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Значение макрофагов, ассоциированных 
с опухолью, в развитии рака мочевого пузыря

В. Н. Павлов, М. Ф. Урманцев, Ю. А. Корелов, М. Р. Бакеев

ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, Республика 
Башкортостан, 450008 Уфа, ул. Ленина, 3

К о н т а к т ы : валентин Николаевич павлов pavlov@bashgmu.ru

Рак мочевого пузыря занимает 2-е место в структуре онкоурологических заболеваний во всем мире. выделяют 
мышечно-инвазивную и немышечно-инвазивную формы опухоли. в последнее время большое внимание уделяется 
изучению микроокружения опухоли (мО) при злокачественных новообразованиях мочевого пузыря. Согласно име-
ющимся на сегодняшний день данным, мО представляет собой специфическую среду, создающую оптимальные 
условия для канцерогенеза в неопластическом очаге. Основными частями мО являются внеклеточный матрикс 
и строма, которая включает сосуды, стромальные и иммунные клетки. помимо данных структур в состав мО входят 
цитокины, хемокины и другие соединения, способные обеспечивать активацию необходимых для опухолевых клеток 
сигнальных путей. макрофаги, ассоциированные с опухолью (мАО), – активно изучаемые представители мО при со-
лидных злокачественных новообразованиях различных локализаций. эти макрофаги подразделяют на 2 фенотипа: 
M1 (провоспалительные и противоопухолевые) и M2 (противовоспалительные и проопухолевые). Роль каждого 
фенотипа различна, при этом макрофаги M2 участвуют в регуляции важнейших процессов онкогенеза (инвазии, 
пролиферации, неоангиогенезе и т. д.). в аспекте изучения рака мочевого пузыря наибольшую значимость имеют 
макрофаги M2, которые являются самыми многочисленными представителями мАО в составе мО.
Цель исследования – изучение роли макрофагов, ассоциированных с опухолью, в развитии злокачественных 
опухолей мочевого пузыря, а также их прогностической ценности.

Ключевые слова: макрофаги, ассоциированные с опухолью, мышечно-инвазивный рак мочевого пузыря, немышеч-
но-инвазивный рак мочевого пузыря, микроокружение опухоли, канцерогенез

Для цитирования: павлов в. Н., Урманцев м. ф., корелов Ю. А., Бакеев м. Р. Значение макрофагов, ассоциированных 
с опухолью, в развитии рака мочевого пузыря. Успехи молекулярной онкологии 2022;9(3):8–14. DOI: 10.17650 / 2313-
805X-2022-9-3-8-14

Significance of tumor-associated macrophages in bladder cancer development

V. N. Pavlov, M. F. Urmantsev, Yu. A. Korelov, M. R. Bakeev

Bashkir State Medical University, Ministry of Health of Russia; 3 Lenin St., Ufa 450008, Republic of Bashkortostan, Russia

C o n t a c t s : Valentin Nikolaevich Pavlov pavlov@bashgmu.ru

Bladder cancer is the 2nd most common urological oncological disease in the worlds. Tumors can be muscle invasive and 
non-muscle invasive. Recently, tumor microenvironment (TME) became a focus of investigation in malignant tumors 
of the bladder. According to the currently available data, TME is a specific environment crating optimal conditions for 
carcinogenesis in the neoplastic lesion. The main parts of TME are extracellular matrix and stroma including vasculature, 
stromal, and immune cells. Additionally, TME includes cytokines, chemokines, and other compounds activating signal 
pathways necessary for tumor cells. Tumor-associated macrophages (TAMs) are being extensively studied as represent-
atives of TME in solid tumors of varying locations. These macrophages can be classified into 2 phenotypes: M1 (pro-in-
flammatory and antitumor) and M2 (anti-inflammatory and protumor). The phenotypes perform different roles, and M2 
macrophages regulate the most important processes of oncogenesis (invasion, proliferation, neoangiogenesis, etc.). 
In the context of bladder cancer, M2 macrophages are the most significant as they are the most numerous TAMs in TME.
Aim. To study the role of tumor-associated macrophages in development of bladder tumors, as well as prognostic value 
of these macrophages.

Keywords: tumor associated macrophages, muscle-invasive bladder cancer, non- muscle-invasive bladder cancer, tumor 
microenvironment, cancerogenesis
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ВВЕдЕНИЕ
Рак мочевого пузыря (РМП) является одной из са-

мых распространенных форм злокачественных ново-
образований мочевыделительной системы и занимает 
2-е место в структуре онкоурологических заболеваний 
во всем мире. Ежегодно диагностируются более 400 тыс. 
новых случаев этой патологии [1]. Морфологически 
большинство опухолей представлены переходно-кле-
точным (уротелиальным) раком, но также встречают-
ся плоскоклеточные формы и аденокарциномы. 
С клинической точки зрения удобнее выделять 2 фор-
мы РМП: немышечно-инвазивный (НМИРМП) и мы-
шечно-инвазивный (МИРМП). Немышечно-инвазивный 
РМП соответствует стадиям Ta, Tis, T1 и диагностиру-
ется примерно в 80 % случаев этого заболевания. При 
злокачественных новообразованиях данной формы 
эффективно как медикаментозное, так и оперативное 
лечение, в результате которого увеличивается период 
ремиссии и улучшаются показатели выживаемости. 
В 20 % случаев выявляется МИРМП, который соот-
ветствует стадиям T2–4 и тяжелее поддается консер-
вативной терапии [2]. Для МИРМП характерна высо-
кая агрессивность, проявляющаяся ускоренной 
опухолевой инвазией и быстрым развитием метастазов 
[3–5]. Наиболее адекватным методом лечения этой 
патологии служит радикальная цистэктомия с после-
дующей адъювантной терапией.

В канцерогенезе солидного новообразования 
любой локализации большое значение имеет микро-
окружение опухоли (МО), которое представлено свое-
образной клеточно-стромальной ассоциацией, обес-
печивающей развитие неоплазии. Как правило, 
микроокружение включает в себя питающие опухоль 
сосуды, иммунные, стромальные, про- и противовос-
палительные клетки, а также клетки миелоидного ряда 
и др. Помимо цитологических популяций МО состоит 
из внеклеточного матрикса, обеспечивающего доста-
точный уровень жизнеобеспечения злокачественных 
клеток. Немалую роль в канцерогенезе играют сиг-
нальные молекулы и факторы роста, выступающие 
в качестве лигандов, запускающих процессы опухоле-
вой трансформации, адгезии, инвазии и др. [6].

Микроокружение РМП состоит преимущественно 
из опухолевых клеток, стромы и инфильтрирующих 
иммунных клеток. Иммунные клетки в МО могут 
 оказывать как опухоль-супрессивное, так и опухоль-
стимулирующее действие. CD8+-Т- и NK-клетки опо-
средуют противоопухолевые функции, тогда как ассо-
циированные с опухолью макрофаги и регуляторные 
Т-клетки, наоборот, обладают проопухолевой актив-
ностью [7, 8]. Различия клинического течения и отве-
та на лечение при НМИРМП и МИРМП обусловлены 

уровнем агрессивности каждой опухоли. За последнее 
время получено достаточное количество данных, по-
казывающих значительное влияние МО и опухолеас-
социированных клеток на развитие этих форм РМП 
[9–11]. Изучение закономерностей канцерогенеза 
позволит улучшить диагностику НМИРМП и МИРМП 
и разработать эффективные методы лечения этих за-
болеваний.

Цель исследования – изучение роли макрофагов, 
ассоциированных с опухолью, в развитии злокачест-
венных опухолей мочевого пузыря, а также их прогно-
стической ценности.

ОПУХОЛЕаССОцИИРОВаННыЕ 
МаКРОфагИ: ОПРЕдЕЛЕНИЕ, эТИОЛОгИЯ, 
КЛаССИфИКацИЯ, фУНКцИИ
Макрофаги являются огромной клеточной попу-

ляцией, рассеянной по всему организму и участву-
ющей в различных патологических процессах. Основ-
ные функции макрофагов – фагоцитоз и элиминация 
чужеродных агентов, погибших клеток и т. д. [12, 13]. 
После получения провоспалительных сигналов от опу-
холевых клеток макрофаги дифференцируются в опу-
холеассоциированные. Согласно последним данным, 
макрофаги, ассоциированные с опухолью (МАО), про-
исходят из моноцитов красного костного мозга [14]. 
Однако в глиомах и раке поджелудочной железы МАО 
могут происходить из эмбриональных макрофагов, 
особенно из макрофагов, депонированных в желточ-
ном мешке [15]. Эти макрофаги могут достигать 
до 50 % всех клеток МО и принимают значительное 
участие в процессах канцерогенеза [16]. Все МАО 
условно подразделяют на 2 фенотипа – M1 и M2, 
что отражает способ их активации [17]. Макрофаги M1 
обладают провоспалительным фенотипом, а M2 – 
противовоспалительным. Также внутри популяции 
макрофаги M2 дифференцируются на подтипы: M2a, 
M2b, M2c и M2d [18].

Макрофаги M1 являются классически активиро-
ванными макрофагами, которые приобретают свои 
свойства благодаря интерферону гамма (ИНФ-γ) [19], 
иммуностимулирующим цитокинам интерлейкину 12 
(ИЛ-12) и интерлейкину 23 (ИЛ-23), а также другим 
провоспалительным цитокинам [15]. Макрофаги M1 
обладают бактерицидной активностью и участвуют 
в элиминации микроорганизмов. В МО данные клет-
ки отвечают за индукцию Th1 иммунного ответа, ко-
торый может обеспечивать их противоопухолевую 
активность [20]. Клетки фенотипа М2 относятся к аль-
тернативно активированным макрофагам и индуци-
руются за счет влияния интерлейкина 4 (ИЛ-4) и ин-
терлейкина 13 (ИЛ-13). Макрофаги M2 способствуют 

For citation: Pavlov V. N., Urmantsev M. F., Korelov Yu. A., Bakeev M. R. Significance of tumor-associated macrophages  
in bladder cancer development. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2022;9(3):8–14. 
(In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2022-9-3-8-14
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элиминации чужеродных и токсических агентов, се-
кретируют антагонисты рецепторов интерлейкина 1 
(ИЛ-1) и различные хемокины. Данные клетки актив-
но участвуют в экспрессии аргиназы, рецепторов ман-
нозы и SR-рецепторов (скавенджер-рецепторов). Ма-
крофаги М2 в основном индуцируют Th2 иммунный 
ответ, обладают низкой антигенпрезентирующей спо-
собностью [21], участвуют в процессе роста клеток, 
ангиогенезе, иммуносупрессии и репарации тканей 
[22]. Благодаря всем вышеперечисленным функциям 
макрофаги M2 могут способствовать развитию злока-
чественных новообразований.

Макрофаги, ассоциированные с опухолью, могут 
снижать активность T-лимфоцитов с помощью секре-
ции иммуносупрессивных цитокинов и медиаторов 
воспаления, таких как интерлейкин 10 (ИЛ-10), транс-
формирующий фактор роста β (transforming growth 
factor β, TGF-β), простагландин E

2
 и матричная метал-

лопротеиназа 7 (MMP-7). В связи с этим Т-лимфоциты 
теряют способность идентифицировать и уничтожать 
опухолевые клетки, которые участвуют в уклонении 
от иммунного ответа [23]. Трансформирующий фактор 
роста β и ИЛ-10 также вносят значительный вклад 
в создание иммуносупрессивной среды опухоли [24].

В большинстве опухолей МАО преимущественно 
представлены макрофагами M2, которые относятся 
к подтипу M2d [15]. В процессе роста и развития зло-
качественного новообразования находящиеся в стро-
ме макрофаги М1 способствуют Th1-зависимой им-
мунной реакции и вызывают торможение развития 
опухолевых клеток. В случае прогрессирования опу-
холи МАО фенотипа M1 трансформируются в МАО 
фенотипа М2 (ИЛ-12

низкий
,

 
ИЛ-10

высокий
)

 
[25]. Такие 

изменения способствуют инвазии, ангиогенезу и метаста-
зированию злокачественного новообразования [21].

На всех этапах развития опухоли требуются пита-
тельные вещества и кислород, которые доставляются 
к опухолевым клеткам по кровеносным сосудам. Так-
же с помощью сосудов осуществляется метастазиро-
вание, что имеет большое значение для прогрессиро-
вания новообразования [26]. Для обеспечения всех 
потребностей опухоли МО ремоделирует сосудистую 
сеть и активирует неоангиогенез. Макрофаги, ассоци-
ированные с опухолью, участвуют в регуляции данных 
процессов с помощью секреции факторов роста эндо-
телия сосудов (vascular endothelial growth factors, VEGF), 
роста фибробластов (fibroblast growth factor, FGF), роста 
тромбоцитов (platelet-derived growth factor, PDGF), ро-
ста гепатоцитов (hepatocyte growth factor, HGF) и роста 
плаценты (placenta growth factor, PLGF) [27].

ОПУХОЛЕаССОцИИРОВаННыЕ МаКРОфагИ 
И РаК МОчЕВОгО ПУзыРЯ
Микроокружение опухоли при РМП, как и при 

других неоплазиях, имеет большое значение для роста 
злокачественного образования и развития патологи-
ческого процесса. В последние десятилетия проведено 

много клинических исследований, направленных на 
изучение МО при РМП, что связано с ежегодным ро-
стом заболеваемости опухолями мочевыделительной 
системы. Согласно последним данным, в ядре и стро-
ме НМИРМП и МИРМП присутствуют МАО, боль-
шинство из которых представлены макрофагами M2 
[28–30]. Макрофаги M1 в МО при РМП встречаются 
редко. Так, согласно результатам исследования S. Qiu 
и соавт., в полученных из РМП МАО выявлены высо-
кие уровни экспрессии CD206, Arg-1, ИЛ-10 и TGF-β. 
Представленные соединения характерны для макро-
фагов M2 [31]. Макрофаги, ассоциированные с опу-
холью, при РМП идентифицируют по экспрессии 
поверхностного маркера CD68 [32].

Клетки РМП принимают участие в рекрутинге ма-
крофагов. Имеются сведения о том, что при РМП опу-
холевые клетки с высоким уровнем CD14 активно 
синтезируют интерлейкин 6 (ИЛ-6), интерлейкин 8 
(ИЛ-8), CXCL5, CXCL1, CXCL2, VEGF-A и FGF-2 
[33]. Данные соединения обеспечивают хемотаксис 
макрофагов в опухолевый очаг. Также отмечено, 
что при РМП инфильтрация МАО больше в опухолях 
с высокой экспрессией фактора, индуцируемого ги-
поксией 1-α (hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-1α) 
или HIF-2α [32]. Как известно, клетки РМП могут 
влиять на трансформацию макрофагов M1 в макрофа-
ги M2. Опухолевые клетки секретируют ИЛ-10, раз-
личные продукты метаболизма, факторы роста и хе-
мокины, за счет чего МАО экспрессируют CD206, 
CD163, лиганд рецептора программируемой клеточной 
гибели 1 (programmed death-ligand 1, PD-L1) и ИЛ-10, 
приобретая проопухолевый и иммуносупрессивный 
фенотипы [34–38].

Взаимоотношения между РМП и МАО не ограни-
чиваются повышением концентрации последних 
в МО. Доминирующие макрофаги M2 принимают ак-
тивное участие в прогрессировании опухоли и способ-
ствуют повышению пролиферативной активности 
клеток РМП за счет секреции CXCL1 и коллагена ти-
па I [39]. Макрофаги, ассоциированные с опухолью, 
стимулируют ангиогенез вследствие секреции VEGF 
и воздействия на клетки РМП, которые начинают 
продуцировать проангиогенные сигналы [40–42]. Ма-
крофаги M2 увеличивают лимфангиогенез с помощью 
синтеза VEGF-C / D [43], а также обеспечивают мета-
стазирование, индуцируя инвазию опухолевых клеток 
за счет продукции CXCL8 и остеопонтина [41, 44, 45]. 
Наконец, эти макрофаги способствуют прогрессиро-
ванию опухоли благодаря своей способности ингиби-
ровать противоопухолевый иммунитет. Данные сведе-
ния указывают на то, что макрофаги повышают 
агрессивность РМП, а значит, могут участвовать в пе-
реходе НМИРМП в МИРМП.

С каждым годом проводится все больше исследо-
ваний, направленных на изучение иммунного ланд-
шафта МО при злокачественных новообразованиях 
мочевого пузыря. При этом устанавливаются тесные 
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связи между МАО и клетками РМП. Макрофаги М2 
занимают одну из центральных позиций в канцероге-
незе НМИРМП и МИРМП, что не исключает исполь-
зования этих клеток в качестве мишеней для таргетной 
терапии. Микроокружение опухоли создает условия 
для существования и развития опухоли, воздействуя 
на которые можно добиться регрессии злокачествен-
ного процесса. Исследование МО и МАО перед нача-
лом лечения может помочь в выборе вида хирургиче-
ского вмешательства, определении целесообразности 
радикальных операций, ожидаемых результатов в по-
слеоперационном периоде. В связи с этим в настоящее 
время МАО интенсивно изучаются как маркеры про-
гноза РМП.

МИКРООКРУжЕНИЕ ОПУХОЛИ ПРИ РаКЕ 
МОчЕВОгО ПУзыРЯ И ПРИМЕНЕНИЕ 
ВНУТРИПУзыРНОЙ ТЕРаПИИ бацИЛЛОЙ 
КаЛьМЕТТа–гЕРЕНа
На протяжении последних десятилетий при 

НМИРМП успешно используется внутрипузырная 
терапия бациллой Кальметта–Герена (БЦЖ). В начале 
применения ее терапевтическая эффективность не бы-
ла подкреплена фундаментальными представлениями 
о механизмах противоопухолевого действия данного 
метода. В настоящее время благоприятные ответы 
на лечение вакциной БЦЖ обусловливают иммуно-
компетентными клетками, входящими в состав МО. 
Имеются данные, что опухолевые клетки РМП и уро-
телиальные клетки способствуют прикреплению БЦЖ 
к эпителию и формированию локального иммунного 
ответа. В результате иммунные клетки мигрируют 
в патологический очаг и происходят их дифференци-
ровка и активация [46]. Представителями МО, обуслов-
ливающими эффективность терапии БЦЖ, являются 
CD4+- и CD8+-лимфоциты, NK-клетки, гранулоциты, 
макрофаги и дендритные клетки [47], оказывающие 
непосредственное цитотоксическое действие на РМП. 
Также немаловажное значение для эффективности 
лечения вакциной БЦЖ имеют цитокины, секретиру-
емые в МО и оказывающие противоопухолевое дейст-
вие. В связи с этим при данной терапии описано 
действие TRAIL (лиганд из семейства факторов некро-
за опухолей, вызывающий апоптоз) [48], интерлейки-
на 2 (ИЛ-2), ИЛ-8, ИЛ-12, интерлейкина 18 (ИЛ-18), 
ИНФ-γ и фактора некроза опухоли α (ФНО-α) [47]. Таким 
образом, МО может способствовать подавлению опу-
холевой прогрессии при РМП.

ОПУХОЛЕаССОцИИРОВаННыЕ МаКРОфагИ 
КаК ПРОгНОСТИчЕСКИЙ МаРКЕР РаКа 
МОчЕВОгО ПУзыРЯ
Течение опухолевого процесса определяется коли-

чеством МАО и тем, к каким иммунологическим ка-
тегориям они относятся. В ряде исследований было 
проанализировано соотношение уровней макрофа-
гов со стадиями, степенью агрессивности опухоли 

(НМИРМП и МИРМП) и выживаемостью пациентов 
с РМП. Стоит отметить, что наличие МАО коррелирует 
с неблагоприятными клиническими исходами при РМП. 
Кроме того, присутствие этих макрофагов связано с раз-
витием рецидивов опухоли у пациентов с НМИРМП 
[49]. У больных как НМИРМП, так и МИРМП наличие 
большого количества МАО ассоциировано с высоким 
риском прогрессирования опухоли [50, 51], а также 
с худшими показателями безрецидивной и общей вы-
живаемости [30, 52].

Согласно данным G. Sjödahl и соавт., высокое со-
отношение CD68 / CD3 коррелирует с плохим прогно-
зом у пациентов с МИРМП [53]. В то же время S. Q. Wu 
и соавт. по результатам проведенного метаанализа 
пришли к выводу, что высокие показатели экспрессии 
CD68 среди МАО не имели значимой корреляции 
с прогнозом пациентов с РМП, но высокие уровни 
CD163 соответствовали низкому уровню безрецидив-
ной выживаемости [54]. M. B. Maniecki и соавт. выяви-
ли, что экспрессия матричной РНК CD163 в биопта-
тах РМП связана с поздними стадиями заболевания, 
высокой агрессивностью опухоли и низкими показа-
телями общей выживаемости. Более того, повышен-
ная инфильтрация МАО CD163+ была ассоциирована 
с поздней стадией РМП [55]. F. Aljabery и соавт. [56] 
проанализировали образцы МИРМП после цистэкто-
мии с помощью иммуногистохимического исследова-
ния и обнаружили, что инфильтрация опухоли макро-
фагами M2 не коррелирует со стадией РМП. B. Wang 
и соавт. сообщили, что большое значение имеет лока-
лизация МАО в опухолевой ткани. Преобладание ко-
личества макрофагов M2 в строме опухоли по сравне-
нию с ядром положительно коррелирует со стадией 
РМП [29]. Одно из крупнейших исследований по дан-
ной теме было проведено Y. Xue и соавт. Авторы по-
ставили цель изучить влияние МАО на развитие РМП, 
используя данные секвенирования РНК из базы The 
Cancer Genome Atlas (TCGA). Они проанализировали 
426 генотипов и пришли к интересным выводам: 
макрофаги M2 усиленно инфильтрируют агрессив-
ные формы РМП и являются самыми многочислен-
ными представителями МАО при РМП. В ходе даль-
нейшего изучения влияния МАО на развитие МИРМП 
и НМИРМП было установлено, что плохой прогноз 
(снижение показателей общей выживаемости) при 
данных заболеваниях коррелирует с высоким уровнем 
макрофагов M2 [7].

Особый интерес представляет соответствие уров-
ней МАО и проведенных радикальных цистэктомий 
в группе пациентов с РМП. T. Hanada и соавт. в своем 
исследовании продемонстрировали достоверную кор-
реляцию между уровнями МАО и количеством таких 
операций. Также было отмечено, что после трансуре-
тральной резекции мочевого пузыря уровни МАО бы-
ли значительно ниже, чем после радикальной цистэк-
томии [57]. Определенные иммунологические типы 
МАО, выявляемые в РМП, коррелируют с низкими 
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Перспективы применения статинов в лечении 
нейрофиброматоза 1-го типа

Р.Н. Мустафин
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Нейрофиброматоз 1-го типа развивается вследствие герминальной мутации в гене NF1, кодирующем онкосупрессор 
нейрофибромин. дефицит данного белка вызывает гиперактивацию протоонкогенов Ras, что ведет к развитию опухолей. 
Белки Ras подвергаются пренилированию, которое подавляют ингибиторы 3-гидрокси-3-метилглутарил-коэнзим А ре-
дуктазы. поэтому они могут быть предложены как противоопухолевые препараты в комплексном лечении нейрофибро-
матоза 1-го типа. в клинических исследованиях была доказана эффективность статинов в терапии спорадических зло-
качественных новообразований, в патогенезе которых большую роль играют мутации в гене NF1. Описаны различные 
пути влияния этих препаратов на развитие опухолей, включая активацию аутофагии, ферроптоза, подавление пролифе-
рации, стимуляцию противоопухолевого иммунитета и воздействие на микроокружение неоплазм. данных о воздействии 
статинов на развитие и прогрессирование нейрофибром у больных нейрофиброматозом 1-го типа в научной литературе 
не представлено. Однако выявлено, что они усиливают действие противоопухолевых препаратов, использование которых 
в монорежиме при ассоциированных с нейрофиброматозом злокачественных неоплазмах нерезультативно. в связи  
с этим, несмотря на неэффективность статинов при когнитивных расстройствах у пациентов с нейрофиброматозом  
1-го типа, внедрение этих лекарственных средств в клиническую практику в комбинации с другими препаратами могло 
бы обеспечить плейотропный эффект, воздействовать на различные звенья патогенеза заболевания.

Ключевые слова: злокачественные новообразования, нейрофиброматоз 1-го типа, нейрофибромин, онкосупрессор, 
опухоли, протоонкогены, статины, холестерин
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Prospects for the use of statins in the treatment of neurofibromatosis type 1
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Neurofibromatosis type 1 is caused by a germline mutation in the NF1 gene encoding the tumor suppressor neurofibromin. 
Deficiency of this protein causes hyperactivation of Ras proto-oncogenes. This leads to the development of tumors. Ras proteins 
undergo prenylation, which is inhibited by inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme-A reductase. Therefore, statins 
can be proposed as anticancer drugs in the complex treatment of neurofibromatosis type 1. Clinical studies have proven  
the effectiveness of statins in the treatment of sporadic malignant neoplasms, in the pathogenesis of which mutations in the 
NF1 gene play an important role. Various pathways of the influence of these drugs on the development of tumors are described, 
including the activation of autophagy, ferroptosis, suppression of proliferation, stimulation of antitumor immunity, and effects 
on the microenvironment of neoplasms. Data on the effect of statins on the development and progression of neurofibromas 
in patients with neurofibromatosis type 1 are not presented in the scientific literature. However, it was found that statins 
enhance the effect of anticancer drugs, the use of which in monotherapy against malignant neoplasms associated with neu-
rofibromatosis is ineffective. In this regard, despite the inefficiency of statins in cognitive disorders in patients with neurofi-
bromatosis type 1, the introduction of these drugs into clinical practice in combination with other drugs could provide  
a pleiotropic effect, affect various links in the pathogenesis of the disease.

Keywords: malignant neoplasms, neurofibromatosis type 1, neurofibromin, oncosuppressor, tumors, proto-oncogenes, 
statins, cholesterol
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ВВЕдЕНИЕ
Нейрофиброматоз 1-го типа (НФ1) – аутосомно-

доминантное заболевание, встречающееся в мире  
с частотой 1 случай на 3000 населения. Болезнь об-
условлена мутациями в гене NF1, который локализо-
ван на 17q11.2 [1]. Продукт гена NF1 – белок нейро-
фибромин – является негативным регулятором 
протоонкогенов Ras. Соответственно, мутации NF1, 
приводящие к дефициту нейрофибромина, вызывают 
гиперактивацию Ras и развитие опухолей [2]. Нейро-
фибромин характеризуется наличием нескольких 
функциональных доменов, благодаря чему оказывает 
плейотропный эффект [3]. Для больных НФ1 харак-
терны пятна цвета «кофе с молоком», веснушчатость 
подмышечных и паховых областей, узелки Лиша, мно-
жественные кожные нейрофибромы. У 50 % пациен-
тов выявляются плексиформные нейрофибромы, ко-
торые обычно развиваются с рождения и неуклонно 
прогрессируют в течение всей жизни. Около 10 % этих 
новообразований трансформируются в злокачествен-
ные опухоли из оболочек периферических нервов 
(malignant peripheral nerve sheath tumor, MPNST) [1].  
У 20 % больных НФ1 выявляются глиомы головного 
мозга, главным образом в области ствола и зрительных 
нервов [4]. Помимо опухолевого синдрома, у 60 % 
больных НФ1 развиваются различные скелетные ано-
малии, среди которых наиболее часто встречаются 
сколиоз позвоночника и псевдоартроз большеберцовой 
кости [5]; до 65 % пациентов с НФ1 имеют когнитив-
ный дефицит [6]. Больные НФ1 подвержены высокому 
риску возникновения патологии сердечно-сосудистой 
системы. У 91,7 % пациентов обнаруживаются вро-
жденные аномалии сосудов сетчатки, такие как трой-
ное разветвление сосудистой сети или дополнительные 
сосуды диска зрительного нерва [7]. Эндотелиальные 
клетки при НФ1 характеризуются аномальной проли-
ферацией с нарушением формирования сосудов [8].  

У 16 % детей с НФ1 выявляют артериальную гипертен-
зию, у 18,8 % – аномалии сердца [9], у 18 % – васку-
лопатию [10].

Среди всех препаратов, разрабатываемых для ле-
чения опухолевого синдрома при НФ1, достоверная 
эффективность получена лишь в отношении адено-
зинтрифосфатнезависимых ингибиторов митоген-ак-
тивируемой протеинкиназы (MAPK), из которых 
Управление по санитарному надзору за качеством пи-
щевых продуктов и медикаментов (Food and Drug 
Administration, FDA) США одобрило селуметиниб для 
таргетной терапии. Митоген-активируемая протеин-
киназа является ключевым медиатором активации 
пути RAS/RAF/MER/ERK, который при НФ1 гиперак-
тивирован [1]. Поскольку наиболее тяжелыми проявле-
ниями НФ1 являются плексиформные нейрофибромы,  
в клинических исследованиях участвовали больные с дан-
ными новообразованиями (табл. 1). Полученные резуль-
таты свидетельствовали о высокой эффективности селу-
метиниба в отношении плексиформных нейрофибром  
и спинальных нейрофибром при НФ1.

Меньшая эффективность препарата отмечалась  
в отношении опухолей головного мозга. Стойкое сокра-
щение размеров опухолей после 26 курсов лечения по 
28 дней выявлено у 9 из 25 больных НФ1 с пилоцитар-
ной астроцитомой и у 10 из 25 – с глиомой низкой 
степени злокачественности [4].

Таким образом, показана эффективность ингиби-
торов MAPK, но исследования проводили на малых 
выборках. Данных о крупных многоцентровых двойных 
слепых плацебо-контролируемых анализах в отноше-
нии селуметиниба не представлено. Использование 
этого препарата в практической медицине ограничено 
его высокой стоимостью, в связи с чем он недоступнен 
для большинства больных НФ1. Однако сведения  
об эффективности препаратов, влияющих на MAPK, 
позволяют предположить возможность применения 

Таблица 1. Клинические исследования противоопухолевой эффективности селуметиниба у больных нейрофиброматозом 1-го типа

Table 1. Clinical trials assessing the antitumor efficacy of selumetinib in patients with neurofibromatosis type 1

Тип опухоли 
Tumor

Всего пациентов, n 
Total number  
of patients, n

Число пациентов, у которых 
наблюдалось уменьшение 

размеров опухолей, абс. (%) 
Number of patients who 

demonstrated a reduction  
in the tumor size, abs. (%)

Год 
исследования, 

источник 
Year, reference

Плексиформные нейрофибромы 
Plexiform neurofibromas

24 17 (71) 2016, [2]

17 16 (94) 2020, [1]

19 18 (95) 2020, [11]

Неоперабельные плексиформные нейрофибромы 
Inoperable plexiform neurofibromas

44 35 (80) 2020, [12]

Спинальные нейрофибромы 
Spinal neurofibromas

24 18 (75) 2020, [13]
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других лекарственных средств, влияющих на данное 
звено патогенеза опухолевого синдрома при НФ1.  
К таким препаратам относят ингибиторы 3-гидрокси-
3-метилглутарил-коэнзим А редуктазы (ГМГ-КоА-Р) – 
статины [14], исследований влияния которых на развитие 
опухолей при НФ1 не проводилось. Однако получены 
сведения об эффективности статинов при комплексном 
лечении спорадических злокачественных новообразо-
ваний [15–19], в инициации и прогрессировании кото-
рых участвуют мутации в гене NF1 [20]. Опубликованы 
также работы о влиянии данных препаратов на когни-
тивный дефицит у пациентов с НФ1.

ИССЛЕдОВаНИЯ ВЛИЯНИЯ СТаТИНОВ 
На КОгНИТИВНыЕ фУНКцИИ У бОЛьНыХ 
НЕЙРОфИбРОМаТОзОМ 1-гО ТИПа
Статины относятся к наиболее часто назначаемым 

лекарственным средствам: приблизительно каждый 
четвертый человек старше 40 лет принимает ингиби-
торы ГМГ-КоА-Р [21] в связи с их эффективностью  
в отношении сердечно-сосудистых, эндокринных  
и метаболических заболеваний [14]. Нежелательные 
явления, возникающие на фоне применения статинов, 
могут быть связаны с метаболическим блоком путей 
биотрансформации мевалоната, включая нарушение 
пренилирования белков, N-гликозилирование, транс-
ляцию матричной РНК, синтез коэнзима Q (рис. 1). 

Кроме того, дефицит холестерина влияет на целост-
ность мембран клеток и синтез стероидных гормонов. 
Нарушение этих путей не оказывает сильного воздей-
ствия на функционирование взрослого организма, но 
серьезно влияет на метаболизм пролиферирующих 
опухолевых клеток. В частности, коэнзим Q является 
жизненно важным для образования в них аденозин-
трифосфата (АТФ). Посттрансляционные модификации 
белков (пренилирование) необходимы для их правиль-
ных функционирования и локализации. Это свойство 
характерно для гуанозинтрифосфатаз (ГТФаз), многие 
из которых вовлечены в туморогенез (Ras и Rho пре-
нилируются) [22]. Поскольку в патогенезе НФ1 клю-
чевым звеном является гиперактивация Ras, логично 
предположить воздействие статинов на патогенез бо-
лезни. Однако практический интерес их применения 
при НФ1 связан прежде всего с возможной коррекцией 
когнитивных проблем у пациентов. В эксперименте  
на мышах показана эффективность ловастатина в вос-
становлении синаптической пластичности и нормали-
зации внимания [23]. Было выявлено, что в головном 
мозге NF1+/– мышей ловастатин подавляет гиперак-
тивированные p21Ras-MAPK, восстанавливая клеточ-
ные механизмы обучения и памяти [24].

Результаты дальнейших клинических испытаний 
влияния статинов на восстановление когнитивных на-
рушений у больных НФ1 оказались противоречивыми 

Рис. 1. Схема мевалонатного пути в нормальных клетках человека. ГМГ-КоА – 3-гидрокси-3-метилглутарил-коэнзим А; ацетил-КоА – ацетил-
коэнзим А; малонил-КоА – малонилкоэнзим А
Fig. 1. Diagram demonstrating the mevalonate pathway in normal human cells. HMG-CoA – 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase; acetyl-CoA – 
acetyl-coenzyme A; malonyl-CoA – malonyl coenzyme A

Ацетат / Acetate

Малонил-КоА / Malonyl-KoA

холестерин / Cholesterol

Цитрат / Citrate

Коэнзим Q / Coenzyme Q

Ацетил-КоА / Acetyl-CoA

ГМГ-КоА / HMG-CoA

Мевалонат / Mevalonate

Изопентенилдифосфат /  
Isopentenyl diphosphate

Фарнезилдифосфат /  
Farnesyl diphosphate

Геранилгеранилдифосфат / 
Geranylgeranyl diphosphate

Долихол / Dolichol

Синтез жирных кислот /  
Fatty acid synthesis

Синтез стероидных гормонов / 
Steroid hormone synthesis

Целостность клеточных 
мембран / Cell membrane integrity

Трансляция мРНК /  
mRNA translation

N-гликирование /  
N-linked glycosylation

Пренилирование белков /  
Protein prenylation
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(табл. 2). Было проведено несколько двойных слепых 
рандомизированных плацебо-контролируемых иссле-
дований. 

Возможной причиной неэффективности статинов 
в восстановлении нарушенных когнитивных функций 
может служить сложность механизмов их развития, 
поскольку в головном мозге больных НФ1 инактиви-
рован лишь 1 аллель NF1. То есть сохранение функции 
нейрофибромина в нормальных тканях может не от-
ражаться на гиперактивации в них RAS, а развитие 
патологии связано с плейотропным действием гена 
NF1 в связи с наличием нескольких функциональных 
доменов в его белковом продукте [3]. Однако опухоли 
при НФ1 формируются в соответствии с двухударной 
моделью Кнудсона, когда происходит инактивация 
обоих аллелей гена NF1 с потерей функции контроля 
RAS-белков. Поэтому наиболее вероятно влияние ста-
тинов на развитие нейрофибром при НФ1, поскольку 
данные препараты подавляют пренилирование белков 
Ras [22]. Клинические исследования влияния стати-
нов на проявление опухолевого синдрома при НФ1 не 
проводились, однако получены данные об эффектив-
ности ингибиторов ГМГ-КоА-Р в комплексном лече-
нии различных злокачественных новообразований. 
Поскольку соматические мутации NF1 в спорадиче-
ских новообразованиях играют роль в их инициации, 
прогрессировании и химиорезистентности [20], мож-
но предположить, что статины эффекивны в лечении 
опухолевого синдрома при НФ1.

КЛИНИчЕСКИЕ ИССЛЕдОВаНИЯ 
ПРОТИВООПУХОЛЕВыХ СВОЙСТВ СТаТИНОВ
Противоопухолевое воздействие статинов доказа-

но в ряде клинических исследований. Так, согласно 
результатам лонгитюдного анализа, проведенного  
в 2012 г. и включавшего 18 721 пациентов со злокаче-
ственными новообразованиями из Дании, регулярно 
принимавших эти препараты, показатель смертности 

от рака был достоверно ниже, чем у 277 204 онкологи-
ческих пациентов, которым не назначали ингибиторы 
ГМГ-КоА-Р [15]. Метаанализ, включавший 76 851 боль-
ного колоректальным раком (2015), показал снижение 
смертности от данного злокачественного новообразо-
вания при использовании статинов как до, так и после 
постановки диагноза [16]. Согласно результатам про-
веденного в 2016 г. метаанализа с включением в ис-
следование 75 684 больных раком молочной железы 
женщин, использование ингибиторов ГМГ-КоА-Р 
улучшает показатели общей выживаемости, в том чи-
сле в связи с отсутствием рецидивов [17]. Сходные 
данные получены при исследовании 20 559 женщин из 
Швеции в 2019 г. [18]. Метаанализ 99 297 больных ра-
ком легкого, выполненный в этом же году, показал ас-
социацию употребления статинов с общей, специфич-
ной для рака выживаемостью и отсутствием рецидивов 
[19]. В развитии вышеописанных типов злокачествен-
ных неоплазм большую роль играют соматические му-
тации NF1 [20], что позволяет предположить эффектив-
ность ингибиторов ГМГ-КоА-Р в комплексном 
лечении опухолей при НФ1. В 2020 г. проведен метаана-
лиз, обобщающий сведения об ассоциации употребле-
ния статинов со смертностью от злокачественных но-
вообразований, а также с их рецидивами и 
прогрессированием. В исследование были включены 
233 322 больных, принимавших эти препараты, и 
953 177 пациентов, которым они не назначались. По-
лучены достоверные сведения о снижении смертности 
от злокачественных новообразований и рецидивов у 
пациентов, получавших терапию ингибиторами ГМГ-
КоА-Р [28]. 

Применение статинов ассоциировано также с по-
ниженным риском заболеваемости различными злока-
чественными неоплазмами, что было доказано в лонги-
тюдном исследовании 17 737 пациентов, принимавших 
ингибиторы ГМГ-КоА-Р, и 13 412 пациентов, которым 
они не назначались [29]. Полученные результаты были 

Таблица 2. Клинические исследования влияния статинов на когнитивные функции при нейрофиброматозе 1-го типа

Table 2. Clinical trials assessing the effect of statins on cognitive functions in patients with neurofibromatosis type 1

Препарат 
Drug

Число исследованных пациентов, 
принимавших статины, абс. (%) 

Number of examined patients who received 
statins, abs. (%)

Эффект препарата 
Effect of the drug 

Год исследования, 
источник 

Year, reference

Симвастатин 
Simvastatin

114 (62) Отсутствовал 
None

2008, [25]

84 (43) Отсутствовал 
None

2013, [26]

Ловастатин в высоких дозах 
High doses of lovastatin

22 (11)
Улучшение синаптической 

пластичности 
Improved synaptic plasticity

2013, [23]

Ловастатин в стандартных дозах 
Standard doses of lovastatin

144 (74) Отсутствовал 
None

2016, [27]
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подтверждены в ходе последующих исследований. Так, 
в 2020 г. проведено лонгитюдное когортное исследование 
14 067 пациентов, получавших статины, и 56 268 паци-
ентов, которым эти препараты не назначались. Риск 
развития почечно-клеточного рака оказался значитель-
но ниже у больных, регулярно принимавших ингибито-
ры ГМГ-КоА-Р [30]. Обратная ассоциация между упо-
треблением статинов и заболеваемостью раком желудка 
определена в 2020 г. в ходе лонгитюдного анализа  
(в среднем в течение 12,9 лет) 17 737 пациентов, регуляр-
но принимавших ингибиторы ГМГ-КоА-Р, и 13 412 па-
циентов из группы контроля [31].

ПРОТИВООПУХОЛЕВыЕ СВОЙСТВа СТаТИНОВ
3-гидрокси-3-метилглутарил-коэнзим А редуктаза 

контролирует скорость мевалонатного пути [14]. Мевало-
нат метаболизируется в фарнезилпирофосфат (ФПП) – 
предшественник холестерина и стеролов [32]. Пути 
метаболизма мевалоната участвуют в поддержании раз-
вития опухолевых клеток [22]. В их пролиферации 
большую роль играют холестерин и его производные, 
поэтому в неоплазмах поддерживается высокий вну-
триклеточный уровень холестерина, который участвует 
в активном сигналинге и необходим для синтеза мем-
бран. Он напрямую активирует онкогенный путь 
Hedgehog и индуцирует мишень сигнального пути ком-
плекса рапамицина 1 (mTORC1), способствующего раз-

витию неоплазм [33]. Участие холестерина в разви- 
тии опухолевых клеток обеспечивается ядерными рецеп-
торами стерола (печеночными Х-рецепторами, LXR)  
и рецепторами липопротеинов низкой плотности (ко-
торые обеспечивают экзогенным стеролом). Кроме 
того, захват и биосинтез стерола ускоряют онкогенные 
рецепторы MUC1 (Mucin 1, cell surface associated)  
и EGFR (epidermal growth factor receptor) [34]. 

Помимо превращения в холестерин и стеролы, 
ФПП преобразуется также в геранилгеранилдифосфат, 
который используется для посттрансляционной моди-
фикации белков, вовлеченных в различные аспекты 
развития и прогрессирования опухолей. Пути мевало-
ната активируются при лейкозах, лимфоме, множест-
венной миеломе, раке молочной железы, печени, под-
желудочной железы, простаты и пищевода. Это 
обусловлено мутациями генов, кодирующих белки 
р53, ГМГ-КоА-Р, SCAP (sterol-regulatory element 
binding protein (SREBP) cleavage-activating protein), ак-
тивацией PKB/Akt и транскрипционных факторов 
(SREBP, hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)) и подавлени-
ем AMPK (5’АМФ-активируемой протеинкиназы) [32]. 
Поскольку статины ингибируют метаболические пути 
мевалоната, они оказывают многостороннее воздействие 
на развитие злокачественных новообразований, включая 
пролиферацию опухолевых клеток (рис. 2). Необходимо 
отметить, что мутации в гене ТР53, происходящие 

Рис. 2. Схема влияния статинов на пролиферацию опухолевых клеток. ГМГ-КоА – 3-гидрокси-3-метилглутарил-коэнзим А редуктаза; АТФ – 
аденозинтрифосфат; mTORC1 – мишень рапамицинового комплекса 1
Fig. 2. Diagram demonstrating the effect of statins on tumor cell proliferation. HMG-CoA – 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase; ATP – 
adenosine triphosphate; mTORC1 – mammalian target of rapamycin
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более чем в 50 % всех злокачественных неоплазм, спо-
собствуют активации мевалонатного пути в опухоле-
вых клетках. Данный механизм блокируется при по-
мощи ингибиторов ГМГ-КоА-Р. Кроме того, 
ингибирование пренилирования белков под влиянием 
статинов вызывает последовательные реакции клеточ-
ного стресса, включая отклик неструктурированных 
белков и аутофагию. Это в конечном счете ведет  
к инфламмасомозависимой и опосредованной каспа-
зой-1 активации врожденного иммунитета против 
опухоли. В частности, симвастатин стимулирует вы-
работку интерлейкина 1 и TNF (tumor necrosis factor) 
эндотелиальными клетками, а также интерлейкина 2 
дендритными клетками CD56+. Ловастатин способст-
вует синтезу TNF-α макрофагами, интерлейкином 6  
и интерлейкином 12 и TNF-α дендритными клетками 
костного мозга; аторвастатин – интерферона γ Т-клет-
ками [35]. Поэтому статины оказывают антипролифе-
ративный, проапоптический и антиинвазивный эффек-
ты, а также повышают чувствительность опухолевых 
клеток к радиотерапии [14]. 

Были обнаружены противоопухолевые свойства 
статинов за счет воздействия на ферроптоз и аутофа-
гию. Так, в эксперименте показано, что симвастатин 
стимулирует ферроптоз клеток трижды негативного 
рака молочной железы. Ферроптоз представляет собой 
зависимую от железа гибель клеток, вызванную чрез-
мерным окислением липидов. При этом происходит 
прямое и косвенное ингибирование фермента репара-
ции липидов, глутатионпероксидазы-4 (GPX4), с на-
коплением гидропероксидов липидов, которые нару-
шают клеточную структуру и целостность. Статины 
являются прямыми ингибиторами GPX4 [36]. Показа-
но также, что аторвастатин снижает жизнеспособность 
клеток рака шейки матки и способствует их апоптозу. 
Данный эффект опосредован активацией каспазы-3, 
Bim (Bcl-2-like protein 11) и PARP (Poly(ADP-ribose) 
polymerase 1). Аторвастатин стимулирует клеточную 
аутофагию опухолевых клеток, что подтверждено сни-
жением уровня экспрессии р62, конверсией белков 
аутофагосомы LC3-I в LC3-II и изменением сигналь-
ных путей AMPK (АМФ-активируемой протеинкиназы) 
и Akt/mTOR [37]. В эксперименте ловастатин эффектив-
но способствовал апоптозу клеток феохромоцитомы 
мышей и более агрессивных опухолевых клеток, что 
сопровождалось снижением фосфорилирования компо-
нентов сигнальных путей MAPK. Наибольшую эффек-
тивность в данном отношении показали симвастатин 
и флувастатин [38]. На клеточных линиях рака молоч-
ной железы была продемонстрирована способность 
аторвастатина индуцировать аутофагию [39].

Обнаружено, что ингибиторы ГМГ-КоА-Р инду-
цируют частичный эпителиально-мезенхимальный 
переход раковых клеток в солидные опухоли. Статины 
подавляют клеточную пластичность, усиливая мезен-
химально-подобное состояние клеток (подавляя 
обратный мезенхимально-эпителиальный переход), 

что снижает образование вторичных опухолей вслед- 
ствие гетерогенных реакций на лечение. Эксперимен-
тальные исследования моделей аденокарциномы про-
токов поджелудочной железы, рака легкого и толстой 
кишки показали, что статины вызывают активацию 
Е-кадгерина, однако это не стимулирует образование 
метастазов в связи с ингибированием мезенхимально-
эпителиального перехода in vivo и in vitro. Изменения 
клеточной морфологии обусловлены также изменени-
ем цитоскелета в связи с ингибированием путей холе-
стерина, а также стимуляцией выработки и фосфори-
лирования белка ITSN1 (scaffolding protein Intersectin 1), 
который регулирует везикулярный транспорт и акти-
новый цитоскелет. Помимо воздействия на генные сети 
гомеостаза холестерина, эффект антиметастатического 
влияния статинов обусловлен стимуляцией ими экспрес-
сии генов, вовлеченных в апоптоз. Поэтому одновремен-
но с эпителиально-мезенхимальным переходом индуци-
руется апоптоз при стимуляции сигнальных путей ERK. 
Индуцированное статинами состояние мезенхимальных 
клеток обратимо и сохраняется только во время их при-
менения, что свидетельствует о необходимости пожиз-
ненного употребления этих препаратов онкологически-
ми больными [21].

ПЕРСПЕКТИВы ИСПОЛьзОВаНИЯ СТаТИНОВ  
В ЛЕчЕНИИ НЕЙРОфИбРОМаТОза 1-гО ТИПа
Несмотря на отсутствие клинического эффекта  

в лечении когнитивных расстройств при НФ1, статины 
могут быть использованы в комплексном лечении опу-
холевого синдрома при данном заболевании. Помимо 
перечисленных выше эффектов воздействия на развитие 
неоплазм, эти препараты в комбинации с ингибиторами 
MAPK способствуют окислительному стрессу и апопто-
зу клеток рака поджелудочной железы, которые нужда-
ются в пути мевалоната для синтеза коэнзима Q и окис-
лительно-восстановительного гомеостаза [40]. Кроме 
того, статины: подавляют пути RAF/MAPK/ERK, спо-
собствуя апоптозу; ограничивают деградацию ингиби-
торов циклинзависимых киназ р21 и р27 (которые инги-
бируют пролиферацию); участвуют в фосфорилировании 
и активации MYC; оказывают противовоспалительный 
и антиоксидантный эффекты через пути PI3K/AKT, вы-
зывая снижение экспрессии толл-подобного рецептора 4 
в моноцитах крови и снижая концентрацию TNF-α  
в плазме [41]. В отношении патогенеза опухолевого 
синдрома при НФ1 важно отметить, что ингибиторы 
ГМГ-КоА-Р подавляют пренилирование онкогенов Ras 
[22], которые являются мишенями онкосупрессорного 
влияния нейрофибромина.

Помимо стимуляции противоопухолевого иммуни-
тета, статины обладают противовоспалительным  
и иммуносупрессивным эффектами [35], что имеет боль-
шое значение в лечении опухолей при НФ1, поскольку 
в их патогенезе участвуют патологические иммунные ре-
акции [3]. Прогрессирование роста нейрофибром при 
НФ1 обусловлено стимулирующим влиянием макрофагов 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

2

21ТОМ 9 / VOL. 9  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ | REVIEWS

в микроокружении опухолевых клеток. В нейрофибромах 
обнаруживаются главным образом макрофаги типа М1 
[42], которые являются эффекторами воспаления, 
способствующего росту неоплазм [43]. Ингибиторы 
ГМГ-КоА-Р воздействуют на данный механизм разви-
тия злокачественных новообразований. Выявлено, что 
аторвастатин ингибирует рекрутирование макрофагов  
в микроокружение, что частично проявляется подавле-
нием Rac-опосредованной секреции лиганда CCR1 [44]. 
Кроме того, NF1+/– макрофаги способствуют избыточ-
ному образованию неоинтимы артерий. В эксперимен-
тах на мышах показано, что данный эффект подавляется 
розувастатином [45]. Отмечено также непосредственное 
ингибирующее влияние статинов на сигнальные пути 
MAPK [38], что позволяет предположить необходимость 
их внедрения в клиническую практику для лечения опу-
холевого синдрома при НФ1, особенно в комбинации  
с другими препаратами.

Некоторые лекарственные средства могут усили-
вать противоопухолевое воздействие ингибиторов 
ГМГ-КоА-Р. Например, антиагрегант дипиридамол обла-
дает синергизмом со статинами, потенцируя вызванный 
ими апо птоз раковых клеток. Сходные свойства проявля-
ют другие соединения (такие как цилостазол), повыша-
ющие внутриклеточные уровни циклического аденозин-
монофосфата. Дипиридамол и цилостазол ингибируют 
также статининдуцированную активацию белка-2, связы-
вающего регуляторный элемент стерола (SREBP2), кото-
рый модулирует чувствительность к статинам независи-
мым от циклического аденозинмонофосфата способом 
[46]. Больные НФ1 характеризуются повышенной радио-
чувствительностью и предрасположенностью к образова-
нию злокачественных опухолей при облучении. В экспе-
рименте на клеточных линиях фибробластов пациентов  
с НФ1 было показано, что комбинированное воздействие 
статинов и бисфосфонатов снижает чувствительность 
клеток к облучению в результате нормализации 

распознавания двуцепочечных разрывов ДНК и устране-
ния геномной нестабильности [47]. 

Важно отметить, что статины потенцируют противо-
опухолевый эффект других препаратов, применяемых 
для лечения злокачественных новообразований. Поэтому 
они являются перспективными лекарственными средст-
вами для комплексного лечения опухолевого синдрома 
при НФ1. Так, выявлено потенцирующее влияние симва-
статина на противоопухолевое действие доксорубицина 
[48]. В экспериментах на клеточных линиях из MPNST 
монотерапия ингибиторами фарнезилтрансферазы или 
ловастатином оказалась неэффективной. Однако комби-
нированное применение этих препаратов значительно 
подавляло пренилирование белков Ras и пролиферацию 
клеток, а также способствовало их апоптозу [49].

Целесообразность применения статинов в лечении 
НФ1 обусловлена также их протективным влиянием на 
сердечно-сосудистую патологию, развитие которой зна-
чительно ассоциировано с НФ1. Для больных НФ1 ха-
рактерно возникновение ранних морфологических  
и функциональных аномалий периферических артерий 
и систолического нарушения сердечной деятельности 
[50], окклюзий артерий, приводящих к ишемии тканей 
и внезапной смерти (вследствие образования неоинтимы 
при повреждениях сосудов) [45], васкулопатий [10]. Экс-
перименты на NF1+/– мышах с моделированным псев-
доартрозом большеберцовой кости показали, что введе-
ние животным ловастатина восстанавливает экспрессию 
Runx2 (Runt-related transcription factor 2 – транскрипци-
онного фактора, связанного с дифференцировкой остео-
бластов) и способствует формированию нормальной 
костной ткани. Данный анаболический эффект корре-
лировал со снижением активности MAPK [51]. Было 
также показано, что симвастатин стимулирует образова-
ние костной ткани за счет индуцирования экспрессии 
костного морфогенетического белка-2 [52]. Таким обра-
зом, применение статинов в комбинированном лечении 
НФ1 перспективно в связи с многосторонним воздейст-

Рис. 3. Схема влияния статинов на патогенез нейрофиброматоза 1-го типа
Fig. 3. Diagram demonstrating the effect of statins on the pathogenesis of neurofibromatosis type 1
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вием на различные системы и органы, вовлеченные  
в патогенез НФ1 (рис. 3).

заКЛючЕНИЕ
Метаболические пути мевалоната играют большую 

роль в спорадическом канцерогенезе, в связи с чем ста-
тины являются перспективными препаратами для ком-
плексной противоопухолевой терапии. Особенно это 
касается химиорезистентных неоплазм, в развитии ко-
торых участвуют мутации в гене NF1. Эффективность 
ингибиторов MAPK в лечении нейрофибром при НФ1 
свидетельствует о перспективах клинического 

применения статинов, которые также подавляют 
MAPK. Кроме того, противоопухолевое воздействие 
ингибиторов ГМГ-КоА-Р при НФ1 обусловлено стиму-
ляцией ферроптоза, апоптоза, изменением микроокруже-
ния опухолей и иммуномодуляцией. Применение стати-
нов при НФ1 перспективно для профилактики и лечения 
скелетных аномалий и сердечно-сосудистой патологии. 
Несмотря на неэффективность монотерапии статинами 
когнитивного дефицита при НФ1, возможно комбини-
рованное лечение данной патологии с применением ней-
ротропных лекарственных средств. Об этом свидетельст-
вуют синергизм ингибиторов ГМГ-КоА-Р с другими 
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Введение. Жидкостная биопсия рассматривается как малоинвазивный способ проведения молекулярно-генетиче-
ского анализа, который может быть использован для ранней диагностики, прогноза течения заболевания, монито-
ринга остаточной болезни или результатов лечения, а также выбора оптимальных для пациента схем лекарственной 
терапии. Наряду с разработкой тестов, основанных на исследовании панелей онкологически значимых генов или  
их участков, для различных форм генетически гетерогенных опухолей перспективным подходом может стать исполь-
зование в качестве объекта жидкостной биопсии индивидуального спектра соматических мутаций конкретного боль-
ного, которые могут быть выявлены с помощью высокопроизводительного секвенирования опухолевой ткани.
Цель исследования – определить возможность использования различных методов детекции однонуклеотидных 
соматических мутаций, выявленных в опухолевой ткани конкретного пациента, в препаратах циркулирующей дНк 
(цдНк) из плазмы крови, полученных до хирургического удаления опухоли, и выявить возможность количественной 
оценки доли альтернативного варианта в общем пуле цдНк.
Материалы и методы. в работе использованы препараты нормальной и опухолевой тканей, плазмы крови пациен-
тов с гепатоцеллюлярной карциномой, а также различные методы детекции однонуклеотидных соматических мута-
ций: полимеразная цепная реакция (пцР) в реальном времени с интеркалирующим красителем или с зондами 
TaqMan, капельная цифровая пцР и высокопроизводительное секвенирование таргетных ампликонов.
Результаты. На примере соматической мутации в гене TLN1, выявленной в опухолевой ткани пациента с гепатоцел-
люлярной карциномой, разработаны и апробированы методы, каждый из которых позволяет специфично детекти-
ровать мутантный вариант в малых количествах (2 нг) цдНк из плазмы крови того же пациента. использование 
капельной пцР и секвенирования таргетных ампликонов позволило провести количественную оценку долей му-
тантного варианта в общем пуле цдНк, которые составили 19,7 и 23,5 % соответственно.
Заключение. капельная цифровая пцР и таргетное секвенирование ампликонов позволяют не только надежно 
детектировать мутантные варианты в малых количествах цдНк, но и адекватно проводить их количественную оцен-
ку, что особенно важно для разработки способов мониторинга опухолевого роста в процессе лечения. Близкие 
значения доли мутантного варианта в цдНк, детектированной этими методами, свидетельствуют о точности коли-
чественного анализа и возможности их использования для кросс-валидации получаемых результатов.

Ключевые слова: гепатоцеллюлярная карцинома, циркулирующая дНк, соматические мутации, жидкостная биопсия
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Introduction. Liquid biopsy is considered as a minimally invasive method of molecular genetic analysis that can be used 
for early diagnosis, prognosis of disease development, monitoring of residual disease or treatment outcomes, and selec-
tion of optimal drug therapy schemes for a patient. Along with the development of tests based on the study of panels 
of oncologically significant genes or their regions, for various forms of genetically heterogeneous tumors a promising 
approach could be the use as an object of liquid biopsy of an individual spectrum of somatic mutations of a particular 
patient that can be detected on the basis of high-throughput sequencing of tumor tissue.
Aim. To determine the applicability of different methods for detecting single-nucleotide somatic mutations detected 
in tumor tissue of a particular patient in cDNA preparations from blood plasma obtained before surgical removal of the 
tumor and to evaluate the possibility of quantifying the proportion of the alternative variant in the total pool of cDNA.
Materials and methods. We used normal and tumor tissue, as well as blood plasma samples from patients with hepato-
cellular carcinoma, and various methods for detecting single-nucleotide somatic mutations: real-time polymerase chain 
reaction (PCR) with intercalating dye or with TaqMan probes, droplet digital PCR and high-throughput sequencing of target 
amplicons.
Results. Using the example of a somatic mutation in the TLN1 gene detected in tumor tissue of a patient with hepato-
cellular carcinoma, methods were developed and tested, each of which allows specific detection of the mutant variant 
in small amounts (2 ng) of cDNA from the blood plasma of the same patient. The use of droplet PCR and target amplicon 
sequencing methods allowed us to quantify the proportion of the mutant variant in the total cDNA pool, which was 19.7 
and 23.5 %, respectively.
Conclusion. Among the methods investigated, droplet digital PCR and targeted amplicon sequencing allow not only 
reliable detection of mutant variants in small amounts of cDNA, but also adequate quantification, which is particularly 
important for the development of ways to monitor tumor growth during treatment. The close values of the proportion of 
mutant variants in cDNA detected by these methods indicate the accuracy of quantitative analysis and the possibility 
of their use for cross-validation of the results obtained.

Keywords: hepatocellular carcinoma, circulating DNA, somatic mutations, liquid biopsy
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ВВЕдЕНИЕ
В настоящее время жидкостная биопсия рассма-

тривается как перспективный способ проведения ма-
лоинвазивного молекулярно-генетического анализа, 
который может быть использован для ранней диагно-
стики, прогноза течения заболевания, мониторинга 
остаточной болезни или результатов лечения, а также 
для выбора оптимальных для пациента схем лекарст-
венной терапии [1–3]. Наиболее значимых успехов 
в этом направлении удалось достичь с помощью ис-
пользования методов, направленных на выявление 
в крови и других жидкостях организма циркулиру-
ющих ДНК (цДНК), которые образуются в результате 
программируемой / некротической гибели нормальных 
или опухолевых клеток или направленно секретиру-
ются клетками. К несомненным преимуществам этого 
подхода относятся возможность неинвазивного полу-
чения материала для анализа и динамического наблю-
дения, обеспечиваемая ограниченным сроком жизни 
макромолекул в биологических жидкостях, а также 
«сглаживание» эффекта внутриопухолевой гетероген-
ности и различий в профиле генетических нарушений 
между разными участками опухоли за счет тестирова-
ния общего пула исследуемых маркеров в кровотоке.

За последние годы перспективность использова-
ния методов жидкостной биопсии для детекции опу-
холь-специфических нарушений в цДНК была проде-
монстрирована не только в фундаментальных, но 
и в клинических исследованиях [4, 5]. Ярким приме-
ром возможности применения такого подхода при вы-
боре тактики лечения пациентов с немелкоклеточным 
раком легкого стала разработка на основе полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени теста 
Сobas EGFR Mutation Test v2, позволяющего выявлять 
клинически значимые мутации в экзонах 18–21 гена 
EGFR, определяющие чувствительность опухолевых 
клеток к таргетным препаратам [6]. Разработаны 
и проходят клиническую апробацию в качестве 
средств вспомогательной диагностики для оценки чув-
ствительности пациентов с некоторыми типами со-
лидных опухолей к таргетным препаратам мультиген-
ные панели онкологически значимых генов или 
их участков для высокопроизводительного секвени-
рования цДНК из плазмы крови.

Безусловно, одним из критических факторов для 
дальнейшего развития и клинической адаптации таких 
технологий является выбор спектра молекулярных на-
рушений, характерных для конкретных типов опухолей. 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  3
, 

2
0

2
2

26 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS ТОМ 9 / VOL. 9

Эта проблема особенно актуальна для генетически ге-
терогенных типов опухолей, характеризующихся вы-
соким межопухолевым разнообразием спектра функ-
ционально значимых соматических нарушений.

К таким типам опухолей, в частности, относится 
гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – преоблада-
ющая форма первичных опухолей печени, которая 
является 6-й по распространенности и 3-й по уров-
ню смертности формой рака в мире [7]. Для ГЦК 
характерны поздняя диагностика, быстрая бессим-
птомная прогрессия опухоли, высокая устойчивость 
к химиотерапевтическим препаратам и крайне вы-
сокая гетерогенность драйверных генетических на-
рушений [8].

Наиболее часто встречающимися геномными на-
рушениями при гепатоканцерогенезе являются мута-
ции промоторной области гена TERT, а также коди-
рующих участков генов бета-катенина (CTNNB1) 
(около 25 % случаев, чаще всего в вирус-ассоцииро-
ванных ГЦК) и опухолевого супрессора ТР53 (25–
40 % случаев), которые в большинстве случаев явля-
ются взаимоисключающими [9, 10]. Однако даже эти 
гены могут быть повреждены в разных участках своей 
кодирующей последовательности, что существенно 
затрудняет детекцию нарушений с помощью стандар-
тизованных лабораторных тестов, не использующих 
мультигенные таргетные панели и технологии высо-
копроизводительного секвенирования. Одним из ва-
риантов решения этой проблемы является разработка 
панелей для выявления в цДНК эпигенетических мар-
керов опухоли (например, сайтов аномального мети-
лирования), которые могут иметь более универсаль-
ный характер [11, 12].

Для ГЦК и других форм генетически гетерогенных 
опухолей в качестве альтернативного подхода рассма-
тривается применение в качестве объекта жидкостной 
биопсии индивидуального спектра мутаций конкрет-
ного пациента, которые могут быть выявлены на ос-
новании высокопроизводительного секвенирования 
опухолевой ткани. Определение таких мутаций в цДНК 
можно использовать для определения минимальной 
остаточной болезни, мониторинга рецидивирования 
опухолевого процесса у больных, перенесших резек-
цию, или эффективности лечения при терапии таргет-
ными препаратами [12].

К настоящему времени в научной литературе мож-
но найти единичные исследования, посвященные де-
текции соматических мутаций в отдельных генах 
в образцах цДНК конкретных пациентов с ГЦК. Для 
выявления таких нарушений применяют ПЦР в реаль-
ном времени, капельную цифровую ПЦР или высоко-
производительное таргетное секвенирование целевых 
ампликонов с высоким покрытием. Каждый из этих 
методов имеет свои преимущества и недостатки, од-
нако стандартизованных подходов, которые могли бы 
быть использованы для чувствительной детекции пер-
сонализированного спектра мутаций методом жид-

костной биопсии, к настоящему времени не предло-
жено.

Цель настоящей работы – определить возмож-
ность использования различных методов детекции 
однонуклеотидных соматических мутаций, выявлен-
ных в опухолевой ткани конкретного пациента, таких 
как ПЦР в реальном времени с интеркалирующим кра-
сителем или зондами TaqMan, капельная цифровая ПЦР 
и высокопроизводительное секвенирование таргетных 
ампликонов в препаратах цДНК из плазмы крови, полу-
ченных до хирургического удаления опухоли, а также 
оценить возможность количественной оценки доли аль-
тернативного варианта в общем пуле цДНК.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Клинические образцы. В работе использованы 

образцы нормальной и опухолевой тканей печени па-
циентов с гистологически верифицированным диаг-
нозом «гепатоцеллюлярная карцинома», полученные 
при резекции опухолей в хирургическом отделении 
опухолей гепатопанкреатобилиарной зоны Научно-
исследовательского института клинической онкологии 
ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России, а также образцы плазмы крови, полученные 
от тех же пациентов до начала лечения. Сбор образцов 
проводили после подписания больными информиро-
ванного согласия на использование биологического 
материала. Образцы тканей помещали в стерильные 
криопробирки, замораживали в жидком азоте и хра-
нили при температуре не менее –70 °С.

Для получения препаратов плазмы крови исполь-
зовали венозную кровь, собранную в вакуумные про-
бирки, содержащие К

3
-ЭДТА, объемом 9 мл (Greiner 

Bio-One, Германия). Осаждение форменных элементов 
крови проводили путем центрифугирования в гори-
зонтальном роторе в течение 20 мин на скорости 1300 g 
не позднее 2 ч после взятия крови. Слой плазмы, на-
ходящийся в верхней части пробирки, отбирали, не за-
девая промежуточный слой, и повторно центрифуги-
ровали в течение 10 мин на скорости 1300 g. Плазму 
разливали по 1 мл в криопробирки и хранили при тем-
пературе не выше –70°С, не размораживая.

Выделение ДНК. Выделение геномной ДНК про-
водили из замороженных в жидком азоте образцов 
неопухолевых и опухолевых тканей печени, масса ко-
торых не превышала 30 мг, с помощью набора для вы-
деления геномной ДНК PureLink Genomic DNA Mini 
Kit (Invitrogen, США) согласно протоколу производи-
теля. Циркулирующую ДНК выделяли из 1 мл плазмы 
крови с использованием набора QIAamp ccfDNA / RNA 
kit (Qiagen, США). Концентрацию препаратов ДНК 
определяли на спектрофотометре Qubit с помощью 
набора Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo FS, США).

Дизайн праймеров и зондов. Для анализа нуклео-
тидных последовательностей в референсном геноме 
человека (версия hg19 / GRCh37) использовали 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

2

27ТОМ 9 / VOL. 9  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS

платформу Genome Browser (https://genome.ucsc.edu). 
 Дизайн праймеров и зондов проводили с использо-
ванием программ и сервисов для подбора и анализа 
олигонуклеотидных праймеров Primer-BLAST (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov / tools / primer-blast), Primer3Plus 
(https://primer3plus.com / cgi-bin / dev / primer3plus.cgi). 
Синтез праймеров и зондов осуществляли в ООО 
«ДНК-Синтез» (Россия). Последовательности прай-
меров представлены в табл. 1.

Методы полимеразной цепной реакции в реальном 
времени. Все варианты ПЦР в реальном времени про-
водили на приборе CFX Connect (Bio-Rad Laboratories, 
США) в 96-луночных планшетах. Реакционная смесь 
одной пробы объемом 25 мкл содержала 2,5 мкл 10-крат-
ного реакционного буфера, 0,4 мкМ специфических 
праймеров, 1,5 ед. SynTaq ДНК-полимеразы с инги-
бирующими активность фермента антителами, 0,25 мМ 
дезоксинуклозид-трифосфатов, 2,5 мМ MgCl

2
; 2 нг ге-

номной или цДНК, деионизованную воду (ООО «Син-
тол», Россия). Все эксперименты проводили не менее 
чем в 3 независимых повторах.

Аллель-специфическую ПЦР с интеркалирующим 
красителем проводили с использованием набора ре-
агентов для проведения ПЦР в реальном времени 
в присутствии красителя EvaGreen, R-441 (ООО «Син-
тол», Россия) согласно рекомендациям производителя. 
Для детекции альтернативного варианта ПЦР выполня-
ли при следующих режимах: начальная денатурация – 
5 мин при 95 °С; 40 циклов – 30 с при 95 °С, 30 с при 
67 °С, 30 с при 72 °C, регистрация сигнала – 10 с при 87 °C. 
Для детекции референсного варианта отжиг проводили 
при 65 °С, регистрацию флуоресценции – при 72 °C.

Для постановки аллель-специфической ПЦР с зон-
дами TaqMan использовали набор реагентов для про-
ведения ПЦР в реальном времени R-412 (ООО «Син-
тол», Россия) согласно рекомендациям производителя. 
Детекцию альтернативного варианта проводили при 
следующих режимах: начальная денатурация – 3 мин 
при 95 °С, 40 циклов – 30 с при 95 °С, 30 с при 63,7 °С, 
30 с при 72 °C. Для детекции референсного варианта 
отжиг проводили при 61,7 °С. Анализ данных по ка-
ждому маркеру проводили с помощью программы Bio-
Rad CFX Maestro (версия 1.1) в режиме количествен-
ной оценки.

Капельная цифровая полимеразная цепная реакция. 
Для проведения цифровой капельной ПЦР с зондами 
TaqMan использовали генератор капель Bio-Rad QX200 
Droplet Generator, амплификатор C1000 Touch Thermal 
Cycler и счетчик капель Bio-Rad QX200 Droplet Reader 
(Bio-Rad Laboratories, США). Реакционная смесь од-
ной пробы объемом 20 мкл содержала: 2 нг геномной 
или цДНК; 250 нМ зондов TaqMan; 900 нМ прайме-
ров; 10 мкл 2х реакционной смеси Bio-Rad Supermix 
for probes (Bio-Rad Laboratories, США). Анализ резуль-
татов проводили в программе QuantaSoft (Bio-Rad 
Laboratories, США) по протоколу SNV. При анализе 
результатов оценивали соотношение количества ка-
пель, флуоресцирующих в каналах FAM (референсный 
или альтернативный вариант TLN1), к количеству ка-
пель, флуоресцирующих в канале HEX (ACTB).

При проведении амплификации использовали 
следующий температурный режим: начальная денату-
рация – 10 мин при 95 °С, 40 циклов – 30 при 95 °С, 30 с 
при 62 °С, 30 с при 72 °C.

Таблица 1. Использованные в работе праймеры и зонды

Table 1. Primers and probes used in the study

Праймер 
Primer

Последовательность 
(5’-3’) 

Subsequence (5’-3’) 

Метод 
Method

Температура 
отжига, °С 

Annealing temperature, °С

Размер ампли-
кона, п. н. 

Amplicon size, bp

TLN1-NM прямой 
TLN1-NM forward

GGGAGGGCATCC
TGAAGATTG Аллель-специфиче-

ская ПЦР 
с интеркалирующим 

красителем 
Allele-specific PCR  

with intercalating dye

65,0 205

TLN1-AM прямой 
TLN1-AM forward

AGGGAGGGCAT
CCTGAAGATTA 67,0 206

TLN1-R обратный 
TLN1-R reverse

TAGGGGCATCA
GGTCACTACC  –  – 

TLN1Pr-LMRef прямой 
TLN1Pr-LMRef forward

CCTCAGGGAGGG
CATCCTGAAGATTG

Аллель-специфи-
ческая ПЦР с зондом 

TaqMan, капельная 
цифровая ПЦР 

Allele-specific PCR with 
TaqMan probe, droplet 

digital PCR

61,7 154

TLN1Pr-LMAlt прямой 
TLN1Pr-LMAlt forward

AGGGAGGGCA
TCCTGAAGATTA 63,7 150

TLN1Pr-R обратный 
TLN1Pr-R reverse

ACCCAGCTTG
ACCACATCAG  –  – 

TLN1Pr-Probe TaqMan-зонд 
TLN1Pr-Probe TaqMan probe

FAM-
TGCAAAACGCAGCTG

GGAGCCA-BHQ1
 –  – 

https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  3
, 

2
0

2
2

28 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS ТОМ 9 / VOL. 9

Праймер 
Primer

Последовательность 
(5’-3’) 

Subsequence (5’-3’) 

Метод 
Method

Температура 
отжига, °С 

Annealing temperature, °С

Размер ампли-
кона, п. н. 

Amplicon size, bp

ACTB-DNA-F прямой 
ACTB-DNA-F forward

GCAAGTCTTC
TGGACTGTGA Аллель-специфиче-

ская ПЦР с TaqMan-
зондом, капельная 

цифровая ПЦР 
Allele-specific PCR with 
TaqMan probe, droplet 

digital PCR

63,5 96
ACTB-DNA-R обратный 
ACTB-DNA-R reverse

CTCCCTTGAA
GGTTGCAGAG

ACTB-DNA-probe 
TaqMan-зонд 
ACTB-DNA-probe TaqMan probe

HEX-
AGCCACTGTGTGCTG 
GGTGGTGGT-BHQ1

16-YAP1-F TGACATGGAGT
CTGTTTTGGCTG Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

72,0 124

16-YAP1-R TCCGGTGCA
TGTGTCTCCTT

16-LTA4H-F GGACTCCTAAG
GTTCTTAAGTTT Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

62,0 150

16-LTA4H-R ATGACCTATTG
GTCCTGCCA

16-MCCC2-F TGTGGGCCGT
CCTGAGGTTA Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

72,0 127

16-MCCC2-R TGGTAGAGG
GCAGAGCCCAA

16-HNRNPA0-F GCTTTCTTCAC
CTCCACGCGA Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

72,0 126

16-HNRNPA0-R CGACAAGCAG
TCCGGCAAGA

16-INTS1-F CATGAAGAGCG
TGCGCAGAAAG Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

61,0 126

16-INTS1-R ATGAGCAGACC
ACGTGTGAGG

16-STK3-F AATTCCTAGTGGTT
TCTTGGTCTCCA Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

62,0 122

16-STK3-R ACTGCGAAAAGA
CAGCCCATTCT

16-TLN1-F CAGCTGCGTTT
TGCACCAGGA Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

67,0 109

16-TLN1-R AGCGGGTAGGGG
AGATCTGACTAA

16-CNPY3-F ACACAAAGGGGT
CAAGGTGGTG Таргетное 

секвенирование 
Targeted sequencing

68,0 126

16-CNPY3-R ACTGGGCACA
GCAACCCTTC

Примечание. Жирным шрифтом выделены позиции, соответствующие заменам, курсивом – дополнительные мисмэтчи. 
Последовательности праймеров, использованных для таргетного секвенирования, имеют дополнительную последователь-
ность ctacacgacgctcttccgatc (для прямых праймеров) или cagacgtgtgctcttccgatc (для обратных) на 5’-конце. ПЦР – полимеразная 
цепная реакция. 
Note. Positions corresponding to substitutions are in bold type, additional mismatches are in italics. The primer sequences used for targeted sequencing 
have an additional sequence ctacacgacgctcttccgatc (for forward primers) or cagacgtgtgctcttccgatc (for reverse primers) at the 5’-end. PCR – polymerase 
chain reaction.

Окончание табл. 1

The end of table 1
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Секвенирование целевых ампликонов на платформе 
Illumina. Для подготовки библиотек для секвенирова-
ния на MiSeq целевые участки, содержащие однонук-
леотидные соматические мутации, специфические 
для опухолевой ткани пациента 16, амплифицировали 
из общего пула геномной или цДНК с помощью флан-
кирующих праймеров (см. табл. 1), содержащих на 
5’-конце адаптерные последовательности, комплемен-
тарные 3’-участкам P5 и P7 адаптеров Truseq Illumina. 
Амплификацию проводили на приборе C1000 Touch 
Thermal Cycler с помощью SNPdetect полимеразы (PK022, 
ЗАО «Евроген», Россия) и используя в качестве матри-
цы 2 нг геномной ДНК или цДНК каждого образца. 
Мониторинг эффективности ПЦР проводили по ре-
зультатам параллельных реакций, проводимых в при-
сутствии красителя EvaGreen. После завершения ре-
акции выполняли анализ размера и количества 
ампликонов в 2 % агарозном геле. Программа и усло-
вия ПЦР: начальная денатурация – 3 мин при 95 °С, 
37 циклов – 30 с при 95 °С, 30 с при температуре, по-
добранной для каждой пары праймеров индивидуаль-
но, 30 с при 72 °C.

Продукты ПЦР очищали переосаждением с эти-
ловым спиртом и ацетатом аммония, концентрацию 
определяли на спектрофотометре Qubit и доводили 
до 5 нг / мкл. К очищенным ампликонам в ходе допол-
нительной ПЦР (5 циклов) пришивали TruSeq-адап-
теры с индивидуальной комбинацией прямого и об-
ратного индексов для каждого образца. Результат 
реакции контролировали на агарозном электрофорезе 
(добавление адаптеров приводит к увеличению длины 
продукта на ~90 п. н.).

Очистку продукта проводили на магнитных части-
цах AMPure Beads (Beckman Coulter, США). После 
определения концентрации каждого ампликона би-
блиотеки объединяли в эквимолярном соотношении, 
доводили до концентрации 5 нM и денатурировали. 
Полученный образец разводили до 10 концентрации пM, 
добавляли 5 % контрольной библиотеки PhiX, нано-
сили на картридж MiSeq Reagent Kit v2 Nano и сек-
венировали на приборе MiSeqDX (Illumina, США). 
Демультиплексирование библиотек проводили с помо-
щью программного обеспечения, предустановленного 
на приборе. Полученные fq-файлы анализировали с по-
мощью программы fastQC, проводили объединение 
встречных ридов в программе usearch fastq-mergepairs, 
картировали на референсные последовательности ам-
пликонов и создавали индексированные bam-файлы 
для каждого локуса в программе SeqMan Ngen 12.0.1 
(DNASTAR, США). Анализ изменчивости выполняли 
по результатам визуализации ридов в программе 
Integrative Genomics Viewer (IGV) v. 2.4.4. [13] относи-
тельно референсных последовательностей амплико-
нов.

Секвенирование по Сэнгеру. Секвенирование продук-
тов ПЦР проводили с обеих цепей ДНК методом Сэнге-
ра на автоматическом секвенаторе Applied Biosystems 

3730 DNA Analyzer в Центре коллективного пользова-
ния «Геном» при Институте молекулярной биологии 
им. В. А. Энгельгардта Российской академии наук.

РЕзУЛьТаТы
Для того чтобы сопоставить возможности и огра-

ничения различных методов детекции однонуклеотид-
ных мутаций, мы использовали одни и те же препара-
ты геномной ДНК из нормальной и опухолевой тканей 
печени и цДНК тех же пациентов. В работе были при-
менены образцы ткани и плазмы крови больных с ги-
стологически верифицированным диагнозом «гепа-
тоцеллюлярная карцинома». Случай 16 представляет 
собой крупную опухоль трабекулярного строения низкой 
степени дифференцировки, стадия IIIВ (Т4N0M0), 
с признаками сосудистой инвазии, цирроза и очагами 
некроза. Возраст пациента – 68 лет, пол – женский. 
Случай 28 – опухоль трабекулярного строения умерен-
ной степени дифференцировки, стадия II (Т2N0M0), 
без признаков сосудистой инвазии, со слабо выражен-
ным фиброзом. Возраст пациента – 77 лет, пол – мужской. 
Оба случая не ассоциированы с хронической инфек-
цией вирусами гепатита В или С. Среднее количество 
цДНК, выделяемое из 1 мл плазмы крови, для паци-
ента 16 составило 70 нг, для пациента 28 – 110 нг.

В качестве модельной системы для разработки 
 методов детекции однонуклеотидных замен, выявлен-
ных в опухолевой ткани, в цДНК тех же пациентов 
была использована однонуклеотидная соматическая 
мутация в гене талин 1 (TLN1) – замена C / T в по-
ложении chr9:35704152 по сборке генома человека hg19 
(NM_006289.3: c.6067G>A; NP_006280.3: p.Ala2023Thr), 
определенная нами ранее на основании полно-
транскриптомного секвенирования в опухолевой тка-
ни пациента 16 и подтвержденная секвенированием 
по Сэнгеру (мутация выявляется в геномной ДНК 
из опухолевой ткани и не выявляется в неопухолевой 
ткани печени пациента 16). Эта мутация приводит 
к аминокислотной замене Ala2023Thr в цитоскелетном 
белке талин 1, который концентрируется в областях 
межклеточных контактов и играет важную роль в сбор-
ке актиновых филаментов и регуляции подвижности 
клеток. По данным, полученным с помощью различ-
ных алгоритмов предсказания функциональной зна-
чимости мутаций, эта замена является потенциально 
патогенной и расценивается нами как возможный 
драйвер опухолевого роста.

Для выявления этой мутации в нормальной и опу-
холевой тканях печени, а также в препаратах цДНК 
было использовано несколько экспериментальных 
подходов.

1. Аллель-специфическая ПЦР в присутствии интер-
калирующего красителя EvaGreen проводилась с ис-
пользованием 2 прямых (аллель-специфических) и 1 об-
ратного (общего для аллель-специфических) праймеров 
в режиме реального времени. Аллель-специфические 
(прямые) праймеры на референсный (Ref) и мутантный 
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(Alt) варианты подобраны таким образом, чтобы их 
3’-концевой нуклеотид был комплементарен нуклео-
тиду, находящемуся в точке мутации, что дестабили-
зирует связывание ДНК-полимеразы с матрицей, 
препятствуя образованию неспецифического ПЦР-
продукта. Кроме того, были созданы соответствую-
щие описанным аллель-специфические праймеры 
с неполной комплементарностью, обеспечиваемой 
за счет внесения дополнительных мисмэтчей в 3-й 
позиции от 3’-конца, которые, по данным литерату-
ры, повышают эффективность распознавания иско-
мого аллеля по сравнению с альтернативным вариан-
том [14].

Для каждой пары аллель-специфических прайме-
ров были проведены подбор температуры, калибровка 
и определение оптимальных условий ПЦР с исполь-
зованием последовательных двукратных разведений 
геномной ДНК из нормальной (16N) и опухолевой 
(16Т) тканей пациента, последняя из которых содержит 
как мутантную, так и нормальную копию TLN1. Резуль-
таты исследования показали, что только праймеры 
с дополнительным мисмэтчем в 3-й позиции обеспе-
чивают специфичную дифференциальную детекцию 
мутантного и нормального аллелей в ДНК из опухо-
левых и нормальных тканей соответственно.

Дальнейшие исследования проводили путем по-
становки независимых реакций с праймерами на ре-
ференсный и альтернативный варианты на препаратах 
геномной ДНК нормальной и опухолевой тканей пе-
чени, а также цДНК пациента 16 (16N, 16Т и 16C со-
ответственно) и на аналогичных образцах пациента 28, 
в нормальной и опухолевой тканях которого исследу-
емая мутация отсутствовала (28N, 28Т и 28C соответ-
ственно).

Мы установили, что разработанный метод позволя-
ет детектировать мутантный аллель даже в небольшом 

количестве (2 нг) опухолевой ДНК и цДНК пациента 
16, но не в образцах геномной или цДНК пациента 28 
и ДНК из неопухолевой ткани пациента 16. Типичный 
результат эксперимента представлен на рис. 1.

Использованный метод не позволяет провести 
точное количественное определение доли мутантного 
варианта, однако с применением калибровочных кри-
вых, построенных на основании последовательных 
двукратных разведений ДНК, был выполнен прибли-
зительный расчет количества нормального и мутантно-
го аллелей в исследованных образцах. При использова-
нии допущения, что в геномной ДНК из опухолевой 
ткани содержится равное количество копий мутантно-
го и нормального аллелей, по усредненным данным не-
скольких экспериментов доля мутантного варианта сре-
ди суммарного количества ампликонов TLN1 в цДНК 
пациента 16 составила 11 %.

2. Более точная оценка доли мутантного аллеля 
может быть достигнута при использовании метода ал-
лель-специфической ПЦР в реальном времени с зондами 
TaqMan.

В этом случае могут быть использованы 2 вариан-
та дизайна праймеров и зондов: когда альтернативный 
нуклеотид расположен в одном из праймеров, а зонд 
TaqMan для детекции является общим (1-й вариант), 
либо когда альтернативный нуклеотид расположен 
в последовательности зонда, а праймеры являются 
универсальными (2-й вариант).

Для разработки 1-го варианта ПЦР с зондами Taq-
Man были использованы модификации праймеров 
к референсной (TLN1Pr-MRef) и альтернативной 
(TLN1Pr-MAlt) последовательности TLN1, разработан-
ных для ПЦР c EvaGreen (с дополнительными мисмэт-
чами), которые совместимы с универсальным зондом 
TaqMan, меченным флуорофором FAM, расположенным 
внутри ампликона. Для нормализации количества 

Рис. 1. Результат определения референсного (а) и альтернативного (б) аллелей гена TLN1 в образцах ДНК пациентов 16 и 28 методом аллель-
специфической полимеразной цепной реакции с красителем EvaGreen. Образец 16Т обозначен красным цветом, 16C – синим, 16N – черным, образ-
цы пациента 28 – зеленым, контрольный образец без ДНК – оранжевым. RFU – относительные единицы флуоресценции
Fig. 1. The result of determining the reference (a) and alternative (б) allele of the TLN1 gene in the DNA samples of patients 16 and 28 by allele-specific 
polymerase chain reaction with EvaGreen dye. Sample 16T in red, 16C in blue, 16N in black, patient 28 samples in green, no DNA control in orange. RFU – 
relative fluorescence units
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ДНК, внесенной в реакцию, были использованы прай-
меры и меченный флуорофором HEX TaqMan-зонд 
к геномной последовательности гена бета-актина 
(ACTB). При таком дизайне праймеров и зондов оцен-
ка присутствия в образце референсного и мутантного 
вариантов происходит на основании постановки 2 не-
зависимых реакций с референсными или мутантными 
праймерами соответственно, а нормировка результа-
тов осуществляется по данным ПЦР с праймерами 
и зондом к ACTB, входящими в каждую реакцию. Для 
каждого набора праймеров и зондов были проведены 
подбор температуры, калибровка и определение опти-
мальных условий ПЦР для выявления референсного 
или альтернативного вариантов с использованием ге-
номной ДНК из опухолевой ткани пациента 16 (16Т) 
и продемонстрирована возможность анализа амплико-
нов TLN1 и ACTB в режиме мультиплексной ПЦР.

В результате исследований, проведенных на опи-
санной выше панели геномной и цДНК пациентов 16 
и 28, было установлено, что, как и в предыдущем слу-
чае, праймеры и зонд к альтернативному варианту гена 
TLN1 специфически детектируют мутантный аллель 
только в препаратах геномной ДНК из опухолевой 
ткани и цДНК из плазмы крови пациента 16 (табл. 2). 
Анализ результатов реакции проводили по относи-
тельному количеству ДНК мутантного или нормально-
го аллелей с использованием калибровочных кривых, 
исходя из допущения, что доля мутантного аллеля 
в опухолевой ткани составляет 50 %, и нормализовали 
на количество ДНК ACTB в той же реакции. Относи-
тельная доля мутантного аллеля среди суммарного 
количества ампликонов TLN1 в цДНК пациента 16 
при таком анализе составила 36 %. Проведенный та-
ким же образом анализ результатов реакции с прайме-
рами к референсному варианту (калибровка построе-
на по последовательным разведениям геномной ДНК 
из нормальной ткани) свидетельствует о том, что этот 
способ является адекватным (так, например, доля нор-
мального аллеля в опухолевой ткани составила около 
50 %), но не количественным (сумма долей мутантно-
го и нормального вариантов в препаратах цДНК дале-
ка от 100 %).

Второй вариант с использованием общих прайме-
ров и 2 вариантов зондов TaqMan, комплементарных 
участку с мутацией, проведенный на аналогичной па-
нели образцов, не позволил достичь специфического 
разделения мутантного и нормального вариантов (дан-
ные не представлены). Это прежде всего связано с тем, 
что для коротких ампликонов, длина которых ограни-
чена малой размерностью основного пула цДНК (око-
ло 160 п. н.), существует крайне небольшое количест-
во вариантов олигонуклеотидов, удовлетворяющих 
условиям подбора эффективных и специфичных прай-
меров и зондов.

Таким образом, среди методов, основанных на ПЦР 
в реальном времени, наиболее перспективным для 
 детекции однонуклеотидных соматических мутаций 

представляется вариант с аллель-специфическими 
праймерами и универсальным зондом TaqMan. Вне-
сение дополнительных мисмэтчей в районе 3’-конца 
аллель-специфического праймера помогает повысить 
специфичность распознавания референсного и аль-
тернативного вариантов, а использование калибровоч-
ных кривых – провести приблизительную оценку до-
ли мутантного ампликона в образце.

Капельная цифровая полимеразная цепная реакция. 
В экспериментах на основе капельной цифровой ПЦР, 
которая позволяет выполнять количественную детек-
цию независимо амплифицированных в отдельных 
каплях эмульсии единичных молекул ДНК, были при-
менены праймеры и зонды, апробированные при поста-
новке аллель-специфической ПЦР с зондами TaqMan. 
Реакцию проводили с использованием системы для 
капельной цифровой ПЦР QX0200 (BioRad, США). 
На 1-м этапе с использованием препаратов ДНК из 
нормальной и опухолевой тканей печени пациента 16 
проводили подбор температуры, которая обеспечива-
ет специфическую амплификацию с праймерами к ре-
ференсной или альтернативной последователь ности 
гена TLN1. Дальнейшие исследования выполняли на 
описанной выше панели образцов геномной и цирку-
лирующей ДНК пациентов 16 (есть мутация TLN1) 
и 28 (нет мутации). В каждую реакцию брали 2 нг ДНК. 
Эксперименты проводили в мультиплексном режиме 
с праймерами и зондами к TLN1 (референсный 
или альтернативный вариант – канал FAM) и ACTB 
(канал HEX) для контроля количества ДНК. Типичные 
результаты эксперимента представлены на рис. 2 а–г.

Представленные результаты наглядно демонстри-
руют, что референсный вариант TLN1 детектируется 
во всех пробах, содержащих ДНК, а мутантный – 
только в образцах геномной ДНК из опухоли и в цДНК 
пациента 16, у которого данная мутация выявлена не-
зависимыми методами в опухолевой ткани. Для коли-
чественной оценки доли альтернативного аллеля 
в этих образцах была проведена нормализация рассчи-
танного программой QuantaSoft (Biorad) количества 
копий вариантов TLN1 по количеству копий ACTB 
в каждой из реакций. Согласно проведенным расче-
там, доля альтернативного варианта в геномной ДНК 
из опухолевой ткани составила 42 %, в цДНК – 19,7 % 
(рис. 2д).

Глубокое секвенирование ампликонов участка ДНК, 
содержащего таргетную мутацию, на платформе Illumina 
(MiSeq). Для создания и отработки протокола в целях 
получения и глубокого секвенирования библиотек ам-
пликонов на платформе Illumina (MiSeq) использовали 
7 однонуклеотидных соматических мутаций, выявлен-
ных на основании транскриптомного секвенирования 
в опухоли пациента 16. Соматический статус мутаций 
подтверждали методом секвенирования по Сэнгеру 
(табл. 3). Кроме того, в качестве внутреннего негатив-
ного контроля была исследована последовательность 
гена STK3, не содержащая соматических мутаций.
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Таблица 2. Результаты определения мутантного (TLN1Pr-MAlt) и нормального (TLN1Pr-MRef) вариантов гена TLN1 в препаратах геномной 
и циркулирующей ДНК 16 и 28 методом аллель-специфической полимеразной цепной реакции с праймерами TaqMan

Table 2. Results of detection of mutant (TLN1Pr-MAlt) and normal (TLN1Pr-MRef) TLN1 gene variants in genomic and cDNA preparations 16 and 28  
by allele-specific polymerase chain reaction with TaqMan primers

Образец 
Sample

Вариант гена 
Variant of the gene

ACTB Доля варианта гена, 
нормированного 

по ACTB, % 
Proportion of variant  

of the gene normalized  
by ACTB, %

Пороговый цикл 
Threshold cycle

Относительное количество 
Relative amount

Пороговый цикл 
Threshold cycle

Относительное количество 
Relative amount

Панель А – мутантный вариант гена TLN1 
Panel А – mutant variant of the TLN1 gene

16N  – 0 29,7 2.74 0

16T 36,34 2 30,25 2,00 50

16C 35,17 4,08 28,62 5,66 36

28N  – 0 30,47 1,63 0

28T  – 0 30,14 2,03 0

28C  – 0 28,93 4,6 0

H
2
O  – 0  – 0 0

Панель Б – референсный вариант гена TLN1 
Panel B – reference variant of the TLN1 gene

16N 33,01 2,00 30,74 2,00 100

16T 34,31 0,94 30,81 1,94 48,0

16C 33,79 1,27 29,30 4,37 29,1

28N 32,02 3,50 31,23 1,55 226,0

28T 33,06 1,93 30,56 2,22 87,0

28C 32,99 2,00 29,67 3,61 55,0

H
2
O  – 0  – 0 0

Для создания библиотек ампликонов, содержащих 
исследуемые мутации, были использованы фланкиру-
ющие праймеры, амплифицирующие участки ДНК 
размером от 109 до 150 п. н. и содержащие во внутренних 
районах участки соматических мутаций. На 5’-конце 
праймеры содержали адаптерные последовательности, 
комплементарные 3’-участкам P5 и P7 адаптеров TruSeq 
Illumina. Для каждой из полученных пар праймеров 
были подобраны оптимальные условия, обеспечива-
ющие специфическую амплификацию исследуемых 
ампликонов. Для амплификации исследуемых участ-
ков в качестве матрицы использовали по 2 нг геном-
ной (нормальной или опухолевой) ДНК или цДНК 
пациента 16. Мониторинг эффективности ПЦР про-
водили по результатам параллельных реакций в при-
сутствии красителя EvaGreen. После завершения ре-
акции, анализа размера и количества ампликонов 
в агарозном геле и их очистки к ампликонам путем 
дополнительной ПЦР пришивали TruSeq-адаптеры 
с индивидуальными индексами. Очищенные на маг-

нитных частицах ПЦР-продукты для каждого из рай-
онов объединяли в общий пул в эквимолярных коли-
чествах и секвенировали на платформе Illumina MiSeq. 
После секвенирования и биоинформатической обра-
ботки данных определяли число ридов с нормальным 
или мутантным вариантом каждого из исследуемых 
генов в каждом из образцов и определяли процент му-
тантного аллеля в общем пуле цДНК. Результаты ана-
лиза представлены в табл. 3.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что все 7 мутаций определяются в геномной ДНК па-
циента 16, выделенной из опухолевой, но не из нор-
мальной ткани, и являются соматическими (доля аль-
тернативного аллеля составила от 45,7 до 60,9 %). 
Для всех исследованных ампликонов мутантная ДНК 
была выявлена и в препаратах цДНК, выделенных из 
плазмы крови этого больного перед операцией; доля 
альтернативного варианта составила от 5,1 до 29,6 % 
от общего количества проанализированных прочтений. 
Соматических мутаций в негативном контрольном 
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Рис. 2. Результаты цифровой полимеразной цепной реакции с праймерами и зондами к референсному (а) и мутантному (в) вариантам TLN1 
и соответствующие им реакции с праймерами к бета-актину (б, г); количество положительных капель в каждой реакции и доля мутантного 
варианта в препаратах (д). Порядок нанесения образцов ДНК в каждой панели: 1  –  16N, 2  –  16T, 3  –  16С, 4 – 28N, 5 – 28T, 6 – 28С, 7, 8  –  вода
Fig. 2. Results of digital polymerase chain reaction with primers and probes for reference (a) and mutant (в) TLN1 variants and corresponding reactions with 
primers for beta-actin (б, г); number of positive drops in each reaction and the proportion of the mutant variant in the samples (д). The order of applying DNA 
samples in each panel is 1 – 16N, 2 – 16T, 3 – 16C, 4 – 28N, 5 – 28T, 6 – 28C, 7, 8  – water

Образец / Sample TLN1Pr-MRef ACTB TLN1Pr-MAlt ACTB % Alt
16N 122 75 0 117 0
16T 36 101 38 147 42,04
16C 53 204 18 283 19,67
28N 312 175 0 266 0
28T 100 150 0 153 0
28C 115 194 0 141 0
H2O 1 1 0 0 0
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ампликоне STK3 не было выявлено ни в одном 
из образцов. Доля мутантных аллелей в образцах нор-
мальной ткани ни в одном из случаев не превысила 1 %.

ОбСУждЕНИЕ
К настоящему времени в научной литературе опу-

бликован ряд исследований, посвященных выявлению 
мутаций, характерных для опухолевой ткани конкрет-
ных пациентов, в соответствующих препаратах цДНК 
и продемонстрирована принципиальная возможность 
мониторинга течения заболевания в отдельных случа-
ях. Аналогичные исследования выполнены и в отно-
шении генетически гетерогенных типов опухолей, 
таких как ГЦК [15]. Например, при ультраглубоком 
(5500×) секвенировании образцов цДНК, полученных 
из плазмы и сыворотки 8 пациентов с ГЦК, подверг-
нутых хирургическому лечению, с использованием 
специально разработанной для ГЦК таргетной панели 
на 58 генов [16] достоверное присутствие мутантного 
аллеля хотя бы одного из исследованных генов было 
выявлено лишь в 4 (50 %) случаях ГЦК, причем все 
они были ассоциированы с инфекцией вирусами ге-
патита В или С. В 2 случаях «диагностических» мута-
ций не было обнаружено даже при секвенировании 
опухолевой ткани тех же пациентов.

Возможной альтернативой исследованию таргет-
ных панелей, включающих ограниченное число онко-
логически значимых генов, является выполнение пол-
ноэкзомного секвенирования опухолевой ДНК 
для выявления индивидуальных мутаций, присущих 
конкретной опухоли. На основании анализа обнару-
женных нарушений проводятся выбор клональных 
соматических мутаций и изготовление индивидуаль-
ных праймеров для проведения мультиплексной ПЦР 
и высокопроизводительного секвенирования получен-
ных библиотек ампликонов. Этот подход активно ис-
пользуется в настоящее время, например, американ-
ской компанией Natera в тесте Signatera [17]. Помимо 
необходимости биоинформатического анализа данных 
и их функциональной интерпретации, такой подход 
требует разработки надежных методов, позволяющих 
уверенно проводить детекцию и качественную оценку 
доли мутантной опухоль-специфической ДНК в общем 
пуле цДНК из биологических жидкостей организма.

В настоящей работе мы исследовали возможность 
применения различных методов детекции однонуклео-
тидных соматических мутаций, выявленных в опухоле-
вой ткани пациента с ГЦК при высокопроизводитель-
ном транскриптомном секвенировании, и возможность 
количественной оценки доли мутантного варианта 

Таблица 3. Результаты исследования ампликонов, содержащих мутации, выявленные в опухолевой ткани пациента 16

Table 3. The results of the study of amplicons containing mutations detected in the tumor tissue of patient 16

Номер 
ампли-

кона 
?

Ген 
Gene

Хромо-
сома 

Chromo-
some

Положение 
(hg 19) 
Position 
(hg19) 

Нуклео-
тидная 
замена 

(Ref / Alt) 
Nucleotide 
substitution 
(Ref / Alt) 

Тип 
замены 
Type of 

substitution

 % альтерна-
тивного 

варианта, 
РНК 

 % of alter-
native variant, 

RNA

Тип мутации 
(секвенирование 

по Сэнгеру) 
Type  

of muta tion 
(Sanger 

sequencing) 

Доля альтернативного 
аллеля (глубокое секвени-

рование), % 
Proportion of alternative allele 

(deep sequencing), %

Печень 
Liver

Опухоль 
Tumor

цДНК 
cDNA

1 TLN1 9 35704152 C / T Миссенс 
Missense

40,7 Соматическая 
Somatic

0,4 47,7 23,5

2 YAP1 11 102100656 T / G Миссенс 
Missense

43,8 Соматическая 
Somatic

0,6 46,8 25,3

3 LTA4H 12 96412588 C / T Миссенс 
Missense

43,1 Соматическая 
Somatic

1,0 53,0 29,6

4 MCCC2 5 70883332 C / A

«Стоп»- 
кодон 
“Stop”-
codon

59,3 Соматическая 
Somatic

0,5 49,8 16,6

5 HNRNPA0 5 137089294 C / G Миссенс 
Missense

58,3 Соматическая 
Somatic

0,3 47,1 5,1

6 INTS1 7 1526278 G / A Миссенс 
Missense

70,4 Соматическая 
Somatic

0,7 60,7 14,1

7 CNPY3 6 42905542 G / T

«Стоп»- 
кодон 
“Stop”-
codon

33,3 Соматическая 
Somatic

0,6 45,1 16,8

8 STK3 8 99468083 T  –  – Нет мутации 
No mutation

0,2 0,1 0,1
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в цДНК. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что все использованные нами методы позволя-
ют детектировать мутации, специфические для опухо-
левой ткани, в цДНК того же пациента, но обладают 
различными ограничениями и потенциалом для при-
менения в жидкостной биопсии.

Важно отметить, что в исследованном нами случае 
при сравнении методов ГЦК при полнотранскриптом-
ном высокопроизводительном секвенировании не бы-
ло выявлено мутаций, затрагивающих «канонические» 
гены, задействованные в канцерогенезе, в том числе 
в участках, включенных в основные таргетные панели 
для выявления драйверных или терапевтически зна-
чимых нарушений (например, набор AmpliSeq Cancer 
HotSpot Panel v2 (Illumina, США), включающий горя-
чие участки мутаций 50 опухоль-ассоциированных 
генов). Успешное выявление идентифицированных 
на основании транскриптомных данных уникальных 
для конкретного пациента и малоизученных вариан-
тов свидетельствует о том, что такой подход может 
быть использован для поиска персонализированных 
маркеров для жидкостной биопсии.

Среди методов, основанных на ПЦР в реальном 
времени, наиболее перспективным для детекции од-
нонуклеотидных соматических мутаций представля-
ется вариант с аллель-специфическими праймерами, 
несущими дополнительные замены в районе 3’-конца 
аллель-специфического праймера, и универсальным 
зондом TaqMan. Такой подход обеспечивает специ-
фичность распознавания референсного и альтернатив-
ного вариантов, однако количественная оценка доли 
мутантного варианта в этом случае ограничена необ-
ходимостью использования калибровочных кривых 
и при отсутствии специально разработанных стандарт-
ных образцов позволяет провести лишь приблизитель-
ную оценку доли мутантного ампликона в образце. 
Несмотря на это, можно признать, что описанный 
метод, более дешевый и простой, чем капельная ПЦР 
и таргетное секвенирование ампликонов, имеет явный 
потенциал для использования в качестве экспресс-
метода, например, для отбора наиболее перспектив-
ных персонализированных маркеров для мониторин-
га динамики изменения опухолевого роста в ходе 
лечения.

Метод капельной цифровой ПЦР с аллель-специ-
фическими праймерами и зондами TaqMan обеспечи-
вает не только уверенную детекцию мутантных вариан-
тов в небольших количествах цДНК, но и адекватную 
количественную оценку доли мутантного варианта 
в общем пуле цДНК без использования калибровоч-
ных кривых. Это свидетельствует о значительном по-
тенциале применения такого подхода для жидкостной 
биопсии даже в случае невысокого содержания цДНК 
в препаратах плазмы крови, а также исследования опу-
холей небольшого размера или ранних стадий. Огра-
ничением метода является лимитируемое количеством 

каналов в приборе, малое количество маркеров, кото-
рые могут быть изучены в каждой реакции.

Глубокое таргетное секвенирование ампликонов, 
содержащих мутации, на платформе Illumina является 
более дорогостоящим методом и требует более продол-
жительной пробоподготовки. Однако этот подход по-
зволяет существенно расширить количество анали-
зируемых мутаций, что особенно важно, учитывая 
значительную внутриопухолевую гетерогенность зло-
качественных новообразований. Таргетное секвени-
рование также дает возможность провести корректную 
количественную оценку доли мутантного варианта 
в образцах.

Важно отметить, что для соматической мутации 
в гене TLN1 доли альтернативного варианта в цДНК 
пациента 16, детектированные методами цифровой 
ПЦР и таргетного секвенирования ампликонов (19,7 
и 23,5 % соответственно), очень близки. Это свиде-
тельствует о точности количественного анализа, про-
веденного с помощью данных методов, и о возможности 
их использования для кросс-валидации полученных 
результатов. Согласно данным литературы, у пациен-
тов с ГЦК доля альтернативного аллеля в цДНК для 
драйверных мутаций может достигать 12–37 %, что от-
ражает, по-видимому, ключевую роль этих мутаций 
в возникновении опухоли у конкретного пациента, и, со-
ответственно, высокую представленность альтерна-
тивного варианта в подавляющем большинстве опу-
холевых клонов [18].

В проведенном исследовании мы использовали 
препараты ДНК от пациентов с крупными клинически 
детектируемыми опухолями. В то же время необходи-
мо отметить, что в описанных экспериментах была 
применена лишь небольшая часть цДНК, выделенная 
из 1 мл плазмы крови. В последующих исследованиях 
мы планируем не только повысить точность детекции 
методов, но и апробировать их на образцах, получен-
ных от пациентов с ранними стадиями опухолевого 
процесса, и при возникновении рецидивов, и в ходе 
терапии.

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, среди исследованных подходов 

к детекции индивидуальных опухоль-специфичных 
соматических однонуклеотидных мутаций капельная 
цифровая ПЦР и таргетное секвенирование амплико-
нов позволяют не только надежно детектировать му-
тантные варианты в малых количествах цДНК из плазмы 
крови, но и адекватно проводить их количественную 
оценку, что особенно важно для разработки способов 
мониторинга опухолевого роста в процессе лечения. 
Близкие значения доли мутантного варианта в цДНК, 
детектированной этими методами, свидетельствуют 
о точности количественного анализа и возможности 
их использования для кросс-валидации получаемых 
результатов.
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Матриксные металлопротеиназы и белки 
теплового шока на внеклеточных везикулах  
у больных колоректальным раком:  
связь с метаболическим статусом

Н.В. Юнусова1, 2, Д.А. Сваровский2, Е.Э. Дандарова2, Д.Н. Костромицкий1, А.А. Димча1, О.В. Черемисина1,  
С.Г. Афанасьев1, А.И. Коновалов1, Ж.А. Старцева1, И.В. Кондакова1, М.Р. Патышева1, А.Е. Григорьева3 ,  
Л.В. Спирина1, 2

1Научно-исследовательский институт онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр 
Российской академии наук»; Россия 634009, Томск, Кооперативный пер., 5; 
2ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, 634050 Томск, Московский 
тракт, 2; 
3Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук; Россия, 
630090 Новосибирск, проспект Академика Лаврентьева, 8

К о н т а к т ы : дмитрий Андреевич Сваровский svarovsky.d.a@gmail.com

Введение. У большинства больных колоректальным раком (кРР) опухоль возникает на фоне метаболически здоро-
вого ожирения, или метаболического синдрома (более чем в 60 % случаев), ключевым патогенетическим моментом 
которого является развивающаяся гиперинсулинемия. метаболические изменения также характерны для больных 
с полипами толстой кишки (пТк), которые в настоящее время рассматриваются как наиболее значимые предраковые 
заболевания. показано, что фракции малых внеклеточных везикул (вв) адипоцитарного происхождения специфи-
чески обогащены белками внеклеточного матрикса, включая матриксные металлопротеиназы (ммPs), шаперонами, 
а также некоторыми метаболическими ферментами, участвующими в синтезе липидов и углеводов. это послужило 
причиной выбора экзосомальных маркеров в нашем исследовании. Сравнение экспрессии протеинов на CD9-  
и FABP4-позитивных вв будет полезно для объяснения некоторых клинических моментов, например эффективности 
терморадиотерапии или радиотерапии у больных кРР с ожирением, а также для более обоснованного поиска вези-
кулярных прогностических маркеров у онкологических пациентов с ожирением. цель исследования была сформу-
лирована с учетом отсутствия в литературе данных об уровне экспрессии MMPs и белков теплового шока (HSPs)  
в составе тотального пула вв и в FABP4-позитивных вв у пациентов с пТк и кРР.
Цель исследования – изучение уровня MMPs и HSPs на СD9- и FABP4-позитивных вв у пациентов с пТк и кРР  
во взаимосвязи с метаболическим статусом.
Материалы и методы. в исследование были включены 12 больных кРР (T2–4N0–2M0; средний возраст 59,6 ± 1,6 года), 
проходивших лечение в отделении абдоминальной онкологии Научно-исследовательского института онкологии Том-
ского национального исследовательского медицинского центра Российской академии наук с 2019 по 2021 г.  
в группу сравнения вошли 10 пациентов с пТк. Уровень белков на поверхности CD9- и FABP4-позитивных вв был 
изучен с помощью проточной цитометрии.
Результаты. мMP9-позитивные вв чаще выявлялись у больных кРР по сравнению с пациентами с пТк, однако 
MMP9+MMP2+TIMP-позитивные вв достоверно чаще обнаруживались у последних. из изученных белков теплового шока 
на поверхности вв наиболее часто экспрессировался HSP60, причем HSP60-позитивные вв выявлялись на поверхности 
CD9-позитивных экзосом при пТк гораздо чаще, чем при кРР. У больных кРР по сравнению с пациентами с пТк среди FABP4-
позитивных вв наблюдалось существенное увеличение доли трипл-позитивных вв и вв с фенотипом MMP9+MMP2-TIMP1+, 
что в целом может свидетельствовать о гиперэкспрессии MMP9 и TIMP1 адипоцитами или маркрофагами жировой ткани 
у больных кРР. корреляционный анализ выявил множественные связи отдельных фенотипов CD9-позитивных вв у боль-
ных кРР с индексом массы тела и уровнем холестерина липопротеинов высокой плотности в сыворотке крови, в то время 
как фенотипы FABP4-позитивных вв были ассоциированы в основном с уровнем триглицеридов.
Заключение. фенотипы CD9-позитивных и FABP4-позитивных циркулирующих вв перспективны в качестве предик-
торов для уточнения онкологического риска у больных с полипами толстой кишки, а также в плане объяснения 
эффективности лечения больных кРР с ожирением или метаболическим синдромом.

Ключевые слова: матриксные металлопротеиназы, белки теплового шока, жировая ткань, внеклеточные везикулы, 
FABP4, колоректальный рак

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Matrix metalloproteinases and heat shock proteins on extracellular vesicles in colorectal cancer 
patients: association with metabolic status

N.V. Yunusova1, 2, D.A. Svarovsky2, E.E. Dandarova2, D.N. Kostromitsky1, A.A. Dimcha1, O.V. Cheremisina1, S.G. Afanasiev1,  
A.I. Konovalov1, Z.A. Startseva1, I.V. Kondakova1, M.R. Patysheva1, A.E. Grigor’eva3, L.V. Spirina1, 2

1Research Institute of Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences; 5 Kooperativny Line, Tomsk 634009, 
Russia; 
2Siberian State Medical University, Ministry of Health of Russia; 2 Moskovskiy Tract, Tomsk 634050, Russia; 
3Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine of the Siberian branch of Russian Academy of Sciences; 8 Prospekt Akademika 
Lavrent’eva, Novosibirsk 630090, Russia

C o n t a c t s : Dmitry Andreevich Swarovski svarovsky.d.a@gmail.com

Introduction. In most patients with colorectal cancer (CRC), the tumor develops against the background of metaboli-
cally healthy obesity or metabolic syndrome (more than 60 % of patients), the key pathogenetic moment of which  
is developing hyperinsulinemia. Metabolic changes are also characteristic of patients with colon polyps (CP), which are 
currently considered as the most significant precancerous diseases. It has been shown that fractions of small extracel-
lular vesicles (EVs) of adipocyte origin are specifically enriched in extracellular matrix proteins, including matrix metallo-
proteinases (MMPs), chaperones, and some metabolic enzymes involved in the synthesis of lipids and carbohydrates. This 
was the reason for choosing exosomal markers in our study. Comparison of protein expression on CD9- and FABP-4 pos-
itive vesicles will be useful to explain some clinical issues, such as the effectiveness of thermoradiotherapy or radiother-
apy in obese CRC patients; for a more substantiated search for vesicular prognostic markers in obese cancer patients. 
However, taking into account the lack of data in the literature on the level of MMPs and HSPs expression in the compo-
sition of the total pool of EVs and in the composition of FABP4-positive EVs in patients with PTC and CRC patients,  
the aim of the work was formulated.
Aim. Study of the level of MMPs and heat shock proteins (HSPs) on CD9- and FABP4-positive EVs in patients with CP  
and CRC in relation to metabolic status.
Materials and methods. The study included 12 patients with CRC (T2–4N0–2M0; mean age 59.6 ± 1.6 years) who were 
treated at the Department of Abdominal Oncology of the Cancer Research Institute of the Tomsk National Research 
Medical Center from 2019 to 2021. The comparison group included 10 patients with CP. The level of proteins on the surface 
of CD9- and FABP4-positive EVs was studied using flow cytometry.
Results. MMP9-positive EVs were detected more often in CRC patients than in CP patients, however, MMP9+MMP2+TIMP-positive 
EVs were significantly more frequently detected in CP patients. Among the studied heat shock proteins, HSP60 was most 
often expressed on the surface of EVs, and HSP60-positive EVs were detected on the surface of CD9-positive exosomes 
in patients with PTC much more often than in CRC. In patients with CRC, compared with patients with СP, among 
FABP4-positive EVs, the proportion of triple-positive EVs and EVs with the MMP9+MMP2-TIMP1+ phenotype significantly 
increases, which in general may indicate overexpression of MMP9 and TIMP1 by adipocytes or marcrophages of adipose 
tissue in patients with CRC. Correlation analysis revealed multiple correlations of individual phenotypes of CD9-positive 
EVs in patients with CRC with body mass index and serum high density lipoprotein cholesterol levels, while the phenotypes 
of FABP4-positive EVs were associated mainly with triglyceride levels.
Conclusions. The phenotypes of CD9-positive and FABP4-positive circulating EVs are promising as predictors for clarifying 
cancer risk in patients with colon polyps, as well as in terms of explaining the effectiveness of the treatment of CRC 
patients with obesity or metabolic syndrome.

Keywords: matrix metalloproteinases, heat shock proteins, adipose tissue, extracellular vesicles, FABP4, colorectal cancer

For citation: Yunusova N.V., Svarovsky D.A., Dandarova E.E. et al. Matrix metalloproteinases and heat shock proteins  
on extracellular vesicles in colorectal cancer patients: association with metabolic status. Uspekhi molekulyarnoy onko-
logii = Advances in Molecular Oncology 2022;9(3):38–48. (In Russ.). DOI: 10.17650/2313-805X-2022-9-3-38-48

ВВЕдЕНИЕ
Согласно данным литературы, а также на основа-

нии проведенных нами ранее исследований [1, 2]  
у большинства пациентов с колоректальным раком 
(КРР) опухоль возникает на фоне метаболически здо-
рового ожирения, или метаболического синдрома 

(более чем в 60 % случаев), ключевым патогенетичес-
ким моментом которого является развивающаяся ги-
перинсулинемия. Метаболические изменения также 
характерны для больных с полипами толстой кишки 
(ПТК), которые в настоящее время рассматриваются 
как наиболее значимые предраковые заболевания. 
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Адипоциты продуцируют матриксные металлопроте-
иназы (MMPs) MMP-2, MMP-9 и их ингибитор 
TIMP1. Полученные из жировой ткани ММPs играют 
значительную роль в адипогенезе, ангиогенезе и ре-
моделировании внеклеточного матрикса, что может 
ускорить метастатический каскад [3, 4].

Известно, что жировая ткань имеет сложный кле-
точный состав, и везикулы с разной функционально-
стью могут секретироваться как адипоцитами, так  
и стромальными клетками. Среди резидентных в жи-
ровой ткани иммунных клеток макрофаги являются 
наиболее распространенным типом клеток: они со-
ставляют почти 50 % от общего числа клеток жировой 
ткани [5]. Предлагаемые кандидаты-маркеры везикул 
адипоцитарного происхождения (рецепторы, активи-
руемые пероксисомными пролифераторами (PPAR-γ), 
белок, связывающий жирные кислоты 4 (FABP4), фак-
тор 1 преадипоцитов (PREF-1)) не являются строго 
специфичными для клеток жировой ткани, могут се-
кретироваться некоторыми иммунными клетками,  
в основном макрофагами, а также найдены в составе 
внеклеточных везикул (ВВ) эндотелиального происхож-
дения [6–8]. Кроме того, в исследовании V. DeClercq  
и соавт. (2015) было показано, что адипонектин в экзо-
сомах составляет лишь небольшую часть общего коли-
чества адипонектина, секретируемого клетками 3T3-L1, 
и поэтому не может быть надежным маркером ВВ плаз-
мы [9]. FABP4 является маркером адипоцитов. Кроме 
того, ранее было показано, что этот белок гиперэкс-
прессирован в клеточных линиях дифференцирован-
ных адипоцитов мыши 3T3-L1, а также обнаружен  
в составе секретируемых в культуральную жидкость 
ВВ, что делает его наиболее привлекательным для из-
учения [10]. Мы не рассматриваем FABP4-позитивные 
ВВ как исключительно ВВ адипоцитарного происхож-
дения. Однако детектируемые методом проточной 
цитометрии FABP4-позитивные циркулирующие ВВ 
могут быть представлены ВВ адипоцитарного и макро-
фагального происхождения, которые и формируют 
жировую ткань.

Показано, что фракции малых ВВ адипоцитарно-
го происхождения специфически обогащены белками 
внеклеточного матрикса, включая ММPs, шаперона-
ми, а также некоторыми метаболическими фермента-
ми, участвующими в синтезе липидов и углеводов [11]. 
Это обусловило выбор экзосомальных маркеров в на-
шем исследовании. Мы также полагаем, что сравнение 
экспрессии протеинов на CD9- и FABP4-позитивных 
ВВ, возможно, будет полезно для объяснения некото-
рых клинических моментов, например эффективности 
терморадиотерапии или радиотерапии у больных КРР 
с ожирением, а также для более обоснованного поиска 
везикулярных прогностических маркеров у онкологи-
ческих больных с ожирением. Цель работы была сфор-
мулирована с учетом отсутствия в литературе данных 
об уровне экспрессии MMPs и белков теплового шока 
(HSPs) в составе тотального пула ВВ и циркулирующих 

ВВ, имеющих происхождение из жировой ткани, у па-
циентов с полипами толстой кишки (ПТК) и КРР.

Цель работы – изучение уровня MMPs и белков 
теплового шока (HSPs) на СD9- и FABP4-позитивных 
ВВ плазмы крови у пациентов с ПТК и КРР во взаи-
мосвязи с метаболическим статусом.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование были включены 12 больных КРР 

(T2–4N0–2M0; средний возраст 59,6 ± 1,6 года), про-
ходивших лечение в отделении абдоминальной онко-
логии Научно-исследовательского института онколо-
гии Томского национального исследовательского 
медицинского центра Российской академии наук  
с 2019 по 2021 г. В группу сравнения вошли 10 пациен-
тов, обследованных в условиях поликлинического от-
деления Института, у которых в ходе видеоколоноско-
пии была исключена злокачественная опухоль толстой 
кишки. У этих больных выявлены аденоматозные ПТК. 
Критериями включения пациентов в исследование яв-
лялись согласие на участие в нем и колоректальный рак 
T2–4N0–2M0. Критериями исключения при форми-
ровании группы КРР были первично-множественные 
формы КРР и КРР Ia стадии (Т1N0M0).

В подгруппы метаболических нарушений были 
включены пациенты с ПТК и КРР, имеющие метабо-
лический синдром, или так называемое метаболиче-
ски здоровое ожирение, в соответствии с критериями 
Международной диабетической федерации (Interna-
tional Diabetes Federation, IDF; 2005), под которым 
подразумевается наличие абдоминального ожирения 
(по критериям IDF), индекс массы тела (ИМТ) ≥30  
в сочетании с одним из дополнительных критериев 
метаболического синдрома или изолированное ожи-
рение [1, 2].

Измерение антропометрических параметров и мета-
болических маркеров плазмы крови. Измеряли окруж-
ность талии (посередине между нижним ребром  
и гребнем подвздошной кости) и бедер (в точке мак-
симальной окружности ягодиц). Индекс массы тела 
рассчитывали по формуле:

Исследование уровней общего холестерина (ХС), ХС 
липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП), ХС ли-
попротеинов низкой плотности (ХС ЛПНП) и тригли-
церидов проводили на многоканальном биохимическом 
анализаторе Konelab-20 (Финляндия) после 16-часового 
голодания с использованием реактивов фирм Human 
(Германия) и ThermoScientific (Финляндия).

Выделение внеклеточных везикул из плазмы крови. 
Внеклеточные везикулы были выделены из плазмы 
крови методом ультрафильтрации с двойным ультра-
центрифугированием. Венозную кровь (около 27 мл) 
от пациентов с ПТК и КРР собирали в пробирки  
с К3-ЭДTA (BD Vacutainer Plus Tubes, Becton Dickinson, 

масса тела (кг)
ИМТ = рост (м)2

.
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Великобритания). Ультрацентрифугирование выполняли 
на ультрацентрифуге Optima XPN 80 (Beckman Coulter, 
США). Выделенные ВВ ресуспендировали в 600 мкл фос-
фатно-солевого буфера. Аликвоты ВВ замораживали  
в жидком азоте и хранили при –80 °С [12, 13].

Типирование внеклеточных везикул плазмы крови. 
Для подтверждения экзосомальной природы выделен-
ных везикул проводили электронную микроскопию, 
а также определяли уровень тетраспанинов CD9, СD63 
и СD81. Трансмиссионная электронная микроскопия 
выполнена на базе Института химической биологии  
и фундаментальной медицины Сибирского отделения 
Российской академии наук. Для проточной цитоме-
трии 10 мкл (3х105) альдегид-сульфатных латексных 
частиц диаметром 4 мкм (4 %, A37304, Invitrogen, США) 
отмывали дважды по 100 мкл 0,1 M MES-буфером pH 5,5 
(3000g, 15 мин) и ресуспендировали в 25 мкл MES-буфера. 
Затем к 12,5 мкл частиц вносили по 3 мкг моноклональ-
ных антител против CD9 (ab134375, Abcam, Великобри-
тания) при комнатной температуре в течение 14 ч при 
осторожном перемешивании. Аликвоты ВВ (около 30 мкг 
белка) инкубировали с комплексами антитело – латекс-
ные частицы в 100 мкл фосфатно-солевого буфера (PBS) 
при 4 °С в течение 14 ч при осторожном перемешивании. 
Реакцию блокировали 0,2 М глицином в течение 30 мин 
при 4 °С. Комплексы ВВ-антитело – латексные частицы 
инкубировали с FITC-конъюгированными антителами 
против тетраспанинов (CD63, CD81 и CD24) при 4 °C  
в течение 30 мин. Цитометрия комплексов выполнена на 
цитометре Cytoflex (Becman Coulter, США). Данные ана-
лизировали с помощью программы CytExpert 2.0 Software. 
Медиана интенсивности флуоресценции (MFI) комплек-
сов была проанализирована в сравнении с изотипическим 
контролем и отрицательными контролями.

Количественная оценка белка. Для оценки концентра-
ции белка во ВВ использовали набор количественного 
определения NanoOrange Protein (Molecular Probes, CIF) 
в соответствии с рекомендациями производителя.

Анализ сочетания экспрессии HSP60, HSP27 и HSP90 
на поверхности СD9-позитивных внеклеточных везикул. 
Аликвоты ВВ (около 30 мкг белка) инкубировали с 3×105 
анти-CD9-латексными частицами в 150 мкл PBS при 4 °С 
в течение ночи при осторожном перемешивании и бло-
кировали в 0,2 М глицине в течение 30 мин. Затем, после 
отмывки комплексов PBS, для блокирования неспецифи-
ческого связывания использовали human BD Fc Block 
(564219, BD, США), далее их окрашивали комплексом 
антител (анти-HSP60-PE (2 мкл на тест, FAA822Hu41, 
Cloud-Clone Corp., Китай), анти-HSP27-FITC (2 мкл  
на тест, FAA693Hu81, Cloud-Clone Corp., Китай) и анти-
HSP90-APCФ (2 мкл на тест, FAA863Hu51, Cloud-Clone 
Corp., Китай)) в течение 20 мин при комнатной тем-
пературе. Отдельные комплексы были гейтированы  
и исследованы на цитометре Cytoflex (Becman Coulter, 
США). Данные анализировали с помощью програм-
много обеспечения CytExpert 2.0.

Анализ сочетания экспрессии ММР9, ММР2  
и TIMP-1 на поверхности CD9-позитивных ВВ. Анализ 
выполняли аналогично методике, представленной вы-
ше. Использовали антитела анти-TIMP1-APC (2 мкл 
на тест, FAA522Hu51, Cloud-Clone Corp., Китай),  
анти-MMP2-PE (2 мкл на тест, FAA100Hu41, Cloud-
Clone Corp., Китай) и анти-MMP9-FITC (2 мкл на 
тест, FAA553Hu81, Cloud-Clone Corp., Китай).

Анализ сочетания экспрессии HSP60, HSP27, 
HSP90, ММР9, ММР2 и TIMP-1 на поверхности 
FABP4-позитивных экзосом. Анализ выполняли анало-
гично представленной выше методике. Использовали 
моноклональные антитела против FABP4 (ab134375, 
Abcam, Великобритания).

Статистическая обработка результатов. Данные были 
обработаны с помощью пакета программ Statistica 10.0. 
Для оценки различий между группами использовали 
критерий Манна–Уитни. Для выявления корреляци-
онных связей рассчитывали коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена (r).

РЕзУЛьТаТы
Экзосомальная природа выделенных везикул была 

подтверждена трансмиссионной электронной микро-
скопией. В препаратах, выделенных из плазмы крови 
пациентов с ПТК и КРР, малые ВВ (экзосомы) визуа-
лизировались как четко структурированные частицы 
чашеобразной формы низкой электронной плотности 
с сохранной мембраной. Кроме того, в препаратах 
присутствовали частицы, не соответствующие ВВ  
по морфологии («не-везикулы»), их размер не превы-
шал 100 нм (рис. 1). Выделенные ВВ больных ПТК  
и КРР, как было показано и для других локализаций 
рака, экспрессировали типичные экзосомальные мар-
керы (СD9, CD81, CD63) (рис. 2) [12, 13]. Общая стра-
тегия гейтирования, а также состав MMPs и HSPs на 
поверхности СD9-позитивных экзосом у пациентов  
с ПТК и КРР представлены на рис. 3 и в табл. 1. В таб-
лице приведены только статистически значимые связи 
(с уровнем значимости p <0,05).

Представленные результаты согласуются с полу-
ченными нами ранее данными о преимущественной 
экспрессии MMP9 на поверхности СD9-позитивных 
ВВ по сравнению с MMP2 и TIMP1, причем MMP9-
позитивные экзосомы чаще обнаруживались у боль-
ных КРР [14]. Трипл-позитивные по данным маркерам 
ВВ достоверно выявлялись у больных ПТК. Из из-
ученных HSPs на поверхности ВВ наиболее часто экс-
прессировался HSP60, при этом HSP60-позитивные 
ВВ наблюдались при ПТК гораздо чаще, чем при КРР. 
Однако циркулирующие ВВ, экспрессирующие как 
HSP60, так и HSP27, встречались в 4 раза чаще при КРР 
(см. рис. 3 а–д). Состав матриксных ММPs и HSPs на 
поверхности FABP4-позитивных экзосом у больных 
ПТК и КРР с метаболическими нарушениями пред-
ставлен в табл. 2.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  3
, 

2
0

2
2

42 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS ТОМ 9 / VOL. 9

Рис. 1. Внеклеточные везикулы, выделенные из плазмы: а – пациентов с полипами толстой кишки; б – пациентов с колоректальным раком. 
Стрелками обозначены везикулы, по морфологии соответствующие экзосомам. Длина масштабной линии соответствует 200 нм, на врезках – 
100 нм. Электронная микроскопия, негативное контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой
Fig. 1. Plasma extracellular vesicles isolated from: a – of patients with colon polyps; б – patients with colorectal cancer. Arrows indicate the vesicles that have 
the morphology of exosomes. The length of the scale line equals 200 nm; in the insets, 100 nm. Electron microscopy; negative staining with phosphotungstic acid

Рис. 2. Экспрессия CD63, CD81 и CD24 на CD9-позитивных внеклеточных везикулах плазмы крови пациентов с полипами толстой кишки (а)  
и колоректальным раком (б). Изотипический и отрицательный контроль (латексные частицы с FITC-меченными антителами против CD9  
и CD81) (в). Приведены средние значения медианы интенсивности флюоресценции (MFI)
Fig. 2. Expression of CD63, CD81, and CD24 on CD9-positive plasma extracellular vesicles of patients with colon polyps (a) and colorectal cancer (б). Isotype 
and negative control (latex beads with FITC-labeled anti-CD9 and anti-CD81 antibodies) (в). Mean fluorescence intensity (MFI) is shown
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Рис. 3. Проточная цитометрия внеклеточных везикул (ВВ) плазмы крови: а – прямое (FSC-A) и боковое светорассеяние (SSC-A) комплексов ВВ 
с альдегид-сульфатными латексными частицами; б – HSP60-позитивные ВВ в составе CD9-позитивных ВВ у пациентов с полипами толстой 
кишки (ПТК); в – HSP60-позитивные ВВ в составе CD9-позитивных ВВ у пациентов с колоректальным раком (КРР). Тройное мечение антите-
лами против HSP60, HSP27, HSP90 ВВ плазмы крови больных ПТК (г) и КРР (д); е – MMP9-позитивные ВВ в составе FABP4-позитивных ВВ  
у больных КРР. Тройное мечение антителами против MMP9, MMP2, TIMP1 ВВ плазмы крови больных КРР (ж) и ПТК (з)
Fig. 3. Flow cytometry of plasma extracellular vesicles (EVs): a – forward (FSC-A) and side scatter (SSC-A) of EV complexes with aldehyde/sulfate latex 
beads; б – HSP60-positive EVs among CD9-positive EVs from patients with colon polyps (CPs); в – HSP60-positive EVs among CD9-positive EVs from patients 
with colorectal cancer (CRC). Triple labeling with anti-HSP60, -HSP27, and -HSP90 antibodies of serum EVs form CP patients (г) and CRC patients (д);  
е – MMP9-positive EVs among FABP4-positive EVs from CRC patients. Triple labeling with anti-MMP9, -MMP2, and -TIMP1 antibodies of serum EVs  
from CRC patients (ж) and CP patients (з)
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TIMP-1 APC-A

MMP9 FITC-A

HSP60 PE-A HSP60 PE-A

All events

HSP60+
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HSP60 (25,22 %) HSP60 (12,94 %)
Beads (1,69 %)

Q2-UL (5,59 %)

Q1-UL (2,05 %)

Q2-UL (38,54 %)

Q1-UL (6,18 %)

Q2-LL (92,91 %)

Q1-LL (32,51 %)

Q2-LL (58,80 %)

Q1-LL (78,27 %)

Q2-LR (1,40 %)

Q1-LR (42,86 %)

Q2-LR (1,59 %)

Q1-LR (10,20 %)

Q2-UR (0,10 %)

Q1-UR (32,51 %)

Q2-UR (1,07 %)

Q1-UR (5,34 %)

MMP9+(11,11 %)
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Таблица 1. Состав матриксных металлопротеиназ и белков теплового шока на поверхности СD9-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) 
плазмы крови у пациентов с полипами толстой кишки (ПТК) и колоректальным раком (КРР), %

Table 1. Composition of matrix metalloproteinases and heat shock proteins on the surface of CD9-positive plasma extracellular vesicles (EVs) in patients with 
colon polyps (CPs) and colorectal cancer (CRC), %

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

ПТК (n = 10) 
CPs (n = 10)

КРР (n = 12) 
CRC (n = 12)

p

HSP60+ 19,4 ± 1,86 11,10 ± 1,21 <0,05

HSP60+HSP27+HSP90– 6,30 ± 3,26 26,5 ± 3,01 <0,05

HSP60+HSP27–HSP90– 91,7 ± 3,52 73,0 ± 2,91 <0,05

HSP60+HSP27–HSP90+ 1,35 ± 0,55 1,49 ± 0,25 –

MMP9+ 6,45 ± 1,82 11,00 ± 1,02 <0,05

MMP9+MMP2+TIMP1+ 8,70 ± 1,02 5,80 ± 0,93 <0,05

MMP9+MMP2+TIMP1– 11,00 ± 0,92 9,70 ± 1,37 –

MMP9+MMP2–TIMP1– 71,75 ± 10,20 75,25 ± 4,50 –

MM9+MMP2–TIMP1+ 11,45 ± 3,71 10,40 ± 2,85 –

Таблица 2. Состав матриксных металлопротеиназ и белков теплового шока на поверхности FABP4-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) 
плазмы крови у пациентов с полипами толстой кишки (ПТК) и колоректальным раком (КРР) с метаболическими нарушениями, %

Table 2. Composition of matrix metalloproteinases and heat shock proteins on the surface of FABP4-positive plasma extracellular vesicles (EVs) in patients 
with colon polyps (CPs) and colorectal cancer (CRC) with metabolic disorders, %

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

ПТК (n = 6) 
CPs (n = 6)

КРР (n = 8) 
CRC (n = 8)

p

HSP60+ 18,90 ± 3,10 19,56 ± 2,21 –

HSP60+HSP27+HSP90– 24,10 ± 3,90 23,73 ± 3,22 –

HSP60+HSP27–HSP90– 74,75 ± 5,55 75,03 ± 5,35 –

HSP60+HSP27–HSP90+ 0,95 ± 0,35 1,05 ± 0,24 –

MMP9+ 8,33 ± 1,15 11,2 ± 2,00 –

MMP9+MMP2+TIMP1+ 3,33 ± 1,71 10,85 ± 2,40 <0,05

MMP9+MMP2+TIMP1– 10,63 ± 2,53 10,38 ± 1,77 –

MMP9+MMP2–TIMP1– 82,33 ± 5,83 61,34 ± 6,38 <0,05

MMP9+MMP2–TIMP1+ 3,73 ± 0,65 17,36 ± 3,10 <0,05

При анализе экспрессии MMPs, TIMP1 и HSPs на 
поверхности ВВ адипоцитарного происхождения стати-
стически значимых различий в отношении HSPs между 
группами выявлено не было. Доля FABP4-позитивных 
ВВ, экспрессирующих MMP9, MMP2 и их ингибитор 
TIMP1, была значительно выше у больных КРР (p <0,05). 
Аналогично ВВ адипоцитарного происхождения, экс-
прессирующие MMP9 и TIMP1, но не экспрессирующие 
MMP2, чаще выявлялись у больных КРР. Полученные 

результаты свидетельствуют, что экспрессия HSP90 как 
на CD9-позитивных, так и на FABP4-позитивных ВВ 
плазмы крови больных КРР и ПТК встречается редко 
(см. рис. 3а, 3 е–з). 

Корреляционные связи (коэффициенты ранговой 
корреляции Спирмена) между фенотипами CD9-по-
зитивных ВВ и возрастом, ИМТ, окружностью талии, 
уровнем триглицеридов, ХС, ХС ЛПВП у больных 
КРР представлены в табл. 3, а между фенотипами 
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Таблица 3. Корреляционные связи между фенотипами CD9-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) и возрастом, индексом массы тела, окруж-
ностью талии, уровнем триглицеридов, общим холестерином (ХС), ХС липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) у больных колоректаль-
ным раком

Table 3. Correlation between the phenotypes of CD9-positive extracellular vesicles (EVs) and colorectal cancer patients’ age, body mass index, waist 
circumference, levels of triglycerides, total cholesterol (CL), and high-density lipoprotein CL (HDL CL)

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

Возраст 
Age

Индекс массы 
тела 

Body mass index

Окружность 
талии 

Waist circumference

Уровень 
триглицеридов 

Level of triglycerides

Уровень ХС 
CL level

Уровень ХС 
ЛПВП 

HDL CL level

60+ – – – – – –

60+27+90– – – – – – 0,61

60+27–90– – – – – – –0,61

60+27–90+ – –0,61 – – – –0,68

9+ – 0,53 0,60 – – –

9+2+TIMP+ – – – – – –

9+2+TIMP– 0,57 – – – – –

9+2–TIMP– – – – – – –

9+2–TIMP+ – 0,56 – – – 0,62

Примечание. Представлены только значимые коэффициенты корреляции с уровнем значимости p <0,05. 
Note. Only significant correlation coefficients with p <0.05 are shown.

Таблица 4. Корреляционные связи между фенотипами FABP4-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) и возрастом, индексом массы тела, 
окружностью талии, уровнем триглицеридов, общим холестерином (ХС), ХС липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) у больных коло-
ректальным раком

Table 4. Correlation between the phenotypes of FABP4-positive extracellular vesicles (EVs) and colorectal cancer patients' age, body mass index, waist 
circumference, levels of triglycerides, total cholesterol (CL), and high-density lipoprotein cholesterol (HDL CL)

Фенотип ВВ 
Phenotype of EVs

Возраст 
Age

Индекс массы 
тела 

Body mass index

Окружность 
талии 

Waist circumference

Уровень триглице-
ридов 

Level of triglycerides

Уровень ХС 
CL level

Уровень ХС 
ЛПВП 

HDL CL level

60+ – – – – – –0,59

60+27+90– – – – – – –

60+27–90– – – 0,53 0,54 – –

60+27–90+ – –0,68 –0,79 – – –

9+ – – – – –0,74

9+2+TIMP+ – – – 0,67 – –

9+2+TIMP– – – – – – –

9+2–TIMP– – – – – – –

9+2–TIMP+ – – – 0,52 – –

FABP4-позитивных ВВ и возрастом, ИМТ, обхватом 
талии, уровнем триглицеридов, ХС, ХС ЛПВП у боль-
ных КРР – в табл. 4. Проведенный корреляционный 
анализ не выявил статистически значимых взаимо-
связей в группе ПТК как для СD9-, так и для FABP4-
позитивных экзосом.

Проведенный корреляционный анализ выявил 
множественные связи фенотипов CD9-позитивных 
ВВ у больных КРР с ИМТ и уровнем ХС ЛПВП сыво-
ротки крови, в то время как фенотипы FABP4-пози-
тивных ВВ были ассоциированы в основном с уровнем 
триглицеридов (рис. 4).
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Рис. 4. Графики рассеяния. Зависимость содержания СD9-позитивных внеклеточных везикул (ВВ) с фенотипом HSP60+HSP27–HSP90+  
от уровня холестерина липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) в сыворотке крови (а), FABP4-позитивных ВВ с фенотипом 
MMP9+MMP2+TIMP1+ от уровня триглицеридов в сыворотке крови (б) у больных колоректальным раком. Сплошная линия – линия тренда, 
пунктирная линия – 95 % доверительный интервал (ДИ)
Fig. 4. Scatter plots. Correlation between the level of CD9-positive extracellular vesicles (EVs) with the HSP60+HSP27–HSP90+ phenotype and serum level 
of high-density lipoprotein cholesterol (HDL CL) (a); correlation between the level of FABP4-positive EVs with the MMP9+MMP2+TIMP1+ phenotype and 
serum level of triglycerides (TAG) (б). Solid line – trend line; dotted line – 95% confidence interval (CI)
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ОбСУждЕНИЕ
Мембрана экзосом наряду с тетраспанинами и ин-

тегринами содержит комплекс протеаз (ADAM-про-
теазы, MMPs). Секретируемые (ММP1, ММP13, 
ММP2, ММP9, ММP3, ММP10, ММP7) и мембрано-
связанные (ММP14, ММP24, ММP25) ММPs выявле-
ны в экзосомах. Наиболее изучены желатиназы ММP2 
и ММP9. В составе ВВ выявлены ингибиторы ММPs: 
TIMP1, TIMP2, TIMP3 [15–19]. Полагают, что перенос 
ВВ MMP2, MMP3 и MMP9 увеличивает их содержание 
в отдаленных от первичной опухоли участках, в частно-
сти в лимфатических узлах и ткани легкого, однако 
роль конкретно везикулярных металлопротеиназ и их 
ингибиторов в формировании и прогрессировании зло-
качественных опухолей изучена недостаточно. 

Белки теплового шока, находящиеся внутри кле-
ток, являются молекулярными шаперонами, необхо-
димыми для фолдинга белков и поддержания опреде-
ленного баланса между синтезом и протеолизом 
белков, а также мощными антиапоптотическими аген-
тами [20–22]. Для большинства солидных опухолей 
высокий уровень свободных HSPs в сыворотке крови 
ассоциирован с неблагоприятным прогнозом [21]. 
Внеклеточные везикулы несут HSPs, причем как на 
своей поверхности, так и внутри. Показано, что HSPs 
на поверхности клеток и ВВ могут распознаваться 
СD91+ опухолевыми клетками, СD91+ фибробласта-
ми, CD91+SREC1+TLR+ антигенпрезентирующими 
клетками и CD94+ цитолитическими иммунными 
клетками. Обсуждается иммуностимулирующая и им-
муносупрессивная роль экстраклеточных HSPs [21, 22]. 
В работе C.C. Bavisotto и соавт. (2019) показано, что 

профиль HSPs в ткани папиллярного рака щитовид-
ной железы и соответствующих циркулирующих эк-
зосомах идентичен, преобладают HSP27 и HSP60,  
в то время как HSP90 и HSP70 слабо экспрессированы 
[23]. Хотя в данной работе для определения уровня 
HSPs в экзосомах был использован Вестерн-блоттинг, 
а в нашей работе – проточная цитометрия, мы полу-
чили принципиально сходные данные о распределе-
нии HSPs в малых ВВ пациентов с предопухолевыми 
заболеваниями и КРР, свидетельствующие о преобла-
дании на поверхности как CD9-позитивных ВВ, так  
и FABP4-позитивных ВВ HSP60 и HSP27. 

FABP4 является популярным и часто использу-
емым маркером ВВ адипоцитарного происхождения, 
имеющим определенные преимущества перед другими 
кандидатными маркерами (адипонектином, PPAR-γ), 
такие как высокая концентрация маркера на поверх-
ности ВВ, известный механизм секреции маркера  
в составе ВВ [10, 24]. О том, что FABP4 локализован на 
поверхности ВВ плазмы крови человека и может быть 
с успехом использован для визулизации ВВ адипоци-
тарного происхождения и ВВ макрофагов жировой тка-
ни методом проточной цитометрии, свидетельствует 
исследование C.M. Gustafson и соавт. [25]. Полученные 
нами результаты показали, что уровни поверхностных 
MMPs и TIMP1 значительно различаются на CD9-  
и FABP4-позитивных ВВ: на FABP4-позитивных ВВ  
у больных КРР по сравнению с пациентами с ПТК су-
щественно увеличивается доля трипл-позитивных ВВ 
и везикул с фенотипом MMP9+MMP2–TIMP1+.  
В целом это может свидетельствовать о гиперэкспрес-
сии MMP9 и TIMP1 адипоцитами или макрофагами 
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жировой ткани у пациентов с КРР. Фенотипы CD9-
позитивных и FABP4-позитивных циркулирующих ВВ 
перспективны в качестве предикторов для уточнения 
онкологического риска у больных с полипами толстой 
кишки, а также в плане объяснения эффективности 
лечения больных КРР с ожирением или метаболиче-
ским синдромом.

заКЛючЕНИЕ
МMP9-позитивные ВВ чаще обнаруживались  

у больных КРР по сравнению с больными ПТК, однако 
MMP9+MMP2+TIMP-позитивные ВВ достоверно ча-
ще выявлялись у пациентов с ПТК. Из изученных HSPs 
на поверхности ВВ наиболее часто экспрессировался 

HSP60, причем HSP60-позитивные ВВ при ПТК выяв-
лялись на поверхности CD9-позитивных экзосом гора-
здо чаще, чем при КРР. У больных КРР по сравнению 
с больными ПТК на FABP4-позитивных ВВ существен-
но увеличивается доля трипл-позитивных ВВ и ВВ  
с фенотипом MMP9+MMP2–TIMP1+, что в целом мо-
жет свидетельствовать о гиперэкспрессии MMP9  
и TIMP1 адипоцитами или макрофагами жировой тка-
ни у пациентов с КРР. Проведенный корреляционный 
анализ выявил множественные связи отдельных фено-
типов CD9-позитивных ВВ у больных КРР с ИМТ  
и уровнем ХС ЛПВП сыворотки крови, в то время как 
фенотипы FABP4-позитивных ВВ были ассоциированы 
в основном с уровнем триглицеридов.
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Вирус Эпштейна–Барр у адыгейцев и славян 
в России: типы вируса, варианты LMP1 
и злокачественные новообразования

К. В. Смирнова1, 2, Н. Б. Сенюта1, А. К. Лубенская1, И. В. Ботезату1, Т. Е. Душенькина1, А. В. Лихтенштейн1, 
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К о н т а к т ы : владимир эдуардович Гурцевич gurtsevitch-vlad-88@yandex.ru

Введение. известно, что структурные особенности вируса эпштейна–Барр (вэБ) влияют на проявление его биоло-
гических свойств. На основе различий в последовательностях генов EBNA2, EBNA3A, -B и -C идентифицированы 
2 типа вируса, 1-й (вэБ-1) и 2-й (вэБ-2), обладающие разной способностью трансформировать в-клетки in vitro 
и, возможно, играющие определенную роль в возникновении вэБ-ассоциированных новообразований.
Цель исследования – изучение распространенности вэБ-1 и вэБ-2 у 2 этносов, адыгейцев и славян, а также вкла-
да ассоциированных с вэБ случаев в общую заболеваемость злокачественными новообразованиями определенных 
органов и тканей.
Материалы и методы. из 59 смывов полости рта этнических адыгейцев Республики Адыгея и 40 таковых этнических 
славян москвы экстрагировали образцы дНк. эти образцы использовали для амплификации дНк вэБ, определения 
концентрации копий вирусной дНк на 1 клетку смыва, а также для амплификации LMP1 вэБ с последующим секве-
нированием полученных образцов гена и выявления их белкового варианта (LMP1).
Результаты. исследования показали, что у представителей адыгейцев преобладает вэБ-2, а у славян – вэБ-1. изо-
ляты вэБ у представителей 2 этносов также различались по структуре его LMP1: у славян выявлен целый набор его 
белковых вариантов (в95.8 / А, China, Med– и NC), а у адыгейцев – единственный вариант – B95.8 и его подтип – 
B95.8 / A. доминирующий у представителей славян вэБ-1, обладающий способностью трансформировать в-клетки, 
проецировался на более высокую у населения москвы, чем у населения Республики Адыгея, заболеваемость опу-
холями глотки, желудка, лимфомой Ходжкина и неходжкинскими лимфомами, в которых встречаются вэБ-ассоци-
ированные случаи. Однако различия между показателями заболеваемости для указанных патологий (за исключе-
нием данных для желудка) были статистически недостоверными (p >0,5). Более высокий и статистически 
достоверно отличающийся показатель заболеваемости раком желудка у жителей москвы по сравнению с таковым 
у жителей Республики Адыгея, по нашему мнению, не обусловлен вэБ-1 и / или вариантами LMP1, а скорее связан 
с генетической предрасположенностью к этой опухоли населения москвы.
Заключение. факт обнаружения у 2 этносов России превалирования различных типов вэБ поднимает вопрос 
об их этногеографической ассоциации и роли в индукции вэБ-ассоциированных новообразований. для решения 
этого вопроса необходимо проведение дополнительных исследований в других географических регионах России 
у представителей разных этносов.

Ключевые слова: вирус эпштейна–Барр, типы вируса эпштейна–Барр, латентный мембранный белок 1, сиквенсный 
анализ, адыгейцы, славяне, полимеразная цепная реакция в реальном времени, онкозаболеваемость
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Introduction. It is known that the structural features of the Epstein–Barr virus (EBV) affect the manifestation of its 
biological properties. Based on differences in the sequences of the EBNA2, EBNA3A, -B, and -C genes, two types of the virus, 
EBV-1 and EBV-2, have been identified that have different ability to transform B cells in vitro and possibly playing certain 
role in the development of EBV-associated neoplasms.
Aim. To study the prevalence of EBV-1 and EBV-2 in two ethnic groups, Аdygeans and Slavs, as well as the contribution 
of EBV-associated tumors to the overall incidence of malignant neoplasms certain organs and tissues.
Materials and methods. DNA samples were extracted from 59 oral lavages of ethnic Аdygeans from Republic of Adygea 
and 40 such from oral cavity of ethnic Slavs of Moscow city. These samples were used for amplification of EBV DNA, de-
termination of the concentration of viral DNA copies per 1 cell washout, as well as for amplification of EBV LMP1 followed 
by sequencing of the resulting gene samples and determination of their protein variant (LMP1).
Results. Studies have shown that among the representatives of the Аdygeans the 2nd EBV type prevails, and among the 
Slavs, the 1st one. Epstein–Barr virus isolates in representatives of the two ethnic groups also differed in the structure 
of LMP1. Among the Slavs, a set of its LMP1 variants (B95.8 / A, China, Med– and NC) was identified. However, among the 
Аdygeans, the only variant – B95.8 and its subtype – B95.8 / A was identified. EBV-1, which prevails among the repre-
sentatives of the Slavs and has the ability to transform B-cells, was projected onto a higher incidence of tumors of the 
pharynx, stomach, Hodgkin’s and non-Hodgkin’s lymphomas (where EBV-associated cases cam occur) in the population 
of Moscow than in the population of the Republic of Adygea. However, the differences between incidence rates for these 
neoplasms (with the exception for the stomach tumors) were not statistically significant (p >0.5). A higher and statisti-
cally significantly different incidence rate of stomach cancer in residents of Moscow city, compared with that in residents 
of the Republic of Adygea, in our opinion, is not due to EBV-1 type and / or LMP1 variants, but rather is associated with 
a genetic predisposition the population of Moscow city to this tumor.
Conclusion. The fact that two ethnic groups of Russia were found to be prevails by different types of EBV raises the 
question of their ethno-geographical association and their role in the induction of EBV-associated tumors. To resolve 
this issue additional studies in other geographical regions of Russia among representatives of different ethnic groups 
are required.

Keywords: Epstein–Barr virus, Epstein–Barr virus types, latent membrane protein 1, sequencing, Аdygeans, Slavs, real-time 
polymerase chain reaction, cancer incidence

For citation: Smirnova K. V., Sеnyuta N. B., Lubenskaya A. K. et al. Epstein–Barr virus in Аdygeans and Slavs in Russia: 
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ВВЕдЕНИЕ
Широкое распространение вируса Эпштейна–

Барр (ВЭБ) среди населения планеты, как правило, 
не приводит к развитию каких-либо патологий у ин-
фицированных лиц. В некоторых же случаях возника-
ют опухоли. Для их формирования необходим ряд 
дополнительных факторов, благодаря которым транс-
формирующий потенциал вируса может быть включен 
в патологический процесс, приводящий к развитию 
опухоли. Для различных патологий, связанных с ВЭБ, 
эти факторы могут существенно различаться. Наиболее 
частыми из них являются неблагоприятные воздейст-
вия окружающей среды (канцерогенные, химические, 
радиационные и др.), снижение функциональной ак-
тивности иммунной системы, а также генетическая 
предрасположенность к возникновению той или иной 
опухоли [1].

К числу злокачественных опухолей, ассоцииро-
ванных с ВЭБ, относятся определенные морфогисто-
логические случаи рака носоглотки и желудка, лим-
фомы Ходжкина (ЛХ) и неходжкинских лимфом 
(НХЛ), показатели заболеваемости для которых суще-
ственно различаются в разных популяциях и геогра-
фических регионах. В частности, в России доля рака 
носоглотки в общей онкологической заболеваемости 
составляет 0,1–0,2 % (0,29 случая на 100 тыс. населе-

ния) [2]. Среди них плоскоклеточный некератини-
зирующий недифференцированный рак более чем  
в 97 % случаев ассоциирован с ВЭБ [3]. По результа-
там наших исследований из 206 образцов рака желуд-
ка, полученных от больных из российских клиник, 
в 18 (8,7 %) случаях была подтверждена ассоциация 
с ВЭБ [4]. Среди определенных по классификации 
Всемирной организации здравоохранения наиболее 
часто встречающихся лимфом, так называемых пос-
ттрансплантационных лимфопролиферативных за-
болеваний, в качестве ассоциированных с ВЭБ бы ли 
зарегистрированы следующие нозологические фор-
мы:

• ранние (неразрушающие) поражения в виде плаз-
моцитарной гиперплазии, инфекционного моно-
нуклеозоподобного посттрансплантационного 
лимфопролиферативного заболевания и цветущей 
гиперплазии (практически 100 % случаев);

• полиморфные (деструктивные) поликлональная 
и моноклональная пролиферации (≥90 % случаев);

• полиморфные (деструктивные) моноклональ-
ные НХЛ, включая диффузную крупноклеточную 
В-кле точную лимфому (~60 %), а также лимфому 
Беркитта, плазмоклеточную миелому и Т-кле-
точную лимфому, как ВЭБ+, так и ВЭБ– (ВЭБ– 
в 10–48 % случаев);
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• ЛХ (деструктивная) моноклональная (>90 % слу-
чаев) [5].
Нельзя исключить, что различная частота возник-

новения опухолей у разных этносов в определенной 
степени связана с циркулирующими штаммами ВЭБ, 
обладающими неодинаковым онкогенным потенциа-
лом.

Успехи молекулярной технологии позволили осу-
ществлять полногеномное секвенирование образцов 
ВЭБ различного происхождения, чтобы охарактери-
зовать географическое разнообразие вируса и его связь 
с конкретным заболеванием. Проведенные исследо-
вания доказали, что в мире персистируют 2 типа ВЭБ: 
1-й (ВЭБ-1, или A) и 2-й (ВЭБ-2, или В) типы [6]. 
К ВЭБ-1 относятся штаммы В95.8, GD1 и Akata. Он 
является основным типом ВЭБ, широко распростра-
ненным в мире, преимущественно в Европе, Азии, 
Северной и Южной Америке. К ВЭБ-2 относятся 
штаммы AG876 и P3HR-1. Этот тип чаще встречается 
на Аляске, в Папуа – Новой Гвинее и в странах Цент-
ральной Африки [7], например в Кении [8]. В регионах 
широкого распространения ВЭБ-2 также зарегистри-
рованы случаи одновременного инфицирования 2 ти-
пами вируса [8].

Типы ВЭБ сначала были дифференцированы 
на основе различий аминокислотных последователь-
ностей EBNA-2: ВЭБ-1 обладает более длинной, чем 
ВЭБ-2, рамкой считывания у белка EBNA-2 [7]. Даль-
нейший анализ геномов ВЭБ показал, что у 2 типов 
вируса большинство изменений локализуется не только 
в последовательностях EBNA-2, но и в последователь-
ностях EBNA-3A, -B и -C. В частности, было показа-
но, что у ВЭБ-1 EBNA-3C на 77 аминокислот меньше, 
чем у ВЭБ-2, и, таким образом, ВЭБ-1 и ВЭБ-2 могут 
быть идентифицированы на основе их различий в ORF 
EBNA-3C [6]. Фенотипическое же различие между 
типами вируса состоит в том, что ВЭБ-1 способен 
трансформировать В-лимфоциты in vitro, а ВЭБ-2 – 
нет [9]. Используя эту информацию, некоторые авто-
ры пытались выяснить, не связаны ли определенные 
штаммы вируса с конкретными ВЭБ-ассоцииро-
ванными заболеваниями. Поиски такой корреляции 
продолжаются, и уже показано, что ВЭБ-2 чаще обна-
руживается у больных с ВЭБ-ассоциированными фор-
мами лимфом и здоровых лиц с выраженной иммуно-
супрессией [10].

Изучение изолятов ВЭБ различного географиче-
ского и этнического происхождения позволило выявить 
существенные изменения в многочисленных локусах 
вирусного генома, влияющих на трансформирующий 
потенциал вируса. Этот потенциал прежде всего свя-
зан с полиморфизмом основного онкогена ВЭБ, ла-
тентного мембранного белка 1, LMP1, и кодируемого 
им белка, LMP1. При этом С-терминальная область 
LMP1 для его функции считается принципиально важ-
ной. В ней выявлена делеция 30 пар оснований (п. о.), что 
соответствует делеции 10 аминокислот (346–355 a. к.), 

а также делеция 69 п. о., повтор 33 п. о., делеция 5 а. к. 
и другие аминокислотные замены, влияющие на био-
логическую активность вируса [11].

На основе сиквенсного анализа С-концевой обла-
сти LMP1 были предложены несколько классифика-
ций, объединяющих в отдельные группы его белковые 
варианты с наиболее характерными аминокислотны-
ми мутациями. В одну из широко представленных 
в литературе классификаций LMP1 вошли варианты 
белка, обозначение которых (China 1 (Ch1), China 2 
(Ch2), China 3 (Ch3), Mediterranean+ (Med+), Mediter-
ranean– (Med–) и Nothern Carolina (NC)) отражает 
их географическое происхождение [12]. Каждый пред-
ставитель из 6 вариантов LMP1 был детально охарак-
теризован по его способностям трансформировать 
клетки млекопитающих (Rat-1), вызывать активацию 
транскрипционного фактора NF-kB, а также связы-
вать один из клеточных белков из семейства Е3-уби-
квитин лигаз (HOS / β-TrCP) [13]. При этом варианты 
с незначительным полиморфизмом белка (3–4 а. к. 
замены) по отношению к LMP1-В95.8, например 
LMP1-В95.8 / А, по классификации D. M. Walling и со-
авт. [14], относят к низко трансформирующим вари-
антам, а высокополиморфные, т. е. варианты с большим 
числом а. к. замен, делеций и вставок, – к высокотранс-
формирующим. Из всех вышеперечисленных вариан-
тов LMP1 наиболее изученным является LMP1-Сао / 
 China1. Кроме указанной ранее характерной делеции 
10 аминокислот (LMP1-del), этот белок дополнительно 
содержит 26 аминокислотных замен [15]. LMP1-Сао /  
China1 по сравнению с LMP1-В95.8 обладает более 
выраженным трансформирующим потенциалом in vitro 
[16], а также повышенной туморогенностью у бести-
мусных мышей, сниженной иммуногенностью и уси-
ленной сигнальной активностью [17–19].

С учетом того, что последовательности С-терми-
нального домена LMP1 проявляют высокую степень 
гетерогенности по сравнению с другими генами ВЭБ, 
исследования, основанные на прямом секвенирова-
нии этого домена, позволили обнаружить в изучаемых 
типах биологического материала (кровь, слюна и опу-
холевая ткань) больных и здоровых лиц из разных гео-
графических регионов несовпадающие варианты 
LMP1. Так, новые варианты LMP1, являющиеся ре-
комбинантами вариантов Raji и China, выявлены 
в Аргентине [20]. Три варианта LMP1 (CG-1-3), отли-
чающиеся от европейских и африканских вариантов, 
были идентифицированы у китайских больных ЛХ. 
При этом как у пациентов с ВЭБ-ассоциированными 
случаями ЛХ, так и у здоровых лиц преобладали вари-
анты LMP1-CG-1, содержащие делецию 30 п. н. [21]. 
Два новых варианта LMP1, обозначенные как Юго-
Восточная Азия 1 (SEA 1) и Юго-Восточная Азия 2 
(SEA 2), были выявлены в Южном Таиланде [22].

Анализ изолятов ВЭБ от этнических татар, выпол-
ненный нами в ранее проведенных исследованиях, 
позволил обнаружить кроме 3 известных белковых 
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вариантов LMP1 (95.8 / А, Med– и Cao / China1) моно- 
группу LMP1, обозначенную как TatK (LMP1-TatK) 
и характеризующуюся сочетанным содержанием 2 де-
леций 5 а. к. в кодонах 312–316 и 382–386 [23]. Образ-
цы LMP1-TatK отличались по своей генетической 
структуре не только от образцов LMP1 славян, жите-
лей европейской части России, но и от других образ-
цов LMP1 казанских татар, не обладающих «глубокой» 
татарской родословной. При этом можно было пред-
положить, что ген, кодирующий LMP1-TatK, принад-
лежит к древнему штамму ВЭБ монголо-татарских 
племен, сформировавших в XIII в. Казанское ханство 
в Поволжье. Однако, по нашему предположению, этот 
вирусный штамм привязан либо к этническим тата-
рам, либо географически к территории Поволжья 
и может быть обнаружен у других этносов этого ре-
гиона. Дальнейшие исследования с использованием 
увеличенного числа образцов LMP1 татар, а также 
представителей других этносов Поволжья, вероятно, 
позволят выяснить вопрос о происхождении штамма 
ВЭБ с вариантом LMP1-TatK.

В последние годы растет интерес к исследованиям, 
направленным на выяснение существования штаммов 
ВЭБ, специфически связанных с конкретным этно-
сом, географическим регионом или определенным 
заболеванием. Настоящее исследование находится 
в русле этих поисков. Как известно, Россия – много-
национальное многоконфессиональное государство, 
расположенное в различных географических и клима-
тических зонах. Населяющие страну многочисленные 
этносы различаются генетически, вероисповеданием, 
воздействием окружающей среды, укладом быта, ку-
линарными предпочтениями и т. д. Нельзя исключить, 
что штаммы ВЭБ, циркулирующие у разных этносов 
в одном и том же географическом регионе, могут вести 
себя по-разному в плане проявления своих инфици-
рующих и / или трансформирующих свойств. Взаимо-
действие циркулирующих штаммов вируса с различа-
ющимися главными комплексами гистосовместимости 
(MHC) разных этносов может отразиться на уровнях 
инфицированности этих этносов и / или заболеваемо-
сти ВЭБ-ассоциированными патологиями.

Изучение распространенности ВЭБ-1 и ВЭБ-2 
у представителей древних адыгейцев и славян, а также 
уровней заболеваемости у 2 этносов злокачественны-
ми новообразованиями, в состав которых входят слу-
чаи, ассоциированные с этим вирусом, является целью 
настоящего исследования. Сиквенсный анализ онко-
гена LMP1 позволит также вести поиски уникальных 
штаммов ВЭБ, персистирующих у представителей 
древних адыгейцев и славян, аборигенов Республики 
Адыгея (см. приложение) и Москвы соответственно.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Объекты исследования. Изучению были подверг-

нуты смывы полости рта 59 жителей Майкопа (столи-
цы Республики Адыгея), являющихся не менее чем 

в 3-м поколении этническими адыгейцами. Изучаемая 
группа адыгейцев состояла из 25 здоровых мужчин 
и 34 женщин, жителей Майкопа; их средний возраст 
был равен 42,0 года. Аналогичные смывы получены 
от 40 здоровых коренных жителей Москвы (21 мужчи-
ны и 19 женщин), этнических славян (славян не менее 
чем в 3-м поколении), средний возраст которых соста-
вил 47,5 года. Смывы полости рта представляли собой 
суспензию клеток, полученных индивидуально от 
каждого изучаемого лица после полоскания полости 
рта в течение 30 с 15 мл стерильного физиологическо-
го раствора. Образцы смывов, собранные в герметич-
но закрывающиеся пластиковые пробирки, хранились 
при температуре +4 °С не более 2 сут до исследования. 
От всех обследуемых лиц получено информированное 
согласие.

Экстракция ДНК и амплификация гена LMP1. 
Из собранных смывов полости рта выделяли тоталь-
ную ДНК методом фенол-хлороформной депротеини-
зации. Наличие и концентрацию ДНК ВЭБ в выделен-
ных образцах анализировали методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени, описан-
ным нами ранее [24]. Амплификацию LMP1 проводи-
ли в 2 этапа с внешними и внутренними праймерами 
по принятой нами методике [25]. Каждый ПЦР-про-
дукт очищали на мини-колонке QIAGEN согласно 
инструкции производителя. На реакцию брали при-
мерно 100–200 нг ПЦР-продукта, а концентрацию 
ДНК оценивали визуально в агарозном геле. В каче-
стве положительного контроля использовали 1 мкг 
ДНК, выделенной из используемой в качестве стан-
дарта клеточной линии В95.8, а в качестве отрицатель-
ного контроля – воду.

Типирование вируса Эпштейна–Барр. Метод гнезд-
ной ПЦР был использован для определения ДНК 
ВЭБ-1 и ВЭБ-2. Используемые праймеры продемон-
стрировали высокую специфичность и отсутствие пе-
рекрестной реактивности с геномом человека, другими 
вирусами или микроорганизмами [26]. В исследова-
ниях использовали следующие пары праймеров: 
5-AGG GATG CCT GGA CAC AAG A-3 и 5-TGG TGC 
TGC TGG TGG TGG CAA-3; для ВЭБ-1 – 5-TCT TGA 
TAG GGA TCC GCT AGG ATA-3 и 5-ACC GTG GTT 
CTG GAC TAT CTG GAT C-3; для ВЭБ-2 – 5-CAT 
GGT AGC CTT AGG ACA TA-3 и 5-AGA CTT AGT 
TGA TGC TGC CCT AG-3.

Первый раунд ПЦР проводили в смеси общим 
объемом 24 мкл, которая включала 3 мкл матрицы; 
2,5 мкл 10х буфера для ПЦР (pH 8,3); 0,2 мкл ДНК-
полимеразы; по 0,2 мМ каждого дезоксинуклеозида 
трифосфата общим объемом 0,2 мкл; 0,6 мкл внешних 
праймеров (в разведении 5 пкмоль на 100 мкл) и 17,9 мкл 
стерильной H

2
O. Проводимая в амплификаторе 

для ДНК Mastercycler Personal (Eppendorf, Германия) 
ПЦР-амплификация включала этап начальной дена-
турации при 94 °C в течение 5 мин, затем 30 циклов: 
денатурация при 94 °C – 30 с, отжиг праймеров при 
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60 °C – 30 с, элонгация при 72 °C – 1 мин с заключи-
тельным шагом элонгации при 72 °C в течение 5 мин.

Второй раунд амплификации выполняли в другой 
пробирке с 3 мкл ПЦР-продукта 1-го раунда в качестве 
матрицы. Состав ПЦР-смеси был следующим: 2,5 мкл 
10х буфера для ПЦР (pH 8,3); 0,2 мкл ДНК-полимера-
зы; по 0,2 мМ каждого дезоксинуклеозидтрифосфата 
общим объемом 0,2 мкл; 0,6 мкл внутренних прайме-
ров (в разведении 5 пкМ на 100 мкл) и 17,9 мкл сте-
рильной воды; ПЦР-амплификацию проводили также 
на приборе Mastercycler Personal (Eppendorf, Герма-
ния). Программа для 2-го раунда ПЦР состояла из 
35 циклов денатурации при 94 °C в течение 30 с, отжи-
га при 55 °C – 30 с, элонгации при 72 °C – 1 мин 30 с 
и заключительной стадии элонгации при 72 °C на про-
тяжении 7 мин. Положительные контроли включали 
очищенную ДНК из клеток Namalwa. Ампликоны обна-
руживали с помощью электрофореза, используя 12 мкл 
образца в 1,5 % агарозном геле, содержащем 1 мкг / мл 
бромистого этидия. Ожидаемые размеры целевых фраг-
ментов ВЭБ-1 и ВЭБ-2 составляли 497 п. н. и 165 п. н. 
соответственно. Полимеразную цепную реакцию по-
вторяли 1 раз для каждого клинического образца.

Количественное измерение вирусной ДНК. Число 
копий ДНК ВЭБ в смывах полости рта изучаемых лиц 
определяли с помощью ПЦР в реальном времени, сле-
дуя методике, описанной в работе K. Lo и соавт. [27]. 
Для построения калибровочных кривых использовали 
ДНК диплоидных клеток Namalwa, содержащих 2 ин-
тегрированных вирусных генома; при этом исходили 
из соотношения 3,3 пг геномной ДНК – 1 копия ви-
русной ДНК. Детали проведения реакции описаны 
нами ранее [28].

Секвенирование продуктов полимеразной цепной 
реакции LMP1. Ампликоны LMP1 секвенировали 
в обоих направлениях. Секвенирование проводили 
с помощью набора реактивов ABI PRISM® BigDye™ 
Terminator v.3.1 с последующим анализом продуктов ре-
акции на автоматическом секвенаторе ДНК ABI PRISM 
3100-Avant. Для обработки данных секвенирования ис-
пользовали программы Chromas 230 и Vector NTI.

Классификация LMP1. Нуклеотидные последова-
тельности образцов LMP1, амплифицированные из 
смывов ротоглотки и транслированные в аминокис-
лотные последовательности, подверглись анализу 
с помощью известной в литературе классификации 
R. H. Edwards и соавт. [12]. Классификация сформиро-
вана на базе сиквенсного анализа транслированных 
последовательностей гена LMP1, полученных от боль-
ных с ВЭБ-ассоциированной патологией и здоровых 
вирусоносителей из различных географических регио-
нов мира.

Статистический анализ. Число копий ДНК ВЭБ 
в смывах полости рта лиц в исследуемых группах оце-
нивали с помощью U-критерия Манна–Уитни. Ре-
зультаты представлены в виде медиан с межквартильным 
интервалом (25-й и 75-й процентили). С помощью 

точного теста Фишера (Fisher’s exact test) рассчитыва-
ли точное значение р при сравнении числа лиц, инфи-
цированных ВЭБ-1 и ВЭБ-2; различия считали стати-
стически значимыми при р ≤0,05.

РЕзУЛьТаТы
Инфицированность вирусом Эпштейна–Барр по-

лости рта адыгейцев и славян. Плохое состояние поло-
сти рта, особенно у пожилых лиц, может стать серьез-
ным фактором риска возникновения разнообразных 
новообразований пищеварительного тракта [29]. Хро-
нические воспалительные процессы в полости рта, 
связанные с периодонтитом, утратой значительного 
количества зубов и другими патологиями, как прави-
ло, сопровождаются активным размножением бакте-
рий. Бактерии, как известно, участвуют в производстве 
нитрозаминов (канцерогенов), а также стимулируют 
репликацию ВЭБ. Оба этих фактора могут быть вовле-
чены в процесс канцерогенеза с развитием новообра-
зований, в том числе ассоциированных с данным ви-
русом [30].

Показатели инфицированности полости рта ВЭБ 
у адыгейцев и славян представлены в табл. 1. Из дан-
ных таблицы следует, что адыгейцы и славяне широко 
инфицированы ВЭБ. Копии ДНК ВЭБ у представите-
лей обоих этносов были обнаружены в каждом мил-
лилитре смыва полости рта, что свидетельствует об их 
практически 100 % инфицированности этим вирусом. 
Медиана чисел копий ДНК ВЭБ на 1 мл смыва поло-
сти рта у адыгейцев (мужчин и женщин) была не-
сколько выше, чем у славян (мужчин и женщин) (1055 
и 833 копий / мл соответственно), возможно, за счет 
большего числа клеток, содержащих ВЭБ, в адыгей-
ских образцах. Однако различия между значениями 
медиан оказались статистически недостоверными  
(p ≤0,05). Объединенные для мужчин и женщин зна-
чения медиан чисел копий вирусной ДНК на 1 клетку 
смыва, определяемую делением числа копий вирусной 
ДНК на число клеток в 1 мл смыва у представителей 
каждой этнической группы, равнялись практически 
нулю (0 и 0,01 соответственно). Эти данные, как и зна-
чения межквартильных интервалов, указывают на 
примерно равную и невысокую степени инфициро-
ванности полости рта адыгейцев и славян ВЭБ.

Типы и концентрация вируса Эпштейна–Барр у ады-
гейцев и славян. Изучение 2 популяций показало, 
что по процентному содержанию типов ВЭБ они раз-
личаются принципиально (рис. 1, а–в). Оказалось, что 
у адыгейцев доминировал ВЭБ-2, не обладающий спо-
собностью трансформировать В-лимфоциты in vitro 
(рис. 1, а), а у представителей славянской популя-
ции – ВЭБ-1 (рис. 1, б), обладающий такой способно-
стью. Так, из 59 образцов смывов полости рта адыгей-
цев ВЭБ-2 обнаружен в 45 случаях, а ВЭБ-1 – в 11 (76,3 
и 18,6 % соответственно). В 3 случаях не выделена 
ДНК, в 1 случае тип вируса не определен. Из 38 образ-
цов смывов полости рта славян ВЭБ-2 выявлен лишь 
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Таблица 1. Инфицированность вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ) полости рта адыгейцев и славян

Table 1. Epstein–Barr virus (EBV) infection of the oral cavity of the Аdygeans and Slavs

Обследованные лица 
Examined persons (number) 

Средний 
возраст, лет 
Average age, 

years

Число копий ДНК ВЭБ 
в 1 мл смыва, М (МКИ) 
Number of EBV DNA copies 

in 1 ml washout, IQR (M) 

Число клеток в 1 мл 
смыва, М (МКИ) 

Number of cells in 1 ml 
washout, IQR (M) 

Число копий ВЭБ 
на 1 клетку, 
М (МКИ) 

Number of EBV copies 
per 1 cell, IQR (M) 

Этнические адыгейцы Республики 
Адыгея: 
Ethnic Аdygeans people  
of the Republic of Adygea:
мужчины (n = 25) 
men (n = 25)
женщины (n = 34) 
women (n = 34) 
всего (n = 59) 
total (n = 59) 

37,4

45,3

41,4

592 (0–12 000)

120 (0–32 673)

1055 (0–32 673)

4 154 809 
(2 471 036–17 370 332)
9 891 649 (3 191 503–24 

091 712)
5 440 174 

(2 511 809 – 22 060 750)

0 (0–0,009)

0 (0–0,00)

0 (0–0,004)

Этнические славяне Москвы: 
Ethnic Slavs of the Moscow:
мужчины (n = 19) 
men (n = 19) 
женщины (n = 21) 
women (n = 21) 
всего (n = 38) 
total (n = 38) 

56,4

38,6

47,5

437 (0–10 986)

105 (0–23 367)

833 (0–3 281 025)
 

 3 954 721 
(1 174 063–16 731 431)
3 531 403–25 637 521 

(12 978 894)
34 711 817 

(23 065 080–69 397 634)

0 (0–0,007)

0 (0–0,002)

0,01 (0–0,257)

Примечание. МКИ – межквартильный интервал; M – медиана. 
Note. IQR – interquartile range; M – median.

в 7 случаях, ВЭБ-2 – в 30 (18,4 и 78,9 % соответственно), 
в 1 случае тип вируса не определен. Различие в содер-
жании ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у представителей адыгейской 
и славянской популяций статистически было высоко 
достоверным (p ˂0,001).

О концентрации вирусной ДНК (числе ее копий 
на 1 мл смыва) можно судить по высоте столбцов на 
рис. 1. Отсутствие столбцов свидетельствует о том, что 
в данном смыве концентрацию вирусной ДНК устано-
вить не удалось, несмотря на возможность ее присут-
ствия и определение типа. На это указывают соответ-
ствующие каждому вирусному изоляту подрисуночные 
квадратики, окрашенные в красный или синий цвет, 
обозначающие тип вируса. Согласно данным, пред-
ставленным на рис. 1, а, б, показатели чисел копий 
ДНК ВЭБ / мл (отражаемые высотой столбцов) на 1 мл 
смыва полости рта адыгейцев в целом превышают та-
ковые в смывах полости рта славян, по-видимому, 
за счет большего числа вируссодержащих клеток 
в смывах полости рта адыгейцев по сравнению со сла-
вянами (см. табл. 1).

Таким образом, статистически высоко достовер-
ное различие в содержании ВЭБ-1 и ВЭБ-2 (p ˂0,001), 
обнаруженное у представителей адыгейцев и славян 
(см. рис. 1, в), свидетельствует о том, что этнический, 
а возможно, и географический факторы могут суще-
ственно влиять на распространенность типов ВЭБ 
в России.

Полиморфизм гена LMP1 вируса Эпштейна–Барр 
у адыгейцев и славян. О полиморфизме гена LMP1 

в вирусных штаммах, циркулирующих среди этниче-
ских адыгейцев и славян, свидетельствуют данные, 
представленные в табл. 2. Анализ нуклеотидных и де-
дуктивных аминокислотных последовательностей 
29 ампликонов LMP1, полученных из 59 смывов поло-
сти рта адыгейцев и 40 ампликонов LMP1, полученных 
из 40 аналогичных смывов славян, выявил их сущест-
венное различие. Если у представителей славян кроме 
подавляющего числа белковых образцов LMP1, отно-
сящихся к подтипу прототипного варианта LMP1, 
B95.8 / А (82,5 %), обнаружены и другие варианты белка 
(China (7,5 %), Med– (2,5 %) и NC (7,5 %)), то у пред-
ставителей адыгейцев выявлен только 1 вариант LMP1, 
B95.8 (96,6 %) и его подтип – B95.8 / A (3,4 %).

Сиквенсный анализ амплифицированных об-
разцов LMP1 адыгейского происхождения позволил 
в области CTAR2 обнаружить Сао-ассоциированные 
делеции S366T, а в области CTAR3 – делеции S309T 
и S309N. Стоит отметить, что ни один образец LMP1 
адыгейского происхождения не содержал делеции 30 
п. н. (346–355), что характерно для варианта del-LMP1 
[13]. Насколько подобные мутации типичны для ады-
гейцев, вероятно, можно будет судить, существенно 
увеличив число наблюдений.

Заболеваемость адыгейцев и славян новообразовани-
ями, в состав которых входят ассоциированные с вирусом 
Эпштейна–Барр случаи. Доминирование нетрансфор-
мирующего типа ВЭБ (ВЭБ-2) у представителей ады-
гейцев позволило предположить наличие более низко-
го уровня заболеваемости ВЭБ-ассоциированными 
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Рис. 1. Типы вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ), концентрация ДНК вируса в полости рта адыгейцев (а) и славян (б) и соотношение ВЭБ-1 и ВЭБ-2 
у представителей этих этносов (в)
Fig. 1. Types of Epstein–Barr virus (EBV), concentration of virus DNA in the oral cavity of the Аdygeans (a) and Slavs (б) and the ratio of EBV-1 and EBV-2 
in representatives of these ethnic groups (в)
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опухолями у населения Республики Адыгея по срав-
нению с таковым у населения Москвы, заселенной 
преимущественно славянами, у представителей кото-
рых преобладал трансформирующий 1-й тип вируса 
(ВЭБ-1). Для проверки этого предположения сравни-
вали показатели заболеваемости новообразованиями, 
среди которых диагностируют ВЭБ-ассоциированные 
случаи, для Москвы и Республики Адыгея [2]. Из дан-
ных, приведенных на рис. 2, следует, что заболева-

емость раком носоглотки, ЛХ и НХЛ – новообразова-
ниями, относящимися к патологиям, в разной степени 
ассоциированным с ВЭБ, – у населения Республики 
Адыгея была несколько ниже, чем у населения Мо-
сквы. Однако различия были статистически недосто-
верными. Исключение составили лишь показатели 
заболеваемости раком желудка. У жителей Москвы 
они оказались существенно выше, чем у жителей Ре-
спублики Адыгея; различие было статистически 

б

а

в

В образцах 1, 2 и 42 не выделена ДНК / In samles 1, 2 and 42 DNA was not detected
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 высоко достоверным (p = 0,0137). В ходе анализа по-
казателей смертности от тех же новообразований в из-
учаемых популяциях было выявлено, что смертность 
от опухолей носоглотки и желудка у населения Респу-
блики Адыгея была выше, чем у населения Москвы 
(3,8 и 10,2 случая против 3,2 и 9,4 случая на 100 тыс. 
населения соответственно). В то же время показатели 
смертности от ЛХ и НХЛ, напротив, были хуже у на-
селения Москвы, чем у населения Республики Адыгея 
(0,2 и 1,4 случая против 0,0 и 1,2 случая на 100 тыс. на-
селения соответственно). Однако различия между по-

казателями смертности в сравниваемых группах были 
статистически недостоверными (данные не представ-
лены).

ОбСУждЕНИЕ
Новые технологии секвенирования последних лет 

позволили проводить детальный анализ многочислен-
ных геномов ВЭБ, полученных из образцов опухолевых 
биопсий, крови и слюны. Анализ опубликованных по-
следовательностей вирусного генома был направлен на 
выяснение вопросов, являются ли некоторые из этих 
последовательностей специфическими для конкретной 
опухоли, этноса или географического региона и нель-
зя ли обнаружить штаммы ВЭБ высокого онкогенного 
риска. Сегодня к числу таких штаммов, по-видимому, 
можно отнести изолят ВЭБ M81, полученный от китай-
ского больного раком носоглотки. Он вызывает проли-
ферацию В-клеток и демонстрирует высокую склонность 
к инфицированию эпителиальных клеток, что может 
явиться фактором риска для развития лимфом и раз-
личных форм рака, ассоциированных с ВЭБ. Используя 
иерархический байесовский (Hierarchical Bayesian) ана-
лиз структур различных популяций ВЭБ, L. Zanella 
и соавт. отобрали 12 популяций вируса, различающих-
ся по ряду признаков [31]. Три из этих ВЭБ-популяций, 
представляющих собой штаммы азиатского происхож-
дения, являются органоспецифическими. Так, за ред-
ким исключением популяция EBV-p1 / Asia / GC была 
связана с развитием рака желудка, популяция EBV-p4 /  
China / NPCs – с развитием рака носоглотки, а популя-
ция EBV-p2 / Asia II / Tumors – с несколькими типами 
других опухолей и лимфопролиферативных патологий 
[28]. Эти авторы для некоторых популяций ВЭБ обна-
ружили также заметную географическую зависимость 
их циркуляции. Одна популяция вируса была харак-
терна для 4 азиатских стран (Китая, Японии, Кореи 
и Вьетнама), 2 другие персистировали исключительно 
в Кении, а еще 6 продемонстрировали более широкое 
географическое распространение.

Таблица 2. Полиморфизм LMP1 в изолятах вируса Эпштейна–Барр из смывов полости рта адыгейцев и славян

Table 2. LMP1 polymorphism in Epstein–Barr virus isolates from oral washes of Аdygeans and Slavs

Число образцов 
LMP1, абс. (%) 
Number of LMP1 
samples, abc. (%) 

Варианты LMP1 по классификации Edwards et al. 
(1999), абс. (%) 

LMP1 variants by classification of Edwards et al. (1999), abc. (%) 

Мутации в областях CTAR LMP1, абс. (%) 
Mutations in CTAR regions of the LMP1 gene, abc. (%) 

B95.8 B95.8 / А China Med– NC CTAR 
1 191–232

CTAR 
2 351–386 CTAR 3 275–330

Этнические адыгейцы Республики Адыгея (n = 59) 
Ethnic Аdygeans people of the Republic Adygea (n = 59) 

29 (49,2) 28 (96,6) 1 (3,4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (10,3) 2 (6,9) 

Этнические славяне Москвы (n = 40) 
Ethnic Slavs of the Moscow (n = 40) 

40 (100) 0 (0) 33 (82,5) 3 (7,5) 1 (2,5) 3 (7,5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Рис. 2. Показатели заболеваемости злокачественными новообразова-
ниями, включающими случаи, ассоциированные с вирусом Эпштейна–
Барр, населения Москвы и Республики Адыгея. Для Москвы использо-
ваны стандартизированные показатели заболеваемости некоторыми 
злокачественными опухолями, среди которых встречаются случаи, 
ассоциированные с вирусом Эпштейна–Барр [2]
Fig. 2. Incidence rates of malignant neoplasm, including cases associated with 
the Epstein–Barr virus, for the population of the Moscow and the Republic 
of Adygea. For Moscow, we used adjusted incidence of certain malignant 
tumors, including cases associated with Epstein–Barr virus [2]
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Приложение

Республика Адыгея [32]
Коренные жители Республики Адыгея, адыгей-

цы (адыги), – один из древнейших народов России, 
племена которых с исторических времен заселили 
Черноморское и Азовское побережье Северо-Запад-
ного Кавказа. В начале XIII в. адыги вошли в состав 
Золотой Орды. В 1864 г. закубанские адыги были 
включены в административно-политическую систе-
му Российской империи. В настоящее время Рес-

пуб лика Адыгея входит в состав Южного федераль-
ного округа России и географически со всех сторон 
окружена территорией Краснодарского края. На-
селение республики составляет более 449 тыс. че-
ловек, из которых примерно 63,6 % – русские 
и 25,2 % – адыги (2015). Ведущими отраслями эко-
номики адыгов являются сельское хозяйство и жи-
вотноводство. Большинство адыгов – мусульмане-
сунниты.

Географическое положение Республики Адыгея в Российской Федерации

Выполненное нами исследование подтвердило 
данные многочисленных работ, свидетельствующих 
о широкой инфицированности населения планеты 
ВЭБ. Группы этнических адыгейцев и славян были 
инфицированы этим вирусом в 100 % случаев. Боль-
ший интерес, однако, вызывает тот факт, что у пред-
ставителей этносов одной и той же страны – России – 
доминируют различные типы ВЭБ. У адыгейцев 
превалирующим является ВЭБ-2, у славян – ВЭБ-1. 
Обнаруженный феномен поднимает вопрос о том, яв-
ляются ли доминирующие варианты ВЭБ географи-
чески или этноспецифическими, а также может ли 
ВЭБ-1, обладающий более выраженным трансформи-
рующим потенциалом in vitro, оказывать влияние на 
заболеваемость злокачественными новообразования-
ми, среди которых могут встречаться ВЭБ-ассоцииро-
ванные случаи. Согласно статистическим данным, 
население Москвы действительно характеризуется 
более высокой заболеваемостью опухолями глотки, 
желудка, ЛХ и НХЛ по сравнению с населением Рес-
публики Адыгея [2], хотя различия между сравнивае-
мыми показателями заболеваемости (кроме показате-
лей для опухолей желудка) оказались статистически 
недостоверными (p >0,5). Нам представляется, однако, 
что более высокие показатели заболеваемости злока-
чественными новообразованиями у жителей Москвы 
по сравнению с жителями Республики Адыгея не мо-
гут быть объяснены фактом обнаружения доминиру-
ющего рас пространения 1-го, трансформирующего, 

типа ВЭБ у отобранной группы московских славян, 
поскольку многонациональное население Москвы 
представляет собой конгломерат представителей мно-
гочисленных этносов, среди которых этнические (не 
менее чем в 3-м поколении) славяне занимают лишь не-
большой процент. Показатели же онкологической забо-
леваемости населения Москвы являются обобщающи-
ми и отражают структуру ее этнически разнородных 
жителей. В то же время более высокие и статистически 
достоверно отличающиеся показатели заболеваемости 
раком желудка у жителей Москвы по сравнению с та-
ковыми у жителей Республики Адыгея, по нашему мне-
нию, объясняются большей генетической предрасполо-
женностью к развитию этой опухоли населения Москвы, 
а также более значительным воздействием на москвичей 
многочисленных вредных факторов окружающей среды, 
характерных для любого мегаполиса мира.

заКЛючЕНИЕ
Причина доминирующей персистенции ВЭБ-1 

среди славян и ВЭБ-2 среди адыгейцев остается не-
известной и требует дальнейшего изучения. Не 
исключено, что различающиеся генотипы ВЭБ, цир-
кулирующие среди адыгейцев и славян, вносят опре-
деленный вклад в процесс канцерогенеза, но это 
предположение требует доказательства. Дальнейшие 
исследования с увеличением числа наблюдений и из-
учаемых этносов, возможно, позволят пролить свет 
на эти вопросы.
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Детерминанты ферроптоза – потенциальные 
терапевтические мишени стволовых клеток 
глиобластомы

В. Е. Шевченко1, З. Н. Никифорова2, Т. И. Кушнир1, И. А. Кудрявцев1, А. А. Митрофанов1, А. Х. Бекяшев1, 
Н. Е. Арноцкая1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГБУ «Всероссийский государственный центр качества и стандартизации»; Россия, 123022 Москва, Звенигородское шоссе, 5

К о н т а к т ы : валерий евгеньевич Шевченко vshev2015@yandex.ru

Введение. Терапия мультиформной глиобластомы остается малоэффективной из-за быстроразвивающихся реци-
дивов опухоли, обусловленных высоким туморогенным потенциалом, резистентностью к химиолучевой терапии 
и повышенной диссеминацией стволовых клеток глиобластомы. Актуальной становится идентификация потенци-
альных терапевтических мишеней, позволяющих более эффективно уничтожать данные клетки. в связи с этим 
большое значение приобретает изучение ферроптоза (фп), способного вызывать гибель опухолевых клеток с вы-
сокозлокачественным фенотипом. Однако фп и его регуляторные пути в стволовых клетках глиобластомы до конца 
не изучены. в настоящее время также не ясно, чем отличается фп в стволовых и дифференцированных клетках 
глиобластомы.
Цель исследования – методом протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения изучить экспрессию детер-
минант сигнального каскада фп в CD133+-стволовых и CD133–-дифференцированных клетках глиобластомы.
Материалы и методы. использовались протеомная масс-спектрометрия высокого разрешения и клеточные техно-
логии.
Результаты. в целом идентифицированы 1970 белков, 15 из которых связаны с фп и присутствуют в обеих популя-
циях клеток. Обнаружена положительная регуляция 12 детерминант фп (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, 
PCBP1, SLC3A2, TFRC, VDAC1, VDAC2) в CD133+-стволовых клетках глиобластомы по сравнению с CD133 – -дифферен-
цированными клетками глиобластомы, 10 из которых имели повышенную более чем в 2 раза экспрессию.
Заключение. Установлены важные закономерности в экспрессии детерминант фп и протеинов, контролирующих 
этот процесс в стволовых клетках глиобластомы, которые могут использоваться при разработке новых подходов 
к обнаружению потенциальных мишеней для терапии мультиформной глиобластомы.

Ключевые слова: стволовые клетки глиобластомы, ферроптоз, мультиформная глиобластома, протеом, масс-спек-
трометрия
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Introduction. Treatment of glioblastoma multiforme remains little effective due to the rapidly developing recurrence  
of the tumor, due to its high tumorigenic potential, resistance to chemoradiation therapy and increased dissemination of gli-
oma stem cells. The identification of potential therapeutic targets, which make it possible to more effectively destroy glioma 
stem cells, becomes topical. In this regard, the study of ferroptosis (FP), which can cause the death of tumor cells with a highly 
malignant phenotype, is of great importance. However, FP and its regulatory pathways in the GSC are not fully understood.  
At present, it is also not clear how FP differs for glioma stem cells and glioblastoma differentiated cells.
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Aim. To study the expression of ferroptosis signaling cascade determinants in CD133+ glioma stem cells and CD133– glio-
blastoma differentiated cells using high resolution proteomic mass spectrometry.
Materials and methods. High-resolution proteomic mass spectrometry, cell technologies.
Results. In total, 1970 proteins were identified, 15 of which are associated with ferroptosis and are present in both cell 
populations. Upregulation of 12 FP determinants (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, PCBP1, SLC3A2, TFRC, 
VDAC1, VDAC2) was found in CD133+ glioblastoma stem cells compared to CD133– differential glioblastoma cells, 10 of which 
were more than 2-fold overexpressed.
Conclusion. Important regularities have been established in the expression of ferroptosis determinants and proteins 
controlling this process in glioma stem cells, which can be used in the development of new approaches to the detection 
of potential targets for the therapy of glioblastoma multiforme.

Keywords: glioblastoma stem cells, ferroptosis, glioblastoma multiforme, proteome, mass spectrometry
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ВВЕдЕНИЕ
Несмотря на прогресс, достигнутый в терапии ра-

ка, лечение мультиформной глиобластомы (МГБ) 
остается малоэффективным из-за быстроразвива-
ющихся рецидивов опухоли [1]. При выполнении 
стандартного протокола комплексной терапии МГБ 
медиана выживаемости больных составляет 12–15 мес. 
Отчасти это объясняется тем, что МГБ имеет высокую 
степень внутриопухолевой гетерогенности как на кле-
точном, так и на генетическом уровне, что является 
препятствием для преодоления резистентности к ле-
чению. Клетки МГБ, выходящие из первичной опухо-
ли, быстро проникают в нормальную паренхиму го-
ловного мозга, образуя рецидивы. Такие инвазивные 
клетки относительно устойчивы к радио- и химиотера-
пии [2], что еще более усложняет лечение этого забо-
левания.

В значительной степени инвазивность и рези-
стентность МГБ к генотоксической терапии связыва-
ют с субпопуляцией стволовых клеток глиобластомы 
(СКГ) [3], способных самообновляться, инициировать 
и поддерживать рост опухоли, образуя рецидив [4]. 
Идентификация СКГ изначально основывалась 
на способности клеток МГБ экспрессировать CD133 – 
белок клеточной поверхности [5]. Однако CD133 
не является уникальным маркером СКГ. Исследова-
ния выявили дополнительные маркеры – CD15, A2B5, 
Notch1, CD44, EZH2, STAT3 и другие, – которые мо-
гут обеспечить повышенную специфичность СКГ 
в сочетании с CD133 [5]. Стволовые клетки глиобла-
стомы представляют значительную клиническую про-
блему и создают трудности для успешной терапии 
МГБ. Актуальной становится идентификация потен-
циальных терапевтических мишеней, позволяющих 
более эффективно уничтожать СКГ. В связи с этим 
большое значение приобретает изучение ферроптоза 
(ФП), способного вызывать запрограммированную 
гибель опухолевых клеток с высокозлокачественным 
фенотипом.

Ферроптоз морфологически, биохимически и ге-
нетически отличается от других форм гибели клеток, 

включая апоптоз, некроз и аутофагию, и является же-
лезозависимым процессом [6, 7]. Именно по этой при-
чине ФП получил свое название как отдельная форма 
гибели клеток. Активные формы кислорода (АФК) 
играют ведущую роль в запуске ФП и образуются в хо-
де реакции Фентона, а не при работе митохондриаль-
ной электрон-транспортной цепи [8]. Активные фор-
мы кислорода вызывают окисление практически 
любого вещества клетки, включая генетический аппа-
рат, белки и липиды [9]. В последние годы достигнут 
значительный прогресс в понимании молекулярных 
механизмов ФП. Однако ФП и его регуляторные пути 
в СКГ до конца не изучены. В настоящее время также 
не ясно, чем отличается ФП в СКГ и дифференциро-
ванных клетках глиобластомы (ДКГ).

В настоящем исследовании впервые проведен про-
теомный анализ лизатов CD133+- и CD133 – -клеток, 
полученных из глиомасфер линии клеток U87MG, 
для сравнения протеомов СКГ и ДКГ. Основное вни-
мание уделялось дифференциально экспрессирован-
ным белкам ФП, играющего важную роль в гибели 
опухолевых клеток. Методом панорамной нано-высо-
коэффективной жидкостной хроматографии – тан-
демной масс-спектрометрии (нано-ВЭЖХ-МС / МС) 
в целом идентифицированы 1970 белков, 15 из кото-
рых связаны с ФП и присутствуют в обеих популяци-
ях клеток. Обнаружена положительная регуляция 
12 детерминант ФП (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, 
FTL, GPX1, GPX4, PCBP1, SLC3A2, TFRC, VDAC1, 
VDAC2) в CD133+-СКГ по сравнению с CD133 – -ДКГ. 
Полученные данные и выявленные закономерности, 
на наш взгляд, указывают на возможность таргети-
рования сигнального каскада ФП в CD133+-СКГ, что 
может использоваться при разработке новых тера-
певтических схем лечения мультиформной глиоблас-
томы.

Цель исследования – методом протеомной масс-
спектрометрии высокого разрешения изучить экс-
прессию детерминант сигнального каскада ФП 
в CD133+-стволовых и CD133–-дифференцированных 
клетках глиобластомы.
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МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Клеточные культуры. Для получения глиомасфер 

использовали клетки МГБ человека линии U87MG 
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, США), 
как описано ранее [10]. CD133+-СКГ выделяли мето-
дом иммуносортинга, используя магнитные шарики 
с иммобилизованными на них антителами к CD133 
(CD133 MicroBeadKit, Miltenyi Biotec, Германия) в со-
ответствии с рекомендациями производителя, тогда 
как CD133 – ДКГ свободно проходили через колонку 
[10]. Чистоту CD133+-СКГ оценивали методом проточ-
ной цитометрии с CD133-антителами (5–10 мкг / мл, 
MiltenyiBiotec, Германия); она превышала 90 % [10].

Приготовление образцов для масс-спектрометрии. 
Образцы клеток глиомасфер (CD133+- и CD133– -клет-
ки) криоконсервировали в фосфатном буферном рас-
творе при температуре –80 °C до использования. По-
сле оттаивания клетки лизировали и подвергали 
ультрафильтрации для удаления низкомолекулярных 
соединений [10]. После ферментативного расщепле-
ния образцы концентрировали при температуре 30 °С 
в центрифужном концентраторе LabconcoCentriVap 
(Labconco Corporation, США), растворяли в мобиль-
ной фазе (30 % ацетонитрила, 70 % воды и 0,1 % му-
равьиной кислоты, рН 2,7) и разделяли на 24 фракции 
[10]. Фракции упаривали досуха при 30 °C в центри-
фужном концентраторе Labconco CentriVap (Labconco 
Corporation, США) и повторно растворяли в 100 мкл 
0,1 % муравьиной кислоты для масс-спектрометриче-
ского анализа.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ трипти-
ческих пептидов проводили с использованием нано-
ВЭЖХ-Dionex Ultimate 3000 и масс-спектрометра LTQ 
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., США) 
с источником ионизации NanoSpray [10]. Масс-спек-
трометрические данные обрабатывали с помощью 
программ MaxQuant 1.6.17.0 (Biochemistry Computa-
tional Systems, Biochemistry Max Planck, Martinsried, 
Германия) и Perseus 1.6.0.7 (Max Planck Institute of Bio-
chemistry, Германия).

Биоинформатический анализ. Биоинформатиче-
ский анализ проводили c использованием программы 
DAVID (Database for Annotation, Visualization and In-
tegrated Discovery; https://david.ncifcrf.gov), а также 
 открытой базы данных PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov / 
 pubmed). Белок-белковые взаимодействия анали-
зировали с помощью базы данных Search Tool for  
the Retrieval of Interacting Genes / Proteins v11.0 
(STRING) (https://string-db.org), предназначенной для 
сбора, оценки и интегрирования всех общедоступ-
ных источников информации о белок-белковых вза-
имодействиях, а также для дополнения их расчет-
ными прогнозами. Ее цель – создать комплексную 
и объективную глобальную сеть, включающую как 
прямые (физические), так и косвенные (функцио-
нальные) взаимодействия. В связи с этим по умол-
чанию в базе данных STRING для оценки комби-

нированного взаимодействия принята средняя 
до стоверность >0,4.

РЕзУЛьТаТы
Для изучения биологических процессов и сигналь-

ных путей, отличающих CD133+-СКГ и CD133 – -ДКГ, 
проводили сравнительный протеомный анализ лиза-
тов этих клеток. Мы использовали label-free количе-
ственный нано-ВЭЖХ-МС / МС-метод для панорам-
ного картирования протеомов 2 типов образцов 
(в триплетах). Анализ триптических пептидов с по-
мощью программного обеспечения MaxQuant иденти-
фицировал в целом 1970 белков при сопоставлении 
47 331 МС / МС-спектра с пептидными последователь-
ностями в базе данных Swiss-Prot_human с ложным 
уровнем обнаружения (false discovery rate, FDR) 1 % 
для тройных повторов 2 видов образцов.

Программа Perseus идентифицировала следующее 
количество белков в лизатах клеточных линий: CD133+- 
СКГ – 1873 белка по 9044 пептидам (7867 уникальных 
пептидов); CD133 – -ДКГ – 1732 белка по 8739 пепти-
дам (7562 уникальных пептида). Из них 89 % белков 
идентифицировали по совпадению 2 и более пептидов 
и 11 % – по совпадению 1 пептида. Процент сиквенс-
покрытия исследуемых белков изменялся от 0,2 до 
77,0 %. Коэффициент корреляции Пирсона между 
образцами CD133+-СКГ и CD133 – -ДКГ варьировал 
от 0,74 до 0,93.

Идентифицированные протеины показали высо-
кий процент перекрытия для 2 клеточных популяций: 
1635 (83 % из 1970 белков) белков обнаружили в обеих 
клеточных линиях, 238 (12 %) – только в CD133+-СКГ, 
а 97 (5 %) – только в CD133 – -ДКГ. Из 1635 протеинов, 
присутствующих в обеих клеточных линиях, статисти-
чески значимые изменения (p <0,05) экспрессии 
с кратностью >2 или <0,5 имели 595 протеинов и от-
носились к дифференциально экспрессированным 
белкам. Использование 1 в качестве порогового лога-
рифмического соотношения показало, что в CD133+-
СКГ экспрессия 358 белков была выше, а экспрессия 
237 белков – ниже по сравнению с CD133 – -ДКГ.

Учитывая важную роль ФП в программируемой 
гибели опухолевых клеток, мы изучили экспрессию 
белков, связанных с этим сигнальным каскадом. В ре-
зультате протеомного анализа идентифицированы 
15 детерминант ФП. Как видно из данных, представ-
ленных в таблице, повышенную экспрессию наблю-
дали у 12 протеинов (p <0,05) – ACSL1 (ацил-КоА-
синтетаза 1), ACSL3 (ацил-КоА-синтетаза 3), COPZ1 
(коатомер субъединица дзета-1), FTH1 (тяжелая цепь 
ферритина 1), FTL (легкая цепь ферритина), GPX1 
(глутатионпероксидаза 1), GPX4 (глутатионперокси-
даза 4), PCBP1 (поли (rC) – связывающий протеин), 
SLC3A2 (тяжелая цепь антигена клеточной поверх-
ности 4F2, TFRC (рецептор трансферрина), VDAC1 
(потенциал-зависимый анионный канал 1), VDAC2 
(потенциал-зависимый анионный канал 2), – из них 

https://string-db.org
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10 дифференциально экспрессированных белков име-
ли повышенную экспрессию (более чем в 2 раза) 
в CD133+-СКГ по сравнению с CD133 – -ДКГ. Досто-
верно не изменяли экспрессию 3 протеина (ACSL4, 
GPX8, VDAC3). Согласно данным, представленным 
в таблице, в СКГ наблюдались значительные измене-
ния в экспрессии детерминант ФП по сравнению 
с ДКГ. Дисрегуляция касалась как белков, участву-
ющих в ФП 1-го (SLC3A2) и 2-го (GPX1, GPX4, VDAC1, 
VDAC2) типов, так и регуляторных протеинов (ACSL1, 
ACSL3, COPZ1). Существенные различия в протеомах 
2 популяций опухолевых клеток наблюдались и для 
белков, участвующих в метаболизме железа (FTH1, 
FTL, PCBP1, TFRC).

ОбСУждЕНИЕ
В последнее время отмечается повышенный инте-

рес к новым видам программируемой клеточной 

гибели: некроптозу, ФП и пироптозу. В настоящей ра-
боте основное внимание уделяется ФП, играющему 
важную роль в процессах гибели опухолевых клеток. 
Согласно последним исследованиям патогенез глиом 
связан со снижением ФП в опухолевых клетках, 
что ускоряет пролиферацию и метастазирование глиом 
[11], способствует злокачественной трансформации 
и процессам ангиогенеза в глиомах [12]. Сообщается, 
что темозоломид, широко применяемый при терапии 
глиом, убивает опухолевые клетки и СКГ несколькими 
способами, включая ФП, и его эффективность можно 
повысить, индуцируя этот процесс [13]. Кроме того, 
маркеры ФП могут использоваться для прогнозирова-
ния выживаемости больных глиомами [14]. Учитывая 
важность ФП в онкогенезе, запущена база данных 
FerrDB по обзору регуляторов и маркеров ФП [15].

В данном исследовании впервые выполнен 
сравнительный протеомный анализ CD133+-СКГ 

Детерминанты сигнального каскада ферроптоза, экспрессия которых различается (p <0,05) в CD133+-стволовых и CD133–-дифференцирован-
ных клетках глиобластомы

Determinants of the signaling cascade of ferroptosis, the expression of which differs (p <0.05) between CD133+ stem and CD133– differentiated glioblastoma 
cells

Индекс гена 
Gene index

Название белка 
Protein name

Число идентифицированных 
пептидов 

Number of identified peptides

CD133+-СКГ / CD133–-ДКГ 
CD133+-GSC / CD133–-GDC

ACSL1 Ацил-КоА-синтетаза 1 
Acyl-CoA synthetase long chain family member 1

2 25,6

ACSL3 Ацил-КоА-синтетаза 3 
Acyl-CoA synthetase long chain family member 3

4 3,4

COPZ1 Коатомер субъединица дзета-1 
Coatomer subunit zeta-1

1 2,2

FTH1 Тяжелая цепь ферритина 1 
Ferritin heavy chain 1

6 2,1

FTL Легкая цепь ферритина 
Ferritin light chain

4 19,3

GPX1 Глутатионпероксидаза 1 
Glutathione peroxidase 1

4 2,2

GPX4 Глутатионпероксидаза 4 
Glutathione peroxidase 4

1 3,1

PCBP1 Поли (rC) – связывающий протеин 
Poly (rC) binding protein 1

6 1,8

SLC3A2
Тяжелая цепь антигена клеточной поверхно-

сти 4F2 
4F2 cell-surface antigen heavy chain

3 4,3

TFRC Рецептор трансферрина 
Transferrin receptor

5 2,0

VDAC1 Потенциал-зависимый анионный канал 1 
Voltage dependent anion channel 1

8 1,8

VDAC2 Потенциал-зависимый анионный канал 2 
Voltage dependent anion channel 2

6 2,5

Примечание. СКГ – стволовые клетки глиобластомы; ДКГ – дифференцированные клетки глиобастомы. 
Note. GSC – glioblastoma stem cells; GDС – differentiated gliobastoma cells.
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и CD133–-ДКГ. Мы идентифицировали 1970 белков, 
из которых к детерминантам сигнального каскада ФП 
относились 15 белков. Как видно из данных, представ-
ленных в таб лице, положительную регуляцию 
в CD133+-СКГ наблюдали у 12 протеинов, 10 из кото-
рых (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, 
SLC3A2, TFRC, VDAC2) имели повышенную более чем 
в 2 раза экспрессию. Интерактомное картирование 
с использованием базы данных STRING выполняли 
для 15 идентифицированных детерминантов ФП, чтобы 
установить их ассоциированных партнеров в сети бе-
лок-белковых взаимодействий. Согласно результатам 
функциональной ассоциации между белками ФП, 
представленным на рисунке, большинство из них тес-
но связаны друг с другом через скоординированную 
интерактивную сеть.

В регуляции метаболизма железа и редокс-дисба-
ланса при ФП участвуют митохондрии, эндоплазма-
тический ретикулум, аппарат Гольджи и лизосомы, 
что указывает на комплексную сигнальную сеть, 
контролирующую и обусловливающую ФП. Как отме-
чалось ранее, в основе ФП лежит реакция Фентона:

Fe2+ + H
2
O

2
 → Fe3+ + OH– + •OH.

В результате этой реакции избыток железа, не свя-
завшийся с ферритином или ферропортином, генери-
рует гидроксил-радикалы [6, 8]. В настоящее время 

считается, что характерной особенностью ФП является 
железозависимое перекисное окисление липидов (ПОЛ), 
повреждающее плазматическую мембрану и мембраны 
внутриклеточных органелл клетки. Основной мише-
нью гидроксил-радикала являются полиненасыщен-
ные жирные кислоты, входящие в состав фосфолипи-
дов биомембран [16]. Синглетный кислород также 
участвует в ПОЛ, образуя гидропероксиды липидов из 
холестерина и этерифицированных липидов [17].

Семейство длинноцепочечных ацил-КоА-синтетаз 
(ACSL) играет важную роль в ФП и включает 5 изо-
форм – ACSL1 и ACSL3–6, – имеющих различные 
внутриклеточные локализации и субстратную специ-
фичность. Протеомный анализ идентифицировал 
ACSL1, ACSL3 и ACSL4. Уровни ACSL1 и ACSL3 были 
увеличены в СКГ по сравнению с ДКГ в 25,6 и 3,4 ра-
за соответственно (см. таблицу), тогда как экспрессия 
ACSL4 достоверно не изменялась. Все изоформы ACSL 
относились к детерминантам ФП, однако их роль 
в этом процессе и канцерогенезе в целом пока изучена 
недостаточно. ACSL1 и ACSL3 высоко экспрессиро-
ваны при некоторых видах рака и коррелируют с плохим 
прогнозом. Ацил-КоА-синтетаза 1 участвует в опо-
средованном ФНО-α (фактором некроза опухоли α) 
провоспалительном фенотипе клеток и в основном 
способствует прогрессированию рака [18]. Гипер-
экспрессия ACSL3 вызывала абсорбцию олеиновой 
кислоты и повышала резистентность опухолевых кле-
ток к окислительному стрессу. Олеиновая кислота за-
щищала клетки меланомы от ФП ACSL3-зависимым 
образом и способствовала отдаленному метастазиро-
ванию [19].

Недавние исследования показали, что уровни бел-
ка ACSL4 снижены в тканях и клетках глиомы челове-
ка, что указывает на его связь с ФП и пролиферацией 
клеток глиомы [20, 21]. Индукторы ФП увеличивают 
экспрессию ACSL4, усиливают выработку ω-6 поли-
ненасыщенных жирных кислот и активируют ФП [22].

Таким образом, учитывая особенности экспрессии 
трех детерминант ФП – ACSL1, ACSL3 и ACSL4 – 
в СКГ и ДКГ, можно сделать вывод о том, что они име-
ют перспективу стать новыми терапевтическими ми-
шенями для СКГ.

При исследовании ФП были открыты как его индук-
торы (эрастин, RSL3, RSL5), так и ингибиторы (хелато-
ры железа, витамин Е) [23]. Ферроптоз по морфологи-
ческим, биохимическим и генетическим особенностям 
отличается от апоптоза, аутофагии и программируемого 
некроза. Для ФП характерны такие морфологические 
изменения, как сжатие клетки и сокращение размеров 
митохондрий, уменьшение и даже исчезновение мито-
хондриальных крист. Наблюдается также повышение 
плотности внутренних мембран митохондрий, однако 
клеточное ядро остается интактным и лишено сверты-
вания хроматина, в отличие от апоптоза [24].

Регулируемая гибель клетки по типу ФП индуци-
руется препаратами, снижающими уровень глутатиона 

Белок-белковые взаимодействия 15 идентифицированных детерми-
нант сигнального каскада ферроптоза, полученные с помощью веб-сай-
та STRING
Protein-protein interactions of 15 identified determinants of the ferroptosis 
signaling cascade, obtained from the STRING website
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(GSH) в клетке или активность глутатион-пероксидаз 
(GPx) [25]. Помимо каталазы и супероксиддисмутазы, 
GPx представляют собой 1-ю линию защиты клеток 
от окислительного стресса, регулируя клеточный ре-
докс-баланс [26]. Глутатионпероксидаза катализирует 
восстановление перекисей липидов в соответству-
ющие спирты и пероксида водорода в воду [27]. Оба 
класса индукторов ФП ведут к аккумулированию 
в клетках АФК и продуктов ПОЛ биомембран.

Ингибирование системы xCT-Cys / Glu или умень-
шение синтеза GSH инициирует ФП 1-го типа в рако-
вых клетках [28]. С помощью системы xCT (цистин-
глутамат антипортер) внутриклеточный глутамат 
выводится, а внеклеточный цистин транспортируется 
в клетку и участвует в синтезе GSH, который необхо-
дим для оптимальной активности глутатион-перокси-
дазы 4 (GPX4) – ключевого регулятора ФП. К настоя-
щему моменту установлено, что транспортер является 
гетеродимером и состоит из субъединиц легкой 
(SLC7A11) и тяжелой (SLC3A2) цепи [29]. Экспрессия 
системы хСТ часто активируется в раковых клетках, 
включая клетки глиобластомы, и ее экспрессия кор-
релирует с ростом опухоли и плохими показателями 
выживаемости [30]. Как видно из данных, представ-
ленных в таблице, экспрессия субъединицы SLC3A2 
увеличена в СКГ в 4,3 раза по сравнению с ДКГ, что 
указывает на важность внутриклеточного транс порта 
цистина для предотвращения окислительного стресса 
и гибели СКГ. Однако то, как активность xCT регули-
руется в раковых клетках, до конца не изучено.

Прямое ингибирование GPX4 приводит к разви-
тию ФП 2-го типа. Глутатион-пероксидазы – семей-
ство 8 ферментов, защищающих организм от повре-
ждения АФК [31]. Глутатион-пероксидаза 4 считается 
основным поглотителем гидроперекисей фосфолипи-
дов или холестерина, в том числе включенных в липо-
протеины или биомембраны [32]. Она катализирует 
восстановление гидроперекисей липидов в соответст-
вующие спирты, используя GSH как кофактор, и явля-
ется главным внутриклеточным ингибитором ФП. От-
мечен более высокий уровень GPX4 в тканях и клетках 
глиомы человека по сравнению со здоровой тканью 
и глиальными клетками, что указывает на снижение 
ФП при глиоме как in vivo, так и in vitro. Нокдаун GPX4 
ингибирует пролиферацию и миграцию клеток глио-
мы, а сайленсинг GPX4 гена может индуцировать 
апоптоз [22]. Таким образом, GPX4 можно рассматри-
вать как новый прогностический фактор при глиоме, 
который тесно коррелирует с пролиферацией, мигра-
цией и апоптозом опухолевых клеток [33].

При сравнительном анализе протеомов CD133+-СКГ 
и CD133 – -ДКГ идентифицированы 3 типа GPx: GPX1, 
GPX4 и GPX8.

По данным, представленным в таблице, экспрес-
сия GPX4 в CD133+-СКГ больше в 3 раза по сравне-
нию с CD133 –-ДКГ, а GPX1 – примерно в 2 раза, тог-
да как экспрессия GPX8 достоверно не изменялась. 

Повышенная экспрессия GPX1 и GPX4 делает СКГ 
более устойчивыми к ФП, чем ДКГ, и позволяет рас-
сматривать эти детерминанты ФП в качестве потен-
циальных терапевтических мишеней для СКГ.

В настоящее время установлено, что потенциал-
зависимые анионные каналы (voltage-dependent anion 
channels, VDAC) ответственны за поступление ио-
нов и небольших молекул из цитоплазмы в межмем-
бранное пространство митохондрий [34]. Регуляция 
 активности этих каналов служит тем механизмом, 
который изменяет обмен метаболитами между мито-
хондриями и цитоплазмой. Анализ протеомов СКГ 
и ДКЛ идентифицировал 3 протеина этого семейства: 
VDAC1, VDAC2 и VDAC3. По ранее полученным дан-
ным, VDAC1 определен как многофункциональный 
белок и является динамическим регулятором гло-
бальных митохондриальных функций [35], а также 
участвует в апоптозе [36]. Роль VDAC1 в ФП до кон-
ца не установлена. VDAC1 гиперэкспрессируется при 
многих типах рака [35], в том числе при МГБ [37]. 
Связывание VDAC1 с гексокиназой (HKI и HK-II) 
регулирует гликолиз [38], а также, по-видимому, за-
щищает опухолевые клетки от гибели [39]. Как видно из 
данных, представленных в таблице, экспрессия VDAC1 
в СКГ повышена в 1,8 раза по сравнению с ДКГ. По 
нашим данным, увеличение экспрессии в 3,1 раза 
наблюдалось  также и для HK1 в СКГ по сравнению 
с ДКГ.

Эрастин индуцирует ФП, непосредственно связы-
ваясь с VDAC2 / 3, изменяя проницаемость внешней 
митохондриальной мембраны и тем самым снижая 
уровень окисления никотинамидадениндинуклеотида 
(НАДН) [40]. Однако механизм, с помощью которого 
эрастин вызывает специфическое подавление VDAC2 / 3, 
до конца не изучен.

По данным нашего протеомного анализа, повы-
шенная экспрессия (выше в 2,5 раза) в СКГ наблюда-
лась в VDAC2, тогда как уровень VDAC3 достоверно 
не изменялся. Следует отметить, что сверхэкспрессия 
VDAC2 или VDAC3 по отдельности не влияла на эра-
стин-индуцированный ФП, но VDAC2 и VDAC3 вме-
сте способствовали его возникновению [40].

Как уже отмечалось, ФП тесно связан с метабо-
лизмом железа и ПОЛ. Наши исследования показали 
значительные изменения метаболизма железа в СКГ 
по сравнению с ДКГ. Согласно данным, представлен-
ным в таблице, дисрегуляция наблюдалась у рецепто-
ра трансферрина (transferrin receptor protein, TFRC), 
FTH1, FTL. Из-за важной роли железа в клеточных про-
цессах его уровни жестко контролируются с помощью 
сети белков, регулирующих его поглощение, хранение, 
рециркуляцию и утилизацию как на системном, так 
и на клеточном уровне [41]. Железо представлено в клет-
ках в 2 формах: Fe (II) и Fe (III). Двухвалентное железо 
участвует в переносе электронов и обладает высокой 
растворимостью, Fe (II) – содержащие белки всегда слу-
жат кофакторами и катализаторами, участвующими 
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в различных окислительно-восстановительных реак-
циях, тогда как запасается и транспортируется железо 
в стабильной форме Fe (III). Железо может быть ток-
сичным для клеток, и при избытке его атомы способны 
отдавать электроны O

2
 и H

2
O

2 
для генерации суперок-

сидного анион-радикала и гидроксильного радикала, 
повреждающих клетки [42]. Однако исследования по-
казали, что избыток АФК, генерируемых железом, 
может способствовать опухолевой прогрессии [43, 44], 
в то время как железозависимое накопление АФК вы-
зывает ФП. Для объяснения этого противоречия была 
выдвинута гипотеза, что в раковой клетке редокс-сиг-
налы железа и тиола поддерживают баланс, помогая 
клетке избежать ФП [45].

Внутриклеточное поступление железа осуществ-
ляется в основном эндоцитозом комплекса трансфер-
рина с Fe (III), связанного с высокоаффинным TFR1 
на клеточной поверхности и последующим высвобо-
ждением железа в цитоплазму [46]. Рецептор транс-
феррина 1 высоко экспрессируется при многих видах 
рака, включая глиому, и участвует в росте опухоли, 
что указывает на повышенную потребность в железе 
раковых клеток [47]. По нашим данным (см. таблицу), 
экспрессия TFRC в СКГ была даже выше в 2 раза, 
чем в ДКГ. Тем не менее остается неясным, как желе-
зо управляет опухолеспецифическими сигнальными 
каскадами и / или предпочтительно ли железо исполь-
зуется отдельными клетками в гетерогенной популя-
ции опухоли, такой как глиобластома.

После попадания в клетку железо в виде Fe (III) свя-
зывается с ферритином, выполняющим роль основного 
внутриклеточного депо железа. Ферритин представляет 
собой гетерополимер, образованный субъединицами 
FTH1 и FTL. Высвобождение железа из ферритина жест-
ко контролируется [48]. Клиническое значение ферри-
тина для опухолевого роста продемонстрировано при не-
которых видах рака. Ферритин участвует в онкогенезе, 
действуя как аутокринный фактор роста [49]. Таргетиро-
вание ферритина повышает чувствительность клеток 
глиомы к химиотерапии [50]. По мнению D. L. Schonberg 
и соавт., изменение доступности железа в СКГ устраня-
ет драйверы фенотипа стволовых клеток, а ферритин 
представляет собой важную мишень для уничтожения 
зависимых от железа СКГ [51]. Результаты нашего ис-
следования подтверждают увеличение уровня феритина 
в СКГ. Согласно данным, представленным в таблице, 
экспрессия FTH1 и FTL повышена в CD133+-СКГ 
по сравнению с CD133–-ДКГ в 2,1 и 19,3 раза соответ-
ственно. Эти результаты показывают, что накопление 
железа имеет решающее значение для образования опу-
холей. Не связанный с ферритином избыток некон-
тролируемого железа, вероятно, блокирует шаги, необ-
ходимые для размножения СКГ, и создает среду, 
благоприятную для формирования опухолей [51].

Ранее показано, что PCBP1 [52] и COPZ1 [53] участ-
вуют в ФП. Поли (rC) – связывающий протеин 1 подав-
ляет аутофагию, важную для ФП, и является основным 
шапероном железа, облегчающим его загрузку в ферри-
тины. Супрессия PCBP1 активирует синтез липидов 
и изменение клеточного липидного состава, создающее 
благоприятные условия для ПОЛ и ФП в раковых клет-
ках [54]. Белок COPZ1 регулирует внутриклеточный 
транспорт, созревание эндосом, липидный гомеостаз, 
аутофагию [55] и связан с метаболизмом железа через 
регуляцию уровня трансферрина [56]. Уровни COPZ1 
значительно повышены при МГБ по сравнению с не-
опухолевыми образцами ткани головного мозга. Нок-
даун COPZ1 приводил к деградации ферритина и после-
дующему увеличению внутриклеточного уровня Fe (II) 
и в конечном счете к ФП [57]. По нашим данным (см. таб-
лицу), экспрессия PCBP1 увеличена в СКГ в 1,8 раза, 
а COPZ1 – в 2,2 раза по сравнению с ДКГ. Таким обра-
зом, супрессия PCBP1 и COPZ1 является перспектив-
ным подходом к стимулированию ФП в СКГ.

Основываясь на полученных результатах, можно 
сделать вывод о том, что метаболизм железа и ПОЛ 
являются центральными медиаторами ФП как в СКГ, 
так и в ДКГ, индукция которого находится в прямой 
зависимости от пула GSH – эндогенного антиоксидан-
та клетки. Представленные данные показывают, что 
сигнальный каскад ФП менее активен в CD133+-СКГ 
по сравнению с CD133–-ДКГ. Этот феномен имеет 
большое значение для более эффективного уничтоже-
ния СКГ при использовании терапевтических схем, 
содержащих индукторы ФП.

заКЛючЕНИЕ
Методом протеомной масс-спектрометрии высо-

кого разрешения проведено сравнительное картиро-
вание протеомов CD133+-СКГ и CD133 – -ДКГ. Основ-
ное внимание уделялось изучению сигнального 
каскада ФП, играющего важную роль в программиру-
емой клеточной гибели. Из 1970 идентифицированных 
белков 15 являлись детерминантами сигнального кас-
када ФП. В СКГ по сравнению с ДКГ обнаружена по-
ложительная регуляция 12 протеинов ФП, 10 из кото-
рых (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, 
SLC3A2, TFRC, VDAC2) имели повышенную более 
чем в 2 раза экспрессию и могут рассматриваться в ка-
честве потенциальных терапевтических мишеней для 
СКГ. Отмечена дисрегуляция в уровнях белков ФП 
1-го и 2-го типов, регуляторных протеинов и белков, 
участвующих в метаболизме железа. Согласно пред-
ставленным данным сигнальный каскад ФП менее 
активен в CD133+-СКГ по сравнению с CD133 – -ДКГ, 
что имеет важное значение для более эффективного 
уничтожения СКГ при использовании терапевтиче-
ских схем, содержащих индукторы ФП.
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Мутационный профиль диффузной 
В-крупноклеточной лимфомы с рецидивами 
в центральной нервной системе

Е. Н. Воропаева1, 2, Т. И. Поспелова2, В. С. Карпова2, М. И. Чуркина2, Ю. В. Вяткин3, Т. А. Агеева2, В. Н. Максимов1

1Научно-исследовательский институт терапии и профилактической медицины – филиал ФГБНУ «Федеральный 
исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук»; Россия, 
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ул. Пирогова, 1

К о н т а к т ы : елена Николаевна воропаева vena.81@mail.ru

Введение. Рецидив диффузной в-клеточной крупноклеточной лимфомы в центральной нервной системе в подав-
ляющем большинстве случаев является фатальным проявлением заболевания. изучение мутационного профиля 
лимфомы может способствовать улучшению точности прогноза рецидива в центральной нервной системе и обосно-
ванию отбора пациентов для профилактического лечения.
Цель исследования – изучить мутационный профиль случаев диффузной в-клеточной крупноклеточной лимфомы 
с рецидивами в центральной нервной системе.
Материалы и методы. На платформе Illumina выполнено полноэкзомное секвенирование диагностических образ-
цов диффузной в-клеточной крупноклеточной лимфомы с рецидивами в центральной нервной системе. проанали-
зирована панель, включающая более 70 генов.
Результаты. можно выделить 4 основные группы генетических событий в исследованных образцах, а именно: со-
четанные мутации в генах сигнальных путей NF-κв (MYD88, NOTCH1, CD79B, CARD11) и JAK-STAT (PIM1, STAT6), а также 
аберрации в главном онкосупрессоре ТР53 и генах системы ремоделирования хроматина (ARID1A, KMT2D, EP300, 
SMARCA4). в группе исследования выявлена рекуррентная мутация c. 794T>C, p.L265P MYD88. Среди других находок 
следует отметить мутации в генах CIITA и CD58, имеющих значение в уклонении опухолевых клеток от иммунного 
надзора.
Заключение. Несмотря на кажущуюся гетерогенность мутационного профиля диффузной в-клеточной крупнокле-
точной лимфомы с рецидивами в центральной нервной системе, в большинстве случаев для опухолевых клеток были 
характерны генетические нарушения, приводящие к продукции злокачественными лимфоцитами большого количе-
ства провоспалительных цитокинов, а также аберрации, снижающие иммуногенность и способствующие избеганию 
опухолью иммунного надзора.

Ключевые слова: лимфома, мутационный профиль, высокопроизводительное секвенирование, рецидив, сигнальный 
путь NF-κB, сигнальный путь JAK-STAT, ген ТР53, ремоделирование хроматина, иммунологический контроль, централь-
ная нервная система, диффузная в-клеточная крупноклеточная лимфома
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Introduction. The recurrence of diffuse large B-cell cell lymphoma in the central nervous system in the vast majority  
of cases is a fatal manifestation of the disease. The study of the lymphoma mutational profile can improve the accuracy 
of the prognosis of relapse in the central nervous system and justify the selection of patients for preventive treatment.
Aim. To evaluate the mutational profile of cases of diffuse large B-cell cell lymphoma with central nervous system dam-
age in relapse based on the results of our own experiment on high-performance sequencing.
Materials and methods. On the Illumina platform, full-exome sequencing of diagnostic samples of diffuse large B-cell 
cell lymphoma with relapses in the central nervous system was performed. A panel including more than 70 genes was 
analyzed.
Results. Four main groups of genetic events can be distinguished in the group of studied samples, namely: combined 
mutations in the NF-κB (MYD88, NOTCH1, CD79B, CARD11) and JAK-STAT (PIM1, STAT6) signaling pathways, as well as aber-
rations in the main oncosuppressor TP53 and chromatin remodeling system genes (ARID1A, KMT2D, EP300, SMARCA4). 
A recurrent mutation c. 794T>C, p.L265P MYD88 was detected in the study group. Among other findings, mutations in the 
CIITA and CD58 genes should be noted, which are important in avoiding tumor cells from immune surveillance.
Conclusion. Despite the apparent heterogeneity of the mutational profile of diffuse large B-cell cell lymphoma with 
relapses in the central nervous system, in most cases, tumor cells were characterized by genetic disorders leading to the 
production of a large number of pro-inflammatory cytokines by malignant lymphocytes, as well as aberrations that reduce 
immunogenicity and contribute to the avoidance of immune surveillance by the tumor.

Keywords: lymphoma, mutational profile, high-throughput sequencing, relapse, NF-κB signaling pathway, JAK-STAT signa-
ling pathway, TР53 gene, chromatin remodeling, immunological control, diffuse large B-cell lymphoma, central nervous 
system
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ВВЕдЕНИЕ
Диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфо-

ма (ДВККЛ) является доминирующим типом агрес-
сивных вариантов неходжкинских лимфом. При этом 
рецидивы ДВККЛ в центральную нервную систему 
(ЦНС) остаются одной из самых сложных клиниче-
ских проблем. На одной чаше весов – относительно 
низкая частота данного события (до 5 % случаев забо-
левания), а на другой – выраженная тяжесть течения 
заболевания и высокая летальность пациентов [1].

Повышенная частота вовлечения ЦНС в рецидив 
ДВККЛ наблюдается в случаях лимфом, имеющих пе-
рестройки с вовлечением MYC и BCL2 и / или BCL6, 
а также с поражением костного мозга, яичек или молоч-
ной железы, что подчеркивает необходимость выясне-
ния особенностей биологии опухоли, связанных с потен-
циалом лимфомных клеток проникать в ЦНС [2–4].

В настоящее время неизвестно, какие еще молеку-
лярно-генетические маркеры опухолевых клеток могут 
насторожить клинициста в отношении высокого риска 
вовлечения в опухолевый процесс ЦНС уже на этапе 
диагностики лимфомы. Кроме того, требуется разра-
ботка таргетных подходов, которые могут быть эффек-
тивны при профилактике и терапии данного типа про-
грессирования опухоли.

При использовании существующей прогностичес-
кой модели Central Nervous System International Pro-
gnostic Index (Международного прогностического 
 индекса CNS-IPI) можно рассчитывать на предотвра-
щение большого числа рецидивов в ЦНС. Для этого 
в группе высокого риска применяется многократное 
интратекальное или системное введение метотрексата 
в высоких дозах. К сожалению, такое профилактичес-
кое лечение является крайне токсичным и не может 

быть назначено пожилым и соматически отягощенным 
пациентам [5]. В то же время примерно у 70–80 % боль-
ных, отнесенных к группе высокого риска, которым обя-
зательно проводится терапия с целью профилактики, 
рецидивы не возникают, что приводит к чрезмерному 
лечению этих пациентов. Поэтому так важно вести по-
иск дополнительных предикторов развития рецидива 
ДВККЛ в ЦНС для возможного их учета совместно с су-
ществующей прогностической мо делью [6, 7].

Обращают на себя внимание следующие факты. 
По мнению ряда авторов, развитие поражения ЦНС 
в ходе проведения или сразу после завершения пер-
вичной химиотерапии может указывать на наличие 
субклинического поражения ЦНС уже на начальных 
этапах формирования опухоли [6]. Согласно опубли-
кованным данным, медиана срока от постановки ди-
агноза ДВККЛ до возникновения рецидива с пораже-
нием ЦНС составляет около 6–7 мес. Кроме того, 
бывают изолированные рецидивы в ЦНС или рециди-
вы в ЦНС, предшествующие системному возобновле-
нию проявления опухоли [8]. Все это должно свиде-
тельствовать о ранней миграции лимфомных клеток 
за гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Биопсия опу-
холевого поражения в случае вовлечения ЦНС при ре-
цидиве ДВККЛ проводится далеко не всегда, что мо-
жет быть связано как с тяжестью состояния больного, 
так и с недоступностью очага поражения и приводит 
к малой изученности биологических свойств опухоли 
и отсутствию биобанка образцов [2].

Именно по этим причинам мы решили изучить 
мутационный статус лимфомы на основании анализа 
первичного биоматериала – биоптатов опухолевой 
ткани пациентов с ДВККЛ, полученных на этапах ди-
агностики.
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Опубликованы результаты таргетного, полноге-
номного и полноэкзомного секвенирования образцов 
ДВККЛ, полученных от пациентов, а также несколь-
ких клеточных линий данного типа лимфомы [1, 9].

Цель данного исследования – оценить мутацион-
ный профиль случаев ДВККЛ с поражением ЦНС 
при рецидиве на основании результатов собственного 
эксперимента по высокопроизводительному секвени-
рованию.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Материалом для исследования служили диагно-

стические блоки фиксированных формалином и па-
рафинизированных биоптатов опухолевых лимфати-
ческих узлов и экстранодальных очагов поражения 
пациентов с ДВККЛ (n = 9), у которых при рецидиве 

возникло поражение ЦНС. Клиническая характери-
стика пациентов представлена в табл. 1.

В исследование с блоков брали срезы толщиной 
10–12 мкм с содержанием опухолевых клеток не менее 
50 %. Для выделения ДНК использовали набор 
QiaAmp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, Германия) со-
гласно инструкции к набору. Оценку и контроль каче-
ства выделенных нуклеиновых кислот проводили с по-
мощью аппарата Epoch (BioTek, США).

Далее проводили фрагментацию ДНК ультразву-
ком на наборе Covaris S2. Полученную геномную ДНК 
использовали для приготовления и обогащения би-
блиотек при помощи наборов NEBNext Ultra II DNA 
Library Prep Kit (Illumina, США) и NEBNext FFPE 
DNA Repair Mix (NEB, США) по инструкции произ-
водителей. Полученные библиотеки гибридизовали 

Таблица 1. Характеристика пациентов с поражением центральной нервной системы в рецидиве диффузной В-клеточной крупноклеточной 
лимфомы, которым было выполнено высокопроизводительное секвенирование

Table 1. Characteristics of patients with central nervous system lesions in recurrent diffuse large B-cell cell lymphoma who underwent high-throughput 
sequencing, central nervous system

Параметр 
Parameter

Случай 
Сase

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Пол 
Sex

Ж 
F

Ж 
F

М 
M

Ж 
F

М 
M

Ж 
F

Ж 
F

Ж 
F

Ж 
F

Возраст, лет 
Age, years

54 55 27 66 69 73 53 55 30

ECOG-статус, баллы 
ECOG status, points

1 2 3 3 2 2 3 1 2

Стадия 
Stage

IV IV IV IV IV IV IV IV IV

B-симптомы 
B-symptoms

+ + + + +  –  – + +

Экстранодальные поражения 
Extranodal lesions

+  –  – +  –  – + + +

Лейкемизация 
Leukemization

+ + + +  –  – – +  – 

Массивные опухолевые поражения 
Massive tumor lesions

 –  –  – +  –  – +  – +

Уровень ЛДГ, МЕ / л 
LDH level, IU / l

609 589 406 986 746 671 807 708 953

Группа риска по Международному прогностическому индексу 
Risk group according to the International Prognostic Index

ПВ 
IH

ПВ 
IH

ПН 
IL

В 
H

ПВ 
IH

В 
H

ПВ 
IH

ПВ 
IH

В 
H

Период от ремиссии до рецидива с вовлечением ЦНС, мес 
Period from remission to relapse with CNS involvement, months

20 2 4 2 5 3 5 48 5

Тип поражения ЦНС 
Type of CNS lesion

ВМ 
IC

ВМ 
IC

ВМ + НЛ 
IC + NL

ВМ 
IC

ВМ 
IC

ВМ /  
IC

ВМ 
IC

ВМ 
IC

ВМ /  
IC

Характер поражения мозга 
The nature of brain damage

С 
S

С 
S

MФ 
MF

С 
S

С 
S

С 
S

МФ 
MF

С 
S

МФ 
MF

Примечание. М – мужчина; Ж – женщина; ECOG – Eastern Cooperative Oncology Group, Восточная кооперативная онкологи-
ческая группа; ПН – промежуточный низкий риск; ПВ – промежуточный высокий риск; В – высокий риск; ВМ – внутримоз-
говое поражение; НЛ – нейролейкемия, МФ – мультифокальное поражение; С – солитарное поражение. 
Note. M – male; F – female; ECOG – Eastern Cooperative Oncology Group; IL – intermediate low risk; IH – intermediate high risk; H – high risk; 
IC – intracerebral lesion; NL – neuroleukemia, MF – multifocal lesion; S – solitary lesion.
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с SureSelect Human All Exon V7 exome (Agilent, США) 
согласно инструкции. Секвенирование выполняли 
на приборе HiSeq1500 с генерацией данных до средне-
го покрытия 100х.

Биоинформационный анализ необработанных 
данных проводили на платформе Genomenal [10] по 
следующей процедуре: контроль качества и фильтра-
ция необработанных чтений, выравнивание на ре-
ференсный геном человека версии GRCh38 / hg38 
с помощью инструмента BWA версии 0.7.17, отбор 
SNV / indels с использованием GATK версии 4.1.3.0 
с последующими фильтрацией и контролем качества. 
Порог частоты альтернативных аллелей установлен 
на уровне 5 %. Все варианты, встречающиеся в базах 
данных dbSNP, 1000Genomes и ExAC с частотой выше 
1 %, были ис ключены из анализа. Дополнительно 
проводили аннотирование по базам данных COSMIC 
и dbSNP, а также оценку функционального эффекта 
миссенс-мутаций с помощью предикторов Polyphen2, 
SIFT, Mutation Assessor и PROVEAN. Для работы бы-
ли выбраны нонсенс-мутации, мутации со сдвигом 
рамки считыва ния, замены в сайтах сплайсинга, мис-
сенс-замены.

Для анализа отобрана таргетная панель генов, ко-
торые играют важную роль в развитии и функциони-
ровании В-лимфоцитов и, по данным литературы, 
вовлечены в онкогенез. В исследование были включе-
ны гены регуляции иммунного ответа (CIITA, B2M, 
TNFRSF14, CD58), клеточного цикла и апоптоза (RB1, 
MFHAS1, XPO1, MYC, CDKN2A, CDKN2B, FOXO1, TP53, 
ATM, GNA13, ERBB2, ERBB4, FBXW7, BCL2, GNA11, 
KRAS, NRAS, NPM1, STK11), пролиферации, диффе-
ренцировки и миграции клеток (ABL1, ALK1, APC, 
RET, SMAD4, EGFR, FGFR1, FGFR2, FGFR3, CDH1, 
CSF1R, CTNNB1, FLT3, GNAQ, HRAS, KDR, КIT, 
SOCS1, PDGFRA, PIK3CA, PTEN), сигнальных путей 
NOTCH (NOTCH1, NOTCH2), NF-κB (TNFAIP3, MYD88, 
PIM1, CARD11, IRF4, PRDM1), MAP-киназного (BRAF, 
PTPN11), JAK-STAT (SOCS1, STAT6, JAK2, JAK3, 
MET), BCR (CD79A, CD79B, ITPKB, TCF3, ID3), эпи-
генетической регуляции (EZH2, KMT2D, EP300, 
MEF2B, CREBBP, SMARCB1, SMARCA4, ARID1A) и ре-
парации ДНК (MSH2, MSH6, MLH1).

Патогенные и вероятно патогенные однонуклео-
тидные замены с частотой мутантного аллеля 30 % 
и более были подтверждены методом прямого капил-
лярного секвенирования по Сэнгеру. Делеции валиди-
рованы методом полимеразной цепной реакции 
с фланкирующими праймерами с последующим элек-
трофорезом в высокопроцентном полиакриламидном 
геле с добавлением глицерина.

С помощью онлайн-сервиса OncoPrinter [11] была 
получена картина совместного появления и взаимно-
го исключения мутаций в генах при лимфоме. Мута-
ции отдельных генов были представлены в виде гра-
фика «леденец на палочке» с помощью программы 
Lollipops software [12].

РЕзУЛьТаТы
Функционально значимые мутации были выявле-

ны в ряде генов анализируемой панели (табл. 2). 
На рис. 1 представлены результаты подтверждения 
выявленных находок с частотой мутантного аллеля 
более 30 % методами секвенирования по Сэнгеру.

Миссенс-мутации составили 22 / 35 (62,8 %), не-
большие делеции – 8 / 35 (23 %), замены с образова-
нием «стоп»-кодона – 3 / 35 (8,6 %), инсерция нуклео-
тида и синонимичная замена нуклеотида в сайте 
сплайсинга – по 1 / 35 (2,8 %). При этом только  
3 / 8 делеций приводили к утрате кодонов в рамке счи-
тывания, в остальных случаях они вызывали сдвиг 
рамки считывания и прежде временную терминацию 
синтеза кодируемого белка.

В табл. 3 представлены результаты анализа функ-
циональной значимости выявленных миссенс-замен. 
Все мутации, за исключением MYD88 p.V204F, были 
отнесены большинством биоинформационных пре-
дикторных программ к возможно / вероятно патоген-
ным заменам.

В целом можно выделить 4 группы основных гене-
тических событий в группе исследованных образцов, 
а именно мутации в генах: сигнальных путей  
NF-κВ (MYD88, NOTCH1, CD79B, CARD11) – 6 / 9 образ-
цов, JAK-STAT (PIM1, STAT6) – 5 / 9 образцов, систе-
мы ремоделирования хроматина (ARID1A, KMT2D, 
EP300, SMARCA4) – 5 / 9 образцов, а также в главном 
онкосупрессоре ТР53 – 3 / 9 образцов.

Мутации в генах сигнальных путей NF-κВ и JAK-
STAT носили сочетанный характер, а наибольшее чи-
сло нарушений было выявлено в образцах с мутация-
ми в генах MSH2 и MSH6 (рис. 2), которые входят 
в систему мисс-матч-репарации и участвуют в процес-
сах исправления инсерций, делеций и включений 
ошибочных нуклеотидов в последовательность ДНК 
в процессе репликации [13]. В 3 / 4 случаев выявленных 
мутаций в MYD88 в группе исследования зафиксиро-
вана рекуррентная замена c.794T>C, p.L265P, которая 
является «горячей» точкой мутаций в гене (рис. 3).

Мутации в онкосупрессорных генах системы ре-
моделирования хроматина были представлены следу-
ющими находками. В 2 образцах выявлены замены 
в гене KMT2D (p.G2279R и p.Q3683X), кодирующем 
лизин-специфическую метилтрансферазу 2D [14].  
В 1 из образцов была обнаружена мутация p.F1448S 
в гене EP300, ответственном за синтез фермента ги-
стон-ацетилтрансферазы Р300, которая действует 
как коактиватор для различных факторов транскрип-
ции и участвует в регуляции генов, контролирующих 
клеточную пролиферацию, апоптоз, дифференциров-
ку, клеточный цикл и репарацию ДНК [15]. Также 
в группе исследования выявлены мутации SMARCA4 
p.E187fs и ARID1A p.Q1212HfsX4 и p.Q1334del. Инте-
ресно, что все они представляли собой небольшие де-
леции, 2 из которых вызывают сдвиг рамки считыва-
ния и возникновение преждевременных «стоп»-кодонов, 
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Рис. 1. Cеквенограммы мутаций: а – MYD88 p.L265R; б – NOTCH1 p.P1390T; в – TP53 p.R116Q; г – CD79B p.L95P; д – MSH2 p.D475H; е – MYD88 
p.V204F; ж – PIM1 p.E135Q; з – CD79B p.Y196N; и – TP53 p.R141H; к – PIM1 p.G78E; л – PIM1 p.L80L; м – CD79B p.E197GfsX6
Fig. 1. Mutation sequences: а – MYD88 p.L265R; б – NOTCH1 p.P1390T; в – TP53 p.R116Q; г – CD79B p.L95P; д – MSH2 p.D475H; е – MYD88 p.
V204F; ж – PIM1 p.E135Q; з – CD79B p.Y196N; и – TP53 p.R141H; к – PIM1 p.G78E; л – PIM1 p.L80L; м – CD79B p.E197GfsX6
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что  неминуемо приводит к снижению количественно-
го содержания функционально активного белка [16].

Мутации в ДНК-связывающем домене главного 
онкосупрессорного гена ТР53 были выявлены в 1 / 3 ис-
следованных случаев: p.M105T, p.R116Q и p.R141H. 
Все они зафиксированы в базе данных COSMIC при 
различных злокачественных новообразованиях, а 2 по-
следние мутации являются «горячими» точками мута-
ций в гене и многократно упоминаются в этой базе, 
в том числе при лимфоидных опухолях (см. рис. 3).

ОбСУждЕНИЕ
Рецидив ДВККЛ в ЦНС является одним из наи-

более тяжелых проявлений опухолевой прогрессии 
заболевания и фатальным в подавляющем большин-
стве случаев. Добавление ритуксимаба – анти-CD20 
моноклонального антитела – в протоколы лечения 
В-клеточных лимфом привело к улучшению исходов 

ДВККЛ, но не решило проблемы поражения ЦНС 
при рецидиве опухоли в силу малой проницаемости 
препарата через ГЭБ [2].

Прогнозирование риска рецидива развития лим-
фомы в ЦНС и отбор пациентов для проведения аг-
рессивной профилактики остаются не до конца 
 решенными задачами. Международный прогностиче-
ский индекс CNS-IPI, основанный на учете таких 
факторов риска, как возраст старше 60 лет, заболева-
ние III и IV стадии, общесоматический статус >1 бал-
ла, наличие 2 и более очагов экстранодального пора-
жения, повышенный уровень лактатдегидрогеназы 
сыворотки крови, а также вовлечение почек или над-
почечников, позволяет определить группу повышен-
ного риска вовлечения ЦНС с частотой рецидива до 
10–12 %. Однако 50 % рецидивов ДВККЛ в ЦНС про-
исходит в группах пациентов низкого / среднего риска, 
не получающих профилактического лечения [17].
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Таблица 3. Функциональный анализ выявленных мутаций

Table 3. Functional analysis of identified mutations

Мутация 
Mutation

Предикторная программа 
Predictor program

Изменение в белке 
Change in protein

Эффект 
Effect

SIFT PolyPhen2 LRT MutationAssessor PROVEAN

MYD88 p.L265P Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

MYD88 p.V204F Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

НП 
NP

НП 
NP

НП 
NP

НП 
NP

НП 
NP

MSH2 p.E262K Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

MSH2 p.D475H Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

PIM1 p.E135Q Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

PIM1 p.K194N Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

PIM1 p.G78E Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CARD11 p.D230N Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

NOTCH1 p.P1390T Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

TP53 p.R116Q Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

TP53 p.M105T Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

TP53 p.R141H Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CD79B p.L95P Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CD79B p.Y196N Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

KMT2D p.G2279R Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

MSH6 p.V921I Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

НП 
NP

НП 
NP

П 
P

П 
P

П 
P

EP300 p.F1448S Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

BCL2 p.G193R Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

STAT6 p.E444K Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

П 
P

CIITA p.L641R Замена аминокислоты 
Amino acid replacement

П 
P

П 
P

НП 
NP

П 
P

НП 
NP

CIITA p.Q1118X Образование «стоп»-кодона 
“Stop”-codon formation

 –  –  –  –  – 

SOCS1 p.R66_A70del Делеция в рамке считывания 
In-frame deletion

 –  –  –  –  – 
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Мутация 
Mutation

Предикторная программа 
Predictor program

Изменение в белке 
Change in protein

Эффект 
Effect

SIFT PolyPhen2 LRT MutationAssessor PROVEAN

ARID1A p.Q1334del Делеция в рамке считывания 
In-frame deletion

 –  –  –  –  – 

ARID1A p.Q1212HfsX4 Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

SMARCA4 p.E187fs Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

PIM1 p.195_198del Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

PIM1 p.L80L Мутация в сайте сплайсинга 
Mutation at the splicing site

 –  –  –  –  – 

CD79B 
р.G198_D202del

Делеция в рамке считывания 
In-frame deletion

 –  –  –  –  – 

CD79B p.G160VfsX4 Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

CD79B p.E197GfsX6 Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

KMT2D p.Q3683X Образование «стоп»-кодона 
“Stop”-codon formation

 –  –  –  –  – 

CD58 p.C22X Образование «стоп»-кодона 
“Stop”-codon formation

 –  –  –  –  – 

CIITA p.R809fs Cдвиг рамки считывания 
Frameshift

 –  –  –  –  – 

Примечание. П – патогенная; НП – непатогенная. 
Note. P – pathogenic; NP – not pathogenic.

Окончание табл. 3

The end of table 3

Существуют предположения, что есть вероятность 
предсказать риск рецидива в ЦНС у пациентов 
с ДВККЛ на молекулярной основе [5]. Специфиче-
ские генетические сигнатуры могут быть связаны с во-
влечением ЦНС в опухолевый процесс при лимфоме, 
а их выявление поможет улучшить точность прогноза 
и обосновать выбор больных для профилактической 
терапии.

Применение методов секвенирования нового по-
коления значительно расширило понимание генети-
ческого ландшафта всех типов неходжкинских лим-
фом. В частности, в публикациях, содержащихся 
в базе PubMed, описаны результаты таргетного, пол-
ногеномного и полноэкзомного секвенирования более 
2000 образцов системной ДВККЛ и более 150 образцов 
первичной ДВККЛ ЦНС [18–21].

Ранее мы провели анализ доступных баз данных, 
в которых содержалась информация о результатах про-
филирования методами секвенирования нового поко-
ления случаев ДВККЛ с рецидивами в ЦНС. В поле 
нашего внимания попала C-Bioporlal for cancer 

genomics database, в которой содержатся данные о мо-
лекулярно-генетическом профиле и клинических ха-
рактеристиках более 1200 пациентов с ДВККЛ. В ней 
можно было выделить 355 случаев данной патологии 
без вовлечения ЦНС и 48 – с рецидивом опухоли 
в ЦНС [22].

Были проанализированы данные мутационного 
профиля этих 2 подгрупп ДВККЛ по мутационному 
ландшафту, определенному методами высокопроизво-
дительного секвенирования. В группе больных с ре-
цидивами ДВККЛ в ЦНС значимое увеличение часто-
ты выявления мутаций по сравнению с группой 
без вовлечения ЦНС были получены по 5 генам: 
MID88, PIM1, CD79B, ARID1A и INO80. Обращала 
на себя внимание еще одна особенность: мутации в ге-
нах MYD88, PIM1 и CD79B достоверно сочетались друг 
с другом, тогда как мутации в генах системы ремоде-
лирования хроматина INO80, ARID1A и SMARCA4 име-
ли тенденцию к взаимному исключению [1, 9].

Полученные нами в ходе эксперимента с использова-
нием метода высокопроизводительного секвенирования 
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ей 265-го кодона. Мутации в гене ARID1A выявлены  
в 2 исследованных образцах, в гене SMARCA4 – в 1.

Таким образом, совокупность полученных данных 
свидетельствует о том, что среди ДВККЛ с рецидивом 
в ЦНС можно выделить по меньшей мере 2 подгруппы 
случаев. Согласно данным анализа CBioPortal for 
Cancer Genomics database, к каждой из этих подгрупп 
можно отнести около 1 / 3 случаев (37,5 и 31,2 % соот-
ветственно).

Первая по спектру мутаций (сочетанные мутации 
в генах MYD88, PIM1 и CD79B) близка первичной 
ДВККЛ ЦНС и соответствует молекулярному подтипу 
из активированных В-клеток, а точнее варианту MCD, 
согласно классификации ДВККЛ на основании мута-
ционных профилей и геномных перестроек, пред-
ложенной N. Schmitz и соавт. [23], или варианту C5, 
согласно классификации ДВККЛ на основании мута-
ционных профилей и оценки копийности генов, раз-
работанной B. Chapuy и соавт. [23], каждый из кото-
рых ассоциирован с неблагоприятным исходом 
лимфомы.

Пути патогенеза первичной ДВККЛ ЦНС хорошо 
изучены и подробно описаны в литературе [24]. Отме-
тим лишь, что ведущую роль в них играет активация 
транскрипционного фактора NF-κB, основным эф-
фектом которой является аутокринная сигнализация 
посредством выделяемых провоспалительных цитоки-
нов и цитокиновых рецепторов на поверхности злока-
чественных лимфоцитов, что способствует выжива-
нию и росту опухолевых клеток [25]. Тот факт, что 
вариант MCD или молекулярный подтип из активи-
рованных В-клеток ассоциированы и с другими лока-
лизациями экстранодальных поражений лимфомы 
(яичко, молочные железы, кожа), позволяет предпо-
ложить, что риск вовлечения в опухолевый процесс 
ЦНС при ДВККЛ имеет именно молекулярную осно-
ву [3, 26].

Обнаружение во 2-й подгруппе пациентов мута-
ций в генах системы ремоделирования хроматина 
(изолированных мутаций в генах INO80, ARID1A 
и SMARCA4) делает эти случаи схожими с лимфомой 
Беркитта [27, 28]. Анализ данных литературы за по-
следние несколько лет показал, что среди самых часто 
мутирующих генов при данной лимфоме 4-е и 5-е ме-
ста занимают SMARCA4 и ARID1A. При этом лимфома 
Беркитта является вариантом неходжкинских злока-
чественных лимфом с очень частым (до 30–35 % слу-
чаев) вовлечением в опухолевый процесс ЦНС [27, 
29–31].

Кодируемые генами INO80, ARID1A и SMARCA4 
белки являются ключевыми структурно-функцио-
нальными единицами 2 комплексов системы ремоде-
лирования хроматина – SWI / SNF (SWItch / Sucrose 
Non-Fermentable) и INO80 (Inositol 80). Основная 
их функция – изменение структуры, состава и распо-
ложения нуклеосом для обеспечения посадки транс-
крипционных факторов, белков системы репарации 

Рис. 2. Совместное выявление и взаимное исключение мутаций в груп-
пе исследования: темно-зеленым цветом выделены мутации с доказан-
ным драйверным значением, светло-зеленым – миссенс-замены, се-
рым – приводящие к синтезу усеченного варианта белка мутации, 
розовым – другие варианты мутаций
Fig. 2. Co-detection and mutual exclusion of mutations in the study group: 
dark green indicates mutations with a proven driver value, light green 
indicates missense substitutions, gray indicates mutations leading to the syn-
thesis of a truncated protein variant, pink indicates other mutations

MYD88 40 %

PIM1 40 %

CD79B 40 %

TP53 30 %

MSH2 20 %

ARID1A 20 %

KMT2D 20 %

CARD11 10 %

CIITA 20 %

NOTCH1 10 %

SMARCA4 10 %

MCH6 10 %

eP300 10 %

CD58 10 %

BCl2 10 %

STAT6 10 %

SOCS1 10 %

данные по мутационному профилю случаев ДВККЛ 
с поражением ЦНС в рецидиве в целом подтверждают 
результаты проведенного ранее анализа CBioPortal for 
Cancer Genomics database. В частности, отмечено на-
личие сочетанных мутаций в генах сигнальных путей 
NF-κВ и JAK-STAT у ряда больных. Из 4 находок 
в MYD88  3 были представлены рекуррентной мутаци-
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ДНК и репликации. Белки, кодируемые SMARCA4 
и INO80, являются каталитическими субъединицами 
и обеспечивают получение энергии аденозинтрифос-
фата (АТФ) для перемещения комплекса, а ARID1A 
обеспечивает доступность той или иной области гено-
ма [32].

Согласно данным литературы, мутации в генах се-
мейств SMARC и ARID действительно возникают вза-
имоисключающим образом. Связывают это с их функ-
циональной синонимичностью [33]. Кодируемые 
ARID1A и SMARCA4 субъединицы комплекса SWI / SNF 
имеют паралоги, которые включаются в состав ком-
плекса ремоделирования хроматина на место мутиро-
вавшего белка, что влияет на работу комплекса в це-
лом [16, 34]. В частности, в опухолевых клетках 
с дефицитом функции ARID1A имеет место активация 
сигнального пути JAK-STAT, усиленная продукция 
интерлейкина 6 (ИЛ-6) и фактора некроза опухоли α 
(ФНО-α) [16].

Отдельно следует остановиться на мутациях в гене 
ТР53. Известно, что основной его функцией является 
защита от опухолевого роста с помощью самых раз-
личных механизмов. Здесь же отметим, что, помимо 
прочего, кодируемый ТР53 белок р53 модулирует ак-
тивность путей передачи сигналов через рецепторы 
цитокинов. Потеря функции р53 приводит к увеличе-
нию фосфорилирования STAT3, который опосредует 
усиленную аутокринную / паракринную передачу сиг-
налов ИЛ-6. Кроме того, некоторые мутанты р53 могут 
приобретать новые активности, влияющие на переда-
чу сигналов цитокинов. Напротив, экспрессия мутан-
та p53 R175H способна усиливать передачу сигналов 
NF-κB – фактора транскрипции, реагирующего на 
провоспалительные сигналы и приводящего к повы-
шению уровня ФНО-α, интерлейкина-1β, ИЛ-6 и дру-
гих провоспалительных медиаторов [35].

Кроме того, статус р53 в злокачественных клетках 
формирует иммунный ландшафт опухоли. Нарушения 
в р53 не только помогают опухолевым клеткам усколь-
зать от иммунного надзора за счет выраженной гене-
тической нестабильности, но и способствуют созда-
нию иммуносупрессивной среды. Делеции или 
мутации р53 в опухоли нарушают иммунное распоз-
навание с помощью таких механизмов, как снижение 
на поверхности опухолевых клеток экспрессии глав-
ного комплекса гистосовместимости класса I (major 
histocompatibility complex class I, MHC-I) и других не-
обходимых для презентации эндогенного антигена 
молекул [36].

Описано также увеличение экспрессии лиганда 
рецептора программируемой клеточной гибели 1 (pro-
grammed death-ligand 1, PD-L1) на поверхности опу-
холевых клеток при потере активности p53. Происхо-
дит это из-за снижения уровня транскрипционной 
мишени p53 – miR-34a, которая является репрессором 
экспрессии PD-L1. Посредством нее опухолевые клет-
ки также участвуют в прямом подавлении функции 

Т-клеток. Контакт этих лигандов с рецепторами ре-
цептора программируемой клеточной гибели 1 (pro-
gram med cell death 1, PD1) на поверхности Т-лимфо-
цитов приводит к снижению их противоопухолевой 
активности и гибели [37].

Следует обратить внимание также на тот факт, 
что в 5 / 9 изученных нами образцах, помимо мутаций 
ТР53, наблюдались нарушения в генах CIITA и CD58, 
также имеющих значение в уклонении опухолевых 
клеток от иммунного надзора.

Так, белок CIITA постоянно экспрессируется  
в В-клетках и является основным регулятором транс-
крипции гена главного комплекса гистосовместимо-
сти класса II (major histocompatibility complex class II, 
MHC-II). Функции последнего – связывание пептид-
ных фрагментов, полученных при внутриклеточном 
расщеплении белковых молекул, и презентация этих 
пептидов на поверхности клеток для распознавания 
Т- и NK-клеточными рецепторами. Мутации в гене 
CIITA являются наиболее распространенным механиз-
мом подавления экспрессии MHC-II в опухолевой 
ткани пациентов с ДВККЛ, и их наличие коррелирует 
с уменьшением количества лимфоцитов (в первую 
очередь Т-клеток), инфильтрирующих опухоль, и пло-
хими исходами заболеваниями [35].

Белок CD58 экспрессируется на поверхности им-
мунных клеток, в том числе В-лимфоцитов, и участ-
вует в усилении адгезии между ними и T-лимфоцитами. 
Этот процесс предшествует взаимодействию рецепто-
ров MHC с Т-клеточными рецепторами и активации 
Т-клеток. Мутации CD58 являются характерной чер-
той первично-рефрактерных и рецидивирующих слу-
чаев ДВККЛ [38, 39].

В настоящее время становится очевидным, что 
успешное лечение злокачественных новообразований 
невозможно без учета их генетических особенностей. 
В будущем внедрение высокопроизводительного сек-
венирования в рутинную клиническую диагностику 
сделает генетическое профилирование опухоли более 
доступным и предоставит возможность выбора персо-
нализированных комбинаций лекарственных средств 
и индивидуальных стратегий ведения пациентов [40].

Полученные в ходе анализа C-Bioporlal for cancer 
genomics database и собственного эксперимента данные 
о мутационном спектре ДВККЛ с рецидивами в ЦНС 
позволяют предположить несколько подходов к тера-
пии, направленных на лечение ДВККЛ в момент кли-
нической манифестации рецидива и санацию ЦНС  
от опухолевых клеток еще на досимптомных этапах. 
Хорошую терапевтическую мишень для профилактики 
и лечения ДВККЛ с поражением ЦНС представляет 
собой MYD88 р.L265P, поскольку данная рекуррентная 
мутация приводит к активации киназы, ассоци иро-
ванной с рецептором интерлейкина 1 (interleukin-1 
receptor-associated kinase, IRAK) и Брутон-тирозин-
киназы с последующей нисходящей сигнализацией 
сразу по 2 путям: BCR-NF-κB и JAK / STAT. При этом 
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Рис. 3. Распределение мутаций, выявленных в группе исследования, по функциональным доменам генов MYD88 и TP53: красным цветом обозна-
чены патогенные замены, зеленым – непатогенные замены, звездочкой – мутации в «горячих» точках
Fig. 3. Distribution of mutations identified in the study group according to the func tional domains of the MYD88 and TP53 genes: pathogenic substitutions are 
highlighted in red, non-pathogenic substitutions are highlighted in green, mutations in hot spots are marked with an asterisk

забарьерное расположение опухоли требует поиска 
и применения препаратов, способных преодолевать ГЭБ 
и создавать в ЦНС терапевтические концентрации [41]. 
К таковым можно отнести ингибиторы Брутон-тирозин-
киназы 1-го (ибрутиниб) [42] и 2-го (тирабрутиниб) [43] 
поколений.

Отдельное нацеливание на путь JAK-STAT также 
представляется перспективным, поскольку его инги-
бирование может оказывать двойное терапевтическое 
воздействие – на злокачественные клетки и на микро-
окружение опухоли [44]. Так, селективный ингибитор 
JAK / STAT руксолитиниб является привлекательной 
молекулой для изучения в качестве препарата, направ-
ленного на лечение ДВККЛ с вовлечением ЦНС, в си-
лу его способности проникать через ГЭБ [45].

К еще одному направлению терапии ДВККЛ с ре-
цидивами в ЦНС можно отнести иммунонаправлен-
ную терапию: иммуномодулирующими препаратами 
(леналидомидом) [46, 47], CD19-направленными 
CAR-T-клетками (chimeric antigen receptor) [48, 49] 
и ингибиторами контрольных точек иммунитета (ни-
волумабом и пембролизумабом) [50, 51].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, несмотря на гетерогенность мута-

ционного профиля ДВККЛ с рецидивами в ЦНС, 
в большей части случаев для опухолевых клеток харак-
терны генетические нарушения, приводящие к про-
дукции злокачественными лимфоцитами большого 
количества провоспалительных цитокинов, а также 
аберрации, снижающие иммуногенность и способст-
вующие избеганию опухолью иммунного надзора.

С одной стороны, достоверно известно, что высо-
кий уровень провоспалительных цитокинов повышает 
проницаемость ГЭБ, что может способствовать про-
никновению опухолевых В-клеток из системного кро-
вотока в ткань мозга. С другой стороны, трансформи-
рованные клетки выживают только в соответствующей 
окружающей среде, а устойчивость к программиро-
ванной клеточной смерти и способность опухолевых 

лимфоидных клеток к пролиферации в большой сте-
пени зависят от внешних стимулов [52].

Можно предположить, что на первых этапах вы-
живание лимфомных В-клеток в бедной на ростовые 
факторы среде ЦНС обеспечивается мутациями, при-
водящими к активации сигнальных путей JAK-STAT 
и BCR-NF-κB, и аутокринной стимуляцией через ци-
токиновые рецепторы. И только позднее посредством 
секреции провоспалительных цитокинов, хемокинов 
и / или экзосом опухолевые клетки модулируют свое 
окружение в нервной ткани, подстраивая его под соб-
ственные нужды. Так, результаты недавних экспери-
ментов показали, что экзосомы, полученные из клеток 
ДВККЛ, с высокой эффективностью могут быть ин-
тернализованы макрофагами микроокружения опухо-
ли, что приводит к повышенной продукции такими 
макрофагами провоспалительных цитокинов (ИЛ-6, 
интерлейкина 12 и CXCL10) [36]. Фактически речь 
идет о возможном механизме перестраивания макро-
фагов ЦНС (микроглии) на паракринную стимуляцию 
роста лимфомы.

Само по себе забарьерное расположение клеток 
лимфомы делает их недоступными для воздействия 
большего числа препаратов, применяемых для лече-
ния опухоли. Анатомическая и функциональная обо-
собленность ЦНС, обеспечиваемая ГЭБ, также препят-
ствует полноценному функционированию иммунной 
системы в нервной ткани [53]. Не менее важным для раз-
вития ДВККЛ в ЦНС представляется и избегание лим-
фомными клетками иммунного надзора, что может 
быть вызвано как генетическими нарушениями в ме-
ханизмах презентации антигена, так и прямым подав-
лением иммунитета путем экспрессии иммуносупрес-
сивных молекул.

Таким образом, иммунонаправленная терапия 
и нацеливание на сигнальные каскады BCR-NF-κB 
и JAK-STAT являются наиболее перспективными на-
правлениями лечения ДВККЛ в момент клинической 
манифестации рецидива и санации ЦНС от опухоле-
вых клеток еще на досимптомных этапах.
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Н. в. мясищева родилась 19 ав-
густа 1927 г. в ленинграде в семье 
известного отечественного психи-
атра, медицинского психолога, осно-
вателя ленинградской школы пси-
хотерапии владимира Николаевича 
мясищева.

после возвращения из эвакуа-
ции в постблокадный ленинград 
Нина владимировна поступает в 1-й 
ленинградский медицинский ин-
ститут им. и. п. павлова, который 
успешно заканчивает в 1951 г. по 
направлению министерства здра-
воохранения работает врачом-хи-
рургом областной больницы Тамбо-
ва, затем врачом общей практики 
в отдаленном районе Тамбовской 
области. позднее, в период прохо-
ждения клинической ординатуры 
ленинградского научно-исследова-
тельского института гематологии 
и переливания крови, совмещает 
практическую деятельность в кли-
нике с научными исследованиями: 
активно участвует в городских кон-
ференциях молодых хирургов с на-
учными и экспериментальными 
докладами, которые были отмечены 
почетной грамотой Хирургического 
общества Н. и. пирогова. по окон-
чании клинической ординатуры 
в ленинградском научно-исследо-
вательском институте гематологии 
и переливания крови в 1957 г. Ни-
на владимировна начинает свою 

научную деятельность и на базе 
военно-медицинской академии 
им. С. м. кирова в 1960 г. защища-
ет кандидатскую диссертацию на 
тему «Содержание витамина в12

 
в крови здоровых людей и при не-
которых гематологических и хирур-
гических заболеваниях», а в 1973 г. 
в институте экспериментальной 
и клинической онкологии (предше-
ственнике Онкологического центра 
на каширке) – диссертацию «Ха-
рактеристика обмена соединений в

12
 

(кобаламинов) при лейкозах» на 
соискание ученой степени доктора 
медицинских наук.

в 1981 г. на базе лаборатории 
эндогенных канцерогенов, руково-
димой профессором м. О. Раушен-
бахом, Нина владимировна мяси-
щева создает новое структурное 
подразделение Научно-исследова-
тельского института канцерогенеза 
всесоюзного онкологического науч-
ного центра АмН СССР – лаборато-
рию эндогенных модифицирующих 
факторов канцерогенеза – и остает-
ся ее бессменным руководителем 
в течение 27 лет (с 1981 по 2008 г.).

под руководством Н. в. мяси-
щевой исследованы механизмы 
модифицирующего действия коба-
ламиновых коферментов в процес-
сах опухолевого роста и химическом 
канцерогенезе, разработан прин-
ципиально новый подход в химио-

терапии опухолей с использованием 
кобаламинзависимой метионинсин-
тетазы для повышения эффектив-
ности противоопухолевых метаболи-
тов. Были разработаны и внедрены 
в практику оригинальный метод 
количественного анализа кобала-
минов в сыворотке крови и лейкоз-
ных клетках, радиоизотопный метод 
определения поверхностных рецеп-
торов лейкозных клеток к транско-
баламину плазмы крови человека. 
впервые исследованы механизмы 
нарушенного обмена кобаламинов 
у детей с острым лейкозом и разра-
ботаны практические рекомендации 
для выявления путей метаболиче-
ской коррекции.

дальнейшие исследования ла-
боратории Н. в. мясищевой были 
сфокусированы на изучении осо-
бенностей биосинтеза в нормаль-
ных и опухолевых тканях эйкоза-
ноидов каскада арахидоновой 
кис лоты, которые являются мощной 
системой локальных химических 
медиаторов и играют большую роль 
во всех ключевых событиях канце-
рогенеза. Особое внимание в ис-
следованиях уделялось изучению 
сопряженного действия эйкозано-
идов с медиаторами межклеточных 
взаимодействий – гликозаминогли-
канами и факторами роста в злока-
чественных опухолях разного ги-
стогенеза. Работы Н. в. мясищевой 

К 95-летию профессора  
Н.В. МЯСИЩЕВОЙ
To the 95th anniversary of Professor N.V. MYASISHCHEVA

19 августа 2022 г. исполнилось 95 лет доктору медицинских на-
ук, профессору Нине владимировне мясищевой – выдающему-
ся ученому в области патофизиологии и биохимии злокачест-
венного роста.
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В день Вашего юбилея, дорогая Нина Владимировна, коллектив Научно-исследовательского института 
канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России, редакция журнала «Успехи молекулярной онкологии», Ваши друзья и коллеги сердечно 

поздравляют Вас с этим событием и желают Вам крепкого здоровья и активного долголетия!

поставили ее в один ряд с выда-
ющимися отечественными онколо-
гами  и,  несмотря  на  прошедшие 
годы, во многом остаются актуаль-
ными и сегодня.

Профессор Н. В. Мясищева – ав-
тор более 100 научных работ, опу-
бликованных в отечественных и за-
рубежных изданиях, 2 монографий. 
Большое внимание Нина Владими-
ровна уделяла подготовке кадров; 
под ее руководством защищены 
3 докторские и 8 кандидатских дис-

сертаций. Н. В. Мясищева работала 
в научных лабораториях Швеции, 
Англии и США по программе между-
народного сотрудничества Онколо-
гического научного центра РАМН.

За теоретическое обоснование, 
экспериментальную разработку и вне-
дрение в клиническую практику ана-
лиза нового типа рецепторов поверх-
ностной мембраны лейкемических 
клеток к транскобаламину II сыворот-
ки крови у детей с острым лейкозом 
в 1988 г. на выставке «Наука – здра-

воохранению» Нина Владимировна 
награждена Золотой медалью ВДНХ 
СССР. В 2002 г. Н. В. Мясищевой при-
своено почетное звание «Заслужен-
ный работник здравоохранения Рос-
сийской Федерации».

Нина Владимировна пользова-
лась огромным уважением коллег. 
Сотрудники ее лаборатории с бла-
годарностью вспоминают своего 
руководителя как доброго, мудрого, 
принципиального и справедливого 
человека.
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При направлении статьи в редакцию журнала «Успехи молекулярной онко­
логии» авторам  необходимо руководствоваться следующими правилами.

1. Общие правила
Статья должна сопровождаться официальным направлением учреждения, 

в котором проведена данная работа. Бланк сопроводительного письма (запол­
ненный, подписанный всеми авторами, с подписью руководителя и круглой печатью 
учреждения) отсканировать и загрузить как  дополнительный файл  при подаче 
рукописи в редакцию (в формате *.pdf или *.jpg). Файл назвать «... (фамилия, ини­
циалы) первого автора. Сопроводительное письмо». Для каждой указанной в ру­
кописи организации необходимо представить отдельное сопроводительное письмо.

Представление в редакцию ранее опубликованных статей не допускается.
2. Оформление данных о статье и авторах
Первая страница должна содержать:

– название статьи,
– инициалы и фамилии всех авторов,
– ученые степени, звания, должности, место работы каждого из авторов, 

а  также их ORCID (при наличии),
– полное название учреждения (учреждений), в котором (которых) вы­

полнена работа,
– адрес учреждения (учреждений) с указанием индекса.

Последняя страница должна содержать:
•	 Сведения об авторе, ответственном за связь с редакцией:

– фамилия, имя, отчество полностью,
– занимаемая должность,
– ученая степень, ученое звание,
– персональный международный идентификатор ORCID (подробнее: 

http://orcid.org / ),
– персональный идентификатор в  РИНЦ (подробнее: http://elibrary.ru /  

projects / science_index / author_tutorial. asp),
– контактный телефон,
– рабочий адрес с указанием индекса,
– адрес электронной почты.

•	 Скан подписей всех авторов статьи.
3. Оформление текста
Статьи принимаются в форматах doc, docx, rtf.
Шрифт  – Times New Roman, кегль 14, межстрочный интервал 1,5. Все 

страницы должны быть пронумерованы. Текст статьи начинается со  второй 
страницы.

4. Объем статей (без учета иллюстраций и списка литературы)
Оригинальная статья – не более 12 страниц (бόльший объем допускается 

в индивидуальном порядке, по решению редакции).
Описание клинических случаев – не более 8 страниц.
Обзор литературы – не более 20 страниц.
Краткие сообщения и письма в редакцию – 3 страницы.
5. Резюме
Ко всем видам статей на отдельной странице должно быть приложено резю­

ме на русском и английском (по возможности) языках. Резюме должно кратко по­
вторять структуру статьи, независимо от ее тематики.

Объем резюме – не более 2500 знаков, включая пробелы. Резюме не долж­
но содержать ссылки на источники литературы и иллюстративный материал.

На этой же странице помещаются ключевые слова на русском и английском 
(по возможности) языках в количестве от 3 до 10.

6. Структура статей
Оригинальная статья должна содержать следующие разделы:

– введение,
– цель,
– материалы и методы,
– результаты,
– обсуждение,
– заключение (выводы),
– вклад всех авторов в работу,
– конфликт интересов для всех авторов (в случае его отсутствия не­

обходимо указать: «Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин­
тересов»),

– одобрение протокола исследования комитетом по биоэтике (с указани­
ем номера и даты протокола),

– информированное согласие пациентов (для статей с авторскими иссле­
дованиями и описаниями клинических случаев),

– при  наличии финансирования исследования  – указать его источник 
(грант и т. д.),

– благодарности (раздел не является обязательным).
7. Иллюстративный материал
Иллюстративный материал должен быть представлен в виде отдельных фай­

лов и не фигурировать в тексте статьи. Данные таблиц не должны повторять дан­
ные рисунков и текста и наоборот.

Фотографии представляются в форматах TIFF, JPG с разрешением не менее 
300 dpi (точек на дюйм).

Рисунки, графики, схемы, диаграммы должны быть редактируемыми, 
выполнеными средствами Microsoft Office Excel или Office Word.

Все рисунки должны быть пронумерованы и  снабжены подрисуночными 
подписями. Фрагменты рисунка обозначаются строчными буквами русского алфа­
вита  – «а», «б» и  т. д. Все сокращения, обозначения в  виде кривых, букв, цифр 
и т. д., использованные на рисунке, должны быть расшифрованы в подрисуночной 
подписи. Подписи к рисункам даются на русском и английском языках на отдель­
ном листе после текста статьи в одном с ней файле. Все надписи на рисунках также 
должны быть переведены на английский язык.

Таблицы должны быть наглядными, иметь название и порядковый номер. 
Заголовки граф должны соответствовать их содержанию. Все сокращения расшиф­
ровываются в примечании к таблице. Вся информация, содержащаяся в таблице, 
включая ее название и примечание (если есть), должна быть переведена на анг­
лийский язык.

8. Единицы измерения и сокращения
Единицы измерения даются в Международной системе единиц (СИ).
Сокращения слов не допускаются, кроме общепринятых. Все аббревиатуры 

в тексте статьи должны быть полностью расшифрованы при первом упоминании 
(например, полимеразная цепная реакция (ПЦР)).

9. Список литературы
На  следующей после текста странице статьи должен располагаться список 

цитируемой литературы.
Все источники должны быть пронумерованы, нумерация осуществляется стро­

го по  порядку цитирования в  тексте статьи, не  в  алфавитном порядке. Все ссылки 
на источники литературы в тексте статьи обозначаются арабскими цифрами в ква­
дратных скобках начиная с 1 (например, [5]). Количество цитируемых работ: в ориги­
нальных статьях – не более 20–25, в обзорах литературы – не более 60.

Ссылки должны даваться на  первоисточники, цитирование одного автора 
по работе другого недопустимо.

Включение в список литературы тезисов возможно исключительно при ссыл­
ке на иностранные (англоязычные) источники.

Ссылки на диссертации и авторефераты, неопубликованные работы, а также 
на данные, полученные из неофициальных интернет­источников, не допускаются.

Для каждого источника необходимо указать: фамилии и инициалы авторов 
(если авторов более 4, указываются первые 3 автора, затем ставится «и др.» в рус­
ском или ”et al.” в английском в тексте). Авторы цитируемых источников должны 
быть указаны в том же порядке, что и в первоисточнике.

При ссылке на статьи из журналов после авторов указывают название статьи, 
название журнала, год, том, номер выпуска, страницы, DOI статьи (при наличии). При 
ссылке на монографии указывают также полное название книги, место издания, на­
звание издательства, год издания, число страниц. В ссылках на русскоязычные источни­
ки необходимо дополнительно указывать информацию для цитирования на латинице.

Статьи, не соответствующие данным требованиям, к рассмотрению 
не принимаются.

Общие положения:
•	 Рассмотрение статьи на предмет публикации занимает не менее 8 недель.
•	 Все поступающие статьи рецензируются. Рецензия является анонимной.
•	 Редакция оставляет за собой право на редактирование статей, представ­

ленных к публикации.
•	 Редакция не предоставляет авторские экземпляры журнала. Номер жур­

нала можно получить на общих основаниях (см. информацию на сайте).
Материалы для  публикации принимаются по  адресу онлайн на сайте  

http://umo.abvpress.ru/jour. 

Полная версия требований представлена на сайте журнала.




