когортах, представляющих различные этниче-
ские популяции. Отбор проводился на основании 
изменений экспрессии 4 генов – BRCA1, HIF1A, DLC1 
и XPO1 – в опухолевых образцах. Для 10 из 12 когорт 
получены результаты, позволяющие стратифициро-
вать группы высокого и низкого риска рецидивирова-
ния у пациентов с IА и IВ стадиями заболевания. Дан-
ный пример демонстрирует, что высокодостоверный 
прогноз может быть определен при исследовании до-
статочно ограниченной, но тщательно подобранной 
панели маркеров [64].

В России также разработаны подходы к выработке 
алгоритма определения индивидуального прогноза 
больных НМРЛ после радикального лечения. Впервые 
проведено сравнение аденогенного и плоскоклеточ-
ного рака легкого по спектру 18 факторов, характери-
зующих клиническое течение онкологического про-
цесса и биологические свойства опухолевого очага 
более чем у 200 больных. Впервые после комплексно-
го исследования единого, строго стратифицированно-
го по группам клинического материала был проведен 
многофакторный анализ для оценки весовой значи-
мости каждого из изученных клинических, морфо-
логических и молекулярно-биологических факторов 
в зависимости от распространенности опухолевого 
процесса. При регрессионно-факторном анализе в груп-
пах пациентов с различными клинико-морфологиче-
скими характеристиками, как то: гистологи ческая 
структура опухоли (плоскоклеточный рак и аденокар-
циномы легкого), наличие или отсутствие метастазов 
во внутригрудные лимфатические узлы (N0 и N+) вы-
явлены значимые различия в молекулярно-биологи-
ческих характеристиках опухолевого процесса. На ос-
нове полученных данных с высокой точностью можно 
разделить пациентов с благоприятным и неблагопри-
ятным прогнозом течения заболевания и даже опреде-
лить сроки безрецидивного периода для каждого, ис-
пользуя 5 маркеров различной природы (анеуплоидия 
опухоли, иммуногистохимическая экспрессия мутант-
ного р53, BAX, BCL-2 и VEGF, делеции локуса 1р36.2). 
Полученные данные указывают на необходимость ис-
пользования этих характеристик в комплексной оцен-
ке выживаемости больных НМРЛ после радикального 
хирургического лечения с учетом особенностей каждой 
группы и позволяют вплотную приблизиться к инди-
видуальному прогнозированию течения НМРЛ [65].

Тактика химиотерапевтического лечения может 
определяться разным спектром молекулярных марке-
ров и, как следствие, набором препаратов, учитываю-
щих характер генетических повреждений и модифи-
цирующих действие традиционных цитостатиков.

Пример правильного выбора комплекса маркеров 
для определения стратегии таргетной генотерапии ра-

ка легкого с использованием гефитиниба – ингибито-
ра EGFR – продемонстрирован в совместном иссле-
довании сотрудников Университета Онкологического 
центра и Центра изучения здоровья в Колорадо [66, 
67]. Взаимодействующий с EGFR Е-кадхерин, экс-
прессия которого во многом определяет прогноз при 
НМРЛ, ингибируется ZEB1 (zinc finger transcriptional 
repressor 1) при участии гистон-деацетилазы HDAC. 
После серии экспериментов по повышению чувстви-
тельности клеточных линий рака легкого к воздейс-
твию ингибиторов тирозинкиназ при добавлении ин-
гибиторов HDAC (MS-275) авторы добились заметных 
успехов в преодолении резистентности к гефитинибу 
в группе больных НМРЛ при дополнительном лечении 
данных пациентов ингибиторами HDAC.

В практике передовых специализированных лечеб-
ных учреждений РФ для назначения адекватных про-
тивоопухолевых препаратов уже широко используется 
определение мутационных спектров ДНК опухолевых 
клеток и других маркеров. Лидерами подобных иссле-
дований являются сотрудники ФГБУ НИИ онкологии 
им. Н. Н. Петрова (Санкт-Петербург) под руководством 
д.м.н., проф. Е. Н. Имянитова [35, 68–72] и ФГБНУ 
«РОНЦ им. Н. Н. Блохина» в содружестве с другими 
институтами и клиниками Москвы [65, 73–77]. В зару-
бежных клиниках онкологического профиля такие ис-
следования стали повседневными и обязательными.

Сопряженные фундаментальные и клинические ис-
следования онкомаркеров позволяют по-новому взгля-
нуть на инновации в лечении онкологических больных.

В 2010 г. в самом авторитетном периодическом из-
дании опубликован обзор, посвященный молекуляр-
ным механизмам действия препаратов ретиноевой 
кислоты и триоксида мышьяка (As

2
O

3
) при лечении 

больных острым промиелоцитарным лейкозом (ОПЛ) 
[78]. Позитивное действие As

2
O

3
 на клеточную диффе-

ренцировку незрелых миелоцитов при лечении ОПЛ 
заключается в деградации аномального комплекса 
PML–RARα, что опосредованно снижает репрессию 
транскрипции генов-мишеней. Предлагаемая автора-
ми схема действия ретиноевой кислоты объясняет 
и отсутствие ответа на терапию ATRA при редкой фор-
ме транслокации, при которой образуется слитный 
протоонкоген PLZF–RARα. Следует отметить, что ан-
трациклины, используемые при лечении ОПЛ, также 
усиливают продукцию ROS. Авторы предполагают, 
что терапия, опосредованная применением препа-
ратов, прицельно приводящих к деградации белков, 
является перспективным направлением в стратегии 
 лечения многих типов злокачественных новообразо-
ваний, вызываемых наличием патогенных слитных 
онкобелков или повышенной продукцией транскрип-
ционных факторов.

Остается открытым очень важный вопрос о пра-
вомерности объяснений процессов клеточной диффе-
ренцировки результатами, полученными на клеточных 
линиях и ксенографтах опухолей человека у бестимус-
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ных животных. Однако в данном случае выводы строго 
согласуются с клиническими наблюдениями и, без-
условно, заслуживают самого пристального внимания 
гематологов. Высокая цена As

2
O

3
, конечно же, может 

лимитировать применение данной схемы лечения, хо-
тя данная проблема вполне разрешима.

Противоопухолевая терапия должна опираться не 
только на стохастическую, но, в первую очередь, на 
иерархическую модель строения опухоли, а именно 
учитывать состояние СКО. Первые сведения о су-
ществовании стволовых клеток в солидных опухолях 
появились в 2003 г., но уже к 2008 г. были открыты 
и протестированы рецепторы СКО: мембранный гли-
копротеид Pgp1 (CD44), мембранный гликопротеид 
проминин (CD133), альдегиддегидрогеназа 1 (ALDH1) 
и др. [28, 47, 79, 80]. Показано, что CD133+ клетки 
аденокарцином легкого устойчивы к действию цис-
платина [81], а ALDH1+ клетки – к действию пакли-
таксела и таксола [82]. Повышенная экспрессия ALDH1 
является предиктивным маркером хеморезистентнос-
ти и в случае других онкозаболеваний, в частности 
при неоадъювантной терапии рака молочной железы 
[83].

В последнее время крайне интенсивно развивает-
ся использование малых интерферирующих РНК 
(siRNA) [84] и микроРНК в терапии различных пато-
логий, что стало возможным благодаря уже доказан-
ной диагностической и прогностической значимости 
ряда онко- или антионкомиров [26, 27, 32]. Примером 
микроРНК-терапии, достигшей стадии клинических 
испытаний, является препарат MRX34 (синтетический 
аналог miR-34 в липосомном векторе). Онкосупрес-
сорное действие miR-34, ранее продемонстрированное 
на мышиной модели гепатоцеллюлярной карциномы, 
обусловлено тем, что мишенями для нее является це-
лый ряд важных онкогенов, включая MYC, MET, BCL2, 
CDK4 и др. [85]. В проводимом в настоящий момент 
исследовании I фазы (NCT01829971) участвуют паци-
енты с нерезектабельным первичным раком печени, 
а также другими опухолями с диагностированными 
печеночными метастазами.

Прочие микроРНК-агенты, в том числе и ингиби-
торы miR-21, экспрессия которой ассоциирована 
с высокой агрессивностью многих типов раков [86], 
пока находятся на стадии доклинических и первых фаз 
клинических исследований. Особого внимания заслу-
живают микроРНК, регулирующие функционирование 
СКО [27, 29, 34]. К настоящему времени в одобренную 
клиническую практику в России еще не введены пре-
параты, основанные на микроРНК или взаимодей-
ствии с микроРНК, однако появления подобных средств 
можно ожидать в ближайшем будущем.

Методологические подходы в определении тех 
или иных генетических нарушений и их развитие
Высокотехнологичные методы кардинально меня-

ют тактику не только фундаментальных, но и приклад-

ных молекулярных исследований. Однако в настоящее 
время в клинической практике применяются уже за-
рекомендовавшие себя методики: иммуногистохимия, 
иммуноцитохимия, диагностика методом полимераз-
ной цепной реакции, проточная спектрофотометрия 
и т. д. Отдельные крупные клиники в России для оп-
ределения мутационного статуса все шире используют 
секвенирование по Сэнгеру, биочипы и масс-спектро-
скопию [74, 75, 87].

Для демонстрации гиперэкспрессии или потери 
функции и молчания генов на уровне продукции бел-
ков в клинике используются различные методы, в пер-
вую очередь иммуногистохимия на биопсийных 
или цитологических препаратах и ELISA. Белковая 
экспрессия некоторых генов в тканях, определяемая 
с помощью масс-спектроскопии и вестерн-блоттинга, 
должна подтверждаться с применением иммуногисто-
химических процедур. Вестерн-блоттинг также необ-
ходим для анализа модифицированных форм белка. 
Альтернативой иммуногистохимии является исполь-
зование молекулярных «маяков» – строго специ-
фических последовательностей с флуоресцентными 
довесками, позволяющими детектировать клетки, со-
держащие мутантные или неэкспрессируемые в норме 
гены и белки, как в тканях, так и в биологических 
жидкостях (FISH-диагностика, иммуноферментный 
анализ и т. п.) [76, 88].

Инновационные методы молекулярно-биологи-
ческих исследований и широкое внедрение биоинфор-
матических программ определят новые направления 
молекулярного скрининга и тактику лечения онколо-
гических больных. В настоящее время на первый план 
в онкомолекулярной диагностике при определении 
химиотерапевтической лечебной тактики или прогно-
зировании течения опухолевого процесса выходят 
микрочипирование и методы секвенирования нового 
поколения (NGS) [33]. Однако даже в самых совре-
менных и перспективных методах, посвященных срав-
нительному анализу экспрессии генов, существует ряд 
несовершенств. Следует отметить, что, применяя в це-
лях сравнения различных опухолей или групп паци-
ентов микрочипы, нужно пользоваться каким-либо 
одним источником их получения. Ввиду разного ка-
чества предлагаемых чипов (на рынке в настоящее 
время – 5–6 крупных компаний) сравнение одних 
и тех же образцов, даже с применением сходных пане-
лей ДНК и РНК, дает иногда разночтение. Следует 
отметить, что в рамках одного исследования предпоч-
тительно пользоваться одним источником получения 
антител или проводить уточняющий сравнительный 
анализ результатов, полученных с применением анти-
тел к одному белку, предлагаемых разными произво-
дителями.

Современный уровень развития молекулярной 
онкологии свидетельствует о несомненной важности 
изучения наличия изоформ мРНК, образующихся 
в результате мутаций, аномального полиаденилирова-
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ния или альтернативного сплайсинга, и здесь на аван-
сцену выходят методы масштабного глубокого секве-
нирования экзомов и транскриптомов [89]. В отличие 
от экспрессионных микрочипов, РНК-секвенирова-
ние позволяет получить точную количественную ин-
формацию о представленности различных транскрип-
тов в пробе. Эти методы необходимы также при 
определении спектра микроРНК. Однако для практи-
ческого внедрения необходимо получить достоверную 
качественную информацию о клинической значимос-
ти каждого сплайс-варианта или микроРНК и их со-
четаний в зависимости от цели применения возмож-
ного маркера. Сложное программное обеспечение 
и отсутствие повторяющихся результатов сегодня ли-
митируют практическое использование этих экспери-
ментальных разработок.

Основным недостатком микроРНК как биомар-
керов является высокая вариабельность уровня их 
экспрессии в зависимости от целого ряда факторов. 
Наборы микроРНК-кандидатов, составленные в ре-
зультате независимых исследований, могут очень 
сильно различаться между собой, что требует допол-
нительной валидации с расширением выборки, стро-
гой нормализацией и статистической обработкой. 
К преимуществам микроРНК в качестве биомаркеров 
можно отнести универсальность детекции, высокую 
чувствительность и относительную стабильность при 
хранении. Отдельные микроРНК и их сочетания уже 
сейчас предлагаются в качестве диагностических мар-
керов и факторов прогноза.

Одним из серьезных вопросов в исследованиях 
прогностических маркеров является также грамотный 
выбор объектов сравнения. Наиболее существенная 
проблема – подбор клеток, близких по происхожде-
нию, но различных по метастатической активности. 
Зачастую поиск генов, вовлеченных в проявление 
метастатического потенциала, проводится путем срав-
нения клеток, полученных из первичных и вторичных 
опухолей одного и того же пациента. Альтернативой 
образцов из вторичных опухолей могут служить высоко-
метастатические варианты клеточных линий, получен-
ные селекцией in vivo у иммунодефицитных животных. 
Кроме того, вероятно, что способность метастазиро-
вать может быть приобретена отдельными клонами 
опухолевых клеток уже на ранних стадиях канцероге-
неза, в то время как активная реализация этой способ-
ности осуществляется в ходе опухолевой прогрессии. 
Таким образом, еще раз необходимо подчеркнуть, что 
при проведении сравнительного анализа генной экс-
прессии с целью выявления маркеров, ассоциирован-
ных с метастазированием, необходимо учитывать 

как морфологическую, так и генетическую гетероген-
ность популяции опухолевых клеток [13, 40, 90].

Очень полезным инструментом в проверке и оцен-
ке результатов молекулярного тестирования служат 
многочисленные биоинформационные базы данных, 
с помощью которых можно более адекватно форми-
ровать и панели онкомаркеров. Например, в связи 
с возникшей потребностью организовывать и систе-
матизировать информацию об открываемых микро-
РНК создана очень удобная специализированная база 
данных (miRBase). В настоящее время база поддержи-
вается Манчестерским университетом и является ос-
новным централизованным хранилищем информа-
ции, куда в обязательном порядке заносятся все вновь 
открываемые микроРНК, данные об их геномной ло-
кализации, последовательности и экспрессии [91, 92]. 
Текущая версия базы (выпуск № 21 от июня 2014 г.) 
содержит сведения о 28 645 микроРНК, включая 2588 
человеческих, и доступна на сайте http://mirbase.org. 
В будущем планируется создание компьютерной базы, 
содержащей сведения и о прогностических и предик-
тивных диагностикумах.

Заключение
В недалеком будущем широкое использование мо-

лекулярно-генетических тестов в клинической прак-
тике может расширить возможности диагностики он-
копатологии, а также способствовать разработке более 
точных прогностических критериев, что позволяет 
надеяться на существенное улучшение результатов ле-
чения этого грозного заболевания. Современные тен-
денции использования молекулярных маркеров в кли-
нической практике заключаются в персонализации 
прогноза и индивидуальном подходе к лечению онко-
логических больных. Учитывая системный характер 
онкопатологий, на сегодняшний день очевидно, 
что при их исследовании наиболее целесообразен ком-
плексный подход.

Помимо совершенствования непосредственно хи-
рургических и терапевтических методов лечения он-
кологических заболеваний, формирование групп кан-
церогенного риска, разработка новых методов ранней 
диагностики, точное прогнозирование течения забо-
левания и индивидуализация противоопухолевой те-
рапии могут значительно повысить эффективность 
медицинской помощи и снизить затраты на обследо-
вание и лечение онкологических больных. Таким об-
разом, работы, направленные на изучение молекулярно-
генетических нарушений, необходимы для разработки 
более специфичных молекулярных маркеров, а также 
более чувствительных методов их детекции.
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Наследственный рак молочной железы: генетическая 
и клиническая гетерогенность, молекулярная диагностика, 

хирургическая профилактика в группах риска

Л. Н. Любченко, Е. И. Батенева, И. К. Воротников, С. М. Портной, О. В. Крохина,  
В. А. Соболевский, Л. Г. Жукова, В. А. Хайленко, С. А. Тюляндин

Научно-исследовательский институт клинической онкологии ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина»,  
Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Людмила Николаевна Любченко clingen@mail.ru

На долю наследственных форм приходится 5–10 % случаев рака молочной железы, 30 % из них обусловлены мутациями в генах 
BRCA1 / 2 (синдром наследственного рака молочной железы / рака яичников). Средние кумулятивные риски для носителей мутаций 
в гене BRCA1 достигают 87 % в отношении развития рака молочной железы и 44 % в отношении развития рака яичников. Высок 
риск контралатерального рака молочной железы: при манифестации первичной опухоли у носителей мутаций в гене BRCA1 в воз-
расте до 40 лет он составляет 62,9 %. Активно изучается роль однонуклеотидных полиморфизмов, модифицирующих риск развития 
рака молочной железы и других опухолей женской репродуктивной системы у носителей мутаций в генах BRCA1 / 2. Молекулярная 
диагностика проводится в рамках медико-генетического консультирования. Основными показаниями для генетического тести-
рования являются онкологически отягощенный семейный анамнез, рак молочной железы у женщин в молодом возрасте (до 35–
50 лет), рак яичников, рак молочной железы у мужчин, морфологические особенности рака молочной железы (трижды негатив-
ные, медуллярные опухоли), этническая принадлежность (ашкеназские евреи). В группах высокого генетического риска 
проводятся профилактические химиотерапевтические и хирургические мероприятия. Показана высокая эффективность профи-
лактических операций в отношении развития рака молочной железы и рака яичников. Двусторонняя профилактическая мастэк-
томия снижает риск развития рака молочной железы на 90–94 %.

Ключевые слова: наследственный рак молочной железы, наследственный рак яичников, BRCA1, BRCA2, мутация, однонуклеотид-
ный полиморфизм, медико-генетическое консультирование, молекулярная диагностика, профилактическая мастэктомия, про-
филактическая овариэктомия

Hereditary breast cancer: genetic and clinical hetergeneity, genetic testing, prophylactic surgery

L. N. Lyubchenko, Ye. I. Bateneva, I. K. Vorotnikov, S. M. Portnoy, O. V. Krokhina,  
V. A. Sobolevskiy, L. G. Zhukova, V. A. Khaylenko, S. A. Tyulyandin

Scientific Research Institute of Clinical Oncology, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center,  
Russia, 115478, Moscow, Kashirskoye shosse, 24

5–10 % of breast cancer cases are hereditary, 30 % of them are caused by BRCA1 and BRCA2 mutations (breast / ovarian cancer syn-
drome). Average cumulative risks of breast and ovarian cancer in BRCA1 mutation carriers run up to 87 % and 44 %, correspondingly. The 
risk for contralateral breast cancer is also high: after 25 years, 62.9 % of patients with BRCA1 mutation who were younger than 40 years of 
age at first breast cancer develop contralateral breast cancer. The role of single nucleotide polymorphisms in BRCA1 and BRCA2 genes 
modifying breast and gynaecological cancer risks is actively studied. Genetic testing is performed as a part of genetic counselling. The main 
inclusion criteria are multiple affected family members with breast / ovarian cancer, breast cancer at young age (under 35–50 years), ovari-
an cancer at any age, male breast cancer, morphological features of breast cancer (triple-negative, medullar tumors), ethnicity (Jewish an-
cestry). High-risk individuals carrying BRCA mutations undergo specific surveillance, chemoprophylaxis and surgery protocols. Prophylac-
tic bilateral mastectomy reduces breast cancer risk by 90–94 %.

Key words: hereditary breast cancer, hereditary ovarian cancer, BRCA1, BRCA2, mutation, single nucleotide polymorphism, genetic coun-
selling, genetic testing, prophylactic mastectomy, prophylactic oophorectomy

Рак молочной железы (РМЖ) является самым рас-
пространенным заболеванием среди женщин в развитых 
индустриальных странах. Ежегодная заболеваемость 
РМЖ в мире составляет 1 383 000 случаев. Доля наслед-
ственно-обусловленного РМЖ колеблется от 5 до 10 %, 
что составляет 69 150–138 000 случаев, 30 % из которых 
ассоциировано с мутациями в генах BRCA1 / 2. Семейную 
историю накопления случаев РМЖ и опухолей женской 
репродуктивной системы отмечают 25 % заболевших 

женщин. Таким образом, число больных с наследствен-
ными и семейными формами РМЖ в целом составляет 
345 700 [1]. Этиопатологическим фактором являются 
структурные и функциональные перестройки высоко-
пенетрантных генов BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, MLH1, 
MSH2 и генов средней и низкой вероятности проявле-
ния – CHEK2, STK11 / LKB1, CDH1, PALB и др., ассоци-
ированных с развитием РМЖ на фоне наследственных 
онкологических синдромов (табл. 1).
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Наследственный РМЖ характеризуется аутосомно-
доминантным типом наследования, ранним возрастом 
возникновения, передачей как с материнской, так 
и с отцовской стороны и выраженной генотипической 
и фенотипической гетерогенностью. В значительной 
части случаев (около 30 %) наследственный РМЖ яв-
ляется составляющей так называемого синдрома РМЖ 
и / или РЯ, в 70 % случаев ассоциированного с мутаци-
ями в генах BRCA. Распространенность носителей му-
таций генов BRCA в общей популяции составляет от 
1:800 до 1:1000 [5].

Критериями для постановки генетического диа-
гноза наследственного РМЖ служат наличие в семье 
2 и более родственников I–II степени родства, страдаю-
щих РМЖ и / или РЯ, ранний возраст манифестации 
заболевания, двухстороннее поражение, первично-мно-
жественные опухоли у пациента или его родственни-
ков, синдромальная патология.

Для подтверждения генетического диагноза ис-
пользуются различные методы ДНК-диагностики и их 
комбинации: полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
с последующим электрофорезом при мутационном 
скрининге всего гена с целью выявления структурных 
перестроек; ПЦР в реальном времени (real-time PCR), 
позволяющая производить количественную оценку 
копийности гена, мультиплексная ПЦР и гибридиза-
ция с олигонуклеотидными биочипами для тестиро-
вания известных частых мутаций.

Для определения полной нуклеотидной последо-
вательности кодирующей части генов BRCA1 и BRCA2 
используется автоматическое секвенирование. Для об-
наружения крупных геномных перестроек применяют 
метод MLPA (multiplex ligation-dependent probe ampli-
fication) и др.

Наиболее востребованной и значимой на сегодняш-
ний день является ДНК-диагностика генов BRCA1 / 2, 
CHEK2, TP53 c целью выявления наследственной 
предрасположенности к РМЖ. Частота мутаций этих 
генов в общей популяции составляет 3–5 % для жен-
щин моложе 40 лет и 1,1 % – в возрасте 50–70 лет [6]. 
Пенетрантность мутаций не является полной и зави-
сит как от внутригенных (тип мутации, местоположе-
ние, сочетание с однонуклеотидными полиморфизма-
ми), так и от экзогенных факторов (популяционных 
и внешнесредовых). Стиль жизни, репродуктивное 
поведение определяют временные рамки реализации 
наследственной предрасположенности.

Согласно современным представлениям, гены BRCA1 
и BRCA2 проявляют себя как классические опухолевые 
супрессоры. Функционирование этих генов вовлечено 
в репарацию двунитевых разрывов ДНК путем гомо-
логичной рекомбинации, участвующей в процессе 
поддержания стабильности генома [7, 8]. Утрата их 
функции влечет за собой ошибки репарации повреж-
дений ДНК, вследствие чего активизируются гены 
контроля клеточного цикла, ингибирующие дальней-

Таблица 1. Синдромы, ассоциированные с наследственным РМЖ [2–4]

Синдром
Вовлеченный ген  
и его локализация

Основные клинические проявления

Наследственный РМЖ 
и / или рак яичников (РЯ) 

BRCA1 (17q21)
BRCA2 (13q12.3) 

РМЖ, РЯ, рак предстательной железы, рак поджелудочной железы, мела-
нома, рак толстой кишки

Синдром Ли–Фраумени
TP53 (17p13.1)
CHEK2 (22q12.1) 

РМЖ, мягкотканные саркомы, остеосаркомы, опухоли головного мозга, 
лейкозы, рак коры надпочечников

Синдром Линча  
(наследственный  
неполипозный рак толстой 
кишки) 

MSH2 (2p22-p21)
MSH3 (5q11-q12)
MSH6 (2p16)
MLH1 (3p21.3)
PMS1 (2q31-q33)
PMS2 (7p22) 

Рак толстой кишки, первично-множественные злокачественные опухоли: 
РМЖ, РЯ, рак тела матки, желудка, тонкой кишки, мочеточника или почеч-
ной лоханки, желчных путей; возможно сочетание с опухолями головного 
мозга (синдром Тюрко) или множественными аденомами сальных желез 
(синдром Торре) 

Синдром Луи–Бар ATM (11q22.3) 
Лимфома, мозжечковая атаксия, глиома, поражения кожи, дефицит иммун-
ной системы, глиома, медуллобластома, РМЖ

Наследственный  
диффузный рак желудка

CDH1 (16q22.1) Рак желудка, дольковый РМЖ

Синдром Коудена PTEN (10q23.31) 
Поражение слизистых оболочек и кожи, множественные гамартомы (чаще 
в желудочно-кишечном тракте), РМЖ, рак щитовидной железы, опухоли 
матки и др.

Синдром Пейтца–Егерса STK11 (19p13.3) 
Пигментация кожи, слизистой оболочки ротовой полости, множественные 
гамартомы желудочно-кишечного тракта, РМЖ, герминогенные опухоли

Синдром хромосомной  
нестабильности

NBS1 (8q21) 
Микроцефалия, комбинированный первичный иммунодефицит, повышен-
ная чувствительность к радиоактивному излучению, РМЖ

Анемия Фанкони
BRIP / FANCJ (17q23.2)
PALB2 / FANCN (16p12)
FANCA (16q24.3) 

Апластическая анемия, аномалии скелета, неврологические расстройства, 
врожденные пороки сердца, РМЖ
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ший рост клеток с возникшими генетическими ано-
малиями и индуцирующие программированную клеточ-
ную гибель – апоптоз. Накопление ошибок репарации, 
приводящих к нарушениям регуляции клеточного 
цикла, апоптоза и дифференцировки клетки и, как 
следствие, к генетической нестабильности, является 
ключевым событием в процессе канцерогенеза (рис. 1).

При наследственном РМЖ для инициации опухо-
левого роста, помимо герминальной мутации необхо-
дима инактивация второго аллеля, которая происхо-
дит в соматической клетке [9, 10]. Инициирующим 
моментом инактивации может служить как соматиче-
ская мутация, так и ряд эпигенетических событий, 
таких как аномальное метилирование [11].

Мутации в генах BRCA1 и BRCA2 значительно уве-
личивают индивидуальный риск развития РМЖ и РЯ. 
Средние кумулятивные риски для носителей мутаций 
BRCA1 к возрасту 70 лет составляют 57–65 % в отно-
шении развития РМЖ и 39–40 % – РЯ.

Риск развития РМЖ для носителей мутаций в гене 
BRCA2 составляет 45–49 %, тогда как риск развития 
РЯ не превышает 11–18 % [12].

При отягощенном семейном анамнезе риски воз-
растают: для носителей мутаций в гене BRCA1 до 87 % 
в отношении развития РМЖ и до 44 % – РЯ [13]; 
для носителей мутаций в гене BRCA2 – до 84 и 27 % 
соответственно [14].

Как и в общей популяции, так и у носителей мута-
ций в генах BRCA риск развития двустороннего РМЖ 
в молодом возрасте тесно коррелирует с молодым воз-
растом первичного рака [15, 16]. L. Verhoog et al. в 2002 г. 
определили ежегодный риск контралатерального рака 
для больных BRCA1-ассоциированным РМЖ моложе 
41 года в 4,5 %, в возрасте 41–50 лет этот риск состав-
ляет 6,3 %, в то время как среди больных старше 60 лет 
риск развития контралатерального РМЖ равен нулю [17].

Аналогичные работы были выполнены и другими 
группами исследователей: M. Robson et al. оценили 
5-летний риск развития контралатерального РМЖ 
в 31 % в группе из 30 носителей BRCA-мутаций, забо-
левших до 42 лет [18]. L. J. Pierce et al. рассчитали, 
что риск развития двустороннего РМЖ в течение 5 лет 
после постановки диагноза составляет 20 % в когортной 
группе больных – носителей BRCA-мутаций (n = 71) 
[19]. P. O. Chappius et al. констатировали развитие кон-
тралатерального РМЖ в 10 % случаев среди 32 боль-
ных BRCA-ассоциированным РМЖ [20].

В одной из работ показано, что кумулятивный 
риск развития контралатерального РМЖ через 25 лет 
после постановки первичного диагноза РМЖ у носи-
телей мутаций в генах BRCA1 и BRCA2 составляет 
47,4 %, при этом у больных с мутациями BRCA1 риск 
в 1,6 раза выше. При манифестации первичного РМЖ 
у носителей мутаций в гене BRCA1 в возрасте до 40 лет 
риск развития контралатерального РМЖ в последу-
ющие 25 лет составляет 62,9 %, в то время как у забо-
левших после 50 лет риск не превышает 19,6 %, что 
необходимо учитывать при медико-генетическом 
консультировании [21].

C. Begg et al. обнаружили, что риск развития РМЖ 
у родственниц больных двусторонним РМЖ выше, 
чем у родственниц пациенток, страдающих односто-
ронним РМЖ (р < 0,001) [22]. Такая же тенденция на-
блюдалась и для носителей BRCA1 / 2-мутаций. Риск 
заболевания для родственниц увеличивался также при 
молодом возрасте манифестации РМЖ у пробанда.

В исследовании, проведенном в РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина, частота мутаций генов BRCA1 / 2 в выборке рос-
сийских больных двусторонним РМЖ с положитель-
ной семейной историей составила 53 % и достоверно 
отличалась от таковой у больных без семейной отяго-
щенности – 15,6 %. Молодые пациентки, возраст ко-
торых на момент постановки первоначального диагноза 
РМЖ не превышал 41 года, составили 42 %. Средний 
временной интервал между первичным и контралате-
ральным РМЖ составил 8,3 года для носителей мута-
ций в генах BRCA и был несколько больше для боль-
ных спорадическим двусторонним РМЖ – 10,6 года. 
В 43,8 % случаев у носителей мутантного BRCA-статуса был 
диагностирован синхронный двусторонний РМЖ [23].

Рак молочной железы у мужчин
РМЖ у мужчин встречается в среднем в 100 раз 

реже, чем у женщин, и составляет менее 1 % всех зло-
Рис. 1. Схематическое изображение функционирования генов BRCA1 / 2 
и нарушения при инактивации их функциональной активности [10]
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качественных новообразований у мужчин. Популяци-
онные оценки зависят от этнических и географиче-
ских факторов.

Эпидемиологические факторы риска включают 
патологические состояния, ассоциированные с пер-
вичным и вторичным гиперстероидизмом, влиянием 
радиоактивного излучения, онкологически отягощен-
ным анамнезом и генетической предрасположенностью.

Герминальные мутации генов BRCA определяют 
высокий риск развития РМЖ у мужчин – в 80 раз вы-
ше по сравнению с общепопуляционными оценками. 
Частота носительства таких мутаций колеблется, по дан-
ным разных авторов, от 4 до 40 %. При изучении РМЖ 
у мужчин в выборках больных, не учитывающих онко-
логически отягощенный анамнез, частота мутаций име-
ла популяционную зависимость (табл. 2). S. Thorlacious 
et al. продемонстрировали очень высокую частоту – 
40 % – носительства основополагающих BRCA2-мута-
ций в исландской популяции мужчин, страдающих 
РМЖ [24]. Частотные оценки носительства BRCA1- 
мутаций в среднем не превышали 11 %, тогда как вы-
сокие показатели наследственно-обусловленного 
BRCA-ассоциированного МРМЖ были характерны 
для закрытых популяций с «эффектом родоначальни-
ка». M. S. Brose et al. рассчитали, что кумулятивный 
возраст-зависимый риск развития РМЖ у мужчин – 
носителей BRCA-мутаций составляет 5,8 % по сравне-
нию с 0,1 % в общей популяции [25].

В канцерогенезе РМЖ у мужчин задействованы 
и другие гены, такие как андрогенрецепторный ген (AR) 
и гены, ответственные за ошибки репарации ДНК, – 
MLH1, MSH2, а РМЖ как у женщин, так и у мужчин 
может быть одним из проявления синдрома Линча, 
или наследственного неполипозного колоректального 
рака. J. Boyd et al. описали мужчину – члена большой 
семьи с синдромом Линча, страдающего первично-
множественными злокачественными опухолями – 
РМЖ и раком толстой кишки [35]. При проведении 

молекулярно-генетического исследования ДНК, вы-
деленной из лимфоцитов крови пациента, выявлена 
герминальная мутация гена MLH1, подтвержденная 
соматической гомозиготной MLH1-мутацией и микро-
сателлитной нестабильностью в опухоли молочной 
железы. Аналогичный пример дифференциальной мо-
лекулярно-генетической диагностики представлен 
на клиническом случае развития 5 первично-множес-
твенных злокачественных опухолей, включая РМЖ, 
удовлетворяющих критериям синдрома Линча, у па-
циента – носителя герминальной мутации гена MLH1 
(618del3), проходившего лечение и наблюдающегося 
в РОНЦ им. Н. Н. Блохина (рис. 2) [23].

Герминальные мутации  
и полиморфные варианты в генах BRCA
Согласно целому ряду исследований, в России пре-

обладает мутация 5382insC в гене BRCA1, она состав-
ляет около 70 % всех мутаций в BRCA1 при РМЖ (рис. 3) 
[23, 36–43] и около 60 % при РЯ [23]. В гене BRCA1 
часто встречаются мутации 4153delA [36, 40–42]. 
Cys61Gly [23, 40, 42], 185delAG [23, 38, 40, 42]. В не-
скольких российских исследованиях также выявлены 

Таблица 2. Исследования, посвященные изучению частоты носительства мутаций генов BRCA при РМЖ у мужчин

Автор Страна Клинические исследования Число больных Частота мутаций BRCA

L. S. Friedman, 1997 [26] США, Южная Калифорния Популяционное 54 2 / 54 (4 %) 

S. Thorlacious, 2007 [24] Исландия Популяционное 30 (МРМЖ) 12 / 30 (40 %) 

K. Haraldsson, 1998 [27] Швеция Популяционное 34 7 / 34 (21 %) 

B. Csokay, 1999 [28] Венгрия Популяционное 18 6 / 18 (33 %) 

R. S. Sverdlov, 2000 [29] Израиль Семейно-популяционное 31 2 / 31 (6 %) 

E. Kwiatkowska, 2000 [30] Польша Популяционное 37 74 / 37 (11 %) 

V. M. Basham, 2002 [31] Англия Популяционное 94 5 / 94 (8 %) 

T. S. Frank, 2002 [32] Популяционное 76 14 / 76 (18 %) 

L. Ottini, 2003 [33] Италия Популяционное 25 4 / 25 (16 %) 

L. Ottini, 2012 [34] Италия Популяционное 382 50 / 382 (13 %) 

Рис. 2. Пример первично-множественных злокачественных опухолей 
у больного РМЖ в составе синдрома Линча. РТК – рак толстой кишки; 
РПЖ – рак предстательной железы

mtMLH1
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мутации 2080delA, 3819delGTAAA, 3875delGTCT в ге-
не BRCA1 [23, 37, 40, 41, 43] и мутация 6174delT в гене 
BRCA2 [23, 38, 40, 42].

В последнее время большое внимание уделяется 
поиску, характеристике и определению клинической 
значимости полиморфных вариантов ДНК (single nucleo-
tide polymorphism – варианты последовательности ДНК 
размером в один нуклеотид (А, Т, G или С) в геноме 
индивида) в кодирующих и некодирующих областях 
генов, задействованных в наследственном и споради-
ческом канцерогенезе. Предполагают, что эти варианты 
являются модификаторами риска у пациентов с на-
следственной предрасположенностью, а полиморфиз-
мы генов BRCA – важными структурно-функциональ-
ными составляющими при развитии злокачественных 
опухолей женской репродуктивной системы той 
или иной локализации [44–46].

Для определения генетических локусов, ассоци-
ированных с развитием спорадического РМЖ, было 
предпринято полногеномное исследование более 220 
тыс. полиморфных вариантов в различных генах, в ре-
зультате которого обнаружено 5 независимых локусов, 
ассоциированных с возникновением рака данной ло-
кализации (p < 10–7) [47]. Исследование влияния низ-
копенетрантных аллельных вариантов генов также 
было выполнено при анализе 710 полиморфных вари-
антов в 120 генах с заведомо известной функцией 
у 4400 больных РМЖ и в равной по объему контроль-
ной выборке. Последовательность гена BRCA1 очень 
вариабельна. Полагают, что некоторые его участки 
имеют незначительную структурную консервативность, 
и аминокислотные замены внутри них не оказывают 
влияния на функциональную активность белка. В то же 
время имеются высококонсервативные участки, напри-
мер домены RING-finger и BRCT. Миссенс-варианты 
внутри этих доменов в большей степени ассоциирова-
ны с предрасположенностью к РМЖ по сравнению 
с мутациями в других участках. Менее консервативная 
последовательность белка кодируется 11-м экзоном 
гена. Установлено, что в гене BRCA1 присутствует гапло-
тип из 11 однонуклеотидных полиморфных вариантов 
(IVS1-103T / C – 1-й интрон, IVS1-115T / C – 1-й инт-

рон, IVS8-58delT – 8-й интрон, S694S – 11-й экзон, 
L771L – 11-й экзон, P871L – 11-й экзон, E1038G – 11-й 
экзон, K1183R – 11-й экзон, S1436S – 13-й экзон), кото-
рые находятся почти в полном неравновесии по сцепле-
нию по отношению друг к другу и наследуются в совокуп-
ности. Их делят на два основных гаплотипа: А и В [48].

Полноразмерный ген BRCA2 имеет несколько вы-
сококонсервативных сайтов. Миссенс-варианты в ге-
не BRCA2 являются наиболее частыми изменениями 
и составляют 54 % всех мутаций. Наиболее изученным 
полиморфизмом в гене BRCA2 является миссенс-ва-
риант Ex10 + 321 A > C (rs144848) – N372H (Arg372His) 
в 10-м экзоне, приводящий к замене кодируемой ами-
нокислоты. Частота встречаемости по редкому аллелю 
372H довольно высока во всех популяциях и превы-
шает 10 %. В российской популяции частота гомози-
готного варианта Н372Н в группе семейного РМЖ 
в два раза превышает таковую в группе спорадическо-
го рака. Аллельная частота минорного гомозиготного 
варианта 372Н в группах больных РМЖ также оказа-
лась выше.

По результатам международных исследований, 
гомозиготный НН-аллельный вариант (372H / H) ас-
социируется с повышением риска развития РМЖ 
в 1,3–1,5 раза по сравнению со среднепопуляционным 
и, кроме того, увеличивает риск развития РЯ [49–51]. 
Показано, что носителями гомозиготного варианта 
чаще являются мужчины, а риск развития РМЖ ассо-
циирован с более молодым возрастом манифестации 
заболевания [52]. Другим наиболее изученным поли-
морфным вариантом, наличие которого ассоциируется 
с повышенным риском развития РМЖ и РЯ, является 
аминокислотная замена в 5'-нетранслируемой области 
(Ex2 + 14G / A, rs1799943) 2-го экзона гена BRCA2 – 203 
G / A [51].

С целью оценки частотного спектра и клиниче-
ского значения различных генотипических аллельных 
вариантов генов BRCA и ТР53, вовлеченных в канце-
рогенез РМЖ, инициировано исследование, выпол-
ненное в РОНЦ им. Н. Н. Блохина в 2012 г. [53]. Пока-
зано, что частота делеторных мутаций в генах BRCA 
и гаплотипа В гена BRCA1 составила 31 и 32,6 % соот-
ветственно, что обосновало необходимость дальней-
шего изучения патоморфологических характеристик 
герминального гаплотипа.

У родственников больных с наличием аллельных 
вариантов в генах BRCA РМЖ выявлялся с частотой 
от 23,1 до 50 %, РЯ – от 3,3 до 23,1 %, первично-мно-
жественные злокачественные опухоли – от 3,5 до 15 %. 
У родственников (I–II степени родства) носителей 
миссенс-варианта Q356R в гене BRCA1 наблюдалась 
высокая частота заболеваемости раком желудка – 30,8 %. 
Полученные данные свидетельствуют также о том, 
что женщины с наличием BRCA-мутаций и пациентки 
с наличием аллельных вариантов в генах BRCA имеют 
повышенный риск заболеть РМЖ в молодом (репро-
дуктивном) возрасте. Медианы возраста развития РМЖ 

 

5382insC 78,50 %

4154delA 1,10 %

R1347G 2,30 %
2080delA 1,70 %

3819del5 0,60 %2297delT 0,60 %
3448insA 0,60 %

3366delA 0,60 %

C61G 7,40 %

185delAG 6,60 %

 

Рис. 3. Спектр и частота мутаций BRCA1 (данные РОНЦ им. Н. Н. Блохина)
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не превышали 42 лет во всех анализируемых группах 
наследственного РМЖ.

Аллельные BRCA-варианты в 30,8 % случаев были 
ассоциированы с развитием первично-множественных 
злокачественных опухолей, включая двусторонний 
РМЖ. Медиана времени до возникновения вторых 
первичных опухолей была одной из самых длительных 
у носительниц гаплотипа В (BRCA1) и миссенс-вари-
анта N372H (BRCA2) и составила 8 лет по сравнению 
с 2 годами у носителей миссенс-мутации Q356R 
(BRCA1). Случаи двустороннего РМЖ чаще всего от-
мечались у носительниц миссенс-варианта Q356R 
в гене BRCA1 (30,8 %) и при BRCA-мутациях (29,8 %), 
что необходимо учитывать при расчете риска развития 
рака контралатеральной молочной железы в процессе 
медико-генетического консультирования.

Патоморфологическими особенностями РМЖ, ас-
со циированного с герминальным гаплотипом В (BRCA1), 
являются инфильтративный протоковый рак (66,7 %), 
уницентрический характер роста (81,7 %), II степень 
злокачественности (71,7 %), положительный рецеп-
торный статус (43,3 %), низкий пролиферативный 
индекс, отсутствие экспрессии гена HER-2 / neu (58,3 %) 
и регионарного метастазирования (53,3 %). Редкие 
гистологические варианты РМЖ достоверно чаще вы-
являются при наличии гаплотипа В (18,3 %) по срав-
нению с BRCA-мутациями (5,3 %) (p = 0,023). РМЖ, 
ассоциированный с наличием миссенс-варианта 
Q356R в гене BRCA1, в 69,2 % случаев характеризуется 
преимущественно отрицательным рецепторным ста-
тусом в отличие от РМЖ, ассоциированного с поли-
морфным вариантом N372H в гене BRCA2. Опухоли 
с отсутствием экспрессии гена HER-2 / neu и высоким 
индексом пролиферативной активности составляют 
46,1 и 30,8 % случаев соответственно. В группе больных 
РМЖ, ассоциированным с наличием миссенс-вари-
анта N372H в гене BRCA2, в 25 % отмечен инфильтра-
тивный дольковый рак с уницентрическим характером 
роста, II и III степени злокачественности (45 и 40 % 
соответственно), с наличием раковых эмболов в лим-
фатических щелях (65 %) и высокой частотой регио-
нарного метастазирования (65 %), по сравнению 
с ТР53-ассоциированным РМЖ (p < 0,04).

Генотипические аллельные BRCA-варианты явля-
ются важными прогностическими факторами при РМЖ. 
Достоверно более высокие показатели общей 1-, 3- 
и 5-летней выживаемости отмечаются у носительниц 
гаплотипа В в гене BRCA1 и миссенс-варианта N372H 
в гене BRCA2, а показатели 10-летней общей выжива-
емости определяют более благоприятный прогноз та-
ких пациентов по сравнению с носителями делетор-
ных BRCA-мутаций (p = 0,02).

Репродуктивное здоровье  
в группах генетического риска
Ранние роды, которые являются общепризнанным 

фактором защиты от возникновения РМЖ, не оказы-

вают защитного действия у носителей BRCA-мутаций. 
H. Jernstrom et al., анализируя связь доношенной бе-
ременности, числа родов и риска РМЖ в молодом 
возрасте, показали, что рожавшие женщины – носитель-
ницы BRCA-мутаций существенно чаще – в 1,7 раза – 
заболевают РМЖ в возрасте до 40 лет по сравнению 
с нерожавшими [54]. Каждая последующая беремен-
ность у них связана с возрастанием риска развития 
РМЖ независимо от временного промежутка между 
родами. T. Rebbeck et al., не ограничивая выборку по 
возрасту, выявили более высокий риск развития РМЖ 
у носительниц BRCA-мутаций которые не имели детей 
или родили первого ребенка после 30 лет, по сравне-
нию с пациентками, родившими в более молодом воз-
расте. В этой выборке 82,6 % составили носители му-
таций гена BRCA1 [55]. В исландском исследовании, 
объединившем только рожавших женщин – носитель-
ниц основополагающей мутации 999del5 BRCA2, под-
тверждено, что каждая последующая беременность 
и роды повышали риск развития РМЖ [56]. Однако 
аналогичное популяционное исследование у носи-
телей “founder mutation” BRCA1 185delAG, 5382insC 
и BRCA2  6174delT показало, что беременность по срав-
нению с бездетностью ассоциирована с отсрочкой 
начала болезни, а грудное вскармливание в течение 
года и более снижает риск развития РМЖ у носителей 
мутаций на 40 % [57].

Интересные результаты получены в международном 
многоцентровом исследовании, включившем 1260 но-
сительниц BRCA-мутаций, где показано, что у женщин 
с патологическим BRCA1-генотипом, родивших 4 и бо-
лее детей, риск РМЖ снижается на 38 % по сравнению 
с женщинами, не имевшими беременности. В то же 
время у носительниц мутаций гена BRCA2, родивших 
2 и более детей, риск заболеть РМЖ повышен на 50 % 
по сравнению с бездетными. При этом риск развития 
заболевания возрастает на 17 % с каждой последую-
щей беременностью и сохраняется на уровне 70 % в те-
чение 2 лет после родов [58]. Исследования последних 
лет показали, что частота РМЖ, развившегося на фо-
не беременности и лактации, выше среди пациенток 
с наследственной предрасположенностью.

В работе, выполненной в РОНЦ им. Н. Н. Блохи-
на, изучен вклад молекулярно-генетических факторов 
в развитие и патогенез РМЖ, диагностированного 
на фоне беременности у 80 пациенток из семейного 
госпитального регистра и у 75 больных РМЖ молодо-
го возраста (до 36 лет). Мутации гена BRCA1 выявлены 
у 17,5 % беременных больных РМЖ, тогда как в кон-
трольной группе «молодого» спорадического РМЖ 
мутации обнаружены лишь в 8 % случаев.

Медико-генетическое консультирование 
при наследственной предрасположенности  
к раку молочной железы
Критерии включения в группы риска с последую-

щим генетическим тестированием с целью подтверж-
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дения или исключения наследственной предрасположен-
ности к РМЖ и / или РЯ не являются обще принятыми 
и варьируют в разных странах. После анализа соот-
ветствующих национальных руководств и рекоменда-
ций, применяемых в странах Европы (Великобрита-
ния, Франция, Нидерланды, Германия) [53] и США 
[59], можно выделить следующие общие моменты:

1) генетическое тестирование осуществляется 
в рамках медико-генетического консультирования 
сертифицированными специалистами-генетиками, 
первым объектом для тестирования является больной 
РМЖ и / или РЯ (если доступен биологический мате-
риал);

2) основным критерием направления на генети-
ческое тестирование является онкологически отяго-
щенный семейный анамнез по РМЖ и / или РЯ (учи-
тываются количество и степень родства заболевших 
родственников, возраст постановки диагноза, двусто-
роннее поражение и первично-множественные злока-
чественные опухоли);

3) показаниями для генетического тестирования 
пациента являются наличие в личном анамнезе: РЯ, 
РМЖ у женщин в возрасте до 35 лет, двустороннего 
РМЖ, РМЖ у мужчины, подтвержденное носитель-
ство мутаций у родственников.

В некоторых странах (США, Нидерланды) допол-
нительными критериями являются морфологические 
особенности РМЖ (трижды негативный рак, редкие 
гистологические варианты), синдромальная патоло-
гия, а также этническая принадлежность (ашкеназ-
ские евреи) [53, 59].

Дополнительно могут использоваться различные 
модели для оценки вероятности носительства мутации 
в генах BRCA1 или BRCA2 (BRCARPO, Myriad II, 
BOADICEA, Manchester score, Penn II и др.), основан-
ные на семейном онкологическом анамнезе (РМЖ, 
РЯ, иногда злокачественные новообразования других 
локализаций).

Классическим примером наследственного BRCA-
ассоциированного РМЖ служит родословная семьи, 
находящейся под наблюдением в медико-генетическом 
кабинете научно-консультативного отделения НИИ 
клинической онкологии РОНЦ им. Н. Н. Блохина (рис. 4).

Методы профилактики наследственного рака 
молочной железы
В связи с развитием за последние 15 лет генетиче-

ского тестирования, позволяющего идентифицировать 
пациентов с предрасположенностью к развитию РМЖ 
и / или РЯ, на первый план выходит необходимость 
проведения профилактических мероприятий в группах 
онкологического риска. Вариантами первичной про-
филактики рака для женщин из группы высокого ге-
нетического риска являются лекарственная профилак-
тика с использованием тамоксифена или его аналогов, 
превентивные операции – профилактическая мастэк-
томия или профилактическая овариэктомия.

Мировой опыт представлен крупными исследова-
ниями, касающимися снижения риска развития рака 
контралатеральной молочной железы при использо-
вании тамоксифена. Так, S. Narod et al. (2000) прово-
дили наблюдение в группе из 593 женщин с мутация-
ми генов BRCA1 и BRCA2. Исследователи отметили, 
что у пациенток, которые принимали тамоксифен 
в течение 2–4 лет, риск метахронного РМЖ снижался 
до 75 % [60]. В 2006 г. опубликовано обновленное ис-
следование «случай–контроль» с включением 285 боль-
ных билатеральным РМЖ и 751 женщины с односто-
ронним РМЖ с мутациями BRCA. Прием тамоксифена 
был ассоциирован со снижением риска рака контра-
латеральной молочной железы на 50 % у носителей 
мутаций BRCA1 и на 58 % у носителей мутаций BRCA2. 
Защитный эффект тамоксифена не наблюдался у жен-
щин, перенесших овариэктомию [61].

В качестве меры профилактики развития РМЖ 
может быть использована и овариэктомия. Так, в про-
спективном мультицентровом исследовании с вклю-
чением 1079 женщин выполнение овариэктомии было 
связано с сокращением риска развития РМЖ и среди 
носителей мутаций BRCA1, и среди носителей мутаций 
BRCA2, но во второй группе оказалось более выражен-
ным (отношение рисков 0,28; 95 % доверительный 
интервал 0,08–0,92) [62].

T. Rebbeck et al. в 2009 г. провели метаанализ 10 ис-
следований, в которых сообщалось о превентивной 
овариэктомии среди носителей мутаций BRCA1 и BRCA2. 
Авторы подтвердили, что выполнение профилактиче-
ской овариэктомии связано с существенным сокраще-
нием риска развития РМЖ (на 51 % в целом) [63].
Сходные результаты получены и в исследовании 
K. Metcalfe et al. (2011), включавшем 810 женщин 

Рис. 4. Пример родословной семьи с наследственным BRCA1-ассоци-
ированным РМЖ
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Генетические особенности  
и маркеры меланомы кожи

Н. Н. Мазуренко
НИИ канцерогенеза ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина», Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Наталья Николаевна Мазуренко nnmazurenko@mail.ru

Меланома – наиболее опасное злокачественное заболевание кожи человека с высоким риском метастазирования. Метастазиру-
ющая меланома прогностически крайне неблагоприятна и резистентна ко всем видам традиционной химиотерапии и биологи-
ческим препаратам. В последнее время достигнуты значительные успехи в понимании патогенеза и лечении меланомы. В развитие 
меланомы вовлечены как внешние (ультрафиолетовое облучение), так и внутренние (наследственные генетические) факторы. 
В 5–14 % случаев меланома кожи является наследственным заболеванием, обусловленным изменениями в генах предрасположен-
ности. Факторами риска развития семейной меланомы являются герминальные мутации в генах регуляции клеточного цикла 
CDKN2A и CDK4, гене гомеостаза меланоцитов MITF, а также однонуклеотидные полиморфизмы ряда низкопенетрантных 
генов, в частности гена MC1R. В патогенез меланомы вовлечены онкогены и гены-супрессоры, входящие в состав различных си-
гнальных каскадов. В 75 % случаев меланомы кожи наблюдается гиперактивация сигнального пути RAS / RAF / MEK / ERK. Важ-
нейшим генетическим событием в меланоме является активация сигнального пути PI3K– AKT– mTOR, причем уровень актива-
ции повышается с увеличением стадийности меланомы. Меланома представляет собой генетически и фенотипически 
гетерогенную группу опухолей. Спектр хромосомных нарушений и активирующих мутаций, формирующих различные молекуляр-
ные портреты опухоли, отличается в меланоме различной локализации. В меланоме поверхности кожи доминируют мутации 
в генах BRAF (50 %), NRAS (20 %), причем мутации NRAS характерны для опухолей на участках кожи, подверженных инсоляции. 
Активирующие мутации KIT выявляют в 20–30 % случаев меланомы акральной или мукозальной локализации, а также в мела-
номе, возникшей в результате ультрафиолетового повреждения кожи. В 25 % случаев меланома кожи развивается из предсущес-
твующего невуса, в обзоре обсуждаются молекулярные механизмы малигнизации невусов. Использование полноэкзомного секве-
нирования меланомы позволило обнаружить новые гены, нарушения в которых связаны с повреждающим действием 
ультрафиолета: PPP6C, RAC1, SNX31, TACC1 и STK19. Успехи в изучении меланомы привели к положительным результатам в ее 
лечении, особенно с помощью таргетной терапии. В обзоре рассмотрены молекулярные мишени и перспективы таргетной тера-
пии метастатической меланомы кожи.

Ключевые слова: меланома кожи, акральная, мукозальная, метастазирующая меланома, наследственные факторы риска мела-
номы, гены MC1R, CDKN2A, CDK4, MITF, мутации генов BRAF, NRAS, KIT, гены PPP6C, RAC1, TACC1, малигнизация невусов, 
таргетная терапия меланомы

Genetic alterations and markers of melanoma

N. N. Mazurenko

Scientific Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Russia, 115478, Moscow, Kashirskoye shosse, 24

Melanoma remains the most deadly form of malignant skin disease with high risk of metastases. Metastatic melanoma is prognostic highly 
unfavorable and resistant to traditional chemotherapy and biologic treatment. There is a great progress in understanding of the molecular 
mechanisms underlying melanoma initiation and progression. The external (ultraviolet irradiation) and internal (genetic) factors are invo-
lved in melanoma genesis. 5–14 % of melanoma cases occur in familial context due to genetic predisposition risk factors. Among them rare 
germinal mutations in the cell cycle genes regulators CDKN2A and CDK4 and in the master gene of melanocyte homeostasis MITF, as well 
as single nucleotide polymorphisms of several low-penetrated genes, namely MC1R, have been identified. The main cell signaling pathways 
and oncogene driver mutations are involved in melanoma pathogenesis. RAS / RAF / MEK / ERK cascade is hyperactivated in 75 % of cutane-
ous melanoma cases. Activation of PI3K / AKT / mTOR signaling pathway is important for melanoma progression. Recent studies revealed 
that melanomas are genetically and phenotypically heterogeneous tumors. Spectrum of chromosomal alterations and activating mutations 
corresponding to tumor molecular portraits varies in melanomas of different location. Most of cutaneous melanomas contain BRAF (50 %) or 
NRAS (20 %) mutations, and NRAS mutations occur on chronically sun-exposed skin. Activating KIT mutations have been reported in ap-
proximately 20–30 % of certain subtypes of melanoma, including acral and mucosal, and melanoma that develop on photodamaged skin. 
Cutaneous metastatic melanoma derive from preexisting nevi in 25 % of cases, molecular mechanisms of nevi malignization are discussed. 
Deepsequencing approaches of melanoma samples of different melanoma types highlighted new melanoma driver genes, that are damaged 
due to tumorigenic effects of ultraviolet: PPP6C, RAC1, SNX31, TACC1 and STK19. The progress in melanoma studies allow to receive the 
positive results in melanoma treatment in particularly with targeted therapy. The molecular targets and future perspectives for targeted the-
rapy of metastatic skin melanoma are discussed.

Key words: cutaneous melanoma, acral, mucosal, metastatic melanoma, genetic predisposition melanoma risk factors, genes MC1R, CDKN2A, 
CDK4, MITF, “driver” genes BRAF, NRAS, KIT, genes PPP6C, RAC1, TACC, nevi malignization, melanoma targeted therapy
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Меланома – наиболее опасное злокачественное 
заболевание кожи человека с высоким риском реци-
дивирования и метастазирования. Метастазирующая 
меланома прогностически крайне неблагоприятна 
и резистентна ко всем видам традиционной химиотера-
пии и биологическим препаратам, однако в последнее 
время улучшение результатов лечения стало возмож-
ным благодаря выявлению потенциальных онкоге-
нов – мишеней таргетной терапии.

Заболеваемость меланомой составляет менее 2 % 
от общего числа онкозаболеваний: в 2012 г. в мире за-
регистрировано 232 130 случаев меланомы и 14,1 млн 
вновь выявленных онкологических больных. Однако 
рост заболеваемости меланомой отмечен почти во всех 
странах мира и за 40 лет составил примерно 5 % в год 
[1]. По прогнозу Всемирной организации здравоохра-
нения, заболеваемость меланомой в мире в течение 
ближайших 10 лет вырастет на 25 %.

В России в 2012 г. зарегистрировано 8723 новых 
случая меланомы при общем числе новых онкозабо-
леваний 525 931 [2]. С 2007 по 2012 г. в России прирост 
абсолютного числа заболевших меланомой составил 
23,3 % у мужчин и 15,6 % у женщин. Заболеваемость 
меланомой в России (3,8 на 100 000 мужчин и 4,2 
на 100 000 женщин) [2] и странах Восточной Европы 
(3 случая на 100 000 населения) ниже, чем в западно-
европейских странах, США и Австралии (10–20, 20–30 
и 54 случая на 100 000 населения соответственно) [3].

Составляя структурно не более 10 % злокачествен-
ных новообразований кожи, меланома ответственна 
за 80 % смертей от заболеваний этой группы [1]. В Рос-
сии в 2012 г. умерло от меланомы 3419 человек, что со-
ставляет 67 % от числа смертей от всех новообразова-
ний кожи, причем отмечен рост смертности мужчин 
при меланоме кожи на 5,9 % с 2007 по 2012 г. [2].

В 2013 г. в США заболело меланомой 76 690 чело-
век и умерло 9480 [4]. В США смертность от меланомы 
занимает 5-е место у мужчин и 6-е у женщин среди 
пациентов с онкологическими заболеваниями, забо-
леваемость значительно выше у белого населения, чем 
у афроамериканцев [5]. В странах с высокой заболевае-
мостью меланома кожи – одна из самых частых злока-
чественных опухолей у молодых пациентов. Она явля-
ется основной причиной смерти от злокачественных 
опухолей женщин в возрасте 25–30 лет в США и в воз-
расте 30–35 лет – в Австралии [4].

Развитие меланомы – сложный процесс, в кото-
рый вовлечены различные факторы [6].

Эпидемиологические данные свидетельствуют, 
что ультрафиолетовое (УФ) облучение является глав-
ным внешним фактором, связанным с возникновени-
ем меланомы. Персональный риск развития меланомы 
удваивается при наличии пяти случаев солнечного 
ожога, особенно в детском и юношеском возрасте [3]. 
Хотя фактором риска для меланомы является инсоля-
ция, меланома кожи чаще возникает на закрытых участ-
ках тела [6].

В 75 % случаев меланома кожи возникает из от-
дельных кожных меланоцитов, а в 25 % – из предсу-
ществующих невусов [1]. Важным экзогенным факто-
ром появления меланомы является травма пигментных 
невусов, часто одеждой или обувью.

Основные типы злокачественной меланомы кожи 
классифицируются в зависимости от локализации 
и прохождения определенной фазы роста [7].

Поверхностно-распространенная меланома состав-
ляет 80 % случаев меланомы кожи, характеризуется 
наличием микроинвазии, состоит из крупных эпите-
лиоидных неопластических меланоцитов. Одинаково 
часто встречается у мужчин и женщин, чаще возникает 
на коже спины у мужчин и коже бедер и голени у жен-
щин.

Злокачественное лентиго составляет 10–13 % слу-
чаев меланомы, представляет собой большое асиммет-
ричное пигментное поражение открытых частей кожи 
с увеличенным количеством атипичных меланоцитов 
в базальном слое эпидермиса, преимущественно ло-
кализуется на коже головы, шеи, тыльных частей ко-
нечностей.

Акрально-лентигиозная меланома составляет 8 % слу-
чаев меланомы, состоит из атипичных неопластиче-
ских меланоцитов в базальном слое в акральном эпи-
дермисе, встречается на стопе, ладонной поверхности 
кисти, под ногтями.

Лентигиозная меланома слизистых оболочек (муко-
зальная) составляет 1,2 % случаев меланомы, представ-
лена опухолями синоназального тракта, гениталий жен-
щин, аноректальной области. Крайне редко встречается 
меланома слизистых дыхательного и желудочно-ки-
шечного трактов [8].

Узловая меланома встречается в 15–30 % всех слу-
чаев меланомы, возникает из эпидермальных меланоци-
тов в виде опухолевого узла в результате вертикального 
роста клеток в дерму, через все слои, и в подлежащую 
жировую клетчатку. Клинически имеет форму узла темно-
синего или черного цвета, характеризуется крайне не-
бла гоприятным прогнозом.

Часто меланома является беспигментной (не со-
держит меланин), что затрудняет диагностику. Иногда 
клиническая картина обусловлена именно наличием 
метастазов, а первичную локализацию меланомы ус-
тановить невозможно, поскольку первичная опухоль 
может подвергаться обратному развитию, вплоть до 
полного исчезновения. Меланома кожи метастазирует 
гематогенным и лимфогенным путем и инвазирует в ко-
жу, регионарные лимфоузлы, подкожные ткани, легкие, 
печень, головной мозг и кости [9]. В США 10–15 % 
вновь выявленных случаев меланомы имеют метастазы 
[5], в России частота выявления меланомы на поздних 
стадиях в два раза выше (25 %).

Наследственные факторы возникновения меланомы
В 5–14 % случаев меланома кожи является на-

следственным заболеванием, обусловленным герми-
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нальными мутациями в генах предрасположенности 
[10, 11]. Риск возникновения меланомы повышен в 8 
раз в семьях, члены которых страдали меланомой. 
Риск развития второй первичной опухоли у пациентов 
с меланомой в 9 раз выше, чем в популяции [12].

Гены CDKN2A и CDK4 ассоциированы с риском 
развития семейной меланомы. Ген-супрессор CDKN2A 
локализован на хромосоме 9p21 и кодирует белки 
p16INK4a и p14ARF [13]. Мутации гена CDKN2A обнару-
живают в 20–40 % случаев семейной меланомы [14]. 
Мутации p16INK4a являются причиной возникновения 
1400–2800 новых случаев меланомы в США ежегодно 
[15], что составляет 2–4 % от числа заболевших [16]. 
Мутация CDKN2A (дупликация кодона R112), затраги-
вающая оба белка – p16INK4a и p14ARF, доминирует у но-
сителей наследственной меланомы в шведских семьях, 
причем в 95 % случаев имеется мутация в 61-м кодоне 
гена NRAS [17]. Авторы считают, что мутация CDKN2A 
у носителей наследственной меланомы в шведских 
семьях связана с повышенным риском развития онко-
логических заболеваний у курильщиков [18]. Мутации 
p14ARF приводят к недостатку p53, который контроли-
рует целостность и репарацию ДНК [13].

Помимо наследственных мутаций в образцах ме-
ланомы встречаются соматические генетические и эпи-
генетические изменения CDKN2A / p16INK4a. В 50 % слу-
чаев меланомы происходит инактивация p16INK4a либо 
за счет мутации, либо за счет гиперметилирования 
промотора (10 % меланом). Инактивация p16INK4a при-
водит к активации cyclin D / CDK4 и фосфорилирова-
нию pRB1, что ведет к активации клеточного цикла 
и пролиферации клеток [13]. Низкая экспрессия p16INK4a 
коррелирует с прогрессией заболевания, усилением 
пролиферации и плохим прогнозом при спорадиче-
ской меланоме.

Нарушения гена CDK4 (кодирует циклинзависи-
мую киназу CDK4, входящую в комплекс CDK4 / 6), 
так же как и нарушения гена CDKN2A, ведут к уси-
лению риска развития меланомы кожи [14]. Наслед-
ственные активирующие мутации гена CDK4 (R24C 
и R24H) делают комплекс CDK4 / 6 устойчивым к инги-
бированию p16INK4a. Активирующие мутации CDK свя-
заны с небольшим процентом случаев меланомы у де-
тей. Амплификация CDK4 больше характерна для 
акральной и мукозальной меланомы и не встречается 
в меланоме с гомозиготной потерей p16INK4a.

Ген CCND1 кодирует циклин D1, который в ком-
плексе с CDK4 / 6 регулирует переход из фазы G1 кле-
точного цикла в S-фазу. Во всех случаях амплификации 
гена CCND1 при меланоме наблюдается гиперэкспрес-
сия белка и ген CCND1 рассматривают в качестве он-
когена. Амплификация CCND1, как и CDK4, характер-
на для акральной меланомы.

Аллельные герминальные варианты генов MC1R, 
ASIP, MTAP, MATP и Casp8 рассматривают как гены 
низкого риска или модификаторы генов высокого 
риска [19, 20].

Ген MC1R является важным фактором риска развития 
меланомы. Рецептор меланокортина 1 (MC1R) отно-
сится к трансмембранным G-белковым рецепторам 
и экспрессируется на поверхности эпидермальных 
меланоцитов. MC1R активирует аденилатциклазу 
и cAMP / PKA / CREB каскад через меланоцитстиму-
лирующий гормон α-MSH и адренокортикотропный 
гормон [21]. Потеря функций MC1R ответственна за 
определенный фенотип у представителей населения 
Северной Европы, главным образом у людей с рыжим 
цветом волос, светлой кожей, веснушками и плохой 
способностью к загару [22]. Генетические вариации 
(однонуклеотидные полиморфизмы, SNIP) локуса MC1R 
являются фактором риска развития меланомы. Наибо-
лее частыми SNIP-вариантами являются V60L, D84E, 
R151C, R160W и R163Q. Наличие одной структурно-
функциональной перестройки гена MCR1 увеличивает 
риск развития меланомы в 2,2–4,8 раза [23]. Присут-
ствие SNIP-варианта MC1R в дополнение к мутации 
CDKN2A значительно усиливает риск возникновения 
меланомы по сравнению с наличием только мутант-
ного CDKN2A. Пациенты с вариантами MC1R имеют 
в 5–15 раз больший риск развития меланомы с мута-
цией BRAF независимо от УФ-инсоляции [20].

Ген MITF. Герминальные мутации важного гена 
гомеостаза меланоцитов MITF усиливают риск разви-
тия меланомы и рака почек. MITF регулирует гены, 
участвующие в пролиферации (CDK2), дифферен-
цировке, выживании (BCL2, BCL2A1, ML-IAP, MET, 
APE1 и HIF1A) и выработке пигмента. Часто в мелано-
ме ген MITF амплифицирован либо мутирован [24]. 
MITF вовлечен в антиоксидантную защиту меланоци-
тов, и мутация E318K усиливает связывание MITF 
с промотором гена HIF1А [25]. Мутация также умень-
шает сумоилирование белка MITF. Экспрессия мутан-
тного MITF усиливает миграцию и инвазивные свой-
ства клеток меланомы [26]. MITF является ценным 
диагностическим иммуногистохимическим маркером 
для обнаружения метастатической меланомы, нега-
тивной по другим маркерам [27]. Его специфичность 
зависит от типа меланомы, она ниже для веретенокле-
точной и десмопластической меланомы [28].

Генетическая нестабильность и хромосомные 
нарушения в гистологических субтипах меланомы
Меланома кожи демонстрирует повышенный уро-

вень мутаций по сравнению с другими солидными 
опухолями в основном за счет усиления транзиций 
цитозина на тимин (С > T), характерных для мутаций, 
вызванных УФ-облучением [29, 30]. При полногеномном 
секвенировании 105 образцов меланомы выявлено 
86 813 кодирующих мутаций, что гораздо больше, чем 
при других опухолях. В 20 % опухолей мутировали 
78 генов, при этом 85 % мутаций возникли за счет 
транзиции C > T, что указывает на эффект УФ-облу-
чения [29, 31]. Однако эффект УФ на возникновение 
мутаций не однозначен, так как наиболее частые 
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мутации генов BRAF и NRAS не вызваны C > T транзи-
циями. Наблюдаемая негативная корреляция между 
экспрессией и частотой мутации гена подтверждает, 
что  гены с низким уровнем экспрессии имеют тенден-
цию к повышенной скорости возникновения сомати-
ческих мутаций [30, 32].

Молекулярный генетический анализ подтверж дает 
гетерогенность меланомы наличием различных гене-
ти ческих нарушений в меланомах отдельных гисто-
логических субтипов и локализаций. В образцах пер-
вичной меланомы с мутацией BRAF чаще выявляют 
потери на 10q23–26 и амплификацию ДНК на хромо-
соме 7 и 1q23–25 по сравнению со случаями меланомы 
с мутацией NRAS. Потери на 11q23–25 в основном при-
сутствуют в образцах меланомы с мутацией NRAS. В об-
разцах первичной меланомы с диким типом BRAF 
и NRAS чаще обнаруживают изменения на хромосомах 
17 и 4 [33].

В образцах меланомы на участках кожи, облучае-
мых солнцем, часто выявляют потери хромосом 17р 
и 13q. При этом обнаружено значительно меньше му-
таций в области гена BRAF по сравнению с меланомой, 
возникающей на коже в отсутствие постоянного воз-
действия солнца. Это подтверждает, что два наиболее 
распространенных типа меланомы различаются гене-
тически и биологически.

Акральная и мукозальная меланомы имеют боль-
шее число генетических изменений, чем меланома 
кожи на участках, как подверженных, так и не под-
верженных инсоляции. Амплификации выявлены 
в 89 % случаев акральной и 85 % мукозальной мела-
номы, при этом вовлечены разные хромосомные 
районы [6].

В акральной меланоме существуют нарушения ло-
кусов 11q13, 22q11–13 и 5p15 и характерна точечная 
амплификация генов, которая возникает на самых 
ранних этапах опухолевой прогрессии. В частности, 
локус 11q13 содержит гены CCND1, FGF3 и FGF4.

В мукозальной меланоме повышена частота мута-
ций KIT и снижена частота мутаций BRAF и NRAS 
по сравнению с меланомой кожи [34]. Для меланомы 
слизистой оболочки носа и околоносовых пазух по 
сравнению с другими субтипами меланомы в высоком 
проценте случаев обнаружено увеличение копий пле-
ча 1q, а также амплификация 6р и 8q, причем мутации 
гена BRAF очень редки, что позволяет отличать этот 
тип меланомы от других.

Нарушения генов и сигнальных путей, ассоциированных 
с возникновением и прогрессией меланомы
Сигнальный путь RAS / RAF / MEK / ERK. В патоге-

нез меланомы кожи вовлечены онкогены и гены-су-
прессоры, входящие в состав различных сигнальных 
каскадов. Основная роль принадлежит сигнальному 
пути RAS–MAPK (RAS / RAF / MEK / ERK) – ключе-
вому регулятору клеточной пролиферации, дифферен-
цировки, выживания и метастазирования, гиперакти-

вация которого наблюдается в 75 % случаев меланомы 
кожи [35, 36].

Ген BRAF (7q34) кодирует серин-треониновую ки-
назу, мутации в активирующем домене которой вызы-
вают стабильную каскадную гиперактивацию мито-
ген-активированных протеинкиназ MEK и ERK [37]. 
Каталитические функции BRAF регулируются через 
димеризацию киназного домена, при этом активен 
только один из участников гомо- или гетеродимера. 
В качестве партнера при димеризации могут выступать 
белки CRAF, BRAF или RAF-родственные псевдоки-
назные репрессоры RAS [38].

Активирующие мутации BRAF обнаруживают 
в 50–60 % случаев меланомы кожи. В 80 % случаев вы-
является нуклеотидная замена T1799A в 15-м экзоне 
BRAF, приводящая к замене валина на глутаминовую 
кислоту в кодоне 600 (V600E) [39]. В 20 % случаев му-
тации кодона 600 представлены заменой V600K, редко 
встречаются замены V600R / D / M [37, 40]. Мутации 
в киназном домене приводят к конформационным 
изменениям и повышению активности киназы до 480 
раз in vitro или 70–130 раз in vivo [41]. Мутантный бе-
лок BRAF способствует не только гиперактивации 
каскада MAPK, но и выживанию меланомы, регулируя 
экспрессию и функционирование проапоптотических 
и антиапоптотических белков семейства Bcl-2 (BMF, 
BIM, BAD) и MCL-1. Миграция клеток меланомы и их 
инвазия также усиливаются при мутации V600E BRAF.

При других мутациях в 15-м экзоне (D594V, L597R / 
 S / Q, K601) или 14-м экзоне (G464E, G466V, G469E / R / S) 
активность белка BRAF составляет лишь 30 % актив-
ности мутантного V600E BRAF [42].

Активирующие мутации BRAF находят в 59 % слу-
чаев меланомы кожи, не подверженной хроническому 
солнечному повреждению, тогда как при меланоме 
с хронической инсоляцией – в 11 %, при акральной 
меланоме – в 23 %, при меланоме слизистых оболо-
чек – в 11 % случаев [43]. Примечательно, что мутации 
BRAF обнаруживают в 70 % случаев беспигментной 
меланомы, причем в 89 % из них опухоль имеет тол-
щину менее 1 мм.

Новые мутантные продукты BRAF открыты с по-
мощью секвенирования нового поколения: получены 
данные об образовании слитных белков в результате 
хромосомных транслокаций, включающих ген BRAF. 
Слитные химерные белки PAPSS1–BRAF, TRIM24– 
BRAF и др. содержат серин-треонинкиназный домен 
и обладают киназной активностью белка BRAF. Такие 
белки находят в 4–8 % меланом с ранее неизвестным 
«драйверным» геном (pan-negative). BRAF-химерные 
белки выявлены во многих опухолях: раке предста-
тельной железы, желудка, астроцитоме, меланоме и др. 
Меланома с BRAF-химерными белками нечувстви-
тельна к ингибиторам BRAF, но чувствительна к ин-
гибиторам MEK [44].

Ген NRAS является вторым геном, наиболее часто 
мутирующим в меланоме. Малый гуанозинтрифосфат-
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связывающий (ГТФ-связывающий) белок NRAS яв-
ляется регулятором ответа на внеклеточные стимулы, 
включая ростовые факторы, и активирует основные 
сигнальные пути, включая RAF–MEK–ERK, Ral– 
GDS, PI3K–AKT–mTOR и PLC–PKC [45].

Мутации NRAS выявлены в 15–20 % случаев мела-
номы кожи [46]. Большинство мутаций NRAS (80 %) – 
замены в кодоне 61 экзона 3 (Q61K и Q61R), приводя-
щие к образованию аберрантной формы белка, который 
не может гидролизовать RAS-ГТФ и остается гипер-
активным [47]. Мутации во 2-м экзоне гена NRAS (ча-
ще в кодоне G12, чем G13) находят на ранних стадиях 
заболевания, и поэтому считается, что они вовлечены 
в инициацию меланомы. Мутации в 3-м экзоне NRAS 
обнаруживают на более поздних этапах и, скорее все-
го, они участвуют в метастазировании меланомы [45].

Мутации NRAS чаще присутствуют в меланоме, 
связанной с хроническим солнечным повреждением 
[6]. Мутантный NRAS часто выявляют в мукозальной 
меланоме, особенно в синоназальной [48, 49]. В этой 
группе опухолей наблюдалась амплификация и повы-
шенная экспрессия циклина D1 (62,5 %). В акральной 
и мукозальной меланомах с генами BRAF и NRAS ди-
кого типа амплифицированы гены CDK4 и ССND1 
(циклин D1).

Биологические последствия мутаций генов BRAF 
и NRAS отличаются, потому что при мутации RAS 
клетки используют скорее CRAF (Raf-1), чем BRAF, 
для активации пути MEK–ERK [50]. Поэтому CRAF 
может быть терапевтической мишенью в опухолях, 
в которых RAS является «драйвером».

Экспрессия мутантного BRAF недостаточна для 
трансформации иммортализованных меланоцитов че-
ловека [51], и поэтому мутантный V600E BRAF счита-
ется более слабым онкогеном, чем NRAS с мутацией 
в кодоне 61 [17]. Экспрессия мутантного BRAF в ме-
ланоцитах при экспрессии нормального p16INK4a не ве-
дет к пролиферации до тех пор, пока инактивация 
CDKN2A не нарушит регуляцию клеточного цикла [52]. 
Причем клетки с мутантным BRAF нуждаются в ина-
ктивации p16INK4a в большей степени, чем клетки с му-
тантным NRAS.

Варианты меланомы с мутациями BRAF и NRAS 
отличаются по клиническому и патологическому по-
ведению. Мутации BRAF ассоциированы с более ран-
ней постановкой диагноза, чем NRAS. Пациенты с ме-
ланомой и мутациями BRAF значительно моложе 
(49,8 года), чем с мутациями NRAS (55,7 года) или ди-
ким типом (59,5 года), и это отличие статистически 
достоверно [40, 53]. Наличие мутаций гена BRAF ассо-
циировано с более частыми изъязвлениями, а также 
более частым развитием местных рецидивов и пора-
жением регионарных лимфатических узлов, частота 
BRAF-мутаций выше у пациентов с выживаемостью 
менее 5 лет.

Меланома с мутацией NRAS отличается большей 
толщиной, чем опухоли с мутацией BRAF или диким 

типом, что, по-видимому, связано с вертикальной фа-
зой роста меланомы. Трансфекция RAS в клеточные 
линии меланомы с эпителиоидноклеточной морфоло-
гией усиливает продукцию протеазы и клеточную под-
вижность, черты, характерные для фазы вертикально-
го роста меланомы [45]. Меланома с мутацией NRAS 
чаще имеет больший размер и более высокий мито-
тический индекс и связана с низкой общей выживае-
мостью. Показано, что мутации NRAS являются неза-
висимым признаком более короткого периода выживания 
у пациентов с меланомой IV стадии [53].

Активация сигнального пути PI3K–AKT–mTOR яв-
ляется важнейшим генетическим событием в мелано-
ме, причем уровень активности AKT3 повышается 
с увеличением стадийности заболевания [54]. Актива-
ция серин-треониновой протеинкиназы AKT3 отме-
чена в 60 % случаев спорадической меланомы, в 35 % 
случаев за счет амплификации гена AKT3, а в 5 % – 
за счет мутации гена PI3KСA [55]. Мутация AKT3 E17K 
встречается в культурах клеток и первичной мелано-
ме [56].

В 40–60 % случаев меланомы инактивирова на 
фосфатаза PTEN, которая негативно регулирует PI3K– 
AKT-сигналинг [54]. PTEN почти всегда экспресси-
руется в цитоплазме доброкачественных и дисплас-
тических невусов [57], но отсутствует в большинстве 
образцов меланомы [58]. Утрата экспрессии PTEN 
происходит в результате мутации, потери гетерозигот-
ности или утраты хромосомы, либо в результате эпи-
генетических нарушений транскрипции за счет мети-
лирования или микроРНК-регуляции [59]. Утрата 
PTEN вследствие мутации наблюдается в 37 % случа-
ев меланомы, причем не характерна для опухолей 
с мутацией NRAS [54].

Малигнизация невусов. Мутации BRAF и NRAS яв-
ляются ранним событием и выявляются в доброкаче-
ственных меланоцитарных образованиях – невусах. 
Онкогенные мутации BRAF распространены в дис-
пластических, конгенитальных, обычных и особенно 
в растущих невусах. Так, в 81 % конгенитальных мела-
ноцитарных невусов находят мутации NRAS Q61K / R, 
а в 82 % приобретенных невусов выявляют мутацию 
BRAF V600E [60]. Мутации NRAS обнаруживают 
в 94,7 % случаев врожденных меланоцитарных неву-
сов, которые характеризуются повышенным риском 
трансформации в меланому.

При использовании лазерной микродиссекции 
и антител к мутантному белку BRAF V600E мутации 
выявлены иммуногистохимически в 63 % случаев ме-
ланомы, в 65 % ассоциированных невусов и в 50 % 
контрольных невусов [61]. Считают, что диспластиче-
ский, или атипический, невус является недостающим 
звеном между доброкачественным и злокачественным 
меланоцитарным поражением. С другой стороны, дис-
пластические невусы десятилетиями остаются без из-
менений, и, по-видимому, для их малигнизации нуж-
ны дополнительные генетические нарушения [61].
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Усиленная экспрессия онкогенных NRAS или BRAF 
в нормальных меланоцитах запускает фенотип сене-
сценции / апоптоза и арест пролиферации и недоста-
точна для трансформации меланоцитов.

Для прогрессирования невуса в меланому важна 
активация пути PI3K–AKT [62]. Так, недостаток PTEN 
и / или усиление активации протеинкиназы AKT сни-
жает сенесценцию, вызываемую мутацией BRAF 
V600E в фибробластах и меланоцитах. Усиление ак-
тивности AKT наблюдается в 17 % доброкачественных 
невусов, в 43 % диспластических невусов, в 49 % об-
разцов первичной меланомы и в 77 % – метастатиче-
ской меланомы [63]. Мутации NRAS и пути PI3K–AKT 
одновременно присутствуют в 9 % случаев меланомы, 
а мутации BRAF и PTEN – в 17 % [6]. Совместная ко-
операция AKT3 и BRAF V600E выявлена при транс-
формации мышиных меланоцитов in vitro, при этом 
AKT3 фосфорилирует BRAF V600E [62]. С другой сто-
роны, белок BRAF с мутацией V600E является нега-
тивным регулятором AKT-пути: присутствие мутации 
V600E снижает фосфорилирование AKT и дальней-
шую активацию передачи сигнала, подавляемую ин-
гибиторами MEK или mTOR [62].

Ген KIT. Среди генов, которые активированы в ме-
ланоме, – ген KIT, частота мутаций которого колеб-
лется от 2 до 45 %. Тирозинкиназный рецептор KIT 
фактора роста стволовых клеток (SCF) активирует не-
сколько сигнальных путей, в том числе каскады RAS– 
MAPK и PI3K–AKT, влияя на клеточный рост, проли-
ферацию, инвазию, метастазирование и ингибируя 
апоптоз. Рецептор KIT и его лиганд SCF играют клю-
чевую роль в эмбриогенезе меланоцитов, их диффе-
ренцировке и пролиферации [1].

Рецептор KIT экспрессируется на ранних стадиях 
более чем в половине случаев меланомы [63]. Однако 
по мере прогрессирования меланомы, перехода в ин-
вазивные стадии и метастазирование, экспрессия KIT 
утрачивается, что предполагает наличие у него неких 
супрессорных функций [64]. Действительно, транс-
фекция гена KIT в высокометастатическую линию 
меланомы A375SM ведет к уменьшению роста опухо-
ли и метастазов при введении этих клеток мышам. 
Введение лиганда SCF приводит к высокому уровню 
апоптоза в KIT-позитивной линии клеток меланомы. 
Другие работы показали, что потеря экспрессии KIT 
коррелирует со злокачественной трансформацией ме-
ланоцитов, инвазией и метастазированием. В неболь-
шом проценте образцов меланомы кожи с диким типом 
BRAF и NRAS выявлены опухоли с гиперэкспрессией 
KIT и CDK4 [65].

Мутации KIT наиболее часто выявляют в ме-
ланоме участков кожи, подверженных хроническому 
УФ-облучению. Мутации KIT не встречаются одно-
временно с мутациями NRAS и BRAF. Активация KIT 
за счет мутации имеет место только в 2–6 % случаев 
поверхностной меланомы кожи, но мутации и ампли-
фикацию KIT выявляют с частотой 23–36 % при ак-

ральной, 15–39 % – при мукозальной и 28 % – при вы-
званной инсоляцией меланоме [66, 67]. Мутации гена 
KIT являются специфичными для мукозальной и ак-
ральной меланом, которые наиболее распространены 
в азиатской популяции [68]. Мутации KIT чаще встре-
чаются в мукозальной меланоме гениталий и анорек-
тальной области [66, 69], тогда как в синоназальной 
меланоме преобладают мутации NRAS [48, 49].

Большинство мутаций KIT представлено точечны-
ми заменами в экзоне 11, кодирующем регуляторный 
подмембранный домен рецептора: K558R, T574A, L576P 
и V559A. Такие мутации обеспечивают чувствитель-
ность опухолевых клеток к ингибитору тирозинкиназ 
иматинибу. Реже встречаются замены в 17-м (N822K) 
и 13-м (N655K) экзонах, при которых опухоли устой-
чивы к иматинибу [68, 70]. Имеются данные, что в ме-
ланоме встречаются также мутации в 9-м и 18-м экзо-
нах KIT [16], в частности, в акральной меланоме 
выявлена новая мутация N505I в 9-м экзоне, повыша-
ющая чувствительность к иматинибу [71].

Нами проведен анализ мутаций генов BRAF, NRAS, 
KIT, PDGFRA в 116 образцах меланомы, в том числе 
в 99 случаях – локализованной на поверхности кожи, 
в 8 – акральной и в 9 – мукозальной [72, 73]. Мутации 
BRAF выявлены в 56 % случаев меланомы поверхности 
кожи, помимо мутации V600E BRAF (93 %) обнаруже-
ны замены V600K (5 %), K601E и I592M. Мутации гена 
NRAS (Q61R / K) выявлены в 9,5 % случаев меланомы 
поверхности кожи. Мутации BRAF и NRAS обнаруже-
ны в 2 из 8 случаев акральной меланомы (по 25 % каж-
дая) и в 1 из 9 случаев мукозальной меланомы (по 11 % 
каждая). Средний возраст пациентов с мутацией BRAF 
был достоверно ниже (51,6 года), чем с мутацией NRAS 
(64,6 года). Активирующие мутации KIT выявлены 
в 1 % меланомы кожи и 33 % случаев мукозальной ме-
ланомы. Все мутации представляли собой точечные 
замены в 11-м экзоне: L576P, V599A, Q556H. В акраль-
ной меланоме мутации KIT не обнаружены, что не-
обычно и, возможно, связано с малой выборкой. 
В 2 случаях эпителиоидной беспигментной акральной 
и мукозальной меланомы впервые обнаружена silent-
мутация гена PDGFRA V824V [72, 73].

Появились данные, что редкие SNIP гена KIT, 
в частно сти rs2237028, могут предрасполагать к разви-
тию меланомы. Авторы предполагают, что 6 вариантов 
замен в гене KIT могут быть ответственны за развитие 
невуса и меланомы [74].

Ген р53. Анализ гена р53 в меланоме выявил низ-
кую частоту мутаций (0–10 %) или потери гетерози-
готности, причем значительная часть мутаций р53 воз-
никает в результате УФ-облучения. Анализ экспрессии 
белка р53 показал, что интенсивность окрашивания 
и число позитивных клеток в опухоли увеличиваются 
с прогрессией заболевания. Позитивными по р53 яв-
ляются 33 % невусов, 35 % случаев первичной меланомы 
и 70 % – метастатической меланомы [75]. Стабильный 
уровень белка р53 дикого типа связан с длительным 
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безрецидивным периодом и более высокой выживае-
мостью.

Другие генетические нарушения. Использование 
полноэкзомного секвенирования меланомы позволи-
ло помимо «драйверных» генов: BRAF, NRAS, PTEN, 
TP53, CDKN2A / p16INK4a и MAP2K1 обнаружить новые 
гены, нарушения в которых связаны с повреждающим 
действием УФ и являются статистически значимыми: 
PPP6C, RAC1, SNX31, TACC1 и STK19 [31, 76, 77]. Боль-
шинство генов вовлечено в RAS- и PI3K-сигнальные 
пути.

Мутации гена RAC1, кодирующего RAS-родствен-
ный белок Rho – суперсемейства ГТФаз выявлены 
при меланоме в 5–9,2 % случаев. Считают, что мута-
ция RAC1 занимает 3-е место по частоте встречаемо сти 
после BRAF и NRAS. Чаще других обнаруживается му-
тация P29S, которая поддерживает RAC1 в активном 
ГТФ-связанном состоянии. Эти данные позволяют 
рассматривать RAC1 как мишень для таргетной тера-
пии меланомы [76].

В 7 % случаев меланомы обнаружены мутации ге-
на TACC1, гиперэкспрессия которого вызывает транс-
формацию in vitro. Ген TACC1 кодирует белок, который 
взаимодействует с киназой AurA и стимулирует RAS- 
и PI3K-сигнальные пути [31].

В 5 % случаев выявлены мутации гена STK19 
(D89N, P90L) [31], кодирующего киназу, свойства ко-
торой пока изучены недостаточно.

Высокая частота мутаций отмечена в генах фосфа-
таз PPP6C, PTPRK, PTPRD, которые не связаны с сиг-
нальными путями MAPK и AKT. Серин-треониновая 
фосфатаза PPP6С имеет функции супрессора и выпол-
няет важную роль в регуляции клеточного цикла и ми-
тоза: негативно регулирует уровень циклина D1 и де-
фосфорилирует киназу AurA. Мутации PPP6C (R264С, 
S270L, P259S) обнаружены в 9–12 % случаев мелано-
мы, подверженной инсоляции и имеющих мутации 
BRAF и NRAS [31]. Высокая частота мутаций обнару-
жена и в генах, кодирующих фосфатазы PTPRK, 
PTPRD. Так, мутации в гене PTPRK нарушают супрес-
сивное действие TGF-β [76].

Мутационный статус генов RAC1, PPP6C и STK19 
позволяет рассматривать их как потенциальные ми-
шени для таргетной терапии меланомы [31].

Молекулярные мишени таргетной терапии 
метастатической меланомы
Своевременная диагностика на ранних стадиях за-

болевания и удаление очага в полном объеме – опре-
деляющие факторы, которые позволяют сделать лече-
ние меланомы максимально успешным. Меланома 
может быть излечена хирургическим путем при 0 / I ста-
дии, и при этом 5-летняя выживаемость составляет 
90–100 % [1]. Однако прогноз ухудшается при пора-
жении более глубоких слоев кожи, что связано с инва-
зией и метастазированием: 5-летняя выживаемость 
на III стадии с метастазами в регионарных лимфоуз-

лах – 20–70 %, на IV стадии – менее 10 %. Общая 
5-летняя выживаемость пациентов с метастатической 
болезнью составляет 10 %, а 10-летняя – 2–5 % [4].

Меланома – чрезвычайно агрессивное заболевание 
с высокой устойчивостью к цитотоксическим агентам. 
Химиотерапевтические препараты остаются стандар-
том терапии метастатической и неоперабельной мела-
номы. Лечение метастатических форм и заболевания 
на III–IV стадии включает системную терапию препа-
ратами дакарбазин и темодал, производными нитро-
зомочевины (ломустин, фотемустин), препаратами 
платины (цисплатин и карбоплатин), таксанами (пак-
литаксел) или их комбинациями. Высокодозная тера-
пия интерлейкином-2 дает длительные полные ремиссии 
у небольшого числа больных с легочными метастаза-
ми, но ее применение ограничено из-за высокой то-
ксичности [78].

Успехи в изучении молекулярных механизмов воз-
никновения и прогрессии меланомы инициировали по-
пытки ингибирования сигнального пути MAPK [16, 79]. 
Идентификация мутаций BRAF привела к использова-
нию ингибитора протеинкиназ – сорафениба для лече-
ния меланомы, но оказалось, что он неэффективен 
у больных с активирующей мутацией V600E. Предпола-
гают, что эффект может иметь комбинация препаратов 
сорафениба и лонафарниба – ингибитора фарнезилиро-
вания и «заякоривания» RAS на мембране клетки [5].

C 2011 г. альтернативой химиотерапии для паци-
ентов с метастатической меланомой кожи с мутация-
ми BRAF V600E является препарат вемурафениб (зел-
бораф). В основе его действия лежит ингибирование 
димеризации BRAF, поскольку при мутации V600E 
происходит усиление сигналинга ERK в результате 
димеризации мутантной киназы [79]. В I фазе испы-
таний ответ на вемурафениб был получен у 81 % боль-
ных меланомой с мутацией V600E (уменьшение в диа-
метре всех опухолевых узлов на 30 %) [80]. В III фазе 
испытаний общая выживаемость в течение 6 мес от-
мечена у 84 % пациентов с метастатической мелано-
мой, выживаемость без прогрессирования составила 
5–7 мес [32]. Однако у 20–30 % пациентов, получаю-
щих вемурафениб, наблюдаются побочные эффекты: 
малигнизация доброкачественных поражений и появ-
ление плоскоклеточного рака кожи, что связывают 
с активацией пути MAPK через мутации RAS при 
 подавлении RAF. У некоторых пациентов при лечении 
возникают новые очаги меланомы с диким типом 
BRAF [5].

В январе 2014 г. зарегистрирован новый таргетный 
препарат дабрафениб для лечения меланомы с мута-
цией в 600-м кодоне BRAF [81]. В отличие от вемура-
фениба дабрафениб действует не только при замене 
V600E, но и при мутации V600K. Оба ингибитора 
BRAF были первыми препаратами, которые имели 
эффект у пациентов с метастазами в мозг [82].

К сожалению, практически у всех пациентов, от-
ветивших на вемурафениб, с течением времени появ-
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ляется устойчивость к терапии. Вторичная резистент-
ность связана с развитием сложной компенсаторной 
активации многочисленных компонентов MAPK-пути. 
Ингибиторы BRAF вызывают парадоксальную акти-
вацию MEK, появляются мутации NRAS и MEK (MEK1) 
[83, 84], нарушается регуляция рецепторных тирозин-
киназ PDGFR-β и IGFR, что усиливает фосфорили-
рование ERK1 / 2 [5].

Резистентность к ингибиторам BRAF может быть 
также связана с образованием мутантного гена BRAF с де-
лецией 4–8 экзонов, который кодирует белок в 61 кДа, 
утративший RAS-связывающий домен. Показана уси-
ленная димеризация белка р61 BRAF V600E в культу-
рах клеток меланомы с низким уровнем активации 
RAS по сравнению с клетками с цельным белком 
BRAF V600E, что приводит к устойчивости к ингиби-
торам BRAF. Мутации, элиминирующие димеризацию 
р61 BRAF, восстанавливают чувствительность к инги-
биторам BRAF. Сплайс-варианты BRAF, утратившие 
RAS-связывающий домен, идентифицированы в опу-
холях 6 (33 %) из 19 пациентов с приобретенной устой-
чивостью к ингибиторам BRAF [85].

Поиск и создание новых препаратов показали, что 
монотерапия ингибиторами MEK неэффективна при 
меланоме с мутацией BRAF V600E [86], однако резуль-
таты использования ингибиторов MEK в сочетании 
с другими таргетными агентами обнадеживают. Прово-
дятся испытания комбинаций ингибиторов BRAF и / или 
MEK c ипилимумабом, а также ингибитора BRAF ве-
мурафениба с различными ингибиторами PI3K и ин-
гибитора МЕК селуметиниба с ингибиторами AKT [87].

Ингибиторы MEK траметиниб и селуметиниб улуч-
шают общее выживание пациентов с мутациями V600E / K 

в комбинации с ингибиторами BRAF. При примене-
нии дабрафениба и траметиниба не только повышает-
ся выживаемость, но и уменьшается частота вторичных 
карцином кожи, а также улучшается переносимость 
лечения [80]. К ингибитору MEK траметинибу чув-
ствительны некоторые мутации BRAF, устойчивые 
к вемурафенибу, например L597R и K601E [88, 89].

Предложено использовать ингибиторы MEK в ком-
би нациях для лечения меланомы с мутацией NRAS и по-
лучены предварительные положительные результаты [90].

Тирозинкиназный ингибитор иматиниба мезилат 
эффективен при лечении акральной, мукозальной 
и УФ-сенсибилизированной меланомы кожи с чув-
ствительными к нему мутациями в 11-м или 13-м эк-
зонах KIT [5].

Заключение
За последнее десятилетие, начиная с 2002 г., когда 

была открыта мутация BRAF V600E [39], достигнут зна-
чительный прогресс в изучении молекулярных механиз-
мов канцерогенеза меланомы. Это привело к созданию 
принципиально новых лекарственных веществ, молеку-
лярно-направленных (таргетных) препаратов, которые 
в последние годы стали применять для лечения больных 
меланомой. Однако проблема не решена, и успех в этом 
направлении может быть связан с дальнейшим изучени-
ем молекулярно-генетических процессов малигнизации. 
Не менее важны для лечения ранняя диагностика забо-
левания и его профилактика, связанная с ограничением 
УФ-облучения молодежи и населения в целом.
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Молекулярные особенности почечно-клеточного рака: 
ранняя диагностика и перспективы терапии
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Рак почки по праву считается одной из основных проблем современной онкоурологии. В структуре онкологической заболеваемос-
ти в России доля злокачественных новообразований почки составляет 4,3 %. В последние годы отмечается тенденция к увеличе-
нию абсолютного числа данной категории больных. В общей структуре заболеваемости злокачественные новообразования почки 
составляют 3,6 %, что соответствует 10-му ранговому месту. Для некоторых новообразований, например опухолей простаты 
и яичников, существуют диагностические маркеры, что позволило в последние годы выявлять данные заболевания на значитель-
но более ранних стадиях, нежели раньше. Рак почки по-прежнему остается достаточно сложным в диагностическом и терапев-
тическом плане заболеванием, которое симптоматически проявляет себя уже на поздних стадиях. В России на момент уста-
новления диагноза локализованный и местно-распространенный рак почки выявляется у 75,4 % заболевших. Несмотря на наличие 
на фармацевтическом рынке различных таргетных препаратов, направленных на лечение данного заболевания, терапия почечно-
клеточного рака на данный момент не достигла значительных успехов. Большинство современных таргетных терапевтических 
агентов, направленных на лечение рака почки, включает в себя ингибиторы различных компонентов одного сигнального пути, 
берущего свое начало от опухолевого супрессора VHL1, потеря экспрессии которого наблюдается в большинстве случаев почечно-
клеточных карцином. Очевидно, что существующие на фармацевтическом рынке препараты не обладают достаточной тера-
певтической эффективностью. Именно поэтому возникает необходимость поиска новых сигнальных путей, регулирующих важ-
нейшие клеточные процессы, такие как пролиферация, миграция и апоптоз. Существующие на сегодняшний день маркеры 
прогноза и мишени терапии почечно-клеточного рака малочисленны и низкоспецифичны. В связи с этим поиск и валидация новых 
маркеров, а в особенности новых специфических мишеней для лечения онкопатологий почки представляются чрезвычайно акту-
альными.

Ключевые слова: почечно-клеточный рак, диагностические и прогностические маркеры, таргетная терапия, HIF-1α, VHL, VEGF, 
TGF-α, PDGF, Bcl-2, ангиогенез

Molecular features of renal cell carcinoma: early diagnostics and perspectives for therapy

O. V. Kovaleva1, O. R. Nazarova2, V. B. Matveev2, A. N. Gratchev1
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Kidney cancer (renal cell carcinoma) is one of the major problems of modern urological oncology. In Russia renal cell carcinoma accounts 
for 4.3 % of all cancers. The global incidence of renal cell carcinoma has increased over the past two decades. Worldwide renal cell carci-
noma accounts for 3.6 % of all cancers and is 10th frequent malignancy. For some malignancies, for instance tumours of prostate, there are 
markers known that allowed improved early diagnostics. Kidney cancer, however, remains to be hard to diagnose and to treat, since the 
symptoms can be detected on advanced stages of the disease. In Russia 75.4 % of renal cell carcinoma cases detected at the stage of local and 
locally advanced disease. Though there are various target drugs on the market aimed to treat this disease, the results of renal cell carcinoma 
treatment did not reach any substantial success. Most of existing target drugs for kidney cancer treatment include inhibitors of a single signal-
ing pathway regulated by VHL1, which expression is lost in the vast majority of renal-cell carcinomas. Till now existing drugs did not reach 
sufficient efficacy. Therefore, it is highly important to search for new signaling pathways, regulating such cellular processes as proliferation, 
migration and apoptosis. Further, prognostic markers and therapy targets identified so far are not sufficient and poorly specific. Therefore 
identification and validation of new markers, and especially new specific targets for the treatment of kindey oncopathologies is highly impor-
tant and timely task.

Key words: renal cell carcinoma, diagnostic and prognostic markers, target therapy, HIF-1α, VHL, VEGF, TGF-α, PDGF, Bcl-2, angiogenesis

Введение
В последние два десятилетия наблюдается неук-

лонный рост заболеваемости почечно-клеточным 
 раком (ПКР) по всему миру. Рак почки в России за-
нимает 10-е место по уровню заболеваемости среди 
злокачественных новообразований, а по уровню при-

роста уступает только раку предстательной железы [1, 2]. 
Максимум заболеваемости приходится на возрастную 
категорию 55–60 лет; у мужчин ПКР встречается в 2 ра-
за чаще, чем у женщин [3]. Высокий метастатический 
потенциал приводит к тому, что метастазы обнаружи-
ваются у 25 % пациентов на момент установления диа-
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гноза [1, 4]. Прогноз течения заболевания при раз-
витии метастатического процесса у больных ПКР 
крайне неблагоприятный: при отсутствии специфи-
ческого лечения период до прогрессирования состав-
ляет 2–4 мес, а средняя продолжительность жизни 
после выявления метастазов – не более 10–13 мес [5].

Эпидемиология
Несмотря на большое количество исследований, 

проводимых в последние годы, этиология ПКР до сих 
пор остается невыясненной. Однако существуют не-
которые факторы риска, способствующие развитию 
данного новообразования.

На сегодняшний день доказано, что курение таба-
ка является одним из наиболее значимых факторов 
риска развития различных злокачественных новооб-
разований. Риск появления опухоли почки у куриль-
щиков обеих половых групп возрастает на 30 % по 
сравнению с некурящим населением. Также подтвер-
ждено неблагоприятное влияние чрезмерной массы 
тела на вероятность развития рака почки. Ожирение 
приводит к увеличению частоты заболеваемости ПКР 
на 20 %. Некоторые авторы связывают возникновение 
ПКР с использованием диуретических препаратов 
и сахарным диабетом. Стоит отметить, что ПКР не яв-
ляется профессиональным заболеванием, и достовер-
ного влияния различных продуктов питания на заболе-
ваемость данным типом опухоли не выявлено [6–11].

Классификация
Первое упоминание о возможном случае рака поч-

ки было сделано Даниэлем Сеннертом в 1613 г. [12], 
однако однозначно подтвержденный случай ПКР был 
описан только в 1810 г. во Франции [12]. Первая клас-
сификация рака почки была представлена в 1826 г. 
[13], но споры о том, что должно лежать в основе этой 
классификации, продолжались до конца XX века.

В основе традиционной классификации рака поч-
ки лежат особенности морфологии клетки и клеточ-
ного ядра. В настоящее время наиболее широкое рас-
пространение получило определение ядерного индекса 
по Фурману. Впервые классификация, основанная 
на генетических признаках, предложена G. Kovacs 
в 1989 г. В 1996 г. на практической конференции в Гей-
дельберге принята новая классификация, выделяющая 
4 формы ПКР, для каждой из которых характерны спе-
цифические генетические альтерации, обусловливаю-
щие различное клиническое течение и разную чувс-
твительность к проводимому лечению. Согласно 
данной классификации различают непапиллярный 
(светлоклеточный) (75 %), папиллярный (хромофиль-
ный) (7–14 %), хромофобный рак (4–10 %), и рак со-
бирательных протоков (1–2 %) [14].

Молекулярные особенности
Самым распространенным типом ПКР является 

светлоклеточный рак, диагностируемый у 75 % боль-

ных ПКР. Считается, что светлоклеточная почечно-
клеточная карцинома возникает из эпителиальных 
клеток проксимальных отделов почечных канальцев. 
Большинство светлоклеточных карцином характери-
зуются инактивацией гена-супрессора VHL вследствие 
мутаций, аллельных делеций и / или метилирования 
[15, 16]. Ген VHL был открыт в 1993 г. при исследова-
нии наследственного ПКР, а годом позже его мутации 
были описаны и в спорадических случаях [17, 18]. По-
теря или нарушение экспрессии VHL, по различным 
данным, наблюдается в 50–80 % случаев светлокле-
точного ПКР. При других гистологических вариантах 
ПКР (папиллярный, хромофобный и рак собиратель-
ных трубочек) мутации гена VHL не выявлены. Была 
выдвинута гипотеза, что нарушение активности гена 
VHL и контролируемых им внутриклеточных сигналь-
ных путей при ПКР является одним из ранних и клю-
чевых событий [19–22]. В физиологических условиях 
VHL, являющийся опухолевым супрессором, обеспе-
чивает внутриклеточную регуляцию уровня транс-
крипционного фактора HIF-1α (hypoxia-induced fac-
tor – индуцируемый гипоксией фактор). Белок VHL 
является составной частью убиквитин-лигазного ком-
плекса, с помощью которого осуществляется деградация 
HIF-1α [23]. Перечисленные выше нарушения приво-
дят к блокированию экспрессии VHL или синтезу де-
фектного белкового продукта. В клетке при этом на-
капливается избыточное количество HIF-1α, который 
активирует транскрипцию индуцируемых гипоксией 
генов (VEGF – vascular endothelial growth factor, 
PDGF – platelet-derived growth factor, TGF-α – trans-
forming growth factor α и др.), участвующих в положи-
тельной регуляции как клеточной пролиферации, так 
и неоангиогенеза [16, 24], которые позволяют клетке 
временно адаптироваться к гипоксии. Известно, 
что VEGF играет центральную роль в ангиогенезе, 
и гиперэкспрессия данного фактора роста обеспечи-
вает образование новых сосудов. В то же время избы-
точная продукция PDGF занимает ключевое место 
в процессе эндотелиальной стабилизации за счет сти-
муляции перицитов [25]. TGF-α является важным 
фактором аутокринной стимуляции роста, а также 
способен непосредственно взаимодействовать с ре-
цептором эпителиального фактора роста (EGFR), ко-
торый гиперэкспрессирован в 50–90 % случаев опухо-
лей почки [25]. Активация рецепторов EGFR и VEGF 
инициирует один из основных митогенных сигналь-
ных каскадов, а именно сигнальный путь Raf / MEK / 
 ERK, способствующий, в частности, усиленной про-
лиферации опухолевых клеток. Помимо непосредс-
твенного влияния на опухолевые клетки, вышепере-
численные ростовые факторы оказывают влияние 
и на клетки опухолевого микроокружения. Например, 
эндотелиоциты, фибробласты и перициты имеют 
на своей поверхности рецепторы к экспрессируемым 
опухолевыми клетками факторам роста. VEGF и PDGF, 
взаимодействуя с рецепторами, способствуют привле-
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чению циркулирующих предшественников эндотели-
альных клеток из сосудистого русла, улучшению их 
выживаемости, последующей пролиферации и форми-
рованию сосудистой сети, а также актуального микро-
окружения внутри самой опухоли. В одном из иссле-
дований продемонстрирована четкая корреляция 
между мутацией VHL, гиперэкспрессией HIF-1α и VEGF 
в опухолевой ткани у больных почечно-клеточной 
карциномой [26]. Таким образом, молекулярные на-
рушения, возникающие на различных этапах VHL-
зависимого сигнального пути, могут, с одной стороны, 
объяснять избыточную опухолевую васкуляризацию 
опухолей данного типа, а с другой – обосновать ис-
пользование антиангиогенной терапии в лечении дан-
ного заболевания.

Молекулярные маркеры
Выявление новых диагностических, прогностиче-

ских факторов и маркеров чувствительности опухолей 
к различной терапии является одним из основных на-
правлений современной молекулярной онкоурологии. 
На сегодняшний день потеря экспрессии гена VHL – 
практически единственное молекулярно-биологиче-
ское событие, стабильно наблюдаемое при раке почки. 
Большинство таргетных терапевтических агентов, на-
правленных на лечение рака почки, включают в себя 
ингибиторы различных компонентов основного си-
гнального пути, связанного с инактивацией VHL. Имен-
но поэтому возникает необходимость в поиске новых 
сигнальных путей, регулирующих важнейшие клеточ-
ные процессы, такие как пролиферация, миграция, 
апоптоз и др., компоненты которых могут стать новы-
ми мишенями для создания эффективных таргетных 
препаратов. Большое внимание уделяется поиску но-
вых тканеспецифичных онкогенов и опухолевых су-
прессоров.

В 2011 г. M. Li и W. K. Rathmell предложили следу-
ющую классификацию маркеров рака почки [27]:

• маркеры ранней диагностики – позволяют осу-
ществлять скрининг пациентов на наличие у них 
ПКР;

• диагностические маркеры – позволяют подтвер-
дить либо опровергнуть диагноз, а также, возмож-
но, определить гистологический тип опухоли;

• прогностические маркеры – позволяют предполо-
жить характер развития и клинического течения 
заболевания;

• маркеры чувствительности к терапии – позволяют 
предположить уровень терапевтического ответа 
на лечение и осуществлять мониторинг эффектив-
ности терапии.
На данный момент в литературе описано около 

15 молекул, претендующих на роль диагностических 
и прогностических маркеров опухолей почки. В зави-
симости от анализируемого материала различают сле-
дующие группы потенциальных диагностических мар-
керов почечно-клеточной карциномы:

• тканевые маркеры (VHL, VEGF, HIF-1, сурвивин, 
mTOR, карбоангидраза 9 (CA9), PTEN, тирозинки-
назы Akt и S6K, CCL5 и CXCL9, кавеолин-1 и др.);

• маркеры крови (VEGF, CA9).
Тканевые маркеры в основном используют для 

подтверждения диагноза после биопсии или оператив-
ного вмешательства. Однако многие из перечислен-
ных выше белков не являются специфичными для 
данной патологии. Например, сурвивин, белок из се-
мейства ингибиторов апоптоза, может считаться мар-
кером практически всех онкопатологий, потому что 
в норме его экспрессия отсутствует во всех дифферен-
цированных клетках взрослого организма и сохраня-
ется только в делящихся клетках. Высокая оценка его 
количественной экспрессии может служить дополни-
тельным фактором плохого прогноза [28]. Инактива-
ция фосфатазы PTEN также характеризует значитель-
ную часть различных опухолей – глиом, менингиом, 
меланом, опухолей почки, печени, матки, молочной 
и предстательной желез, поэтому не может считаться 
специфическим маркером. Тирозинкиназы Akt и S6K 
являются компонентами сигнального пути mTOR, ре-
гулирующего инициацию трансляции различных бел-
ков в клетке, обеспечивая тем самым ее способность 
к жизнедеятельности в целом. Литературные данные 
свидетельствуют, что, исследуя уровни рAkt и рS6K 
в образцах опухолей у 20 пациентов, которым прово-
дилась терапия темсиролимусом, можно оценивать 
эффективность mTOR-направленной терапии [29]. 
Экспрессия кавеолина-1, одного из основных белков 
мембранных микродоменов (кавеол) – специальных 
структур, участвующих в образовании и проведении 
большинства внутриклеточных сигналов, ассоцииро-
вана с неблагоприятным прогнозом при раке предста-
тельной железы, пищевода, легких, молочной железы, 
а также ПКР [30]. Одновременное повышение уровней 
кавеолина и составляющих Akt / mTOR-сигнального 
пути свидетельствует о неблагоприятном прогнозе ра-
ка почки [31]. Также исследована взаимосвязь экс-
прессии протоонкогена Bcl-2, принимающего участие 
в негативной регуляции апоптоза, с клинико-морфо-
логическими характеристиками опухолей и прогнозом 
при ПКР. В серии работ показано, что экспрессия Bcl-2 
не влияет на прогноз заболевания [32, 33], однако 
в другом исследовании при анализе 101 случая почеч-
но-клеточной карциномы обнаружена значимая кор-
реляция экспрессии Bcl-2 в опухолевых клетках с бла-
гоприятным прогнозом. Частота экспрессии Bcl-2 
в данной выборке оказалась обратно пропорциональ-
на индексу пролиферации и апоптоза. По мнению 
авторов, экспрессия Bcl-2 может служить фактором 
благоприятного прогноза при раке почки [34]. Следу-
ет отметить, что для ПКР нет однозначных данных 
о прогностическом значении одного из маркеров про-
лиферативной активности опухоли – индекса проли-
ферации Ki-67, широко используемого в клинической 
практике. Считается, что антиген Ki-67 экспрессиру-
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ется практически во всех фазах митотического цикла, 
и его высокая экспрессия, по многочисленным на-
блюдениям, прямо коррелирует со степенью ядерной 
градации по Фурману, стадией опухоли и риском мета-
стазирования и связана со снижением выживаемости 
больных [35, 36].

Особое внимание стоит уделить ферменту CA9. 
В физиологических условиях данный фермент отвеча-
ет за поддержание кислотно-щелочного баланса (рН) 
во внеклеточном матриксе посредством связывания 
ионов H+ с гидрокарбонатом натрия. В нормальной 
ткани при иммуногистохимическом исследовании 
экспрессия CA9 обнаруживается только в эпителии 
слизистой желудка, тонкой кишки, яичников, желч-
ного пузыря и в мезотелии. CA9 экспрессируется так-
же опухолевыми клетками при немелкоклеточном 
раке легкого, раке шейки матки, толстой кишки и яич-
ников, что является негативным фактором прогноза 
[37]. Предполагается, что с помощью CA9 опухолевые 
клетки могут временно адаптироваться к ацидозному 
«стрессу» при гипоксическом состоянии, который воз-
никает в процессе активного неконтролируемого де-
ления. Как следствие, опухоль приобретает еще более 
агрессивный фенотип [38–41]. При ПКР экспрессию 
CA9 выявляют в основном при светлоклеточном под-
типе с частотой 87–97 %. При других гистологичес-
ких вариантах ПКР – папиллярном или хромофоб-
ном – частота экспрессии данного белка в опухолевых 
клетках не превышает 20 и 4 % соответственно. Пара-
доксально, но в отличие от других заболеваний 
при светлоклеточной почечно-клеточной карциноме 
гиперэкспрессия CA9 может являться благоприятным 
прогностическим фактором [42].

Маркеры любого онкологического заболевания, 
которые возможно идентифицировать в крови, пред-
ставляют собой особую ценность ввиду их биологи-
ческой доступности. Например, уровень VEGF в плаз-
ме крови напрямую коррелирует с уровнями 
экспрессии VEGF в тканях (р = 0,01). Уровень VEGF 
в сыворотке крови коррелирует с клинической стади-
ей почечно-клеточной карциномы, сосудистой инва-
зией (р = 0,03), размерами опухоли (р = 0,01) и выжи-
ваемостью [43]. В других исследованиях повышенный 
уровень VEGF в крови пациентов коррелировал с бо-
лее коротким безрецидивным периодом, а также в це-
лом со снижением уровня выживаемости данных паци-
ентов. Также VEGF зарекомендовал себя и как маркер 
чувствительности к различным видам терапии [44].

Изучение микроРНК (miR) при различных онко-
логических заболеваниях открыло новые перспективы 
использования их в качестве диагностических и про-
гностических маркеров и при раке почки. В первой 
работе по исследованию профиля miR в светлоклеточ-
ных почечных карциномах, опубликованной сотруд-
никами Университета Томаса Джефферсона, иденти-
фицирован сет из 4 miR (miR-28, miR-185, miR-27 
и let-7f-2), не обнаруживаемый в ткани нормальной 

почки [45]. За прошедший с этого момента период 
в PubMed нами найдено около 200 работ, посвящен-
ных данной теме, причем более 60 опубликованы 
в 2014 г. Определены специфические панели miR 
для различных морфологических субтипов ПКР [46], 
исследовано влияние некоторых miR (miR-21, miR-
183) на сигнальные пути, ассоциированные с развити-
ем рака почки [47–49], выявлены miR, которые уже 
используются в качестве маркеров как быстрой про-
грессии (miR-21, miR-125b, miR-630 и др.), так 
и благоприятного течения светлоклеточного ПКР 
(miR-30c, кластер miR-23b / 27b) [50–53], разрабаты-
ваются подходы к использованию отдельных miR 
(miR-200c) как триггеров чувствительности к тера-
пии сорафенибом и иматинибом [54]. MiR – актив-
но исследуемый, очень перспективный класс био-
маркеров, и в рамках данного обзора оценивать 
в полной мере их клиническое значение при ПКР 
несколько преждевременно.

Лечебная тактика
Почечно-клеточные опухоли практически не чув-

ствительны к системной химиотерапии, гормонотера-
пии и стандартным методам лучевого лечения. Часто-
та объективного ответа при назначении цитостатиков 
и высоких доз антиэстрогенов, как правило, не пре-
вышает 5 %. Биологическим основанием этому служит 
гиперэкспрессия гена множественной лекарственной 
устойчивости MDR-1, обеспечивающего выведение 
цитотоксических агентов и их метаболитов из опухо-
левой клетки. Единственно эффективным при лече-
нии рака почки остается хирургический подход. Роль 
хирургии за последние годы значительно изменилась, 
как по отношению к локализованным, так и по отно-
шению к диссеминированным опухолям. С одной сто-
роны, значительно возросли показания к резекции 
почки на начальных стадиях. С другой стороны, в свя-
зи с появлением схем адъювантной иммунотерапии 
увеличилась роль хирургии в лечении больных с мета-
стазами и местно-распространенными формами.

Возможность возникновения спонтанных регрес-
сий (< 1 %) и длительных стабилизаций (до 20 % 
больных), не связанных с лечением основного забо-
левания, на долгие годы предопределила развитие 
им мунотерапевтического направления в качестве ос-
новного лечебного подхода у больных метастатиче-
ским ПКР.

Выделяют следующие иммунотерапевтические 
подходы:

1) неспецифическая иммунотерапия с использо-
ванием цитокинов (интерфероны, интерлейкины) и дру-
гих модификаторов биологических реакций;

2) адаптивная клеточная иммунотерапия с приме-
нением аутолимфоцитов, лимфокин-активированных 
киллеров (лимфоциты, активированные интерлейки-
ном-2 (ИЛ-2)), лимфоцитов, инфильтрирующих опу-
холь;
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3) специфическая иммунотерапия (вакцинотера-
пия, терапия моноклональными антителами).

До недавнего времени неспецифические иммуно-
терапевтические методы с включением интерферона-α 
(ИФН-α) или ИЛ-2 являлись единственными для 
больных ПКР. Тем не менее частота объективных эф-
фектов в общей популяции больных ПКР оставалась 
невысокой – всего 10–15 %, а медиана продолжитель-
ности жизни и 5-летняя выживаемость не превышали 
12 и 5 мес соответственно [55]. Всевозможные попыт-
ки улучшить результаты лечения за счет комбинации 
двух цитокинов (ИЛ-2 и ИФН-α), а также их сочета-
ния с химио- или гормонотерапией не привели к су-
щественному повышению эффективности лечения 
и улучшению выживаемости больных.

Идентификация молекулярных нарушений, ассо-
циированных с развитием ПКР, а также понимание 
биологических механизмов, лежащих в основе опухо-
левой прогрессии, привели к созданию препаратов 
с таргетным механизмом действия. Условно все тар-
гетные агенты, направленные на терапию ПКР, отно-
сятся к двум фармакологическим группам. В первую 
группу лекарственных средств входят антиангиоген-
ные препараты (сунитиниб, сорафениб, пазопаниб, 
бе вацизумаб, акситиниб), влияющие на различные 
внутриклеточные мишени, относящиеся к патогенети-
ческому пути, связанному с инактивацией VHL (на-
пример, на VEGF, VEGFR, PDGFR и др.), в то время 
как вторая группа препаратов (эверолимус, темсиро-
лимус) оказывает влияние на mTOR-ассоциированные 
сигнальные пути.

Согласно существующим на сегодняшний день 
рекомендациям, большинство больных распростра-
ненным светлоклеточным ПКР в 1-й линии терапии 
получают антиангиогенные препараты. Одним из та-
ких препаратов является сорафениб – пероральный 
мультитаргетный ингибитор, угнетающий активность 
серин / треониновой киназы B-Raf, рецепторов VEGF 
(VEGFR-1, -2 и -3) и PDGF (PDGFR), FMS-подобной 
тирозинкиназы-3 (FLT-3) и c-KIT, играющих ключе-
вую роль в процессах регуляции ангиогенеза и апоп-
тоза. В одном из исследований проведено сравнение 
эффективности применения сорафениба и плацебо 
после прогрессирования заболевания, отмеченного 
на фоне проведения системной иммунотерапии (или 
у пациентов, которым невозможно проводить имму-
нотерапию). По результатам исследования установле-
но, что выживаемость без прогрессирования в случае 
применения сорафениба увеличилась на 3 мес [56]. 
Также наблюдалось увеличение выживаемости паци-
ентов, получавших сначала плацебо, а затем сорафе-
ниб [57].

Сунитиниб – другой мультитаргетный ингибитор 
различных тирозинкиназ. Данный препарат селектив-
но подавляет PDGFR, VEGFR, с-KIT и FLT-3 и обла-
дает противоопухолевой и антиангиогенной активнос-
тью. Во II фазе клинических испытаний отмечена 

высокая частота ответов на данный препарат, дости-
гающая 40 %, и увеличение выживаемости без при-
знаков прогрессирования в группе пациентов, нево-
сприимчивых к терапии цитокинами [58]. Недавно 
проведенное исследование показало, что время до 
прогрессирования заболевания при монотерапии су-
нитинибом в 1-й линии было выше, чем при моно-
терапии ИФН-α (11 мес против 5 мес соответственно, 
p < 0,000001). Результаты показали, что монотерапия 
ИФН-α при метастатическом ПКР уступает терапии 
сунитинибом в группах низкого и промежуточного 
риска. Общая выживаемость составила 26,4 и 21,8 мес 
в группах сунитиниба и ИФН-α соответственно 
(p = 0,05) [59]. Еще один таргетный препарат – бева-
цизумаб – представляет собой моноклональные анти-
тела, связывающие изоформы VEGF-A и блокирующие 
их активность, тем самым способствуя ослаблению 
васкуляризации опухоли. Применение бевацизумаба 
в режиме 10 мг / кг каждые 2 нед у больных, нечувс-
твительных к иммунотерапии, способствовало увели-
чению общего числа ответов (10 %) на лечение и по-
казателей беспрогрессивной выживаемости [60].

Одной из мишеней для противоопухолевой тера-
пии у больных ПКР является серин / треонинкиназа 
mTOR (mammalian target of rapamycin), которая играет 
важную роль в регуляции клеточного роста и проли-
ферации, а также увеличивает экспрессию гена HIF-1α 
и, как следствие, стимулирует ангиогенез. К ингиби-
торам mTOR относятся темсиролимус и эверолимус.

Темсиролимус – ингибитор киназы mTOR [61], 
действующий одновременно на процесс пролифера-
ции опухолевых клеток и на ангиогенез [62]. В одном 
из проведенных исследований пациенты с метастати-
ческим ПКР высокой категории риска быстрой про-
грессии были разделены на 3 группы в зависимости 
от получаемого препарата: темсиролимус, ИФН-α или 
их комбинация. В группе больных, получавших тем-
сиролимус, общая выживаемость составила 10,9 мес 
по сравнению с 7,3 мес в группе ИФН-α (p < 0,0069). 
Тем не менее у пациентов, получавших темсиролимус 
в сочетании с ИФН-α, существенного увеличения об-
щей выживаемости не зарегистрировано [26]. На фар-
мацевтическом рынке представлен еще один пер ораль-
ный ингибитор киназы mTOR – эверолимус. В одном 
из исследований проведено сравнение результатов 
применения эверолимуса и плацебо у пациентов, для 
которых отмечено прогрессирование заболевания при 
проведении анти-VEGFR-терапии. Медиана выжи-
ваемости без прогрессирования заболевания при приме-
нении эверолимуса составила 4 мес в группе пациентов, 
получавших терапию, и 1,9 мес в группе плацебо (p < 0,001) 
[63, 64].

В настоящее время существует несколько подхо-
дов к назначению таргетных препаратов. Помимо 
их последовательного применения активно изучается 
эффективность использования комбинации антиан-
гиогенных препаратов с целью увеличения показате-
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лей выживаемости и качества жизни больных. Сущест-
вует несколько возможных вариантов комбинированной 
терапии. К одному из них относят сочетание препара-
тов, блокирующих HIF-1α–VEGF-сигнальный путь 
на нескольких уровнях (вертикальная блокада), на-
пример препараты, ингибирующие VEGF и его рецеп-
торы. Другой вариант подразумевает параллельное 
блокирование нескольких сигнальных путей, напри-
мер препараты, блокирующие факторы VEGF, PDGF, 
EGF и их рецепторы и mTOR-ассоциированные сиг-
нальные пути (горизонтальная блокада). Еще один 
рациональный подход включает комбинацию двух 
препаратов, один из которых может модулировать 
действие второго, тем самым увеличивая его эффек-
тивность [65–67].

Таким образом, появление принципиально новой 
группы таргетных лекарственных препаратов привело 
к коренному пересмотру стандартов лечения распро-
страненного ПКР. В настоящее время больным групп 
хорошего и промежуточного прогноза по классифи-
кации Мемориального онкологического центра Слоун-
Кеттеринг (MSKCC), не получавшим лечения, реко-
мендуется назначение антиангиогенных препаратов 
(сунитиниб, пазопаниб или бевацизумаб в комбина-
ции с ИФН-α), пациентам группы плохого прогноза – 
блокатора мишени рапамицина млекопитающих (mTOR) 
темсиролимуса. Широко применявшаяся ранее тера-

пия ИФН-α используется только для больных группы 
хорошего прогноза по классификации MSKCC [68].

Заключение
Подводя итог, можно сказать, что рак почки 

по-прежнему остается достаточно сложным заболева-
нием как в диагностическом, так и в терапевтическом 
плане. Существующие на сегодняшний день молеку-
лярные маркеры рака почки малочисленны, низкоспе-
цифичны и не всегда релевантны. Однако активный 
поиск новых универсальных диагностических и / или 
прогностических маркеров почечно-клеточной кар-
циномы продолжается, и в ближайшем будущем, 
 несомненно, будут достигнуты новые успехи в диа-
гно стике и лечении данной патологии. Особенно 
перспективными как в точном стадировании и опре-
делении прогноза при ПКР, так и в коррекции схем 
противоопухолевого лечения представляются иссле-
дования miR [69]. Также продолжается активный по-
иск новых таргетных препаратов, мишенями которых 
могут стать, например, mTOR, PI3K или Akt-киназа 
[70], и составляются новые схемы применения уже 
существующих и активно используемых лекарствен-
ных средств.
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Гипоксия и гликолиз как возможные объекты 
противоопухолевого воздействия

В. А. Кобляков
НИИ канцерогенеза ФГБНУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина», Россия, 115478, Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Валерий Александрович Кобляков kobliakov@rambler.ru

Обзор посвящен роли гипоксии и гликолиза в развитии опухолевого процесса. Экспериментальные данные показывают, что функ-
ция гликолиза в опухолевых клетках не ограничивается только обеспечением энергии. При гликолизе происходит активация транс-
крипционного фактора HIF-1α. HIF-1α в комплексе с белком ARNT стимулирует экспрессию многочисленных генов. К ним отно-
сятся гены, кодирующие белки гликолиза, теломеразы, множественной лекарственной устойчивости, антиапоптотические 
белки семейства Bcl-2, ингибитор пируватдегидрогеназы – киназу пируватдегидрогеназы и др. Ингибирование дыхательной цепи 
митохондрий при ингибировании пируватдегидрогеназы вызывает накопление в клетке пирувата. Лактатдегидрогеназа превра-
щает пируват в лактат. Накопление лактата в клетках опухоли стимулирует активность монокарбоксилат-транспортера. 
Происходит транспорт лактата и протонов в межклеточное пространство. Наблюдается падение уровня рН в ткани опухоли. 
Низкий уровень рН в опухолевой ткани стимулирует активность металлопротеаз, которые разрушают межклеточный матрикс. 
В участках опухоли с низким рН происходит усиление инвазии. Восстановление нормального уровня рН в ткани опухоли ингиби-
рует инвазию и метастазирование. Таким образом, метаболиты гликолиза участвуют в инвазии и метастазировании. Можно 
заключить, что гипоксия – это особое физиологическое состояние клетки, поддерживающее и развивающее опухолевый процесс. 
Имеются данные о противоопухолевом действии ингибиторов различных стадий гликолиза. Ингибиторы гексокиназы – 2-дезок-
сиглюкоза и лонидамин – ингибируют образование аденозинтрифосфата. Подавляется активность Р-гликопротеина. Для неко-
торых типов опухолей эти соединения обладают токсическим эффектом. Ингибирование Р-гликопротеина усиливает противо-
опухолевую активность цитостатиков, используемых в химиотерапии, при совместном их действии. Дихлорацетат ингибирует 
активность киназы пируватдегидрогеназы. Включение функционирования дыхательной цепи в условиях недостатка кислорода 
вызывает образование активных форм кислорода, которые способны вызвать апоптоз. Показано, что для некоторых форм опу-
холей дихлорацетат является сильным токсическим агентом. Обсуждается возможность использования ингибиторов различных 
стадий гликолиза в качестве противоопухолевых соединений – как в монотерапии, так и в комплексе с известными цитоста-
тиками.

Ключевые слова: гликолиз, гипоксия, HIF-1α, ингибиторы гликолиза, гексокиназа II, 2-дезоксиглюкоза, лактат, лонидамин, дихлор-
ацетат, монокарбоксилат-транспортер, инвазия, метастазирование

Hypoxic state and glycolysis as a possible anticancer therapeutic target

V. A. Koblyakov

Scientific Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin Russian Cancer Research Center,  
Russia, 115478, Moscow, Kashirskoye shosse, 24

In this review the role of hypoxia and glycolysis in tumor expansion is described. Experimental results demonstrate that glycolysis functions in 
tumor cells are not restrict only energy supply. Glycolysis stimulates the activity of transcription factor HIF-1α. Assemble of HIF1α and pro-
tein ARNT stimulates expression of numerous genes. Among others there are genes coding glycolysis proteins, telomerase, P-glycoproteins, 
antiapoptotic proteins belonging to Bcl-2 family, inhibitor of pyruvate dehydrogenase – pyruvate dehydrogenase kinase and others. The in-
hibition of mitochondia respiratory chain by inhibition of pyruvate dehydrogenase stimulates accumulation in cell pyruvate. Lactate dehy-
drogenase transforms pyruvate in lactate. Accumulation of lactate in tumour cells activates monocarboxylate transporter. Lactate and proton 
transport into intercellular region. Due to it is observed pH drop in tumour tissue. The low level of pH in tumour tissue stimulates metallopro-
tease activity. Metalloprotease activity disrupt the intercellular matrix. In tumour region with low pH level the enhancement of invasion is 
observed. The restoration of normal pH level in tumor tissue inhibits invasion and metastasis. It is possible to conclude that hypoxia is  
a physiological tumour state that support and promote tumor process. It is some informaton about antitumour effects of inhibitors of different 
stages of glycolysis. Inhibitors of hexokinase – 2-deoxy-D-glucose and lonidamine inhibit adenosine triphosphate formation as well as  
P-glycoprotein activity. For some tumour types these compounds are toxic. The inhibition of P-glycoprotein activity stimulates antineoplastic 
activity of cytostatics. Dichloroacetate inhibits pyruvate dehydrogenase kinase activity. Inclusion of respiratory chain in situation when oxy-
gen level is low stimulates reactive oxygen species formation. Reactive oxygen species are able stimulate apoptosis. It is shown that dichloro-
acetate is very toxic for some forms of tumour. It is discussed the possibility to use the different inhibitors of the different glycolytic stages as 
anticancer compounds

Key words: glycolysis, hypoxia, HIF-1α, glycolysis inhibitors, hexokinase II, 2-deoxyglucose, lactate, lonidamine, dichloroacetate, mono-
carboxylate transporter, invasion, metastasis
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В середине ХХ века Отто Варбургом было показа-
но, что в опухолевых клетках повышен уровень глико-
лиза даже в условиях достаточного количества кисло-
рода (так называемый эффект Варбурга) [1]. Его теория, 
согласно которой опухоль образуется в результате хро-
нического нарушения митохондриальных функций, 
пользовалась большой популярностью до 70-х годов 
прошлого века. Несмотря на то, что нарушения функ-
ций митохондрий как причина возникновения опухо-
лей в настоящее время не рассматриваются, измене-
ния в обеспечении опухолевых клеток энергией по 
сравнению с нормальными клетками широко иссле-
дуются. Это одно из немногих функциональных раз-
личий нормы и опухоли, которое можно использовать 
в лечении злокачественных новообразований.

Механизм переключения функционирования кле-
ток с тканевого дыхания на гликолиз при гипоксии 
достаточно хорошо изучен. Независимо от того, про-
исходит переключение клетки на гликолиз в результа-
те нехватки О

2
 или при псевдогипоксии (эффект Вар-

бурга), механизм включения гликолиза и других 
эффектов, характеризующих гипоксию, одинаков. Ос-
новным фактором гипоксии является транскрипци-
онный фактор HIF-1α, содержание которого регули-
руется на уровне белка: при достаточном количестве 
кислорода сенсором О

2
 является фермент пролилок-

сидаза, который окисляет HIF-1α по пролинам. Окис-
ленный по пролинам HIF-1α взаимодействует с белком 
VHL, являющимся убиквитинлигазой [2, 3], и разру-
шается в протеасомах. При недостаточном уровне кис-
лорода пролилоксидаза не окисляет HIF-1α, белок 
VHL не взаимодействует с ним, и количество HIF-1α 

Рис. 1. Регуляция белка HIF-1α. При нормоксии HIF-1α окисляется по пролинам ферментом пролилоксидазой, являющимся сенсором кислорода 
в клетке. При гипоксии HIF-1α накапливается в клетке, взаимодействует с белком ARNT, образуя транскрипционный комплекс, и вызывает 
синтез более 200 белков

увеличивается (рис. 1). При гипоксии HIF-1α накапли-
вается и взаимодействует с белком ARNT (HIF-1β), ко-
личество которого в клетке постоянно. Образовавшийся 
комплекс HIF-1α–ARNT является транскрипционным 
фактором, вызывающим активацию более 200 генов, 
определяющих гипоксическое состояние клетки.

Если раньше считалось, что основной эффект ги-
поксии – это вынужденное переключение клетки 
на менее выгодное энергообеспечение ввиду невоз-
можности использования более выгодного источника 
энергии – митохондриального окисления, то сейчас 
ясно, что гипоксия – это другое физиологическое со-
стояние клетки, поддерживающее и развивающее опу-
холевый процесс. Клетки, подвергнутые гипоксии, 
показывают усиленную пролиферацию [4, 5], останов-
ку в дифференцировке [6, 7], активируя дедиффе-
ренцировочные гены Okt4, Notch, повышенную спо-
собность к миграции и инвазии [8, 9], устойчивость 
к апоптозу [10, 11] благодаря активации антиапопто-
тических генов семейства Bcl-2 и стимуляции множес-
твенной лекарственной устойчивости [12]. Происхо-
дит резкое увеличение синтеза ферментов гликолиза: 
лактатдегидрогеназы, транспортера глюкозы и других, 
в том числе гексокиназы II [13] (рис. 2).

Важным элементом гипоксии является «отключе-
ние» дыхательной цепи митохондрий на уровне обра-
зования ацетилкоэнзима А из пирувата. Происходит 
активация гена киназы пируватдегидрогеназы, про-
дукт которого фосфорилирует пируватдегидрогеназу, 
делая этот белок неактивным [14, 15].

Однако в ситуации гипоксии клетка, видимо, не 
чувствует нехватки энергии, поскольку повышенная 
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экспрессия всех ферментов гликолиза вызывает уси-
ление окисления глюкозы, и этим восполняется не-
хватка образования аденозинтрифосфата (АТФ). По-
мимо этого, при гликолизе АТФ синтезируется намного 
быстрее и более доступен, поскольку процесс проис-
ходит в цитоплазме, а не в митохондриях.

Окисление глюкозы приводит не только к синтезу 
АТФ, но и к образованию продуктов, необходимых для 

пролиферации. Глюкозо-6-фосфат направляется как 
для окисления до пирувата и далее для функциониро-
вания дыхательной цепи митохондрий, так и в пентоз-
ный цикл, где синтезируется рибоза, необходимая для 
выработки нуклеотидов (рис. 3); из глицеральдегид-
3-фосфата образуется глицерол, который участвует 
в синтезе липидов. Считается, что в антиапоптотиче-
ской защите опухолевых клеток принимает участие 

Рис. 2. Эффекты, вызываемые HIF-1α в опухолевых клетках

Рис. 3. Схема гликолиза. Глюкоза переносится через клеточную мембрану транспортером глюкозы (Глюк-Т). Лактат транспортируется через 
клеточную мембрану в межклеточное пространство посредством монокарбоксилат-транспортера (МКТ)

Глюк-Т
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гексокиназа II, синтезирующаяся преимущественно 
в них. Этот фермент располагается на поверхности 
митохондрий, где находятся межмембранные каналы 
VDAC [16], через которые в цитоплазму из митохонд-
рий при апоптозе транспортируется цитохром С. Такое 
расположение гексокиназы II препятствует выходу 
цитохрома С из митохондрий в цитоплазму.

В результате «отключения» дыхательной цепи ми-
тохондрий благодаря усиленному окислению глюкозы 
происходит накопление пирувата. Фермент лактатде-
гидрогеназа способен в зависимости от концентрации 
продуктов реакции образовывать как лактат из пиру-
вата, так и пируват из лактата. При гипоксии, в отсут-
ствие О

2
, реакция смещена в сторону образования 

лактата.
Накопление в клетке лактата сопровождается ак-

тивацией МКТ, который транспортирует лактат и Н+ 
в межклеточное пространство. Лактат посредством 
МКТ поступает в клетки стромы, эндотелия и другие 
клеточные структуры, где превращается в пируват 
под действием лактатдегидрогеназы и становится ис-
точником энергии для этих клеток. Подкисление меж-
клеточного пространства в опухоли является важным 
фактором опухолевой прогрессии. Кислая среда (рН 
6,5–7,0) вызывает активацию металлопротеаз, кото-
рые разрушают белки матрикса, что способствует 
инвазии и метастазированию. Таким образом, гликолиз 
является не только поставщиком энергии, но и уча-
ствует в развитии опухолевого процесса. Исходя из 
 этого, можно сделать предположение, что аэробный 
гликолиз в опухолевых клетках (эффект Варбурга) яв-
ляется не результатом поломки системы регуляции 
белка HIF-1α, а регуляторным механизмом, подде-
рживающим процесс развития опухоли.

Одним из возможных подходов к терапии опухо-
лей может быть ингибирование гипоксического состо-
яния опухолевой ткани путем блокирования функции 
белка HIF-1α. На модели культур опухолевых клеток 
показано, что введение siРНК против HIF-1α норма-
лизует такие клетки по многим параметрам. Однако 
попытки создать специфический и эффективный ин-
гибитор HIF-1α успеха пока не принесли. Гликолиз 
при гипоксии является, по-видимому, основным ис-
точником АТФ в клетке, и блокирование гликолиза 
должно вызывать «обезэнергечивание» клеток и, как 
следствие, ингибирование их роста или гибель. По-
этому в настоящее время исследуется действие инги-
биторов гликолиза и их противоопухолевый эффект.

Широко изучается действие 2-дезоксиглюкозы 
(2-ДГ). Это соединение – аналог глюкозы. Оно фос-
форилируется каталазой, образуя 2-ДГ-фосфат, соеди-
нение, которое не может далее метаболизироваться 
и накапливается в клетке, блокируя активность ката-
лазы. В результате действия 2-ДГ происходит падение 
уровня образующегося АТФ. Это вызывает изменение 
соотношения аденозинмонофосфат (АМФ) / АТФ в поль-
зу АМФ [17]. В результате активируется серин / трео-

ниновая АМФ-киназа, что приводит к ингибирова-
нию активности киназы mTOR. Одной из важных 
функций mTOR является активация белка трансляции 
S6-киназы. Ингибирование mTOR вызывает ингиби-
рование пролиферации. Исследование действия 2-ДГ 
на опухолевые клетки показало, что это соединение 
способно как ингибировать рост клеток, так и вызы-
вать в некоторых линиях опухолевых клеток апоптоз. 
Блокирование пролиферации, по-видимому, связано 
с перечисленными выше эффектами 2-ДГ. Механизм 
проапоптотического действия 2-ДГ не совсем поня-
тен. С одной стороны, это действие, возможно, связа-
но с тем, что 2-ДГ способствует отщеплению гексоки-
назы II от поверхности митохондрий и освобождению 
VDAC. С другой стороны, показано, что 2-ДГ вызыва-
ет падение уровня антиапоптотического белкa семейс-
тва Bcl-2 – Mcl-1 [17, 18]. Применение 2-ДГ в некото-
рых случаях увеличивает эффект противоопухолевой 
терапии. Так, показано, что 2-ДГ усиливает противо-
опухолевое действие облучения в опытах in vitro и in vivo 
[19], 5-фторурацила [20], таксола [21], соединений 
группы АВТ-ингибиторов антиапоптотических белков 
семейства Bcl-2 [22].

Другой ингибитор гексокиназы II – лонидамин, 
производное имидазол-3-карбоксиловой кислоты, 
взаимодействующее с гексокиназой, – также умень-
шает уровень АТФ [23] в клетке и потенцирует противо-
опухолевое действие цитостатиков: усиливает эффект 
облучения, как и 2-ДГ [24], и действие доксорубицина 
[23]. Усиление противоопухолевого эффекта цитоста-
тиков при действии ингибиторов ферментов гликоли-
за связано также с тем, что в результате уменьшения 
количества АТФ в клетке снижается активность бел-
ков множественной лекарственной устойчивости [23, 
25], что приводит к накоплению в опухолевых клетках 
цитостатика.

Необходимым условием перехода клеток на гли-
колиз является «отключение» дыхательной цепи ми-
тохондрий. При гипоксии синтезируется киназа пи-
руватдегидрогеназы, которая ингибирует активность 
пируваткиназы, образующей из пирувата ацетилкоэн-
зим А, источника окислительных субстратов для ды-
хательной цепи митохондрий. Ее «отключение» в ус-
ловиях нехватки кислорода связано, по-видимому, 
с тем, что в дыхательной цепи в этих условиях образу-
ются активные формы кислорода в количестве, спо-
собном вызвать токсический эффект в клетке. Таким 
образом, ингибирование киназы пируватдегидрогена-
зы может вызвать гибель клеток, находящихся в состо-
янии гипоксии. В качестве ингибитора киназы пиру-
ватдегидрогеназы используется дихлорацетат (ДХА). 
На опухолевые клетки он действует по нескольким 
механизмам. Показано, что при действии ДХА в клет-
ках опухоли образуются активные формы кислорода 
[26], вызывающие апоптоз. Уменьшается уровень лак-
тата и увеличивается рН опухолевой ткани [27]. Также 
вероятно, что «включение» дыхательной цепи в усло-
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виях недостатка кислорода вызывает нарушение фун-
кционирования других клеточных систем, потребля-
ющих кислород: синтеза стеролов, функций оксидаз, 
гидролаз и др. Показано, что многие опухоли чувстви-
тельны к действию ДХА. Так, он вызывает апоптоз 
и уменьшает скорость роста клеток глиомы С6 в опы-
тах in vivo и in vitro [26], аденокарциномы молочной 
железы крыс 13762 MAT [28]. В культуре клеток опу-
холи кишечника ДХА снижал скорость роста клеток 
и стимулировал апоптоз, не влияя при этом на функ-
ции нормальных клеток [29]. Продемонстрировано, что 
ДХА уменьшает метастазирование [28]. Как и ингибито-
ры гексокиназы, он усиливает противоопухолевый эф-
фект цитостатиков и радиации. Так, сочетание ДХА + 
омепразол оказывало более эффективное тормозящее 
действие, чем один ДХА или один омепразол, на проли-
ферацию клеток фибросаркомы HT1080 и опухоли ки-
шечника RKO, но не действовало на пролиферацию 
фибробластов человека WI-38 [30]. Комбинация цисп-
латина и ДХА при действии на клетки HeLa приводит 
к значительному синергетическому эффекту благодаря 
различию в механизмах их действия, вызывающих апоп-
тоз. In vivo ксенографт этой опухоли также чувствителен 
к совместному действию цисплатина и ДХА [31]. ДХА 
увеличивает чувствительность клеток опухоли желудка 
с высоким уровнем экспрессии киназы пируватдегидро-
геназы, который ассоциируется с плохим прогнозом, 
к действию 5-фторурацила [32]. Токсическое действие 
на опухолевые клетки A549 и SCC25 при совместном 
введении ДХА с противоопухолевым соединением су-
линдак (sulindac), чей эффект обусловлен образованием 
активных форм кислорода, резко усиливается [33].

Заключение
Таким образом, гипоксия является важным фак-

тором опухолевого процесса. Гликолиз, сопровождаю-
щий гипоксию, не только поставляет энергию взамен 
«отключенной» дыхательной цепи, но и, благодаря 
образованию лактата и вызываемому им подкислению 
ткани опухоли, способствует метастазированию и инва-
зии. Это подтверждают следующие факторы. Во-пер-
вых, наибольшая степень инвазии наблюдается в об-
ластях опухоли с минимальным рН, а в областях 
опухоли с нормальным рН инвазия отсутствует [34]. 
Во-вторых, соединения, увеличивающие буферную 
емкость крови и этим препятствующие падению рН 
в ткани опухоли, такие как бикарбонат натрия, умень-
шают спонтанное метастазирование [35, 36]. Из этого 
следует, что возможным подходом к химиотерапии 
с воздействием на гликолиз является ингибирование 
протонных помп, «выбрасывающих» протоны в меж-
клеточную среду и поддерживающих таким образом 
нужный рН в опухолевых клетках. Блокирование этих 
каналов вызывает понижение рН внутри клеток, 
что способно привести к их гибели. Помимо этого, 
появляется возможность разработки препаратов (на-
пример, алкилирующих агентов, разобщителей дыха-
ния и фосфорилирования), эффект которых зависит 
от уровня рН. Использование ингибиторов протонных 
помп показало эффективность этих соединений на эк-
спериментальных опухолях in vitro и in vivo [37, 38].

Препараты, ингибирующие различные стадии глико-
лиза, могут являться важными компонентами противо-
опухолевого воздействия, усиливая действие цитостати-
ков и не влияя на функционирование нормальных клеток.
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Endocytosis of the IFNAR1 chain of Type 1 interferon receptor  
is regulated by diverse E2 ubiquitin conjugation enzymes

Christopher J. Carbone, Hui Zheng, Serge Y. Fuchs
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University of Pennsylvania, 380 S. University Avenue, Hill 316, Philadelphia, PA 19104, USA
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Ubiquitination of signaling receptors triggers their endocytosis to restrict the extent of cell signaling. Type 1 interferon (IFN1) eliminates its 
receptor from cell surface via stimulating the ubiquitination of its IFNAR1 chain. While it was suggested that this ubiquitination aids  IFNAR1 
internalization via relieving a steric hindrance of a linear motif within IFNAR1 from the endocytic machinery, the mechanisms involved re-
main poorly understood. Here we describe a specific role for two disparate ubiquitin acceptor sites within this receptor. These sites, Lys501 
and Lys525 / 526, exhibit a preference for polyubiquitination via either Lys63- or Lys48-linked chains (K63-Ub and K48-Ub, respectively). 
Whereas the SCFβTrcp E3 ubiquitin ligase controls either type of ubiquitination-dependent IFNAR1 endocytosis, the specificity of these pro-
cesses is determined by two different E2 ubiquitin conjugating enzymes, Ubc13 and Cdc34. These enzymes can be directly used by SCFβTrcp E3 
ubiquitin ligase to generate either K63-Ub or K48-Ub in vitro. Ubc13 is involved in IFNAR1 endocytosis driven by the K63-Ub modification 
of Lys501, whereas the K48-Ub-specific Cdc34 affects receptor endocytosis via ubiquitin conjugation that occurs on Lys525 / 526. Both types 
of linkages combine to maximize IFNAR1 endocytosis otherwise suppressed by unfavorable conformation dependent on the presence of  
a conserved Pro470 within the intracellular domain of IFNAR1. We propose a model where alternate utilization of both E2s to assemble di-
verse polyubiquitin linkages cooperates to achieve IFNAR1 intracellular domain conformations and spatial arrangements that favor a maxi-
mal rate of receptor endocytosis.

Key words: IFNAR, interferon, receptor, ubiquitin, endocytosis, E2

Endocytosis of cell surface signaling receptors is a key 
mechanism that controls the availability of these receptors 
to interact with the extracellular cognate ligands and, ac-
cor dingly, restricts the extent and duration of cellular respon-
ses to these ligands. Among post-translational modifications 
that contribute to this regulation is protein ubiquitination. 
This process of covalent attachment of ubiquitin poly pep-
tides involves the cascade of enzymatic reactions mediated 
by ubiquitin activating enzymes (E1), ubiquitin conjugating 
enzymes (E2) and ubiquitin ligases (E3, reviewed in [1]). 
Ubiquitination of receptors has emerged as a central 
mechanism that determines the efficacy of receptor 
endocytosis and downregulation [2–4].

The type of ubiquitination (mono-ubiquitination versus 
poly-ubiquitination and, in the latter case, the topology of 
the polyubiquitin chain) and its requirement for interna-
lization and / or post-internalization sorting varies greatly 
among different receptors. Numerous studies have high-
lighted the role of polyubiquitination via the Lys63-linked 
chains in controlling endocytosis of many cell surface 
proteins, including uracil permease [5], nerve growth factor 
receptor TrkA [6], MHC class II proteins [7], prolactin 
receptor [8], chimeric model endocytic proteins [9], the 
IFNAR1 chain of the Type 1 interferon (IFN1) receptor 
[10] and others.

Intriguingly, the rate of endocytosis of IFNAR1, a re-
ceptor that plays a key role in IFN1 signaling [11–13], was 
compromised by overexpression of either K63R or K48R 
ubiquitin mutants suggesting that polyubiquitination via 
both Lys63 and Lys48 linkage types (K63-Ub and K48-Ub, 

respectively) might be required [10]. IFNAR1 is a substrate 
for the SCFβTrcp E3 ubiquitin ligase, which is recruited to 
the receptor upon its phosphorylation within a specific 
phospho-degron [14, 15], and is capable of building both 
K63-Ub and K48-Ub on IFNAR1 in vitro [10]. Although 
ubiquitination can occur on many Lys residues within the 
intracellular domain of IFNAR1, a cluster of three lysines 
(Lys501, Lys525 and Lys526) receives a large share of 
ubiquitin conjugates [14] and the integrity of this cluster is 
required for efficient IFNAR1 endocytosis [10]. Ubiquiti-
nation of this cluster unmasks an adjacent Tyr466-based 
linear endocytic motif (otherwise blocked by IFNAR1- 
associated TYK2 Janus kinase), enabling its interaction with 
the AP2 adaptin complex and subsequent internalization 
via the clathrin-dependent pathway [10, 16]. While these 
studies suggest a model where ubiquitination of IFNAR1 
leads to either TYK2 dissociation or conformational changes 
within the intracellular domain of IFNAR1 (reviewed in 
[17, 18]), many critical questions remain unanswered.

Mass spectrometry analysis revealed the presence of 
K63-Ub and K48-Ub on wild type IFNAR1 [10], however 
it remains unclear whether both types of ubiquitin chains 
(or mixed chains) need to be assembled on IFNAR1 or on 
a putative endocytic regulator. Furthermore, the deter-
minants of topology specificity (including specific ubiquitin 
acceptors within the Lys501, 525, 526 cluster and specific 
E2 conjugation enzymes utilized by SCFβTrcp E3 ligase) are 
yet to be determined. Finally, the mechanism by which 
either type of ubiquitination contributes to the regulation 
of IFNAR1 endocytosis remains largely unknown.
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Here we focused on specific role of diverse E2 conjuga-
ting enzymes in mediating either K63-Ub or K48-Ub on 
different lysine acceptors within IFNAR1 in internalization 
of this receptor. Our data indicate that a combined effect of 
both types of linkages maximizes the rate of IFNAR1 
internalization and suggest that IFNAR1 ubiquitination 
may be conducive for the intracellular domain of IFNAR1 
to adopt a spatial conformation favorable for IFNAR1 
endocytosis.

Experimental procedures
Plasmids and cells
The constructs for expression of HA-tagged wild type, 

K48R, and K63R ubiquitin [19] were kindly provided by 
Yossef Yarden (Weitzmann Institute). Construct for expres-
sion of IFN-stimulated response element (ISRE) – driven 
luciferase [20] was a generous gift from Curt Horvath 
(North western University). Human IFNAR2 expression 
vector was kindly provided by John Krolewski (UC Irvine). 
Construct for expression of dominant negative Ubc13C87A 
mutant was provided by Zhijian J Chen (UT Southwestern). 
Vectors for the expression of N-terminal FLAG-tagged 
human IFNAR1 (wild type and K501, 525,526R mutants) 
were described previously [10]. These plasmids served as  
a backbone for generating additional N-FLAG-IFNAR1 
constructs for expression of K501R and K525,526 mutants 
using the site-directed mutagenesis; the results were verified 
by DNA sequencing. The shRNA constructs for knocking 
down bTrcp were described previously [8, 21]. The siRNA 
oligonucleotides for knocking down Cdc34 and Ubc13 were 
obtained from Sigma.

Human embryo kidney 293T cells, mouse embryo 
fibroblasts, and HeLa cells (ATCC) were grown in Dulbecco’s 
modified Eagles’s medium containing 10 % heat inactivated 
fetal bovine serum and Penicillin / Streptomycin. The stable 
U2OS-derivative cells lines for knock-in of ubiquitin or 
Ubc13 mutants were kindly provided by Zhijian J Chen. 
These cells were maintained and used as described previously 
[22]. Briefly, addition of tetracycline (1 μg / mL for 72 h) to 
these cells silences expression of either endogenous ubi-
quitin or endogenous Ubc13 concurrent with induction of 
expression of exogenous RNAi-resistant ubiquitin (wild 
type or K63R mutant) or Ubc13 (wild type or C87A 
catalytically inactive mutant). Cells were transfected with 
Lipofectamine Plus, Lipofectamine 2000, or Oligofectamin 
(Invitrogen) depending on the cell type and the experiment. 
For all transfections, empty vectors were included in the 
mixtures to maintain an equal amount of transfected DNA.

Chemicals, antibodies, reporter assays,  
and immunotechniques
Murine IFNβ was expressed in Chinese Hamster Ovary 

cells, and purified to homogeneity from conditioned culture 
medium using successive Blue Sepharose, copper chelating 
Sepharose, lentil lectin Sepharose, and Uno S (Biorad) catio-
nic ion exchange chromatographies. The specific activity 
of the protein was 2 × 108 units / mg in an in vitro antiviral 

cytopathic effect assay using murine L929 cells challenged 
with encephalomyocarditis virus. The purified protein had 
an endotoxin level of  < 0.05 EU / mg. Human IFNα2 (Roferon) 
was purchased from Roche. Cycloheximide and other 
chemicals were purchased from Sigma. Antibodies against 
FLAG (M2; Sigma), ubiquitin (FLys2; BIOMOL), HA 
(12CA5, Roche Boehringer Mannheim) were purchased. 
Secondary antibodies were obtained from Invitrogen and 
Roche Boehringer Mannheim. Immunoprecipitation and 
immunoblotting procedures were described previously [23–25].

For reporter assays, mouse embryo fibroblasts were 
 co-transfected with plasmids encoding human IFNAR2, 
ISRE-firefly luciferase (with a vector for constitutive 
expression of renilla luciferase), and various human IFNAR1 
constructs. 24 h post-transfection, cells were treated with 
human IFNa or mouse IFNβ (at 2000 U / mL) for 30 min. 
Then the media was removed and cells were incubated for 
24 h without IFN, harvested, and luciferase activity was 
determined using the Dual Luciferase Reporter Assay 
System (Promega). Data (normalized to renilla luciferase 
activity) from three independent experiments (each in five 
replicates) are presented in arbitrary units as Mean ± S. E. 
P values were calculated using the two-tailed Students’ 
 t-test.

IFNAR1 ubiquitination assays
In vitro ubiquitin ligation reactions were carried out as 

described previously [24] using SCFβTrcp purified from 293T 
cells as outlined elsewhere [26] and recombinant E2s 
including recombinant Cdc34 ( [27], a gift from Zhen-Qiang 
Pan, Mount Sinai School of Medicine) or 6His-Ubc13 / Uve1 
([28, 29], a gift from Ze’ev Ronai, The Burnham Institute). 
Briefly, 10 μl of packed beads carrying immobilized 
SCFβTrcp-HA was incubated with E1 (20 pmol), mCdc34 or 
6His-Ubc13 / Uve1 (1 nmol) in the reaction mixture (total 
volume 30 μl) that contained 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM 
MgCl

2
, 2 mM NaF, 2 mM ATP, 0.6 mM DTT, and 1 μg 

ubiquitin. The mixture was incubated at 37 °C for 60 min, 
boiled in 20 μl of Laemmli loading buffer, separated on 
SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting.

For assessing in vivo ubiquitination of IFNAR1, the 
FLAG-tagged IFNAR1 species were expressed in 293T 
cells. Cells were harvested and lysed in 1 % NP40, 50 mM 
Tris pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 mM NaVO

4
, 1mM PMSF, 

2.5 mM EDTA, Protease Inhibitor Cocktail (1:500; 
Sigma), 1 mM NaF, and 20 mM N-ethyl maleimide. The 
protein concentration was determined using the Bradford 
dye-binding assay. Equal amounts of protein lysates were 
incubated with M2-conjugated beads to immunoprecipitate 
the FLAG-tagged IFNAR1. The samples were washed 
three times with 50 mM Tris pH 7.4, 5 % glycerol, 1M 
NaCl and one time with 50 mM Tris pH 7.4, 5 % glycerol, 
150 mM NaCl and after boiling with SDS-containing 
Laemmli buffer, an aliquot from each sample was analyzed 
by M2 FLAG immunoblotting to normalize the receptor 
levels. Based on normalization, amounts of lysates that 
would yield comparable levels of IFNAR1 were separated 
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by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting using 
either anti-ubiquitin antibody (Biomol) or the chain-
specific anti-polyubiquitin, K63-Ub or K48-Ub antibodies 
(Millipore).

IFNAR1 internalization assays
Internalization of endogenous or exogenously expres-

sed IFNAR1 was determined using a high throughput 
fluorescence-based method described in detail elsewhere 
[10, 16]. Briefly, cells in 60-mm dishes were transfected 
with the indicated constructs or induced with tetracycline 
and plated equally on 24 well poly-D-lysine plates (Becton, 
Dickinson and Company). Cells were starved in serum-free 
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium and were either 
treated with IFNa2a for the indicated time periods, or were 
kept on ice and not exposed to IFNa2a (time point 0). At 
given time points, the cells were washed, blocked, and 
incubated with the anti-IFNAR1 AA3 antibody [30] or 
anti-FLAG M2 antibody. The primary antibodies were then 
removed and the cells were washed extensively before 
adding a goat anti mouse IgG H + L horse radish 
peroxidase-conjugated antibody. Following another series 
of washes, the cells were incubated with AmplexRed Ultra 
Reagent 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Molecular 
Probes). Aliquots were transferred to black 96-well plate 
(NUNC) and fluorescence was measured by reading with 
Beckman Coulter DTX880 Mutimode Detector plate 
reader using a 530 nm filter for excitation and a 590 nm 
filter for emission. Results were calculated using the 
following formula:

% Internalized = 100 – [(Vs – Vb) × t
n
 / (Vs – Vb) × t

0
] × 100,

where: Vs = Value of samples, Vb = Value of background 
(mock-transfected or probed with irrelevant antibody),  
t

n
 = time point n, t

0
 = time point 0.

Results
Given that that SCFβTrcp E3 ligase was shown to actively 

utilize Cdc34 E2 ubiquitin conjugating enzyme for K48-Ub 
of proteasomal substrates such as IκBα [27], we proposed 
a role for this E2 in IFNAR1 ubiquitination and endo-
cytosis. Conversely, whereas K63-linkage-specific ubiquiti-
nation of proteins in vitro can be achieved using a number 
of E2 enzymes, the ubiquitin-conjugating enzyme 13 (Ubc13, 
in complex with either Uev1A or Mms2) was shown to play 
a key role in assembling these linkages in vivo and in K63- 
dependent processes such as DNA recombination [31] and 
damage repair [32], and activation of signal transduction 
pathways [33–35].

We used the RNAi approach to determine the role of 
these E2s in IFNAR1 ubiquitination and internalization. 
Knockdown of Cdc34 inhibited K48-Ub of IFNAR1 
assessed by immunoblot using chain-specific antibody 
(Figure 1A). Conversely, K63-Ub of IFNAR1 was impaired 
in cells that received RNAi against Ubc13 (Figure 1A). 
Given that SCFβTrcp was capable of utilizing either of these 

enzymes for chain-specific ubiquitin ligation in vitro 
(Figure 1B) it is likely that both Cdc34 and Ubc13 may 
contribute to the regulation of IFNAR1 ubiquitination (via 
K48-Ub and K63-Ub, respectively) in cells. Accordingly, 
knockdown of either Cdc34 or Ubc13 noticeably slowed 
the kinetics of internalization of endogenous IFNAR1 in 
293T cells (Figure 1C). In addition, expression of the domi-
nant negative Ubc13 mutant (Ubc13C87A, [22]) inhibited the 
internalization rate of the N-terminally FLAG-tagged wild 
type IFNAR1 (Figure 1D). Collectively, these data suggest 
that function of both Cdc34 and Ubc13 is required for 
maximal rate of IFNAR1 endocytosis.

We then sought to characterize the cluster of ubiquitin 
acceptor sites within IFNAR1. While the triple K501R / 
 K525R / K526R (IFNAR13KR) mutant was shown to be 
deficient in overall ubiquitination [14], internalization and 
trafficking to the lysosomes [10], and degradation [14], the 
role of specific acceptors remained unclear. Our initial 
focus was on the putative “canonical” site represented by 
the Lys525 / 526 doublet located 9–10 amino acid residues 
proximal to the βTrcp binding site (

534
DSGNYS). This site 

is reminiscent of the Lys21 / 22 ubiquitin acceptor site 
within IκBα (Figure 2A) and fits the description of preferred 
ubiquitin acceptors for the SCFβTrcp E3 ligase (reviewed in 
[36]). Consistent with previously reported data [10], the 
internalization of the IFNAR13KR mutant was markedly 
inhibited. Intriguingly, mutation of either the canonical 
(Lys525 / 526) or the additional (Lys501) site resulted in an 
intermediate phenotype; these mutants internalized slower 
than wild type IFNAR1 but faster that the IFNAR13KR 
mutant (Figure 2B). This result indicates that both 
Lys525 / 526 and Lys501 sites within the ubiquitin acceptor 
cluster contribute to the maximal rate of IFNAR1 
endocytosis.

Based on these results we next aimed to determine 
whether ubiquitination of IFNAR1 on either canonical or 
additional site plays a role in regulating IFNAR1 stability 
and signaling. Proteolytic turnover of FLAG-IFNAR1 was 
assessed by a cycloheximide chase assay. IFNAR13KR 
mutant lacking both canonical and additional sites 
displayed a longer half-life compared to the wild type 
protein (Figure 2C). This result is consistent with previously 
reported data [14]. An intermediate turnover rates were 
observed for both K501R and K525 / 526R mutants (Figure 
2C) indicating that ubiquitination of both canonical and 
additional sites contributes to efficient degradation of 
IFNAR1.

To test whether these mutants were functional, we co-
expressed them together with human IFNAR2 in mouse 
embryo fibroblasts and assessed activation of the ISRE-
driven luciferase. Expression of human IFNAR1 proteins 
did not affect induction of luciferase by murine IFNβ that 
functions through the endogenous murine type 1 IFN 
receptor (Figure 2D, blue bars) indicating that IFN 
signaling downstream of receptors is not greatly perturbed 
by the expression of these human proteins. Whereas expres-
sion of wild type human IFNAR1 enabled transactivation 
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Figure 1. Role of Cdc34 and Ubc13 in IFNAR1 ubiquitination and endocytosis.
(А) Chain-specific polyubiquitination of FLAG-IFNAR1 proteins (purified from IFNα-stimulated 293T by immunoprecipitation) was analyzed by immunoblot using 
the anti-K63-ubiquitin and anti-K48-ubiquitin antibodies as well as antibody against FLAG (M2). Protein levels of endogenous Ubc13 or Cdc34 in the whole 
cell lysates (WCL) from these cells were measured by immunoblotting using indicated antibodies. An immunoblot for β-actin is included as a loading control.
(В) In vitro ubiquitin ligation reaction catalyzed by the SCFβTrcp E3 ubiquitin ligase (omitted as a negative control in the left lane) in the presence of either Cdc34 
or complex of Ubc13 / Uev1 was analyzed by immunoblot using the anti-ubiquitin Lys63 and anti-ubiquitin Lys48 antibodies as well as non-link-specific anti-
ubiquitin antibody (Ub). Levels of βTrcp were also analyzed.
(С) The effect of Cdc34 or Ubc13 knock down on the internalization of endogenous IFNAR1 in 293T cells treated with IFNα (6000 U / mL) for indicated time 
points was assessed using anti-IFNAR1 AA3 antibody and shown as a percentage of cell surface immunoreactivity loss calculated from three independent 
experiments (each in five replicates) as average ± S. E. M.
(D) The internalization kinetics of FLAG-IFNAR1 in 293T cells that received control vector (CTL, pCDNA3) or vector for expression of Ubc13C87A mutant 
treated with IFNα (6000 U / mL) for indicated time points was assessed using anti-FLAG antibody and shown as a percentage of cell surface immunoreactivity 
loss calculated from three independent experiments (each in five replicates) as average ± S. E.M
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of luciferase by a short pulse treatment with human IFNα, 
the expression of IFNAR13KR mutant robustly increased 
sensitivity of mouse cells to human Type 1 IFN. IFNAR1 
mutants lacking either the canonical or the additional site 
modestly yet significantly increased the effects of human 
IFNα (Figure 2D, black bars). These results suggest that 
ubiquitination on either canonical or additional sites 
contributes to attenuating the cellular responses to Type 1 
IFN likely through the regulation of IFNAR1 endocytosis 
and degradation.

Consistent with the previously reported role of βTrcp2 
in ubiquitination of endogenous IFNAR1 [10, 15], 
knockdown of this protein noticeably decreased the level  
of ubiquitination of FLAG-IFNAR1WT (Figure 3A). 
Furthermore, endocytosis of wild type IFNAR1 was also 
impaired in cells that received RNAi against βTrcp2 (Figures 
3B). Importantly, ubiquitination and internalization of 
IFNAR1 mutants lacking either K525 / 526 or K501 were 
also suppressed upon knockdown of βTrcp2 (Figures 3A – 
B). This result suggests that SCFβTrcp is responsible for 
ubiquitination of both canonical and additional sites within 
IFNAR1 and that efficient endocytosis of IFNAR1 relies 
upon concerted ubiquitination of these sites governed by 
the same E3 ubiquitin ligase.

Given that mutation of either canonical or additional 
sites does not dramatically alter overall ubiquitination of 
IFNAR1 (Figure 3A) yet noticeably affects its inter-
nalization (Figures 2B and 3B), degradation (Figure 2C) 
and signaling (Figure 2D), a qualitative difference between 
ubiquitination of these sites cannot be ruled out. Indeed, 
while quantitative mass spectrometry analysis of poly-
ubiquitin linkages revealed that wild type IFNAR1 is 
decorated with chains of both K63-Ub and K48-Ub types 
[10], a greater amount of K63-Ub linkages was found on 
the K525, 526R mutant (65 ± 18 fmole in FLAG-
IFNAR1K525, 526R versus 3 ± 0 fmole in FLAG-IFNAR1K501R; 
C.C. and S. Y.F. unpublished observations). The recent 
development of chain topology-specific antibodies has 
enabled us to seek corroboration of these findings. Probing 
of immunoblots containing immunopurified IFNAR1 
proteins with polyubiquitin chain-specific antibodies 
revealed that both chain types can be present on wild type 
IFNAR1 (Figures 1A and 3C). Intriguingly, mutation of the 
canonical site (Lys525, 526) decreased the levels of K48-Ub 
whereas the IFNAR1 mutant lacking the additional site 
(Lys501) displayed a deficient K63 linkage-specific signal 
(Figure 3C). Even considering that some ubiquitination 
may occur on the four other Lys residues within the 

Figure 2. Role of specific ubiquitin acceptor sites in the internalization and degradation of IFNAR1 and IFNAR1-mediated IFN signaling.
(А) Similarities in the primary determinants of βTrcp recruitment site and putative ubiquitin acceptor sites between human IFNAR1 and IκBα.
(В) Internalization rate of indicated FLAG-tagged IFNAR1 proteins expressed in 293T cells treated with IFNα (6000 U / mL) for indicated time points was 
assessed using anti-FLAG antibody and shown as a percentage of cell surface immunoreactivity loss calculated from three independent experiments (each in 
five replicates) as average ± S. E.M.
(С) Turnover rate of indicated FLAG-IFNAR1 proteins was determined in 293T cells treated with IFNα (6000 IU / mL) and cycloheximide (CHX, 20 µg / mL) 
for the indicated times. The percentage of IFNAR1 remaining signal (normalized per β-actin signal) relative to time point “0” (assigned a value of 100 %) are 
depicted below.
(D) Relative activity of ISRE-luciferase reporter expressed in mouse embryo fibroblasts that received human IFNAR2 (R2) and indicated human IFNAR1 
expression constructs and that were left untreated (white bars), treated with murine IFNβ (blue bars), or human IFNα (black bars). Normalized (per renilla 
luciferase activity) values from three independent experiments in arbitrary units are presented. Calculated p value (< 0.002) was obtained in comparison with 
WT receptor (single asterisk) or with WT, K501R or K525, 526 mutants (double asterisk)
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cytoplasmic domain of IFNAR1 that are outside of the 
investigated cluster, these data (together with Figure 1A) 
are suggestive of a scenario where two different ubiquitin 
acceptor sites may exhibit a preference for diverse types of 
poly-ubiquitination in a manner dependent on a specific 
E2 conjugating enzyme (Figure 3D).

We next investigated the importance of these different 
ubiquitin linkages conjugated to either canonical or 
additional sites in the regulation of IFNAR1 endocytosis. 
To this end, we used forced expression of ubiquitin mutants 
(K63R or K48R) that would prevent elongation of a specific 
chain in cells. Expression of these specific mutants 
attenuated the rate of internalization of wild type IFNAR1 
receptor by approximately 50 % (reference [10] and data 
not shown) and noticeably decreased the respective 
linkage-specific ubiquitination of IFNAR1, protein (Figure 
4A). Importantly, the expression of the K48R ubiquitin 
mutant (but not of K63R) further decreased the efficacy of 
internalization of IFNAR1K501R (Figure 4B). Conversely, 
endocytosis of IFNAR1K525,526R was affected by forced 

expression of K63R but not of the K48R ubiquitin mutant 
in 293T cells (Figure 4C).

The latter contribution of K63-linked chains in 
internalization of IFNAR1 is consistent with the reported 
role of this modification in the endocytosis of a number of 
other receptors (for example, TrkA [6]). Most of these 
studies, including our own work, in mammalian cells relied 
on forced expression of ubiquitin mutants that terminate 
elongation of chains of specific linkages. Recent 
development of isogenic U2OS derivatives in which 
tetracycline treatment confers knockdown of endogenous 
ubiquitin along with parallel expression of RNAi-insensitive 
recombinant ubiquitin (wild type or K63R mutant [22, 37]) 
enabled us to further determine the role of K63 linkage-
specific modifications in IFNAR1 internalization. 
Consistent with results obtained via forced ubiquitin 
expression, endocytosis of wild type IFNAR1 was 
compromised in cells expressing ubiquitinK63R (Figure 4D). 
Remarkably, these cells displayed a decrease in the 
internalization rate of the IFNAR1K525, 526R mutant but not 

Figure 3. βTrcp-dependent assembly of K63-Ub chains linked to Lys501 and K48-Ub chains conjugated to Lys525, 526 within IFNAR1.
(A) The ubiquitination of indicated FLAG-tagged IFNAR1 proteins in 293T cells that received either a shRNA control (shCON) or shRNA against βTrcp (shBTR) 
and were treated or not with IFNα (6000 IU / mL, 5 min) was analyzed by denaturing immunoprecipitation using the M2 antibody followed by immunoblotting 
with the anti-ubiquitin antibody. Inputs for each immunoprecipated sample were normalized to achieve comparable levels of IFNAR1. Protein levels of endogenous 
βTrcp and β-actin (included as a loading control) in these cells were also analyzed.
(B) Comparison of internalization rates in cells that received control shRNA against GFP (shCTL) or βTrcp (shBTR) for indicated FLAG-IFNAR1 proteins 
was performed as in Figure 2B.
(C) K48- and K63-specific polyubiquitination of indicated FLAG-tagged IFNAR1 proteins was analyzed as in panel A. The amount of FLAG tagged IFNAR1 
is included as a loading control.
(D) Summary of E2s and types of ubiquitin linkages involved in modification of the canonical and additional acceptor sites within IFNAR1
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of its K501R counterpart (Figure 4D). These results support 
the presence of the K63-linked chain on the Lys-501 
acceptor site. Taken together with protein ubiquitination 
data, these results indicate that ubiquitination of the 
canonical K525 / 526 site via K48-linked chains together 
with ubiquitination of K501 via the K63-linked chains 
enables maximal efficacy of IFNAR1 endocytosis.

To further test the hypothesis that diverse E2s may 
cooperate in contributing to IFNAR1 regulation via diverse 
site-specific ubiquitination we tested the effects of 
modulating E2s activities on IFNAR1 internalization. 
Knockdown of Cdc34 slowed the kinetics of internalization 
of endogenous IFNAR1 (Figure 1C) and of wild type 
FLAG-IFNAR1 expressed in 293T cells (Figure 5A). 
Intriguingly, whereas cells that received RNAi against 
Cdc34 also retarded internalization of FLAG-IFNAR1K501R 
mutant, endocytosis of FLAG-IFNAR1K525, 526R protein was 
not affected (Figure 5A). These data suggest that the role 

Figure 4. Disparate effect of ubiquitin mutants on the internalization of IFNAR1 proteins that contain either canonical or additional ubiquitin acceptor sites.
(A) Chain-specific polyubiquitination of wild type FLAG-IFNAR1 proteins co-expressed with indicated ubiquitin constructs and purified from IFNa-stimulated 
was analyzed as in panel 3A.
(B) The internalization kinetics of FLAG-IFNAR1WT co-expressed with wild type ubiquitin (WT, black line) was compared with that of FLAG-IFNAR1K501R co-
expressed with wild type ubiquitin (blue line), K63R ubiquitin (red line), or K48R ubiquitin (magenta line) in 293T cells. Assays were carried out as in Figure 2B.
(C) The internalization kinetics of FLAG-IFNAR1WT  co-expressed with wild type ubiquitin (WT, black line) was compared with that of FLAG-IFNAR1K525, 526R 
 co-expressed with wild type ubiquitin (red line), K63R ubiquitin (magenta line), or K48R ubiquitin (blue line) in 293T cells. Assays were carried out as  
in Figure 2B.
(D) The internalization kinetics of indicated FLAG-IFNAR1 proteins in U2OS cells induced to knock down endogenous ubiquitin and to re-express either wild 
type ubiquitin (solid lines) or K63R ubiquitin (dashed lines) were carried out as in Figure 2B

of K48-Ub in promoting efficient endocytosis of IFNAR1 
is facilitated by Cdc34-mediated ubiquitin conjugation to 
the canonical acceptor site (Lys525 / 526).

Given that Lys501 of IFNAR1 is ubiquitinated with the 
K63-Ub that requires Ubc13 (Figures 1A, 3C), we sought 
to determine whether this E2 was also a regulator of 
IFNAR1 endocytosis. Knockdown of Ubc13 noticeably 
inhibited the rate of internalization of wild type IFNAR1 
or the IFNAR1K525, 526R mutant but not of the K63-Ub-
deficient IFNAR1K501R mutant expressed in 293T cells 
(Figure 5B). In addition, forced expression of the dominant 
negative catalytically inactive mutant of Ubc13 (C87A) also 
decreased the efficacy of internalization of the canonical 
site-specific mutant and IFNAR1WT but did not alter the 
endocytosis of IFNAR1K501R (Figure 5C). These results 
suggest that Ubc13 contributes to the K63-Ub of the 
additional acceptor site (Lys501) and is important for 
efficient endocytosis of IFNAR1.
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Figure 5. A combined effect of Cdc34-mediated K48-Ub (assembled on Lys525, 526) and of Ubc13-mediated K63-Ub (assembled on Lys501) is required to 
achieve maximally efficient internalization of IFNAR1.
(A) The internalization kinetics of indicated FLAG-IFNAR1 proteins expressed in 293T cells that received control RNAi (siCTL) or RNAi against Cdc34 was 
analyzed as in Figure 2B.
(B) The internalization kinetics of indicated FLAG-IFNAR1 proteins expressed in 293T cells that received control RNAi (siCTL) or RNAi against Ubc13 was 
analyzed as in Figure 2B.
(C) The effect of the catalytically inactive mutant (C87A) of Ubc13 on the internalization of indicated FLAG-IFNAR1 proteins in 293T cells. Transfection of 
cells with pCDNA3 empty vector was used as a control (CTL). Analyses were carried out as in Figure 2B.
(D) The internalization kinetics of indicated FLAG-IFNAR1 proteins expressed in U2OS cells induced to knock down endogenous Ubc13 and re-express either 
wild type Ubc13 or the Ubc13C87A mutant. Analyses were carried out as in Figure 2B

We further sought to corroborate these conclusions 
using the U2OS-based cell lines that enable the inducible 
replacement of endogenous Ubc13 with recombinant (wild 
type or C87A mutant) proteins [22]. Internalization of 
FLAG-IFNAR1WT was clearly impaired in cells that re-
express catalytically active mutant of Ubc13 (Figure 5D). 
A similar result was observed on the K48-Ub-dependent 
IFNAR1 mutant lacking the additional site (Lys501) but 
not the K63-Ub dependent mutant (IFNAR1K525, 526R, 
Figure 5D). Taken together, these results suggest that 
Ubc13 facilitates an assembly of K63-linked chains on 
Lys501 of IFNAR1 and this modification cooperates with 
Cdc34-dependent K48-Ub on Lys525, 526 to contribute to 
efficient endocytosis of IFNAR1.

It has been previously shown that basal endocytosis of 
IFNAR1 in naïve human cells is inhibited by its association 
with TYK2 [38] that serves to shield a specific linear 
endocytic motif from interacting with the AP2 endocytic 
machinery complex (Figures 6A – B and Reference [16]). 
Exposure of cells to Type 1 IFN promotes the recruitment 

of βTrcp and ensuing ubiquitination of IFNAR1 [14, 15, 
39–41]. Overall, IFN-stimulated site-specific (K501, 525, 
526) ubiquitination of IFNAR1 was proposed to stimulate 
its internalization via unmasking this linear endocytic motif 
[10] in a manner that remains to be understood.

We next investigated putative mechanisms, through 
which ubiquitination of IFNAR1 may relieve the linear 
endocytic motif concealment. Given that association of 
TYK2 with IFNAR1 was similar for wild type receptor and 
ubiquitination-deficient IFNAR13KR mutant (Figure 6C), 
it seems unlikely that IFNAR1 ubiquitination may facilitate 
its dissociation from TYK2. Furthermore, while IFNAR1 
ubiquitination and internalization is stimulated by IFN [14, 
15, 39], it was shown that TYK2 remains associated with 
IFNAR1 throughout early endocytic events and trafficking 
stages in subcellular fractions from IFN-treated cells [42]. 
Thus, we considered an alternative model where IFNAR1 
ubiquitination may alter either conformation of its 
intracellular domain or its spatial arrangement with TYK2 
and plasma membrane. A highly conserved proline residue 
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distal to the endocytic motif (e. g. Pro470 in human 
IFNAR1, Figure 6A) may confer a polypeptide chain turn 
that permits the hindrance of the endocytic motif (Figure 
6B). Replacement of this Pro470 with Gly residue to enable 
chain flexibility generated the IFNAR1P470G protein that 
efficiently interacted with TYK2 (Figure 6C) yet exhibited 
a very high rate of internalization even in the absence of 
IFN treatment (Figure 6D). Strikingly, mutation of this 
proline residue within the ubiquitination-deficient IFNAR13KR 
largely restored the ability of this mutant to undergo efficient 
internalization (Figure 6E). These results suggest that 
IFNAR1 ubiquitination functions upstream of conforma-
tional / spatial alterations of the intracellular domain of 
IFNAR1 that ultimately favor efficient endo cytosis.

Discussion
Data presented here indicate that the maximal rate of 

IFNAR1 endocytosis is mediated collectively by the 

Figure 6. Combined ubiquitination of canonical and additional sites within IFNAR1 acts upstream of IFNAR1 conformational changes regulated by conserved 
Pro470.
(A) Conservation of a specific Pro residue (P470 in human IFNAR1, red letters) adjacent to the endocytic motif (bold letters, critical Tyr residue that interacts 
with AP2 is underlined) within IFNAR1 from indicated species.
A hypothetical model that proposes the role of proline-mediated IFNAR1 chain bend along with TYK2 association in masking the endocytic motif (red dot) from 
AP2 endocytic machinery complex. IFNAR1 ubiquitination is proposed to either dislodge TYK2 or affect spatial arrangements between the endocytic motif, 
plasma membrane and AP2.
(B) Indicated IFNAR1-FLAG (C-terminal tag) proteins with or without HA-tagged TYK2 were co-expressed in 293T cells. Upon IFN treatment (6000U / ml for 
10 min), the cells were harvested and lysed and the proteins were immunoprecipitated with anti-FLAG antibody. After a preliminary immunoblot with anti-FLAG 
antibody (not shown), different amount of reactions were loaded onto another gel to achieve a comparable level of FLAG-tagged IFNAR1 proteins in each lane. 
(C) These reactions were analyzed by immunoprecipitation-immunoblotting using the indicated antibodies. Levels of HA-TYK2 in the whole cell lysates (WCL) 
are also shown.
(D) Internalization rate of indicated FLAG-IFNAR1 expressed in 293T cells was analyzed as described in Figure 2B as well as in the absence of added IFNα 
(replaced with analogous volumes of PBS).
(E) Internalization rate of indicated FLAG-IFNAR1 expressed in 293T cells was analyzed as described in Figure 2B

K48-Ub attached to the Lys525, 526 ubiquitin acceptor 
sites and by the K63-Ub conjugated to the Lys501 site 
(Figures 2–5). Although SCFβTrcp controls the ubiquitin 
conjugation to the entire Lys cluster important for IFNAR1 
endocytosis (Figure 3), these events depend on alternate 
function of Cdc34 and Ubc13 E2 enzymes for promoting 
an ubiquitin chain topology-specific internalization (Figure 5).

The Cdc34-dependent conjugation of K48-Ub to the 
Lys525, 526 sites is consistent with observations reported 
previously for the proteasomal substrates of bTrcp [36]. 
Lysines 525 and 526 are located within 9–10 residues 
proximal from the bTrcp binding site (i. e. degron, 
534DSGNYS539) within IFNAR1. In that sense, they 
represent a canonical acceptor sites for the SCFβTrcp-
mediated ubiquitination similar to Lys21 / 22 within IκBα 
(Reference (14) and Figure 2A). Preference for such 
location of ubiquitin acceptor sites was indeed reported for 
bTrcp proteasomal substrate β-catenin [43] and introduc-
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Л И Т Е Р А Т У Р А

tion of double lysine residues at a similar distance from the 
bTrcp-binding site converted the latent membrane protein 
1 of the Epstein-Barr virus from a pseudosubstrate to a bona 
fide bTrcp substrate [44]. The findings presented here are 
consistent with above mentioned similarities in acceptor 
site location between proteasomal substrates of SCFβTrcp 
and Lys525 / 526. These data further suggest that multi-
faceted interactions between SCFβTrcp, Cdc34 as an E2 
and either Lys21 / 22 within IκBα [27] or Lys525, 526 within 
IFNAR1 (this study) as a substrate might be conducive for 
the elongation of the polyubiquitin chain of K48-linked 
topology.

However, unlike IκBα which is a cytosolic protein and 
whose major ubiquitin acceptor sites Lys21 / 22 are located 
within a flexible N-terminal region [45], the choice of 
conjugation sites for IFNAR1 may be affected by the spatial 
constrains imposed by the anchoring of the transmembrane 
domain within the plasma membrane. Accordingly, SCFβTrcp 
may lack flexibility in the selection of either substrate lysine 
residues within IFNAR1 or the types of chains that can be 
preferentially built on these residues. Conversely, a different 
type of chain such as K63-Ub might be built by this E3 
ligase on the Ly-501 acceptor using an alternative to Cdc34 
E2 such as Ubc13. This possibility is consistent with the 
dependence of the maximal endocytic rate of the 
IFNAR1K525, 526R mutant on integrity of K63 within 
ubiquitin and on the levels and catalytic activity of Ubc13 
(Figures 4–5). Our results are first to demonstrate that 
SCFβTrcp can directly utilize Ubc13 / Uev1 complex as an E2 
enzyme to catalyze elongation of the K63-linked chain in 
vitro (Figure 1B). Accordingly, a similar mechanism that 
may occur in vivo would suffice as the simplest explanation 
for the βTrcp / Ubc13 / K63 chain-dependent IFNAR1 endo-
cytosis. However, it remains plausible that requirements for 
both βTrcp and Ubc13 for K63-linked ubiquitination on 
Lys501 within IFNAR1 reflect the indirect regulation and 
may involve additional E2s / E3s.

Possible roles for other E2 enzymes such as the 
promiscuous members of the UbcH5 family shown to be 
capable of ubiquitinating IFNAR1 in vitro [10] and 
demonstrated to play a role in mono-ubiquitination of 
substrates followed by elongation of either the K48-linked 
chain (via Cdc34, [27]) or the K63-linked chain (via 
Ubc13, [46]), are yet to be clarified. Whereas we did not 
observe a consistent change in the rate of IFNAR1 
endocytosis in cells that received RNAi reagents against the 

members of UbcH5 family (C.C. and S. Y.F., unpublished 
data), the role of these E2 species cannot be unequivocally 
ruled out.

It remains to be determined how these two types of 
polyubiquitin chains built on two different acceptor 
substrate lysines with the help of two different E2 enzymes 
may interact to unmask the linear endocytic motif and to 
maximize the rate of IFNAR1 internalization. On one 
hand, it is plausible that the extent of internalization is 
simply proportional to the overall levels of ubiquitin on the 
Lys501 / 525 / 526 cluster within IFNAR1, and both acceptor 
sites contribute to the sum by furnishing the type of chain 
that can be efficiently generated on a given substrate lysine 
residue because of the constrains of the substrate-ligase-E2 
interaction. On the other hand we cannot rule out that 
these different types of chains may play diverse functions in 
either recruiting or rearranging the receptor-interacting 
proteins and that these two functions are complementary 
in their effects on the IFNAR1 endocytosis rate.

Remarkably, enabling flexibility in the intracellular 
domain of IFNAR1 via replacing a highly conserved Pro470 
with Gly yields a receptor with a very high endocytic rate 
even in the absence of IFN1 stimulation. Furthermore, 
introduction of P470G substitution remarkably restored the 
internalization of a ubiquitination-deficient IFNAR13KR 
(Figure 6). This result suggests that ubiquitination of 
IFNAR1 stimulates its internalization most likely via 
altering a conformation / spatial arrangement of IFNAR1 
intracellular domain. In the context of this model, it is 
plausible that presence of two types of polyubiquitin chains 
on IFNAR1 may further promote the adoption of an 
endocytosis-permissive conformation. Given that the 
K63-Ub and K48-Ub chains adopt very different 
conformations [47], interactions between the endocytic 
motif and endocytic machinery could be augmented and / or 
stabilized by the presence of both chain types. Future 
structural studies are warranted to directly investigate this 
possibility.
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Альтернативные убиквитин-конъюгирующие ферменты Е2 
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Убиквитинирование сигнальных рецепторов, вызывающее их эндоцитоз, направлено на подавление передачи сигнала. Деградация 
рецептора интерферона 1-го типа (IFN1) на поверхности клетки осуществляется путем убиквитинирования комплекса лиганда 
с рецептором (IFNAR1). Принято считать, что убиквитинирование способствует взаимодействию между линейным мотивом 
комплекса IFNAR1 и соответствующими структурами системы эндоцитоза, однако механизм этого процесса остается неясным. 
В данной работе изучена роль двух различных акцепторных сайтов убиквитина на этом рецепторе. Предпочтительное полиуби-
квитинирование сайтов Lys501 и Lys525 / 526 обеспечивается посредством Lys63- или Lys48-связанных цепей (K63-Ub и K48-Ub 
соответственно). Несмотря на то, что убиквитинлигаза SCFβTrcp E3 контролирует оба типа убиквитин-зависимого эндоцито-
за IFNAR1, специфика этих процессов определяется двумя различными убиквитин-конъюгирующими ферментами E2 – Ubc13 
и Cdc34. Эти ферменты могут непосредственно использоваться убиквитинлигазой SCFβTrcp E3 для создания K63-Ub или K48-Ub 
in vitro. Ubc13 принимает участие в эндоцитозе IFNAR1 путем модификации Lys501 с помощью K63-Ub, в то время как K48-Ub-
специфичный Cdc34 изменяет эндоцитоз посредством конъюгации с убиквитином, которая происходит на Lys525 / 526. Совме стный 
эффект обоих воздействий максимально стимулирует эндоцитоз IFNAR1, который обычно ингибирован конформационным не-
соответствием, связанным с наличием консервативного Pro470 во внутриклеточном домене IFNAR1.
Мы предлагаем модель, в которой эффекты обоих ферментов E2 объединяют отдельные составляющие системы полиубиквити-
нирования, обеспечивая им взаимодействие с внутриклеточным доменом IFNAR1 при оптимальном пространственном располо-
жении, что дает наибольшую скорость эндоцитоза рецептора.

Ключевые слова: IFNAR, интерферон, рецептор, убиквитин, эндоцитоз, E2

Endocytosis of the IFNAR1 chain of Type 1 interferon receptor  
is regulated by diverse E2 ubiquitin conjugation enzymes

Christopher J. Carbone, Hui Zheng, Serge Y. Fuchs

Department of Animal Biology and Mari Lowe Center for Comparative Oncology, School of Veterinary Medicine,  
University of Pennsylvania, 380 S. University Avenue, Hill 316, Philadelphia, PA 19104, USA

Ubiquitination of signaling receptors triggers their endocytosis to restrict the extent of cell signaling. Type 1 interferon (IFN1) eliminates its 
receptor from cell surface via stimulating the ubiquitination of its IFNAR1 chain. While it was suggested that this ubiquitination aids  
IFNAR1 internalization via relieving a steric hindrance of a linear motif within IFNAR1 from the endocytic machinery, the mechanisms in-
volved remain poorly understood. Here we describe a specific role for two disparate ubiquitin acceptor sites within this receptor. These sites, 
Lys501 and Lys525 / 526, exhibit a preference for polyubiquitination via either Lys63- or Lys48-linked chains (K63-Ub and K48-Ub, re-
spectively). Whereas the SCFβTrcp E3 ubiquitin ligase controls either type of ubiquitination-dependent IFNAR1 endocytosis, the specificity of 
these processes is determined by two different E2 ubiquitin conjugating enzymes, Ubc13 and Cdc34. These enzymes can be directly used by 
SCFβTrcp E3 ubiquitin ligase to generate either K63-Ub or K48-Ub in vitro. Ubc13 is involved in IFNAR1 endocytosis driven by the K63-Ub 
modification of Lys501, whereas the K48-Ub-specific Cdc34 affects receptor endocytosis via ubiquitin conjugation that occurs on 
Lys525 / 526. Both types of linkages combine to maximize IFNAR1 endocytosis otherwise suppressed by unfavorable conformation dependent 
on the presence of a conserved Pro470 within the intracellular domain of IFNAR1. We propose a model where alternate utilization of both 
E2s to assemble diverse polyubiquitin linkages cooperates to achieve IFNAR1 intracellular domain conformations and spatial arrangements 
that favor a maximal rate of receptor endocytosis.

Key words: IFNAR, interferon, receptor, ubiquitin, endocytosis, E2

Введение
Эндоцитоз сигнальных рецепторов клеточной по-

верхности является основным механизмом, который 
контролирует способность этих рецепторов взаимо-
действовать с аффинными внеклеточными лигандами, 
ограничивая выраженность и длительность реакции 
клетки на эти лиганды. Одной из посттрансляционных 

модификаций, способствующих этому, является уби-
квитинирование белка. Процесс ковалентного присо-
единения к нему полипептидов убиквитина происхо-
дит в результате каскада ферментативных реакций, 
опосредованных убиквитин-активирующими фермен-
тами (E1), убиквитин-конъюгирующими ферментами 
(E2) и убиквитинлигазой (E3) [1]. Убиквитинирование 
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рецепторов является центральным механизмом, опре-
деляющим эффективность их эндоцитоза и, соответ-
ственно, ингибирование функций [2–4].

Тип убиквитинирования (моноубиквитинирова-
ние или полиубиквитинирование с топологией поли-
убиквитиновой цепи) а также вариант интернализации 
и / или постинтернализационной сортировки опреде-
ляются в значительной степени типом рецептора. 
Многочисленные исследования показали, что поли-
убиквитинирование по Lys63-связанной цепочке играет 
большую роль в регуляции эндоцитоза многих белков 
клеточной поверхности, в том числе урацилпермеазы 
[5], рецептора фактора роста нервов TrkA [6], белков 
МНС класса II [7], рецепторов пролактина [8], химер-
ных белков эндоцитоза [9], IFNAR1 рецептора интер-
ферона 1-го типа (IFN1) и др. [10].

Интересно, что скорость эндоцитоза IFNAR1, ре-
цептора, который играет ключевую роль в IFN1-сиг-
нализации [11–13], оказалась чувствительной к гипер-
экспрессии мутантов убиквитина K63R и K48R. Это 
вызвало предположение о том, что для полиубиквити-
нирования необходимы оба лизина, как Lys63, так 
и Lys48 (K63-Ub и K48-Ub) [10]. IFNAR1 является суб-
стратом для SCFβTrcp убиквитинлигазы E3, которая 
взаимодействует с рецептором после его фосфори-
ли рования по определенному фосфодегрону [14, 15] 
и способна присоединить как K63-Ub, так и K48-Ub 
к IFNAR1 in vitro [10]. Убиквитинирование может про-
изойти по многим остаткам Lys внутриклеточного до-
мена IFNAR1, но наибольшее число конъюгатов 
с убиквитином приходится на кластер из трех лизинов 
(Lys501, Lys525 и Lys526) [14], наличие которого необ-
ходимо для эффективного эндоцитоза IFNAR1 [10]. 
Убиквитинирование по данной совокупности также 
обнажает смежный линейный эндоцитозный мотив, 
связанный с Tyr466, который блокирован IFNAR1- 
связанной TYK2 Janus-киназой. В результате данный 
мотив может взаимодействовать с комплексом адап-
тина АР2 с последующей интернализацией по клат-
рин-зависимому пути [10, 16]. Хотя эти исследования 
говорят в пользу схемы, по которой убиквитинирова-
ние IFNAR1 приводит к диссоциации TYK2 или кон-
формационным изменениям в пределах внутриклеточ-
ного домена IFNAR1 [17, 18], многие важные вопросы 
остаются без ответа.

Масс-спектрометрический анализ показал при-
сутствие K63-Ub и K48-Ub на диком типе IFNAR1 
[10], однако остается неясным, необходима ли сборка 
обоих типов убиквитиновых цепей (или смешанных 
цепей) на IFNAR1 или на гипотетическом регуляторе 
эндоцитоза. Кроме того, предстоит еще выявить фак-
торы, определяющие специфику топологии конкрет-
ных убиквитиновых акцепторов в кластерах Lys501, 
525, 526 и конкретных конъюгирующих ферментах E2, 
используемых SCFβTrcp лигазой E3. Таким образом, ме-
ханизм, с помощью которого каждый тип убиквитини-
рования вносит свой вклад в регулирование IFNAR1 

эндоцитоза, остается в значительной степени неизу-
ченным.

Целью данной работы было изучение конкретной 
роли конъюгирующих ферментов E2, связанных 
с K63-Ub или K48-Ub на различных акцепторах ли-
зина IFNAR1, в интернализации этого рецептора. На-
ши данные показывают, что комбинированное воз-
действие обоих типов связей максимизирует скорость 
IFNAR1-интернализации, и позволяют предположить, 
что убиквитинирование IFNAR1 дает возможность 
внутриклеточному домену этого комплекса принять 
пространственную конформацию, благоприятную 
для его эндоцитоза.

Методика эксперимента
Плазмиды и клетки
Конструкции для экспрессии HA-меченного ди-

кого типа, K48R и K63R убиквитина [19] были лю-
безно предоставлены Йосефом Йорденом (Институт 
им. Вейцмана). Конструкция для экспрессии IFN-сти-
мулированного элемента ответа (ISRE), обусловлен-
ного люциферазой [20], любезно предоставлена Куртом 
Хорватом (Северо-Западный университет). Экспрес-
сионный вектор человеческого IFNAR2 был любезно 
предоставлен Джоном Кролевски (Калифорнийский 
университет в Ирвайне). Конструкция для экспрессии 
доминантно-негативного мутанта Ubc13C87A была пре-
доставлена Чжи Дж. Ченом (Юго-западный медицин-
ский центр Университета Техаса). Векторы для экспрес-
сии N-терминального FLAG-меченного человеческого 
IFNAR1 (дикого типа и мутантов K501, 525, 526R) бы-
ли описаны ранее [10]. Эти плазмиды послужили в ка-
честве основы для генерации дополнительных конс-
трукций N-FLAG-IFNAR1 для экспрессии мутантов 
K501R и K525, 526 с помощью сайт-направленного 
мутагенеза; результаты были подтверждены секвени-
рованием ДНК. Конструкты shРНК для разрушения 
βTrcp были описаны ранее [8, 21]. Олигонуклеотиды 
siРНК для разрушения Cdc34 и Ubc13 были получены 
от компании Сигма.

Эмбриональные клетки почки человека 293Т, эм-
бриональные фибробласты мыши и клетки линии 
HeLa (ATCC) растили в модифицированной по Дуль-
бекко среде Игла с 10 % термоинактивированной 
 фетальной бычьей сыворотки с добавлением пеницил-
лина и стрептомицина. Стабильные U2OS-производ-
ные клеточной линии для внесения убиквитина или 
мутантов Ubc13 были любезно предоставлены Чжи 
Дж. Ченом. Эти клетки хранили и использовали, как 
описано ранее [22]. Добавление тетрациклина (1 мкг / мл 
в течение 72 ч) к этим клеткам подавляет экспрессию 
эндогенного убиквитина или эндогенного Ubc13 од-
новременно с индукцией экспрессии экзогенной 
РНК-интерференции резистентного убиквитина (ди-
кого типа или мутанта K63R) или Ubc13 (дикого типа 
или каталитически неактивного мутанта C87A). Транс-
фекцию производили с помощью липофектамина 
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плюс, липофектамина 2000 или олигофектамина (Ин-
витроген) в зависимости от типа клеток и эксперимента. 
Для всех трансфекций пустые векторы были включены 
в смеси, чтобы поддерживать одинаковое количество 
трансфицированных ДНК.

Реактивы, антитела, анализ по гену-репортеру 
и иммунологический метод
Мышиный интерферон-β и человеческий интер-

ферон-α (IFNα2) (роферон) были приобретены у ком-
паний Рош и ПВЛ. Циклогексимид и другие химиче-
ские соединения были приобретены у компании Сигма. 
Также были приобретены антитела против FLAG (M2, 
Сигма), убиквитин (FLys2, Биомол), HA (12CA5, Рош 
Берингер Маннхайм). Вторичные антитела были по-
лучены от Инвитроген и Рош Берингер Маннхайм. 
Иммунопреципитация и процедуры иммуноблоттин-
га были описаны ранее [23–25].

Для анализа репортерных генов эмбриональные 
фибробласты мыши котрансфицировали с помощью 
плазмид, кодирующих человеческий IFNAR2, ISRE-лю-
циферазы светляков (с вектором для конститутивной 
экспрессии люциферазы Renilla), а также различных че-
ловеческих IFNAR1-конструкций. Спустя 24 ч после 
трансфекции клетки обрабатывали человече ским IFNa 
или мышиным IFNβ (2000 ЕД / мл) в течение 30 мин. За-
тем среду удаляли, клетки инкубировали в течение 24 ч 
без интерферона, после чего определяли активность 
люциферазы с использованием системы двойного 
анализа репортерного гена люциферазы (Про мега). 
Данные (нормированные до активности люциферазы 
Renilla) от трех независимых экспериментов (каждый 
в пяти повторах) представлены в произвольных едини-
цах измерения в виде среднего значения с указанием 
ошибки среднего (М ± SE). Значения p были рассчитаны 
с использованием двустороннего t-критерия Стьюдента.

Анализ убиквитинирования IFNAR1
Реакции лигирования убиквитина in vitro прово-

дили, как описано ранее [24], с помощью SCFβTrcp, вы-
деленного из клеток 293Т по методике [26], и реком-
бинантного E2s, включая рекомбинантный Cdc34 
([27], дар от Чжэнь-Цян Пан, Школа медицины Маунт-
Синай) или 6His-Ubc13 / Uve1 ([28, 29], дар от Зеев 
Ронаи, Институт Бернэм). Упакованные сферы (10 мкл), 
содержащие иммобилизованный SCFβTrcp-HA, инкуби-
ровали с E1 (20 пмоль), mCdc34 или 6His-Ubc13 / Uve1 
(1 нмоль) в реакционной смеси (общий объем 30 мкл), 
содержащей 50 мМ Tris-HCl рН 7,4, 5 мМ MgCl

2
, 2 мМ 

NaF, 2 мМ аденозинтрифосфата, 0,6 мМ дитиотреито-
ла и 1 мкг убиквитина. Смесь инкубировали при тем-
пературе 37 °С в течение 60 мин, кипятили в 20 мкл 
загрузочного буфера Лэммли, разделяли на полиакри-
ламидном геле с додецилсульфатом натрия и анализи-
ровали с помощью иммуноблоттинга.

Для оценки убиквитинирования IFNAR1 in vivo 
образцы IFNAR1, меченные FLAG, были экспресси-

рованы в клетках 293Т. Анализируемые образцы кле-
ток лизировали в смеси 1 % NP40, 50 мМ Трис рН 7,6, 
150 мМ NaCl, 1 мМ NaVO

4
, 1 мМ фенилметансульфа-

нилфторида, 2,5 мМ этилендиаминтетраацетата, со-
держащей смесь ингибиторов протеаз (1:500; Сигма), 
1 мМ NaF и 20 мМ N-этилмалеимида. Концентрацию 
белка определяли по связыванию красителя Брэдфор-
да. Равные количества лизатов белка инкубировали 
с глобулами, связанными с M2, для образования им-
мунопреципитата IFNAR1, меченного FLAG. Образ-
цы промывали 3 раза с помощью 50 мМ Трис рН 7,4, 
5 % глицерина, 1 М NaCl и 1 раз с помощью 50 мМ 
Трис рН 7,4, 5 % глицерина, 150 мМ NaCl, и после ки-
пячения в буфере Лэммли, содержащем додецилсуль-
фат натрия, аликвоту от каждой пробы анализировали 
с помощью иммуноблоттинга M2 FLAG, чтобы норма-
лизовать уровни рецептора. На основании нормализа-
ции количества лизатов, которые дают сопоставимые 
уровни IFNAR1, были разделены электрофорезом в по-
лиакриламидном геле с использованием додецилсуль-
фата натрия и проанализированы с помощью иммуно-
блоттинга с использованием антитела антиубиквитина 
(Биомол) или цепь-специфических антител антиполи-
убиквитинов K63-Ub или K48-Ub (Миллипор).

Анализ интернализации IFNAR1
Интернализацию эндогенного или экзогенно экс-

прессированного IFNAR1 определяли, используя спо-
соб на основе флуоресцентного метода, ранее подробно 
описанного [10, 16]. Клетки в 60-мм чашках трансфек-
тировали с помощью указанных конструкций или ин-
дуцировали с помощью тетрациклина и высевали 
в одинаковом количестве на 24 луночные поли-D-ли-
зиновые чашки (Бектон Дикинсон). Клетки содержа-
ли на бессывороточной среде Игла, модифицированной 
по Дульбекко, и либо обрабатывали IFNα2a в течение 
определенного времени, либо хранили на льду и не 
подвергали воздействию IFNα2a (временная точка 0). 
Спустя различное время клетки промывали, блокиро-
вали и инкубировали с помощью анти-IFNAR1 AA3 
антител [30] или анти-FLAG M2 антителами. Первич-
ные антитела удаляли и клетки интенсивно промыва-
ли перед добавлением козьих антимышиных IgG H + 
L антител, конъюгированных с пероксидазой хрена. 
После следующей промывки клетки инкубировали 
с помощью AmplexRed Ultra Reagent 10-ацетил-3,7-ди-
гидроксифеноксазина (Molecular Probes). Аликвоты 
помещали в черную 96-луночную плашку (NUNC) 
и измеряли флуоресценцию, считывая ее с помощью 
индикаторной пластинки ридера Beckman Coulter 
DTX880 Mutimode с использованием фильтров с дли-
ной волны 530 нм для возбуждения и 590 нм для излу-
чения. Результаты рассчитывали по следующей фор-
муле:

% интернализации = 100 – [(Vs – Vb) × t
n
 / 

(Vs – Vb) × t
0
] × 100,
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где Vs – показатели образцов; Vb – показатели фона 
(ложнотрансфицированные или исследованные с по-
мощью нерелевантных антител); t

n
 – временная точка 

n; t
0
 – временная точка 0.

Результаты
Поскольку SCFβTrcp E3-лигаза активно использует 

Cdc34 убиквитин-конъюгирующий фермент Е2 для 
K48-Ub протеасомальных субстратов, таких как IκBα 
[27], мы предположили, что он нужен для убиквити-
нирования IFNAR1 и эндоцитоза. С другой стороны, 
специфичное убиквитинирование белков по K63 in vitro 
может быть достигнуто с помощью ряда ферментов 
E2, при том что убиквитин-конъюгирующий фермент 
13 (Ubc13 в комплексе с Uev1A либо MMS2) оказался 
наиболее активным как при образовании этих связей 
in vivo, так и в K63-зависимых процессах, таких как 
ДНК-рекомбинация [31], репарация [32] и активация 
путей передачи сигнала [33–35].

В качестве подхода мы использовали РНК-интер-
ференцию, чтобы определить роль этих E2s в убикви-
тинировании и интернализации IFNAR1. Нокдаун 
Cdc34, который ингибировал K48-Ub IFNAR1, оце-
нивали с помощью иммуноблоттинга, используя спе-
цифическое антитело (рис. 1а). И наоборот, K63-Ub 
IFNAR1 инактивировали в клетках РНК-интерферен-
цией против Ubc13 (см. рис. 1а). Поскольку SCFβTrcp 
был способен использовать любой из этих ферментов 
для цепь-специфического лигирования убиквитина 
in vitro (рис. 1б), можно полагать, что и в клетках как 
Cdc34, так и Ubc13 могут вносить свой вклад в процесс 
убиквитинирования IFNAR1 посредством K48-Ub 
и K63-Ub. Соответственно, нокдаун Cdc34 либо Ubc13 
заметно замедлял кинетику интернализации эндоген-
ного IFNAR1 в клетках 293Т (рис. 1в). Кроме того, 
экспрессия доминантно-негативного мутанта Ubc13 
(Ubc13C87A [22]) ингибировала скорость интернализа-
ции N-терминального FLAG-меченного дикого типа 
IFNAR1 (рис. 1г). В совокупности эти данные позво-
ляют предположить, что для максимальной скорости 
эндоцитоза IFNAR1 необходимы как Cdc34, так 
и Ubc13.

Далее мы стремились охарактеризовать кластер 
акцепторов убиквитина в пределах IFNAR1. Хотя бы-
ло известно, что тройной мутант K501R / K525R / K526R 
(IFNAR13KR) обладает низкой способностью к общему 
убиквитинированию [14], интернализации и направ-
ленной миграции к лизосомам [10], а также деграда-
ции [14], роль специфичных акцепторов оставалась 
неясной. Вначале мы исследовали гипотетический 
 канонический участок, представленный дублетом 
Lys525 / 526, расположенным на 9–10 аминокислотных 
остатков ближе к участку связывания βTrcp (

534
DSGNYS). 

Этот участок напоминает акцептор убиквитина 
Lys21 / 22 в IκBα (рис. 2а) и подходит под описание 
предпочтительных акцепторов убиквитина для SCFβTrcp 
E3-лигазы [36]. Ранее был отмечен низкий уровень 

интернализации мутанта IFNAR13KR [10]. Интересно, 
что мутация канонического (Lys525 / 526) или допол-
нительного (Lys501) участка давала промежуточный 
фенотип; эти мутанты эндоцитировались медленнее, 
чем дикий IFNAR1, но быстрее, чем мутант IFNAR13KR 
(рис. 2б). Это показывает, что на акцепторном класте-
ре убиквитина оба участка – Lys525 / 526 и Lys501 спо-
собствуют максимальной скорости IFNAR1-эндоци-
тоза.

Основываясь на этих результатах, мы решили уз-
нать, играет ли роль в регуляции стабильности и сиг-
нализации IFNAR1 его убиквитинирование по кано-
ническим или дополнительным сайтам. Протеолиз 
FLAG-IFNAR1 оценивали с помощью анализа цикло-
гексимида. Мутант IFNAR13KR, лишенный канониче-
ских и дополнительных сайтов, имел более длительный 
период полураспада по сравнению с белком дикого 
типа (рис. 2в). Этот результат согласуется с ранее по-
лученными данными [14]. Промежуточная скорость 
деградации наблюдалась как для мутантов K501R, так 
и K525 / 526R (см. рис. 2в), указывая на то, что убикви-
тинирование канонических и дополнительных сайтов 
способствует эффективной деградации IFNAR1.

Чтобы проверить функциональную активность 
этих мутантов, мы коэкспрессировали их вместе с че-
ловеческим IFNAR2 в фибробласты эмбриона мыши 
и оценили активацию стимулированного интерферо-
ном ответа люциферазы. Экспрессия белков человека 
IFNAR1 не влияла на индукцию люциферазы мыши-
ным IFNβ, который функционирует за счет эндоген-
ного мышиного рецептора IFN1 (рис. 2г, синие по-
лосы). Это свидетельствует о том, что уменьшение 
активации сигнального пути рецепторов IFN не силь-
но нарушается экспрессией этих белков человека. 
В то же время экспрессия дикого типа человеческого 
IFNAR1 задействует трансактивацию люциферазы 
с помощью короткого воздействия импульса с челове-
ческим IFNα; экспрессия мутанта IFNAR13KR значи-
тельно увеличивала чувствительность клеток мыши 
по отношению к человеческому IFN1. IFNAR1-мутан-
ты, дефектные по каноническим или дополнительным 
сайтам, значительно увеличили влияние человеческо-
го IFNα (см. рис. 2г, черные полосы). Эти результаты 
показывают, что убиквитинирование на канонических 
или дополнительных сайтах способствует ослаблению 
клеточных ответов на IFN1, вероятно, посредством 
регулирования IFNAR1 эндоцитоза и деградации.

В соответствии с ранее показанной ролью βTrcp2 
в убиквитинировании эндогенного IFNAR1 [10, 15], 
нокдаун этого белка заметно снизил уровень убикви-
тинирования FLAG-IFNAR1WT (рис. 3а). Кроме того, 
эндоцитоз дикого типа IFNAR1 был также нарушен 
в клетках с РНК-интерференцией против βTrcp2 
(рис. 3б). Важно отметить, что убиквитинирование 
и интернализация мутантов IFNAR1, дефектных по 
K525 / 526 или K501, были также подавлены после нок-
дауна βTrcp2 (см. рис. 3а, б). Этот результат позволяет 
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Рис. 1. Роль Cdc34 и Ubc13 в убиквитинировании IFNAR1 и эндоцитозе:
а – специфическое полиубиквитинирование белков FLAG-IFNAR1 (очищенных от IFNα-стимулированного 293T с помощью иммунопреципитации) 
анализировали с помощью иммуноблоттинга с использованием антител против K63-Ub и K48-Ub, а также антител против FLAG (М2). Уровни 
белков эндогенного Ubc13 или Cdc34 в лизатах цельных клеток (WCL) были измерены с помощью иммуноблоттинга с использованием указанных 
антител. Иммуноблот для β-актина включен в качестве контроля;
б – in vitro реакцию лигирования убиквитина, катализируемую SCFβTrcp E3-убиквитинлигазой (опущено в качестве отрицательного контроля 
в левой полосе) в присутствии Cdc34 или комплекса Ubc13 / UEV1, анализировали с помощью иммуноблоттинга с использованием антител против 
убиквитина Lys63 и Lys48, а также антител против неспецифических цепей убиквитина (Ub). Были также проанализированы уровни βTrcp;
в – влияние нокдауна Cdc34 или Ubc13 на интернализацию эндогенного IFNAR1 в клетках 293Т, обработанных IFNα (6000 ЕД / мл) в течение 
указанного времени, оценивали с помощью анти-IFNAR1 AA3 антител и выражали в процентах от потери иммунореактивности клеточной 
поверхности, рассчитанной из трех независимых экспериментов (каждый в пяти повторениях) в виде среднего значения ± стандартная 
ошибка среднего;
г – кинетику интернализации FLAG-IFNAR1 в клетках 293Т, которые получали контрольный вектор (ЦТЛ, pcDNA3) или вектор для экспрессии 
мутанта Ubc13C87A, обработанного IFNα (6000 ЕД / мл) в течение указанного времени, оценивали с помощью анти-FLAG-антител и выражали 
в процентах от потери иммунореактивности клеточной поверхности, рассчитанной из трех независимых экспериментов (каждый в пяти пов-
торениях) в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего
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предположить, что SCFβTrcp отвечает за убиквитиниро-
вание как канонических, так и дополнительных учас-
тков IFNAR1 и что эффективный эндоцитоз IFNAR1 
зависит от согласованного убиквитинирования этих 
участков, регулируемых той же E3-убиквитинлигазой.

Поскольку наличие мутаций как в канонических, 
так и в дополнительных сайтах незначительно изме-
няло общее убиквитинирование IFNAR1 (см. рис. 3а), 
но заметно влияло на его интернализацию (см. рис. 2б, 
3б), деградацию (см. рис. 2в) и сигнализацию (см. рис. 
2г), нельзя исключить качественное различие в пос-
ледствиях убиквитинирования этих сайтов. В самом 
деле, количественный масс-спектрометрический ана-
лиз связей полиубиквитина показал, что дикий тип 
IFNAR1 связан с цепями как K63-Ub, так и K48-Ub 
[10], однако большее количество K63-Ub-связей было 
найдено на мутанте K525, 526R (65 ± 18 фмоль 
в FLAG-IFNAR1K525, 526R по сравнению с 3 ± 0 фмоль 
в FLAG-IFNAR1K501R (Ch. J. Carbone, S. Y. Fuchs, не-
опубликованные данные). Недавнее создание антител, 
специфичных к топологии убиквитиновых цепей, дало 
возможность подтвердить этот вывод. Исследование 
иммуноблотов, содержащих очищенные иммуносорб-

ционным методом белки IFNAR1 с полиубиквитино-
выми цепь-специфическими антителами, позволило 
обнаружить оба типа цепей на диком типе IFNAR1 
(см. рис. 1а, 3в). Интересно, что мутация канониче-
ского участка (Lys525, 526) снизила уровни K48-Ub, 
в то время как мутант IFNAR1, лишенный дополни-
тельного сайта (Lys501), практически не дал специфи-
ческого сигнала на связывание с K63 (см. рис. 3в). 
Даже учитывая, что некоторое убиквитинирование 
может возникнуть в четырех других остатках Lys в пре-
делах цитоплазматического домена IFNAR1, которые 
находятся за пределами исследуемого кластера, эти 
данные (вместе с рис. 1а) дают возможность предпо-
ложить сценарий, где два разных акцепторных участка 
убиквитина могут быть избирательными для различных 
типов полиубиквитинирования, зависящих от специ-
фического конъюгирующего фермента E2 (рис. 3г).

Далее мы исследовали роль конъюгирования с ка-
ноническими или дополнительными сайтами в регу-
ляции эндоцитоза IFNAR1. Для этого мы использова-
ли усиленную экспрессию мутантов убиквитина (K63R 
или K48R), которая может предотвратить элонгацию 
специфической цепи в клетках. Экспрессия этих спе-

Рис. 2. Роль специфических акцепторных сайтов убиквитина в интернализации и деградации IFNAR1 и IFNAR1-опосредованной сигнальной 
системы IFN:
а – сходства первичных детерминантов сайта мобилизации βTrcp и предполагаемых акцепторных участков убиквитина IFNAR1 и IκBα человека;
б – показатели интернализации FLAG-меченных белков IFNAR1, экспрессированных в клетках 293Т, после обработки IFNα (6000 ЕД / мл) в течение 
указанного времени оценивали с помощью анти-FLAG-антител и выражали в процентах от потери иммунореактивности клеточной поверхности, 
полученных в трех независимых экспериментах (каждый в пяти повторениях) в качестве среднего значения ± стандартная ошибка среднего;
в – оборот белков FLAG-IFNAR1 определяли в клетках 293Т, обработанных IFNα (6000 МЕ / мл) и циклогексимидом (CHX, 20 мкг / мл) в течение 
указанного времени. Процент оставшегося сигнала IFNAR1 (нормализованный относительно сигнала β-актина) по отношению к временной точке 
«0» (принятой за 100 %) изображен ниже;
г – относительная активность люциферазного репортера ISRE в мышиных эмбриональных фибробластах, обработанных человеческим IFNAR2 
(R2) и экспрессирующих человеческий конструкт IFNAR1, представлена в контроле (пунктир), с добавлением мышиного IFNβ (синие линии) 
или человеческого IFNα (черные линии). Нормированные (по активности люциферазы Renilla) значения из трех независимых экспериментов пред-
ставлены в произвольных единицах. Расчетное значение р (< 0,002) было получено по сравнению с WT-рецептором (*) либо с WT, K501R или му-
тантами K525, 526 (**)
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цифических мутантов ослабила скорость интернали-
зации дикого типа рецептора IFNAR1 примерно 
на 50 % [10] и заметно снизила соответствующее 
связь-специфическое убиквитинирование белка IFNAR1 
(рис. 4а). Важно отметить, что экспрессия мутанта 
убиквитина K48R (но не K63R) далее снижала эффек-
тивность интернализации IFNAR1K501R (рис. 4б). И на-
оборот, в клетках 293Т на эндоцитоз IFNAR1K525, 526R 
влияла принудительная экспрессия K63R, но не му-
тант убиквитина K48R (рис. 4в).

Вклад K63-связанных цепей в интернализацию 
IFNAR1 сопоставим с известной ролью этой модифи-
кации в эндоцитозе ряда других рецепторов, например 
TrkA [6]. Большинство этих исследований, в том числе 
наши собственные работы на клетках млекопитаю-
щих, проводились с принудительной экспрессией му-
тантов убиквитина, которые завершают элонгацию 
цепочек специфических связей. Последние иссле-
дования изогенных U2OS-производных, в которых 
обработка тетрациклином дает нокдаун эндогенного 

убиквитина наряду с параллельной экспрессией РНК- 
интерференции нечувствительного рекомбинантно-
го убиквитина (дикого типа или мутанта K63R [22, 
37]), позволили нам дополнительно определить роль 
связь-специфических модификаций K63 в интерна-
лизации IFNAR1. В соответствии с результатами, 
полученными с помощью принудительной экспрес-
сии убиквитина, эндоцитоз дикого типа IFNAR1 
был ингибирован в клетках, экспрессирующих уби-
квитин K63R (рис. 4г). Интересно, что эти клетки 
показали снижение скорости интернализации мутан-
та IFNAR1K525, 526R, но не его копии K501R (см. рис. 4г). 
Эти результаты подтверждают присутствие K63-свя-
занной цепи на акцепторном участке Lys501. Взятые 
вместе с данными убиквитинирования белка, эти ре-
зультаты показывают, что убиквитинирование кано-
нического участка K525 / 526 посредством K48-свя-
занных цепей вместе с убиквитинированием K501 
посредством K63-связанных цепей максимально сти-
мулирует эндоцитоз IFNAR1.

Рис. 3. βTrcp-зависимая сборка цепей K63-Ub, связанных с цепям Lys501 и K48-Ub, конъюгированных в IFNAR1 с Lys525, 526:
а – убиквитинирование белков IFNAR1, меченных FLAG, в клетках 293Т, обработанных в контроле shRNA (shCON) или ShRNA против βTrcp 
(shBTR), а также обработанных или не обработанных IFNα (6000 МЕ / мл, 5 мин), анализировали денатурирующей иммунопреципитацией с по-
мощью антитела М2 с последующим иммуноблоттингом с помощью антитела против убиквитина. Входы для каждого иммунопреципитиро-
ванного образца были нормализованы, чтобы получить сопоставимые уровни IFNAR1. В качестве контроля проанализированы уровни эндогенных 
белков βTrcp и β-актина;
б – показатели интернализации в клетках, обработанных в контроле ShRNA против GFP (shCTL) или βTrcp (shBTR) для указанных белков FLAG-
IFNAR1 проводили, как указано в подписи к рис. 2б;
в – специфическое полиубиквитинирование K48- и K63-белков IFNAR1, меченных FLAG, анализировали, как в панели а. Количество FLAG-мечен-
ного IFNAR1 включено в качестве контроля загрузки;
г – резюме E2s и типов убиквитиновых связей, участвующих в модификации канонических и дополнительных акцепторных участков на IFNAR1
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Для дальнейшей проверки предположения о том, 
что взаимодействие E2s разного типа может опреде-
лять судьбу IFNAR1 через варианты сайт-специфиче-
ского убиквитинирования, мы изучали влияние моду-
ляции E2s на интернализацию IFNAR1. Нокдаун 
Cdc34 замедлял кинетику интернализации эндогенно-
го IFNAR1 (см. рис. 1в) и дикого типа FLAG-IFNAR1, 
экспрессированного в клетках 293Т (рис. 5а). Инте-
ресно, что в клетках, подвергнутых РНК-интерфе-
ренции против Cdc34, замедлялась интернализация 
мутанта FLAG-IFNAR1K501R, но на эндоцитоз белка 
FLAG-IFNAR1K525, 526R это не влияло (см. рис. 5а). Эти 
данные позволяют предположить, что роль K48-Ub 
в стимулировании эффективного эндоцитоза IFNAR1 
облегчается Cdc34-опосредованной конъюгацией уби-
квитина с каноническим акцепторным участком 
(Lys525 / 526).

Учитывая, что Lys501 IFNAR1 убиквитинируется 
K63-Ub, который требует активности Ubc13 (см. рис. 
1а, 3в), мы стремились определить, являлся ли этот E2 
также регулятором эндоцитоза IFNAR1. Нокдаун 
Ubc13 заметно ингибировал скорость интернализации 
дикого типа IFNAR1 или мутанта IFNAR1K525, 526R, 
но не K63-Ub-дефектного мутанта IFNAR1K501R, экс-
прессированного в клетках 293Т (рис. 5б). Кроме того, 
принудительная экспрессия доминантно-негативного 
каталитически неактивного мутанта Ubc13 (C87A) 
также снизила эффективность интернализации кано-
нического сайт-специфического мутанта и IFNAR1WT, 
но не изменила эндоцитоз IFNAR1K501R (рис. 5в). Эти 
результаты показывают, что Ubc13 способствует K63-Ub 
в убиквитинировании дополнительного акцепторного 
участка (Lys501) и играет существенную роль в эффек-
тивности эндоцитоза IFNAR1.

Рис. 4. Несопоставимое действие убиквитиновых мутантов на интернализацию белков IFNAR1 с каноническими или дополнительными акцеп-
торными участками убиквитина:
а – цепь-специфическое полиубиквитинирование дикого типа белков FLAG-IFNAR1, коэкспрессированных с указанными убиквитиновыми конс-
трукциями и очищенных от стимулированного IFNα анализировали, как указано в подписи к рис. 3a;
б – кинетику интернализации FLAG-IFNAR1WT, коэкспрессированного с убиквитином дикого типа (WT, черная линия), сравнивали с кинетикой 
интернализации FLAG-IFNAR1K501R, коэкспрессированного с помощью убиквитина дикого типа (синяя линия), K63R убиквитина (красная линия) 
или K48R убиквитина (пурпурная линия) в клетках 293Т. Анализы проводили, как указано в подписи к рис. 2б;
в – кинетику интернализации FLAG-IFNAR1WT, коэкспрессированного с убиквитином дикого типа (WT, черная линия) сравнивали с кинетикой 
интернализации FLAG-IFNAR1K525, 526R, коэкспрессированного с помощью убиквитина дикого типа (красная линия), K63R убиквитина (пурпурная 
линия), или K48R убикитина (синяя линия) в клетках 293Т. Анализы проводили, как указано в подписи к рис. 2б;
г – кинетика интернализации указанных FLAG-IFNAR1 белков в клетках U2OS, индуцированных для нокдауна эндогенного убиквитина и для ре-
экспрессии убиквитина дикого типа (сплошные линии) либо убиквитина K63R (пунктирные линии) была проанализирована, как на рис. 2б
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Рис. 5. Для достижения максимально эффективной интернализации IFNAR1 требуется комбинированное действие Cdc34-зависимого K48-Ub 
(собранного на Lys525, 526) и Ubc13-зависимого K63-Ub (собранного на Lys501). Анализы проводили, как указано на рис. 2б:
а – кинетика интернализации белков FLAG-IFNAR1, экспрессированных в клетках 293Т, обработанных контрольным RNAi (siCTL) или RNAi 
против Cdc34;
б – кинетика интернализации белков FLAG-IFNAR1, экспрессированных в клетках 293Т, обработанных контрольным RNAi (siCTL) или RNAi 
против Ubc13;
в – действие каталитически неактивного мутанта (C87A) Ubc13 на интернализацию белков FLAG-IFNAR1 в клетках 293Т. Трансфекцию клеток 
пустым вектором pCDNA3 использовали в качестве контроля (CTL);
г – кинетика интернализации белков FLAG-IFNAR1, экспрессированных в клетках U2OS, взятых для нокдауна эндогенного Ubc13 и реэкспрессии, 
либо дикого типа UBC13 или мутанта Ubc13C87A

Далее мы стремились подтвердить эти выводы, 
используя варианты клеточной линии U2OS, которые 
позволяют заменять эндогенный Ubc13 рекомбинан-
тными белками дикого типа или мутанта C87A [22]. 
Интернализация FLAG-IFNAR1WT явно нарушалась 
в клетках, которые экспрессировали каталитически 
активный мутантный белок Ubc13 (рис. 5г). Аналогич-
ный результат наблюдался в случае K48-Ub-зависимо-
го мутанта IFNAR1, лишенного дополнительного сайта 
(Lys501), но не на K63-Ub-зависимом мутанте 
(IFNAR1K525, 526R, см. рис. 5г). В совокупности эти ре-
зультаты показывают, что Ubc13 участвует в сборке 
K63-связанных цепей на Lys501 IFNAR1 и эта система 
взаимодействует с Cdc34-зависимой K48-Ub на Lys525, 
526, способствуя эффективному эндоцитозу IFNAR1.

Ранее было показано, что базальный уровень 
эндо цитоза IFNAR1 в интактных клетках человека 
ингибируется TYK2 [38], который предотвращает вза-
имодействие специфического линейного эндоцитоз-
ного мотива с AP2-системой эндоцитоза механиче-
ским комплексом (рис. 6а, б) [16]. Воздействие на 

клетки IFN1 способствует привлечению комплекса 
βTrcp и последующему убиквитинированию IFNAR1 
[14, 15, 39–41]. В целом предполагается, что вызван-
ное IFN сайт-специфическое (K501, 525, 526) убикви-
тинирование IFNAR1 стимулирует его интернализа-
цию путем раскрытия этого линейного эндоцитозного 
мотива [10] по механизму, который еще предстоит по-
нять.

Далее мы исследовали гипотетические механизмы, 
с помощью которых убиквитинирование IFNAR1 спо-
собствует раскрытию линейного эндоцитозного моти-
ва. Учитывая, что связывание TYK2 с IFNAR1 было 
одинаковым в случае рецептора дикого типа и де-
фектного по убиквитинированию мутанта IFNAR13KR 
(рис. 6в), кажется маловероятным, что убиквитиниро-
вание IFNAR1 диссоциирует TYK2 от его рецептора. 
Кроме того, после обработки клеток IFN на ранних 
стадиях эндоцитоза и направленной миграции в суб-
клеточных фракциях TYK2 остается связанным 
с IFNAR1 [42], несмотря на то что убиквитинирование 
IFNAR1 и интернализация стимулируются IFN [14, 
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Рис. 6. Комбинированное убиквитинирование канонических и дополнительных сайтов в IFNAR1 происходит выше места изменений конформации 
FNAR1, регулируемых консервативным Pro470:
а – консервативность специфического Pro-остатка (P470 в IFNAR1 человека, (красный шрифт), прилегающего к эндоцитозному мотиву (жирный 
шрифт), критического остатка Tyr, который взаимодействует с AP2 (подчеркнуто) на IFNAR1 указанных видов;
б – гипотетическая модель, которая предполагает роль пролин-опосредованного изгиба цепи IFNAR1, обусловленного связыванием с TYK2, в маски-
ровке эндоцитозного мотива (красная точка) от эндоцитозного системного комплекса АР2. Убиквитинирование IFNAR1 предполагает вытеснение 
TYK2 или изменение взаимного пространственного расположения эндоцитозного мотива, цитоплазматической мембраны и АР2;
в – указанные белки IFNAR1-FLAG (маркер на СООН-конце) с HA-меченным TYK2 или без него были коэкспрессированы в клетках 293Т. После 
обработки IFN (6000 ЕД / мл в течение 10 мин) клетки снимали, лизировали и белки подвергали иммунопреципитации с анти-FLAG-антите-
лом. После предварительного иммуноблоттинга с анти-FLAG-антителом (не показано) различное количество реакционной смеси наносили 
на другой гель, чтобы получить сопоставимый уровень FLAG-меченных белков IFNAR1 в каждой полосе. Эти реакции анализировали с помощью 
иммунопреципитации-иммуноблоттинга с использованием указанных антител. Показано также содержание HA-TYK2 в лизатах цельных 
клеток (WCL);
г – скорость интернализации FLAG-IFNAR1, экспрессированного в клетках 293Т, была проанализирована, как описано на рис. 2б, как в отсутс-
твие добавленного IFNα, замещенного аналогичными объемами PBS;
д – скорость интернализации FLAG-IFNAR1, экспрессированного в клетках 293Т, была проанализирована, как описано на рис. 2б

15, 39]. Таким образом, мы рассмотрели альтернатив-
ную модель, где убиквитинирование IFNAR1 может 
изменять конформацию его внутриклеточного домена 
или его пространственное расположение по отноше-
нию к TYK2 и плазменной мембране. Высококонсер-
вативный остаток пролина, расположенный дисталь-
но по отношению к эндоцитозному мотиву (например, 
Pro470 в человеческом IFNAR1, см. рис. 6а), может 
генерировать полипептидную цепочку, которая за-
держивает активацию эндоцитозного мотива (см. рис. 
6б). Замена Pro470 на Gly, повышающий гибкость цепи, 
дает белок IFNAR1P470G, который эффективно взаимо-
действовал с TYK2 (см. рис. 6в), проявляя при этом 
очень высокий уровень эндоцитоза даже без обработки 
IFN (рис. 6г). Поразительно, что мутация этого остат-

ка пролина в убиквитин-дефицитном IFNAR13KR 
в значительной степени восстановила способность это-
го мутанта к эф фективной интернализации (рис. 6д). 
Эти результаты показывают, что убиквитинирование 
IFNAR1, предшествующее пространственным изме-
нениям внутриклеточного домена IFNAR1, определя-
ет эффективность эндоцитоза.

Обсуждение
Представленные данные показывают, что макси-

мальная скорость эндоцитоза IFNAR1 является сов-
местной функцией K48-Ub, связанного с акцепторны-
ми сайтами убиквитина Lys525, 526, и K63-Ub, 
конъюгированного с сайтом Lys501 (см. рис. 2–5). Хо-
тя SCFβTrcp контролирует конъюгацию убиквитина со 
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всем кластером Lys, важным для эндоцитоза IFNAR1 
(см. рис. 3), эти события зависят от альтернативной 
работы ферментов Cdc34 и Ubc13 E2, стимулирующих 
тополого-специфическую интернализацию цепочки 
убиквитина (см. рис. 5).

Cdc34-зависимая конъюгация K48-Ub с сайтами 
Lys525, 526 сопоставима с ранее опубликованными 
результатами на материале протеасомальных субстра-
тов bTrcp [36]. Лизины 525 и 526 расположены на сай-
тах 9–10 IFNAR1 вблизи от сайта связывания bTrcp 
(например, дегрон 

534
DSGNYS

539
). В этом смысле они 

представляют собой канонические акцепторные участки 
для убиквитинирования, опосредованного SCFβTrcp, 
аналогично Lys21 / 22 на IκBα (см. рис. 2а) [14]. Пре-
имущество такого расположения акцепторных участ-
ков убиквитина действительно сообщалось для bTrcp 
протеасомального субстрата β-катенина [43], и введе-
ние удвоенного остатка лизина на таком же расстоя-
нии от сайта связывания bTrcp преобразовало ла-
тентный мембранный белок 1 вируса Эпштейна–Барр 
из псевдосубстрата в подлинный субстрат bTrcp [44]. 
Представленные здесь результаты соответствуют дан-
ным литературы о сходстве в расположении акцептор-
ного участка протеасомальных субстратов SCFβTrcp 
и Lys525 / 526. Эти данные позволяют предположить, 
что многосторонние взаимодействия между SCFβTrcp, 
Cdc34 как E2 и Lys21 / 22 в случае IκBα [27] или Lys525, 
526 в случае IFNAR1 (в этом исследовании) в качестве 
субстратов может быть благоприятным для элонгации 
полиубиквитиновой цепи K48-связанной топологии.

Однако в отличие от IκBα, который является ци-
тозольным белком и чьи основные акцепторные учас-
тки убиквитина Lys21 / 22 расположены в гибкой N-кон-
цевой области [45], выбор участков конъюгации для 
IFNAR1 может быть зависим от пространственных 
ограничений, введенных фиксацией трансмембранно-
го домена плазматической мембраны. Соответствен-
но, SCFβTrcp может иметь узкий спектр выбора субстра-
та среди остатков лизина IFNAR1 или среди цепей, 
преимущественно построенных на этих остатках. 
И наоборот, другой тип цепи, такой как K63-Ub, мо-
жет быть построен этой E3-лигазой на акцепторе 
Lys501 с использованием альтернативы Cdc34 E2, на-
пример Ubc13. Эта возможность соответствует зави-
симости максимальной скорости эндоцитоза мутанта 
IFNAR1K525, 526R от наличия K63 на убиквитине и ката-
литической активности Ubc13 (см. рис. 4, 5). Наши 
результаты впервые продемонстрировали, что SCFβTrcp 
может напрямую использовать комплекс Ubc13 / UEV1 
в качестве E2-фермента, чтобы катализировать элон-
гацию K63-связанной цепи in vitro (см. рис. 1б). Соот-
ветственно, подобный механизм, который может ра-
ботать и in vivo, мог бы послужить в качестве самого 
простого объяснения для βTrcp / Ubc13 / K63 цепь-за-
висимого эндоцитоза IFNAR1. Тем не менее остается 
вероятность, что необходимость и βTrcp, и Ubc13 
для K63-связанного убиквитинирования IFNAR1 

по Lys501 отражает непрямое регулирование, которое 
может включать в себя дополнительные E2s / E3s.

Возможные значения для других ферментов E2, 
таких как разнородные члены семейства UbcH5, по-
казали способность убиквитинирования IFNAR1 in 
vitro [10], а также продемонстрировали роль в моно-
убиквитинировании субстратов с последующей элон-
гацией K48- свя занной цепи (посредством Cdc34 [27]) 
или K63-свя занной цепи (посредством Ubc13 [46]), 
которые еще предстоит уточнить. Хотя мы не наблю-
дали последовательного изменения скорости IFNAR1- 
эндоцитоза в клетках, которые получили реагенты 
против членов семейства UbcH5 (Ch. J. Carbone, S. Y. Fuchs, 
неопубликованные данные), роль этих видов E2 не 
может быть однозначно исключена.

Предстоит выяснить, как эти два типа полиуби-
квитиновых цепей, построенные на двух разных ли-
зинах акцепторного субстрата с помощью двух раз-
личных ферментов E2 могут взаимодействовать для 
раскрытия линейного эндоцитозного мотива и для 
увеличения скорости интернализации IFNAR1. С од-
ной стороны, есть основания полагать, что степень 
интернационализации просто пропорциональна об-
щему уровню убиквитина на кластере Lys501 / 525 / 526 
IFNAR1, и оба акцепторных участка вносят свой 
вклад, формируя те цепи, которые могут быть эффек-
тивно созданы на данном остатке лизина субстрата 
в рамках возможной субстрат-лигазы E2. С другой 
стороны, мы не можем исключить, что эти различные 
типы цепей могут играть разную роль в мобилизации 
или перегруппировке белков, взаимодействующих 
с рецептором, и что эти две функции взаимно допол-
няют друг друга в механизме стимуляции эндоцитоза 
IFNAR1.

Примечательно, что придание пластичности внут-
риклеточному домену IFNAR1 посредством замены 
высококонсервативного Pro470 на глицин создает ре-
цептор с очень высокой скоростью эндоцитоза даже 
при отсутствии стимуляции IFN1. Кроме того, вве-
дение замещения P470G значительно восстановило 
интернализацию IFNAR13KR с дефектом убиквити-
нирования (см. рис. 6). Этот результат позволяет 
предположить, что убиквитинирование IFNAR1 сти-
мулирует его интернализацию, скорее всего через 
изменение конформации / пространственного распо-
ложения IFNAR1-внутриклеточного домена. В рам-
ках этой модели вполне вероятно, что наличие двух 
типов полиубиквитиновых цепей на IFNAR1 может 
дополнительно стимулировать принятие конформа-
ции, при которой возможен эндоцитоз. Учитывая, 
что цепочки K63-Ub и K48-Ub имеют очень различ-
ные конформации [47], взаимодействия между эндо-
цитозным мотивом и эндоцитозным механизмом 
могут быть усилены и / или стабилизированы при-
сутствием обоих типов цепей. Дальнейшие структур-
ные исследования дадут возможность непосредствен-
но исследовать этот механизм.
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Амниокар – пролиферативная среда  
для мезенхимальных клеток

В. В. Честков, В. Ю. Табаков, Ю. В. Щепкина
ФГБУ «Медико-генетический научный центр» РАМН, Россия, 115478, Москва, ул. Москворечье, 1; 

ООО НПП «ПанЭко», Россия, 115522, Москва, а / я 119

Контакты: Валерий Викторович Честков chestkov@med-gen.ru

Задачи. Разработать питательную среду Амниокар, содержащую эмбриональную телячью сыворотку (ЭТС) и коктейль факто-
ров роста, для накопления биомассы фибробластов человека. Исследовать пролиферативную активность данной среды на куль-
турах клеток мезенхимального происхождения HUVEC и мезенхимальных стромальных клетках, а также на культуре клеток 
амниотической жидкости человека.
Материалы и методы. Определение скорости накопления клеточной массы и морфологии клеток при культивировании клеток 
разного гистогенеза в среде Амниокар и питательной среде, содержащей 10 % ЭТС.
Результаты. Показано, что среда Амниокар превосходила стандартную среду DMEM с 10 % ЭТС в 2–5 раз при культивировании 
фибробластов кожи, HUVEC и мезенхимальных стволовых клеток. Среда Амниокар увеличивала количество клеток эндотелия, 
вступающих в митоз, и поддерживала культуру клеток HUVEC при длительном пассировании in vitro. Клональное культивиро-
вание клеток амниотической жидкости человека в среде Амниокар обеспечивало развитие колоний как фибробластоподобного, 
так и эпителиального типа.
Выводы. Пролиферативная среда Амниокар эффективна для накопления биомассы различных клеток мезенхимального происхож-
дения и может использоваться в диагностических целях в медицинской генетике, онкологии и др.

Ключевые слова: питательная среда, эмбриональная телячья сыворотка, пролиферация, фибробласты, мезенхимальные стро-
мальные клетки, амниотическая жидкость, амниокар, amniomax, HUVEC, in vitro

Amniocar as a proliferative medium for mesenchymal cells

V.V. Chestkov, V.Yu. Tabakov, Yu.V. Shchepkina

Medical and Genetic Reseach Center, Russian Academy of Medical Sciences, Russia, 115478, Moscow, Zamoskvorechiye St., 1;  
NPP "PanEco" LLC, Russa, 115522, Moscow, p/o box 119

Objectives. To develop the Amniocar nutrient medium that contains fetal calf serum (FCS) and growth factors cocktail for mass cultivation 
of human fibroblasts. To study proliferative activity of the medium on cultures of HUVEC cells of mesenchymal origin and mesenchymal 
stromal cells, as well as on cell culture of human amniotic fluid.
Materials and methods. Determination of the rate of accumulation of the cellular mass and cell morphology in the course of cultivation 
of cells of various histogenesis in the Amniocar medium and nutrient medium that contains 10 % of FCS. 
Results. It has been demonstrated that the Amniocar medium is prevalent as compared to the standard DMEM medium with 10 % of FCS by 
2 to 5 times for cultivation of skin fibroblasts, HUVEC, and mesenchymal stem cells. The Amniocar medium increased the quantity of endo-
thelial cells that enter mitosis and maintained the culture of HUVEC cells with prolonged passaging in vitro. Clonal cultivation of human 
amniotic fluid cells in the Amniocar medium secured development of colonies of both fibroblast and epithelial type.
Conclusions. Proliferative Amniocar medium is efficient for mass cultivation of various cells of mesenchymal origin and can be used for diag-
nostic purposes in medical genetics, oncology, etc.

Key words: nutrient medium, fetal calf serum, proliferation, fibroblasts, mesenchymal stromal cells, amniotic fluid, Amniocar, amniomax, 
HUVEC, in vitro

Введение
Расширение использования метода культуры тка-

ни в различных областях диагностической медицины 
определяется не только нарастающей потребностью 
в диагностике заболеваний на молекулярно-генети-
ческом и клеточном уровне, но также и разработками 
в области заместительной клеточной и тканевой тера-
пии [1]. Поставленная задача требует культивирования 
клеточных элементов самых разных тканей организма, 
нуждающихся в определенных гуморальных регуля-
торных факторах микроокружения. Это предполагает, 

что культивирование различных клеток организма тре-
бует специальных условий для каждого типа клеток [2].

Метод культивирования клеток человека основан 
на использовании классических питательных сред 
с известным химическим составом и универсальной 
добавкой – сывороткой крупного рогатого скота, чаще 
всего это эмбриональная телячья сыворотка (ЭТС) [3]. 
Этот подход позволяет создавать вариации питатель-
ной среды по составу минеральных солей, аминокислот 
и витаминов, но ограничен в изменении содержания 
факторов роста клеток. Их пропорция и содержание 
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определяются добавляемой в питательную среду ЭТС, 
разведение которой в 10 и более раз в составе среды 
делает концентрацию сывороточных компонентов за-
ведомо ниже физиологической. Такой метод культи-
вирования удобен благодаря его универсальности в от-
ношении большинства клеточных линий и первичных 
клеточных культур, но оставляет широкое окно воз-
можностей по оптимизации состава питательных сред 
для конкретных типов клеток [4].

Среди различных типов клеток, используемых 
для диагностики в современной медицине, фибро-
бласты являются одним из наиболее востребованных 
[5]. Поэтому была предпринята попытка разработки 
питательной среды, эффективной для быстрого и мас-
сового культивирования этих клеток [6]. Поскольку 
разработанная среда оказалась востребованной, в пер-
вую очередь, при цитогенетической диагностике с ис-
пользованием клеток амниотической жидкости, она 
получила название Амниокар [7]. В статье приводят-
ся данные в пользу того, что эта питательная среда 
поддерживает высокий уровень пролиферации и дру-
гих клеток организма и, следовательно, может быть 
использована для решения более широкого круга за-
дач.

Материалы и методы
В работе использовался клеточный материал от 

пациентов и доноров, оставшийся невостребованным 
при проведении цитогенетической диагностики в МГНЦ 
РАМН. Культивирование клеток проводилось в атмо-
сфере с 5 % СО

2
.

Использованные в работе реактивы для культиви-
рования клеток произведены НПП «ПанЭко». Среда 
Амниокар содержит питательную среду DMEM с мо-
дификациями, 10 % ЭТС, факторы роста клеток в оп-
тимальной концентрации для каждой партии ЭТС, 
гормоны и др.

Оценка пролиферативных свойств среды Амнио-
кар проводилась по результатам культивирования 
фибробластов кожи взрослого человека HSF-W58 на 
17–19-м пассаже. В качестве контроля использовали 
питательную среду DMEM с 10 % ЭТС. Другим конт-
ролем являлась коммерчески доступная среда Amnio-
max-С100 (Invitrogen, Life Technologies, США).

Результаты
Результаты количественной оценки пролифера-

тивных свойств фибробластов в испытуемых средах 
представлены в табл. 1. Показано, что по эффектив-
ности культивирования фибробластов разработанная 
среда Амниокар многократно превосходит среду DMEM 
с 10 % ЭТС (стандартные условия культивирования) 
и не уступает среде Amniomax. Морфология фибро-
бластов в среде Амниокар не отличается от их морфо-
логии в контрольной среде (рисунок). Необходимо 
отметить дополнительное преимущество среды Амни-
окар – она может храниться при –20 °С более 1 года.

Таблица 1. Относительный показатель роста и время удвоения куль-
туры фибробластов в различных средах

Среда
Относительный 

показатель роста
Время  

удвоения, ч

Контроль (DMEM + 10 % ЭТС) 1 42

Amniomax-C100 (Invitrogen) [7] 3,0 27,2

Amniomax-II (Invitrogen) [7] 3,6 25,5

Амниокар (НПП «ПанЭко») [6] 6,4 21,8

Цитоморфология фибробластов кожи взрослого человека штамма 
HSF-W58 в различных условиях культивирования: а – в ростовой среде 
DMEM + 10 % ЭТС; б – в пролиферативной среде Амниокар. Фазовый 
контраст (× 150)

а

б
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Перспективной моделью для исследования про-
цессов ангиогенеза, патогенеза и лечения заболеваний 
сердца и сосудов являются псевдолинии диплоидных 
клеток эндотелия пупочной вены человека HUVEC [8, 
9]. Вместе с тем отмечено, что рост этих клеток в куль-
туре in vitro замедлен и сильно ограничен в пассажах 
при использовании классических сред [10]. Эти клет-
ки, так же как и фибробласты, имеют мезенхимальное 
происхождение, что позволило оценить эффектив-
ность их культивирования в разработанной среде при 
длительном пассировании in vitro. Показано, что про-
лиферативная среда Амниокар стимулирует пролифе-
рацию клеток эндотелия и препятствует их переходу 
в состояние терминальной дифференцировки. При 
этом количество удвоений клеток в культуре возрас-
тает с 3–4 до 15–20 (табл. 2).

Таблица 2. Сравнительная характеристика роста культуры клеток 
HUVEC в классической (DMEM / F12) и пролиферативной (Амниокар) 
средах

Среда
Максимальное 
число пассажей 

в культуре

Время  
удвоения  

в пассажах, ч

Контроль (DMEM / F12 + 10 % ЭТС) 4 52

Амниокар (НПП «ПанЭко») [6] 20 20,3–38,6

В нашей лаборатории получены данные о том, что 
среда Амниокар может быть эффективна при культи-
вировании мезенхимальных стромальных клеток, вы-
деленных из жировой ткани.

Питательная среда Амниокар нашла применение 
в медицинской генетике для культивирования клеток 
амниотической жидкости. В табл. 3 приведены данные 
1115 независимых сравнительных исследований исполь-
зования данной среды для цитогенетической диагнос-
тики в сопоставлении с результатами культивирования 
в среде Amniomax-C100 [11]. Клетки амниотической 
жидкости культивировали 8–12 сут, затем оценивали 
количество образовавшихся колоний и митотический 
индекс клеточной культуры. Необходимо отметить, 
что морфология клеток и колоний указывала на эф-
фективный клональный рост как фибробластоподоб-
ных, так и эпителиальных клеток.

Обсуждение
Основной тенденцией в развитии современных 

питательных сред для клеток человека и животных яв-
ляется разработка бессывороточных сред. Однако для 
культивирования первичных клеточных культур их эф-
фективность недостаточна, и стандартные методы 
культивирования с использованием классических пи-
тательных сред и сывороток животного происхожде-
ния остаются широко используемыми в диагностической 
работе. Для этих целей разрабатываются питательные 
среды, содержащие сыворотку животных и коктейль 
факторов роста, стимулирующий пролиферацию ин-

тересующих клеток. Такие среды можно обозначить 
как пролиферативные.

В данной работе представлены результаты разработки 
пролиферативной питательной среды Амниокар, опти-
мизированной для культивирования фибробластов и дру-
гих клеток мезенхимального происхождения. По скольку 
каждая партия ЭТС обладает своим пролиферативным 
потенциалом, оптимальная концентрация факторов рос-
та должна подбираться с учетом качества используемой 
ЭТС. НПП «ПанЭко» уже в течение нескольких лет про-
изводит питательную среду Амниокар, не уступающую 
по ростовым свойствам мировым аналогам.

Вопрос об адекватности таких пролиферативных 
сред условиям, существующим вокруг клетки in vivo, 
еще долго не будет иметь однозначного ответа. Состав 
факторов роста в тканевой жидкости, окружающей 
клетку, в определенной степени динамичен и отлича-
ется от состава сыворотки крови. Кроме того, исполь-
зование 10 % ЭТС заведомо обрекает культивируемые 
клетки на дефицит большинства сывороточных фак-
торов роста клеток. С другой стороны, содержание 
факторов роста в пролиферативных средах существен-
но выше их концентрации в сыворотке животных. 
Поскольку в коктейль входит, как правило, лишь не-
сколько факторов роста, возможен дисбаланс их со-
держания в питательной среде, что потенциально мо-
жет менять направление дифференцировки клеток.

При условиях культивирования клеток, далеких 
от физиологических, чаще нарушается прохождение 
клетками нормального клеточного цикла и в культуре 
клеток наблюдается повышенная частота хромосом-
ных аберраций [12–14]. Такие последствия крайне не-
желательны для разрабатываемых пролиферативных сред, 
поскольку они используются, в том числе, и для цито-
генетической диагностики. Необходимо отметить, что 
Амниокар уже несколько лет применяется в цитогене-
тической диагностике, и подобного рода проблем при 
его использовании не выявлено. По-видимому, это 
единственный, но достаточно надежный интеграль-
ный показатель соответствия разработанной среды 
физиологическим потребностям клеток.

Заключение
Разработанная пролиферативная среда Амниокар 

может эффективно применяться для культивирования 
клеток амниотической жидкости, а также для быстро-
го накопления биомассы клеток мезенхимального 
происхождения при культивировании in vitro.

Таблица 3. Сравнительная характеристика пролиферативных сред 
для культивирования клеток амниотической жидкости

Среда
Среднее число 

колоний  
на флакон 25 см2

Митотичес-
кий индекс,  % 

(на 5000 клеток) 

Amniomax-C100 (Invitrogen) 9,9 ± 4,5 4,35 ± 0,65

Амниокар (НПП «ПанЭко») 8,5 ± 3,6 3,94 ± 1,2
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