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ABC-транспортеры (ATP binding cassette (ABC) transporters), АТФ-зависимые транспортеры – белки, играющие дво-
я кую роль в переносе веществ через мембрану. С одной стороны, они транспортируют питательные вещества  
и другие молекулы внутрь клетки, поставляя необходимые нутриенты, с другой, экскретируют некоторые эндогенные 
и экзогенные субстраты из клетки, поддерживая их гомеостаз в организме и предотвращая агрессивные воздействия 
внешней среды. ABC-транспортеры, исходя из своих функций, играют большую роль в патогенезе различных метабо-
лических нарушений. кроме того, накоплено много данных об участии этих белков в онкогенезе за счет их вклада  
в инициацию, прогрессию, инвазию и метастазирование опухолей, а также в развитие фенотипа множественной ле-
карственной устойчивости. В настоящее время данные белки являются привлекательными терапевтическими мише-
нями, воздействие на которые способно существенным образом повысить эффективность противоопухолевой терапии 
и улучшить прогноз пациентов с онкологическими заболеваниями, в том числе рецидивирующих, метастатических  
и неоперабельных форм. В обзоре представлена информация о лекарственных препаратах как являющихся субстра-
тами для ABC-транспортеров, так и оказывающих влияние на их функциональную активность, а также результаты 
клиничес ких испытаний по изучению эффективности использования этих ингибиторов в практической онкологии. 

Ключевые слова: ABC-транспортеры, множественная лекарственная устойчивость, химиотерапия, таргетная терапия
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ABC transporters (ATP Binding Cassette (ABC) transporters) are proteins, which play a dual role in the substances trans-
port across the membrane. On the one hand, they transport nutrients and other molecules inside the cell to supply 
the necessary nutrients, on the other hand, these proteins excrete some endogenous and exogenous substrates from the 
cell to maintain their homeostasis in the body and prevent from effects of aggressive environment. ABC transporters play 
a role in the pathogenesis of various metabolic disorders. In addition, a large amount of evidence has been accumulat-
ed about the participation of these proteins in oncogenesis because of their involvement into initiation, progression, 
invasion and metastasis of tumors, as well as development of multidrug resistance phenotype. Currently, these proteins 
are attractive therapeutic targets, influence on which can significantly increase the effectiveness of anticancer therapy 
and improve the prognosis of patients with oncological diseases, including recurrent, metastatic and inoperable forms. 
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The review provides information on drugs that affect the functional activity of ABC transporters and the mechanisms  
of their action, and also presents the results of clinical trials of these inhibitors.

Keywords: ABC-transporters, multidrug resistance, chemoresistance, target therapy
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на значительные успехи, достигнутые  

в последнее время в диагностике и терапии онкологи-
ческих заболеваний (разработка и внедрение эффек-
тивных методов их профилактики, а также ранней 
диагностики и терапии), они по-прежнему остаются 
одной из самых распространенных причин смерти  
в России.

К наиболее серьезным проблемам в области хи-
мио- и таргетной терапии пациентов с онкологически-
ми заболеваниями относится развитие множественной 
лекарственной устойчивости (МЛУ) злокачественных 
опухолей, обусловливающей невосприимчивость опу-
холевых клеток к широкому спектру препаратов, име-
ющих различные структуры и, следовательно, меха-
низмы действия. Устойчивость новообразований  
к препаратам может быть первичной (т. е. формиро-
ваться в опухоли до начала проведения терапии) или 
вторичной (являться результатом воздействия на опу-
холевые клетки химио-, радио- и таргетных препаратов). 
В настоящее время известны несколько молекулярных 
механизмов, играющих роль в развитии фенотипа 
МЛУ, в числе которых активация процессов репара-
ции ДНК [1–3], стимуляция системы внутриклеточ-
ной детоксикации [1, 3], развитие эпителиально- 
мезенхимального перехода (ЭМП) [1, 4], усиление 
АТФ-зависимого (АТФ – аденозинтри фосфат) обрат-
ного транспорта лекарственных средств из клетки [1, 2, 
5–7] и др. 

Последний из вышеназванных молекулярных ме-
ханизмов реализуется за счет активации транспортных 
белков – ABC-транспортеров (ATP binding cassette 
(ABC) transporters), или АТФ-зависимых транспорте-
ров. Эти белки также участвуют в предотвращении аг-
рессивных воздействий внешней среды на клетку, по-
этому их экспрессия и функциональная активность 
наиболее выражены в тканях, потенциально сильнее 
подверженных этим воздействиям, а именно в клетках 
эпителия дыхательного, желудочно-кишечного тракта, 
печени и почек [8, 9]. В настоящее время фенотип МЛУ 
ассоциируют с активацией как минимум 15 ABC-транс-
портеров, среди которых наиболее изучены белки 
ABCB1/MDR1 (multidrug resistance 1 – белок МЛУ 1), 
ABCC1/MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1 – 
белок, ассоциированный с МЛУ 1) и ABCG2/BCRP1 
(breast cancer resistance protein 1 – белок устойчивости 
рака молочной железы) [1, 2, 6, 7]. 

КЛАССИфИКАЦИЯ, ОБщАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
И ОСНОВНыЕ фУНКЦИИ ABC-ТРАНСПОРТЕРОВ
Классификация. Согласно классификации, кото-

рая учитывает нуклеотидную последовательность, 
структурную схожесть и порядок доменов, транспор-
теры подразделяют на 7 подсемейств: ABCA, ABCB, 
ABCC, ABCD, ABCE, ABCF и ABCG. Выделяют также 
8-е подсемейство – ABCН, однако его представители 
у млекопитающих не обнаружены [8]. 

Среди ABC-транспортеров можно выделить экспор-
теры, осуществляющие перенос токсинов, лекарствен-
ных препаратов и липидов из клетки [6, 8, 9, 12], и им-
портеры, переносящие питательные вещества и другие 
молекулы во внутриклеточное пространство [6, 8, 9, 10]. 
Экспортеры, субстратом которых обычно являются ли-
пофильные молекулы, встречаются как у прокариот, так 
и у эукариот. В человеческом организме эти белки ответ-
ственны за экспорт липидов, жирных кислот и холесте-
рина [11]. ABC-транспортеры, осуществляющие импорт 
питательных веществ и других молекул, обнаруживают-
ся преимущественно у прокариот, где опосредуют усвое-
ние необходимых нутриентов, таких как аминокисло-
ты, сахара и незаменимые металлы, которые сильно 
различаются по размеру и химической природе [11]. 
Импортеры дополнительно могут быть разделены  
на 2 класса (I и II) в зависимости от особенностей 
структуры и транспортного механизма. Кроме того, 
дополнительно выделяют импортеры класса III, вклю-
чающие в себя родственное семейство транспортеров так 
называемых факторов энергетической связи (energy-
coupling factor (ECF) transporters), участвующих в пере-
носе витаминов, являющихся ко-факторами для многих 
энергетических внутриклеточных процессов [12]. 

Физиологические функции. 13 представителей под-
семейства ABCA функционируют преимущественно 
как транспортеры стеринов, липидов и липидоподоб-
ных соединений и непосредственно взаимодействуют 
с аполипопротеинами в процессе биогенеза липопро-
теинов [9, 13, 14]. Они остаются сравнительно мало-
изученными, несмотря на их физиологическую зна-
чимость для гомеостаза липидов и холестерина и связь  
с такими заболеваниями, как болезни Танжера (дис-
функция ABCА1) [9, 13, 14], Альцгеймера (дисфунк-
ция ABCА2) [9, 15, 16] и ихтиоз Арлекина (мутации 
ABCА12) [9, 17, 18]. 

Подсемейство ABCB включает 10 транспортеров, 
которые имеют широкий спектр субстратов. В основном 

https://doi.org/10
https://doi.org/10


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 

  1
, 

2
0

2
4

10 ТОМ 11 / VOL. 11ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW

представители данного подсемейства являются экс-
портерами лекарственных препаратов, в том числе 
противоопухолевых, способствуя развитию в опухоли 
фенотипа МЛУ [9]. Кроме того, нарушения экспрес-
сии генов семейства ABCВ могут быть связаны с прогрес-
сирующим семейным внутрипеченочным холестазом 
[19] и другими тяжелыми заболеваниями печени [20], 
поскольку они играют большую роль в процессе де-
токсикации желчных кислот. Мутации ABCB1 характер-
ны для универсального наследственного дисхроматоза 
[21] и гемолитической болезни плода и новорож-
денного [22], что связано с участием продукта экс-
прессии данного гена в биосинтезе гема. При измене-
нии экспрессии гена ABCВ7, ответственного за обмен 
железа в организме, может развиться Х-сцепленная 
сидеробластная анемия [23, 24]. 

Подсемейство ABCC состоит из 12 генов, кодиру-
ющих белки, большинство из которых ассоциировано 
с фенотипом МЛУ. Например, транспортер ABCC2 
участвует в транспорте конъюгированных лекарствен-
ных средств и токсинов в желчь и мочу [25], а мутации 
в этом гене ассоциированы с синдромом Дубина–
Джонсона – заболеванием печени, характеризующим-
ся гипербилирубинемией [9]. Дисфункциональные 
мутантные продукты гена ABCC8 связаны с гипоглике-
мией и гиперинсулизмом [9], в то время как нарушения 
в ABCC9 – с кардиомиопатией [26] и другими заболева-
ниями, связанными с пороками сердца [27, 28]. 

Белки ABCD1, ABCD2 и ABCD3 локализованы 
исключительно в пероксисомах и участвуют в импор-
те различных длинноцепочечных жирных кислот [9]. 
Дисфункция ABCD1, импортирующего жирные кисло-
ты с очень длинной цепью, приводит к тяжелому невро-
логическому состоянию – Х-сцепленной адренолейко-
дистрофии [29, 30]. ABCD2 выполняет аналогичную  
с ABCD1 функцию, однако не связан с развитием ука-
занной выше патологии. ABCD3 является наиболее 
функционально отличным из указанных белков, его дис-
функция ассоциирована с дефектами синтеза желчных 
кислот [31]. ABCD4 первоначально относили к перок-
сисомальным ABC-транспортерам, однако в настоящее 
время предполагается, что он локализован в лизосомах 
и экспортирует из них кобаламин. Мутации в ABCD4  
вызывают дефицит витамина В

12
 [32, 33]. 

Подсемейство ABCG включает 5 генов, кодирующих 
транспортеры, которые либо участвуют в гомеостазе ли-
пидов, либо опосредуют МЛУ. ABCG1 и ABCG4 транс-
портирует холестерин и сфингомиелин, ABCG2 – мно-
жество лекарственных средств, ураты. Мутации в генах 
ABCG5 и ABCG8 связаны со ситостеролемией – редким 
рецессивным заболеванием, характеризующимся вы-
соким уровнем стеролов в плазме крови [34].

Физиологическая роль вышеизложенных предста-
вителей ABC-транспортеров и их клиническое значе-
ние в патогенезе злокачественных новообразований  
и других заболеваний представлены в табл. 1.

Таблица 1. Физиологические функции и клиническое значение изменений экспрессии различных представителей семейства ABC-транспортеров

Table 1. Physiological functions and clinical significance of changes in expression of ABC transporter family proteins

Транспортер 
Transporter

Физиологические функции 
Physiological functions

Клиническое значение 
Clinical significance

Источник 
Source

Подсемейство ABCA 
ABCA subfamily

ABCA1

Катализирует транслокацию специфиче-
ских фосфолипидов (преимущественно 

фосфатидилхолина) из цитоплазмы 
во внеклеточное пространство 

Catalyzes translocation of specific phospholipids 
(primarily phosphatidylcholine)  

from the cytoplasm to the extracellular space

Снижение экспрессии (характерно для 
колоректального рака, болезни Танжера) 
Decreased expression (characteristic of colorectal 

cancer, Tangier disease)

[13, 14, 35]

ABCA3

Катализирует транспорт фосфолипидов 
(фосфатидилхолина, фосфоглицерина) из 

цитоплазмы, участвует в гомеостазе 
легочного сурфактанта 

Catalyzes translocation of phospholipids 
(phosphatidylcholine, phosphatidylglycerol)  

from the cytoplasm, participates in pulmonary 
surfactant homeostasis

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием рака поджелудочной железы. 

Снижение экспрессии ассоциировано 
с болезнью Альцгеймера, колоректальным 

раком, нарушениями метаболизма и биохими-
ческого состава легочного сурфактанта 

Increased expression is associated with pancreatic 
cancer. Decreased expression is associated  

with Alzheimer’s disease, colorectal cancer, abnormal 
metabolism and biochemical composition of pulmonary 

surfactant

[15, 16, 35, 36]
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Транспортер 
Transporter

Физиологические функции 
Physiological functions

Клиническое значение 
Clinical significance

Источник 
Source

ABCA4

Катализирует транспорт конъюгатов 
ретиналь-фосфатидилэтаноламина из 

просвета в мембранные диски наружного 
сегмента фоторецептора, где предотвраща-

ет образование токсичных веществ 
Catalyzes transport of retinylidene-phosphati-

dylethanolamine from the lumen into the membrane 
disks of the external photoreceptor segment where  

it prevents formation of toxic compounds

Гиперэкспрессия наблюдается при немелко-
клеточном раке легкого. Снижение экспрес-

сии характерно для колоректального рака, 
болезни Штаргардта 

Hyperexpression is observed in non-small cell lung 
cancer. Decreased expression is characteristic  

of colorectal cancer, Stargardt disease

[35, 37, 38]

ABCA12

Участвует в транспорте липидов из керати-
ноцитов и, как следствие, в поддержании 

барьерной функции кожи; играет большую 
роль в регуляции стимулированной 

глюкозой секреции инсулина β-клетками 
Participates in lipid transport from keratinocytes  

and, as a consequence, in maintaining barrier 
function of the skin; plays a large role in regulation  

of glucose-stimulated insulin secretion by β cells

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием колоректального рака, рака 

поджелудочной железы. Мутации, приводя-
щие к дисфункции, ассоциированы 

с ихтиозом Арлекина 
Increased expression is associated with colorectal 
cancer, pancreatic cancer. Mutations leading to its 

dysfunction are associated with Harlequin ichthyosis

[17, 18, 35, 37, 
39]

ABCA13 Участвует в транспорте холестерина 
Participates in cholesterol transport

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием колоректального рака. Снижение 

экспрессии характерно для рака простаты 
Increased expression is associated with colorectal 

cancer. Decreased expression is characteristic  
of prostatic cancer

[35, 40]

Подсемейство ABCB 
ABCB subfamily

ABCB1

Катализирует транспорт фосфолипидов 
(фосфатидилхолина, фосфатидилэтанол-

амина, β-D-глюкозилцерамида 
и сфингомиелинов) из цитоплазмы 

Catalyzes transport of phospholipids (phospha-
tidylcholine, phosphatidylethanolamine, β-D-gluco-
sylceramide and sphingomyelins) from the cytoplasm

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием колоректального рака, рака 

яичника, молочной железы, печени. Сниже-
ние экспрессии характерно для рака простаты 

Increased expression is associated with colorectal, 
ovarian, breast, liver cancers. Decreased expression  

is characteristic of prostatic cancer

[35, 40–44]

ABCB6

Катализирует транспорт порфиринов из 
цитоплазмы во внеклеточное пространство 

Catalyzes transport of porphyrins from the cytoplasm 
to the extracellular space

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием колоректального рака. Снижение 
экспрессии наблюдается при наследственном 

универсальном дисхроматозе 
Increased expression is associated with colorectal 

cancer. Decreased expression is observed  
in dyschromatosis universalis hereditaria

[35, 37]

Подсемейство ABCC 
ABCC subfamily

ABCC1

Опосредует транспорт глутатиона 
и глутатионовых конъюгатов, лейкотриена 

С4, эстрадиол-17- β-о-глюкуронида, 
метотрексата, противовирусных препара-

тов и других ксенобиотиков 
Mediates transport of glutathione and glutathione 

conjugates, leukotriene C4, estradiol-17- β-о-glucuro-
nide, methotrexate, antiviral drugs, and other xenobiotics

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием колоректального рака, глиомы, 
немелкоклеточного рака легкого, хрониче-

ского лимфолейкоза, рака молочной железы, 
яичника, поджелудочной железы 

Increased expression is associated with colorectal cancer, 
glioma, non-small cell lung cancer, chronic lymphocytic 

leukemia, breast, ovarian, pancreatic cancers

[35, 45, 46]

ABCC2

Транспортирует широкий спектр конъюгиро-
ванных органических анионов, опосредует 

гепатобилиарную экскрецию моно- 
и бис-глюкуронидированных молекул 

билирубина 
Transports a wide spectrum of conjugated organic 
anions, mediates hepatobiliary excretion of mono- 

and bis-glucuronidated bilirubin molecules 

Повышение экспрессии ассоциировано 
с развитием колоректального рака, немелко-
клеточного рака легкого, рака поджелудоч-

ной железы. Снижение экспрессии наблюда-
ется при синдроме Дубина–Джонсона 

Increased expression is associated with
development of colorectal cancer, non-small cell lung 

cancer, pancreatic cancer. Decreased expression is 
observed in Dubin-Johnson syndrome

[12, 35–37, 41, 
47–49]

Продолжение табл. 1

Continuation of table 1
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СТРУКТУРА АBC-ТРАНСПОРТЕРОВ
Большинство ABC-транспортеров являются пол-

ными транспортерами, имеющими характерную четы-
рехдоменную структуру: 2 трансмембранных домена 
(TMD1, TMD2) и 2 нуклеотид-связывающих домена 
(NBD1, NBD2) (рис. 1) [9, 12, 55]. Неполные транс-

портеры имеют в структуре по одному TMD и NBD, 
которые собираются в гомодимеры или гетеродимеры 
и обычно локализуются во внутриклеточных мембра-
нах (лизосомальных, митохондриальных, эндоплазма-
тического ретикулума) [9, 56].

Домены NBD ответственны за связывание и гид-
ролиз АТФ, стимулируя процесс переноса субстрата. 
Они располагаются в цитоплазме и имеют консерва-
тивную структуру у различных представителей, что 

свидетельствует об общности механизмов использо-
вания АТФ в качестве источника энергии для транс-
порта веществ через мембрану. TMD образуют сайты 
связывания лиганда. В отличие от NBD они гетеро-
генны, что обеспечивает их специфичность к множе-
ству субстратов [9, 12, 55].

ПРИНЦИП РАБОТы ABC-ТРАНСПОРТЕРОВ
В связи с тем что процесс переноса субстрата ABC-

транспортерами полностью не изучен, выдвигаются 
гипотезы о трех моделях их работы [38]. C учетом раз-
нообразия этих белков можно предположить, что еди-
ного механизма транспортного цикла не существует. 
Однако понимание данного процесса при конкретных 
заболеваниях, в патогенезе которых играют роль ABC-

Транспортер 
Transporter

Физиологические функции 
Physiological functions

Клиническое значение 
Clinical significance

Источник 
Source

ABCC7

Играет большую роль в транспорте ионов 
хлора и гидрокарбонат-ионов и участвует 

в водно-электролитном обмене 
Plays a large role in transport of chloride ions  

and hydrocarbon ions and participates in water  
and electrolyte exchange

Гиперэкспрессия характерна для немелкокле-
точного рака легкого, рака яичника, пони-
женная экспрессия – для колоректального 

рака, рака молочной железы 
Hyperexpression is characteristic of non-small cell lung 

cancer, ovarian cancer; decreased expression  
is characteristic of colorectal cancer, breast cancer

[35, 50–53]

Подсемейство ABCG 
ABCG subfamily

ABCG2

Участвует в гомеостазе порфиринов, 
клеточном экспорте гема, почечной 

и внепочечной экскрециях уратов, опосре-
дует отток сфингозина из клеток 

Participates in porphyrin homeostasis, heme cellular 
export, renal and extrarenal secretion of urates, 

mediates sphingosine outflow from the cells

Повышение экспрессии наблюдается при 
раке молочной железы, яичника. Снижение 
экспрессии характерно для колоректального 

рака, гиперурикемии 
Increased expression is observed in breast, ovarian 

cancers. Decreased expression is characteristic  
of colorectal cancer, hyperuricemia

[35, 36, 42, 47, 
54]

Окончание табл. 1

End of table 1

Рис. 1. Структура полного АВС-транспортера. TMD – трансмембранный домен; S – субстрат; NBD – нуклеотид-связывающий домен;  
ATP – аденозинтрифосфат
Fig. 1. Structure of a whole АВС transporter. TMD – transmembrane domain; S – substrate; NBD – nucleotide-binding domain; ATP – adenosine triphosphate
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транспортеры, безусловно, имеет большое значение 
для разработки и изучения соединений, оказывающих 
терапевтический эффект. 

Модель «альтернативного доступа» применима для 
большинства транспортеров, независимо от их струк-
туры [37, 57, 58]. Согласно этой модели они переклю-
чаются между двумя конформациями с высоким  
и низким сродством к субстрату, в которых сайт свя-
зывания субстрата TMD обращен либо внутрь клетки, 
либо во внеклеточное пространство. Для импортеров 
обращенная наружу конформация обладает более вы-
сокой аффинностью к субстрату, поскольку транспорт 
веществ направлен из внеклеточной жидкости в цито-
плазму. У экспортеров, напротив, сродство выше  
у конформации, обращенной внутрь клетки. 

В основе модели «переключения АТФ» лежит по-
следовательное насыщение каждого мономера NBD 
одной молекулой АТФ с последующим высвобожде-
нием одной молекулы фосфорной кислоты и адено-
зиндифосфата (АДФ), что возвращает белок в исход-
ное свободное состояние [37, 59, 60]. 

В модели «постоянного контакта» подразумевает-
ся, что для каждого NBD существуют закрытое и от-
крытое состояния, последнее из которых может харак-
теризоваться высоким или низким сродством к АТФ  
в зависимости от состояния второго домена. NBD 
функционируют противофазно и остаются в контакте 
на протяжении всего цикла, изменение конформации 
при этом происходит за счет перестроек внутри субъ-
единиц NBD. Каталитический цикл согласно этой мо-
дели можно описать следующим образом: один сайт, 
связанный с АТФ, закрывается, а другой находится  
в свободном состоянии с низкой аффинностью. Про-
исходит гидролиз АТФ до АДФ и фосфорной кислоты, 
что индуцирует переключение на высокое сродство  
к АТФ в противоположном домене; происходит присо-
единение АТФ к пустому NBD, а АДФ и фосфорная кис-
лота высвобождаются, и мономер переходит в свободное 
низкоафинное состояние; далее цикл повторяется для 
противоположного активного центра [37, 59, 61]. 

Для большинства ABC-транспортеров в транс-
портном цикле можно выделить следующие общие 
этапы. Он начинается со связывания субстрата (для 
экспортеров) или субстрат-связывающего белка (для 
импортеров) с соответствующим сайтом TMD доме-
нов, обращенного внутрь клетки или из нее. Затем 
NBDs подвергаются конформационным изменениям, 
обеспечивая связывание двух молекул АТФ и образо-
вание закрытого димера. TMDs открываются, отсое-
диняя субстрат и осуществляя, таким образом, его 
перенос через мембрану. Диссоциация димера NBD 
запускается гидролизом АТФ, что позволяет белку вер-
нуться в исходное состояние [12]. 

РОЛЬ ABC-ТРАНСПОРТЕРОВ В ОНКОГЕНЕЗЕ
На сегодняшний день активно изучается не только 

влияние ABC-транспортеров на развитие МЛУ,  

но и их потенциальная роль в инициации, прогрессии 
и метастазировании опухолей. 

Существует мнение о том, что снижение уровня экс-
прессии ABC-транспортеров может угнетать процессы 
инициации и прогрессии, препятствуя трансформации 
нормальной клетки в опухолевую и возникновению пер-
вичной опухоли. Например, нарушение экспрессии бел-
ка P-gp (ABCB1/MDR1) в мышиной модели ApcMin/+ 
коррелирует с уменьшением числа кишечных полипов  
и частоты встречаемости колоректального рака [62]. Так-
же показано, что ингибирование ABCС1 препятствует раз-
витию нейробластомы у трансгенных мышей hNMYC,  
а высокая экспрессия генов ABCС1 и ABCС4 при низком 
уровне экспрессии ABCС3 ассоциирована с неблагопри-
ятным прогнозом для пациентов с той же патологией,  
не связанным со способностью этих белков выводить 
противоопухолевые препараты из клеток [63]. 

Изменение уровня экспрессии ABC-транспорте-
ров может быть также связано с такими характеристи-
ками опухоли, как прогрессия и дифференцировка. 
Например, при раке молочной железы уровень экс-
прессии белка ABCС1 коррелирует с размером опухо-
ли и наличием метастазов. Также значительно чаще 
повышенная экспрессия ABCС1, ABCС11 и ABCG2 
наблюдается при более агрессивных подтипах этой 
опухоли [64]. Кроме того, уровень экспрессии ABCС11 
коррелирует с худшими показателями безрецидивной 
выживаемости, а ABCG2 – с более тяжелой клиниче-
ской стадией заболевания и наличием метастазов  
в лимфатических узлах [65, 66]. Также имеются дан-
ные, отражающие взаимосвязь повышенного уровня 
экспрессии P-gp с неблагоприятным исходом данного 
заболевания [67, 68]. Гиперэкспрессия ABCС1 находит-
ся в обратной зависимости от степени дифференци-
ровки и инвазивности, а также размеров гепатоцеллю-
лярной карциномы [69]. Аналогичная корреляция 
выявлена для других белков: повышение уровня экс-
прессии ABCС10 было менее значительным при гепа-
тоцеллюлярной карциноме с более высокой степенью 
дифференцировки по сравнению с низкодифферен-
цированной опухолью, а высокие уровни экспрессии 
ABCВ6 и ABCС2 наблюдались у пациентов с размером 
опухоли <3 см [69]. 

Эпителиально-мезенхимальный переход также 
способствует прогрессированию опухоли за счет инва-
зии, метастазирования и развития химиорезистентно-
сти. Индукторами этого процесса могут служить ги-
поксия, цитокины и факторы роста, секретируемые 
микроокружением опухоли, а также проводимая 
химиотерапия. Гипоксия воздействует на сигнальный 
путь транскрипционного ядерного фактора каппа B 
(NF-kB), способствуя активации и транслокации NF-kB 
в ядро, что имеет решающее значение не только для 
индукции и поддержания ЭМП, но и для регуляции 
экспрессии ABCB1 [70]. Кроме того, имеются данные 
о взаимосвязи ЭМП с функциональной активностью 
ABC-транспортеров. В частности, показано, что 



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 

  1
, 

2
0

2
4

14 ТОМ 11 / VOL. 11ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW

трансформирующий фактор роста β (TGF-β), явля-
ющийся одним из самых распространенных индукто-
ров ЭМП, способен активировать экспрессию ABC-
транспортеров. Это может способствовать аутокринной 
или паракринной регуляции опухоли и развитию фе-
нотипа МЛУ [71]. В свою очередь, индукция ЭМП за-
частую приводит к повышению уровня транскрипции 
ABCС3, также связанного с фенотипом МЛУ [71]. 

Влияние ABC-транспортеров на инвазивные ха-
рактеристики опухолевых клеток и их способность  
к миграции было показано в отношении ABCA1, 
ABCB1, ABCB5, ABCE1 и ABCG2. Например, подав-
ление экспрессии гена ABCA1 ингибирует пролифера-
цию и миграцию клеток в группе клеточных линий 
рака яичника человека. Это позволяет предположить, 
что выявление ABCA1 характеризует злокачественный 
фенотип клеток этой опухоли [69]. Также показано, что 
гиперэкспрессия ABCE1 повышает жизнеспособность, 
инвазивную и метастатическую способность клеток 
аденокарциномы легкого и снижает экспрессию р27 без 
существенного влияния на клеточный цикл [72]. В ис-
следовании, проведенном на больных с диссеминиро-
ванным раком желудка IV стадии с канцероматозом 
брюшины, выявлена разница в экспрессии некоторых 
ABC-транспортеров: гиперэкспрессия ABCG2 характер-
на для метастазов в лимфатических узлах в отличие  
от первичной опухоли и канцероматоза, а повышенная 
экспрессия ABCC1 – для канцероматоза [73].

ABC-транспортеры играют ключевую роль в раз-
витии МЛУ опухоли, поскольку выводят лекарственные 
препараты из клетки (рис. 2), снижая их внутриклеточ-

ную концентрацию, что отрицательно сказывается на 
эффективности проводимой противоопухолевой тера-
пии. Исследование, в котором участвовали пациенты  
с раком молочной железы IIА–IIIВ стадии, показало, что 
гиперэкспрессия ABCB1 и ABCB4 после проведенной 
химиотерапии связана с низкими показателями безме-
тастатической выживаемости [74]. Очевидно, что высо-
кая экспрессия в опухоли ABCВ1, являющегося поли-
специфическим экспортером большого количества 
лекарственных веществ и играющего значительную роль 
в клеточной детоксикации, обусловливает развитие  
в опухолевых клетках МЛУ на фоне проводимой химио-
терапии [75]. Среди субстратов ABCВ1 следует выделить 
винкаалкалоиды, антрациклины, эпиподофиллотокси-
ны, таксаны, а также некоторые ингибиторы тирозин-
киназ (иматиниб, дазатиниб) [76]. ABCC1 также имеет 
большое значение в развитии МЛУ в опухолевых клет-
ках [9]. Показано, что его субстратами являются пре-
имущественно антрациклины, винкаалкалоиды, камп-
тотецин, метотрексат и митоксантрон [76]. ABCC2,  
в свою очередь, участвует в канальцевом транспорте 
лекарств, в основном находящихся в конъюгирован-
ном состоянии [25]. ABCC4, ABCC5 и ABCC6 также 
транспортируют противоопухолевые препараты, хотя 
их роль в развитии МЛУ сравнительно менее изучена. 
ABCG2 транспортирует широкий спектр лекарств и влия-
ет на их фармакокинетику. Он играет большую роль  
в транспорте стеролсульфата и уратов и способствует раз-
витию МЛУ к ингибиторам ДНК-топоизомеразы I типа, 
тирозинкиназ, антрациклинам, а также аналогам кампто-
цетина в различных типах опухолей [76, 77].

Рис. 2. Некоторые противоопухолевые препараты, выступающие субстратами наиболее изученных представителей ABC-транспортеров
Fig. 2. Selected antitumor drugs serving as substrates to the most studied ABC transporter proteins
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Иматиниб / Imatinib

Митоксантрон, 
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ABC-ТРАНСПОРТЕРы  
В КЛИНИчЕСКОЙ ПРАКТИКЕ
На основании описанных выше функций ABC-

транспортеров и их роли как в онкогенезе, так и в фор-
мировании МЛУ, особый интерес представляют раз-
работка и последующее внедрение в клиническую 
практику специфических ингибиторов, воздейству-
ющих на ABC-транспортеры и способных модулиро-
вать чувствительность опухолевых клеток к экскрети-
руемым лекарственным препаратам. Можно выделить 
несколько способов подавления активности данных 
белков: ингибирование непосредственно белка-транс-
портера путем блокировки сайта связывания или на-
рушения гидролиза АТФ; блокировка факторов транс-
крипции, регулирующих его экспрессию; блокировка 
сигнальных путей, индуцированных транспортером, 
и др. [6]. В настоящее время разработаны 4 поколения 
ингибиторов ABC-транспортеров. 

К препаратам 1-го поколения относятся цикло-
спорин А и верапамил. Эти лекарственные средства, 
продемонстрировавшие высокую эффективность in 
vitro, были протестированы на мышиных моделях чув-
ствительных и резистентных клеток лимфомы P338  
и лимфоцитарного лейкоза L1210. К сожалению, они 
не показали аналогичных результатов in vivo из-за низ-
кой аффинности к ингибируемым белкам и высокой 
токсичности, что сделало невозможным их примене-
ние в клинической практике [6, 78]. 

Препараты 2-го поколения – вальсподар, бирико-
дар – проявляли высокую активность и специфич-
ность по отношению к ABCB1, при этом они являлись 
субстратом для других транспортеров (ABCC1  
и ABCG2), что приводило к значительным фармако-
кинетическим изменениям (в том числе при взаимо-
действии с другими химиотерапевтическими препара-
тами) и непредсказуемым побочным эффектам [78].  
К примеру, исследование с участием пациентов с ра-
ком яичника и первичным раком брюшины проде-
монстрировало, что комбинированное применение 
вальсподара и паклитаксела не улучшало показатели 

общей выживаемости и оказывало больший токсиче-
ский эффект [79]. Аналогично комбинированное при-
менение бирикодара с такими противоопухолевыми 
препаратами, как винкристин и паклитаксел, не по-
казало хороших результатов [80]. 

Ингибиторы 3-го поколения, к которым относят-
ся тариквидар, зосукидар, элакридар и ланикидар, 
проявляли высокую аффинность к ABCB1 и оказыва-
ли меньшее влияние на фармакокинетику. Их приме-
нение приводило к повышению чувствительности 
опухолевых клеток, однако клинические исследования 
не показали значительного улучшения при примене-
нии комбинации препаратов 3-го поколения и химио-
препаратов [81]. Например, исследования тариквидара 
были прекращены из-за его высокой токсичности [82], 
а результаты, полученные в III фазе клинических ис-
пытаний зосукидара, не продемонстрировали поло-
жительного эффекта у пациентов с острым миелолей-
козом [83].

К ингибиторам 4-го поколения относят препараты 
натурального происхождения, характеризующиеся 
низкой токсичностью и хорошей переносимостью. 
Например, куркумин и его производные характеризу-
ются лучшей пероральной доступностью и меньшей 
токсичностью по сравнению с препаратами предше-
ствующих поколений. Доказано, что он может способ-
ствовать преодолению МЛУ, опосредованной ABCB1, 
ABCC1 и ABCG2, и повышать эффективность проти-
воопухолевой терапии [84]. Флавоноиды также являют-
ся представителями ингибиторов ABC-транспортеров 
4-го поколения. В основе их ингибирующего действия 
лежит множество механизмов: блокировка сайта связы-
вания лекарственного препарата (нобилетин), наруше-
ние гидролиза АТФ (кверцетин), снижение экспрессии 
ABC-транспортеров (икаритин) [85]. 

Ниже представлены основные ингибиторы ABC-
транспортеров, подавляющие активность 3 основных 
представителей, для которых клиническая значимость 
в формировании МЛУ злокачественных опухолей счи-
тается доказанной (табл. 2).

Таблица 2. Ингибиторы наиболее изученных представителей ABC-транспортеров 

Table 2. Inhibitors of the most studied ABC transporter proteins 

Транспортер 
Transporter

Ингибитор 
Inhibitor

Источник 
Source

ABCB1

Нарингенин, кверцетин, верапамил, хинин, сангвинарин, берберин, резерпин, бальзами-
нол, валсподар (PSC833), иматиниб, циклоспорин, тариквидар 
Naringenin, quercetin, verapamil, quinine, sanguinarine, berberine, reserpine, balsaminol, valspodar (PSC833), 
imatinib, cyclosporine, tariquidar

[68–101]

ABCC1 Тимосапонин A-III, кризин, лейкотриен С4, пробенецид, сунитиниб, хинин, хинидин 
Timosaponin A-III, chrysin, leukotriene C4, probenecid, sunitinib, quinine, quinidine

[90, 102]

ABCG2
Нарингенин, кризин, иматиниб, элакридар, тариквидар, бирикодар, силимарин, кверцетин, 
гефитиниб, эрлотиниб, акситиниб, Ко-143 
Naringenin, chrysin, imatinib, elacridar, tariquidar, biricodar, silymarin, quercetin, gefitinib, erlotinib, axitinib, Ko-143

[100, 102]
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Ингибиторы ABCB1. Еще в 1981 г. было обнаруже-
но, что ABCВ1-опосредованную лекарственную устой-
чивость опухолевых клеток in vitro можно обратить 
вспять, если применить соответствующие ингибито-
ры, такие как верапамил [86]. Показано, что данный 
препарат может конкурентно ингибировать транс-
портную функцию P-gp, не прерывая гидролиз АТФ,  
и увеличивать внутриклеточное накопление многих про-
тивоопухолевых препаратов для преодоления МЛУ [87]. 
Широко тестируемым соединением 2-го поколения, 
ингибирующим активность транспортера ABCB1, яв-
ляется PSC-833 (валсподар). Наиболее значимый ре-
зультат исследований с использованием PSC-833 – 
возможность уменьшения терапевтической дозы про-
тивоопухолевых средств, применяемых в комбинации 
с ним (на 25 % для этопозида и на 66 % для паклитак-
села), что, безусловно, является важным шагом к ми-
нимизации системных побочных эффектов при про-
ведении комбинированной терапии. Тем не менее 
нельзя исключать тот факт, что снижение дозы про-
тивоопухолевого препарата может повлечь за собой 
уменьшение его концентрации в опухоли, что даже 
при полном ингибировании активности Р-gp способ-
но снизить терапевтический эффект [76].

В настоящее время с учетом особенностей преды-
дущих двух поколений ингибиторов ABC-транспор-
теров разрабатываются препараты 3-го поколения.  
К ним относится тариквидар, который кроме Р-gp также 
связывает ABCG2 [86]. Кроме того, он способен инги-
бировать АТФазную активность Р-gp [87]. Ингибиру-
ющие эффекты тариквидара на P-gp значительно пре-
восходят таковые у препаратов 1-го и 2-го поколений  
по результативности и продолжительности действия [87]. 
Среди препаратов 4-го поколения с целью обнаружения 
у них ингибирующего действия на P-gp особое внимание 
исследователи уделяют продуктам природного проис-
хождения – флавоноидам, алкалоидам, кумаринам  
и другим классам соединений [87]. 

Ингибиторы ABCC1. Флавоноиды, особенно их 
димеры, могут обладать ингибирующей активностью 
в отношении АВCC1 [88]. Кроме того, показано, что 
они повышают внутриклеточную концентрацию 
6-карбоксифлуоресцеин диацетата и доксорубицина  
в клеточной линии остеосаркомы U2OS с гиперэкс-
прессией ABCC1 [89]. Также обнаружено, что тимоса-
понин способствует преодолению МЛУ, опосредован-
ной как Р-gp, так и ABCC1 посредством регуляции 
сигнального пути PI3K/Akt [90, 91]. Новое производ-
ное, названное LSS-11, действует как мощный инги-
битор ABCB1 и ABCC1 посредством влияния на сиг-
нальные пути DR5 и STAT3 и подавления экспрессии 
генов указанных белков [92]. 

Ингибиторы ABCG2. В настоящее время разрабо-
тано большое количество аналогов тариквидара, ин-
гибитора P-gp 3-го поколения, которые регулируют 
ABCG2-опосредованный выброс лекарственных 
средств, предположительно за счет ингибирования 

гидролиза АТФ. Например, препараты UR-MB108  
и UR-MB136 являются мощными ингибиторами 
ABCG2 [92]. Также на основе препарата Ко-143, ин-
гибитора ABCC1 и ABCG2, разрабатываются более 
специфические ингибиторы, оказывающие влияние 
только на ABCG2 [78, 93]. 

НЕКЛАССИчЕСКИЕ ИНГИБИТОРы  
АВС-ТРАНСПОРТЕРОВ
Помимо классических ингибиторов ABC-транс-

портеров в настоящее время имеются эксперимен-
тальные данные о способности других лекарственных 
веществ оказывать так называемый офф-таргетный 
эффект (кроме своего основного терапевтического 
эффекта) и ингибировать функцию ABC-транспорте-
ров, а также в ряде случае являться их субстратами. 

Ингибиторы рецепторных и нерецепторных тирозин-
киназ. Одной из наиболее распространенных и изучен-
ных групп химических соединений, оказывающих 
данный офф-таргетный эффект в отношении ABC-
транспортеров, являются ингибиторы рецепторных  
и нерецепторных тирозинкиназ [81]. Действительно, 
ингибиторы тирозинкиназ представляют собой эф-
фективные конкурентные ингибиторы каталитическо-
го домена тирозиновых протеинкиназ, подавляющие 
связывание АТФ. Эти лекарственные препараты сни-
жают активность рецептора и, как следствие, актива-
цию нижележащих сигнальных путей, ухудшая проли-
ферацию и способствуя гибели опухолевых клеток. 
Они могут подавлять активность ABC-транспортеров, 
имеющих аналогичный сайт связывания АТФ в своей 
структуре.

Например, такие ингибиторы тирозинкиназы 
BCR-ABL, как иматиниб и нилотиниб, взаимодейст-
вуют с белками ABCB1, ABCC1 и ABCG2, изменяя их 
регуляцию и способствуя восстановлению чувствитель-
ности опухолевых клеток к химиопрепаратам [103]. 
Исследования ингибиторов рецепторов эпидермаль-
ного фактора роста (EGFR) – гефитиниба и эрлотини-
ба – показали, что эти препараты помогают преодолеть 
лекарственную устойчивость, опосредованную пере-
носчиками ABCB1 и ABCG2 [104]. В исследованиях  
in vitro ингибиторов тирозинкиназных рецепторов фак-
торов роста эндотелия сосудов (VEGFR) было проде-
монстрировано, что такие препараты, как мотесаниб, 
вандетаниб, сорафениб, влияют на активность ABCB1  
и повышают цитотоксичность в отношении раковых 
клеток [104]. Результаты исследований нашей научной 
группы также продемонстрировали высокую способ-
ность инфигратиниба (BGJ 398) вызывать ресенсити-
зацию различных типов опухолевых клеток с феноти-
пом МЛУ к действию таких химиопрепаратов, как 
доксорубицин и паклитаксел [81]. Известно, что дан-
ный препарат в настоящее время успешно применяет-
ся в терапии пациентов с некоторыми злокачествен-
ными новообразованиями, характеризующимися 
аберрантной активацией сигнального пути рецепторов 
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фактора роста фибробластов (FGFR) вследствие на-
личия активирующих мутаций в одном из 4 типов 
FGFR. Например, он используется у больных с холан-
гиокарциномой, при которой частота активирующей 
мутации FGFR2 колеблется от 7 до 15 % [81]. 

Антиэстрогенные препараты. Кроме того, показано 
влияние некоторых антиэстрогенных препаратов на 
функциональную активность ABC-транспортеров. 
Большая часть исследований в данном направлении 
посвящена тамоксифену. В ранних испытаниях, про-
веденных на клеточных линиях рака шейки матки 
KB3-1 и KBV-1, являющихся резистентными к вин-
бластину, продемонстрировано, что этот препарат, свя-
зываясь с P-gp, может снижать экскрецию винбластина 
и способствовать накоплению его внутри клетки, повы-
шая тем самым эффективность химиопрепаратов [105]. 
Аналогичные результаты получены на клеточной ли-
нии холангиокарциномы человека QBC939, рези-
стентной к адриамицину. В данном исследовании по-
казано, что применение тамоксифена способствовало 
снижению экспрессии P-gp, повышению внутрикле-
точной концентрации доксорубицина и усилению эф-
фекта не только доксорубицина, но и некоторых дру-
гих препаратов, например митомицина [106]. В ходе 
еще одного исследования были получены результаты, 
свидетельствующие о воздействии тамоксифена не 
только на P-pg, но и на MRP1. По мнению авторов, 
это приводит к нарушению взаимодействия противо-
опухолевых препаратов и транспортеров и, как след-
ствие, к ингибированию связанных механизмов МЛУ. 
При этом эффект антиэстрогенного препарата снижа-
ется за счет его инактивации при конкурентном свя-
зывании с АВС-транспортерами на пути к клеточным 
мишеням [107].

В недавно опубликованном исследовании, прове-
денном на клеточной линии яичников китайского 
хомяка CHORC5, резистентной к колхицину, и рака 
молочной железы человека MDA-Doxo400, устойчивой 
к доксорубицину в концентрации 400 нмоль, получе-
ны аналогичные результаты, подтверждающие эффек-
тивность тамоксифена как ингибитора ABCB1 [108]. 
Способность этого лекарственного средства повышать 
чувствительность химиорезистентных опухолевых 
клеток к химиопрепаратам, в частности доксорубици-
ну, была показана на ксенографтных моделях колорек-

тального рака, что подтверждалось значительным 
уменьшением размеров перевиваемых опухолей в груп-
пе экспериментальных животных, получавших выше-
указанную комбинированную терапию. Важно отме-
тить, что эффективность данной терапии не зависела 
от уровня экспрессии эстрогеновых рецепторов, что 
косвенно подтверждало офф-таргетный эффект та-
моксифена в химиосенситизации данных злокачест-
венных новообразований [109].

В клиническом исследовании, в котором прини-
мали участие пациенты с распространенными форма-
ми немелкоклеточного рака легкого, показано сниже-
ние уровня экспрессии P-gp в опухолевой ткани на 
фоне проведенной комбинированной терапии (доце-
таксел и тамоксифен). Важно подчеркнуть, что в груп-
пе больных, получавших данную терапию, у которых 
в опухолях наблюдалось снижение уровня экспрессии 
P-gp, отмечено существенное увеличение продолжи-
тельности как безрецидивного периода, так и показа-
телей общей выживаемости. Это подтверждает пато-
генетическую роль ингибирования активности 
ABC-транспортеров для сенситизации злокачествен-
ных новообразований к используемым в настоящее 
время химиопрепаратам [110].

ЗАКЛючЕНИЕ
Таким образом, подавление активности ABC-транс-

портеров в настоящее время по-прежнему рассматри-
вается в качестве одного из перспективных подходов 
как для повышения эффективности противоопухоле-
вой терапии у пациентов с неоперабельными, рециди-
вирующими и метастатическими опухолями, так и для 
минимизации системных побочных эффектов прово-
димой химио- и таргетной терапии. Несмотря на су-
щественный прогресс в понимании фундаментальных 
механизмов и принципов работы ABC-транспортеров, 
а также механизмов сенситизации опухолей к химио-
препаратам различных групп, отсутствие клинически 
значимых результатов комбинированного использова-
ния вышеуказанных лекарственных средств является 
мощным стимулом для поиска новых эффективных 
соединений, оказывающих селективное воздействие 
на функцию данных переносчиков. Также это подтверж-
дает многообразие молекулярных механизмов форми-
рования химиорезистентности опухолей.
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Современные представления о клинико-
эпидемических и молекулярно-генетических 
особенностях меланомы кожи и слизистых

В. А. Богданова1, Л. В. Спирина1, 2, С. Ю. Чижевская1, 2, И. В. Ковалева1, 2, К. В. Никульников2

1ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, 634050 Томск,  
Московский тракт, 2; 
2Научно-исследовательский институт онкологии ФГБУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр» 
Российской академии наук; Россия, 634009 Томск, пер. Кооперативный, 5

К о н т а к т ы : Людмила Викторовна Спирина spirinalvl@mail.ru

Меланома кожи и слизистых остается глобальной медицинской проблемой, что обусловлено ростом распространен-
ности этого заболевания и отсутствием адекватных молекулярно-генетических маркеров его диагностики и прогно-
за течения. Развитие молекулярных подходов в лечении данного вида опухоли связано с выявлением мутаций, 
а также с разработкой иммунотерапевтических и таргетных препаратов, способных повысить эффективность лече-
ния пациентов с данной патологией. Однако гетерогенность механизмов развития опухоли и формирование рези-
стентности представляют проблему. Стоит отметить наличие множества эпигенетических факторов, являющихся 
перспективными маркерами развития, диагностики и прогноза эффективности лечения меланомы кожи и слизистых. 
В настоящем обзоре собрана актуальная на данный момент информация о молекулярных механизмах заболевания, 
обусловленных генетическими особенностями опухоли и биологическими причинами резистентности к терапии. 
Особый интерес представляет перекрест сигнальных путей, связанных с меланоцит-индуцирующим транскрипци-
онным фактором (melanocyte inducing transcription factor, MITF), который ассоциирован с транскрипционными 
и ростовыми факторами, а также представляет собой мишень эпигенетической регуляции с помощью микроРНк 
и длинных некодирующих РНк.

Ключевые слова: меланома кожи, MAPK, BRAF, аутофагия, меланоцитиндуцирующий транскрипционный фактор, 
микроРНк, длинные некодирующие РНк
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Contemporary views on the clinical, epidemiological and molecular genetic characteristics  
of melanoma of the skin and mucous membranes

V. A. Bogdanova1, L. V. Spirina1, 2, S. Yu. Chizhevskaya1, 2, I. V. Kovaleva1, 2, K. V. Nikulnikov2

1Siberian State Medical University, Ministry of Health of the Russia; 2 Moskovsky Tract, Tomsk 634050, Russia; 
2Cancer Research Institute  of the Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences; 5 Cooperative Lane, 
Tomsk 634009, Russia

C o n t a c t s :  Lyudmila Viktorovna Spirina spirinalvl@mail.ru

Melanoma of the skin and mucous membranes remains a global medical problem, which is associated with the increasing 
prevalence of this disease and the lack of adequate molecular genetic markers for its diagnosis and prognosis. The de-
velopment of molecular approaches in the treatment of this type of tumor is associated with the identification of mu-
tations, and with the development of immunotherapeutic and targeted drugs that can improve the effectiveness  
of treatment of patients with this pathology. However, the heterogeneity of the mechanisms of tumor development  
and the formation of resistance are a problem. It is worth noting the presence of many epigenetic mechanisms that are 
promising markers of the development, diagnosis and prognosis of the effectiveness of treatment of melanoma of the 
skin and mucous membranes. This review contains up-to-date information on the molecular mechanisms of the disease 
associated with the genetic characteristics of the tumor and biological factors of resistance to therapy. Of particular 
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ВВЕДЕНИЕ
Меланома – наиболее агрессивная форма рака ко-

жи, возникающая в результате злокачественной транс-
формации меланоцитов. Она занимает особое место 
среди злокачественных опухолей кожи и является со-
циально значимой проблемой в связи с высоким уровнем 
летальности, что обусловлено большим метастатичес-
ким потенциалом опухоли и низкой эффективностью 
терапии на поздних стадиях заболевания [1]. По данным 
Всемирной организации здравоохранения, ежегодно 
в мире регистрируются в среднем 132 тыс. случаев ме-
ланомы. Самому большому риску заболеваемости ме-
ланомой кожи (МК) подвержены жители Австралии 
и Новой Зеландии, что связывают с расположением 
этих стран вблизи экватора, тонким озоновым слоем 
над ними и светлым цветом кожи у населения [2]. 
В России в 2021 г. выявлены 11 412 случаев меланомы 
(4588 мужчин, 6824 женщины). Также зарегистрированы 
3217 случаев смерти (1548 мужчин, 1669 женщин).

Меланома кожи – мультифакторное заболевание, 
обусловленное экологическими, фенотипическими, 
генетическими и другими факторами риска [3]. В ми-
ре происходят глобальные атмосферные изменения, 
по причине которых увеличивается воздействие уль-
трафиолетового (УФ) излучения на кожу. С этим фак-
том связывают рост заболеваемости меланомой 
во многих европейских странах; она входит в десятку 
наиболее часто выявляемых злокачественных ново-
образований [4].

Меланин – высокомолекулярный пигмент, не толь-
ко определяющий цвет кожи, но и защищающий ее 
от А- и В-спектров УФ-излучения [5–7]. Известно, 
что это излучение вызывает как гибель, так и злокаче-
ственную трансформацию клеток кожи и считается 
первостепенным фактором риска развития мелано-
мы [8–13]. В ряде эпидемиологических исследований 
показано наличие связи между пигментными харак-
теристиками и риском возникновения данной пато-
логии. Так, например, к возникновению меланомы 
больше предрасположены люди со светлой кожей [14], 
у которых меньше меланина и, соответственно, слабее 
защита от УФ-излучения, в отличие от людей с темной 
кожей [15].

На данный момент существенных различий в ге-
нетической предрасположенности к меланоме у муж-
чин и женщин не выявлено. Предполагают гендерные 

различия в отношении факторов риска, которые объяс-
няются разными образом жизни и поведенческими при-
вычками мужчин и женщин [16]. Так, согласно данным 
литературы, женщины с МК имеют лучший прогноз, 
чем мужчины, поскольку, как правило, в отличие от них 
ведут более здоровый образ жизни и чаще проходят ме-
дицинские осмотры, а ранние диагностика и начало ле-
чения определяют эффективность терапии [16].

К основным факторам риска развития меланомы 
относят возраст. Согласно статистическим данным, 
заболеваемость меланомой неуклонно растет и дости-
гает пика на 7-м и 8-м десятилетиях жизни [16]. В РФ 
средний возраст больных с впервые установленным 
диагнозом «меланома кожи» составляет 62 года.

Меланома может развиться из доброкачественных 
невусов или de novo. С учетом высокой частоты встре-
чаемости доброкачественных невусов потенциал 
 злокачественной трансформации этих поражений, 
к счастью, низок [17]. Между тем невусы, как и мела-
нома, в основном характеризуются наличием мутации 
в гене BRAF, что свидетельствует об этиологической 
значимости данного фактора [18].

В настоящее время все больше внимания уделяют 
генетическим факторам [19]. Примерно в 10 % случа-
ев меланомы носят семейный характер, при этом око-
ло трети семей, у членов которых выявлено это забо-
левание, имеют мутацию в гене CDKN2A [20]. 
У носителей мутации высокопенетрантного гена RB1 
риск развития меланомы в течение жизни в 4 раза вы-
ше, чем в общей популяции [21].

Известно, что однонуклеотидные замены в струк-
туре гена MITF связаны с 5-кратным возрастанием 
риска развития МК [5]. Кроме того, выделены не-
сколько ключевых вариантов генов пигментации, 
к которым относят MC1R (melanocortin 1 receptor), 
ASIP (agouti signaling protein), TYR (tyrosinase), SLC45A 
(solute carrier family 45 member 2), ассоциирующиеся 
с повышенным риском возникновения данной опухо-
ли [6]. Существуют 2 полиморфных варианта генов 
на хромосоме 20q11.22, транскрипция которых регу-
лируется генами PIGU (phosphatidylinositol glycan 
anchor biosynthesis class U) и MYH7B (myosin heavy 
chain 7B). Ген PIGU участвует в контроле клеточного 
цикла, а MYH7B достоверно связан с развитием неву-
сов. Оба этих гена ассоциированы с риском развития 
меланомы [7].
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Более 50 % всех случаев МК имеют активирующие 
му тации в BRAF, примерно 15–25 % – в NRAS, 19 % – 
мутации рецептора ERBB4 (erb-b2 receptor tyrosine 
kina se 4) [8]. Ген BRAF (7q34) кодирует серин-треони-
новую киназу, в случае мутации которой происходит 
гиперактивация митоген-активированных протеин-
киназ MEK и ERK [9]. Мутантный белок bRAF от-
вечает за гиперактивацию каскада MAPK, а также 
способствует выживанию меланомы с помощью регу-
ляции экспрессии и функционирования проапопто-
тических и антиапоптотических белков семейства Bcl-2 
(BMF, BIM, BAD) и MCL-1 [10]. При меланоме на 
участке кожи, не подверженном хроническому сол-
нечному повреждению, мутация BRAF зафиксирована 
в 59 % случаев, а при хронической инсоляции – в 11 %. 
При акральной меланоме мутацию данного гена обна-
руживают в 23 % случаев, при меланоме слизистых 
оболочек – в 11 % [11]. Интересен тот факт, что мута-
ция BRAF выявляется в 70 % случаев беспигментной 
меланомы, при этом в 89 % из них толщина опухоли 
составляет <1 мм. Современные методы секвенирова-
ния позволили открыть новые мутантные продукты 
BRAF. Согласно полученным данным, в результате хро-
мосомных транслокаций, в которые включен ген BRAF, 
образуются слитные белки, изменяющие эффектив-
ность применения таргетных препаратов [12].

МОЛЕКУЛЯРНыЕ МЕХАНИЗМы РАЗВИТИЯ 
МЕЛАНОМы КОЖИ
Молекулярные механизмы развития меланомы 

кожи крайне гетерогенны и связаны с вовлеченностью 
большого количества регуляторных факторов. К ним 
относят гиперактивацию сигнального каскада RAS-
МАРК, опосредованного наличием генетических му-
таций его компонентов, а также биологические осо-
бенности универсальных путей программируемой 
гибели клетки и аутофагии [13].

Гиперактивация сигнального пути RAS-МАРК на-
блюдается в 90 % случаев МК. В нормальной клетке 
этот сигнал стимулируется митогенами, гормонами 
или нейротрансмиттерами, связывающимися с тиро-
зин-киназными рецепторами, которые димеризуются 
и активируют ГTФазу RAS. В результате в клетке уве-
личивается уровень активной формы нуклеотид-свя-
зывающего белка RAS [22]. Он запускает активацию 
МАРК-каскада серин / треонин киназ RAF, MEK1 / 2 
и ERK1 / 2. Последние регулируют экспрессию генов, 
вовлеченных в клеточную пролиферацию, дифферен-
цировку и выживание, путем фосфорилирования 
транскрипционных факторов, например, ETS, ELK-1, 
MYC, или опосредованно влияют на такие молекулы, 
как p90-RSK.

В настоящее время все большее значение приобре-
тает изучение процесса аутофагии, который обуслов-
ливает не только гибель поврежденных клеток, но и их 
сохранение. С одной стороны, аутофагия препятству-
ет накоплению токсичных клеточных компонентов, 

тем самым отрицательно влияя на онкогенез, с другой 
стороны, на поздних стадиях развития опухолей, таких 
как меланома, она способствует ее выживанию в услови-
ях гипоксии и дефицита питательных веществ [23].

Интересно, что мутационный статус гена BRAF 
при меланоме по-разному влияет на аутофагию. Так, 
по данным исследований, проводимых на мышах, бы-
ло обнаружено, что она способствует росту данной 
опухоли при наличии мутации BRAF [24]. В то же вре-
мя отмечено, что аутофагия подавляет онкогенез у па-
циентов с BRAF-положительной МК [25]. При лече-
нии пациентов с меланомой высокоспецифическими 
ингибиторами BRAF аутофагия последовательно ин-
дуцировалась [26]. Было выдвинуто предположение, 
что она способствует развитию резистентности опухо-
левых клеток при лечении ингибиторами BRAF [25]. 
Следовательно, ингибирование процессов аутофагии 
может стать ключевым моментом в терапии пациен-
тов с МК.

Аутофагия регулируется сложным сигнальным кас-
кадом, который включает в себя убиквитиноподобные 
системы конъюгации, регуляторные белки аутофагии 
и инактивацию мишени рапамицина млекопитающих 
(mammalian target of rapamycin, mTOR) [27].

На сегодняшний день LC3 и Beclin 1 относят 
к потенциальным прогностическим биомаркерам ме-
ланомы. При индукции аутофагии LC3 конъюгиру-
ется с фосфатидилэтаноламином (PE) и образует 
мембраносвязанную форму LC3-II [28]. Повышенная 
иммуногистохимическая экспрессия LC3 показана 
при злокачественных меланомах по сравнению с до-
брокачественными невусами [29] и связана с метаста-
зированием опухоли и худшими исходами [30]. Хотя 
экспрессия LC3 является показателем статуса аутофа-
гии при меланоме, важно отметить, что превращение 
LC3-I в LC3-II является динамическим процессом, 
что ограничивает возможность рассмотрения эндоген-
ной экспрессии LC3 в качестве точного биомаркера 
статуса аутофагии [31].

Исследования показали, что у пациентов с низкой 
экспрессией Beclin 1 наблюдается высокий риск обра-
зования отдаленных метастазов [27, 30]. В то же время 
имеются противоречивые данные о сверхэкспрессии 
данного белка при прогрессировании меланомы, 
что ставит под сомнение его значимость как надеж-
ного прогностического биомаркера [29].

Не менее значимой в процессе аутофагии является 
секвестосома 1 / SQSTM1 (p62). Она представляет со-
бой каркасный белок, который переносит убиквити-
нированные белки в аутофагосому и разрушается вме-
сте с другим ее содержимым при слиянии с лизосомой. 
Таким образом, нарушение аутофагии связано с накоп-
лением p62 и является ключевым моментом начала 
опухолеобразования [32]. И наоборот, низкий уровень 
p62 характерен для реактивации аутофагии, которая 
наблюдается при меланомах поздних стадий и спо-
собствует повышению выживаемости опухоли. 
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Установлено, что постепенное увеличение экспрессии 
p62 характерно для меланомы ранней стадии, но впо-
следствии уровень данного белка снижается при про-
грессировании опухоли и ее метастазировании, что со-
гласуется с реактивацией аутофагии и ее парадоксальной 
ролью при меланоме [32]. Помимо этого, показано 
значительное повышение риска метастазирования 
при опухолях T2N0M0 стадии с низкой экспрессией 
p62 по сравнению с опухолями с его высокой экспрес-
сией [33]. Более того, не выявлено никакой связи p62 
с глубиной инвазии (по Бреслоу) или изъязвлением 
опухоли. В совокупности эти данные подчеркивают, что 
p62 является новым независимым прогностическим 
биомаркером меланом, который дает возможность 
осуществить более раннее терапевтическое вмеша-
тельство и снизить риск прогрессирования заболева-
ния [27].

ПЕРСПЕКТИВНыЕ МАРКЕРы В ДИАГНОСТИКЕ 
И ЛЕчЕНИИ МЕЛАНОМ КОЖИ
Как и при многих видах рака, ранняя диагностика 

и соответствующее лечение в значительной степени 
определяют прогноз и выживаемость пациентов с МК 
и слизистых. Поэтому в настоящее время особый ин-
терес вызывает открытие прогностических биомар-
керов, в роли которых могут выступать любые диаг-
ностические показатели, позволяющие выявить 
заболевание или оценить риски его возникновения. 
Определение биомаркеров поможет стратифициро-
вать пациентов при установлении первоначального 
диагноза в зависимости от возможных исходов заболе-
вания, а также выделить группы высокого риска про-
грессирования меланомы для раннего начала адъю-

вантной терапии с целью предотвращения развития 
метастазов.

Стоит отметить, что собрано много данных об осо-
бенностях регуляции процесса онкогенеза при разви-
тии меланомы микроРНК (miRNA) и длинными не-
кодирующими РНК (lncRNA). Одним из ключевых 
механизмов возникновения меланом является акти-
вация MITF. Он представляет собой главный регуля-
тор не только дифференцировки, пролиферации и вы-
живаемости меланоцитов, но и меланомагенеза [34]. 
Описаны несколько видов микроРНК, которые уча-
ствуют в его регуляции (см. рисунок).

Так, давно известен факт, что miRNA-148 
и miRNA-137 представляют собой дополнительный 
подход в регуляции экспрессии фактора MITF в мела-
ноцитах и клетках меланомы [35, 36]. В клеточных 
линиях меланомы, а также в образцах тканей часто 
амплифицируется и активируется miRNA-182 [37]. 
Замечено, что сверхэкспрессия этой микроРНК сти-
мулирует миграцию и выживание клеток меланомы 
путем прямого подавления экспрессии MITF и FOXO3 
(forkhead box O3). Также, помимо MITF, miRNA-182 
подавляет экспрессию BCL2, циклина D2 и функцио-
нирует как мощный опухолевый супрессор в клетках 
увеальной меланомы [38].

Известно, что miRNA-218 путем связывания с 3’-не-
транслируемой областью (3’-UTR) матричной РНК 
(мРНК) снижает синтез белка MITF, продукцию ти-
розиназы и стимулирует меланогенез кожи. Аналогич-
но miRNA-340 за счет взаимодействия с двумя сай-
тами-мишенями на мРНК MITF 3’-UTR приводит 
к ее деградации, с последующим снижением синтеза 
соответствующего белка [37].

MART1, PMEL7, TyR, 
DCT, AIM-1, TykP1

МикроРНК, способные регулировать меланоцит-индуцирующий транскрипционный фактор (MITF). HIF-1α – фактор, индуцируемый гипоксией 1-α
MicroRNA capable of regulating melanocyte inducing transcription factor (MITF). HIF-1α – hypoxia-inducible factor 1-α

miR-26a

miR-101

miR-137

miR-155

miR-182

miR-203

miR-218

miR-340

Ядро / Nucleus

Выживание клеток 
и пролиферация / Cell 

survival and proliferation

Инвазия / 
Invasion

Дифференцировка / 
Differentiation

AR

miR-539-3p

UCP13

miR-148

miR-211

BRN2

miR-542-3p
miR-200c

Wnt

HIF-1α, BCL2, 
BCL2A1, CDk2

MITF

C–MET, SLUG, 
TBX2, HIF-1α
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Кроме того, продемонстрировано, что miRNA-26a 
и miRNA-101 способны ингибировать инвазию и про-
лиферацию клеток меланомы, нацеливаясь на MITF 
[37], а miRNA-26 значительно замедляет рост опухо-
лей меланомы in vivo [39]. При этом изменение экс-
прессии MITF не связано с особенностями агрессив-
ного роста меланом и невусов. Также показано, что 
miRNA-203 является распространенной опухоле-
супрессивной микроРНК при меланоме [40].

Интересным является тот факт, что изменение 
транскрипционной активности генов-мишеней 
miRNA-211, таких как AP1S2, SOX11, IGFBP5 и SERINC3, 
способно усиливать инвазивные свойства опухоли 
[41]. Отмечают, что более низкие уровни miRNA-211 
наблюдались в высокоинвазивных клеточных линиях 
меланомы по сравнению с менее инвазивными. Про-
демонстрировано, что miRNA-211 ингибирует мигра-
цию и инвазию клеток меланомы [37]. Она также ин-
дуцирует потерю клеточной адгезии путем прямой 
регуляции мРНК NUAK1 – киназы, связанной 
с АМФ-активируемой протеинкиназой, которая экс-
прессируется при многих видах рака [42]. Кроме того, 
miRNA-211 играет большую роль в регуляции 
POU3F2 – фактора транскрипции домена POU, более 
известного как BRN2, хорошо зарекомендовавшего 
себя репрессора MITF, что позволяет предположить 
дальнейшее косвенное влияние miRNA-211 на разви-
тие метастазирования меланомы [37].

Обнаружено, что некоторые микроРНК играют 
роль в эпителиально-мезенхимальном переходе (ЭМП). 
Так, miR-200c, хорошо зарекомендовавшая себя как 
цент ральный регулятор ЭМП, оказалась полезной в его 
ингибировании при экспериментальной вакцинации 
против меланомы [37].

Аналогичным образом miR-542-3p является дру-
гим ключевым регулятором ЭМП. Обнаружено, что 
уровень miR-542-3p в клетках меланомы сильно сни-
жен по сравнению со здоровыми клетками. Допол-
нительное введение miR-542 3p ингибировало ЭМП 
и образование метастазов, вероятно, путем трансляци-
онного ингибирования фактора PIM1 – хорошо извест-
ного промотора роста и распространения рака [37].

Показано, что подавление изоформы MITF MITF-M 
воспалительными стимулами частично обуслов-
лено усилением регуляции miRNA-155. Так, данная 
 микроРНК модулировала индуцированное интер-
лейкином-1β (IL-1β) подавление экспрессии MITF-M 
в клетках меланомы. Это может представлять собой 
новый механизм выхода меланомы из-под иммунного 
надзора в воспалительной микросреде [43].

Обнаружено, что у пациентов с AR-положитель-
ной меланомой (AR – рецептор андрогена) показате-
ли выживаемости были хуже по сравнению с больны-
ми AR-отрицательной меланомой. Это объясняют тем, 
что AR может способствовать метастазированию ме-
ланомы через изменение сигнала miRNA-539-3p / 
 USP13 / MITF / AXL [44].

Известно, что MITF является основным регулято-
ром развития меланоцитов и критическим фактором 
в меланомагенезе. Меланоцит-индуцирующий транс-
крипционный фактор и связанные с ним транскрип-
ционные факторы TFEB и TFE3 играют большую роль 
в регуляции реакции аутофагии, вызванной голодани-
ем, при меланоме [45].

Помимо этого, по данным интегративного анали-
за прогноз пациентов с метастатической МК связан 
с аномальной экспрессией 5 lncRNA, 7 мRNA, а также 
5 miRNA (табл. 1, 2) [46]. Так, высокие уровни экс-
прессии мРНК CCR9 (рецептора бета-хемокинов) 
и CNR2 (связанного с G-белком рецептора, GPCR) 
положительно коррелировали с улучшением показа-
телей выживаемости пациентов с метастатической 
меланомой. В то же время в тканях метастатической 
меланомы выявлены низкие уровни экспрессии 
ESRP2 (РНК-связывающего белка hnRNP) и DIRAS2, 
которые положительно коррелировали с увеличением 
показателей выживаемости больных [46].

Обнаружено, что дифференциально экспресси-
руемые miRNA, такие как miRNA-29c, -100, -142-3p, 
-150 и -516a-2, были активированы в тканях метаста-
тической меланомы и положительно коррелировали 
с улучшением показателей выживаемости пациентов. 
Это указывает на то, что они могут быть ингибирующи-
ми факторами метастазирования меланомы [46].

Также у пациентов с метастатической меланомой 
выявлены 6 дифференциально экспрессируемых 
lncRNA: AC068594.1, C7orf71, FAM41C, GPC5-AS1, 
MUC19 и LINC00402. Высокие уровни экспрессии 
lncRNAs C068594.1 и C7orf71, которые были подавле-
ны при метастатической меланоме, положительно 
коррелировали с высокими показателями выживаемо-
сти. При этом у пациентов с более низкими уровнями 
экспрессии lncRNA FAM41C наблюдались более вы-
сокие показатели выживаемости. Более низкая экс-
прессия GPC5-AS1 MUC19, которые активировались 
при метастатической меланоме, и повышенная экс-
прессия LINC00402 связаны с улучшением показате-
лей выживаемости больных [46].

Кроме того, показано, что KCNQ1OT1 – длинная 
некодирующая РНК – способна активировать взаи-
модействие через путь miR-34a / STAT3, способствуя 
пролиферации, миграции и инвазии клеток мелано-
мы, в том числе их уходу от иммунного надзора [47]. 
Другая lncRNA – MSC-AS1 – способствует пролифе-
рации клеток меланомы, активируя путь miR-330-
3p / YAP1 [48]. При этом показана роль SNHG16-hsa-
let-7b-5p-TUBB4A в прогрессировании МК путем 
модуляции функции митохондрий, влияющей на кле-
точный метаболизм [49].

Относительно недавно был идентифицирован новый 
тип lncRNA – BASP1-AS1. Эта lncRNA может способст-
вовать развитию меланомы как in vivo, так и in vitro. Она 
активирует пролиферацию, инвазию и миграцию клеток 
меланомы, регулируя YBX1, и является неблагоприятным 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7037367/#B151-ijms-21-00878
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Таблица 1. МикроРНК (miRNA) и их функции

Table 1. MicroRNAs (miRNAs) and their functions

miRNA Функция 
Function

Источник 
Source

miRNA-26a

Ингибирует инвазию и пролиферацию клеток меланомы, изменяя продукцию 
меланоцит-индуцирующего транскрипционного фактора (MITF) 

Inhibits melanoma cell invasion and proliferation altering production of melanocyte inducing transcription 
factor (MITF) 

[39] 

miRNA-29c

Регулирует факторы транскрипции. Представители группы miRNA-29 могут действовать 
и как гены-супрессоры, и как гены-индукторы опухолей 

Regulates transcription factors. Members of miRNA-29 group can serve both as suppressor genes and as tumor 
inducer genes

[46] 

miRNA-100 Ингибирует метастазирование меланомы 
Inhibits melanoma metastases

[46] 

miRNA-101 Ингибирует инвазию и пролиферацию клеток меланомы через MITF 
Inhibits melanoma cell invasion and proliferation through MITF

[37] 

miR-137 Снижает экспрессию MITF в клетках меланомы 
Decreases MITF expression in melanoma cells

[36] 

miR-142-3p Ингибирует метастазирование меланомы 
Inhibits melanoma metastases

[46] 

miR-148 Снижает экспрессию MITF в клетках меланомы 
Decreases MITF expression in melanoma cells

[35] 

miR-150 Ингибирует метастазирование меланомы 
Inhibits melanoma metastases

[46] 

miR-155 Подавляет продукцию изоформы MITF MITF-M 
Suppresses production of MITF isoform MITF-M

[43] 

miR-182 Снижает продукцию MITF, BCL2 и циклина D2 
Decreases MITF, BCL2 and cyclin D2 production

[37, 38] 

miR-200c
Выступает центральным регулятором эпителиально-мезенхимального перехода 

при различных видах рака 
Serves as the central regulator of epithelial-mesenchymal transition in various cancers

[37] 

miR-203 Снижает экспрессию MITF в клетках меланомы 
Decreases MITF expression in melanoma cells

[40] 

miR-211
Ингибирует миграцию и инвазию клеток меланомы, регулирует экспрессию MITF 

через BRN2 
Inhibits melanoma cell migration and invasion, regulates MITF expression through BRN2

[37, 42] 

miR-218

Ингибирует миграцию и инвазию клеток меланомы. Подавляет экспрессию MITF. 
Блокирует синтез тирозиназы и стимулирует меланогенез кожи 

Inhibits melanoma cell migration and invasion. Suppresses MITF expression. Blocks production of tyrosine 
kinase and stimulates skin melanogenesis

[37] 

miRNA-340 Снижает экспрессию MITF 
Decreases MITF expression

[37] 

miR-516a-2 Ингибирует метастазирование меланомы 
Inhibits melanoma metastases

[46] 

miRNA-
539-3p

Способствует метастазированию меланомы 
Promotes melanoma metastases

[44] 

miRNA-
542-3p

Ингибирует эпителиально-мезенхимальный переход путем трансляционного 
ингибирования фактора PIM1 

Inhibits epithelial-mesenchymal transition through translational inhibition of PIM1 factor
[37] 
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Таблица 2. Длинные некодирующие РНК (lncRNA) и их функции

Table 2. Long-noncoding RNAs (lncRNAs) and their functions

lncRNA Функция 
Function

Источник 
Source

AC068594.1
Высокие уровни экспрессии положительно коррелируют с увеличением показателей 

выживаемости 
High expression levels positively correlate with survival rates

[46] 

C7orf71
Высокие уровни экспрессии положительно коррелируют с увеличением показателей 

выживаемости 
High expression levels positively correlate with survival rates

[46] 

FAM41C
Низкие уровни экспрессии положительно коррелируют с увеличением показателей 

выживаемости 
Low expression levels positively correlate with survival rates

[46] 

GPC5-AS1
Низкие уровни экспрессии положительно коррелируют с увеличением показателей 

выживаемости 
Low expression levels positively correlate with survival rates

[46] 

MUC19
Низкие уровни экспрессии положительно коррелируют с увеличением показателей 

выживаемости 
Low expression levels positively correlate with survival rates

[46] 

LINC00402
Высокие уровни экспрессии положительно коррелируют с увеличением показателей 

выживаемости 
High expression levels positively correlate with survival rates

[46] 

KCNQ1OT1 Способствует пролиферации, миграции и инвазии клеток меланомы через miR-34a / STAT3 
Promotes melanoma cell proliferation, migration and invasion through miR-34a / STAT3

[47] 

MSC-AS1 Способствует пролиферации клеток меланомы, активируя путь miR-330-3p / YAP1 
Promotes melanoma cell proliferation through activation of the miR-330-3p / YAP1 pathway

[48] 

TUBB4A
Модулирует функции митохондрий, влияющие на клеточный метаболизм через ось 

SNHG16-hsa-let-7b-5p-TUBB4A 
Modulates mitochondria functions affecting cell metabolism through the SNHG16-hsa-let-7b-5p-TUBB4A axis

[49] 

BASP1-AS1 Способствует пролиферации, инвазии и миграции клеток меланомы через регуляцию YBX1 
Promotes melanoma cell proliferation, invasion and migration through YBX1 regulation

[50] 

прогностическим показателем и потенциальной тера-
певтической мишенью при меланоме [50].

ЗАКЛючЕНИЕ
Таким образом, эпидемиологические особенности 

распространенности МК и слизистых, особенности ди-
агностики этой опухоли и персонифицированного ле-
чения являются актуальными проблемами практиче-
ской онкологии. При выборе индивидуализированной 
тактики лечения данной категории пациентов необхо-
димо учитывать значение сигнального каскада MAPK 
и наличие ключевой мутации гена BRAF. Невысокая 
эффективность терапии и развитие резистентных форм 

опухоли привели к активному изучению других онко-
генных механизмов, например аутофагии. В настоящий 
момент становится понятным, что гетерогенность МК 
и активация других значимых онкогенных механиз-
мов являются причинами низкой  результативности 
лечебных мероприятий. Стоит отметить, что возмож-
ность регуляции биологических процессов в разви-
тии меланомы с помощью значимых молекулярных 
факторов, в частности при участии фактора MITF, 
а также малых и длинных некодирующих РНК, явля-
ется более перспективным направлением, чем им-
мунная и таргетная терапия и классические схемы 
полихимиотерапии.
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Терапия онкогематологических заболеваний на основе Т-клеток с химерным антигенным рецептором (chimeric 
antigen receptor, CAR) открыла новую эру в борьбе с раком крови. Результаты применения клеточной терапии ока-
зались настолько перспективными, что на рынке уже появились 7 коммерческих препаратов для ее проведения. 
Однако CAR-T-терапия при солидных опухолях оказалась не очень эффективной. к тому же возник ряд проблем, 
таких как антигенная гетерогенность данных опухолей, иммуносупрессивное микроокружение, слабая инфильтрация 
опухоли иммунными клетками, истощение и снижение пролиферативной активности и цитотоксичности CAR-T-кле-
ток внутри опухоли, ускользание целевого антигена опухоли, токсичность терапии. Для их решения предпринима-
ются усилия, направленные на совершенствование и улучшение методики лечения солидных опухолей. Химиотера-
пия является стандартом лечения большого количества злокачественных новообразований. ее также применяют 
перед началом клеточной терапии для лимфодеплеции и лучшего приживления вводимых CAR-T-клеток. показано, 
что химиотерапия может снижать иммуносупрессивное воздействие опухолевого микроокружения, разрушать строму 
и способствовать лучшей инфильтрации опухоли СAR-T-клетками, улучшая их выживаемость, персистенцию и цито-
токсичность, а также влияя на метаболизм иммунных клеток внутри опухоли. Однако эффективность комбиниро-
ванного применения ХТ и CAR-T-клеточной терапии зависит от многих факторов: типа опухоли, дозы и схемы лече-
ния, популяции CAR-T-клеток и индивидуальных особенностей организма. Аналогично обстоят дела и с лучевой 
терапией, которая может как повышать чувствительность опухоли к лечению, так и способствовать выживаемости 
опухолевых клеток. 
В этом обзоре рассматривается применение CAR-T-терапии при солидных опухолях, затрагиваются основные проб-
лемы лечения данных новообразований, пути их решения, а также вопросы возможности использования комбини-
рованного подхода для улучшения эффективности клеточной терапии.

Ключевые слова: адоптивная клеточная терапия, химерный антигенный рецептор, CAR-T-клетка, химиотерапия, 
солидные опухоли
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The introduction of chimeric antigen receptor (CAR) T-cell therapy has revolutionized the treatment of hematological 
diseases, particularly in combating blood cancer. The success of this cell therapy approach has led to the development 
of approximately seven commercial CAR-T based drugs. However, the application of CAR-T therapy for solid tumors has 
proven to be less effective due to challenges such as the varied antigens in solid tumors, an immunosuppressive tumor 
environment, limited immune cell infiltration, reduced CAR-T cell activity and toxicity issues. To solve these problems, 
scientists are making efforts to improve and improve the methods of treatment of solid tumors. Chemotherapy is the 
standard treatment for a large number of malignant neoplasms. It is also used before starting cell therapy for lympho-
depletion and better engraftment of injected CAR-T cells. It has been shown that chemotherapy can reduce the immu-
nosuppressive effect of the tumor microenvironment, destroy the stroma, and promote better infiltration of the tumor 
by CAR-T cells, improving their survival, persistence, cytotoxicity, and influencing the metabolism of immune cells inside 
the tumor. The effectiveness of combining chemotherapy and CAR-T cell therapy relies on various factors such as tumor 
type, dosage, treatment schedule, CAR-T cell composition, and individual biological traits. Similarly, radiation therapy 
can enhance tumor cell vulnerability to specific treatments while also supporting tumor cell survival.
In this review, we discuss the use of CAR-T therapy to combat solid tumors, regarding the challenges of treating solid 
tumors, ways to overcome them, and also touch upon the possibility of using combination treatments to improve  
the effectiveness of cell therapy.

Keywords: adoptive cell therapy, chimeric antigen receptor, CAR-T cell, chemotherapy, solid tumors
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ВВЕДЕНИЕ
С развитием науки и технологии появляются но-

вые методы лечения онкологических заболеваний. По-
степенно происходит отказ от вредных системных ви-
дов воздействия, приводящих к нарушению работы 
всего организма. Внимание специалистов привлекают 
более физиологичные, избирательные и эффективные 
виды терапии. Традиционные методы лечения, такие 
как хирургия, лучевая (ЛТ) и химиотерапия (ХТ), име-
ют серьезные недостатки. У многих пациентов с мета-
статическим или рецидивирующим заболеванием раз-
вивается резистентность опухолей к прошлым схемам 
терапии [1, 2].

Одним из самых перспективных направлений ле-
чения онкологических заболеваний является иммуно-
терапия, в частности адоптивная клеточная терапия. 
Ее суть заключается в использовании иммунных кле-
ток человека в борьбе с опухолевыми заболеваниями. 
Клетки отбираются из крови пациента (аутологичные) 
или донора (аллогенные) до начала противоопухоле-
вой терапии, генетически перепрограммируются на 
обнаружение опухолевого антигена, культивируются 
и вводятся в организм, где они находят и уничтожают 
опухолевые клетки [3].

Клеточная терапия онкогематологических заболе-
ваний на основе Т-клеток с химерным антигенным 
рецептором (chimeric antigen receptor, CAR) (СAR-T-
клеток) показала высокие результаты [3, 4]. Примене-
ние анти-CD19- и анти-BCMA-CAR-T-клеток для 

лечения B-клеточного лимфобластного лейкоза и B-кле-
точной лимфомы одобрено Управлением по санитарно-
му надзору за качеством пищевых продуктов и медика-
ментов США (Food and Drug Administration, FDA) [5]. 
Результаты терапии CAR-T-клетками оказались весьма 
обнадеживающими, и в мире уже зарегистрированы  
7 коммерческих препаратов на основе этих клеток: 
Kymriah (tisagenlecleucel), Yescarta (axicabtagene 
ciloleucel), Tecartus (brexucabtagene autoleucel), Breyanzi 
(lisocabtagene maraleucel), Abecma (idecabtagene 
vicleucel), Carvykti (ciltacabtagene autoleucel) и Carteyva 
(relmacabtagene). 

В настоящее время в мире проходят испытания мно-
гочисленных модификаций CAR-T-клеток, нацеленных 
на CD19, CD20, CD22 и другие антигены [6–8]. 

Терапия на основе Т-клеток с химерным антиген-
ным рецептором изменила подход к лечению онкоге-
матологических заболеваний, особенно благодаря ши-
роким возможностям модификации CAR, который 
может быть внедрен не только в лимфоциты, но и в дру-
гие иммунные клетки, такие как макрофаги и NK-
клетки (NK – естественные киллеры) [9–11].

Химерный антигенный рецептор представляет со-
бой сложную структуру на основе Т-клеточного ре-
цептора (TCR). Расположенный на T-клетке СAR свя-
зывается со специфическим антигеном-мишенью на 
поверхности опухолевой клетки независимым от главно-
го комплекса гистосовместимости (major histocompatibility 
complex, MHC) образом и запускает активацию внутри-
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клеточных сигнальных путей, которые инициируют 
амплификацию CAR-T-клеток, их пролиферацию  
и механизмы цитотоксического действия [12–14]. 
Структура CAR представлена на рис. 1.

Современные CAR состоят из 4 основных доменов:
1) внеклеточного, содержащего легкие и тяжелые фраг-

менты моноклонального антитела, представленные 
одноцепочечным вариабельным фрагментом (ScFv) 
и участвующие в распознавании антигена;

2) шарнирного, регулирующего гибкость и стабиль-
ность рецептора, а также обеспечивающего связыва-
ние вне- и внутриклеточных областей (в основе – 
спейсеры IgG или CD8);

3) трансмембранного, выступающего линкером между 
шарнирной областью и эндодоменом CAR и влия-
ющего на гибкость и эффективность рецептора (пред-
ставлен белками 1-го типа CD3ζ, CD28 и CD8а);

4) внутриклеточного, представленного тирозинсодер-
жащим активирующим мотивом иммунорецептора 
(ITAM), состоящего из основного сигнального доме-

на CD3ζ или FcεRIγ, в комбинации с которым ис-
пользуются костимулирующие домены CD28, 4-1BB 
(CD137) и OX40 (CD134) для повышения эффектив-
ности и стабильности CAR. Данный домен запуска-
ет каскад реакций, индуцирующий перфорин-гран-
зим-опосредованный механизм цитотоксичности 
Т-клеток [15].
В настоящее время существуют 5 поколений CAR-

T-клеток, различающихся по структуре эндодомена:
 – 1-е поколение CAR состоит из одного сигнального 
домена на основе структуры TCR. Отсутствие кости-
мулирующих сигналов в CAR данного поколения 
приводит к слабой пролиферации, персистенции  
и противоопухолевой цитотоксичности [16];

 – 2-е поколение CAR имеет костимулирующий домен, 
способствующий лучшей активации CAR-T-клеток. 
Этот домен представлен CD28, ICOS, OX40  
и 4-1BB, которые увеличивают выработку CAR-
клетками интерейкина-2 (IL-2), что предотвращает 
их апоптоз, увеличивает пролиферативную и цито-

Рис. 1. Структура химерного антигенного рецептора (CAR) различных поколений и взаимодействия Т-клеток с химерным антигенным рецепто-
ром (CAR-T) и опухолевой клетки. Рецептор CAR состоит из внеклеточного, внутриклеточного доменов и трансмембранной области. Различные 
поколения CAR характеризуются в первую очередь наличием дополнительных костимулирующих доменов во внутриклеточном домене. IL-12 – 
интерлейкин-12; IL-2Rβ – интерлейкин-2Rβ; ITAM – тирозинсодержащий активирующий мотив иммунорецептора
Fig. 1. Representation of the chimeric antigen receptor structure of different principles and the interaction of chimeric antigen receptor (CAR) T- (CAR-T) and tumor 
cell. The CAR receptor consists of an extracellular domain, a transmembrane region, and an intracellular domain. Different generations of CARs primarily have additional 
co-stimulatory domains in the intracellular domain. IL-12 – interleukin-12; IL-2Rß – interleukin-2Rß; ITAM – immunoreceptor tyrosine-based activation motif
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токсическую способность по сравнению с CAR 
1-го поколения [17];

 – 3-е поколение CAR содержит 2 отдельные кости-
мулирующие молекулы (CD28 и 4-1BB), которые 
еще больше повышают пролиферацию, цитоток-
сичность и стабильность СAR-Т-клеток по сравне-
нию с двумя предыдущими поколениями [18];

 – 4-е поколение CAR – клетки, перенаправленные  
на антигеннеограниченное цитокининициируемое 
уничтожение (бронированные CAR (TRUCK)). Это 
поколение CAR характеризуется лучшим противо-
опухолевым ответом за счет повышенной секреции 
различных интерлейкинов (IL-7, -12, -15, -21) [19];

 – 5-е поколение CAR основано на модификации  
и добавлении в структуру внутриклеточного доме-
на 2-го поколения CAR фрагментов цепи, отвеча-
ющих за активацию дополнительных сигнальных 
путей. Включение дополнительного домена, отве-
чающего за экспрессию рецептора IL-2Rβ, способ-
ствует активации сигнального пути JAK-STAT для 
поддержания еще более выраженного противоопу-
холевого иммунного ответа [20].

Несмотря на совершенствование конструкции 
CAR и многообещающие результаты использования 
CAR-T-терапии в онкогематологии, этот вид терапии при 
солидных опухолях все еще остается малоэффективным 
[21]. В настоящее время проводятся клинические иссле-
дования CAR-T-клеточных препаратов в лечении данных 
новообразований (гепатоцеллюлярной карциномы [22], 
рака легкого [23], желудка [24]) с применением различных 
модификаций CAR, нацеленных на CEA, EGFR/
EGFRvIII (EGFR – рецептор эпидермального фактора 
роста), GD2, HER2, MSLN, MUC1 и другие антигены. 
Показано, что терапия нейробластомы анти-GD2- CAR-
T-клетками неэффективна; наблюдалось прогрессирова-
ние заболевания [25]. Лечение карциномы почки с при-
менением анти-CAIX CAR-T-клеток оказалось мало- 
результативным: продемонстрировано практически пол-
ное отсутствие клинического ответа [26]. Аналогичные 
данные получены при терапии ретинобластомы анти-
CD171-CAR-T-клетками [27], карциномы поджелудоч-
ной железы с метастазами анти-EGFR-CAR-T-клетками 
[28], специфичными к EGFR, рака толстой кишки анти-
HER2-CAR-T-клетками [29].

Рис. 2. Процесс роста опухоли. Под действием выделяемых опухолевыми клетками факторов роста происходит выработка фибробластами 
коллагена, фибронектина и эластина. Данные вещества образуют фиброзную капсулу опухоли, являющуюся физическим барьером для иммунных 
клеток и затрудняющую их инфильтрацию. По мере роста опухоли в ее центре образуются участки гипоксии и некроза, среда внутри опухоле-
вого очага становится неблагоприятной для иммунных клеток, что приводит к их низкой эффективности и преждевременной гибели. TGF-β – 
трансформирующий фактор роста β; PDGF – фактор роста тромбоцитов; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов
Fig. 2. Tumor growth process. Under the influence of growth factors secreted by tumor cells, fibroblasts produce collagen, fibronectin, and elastin. These 
substances form a fibrous capsule of the tumor, which is a physical barrier for immune cells and impedes their infiltration. As the tumor grows, areas of hypoxia 
and necrosis form in the center, the environment inside the tumor focus becomes unfavorable for immune cells, which leads to their low efficiency and premature 
death. TGF-β – transforming growth factor β; PDGF – platelet-derived growth factor; VEGF – vascular endothelial growth factor
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В ходе исследований были выявлены как положи-
тельные стороны CAR-T-терапии, так и ее ограниче-
ния. Для определения причин низкой эффективности 
данного метода лечения при солидных опухолях необ-
ходимо учитывать различия между гематологическими 
и солидными опухолями, в первую очередь примени-
тельно к их структуре, клеточному составу, механизмам 
защиты, а также особенности состава CAR-T-клеточ-
ных препаратов и метаболизма самих CAR-T-клеток.

СОЛИДНыЕ ОПУХОЛИ
Главная особенность солидных опухолей и их отличие 

от гематологических заключается в образовании опухоле-
вого очага, который имеет определенную форму, границы 
и может быть представлен различными типами клеток: 
раковыми, здоровыми, в том числе иммунными и внекле-
точным матриксом. При этом стоит отметить, что рако-
вые клетки обладают полиморфизмом и генетическим 
атипизмом не только по отношению к здоровым,  
но и к опухолевым клеткам. Данная гетерогенность созда-
ет существенные трудности для таргетной терапии. 

Морфологически очаг опухолевых клеток имеет ядро 
и оболочку. С ростом опухоли происходят изменения как 
внутри очага, так и в окружающих тканях. Первичный 
очаг опухоли отграничивается от здоровых клеток орга-
низма фиброзной капсулой, состоящей из коллагеновых 
волокон, образуемых фибробластами. На ранних этапах 
роста опухоли между раковыми клетками и компонента-

ми опухолевого микроокружения развиваются динами-
ческие отношения, которые способствуют выживанию 
раковых клеток, локальной инвазии и метастатическому 
распространению. По мере роста опухолевого очага вну-
три опухоли нарушаются трофика и оксигенация, что 
приводит к гипоксии и некрозу опухолевых клеток в цен-
тре очага. Клетки опухолевого микроокружения под воз-
действием гипоксии начинают выделять факторы роста, 
стимулирующие рост сосудов вблизи опухоли, что уси-
ливает поступление к ней питательных веществ. При 
этом сосуды опухолевого очага сильно отличаются от 
нормальных сосудов: в них отсутствуют базальная мем-
брана, эндотелий и перициты. В отдельных капиллярах 
стенка сосудов представлена самими опухолевыми клет-
ками. Этапы развития опухоли показаны на рис. 2.

Онкобелки, продуцируемые опухолью, сами  
по себе могут выполнять роль сигнальных молекул, 
стимулирующих рост опухоли и сосудов, также они 
способны влиять на клетки опухолевого микроокру-
жения, перепрограммируя их для защиты опухоли  
от иммунного надзора [30–32].

ОПУХОЛЕВОЕ МИКРООКРУЖЕНИЕ
Клетки, окружающие солидную опухоль, форми-

руют ее микроокружение. К ним относятся стромаль-
ные, дендритные клетки, макрофаги, NK-клетки, T-, 
B-лимфоциты и др. Основные функции клеток пред-
ставлены в табл. 1, 2 и рис. 3.

Таблица 1. Роль иммунных клеток в опухолевом микроокружении

Table 1. The role of immune cells in the tumor microenvironment

Тип клеток 
Cell type

Расположение 
Location

Эффект 
Effect

Проонкогенный 
Pro-oncogenic

Антионкогенный 
Anti-oncogenic

Т-клетки 
T cells

Могут распола-
гаться по пери-
ферии опухоли 
или инфильтри-
ровать ее 
Located at the peri- 
phery of the tumor 
or infiltrate it

Treg регулируют активность иммунного 
ответа, снижая его, отвечают за секрецию 
цитокинов (интрелейкина-2), экспресси-
руют факторы роста, способствуют выжи-
ванию опухоли, играют большую роль 
в иммуносупрессивном окружении опухо-
ли. Th2 замедляют активацию B-клеток 
и продуцируют интерлейкин-10. Th-9 спо-
собствуют метастазированию опухоли. 
Th-17 стимулируют пролиферацию клеток 
опухоли, инвазию и метастазирование, при-
влекают большее количество мезенхималь-
ных стволовых клеток в очаг воспаления 
Tregs regulate the activity of the immune response, 
decrease it, responsible for cytokine secretion 
(interleukin-2), express growth factors, promote 
tumor survival, play a major role in the tumor’s 
immunosuppressive environment. Th2 slows down 
the activation of B cells and produces interleukin-10. 
Th-9 promotes tumor metastasis. Th-17 stimulate 
tumor cell proliferation, invasion, and metastasis, 
attract more T cells to the site of inflammation

Т-хелперы (Th-1) регулируют активность цито-
токсических клеток (CD8+-Т-клеток, NK-кле-
ток), увеличивая их пролиферацию и перси-
стенцию. Вызывают повышенную экспрессию 
главного комплекса гистосовместимости типа I 
в опухолевых клетках. Th-9 выделяют интерлей-
кин-9, взаимодействуют с дендритными клетка-
ми для увеличения презентации ими опухоле-
вых антигенов. Th-17 через рецептор интерлей-
кина-17 способны вызывать апоптоз в клетках 
опухоли, стимулируют поляризацию макрофа-
гов и экспрессию рецепторов на поверхности 
NK-клеток. Цитотоксические Т-клетки 
секретируют цитокины, IFN-γ, гранзимы и 
перфорины, уничтожают опухолевые клетки 
T helper cells (Th-1) regulate the activity of cytotoxic cells 
(CD8+ T cells, NK cells) by increasing their proliferation 
and persistence. Induce increased the main histocompa-
tibility complex of type I expression in tumor cells. Th-9 
secrete interleukin-9, interact with dendritic cells to 
enhance tumor antigen presentation. Th-17 through the 
interleukin-17 receptor can induce apoptosis in tumor cells, 
stimulate macrophage polarization, and receptor expression 
on NK cell surfaces. Cytotoxic T cells secrete cytokines, 
IFN-γ, granzymes, and perforins, destroying tumor cells
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Тип клеток 
Cell type

Расположение 
Location

Эффект 
Effect

Проонкогенный 
Pro-oncogenic

Антионкогенный 
Anti-oncogenic

B-клетки 
B cells

Инфильтрируют 
опухоль, обра-
зуют третичные 
лимфоидные 
структуры внутри
нее 
Infiltrate, form ter- 
tiary lymphoid struc- 
tures inside the tumor

Регуляторные клетки способствуют 
агрессивному росту опухоли, оказывают 
иммуносупрессивное воздействие на 
макрофаги, нейтрофилы, Т-клетки, 
секретируют интерлейкин-10, TGF-β 
Regulatory cells promote aggressive tumor growth, 
have immunosuppressive effects on macrophages, 
neutrophils, T cells, secrete interleukin-10, 
transforming growth factor beta TGF-β

Вырабатывают опухолеспецифичные антите-
ла, воспалительные цитокины и участвуют 
в презентации опухолевых антигенов T-клеток 
Development of tumor-specific antibodies, inflammatory 
cytokines, and presentation of tumor antigens to T cells

Макрофаги 
Macrophages

Могут распола-
гаться по пери-
ферии опухоли 
или инфильтри-
ровать ее 
Located at the peri- 
phery of the tumor 
or infiltrate it

Макрофаги 2-го типа (М2) посредством 
противовоспалительных цитокинов 
(интерлейкин-4) снижают эффективность 
иммунных клеток, а VЕGF способствуют 
ангиогенезу и дальнейшему росту опухоли 
Type 2 macrophages (M2) through anti-inflammatory 
cytokines (interleukin-4) reduce the effectiveness 
of immune cells, and VEGF promote angiogenesis 
and further tumor growth

Воспалительные макрофаги (М1) участвуют 
в уничтожении опухоли, фагоцитозе, презен-
тации антигенов 
Inflammatory macrophages (M1) participate in tumor 
destruction, phagocytosis, and antigen presentation

Дендрит-
ные клетки 
Dendritic 
cells

Инфильтрируют 
опухоль 
Infiltrate the tumor

Вещества, секретируемые внутри опухоле-
вого микроокружения, способны воздей-
ствовать на дендритные клетки и вызы-
вать у них толерантность к опухолевым 
антигенам, тем самым предотвращая актива-
цию противоопухолевых Т-лимфоцитов 
Substances secreted within the tumor 
microenvironment can impact dendritic cells and 
induce tolerance to tumor antigens, thereby 
preventing activation of anti-tumor T lymphocytes

Распознают опухолевые антигены и предо-
ставляют их Т-клеткам, секретируют цито-
кины (интерлейкин-6) и фактор некроза 
опухоли 
They recognize tumor antigens and present them to cells 
of adaptive immunity, secrete cytokines (interleukin-6) 
and tumor necrosis factor

NK-клетки 
NK cells

Циркулируют 
в крови, обнару-
живая опухоле-
вые клетки, на-
ходятся в микро-
окружении опу-
холи или ин-
фильтрируют ее 
Circulate in the 
blood detecting 
tumor cells, located 
in the microenviron- 
ment or infiltrate 
the tumor

Предотвращают образование опухолевых 
клеток и их метастазов, однако из-за 
иммуносупрессивного микроокружения 
малоэффективны в солидных опухолях 
They are highly effective in preventing the 
formation of tumor cells and their metastases, 
however, they are less effective in solid tumors due 
to the immunosuppressive microenvironment

Принимают участие в уничтожении опухоле-
вых клеток путем клеточно-опосредованного 
апоптоза или активации воспалительного 
процесса 
Natural killer cells participate in the destruction of tumor 
cells through cell-mediated apoptosis or activation  
of the inflammatory process

Нейтро-
филы 
Neutrophils

Инфильтрируют 
опухоль 
Infiltrate the tumor

Выделяют матриксную металлопротеина-
зу 9 (MMP-9), активируя ремоделирова-
ние внеклеточного матрикса опухолевого 
микроокружения, стимулируют ангиоге-
нез (VEGF), способствуя росту и выжива-
емости опухоли 
Secrete matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) 
activating remodeling of the tumor microenviron-
ment extracellular matrix, and stimulate angiogene- 
sis (VEGF), thereby promoting tumor growth  
and survival by activating the inflammatory process

Активируют воспалительный процесс за счет 
высвобождения провоспалительных цитоки-
нов и активных форм кислорода 
They activate the inflammatory process through  
the release of proinflammatory cytokines and reactive 
oxygen species

Примечание. NK – естественные киллеры; TGF-β – трансформирующий фактор роста β; IFN-γ – интерферон γ; 
VEGF – фактор роста эндотелия сосудов. 
Note. NK – natural killers; IFN-γ – interferon-γ; TNF-α – tumour necrosis factor α; VEGF – vascular endothelial growth factor.

Окончание табл. 1

End of table 1
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Таблица 2. Проопухолевый эффект стромальных клеток в опухолевом микроокружении

Table 2. Pro-tumor effect of stromal cells tumor microenvironment

Тип клеток 
Cell type

Расположение 
Location

Роль 
Role

Клеточный компонент 
Cellular components

Эндотелиальные 
клетки сосудов 
Endothelial cells  
of blood vessels

В сосудах, внутри 
и снаружи опухоли 
Vessels inside  
and outside the tumor

Гипоксия приводит к активации факторов, индуцируемых гипоксией (HIF), 
факторов транскрипции, имеющих решающее значение для координации 
клеточных ответов на низкое содержание кислорода. Факторы, индуцируемые 
гипоксией, инициируют прорастание сосудов, инструктируя экндотелиальные 
клетки секретировать проангиогенные факторы, такие как PDGF, EGF и VEGF. 
Аутокринным и паракринным образом VEGF стимулирует миграцию клеток 
эндотелия с образованием новых просветов кровеносных сосудов. Затем эндотели-
альные клетки секретируют белки для формирования новых базальных мембран  
Hypoxia leads to activation of hypoxia-inducible factors (HIFs), transcription factors that are crucial 
for coordinating cellular responses to low oxygen levels. Hypoxia-inducible factors initiates vessel 
sprouting by instructing endothelial cells to secrete pro-angiogenic factors, such as PDGF, EGF,  
and VEGF. Autocrine and paracrine VEGF stimulates endothelial cell migration with the formation 
of new blood vessel lumens. Then endothelial cells secrete proteins to form new basement membranes

Опухолеассоци-
ированные 
фибробласты 
Tumor-associated 
fibroblasts

Внутри опухоли 
Inside tumor 

Основной компонент стромы опухоли, создают физический барьер для 
проникновения иммунных клеток в опухолевый очаг, создавая капсулу опухоли 
The main component of the tumor stroma, creating a physical barrier to the infiltration  
of immune cells into the tumor focus, forming a tumor capsule

Адипоциты 
Adipocytes

Внутри опухоли 
Inside tumor 

Находятся в динамических и реципрокных отношениях с опухолевыми 
клетками, чтобы поддерживать прогрессирование опухоли. Способны питать 
опухолевые клетки, секретируют металлопротеиназы (MMP), такие как 
MMP-1, -7, -10, 11 и -14 
Adipocytes are in dynamic and reciprocal relationships with tumor cells to support tumor 
progression. They are capable of nourishing tumor cells, secreting metalloproteinases (MMP) 
such as MMP-1, MMP-7, MMP-10, MMP-11, and MMP-14.

Неклеточные компоненты 
Non-cellular components

Внеклеточный 
матрикс (колла-
геновые волокна, 
фибронектин, 
ламинин, элас-
тан и др.) 
The extracellular 
matrix (collagen 
fibers, fibronectin, 
laminin, elastin, and 
others)

Внутри и снаружи 
опухоли 
Inside and outside 
tumor 

Составляет большую часть солидной опухоли (до 60 % ее массы). Большое 
количество коллагеновых волокон и фибробласты приводят к десмоплазии, 
блокируют инфильтрацию иммунными клетками опухолевого очага 
This structure makes up a large part of the solid tumor, comprising up to 60 % of the tumor mass. 
A high number of collagen fibers lead to desmoplasia, blocking the infiltration of immune cells 
into the tumor site

Экзосомы 
Exosome

Внутри и снаружи 
опухоли 
Inside and outside 
tumor

Способствуют воспалению, прогрессированию опухоли, ангиогенезу и мета-
стазированию 
Contribute to inflammation, tumor progression, angiogenesis, and metastasis

Примечание. PDGF – фактор роста тромбоцитов; EGF – эпидермальный фактор роста; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов. 
Note. PDGF – platelet-derived growth factor; EGF – epidermal growth factor; VEGF – vascular endothelial growth factor.

Клетки Th1 проявляют заметную противоопухо-
левую активность. Они продуцируют различные 
цитокины (интерферон γ (IFN-γ), фактор некроза 
опухоли α (TNF-α), IL-2 и интерлейкин-21 (IL-21))  
и способствуют активации противоопухолевого отве-
та, привлекая цитотоксические CD8+-Т-, NK- и дру-
гие клетки. При этом Т-клетки секретируют гранзи-

мы и перфорины, которые приводят к уничтожению 
клеток-мишеней. Клетки Th17, продуцируя цитокин 
IL-17, индуцируют поляризацию макрофагов 1-го типа 
(М1) и рекрутирование противоопухолевых иммунных 
клеток (NK- и CD8+-Т-клеток). Клетки Th2 проявляют 
как противоопухолевые свойства посредством секре-
ции IL-4 (активирует NK-клетки и способствует поля-
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ризации макрофагов), так и иммуносупрессивные 
свойства посредством подавления активации B-клеток. 
Регуляторные Treg-клетки в опухоли препятствуют про-
тивоопухолевым процессам, подавляя активность эф-
фекторных Т-клеток за счет продукции иммуносупрес-
сивных цитокинов (трансформирующего фактора 
роста β (TGF-β), интерлейкина-10 (IL-10) и интерлей-
кина-35 (IL-35)), потребления IL-2, подавления анти-
генпрезентирующих клеток. Также существенную роль 
в подавлении противоопухолевой активности играют 
мезенхимальные стволовые клетки, которые продуци-
руют индоламин-2,3-диоксигеназу (IDO).

МЕХАНИЗМы РАЗВИТИЯ  
ОПУХОЛЕВОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ
Развитие опухолевой резистентности представля-

ет собой сложный и многофакторный процесс. Наи-
более частыми причинами резистентности опухоли  
к CAR-T-терапии являются:

 – отсутствие универсального опухолевого антигена 
из-за большой гетерогенности антигенов, экспрес-
сируемых на мембране опухолевых клеток;

 – ускользание опухолевого антигена вследствие ча-
стичной или полной потери целевого опухолевого 
антигена (за счет этого опухоль становится неви-
димой для иммунных клеток, в том числе и CAR-
T-клеток) [33];

 – агрессивная среда внутри опухоли. Вследствие 
нарушения метаболизма внутри опухолевого очага 
развиваются гипоксия, ацидоз, недостаток пита-
тельных веществ, некроз, что приводит к сниже-
нию эффективности или гибели иммунных клеток, 
проникающих внутрь опухоли;

 – иммуносупрессивное опухолевое микроокруже-
ние, которое ингибирует реакции противоопухо-
левого ответа (рис. 4).
Все эти факторы приводят к слабой инфильтрации 

CAR-T-клеток опухолевой стромы и низкому уровню 
персистенции иммунных клеток внутри опухоли [34].

Одной из причин развития резистентности явля-
ются молекулы иммунных контрольных точек (напри-
мер, лиганда рецептора программируемой клеточной 
гибели 1 (PD-L1) на опухолевых и/или стромальных 
клетках), которые связываются с рецептором програм-

Рис. 3. Опухолевое микроокружение. В зависимости от типа опухоли клетки микроокружения могут оказывать как противоопухолевый, так  
и иммуносупрессивный эффект. При этом одни и те же клетки с течением времени способны играть разные роли в развитии опухоли. Особая роль 
принадлежит Тreg-клеткам, которые блокируют противоопухолевый ответ. TGF-β – трансформирующий фактор роста β; TNF-α – фактор 
некроза опухоли α; IFN-γ –интерферон γ; IL-2 – интерлейкин-2; IL-4 – интерлейкин-4; IL-10 – интерлейкиин-10; IL-12 – интерлейкин-12; 
IL-17 – интерлейкин-17; IL-21 – интерлейкин-21; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; MMP-9 – матриксная металлопротеиназа 9; M1 – 
макрофаги 1-го типа; M2 – макрофаги 2-го типа; PD-1 – рецептор программируемой клеточной гибели 1; PD-L1 – лиганд рецептора программи-
руемой клеточной гибели 1; IDO – индоламин-2,3-диоксигеназа; NK – естественные киллеры; Neu – нейтрофилы; ДК – дендритные клетки
Fig. 3. Tumor microenvironment. Depending on the tumor type, microenvironmental cells can have both antitumor and immunosuppressive effects. Moreover, 
the same cells can play different roles in tumor development over time. A special role belongs to Treg cells, which block the antitumor response. TGF-β – 
transforming growth factor β; TNF-α – tumour necrosis factor α; IFN-γ – interferon-γ; IL-2 – interleukin-2; IL-4 – interleukin-4; IL-10 – interleukin-10; 
IL-12 – interleukin-12; IL-17 – interleukin-17; IL-21 – interleukin-21; VEGF – vascular endothelial growth factor; MMP-9 – matrix metalloproteinase 9; 
M1 – type 1 macrophages; M2 – type 2 macrophages; PD-1 – programmed cell death 1; PD-L1 – programmed death-ligand 1; IDO – indolamine-2,3-
dioxygenase; NK – natural killers; Neu – neutrophils; DC – dendritic cells
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мируемой клеточной гибели 1 (PD-1) на CAR-Т-клет-
ках и снижают их противоопухолевую активность [35]. 
Клетки опухоли и ее микроокружение могут представ-
лять собой непроницаемое препятствие для CAR-T-
клеток, что приводит к недостаточной инфильтрации 
опухолевой ткани [36, 37]. Неблагоприятная среда 
внутри опухоли, накопление молочной кислоты [38], 
нехватка аргинина и триптофана [39] снижают по-
движность Т-клеток, их пролиферацию и цитотоксич-
ность [40, 41].

Стоит также отметить, что клеточный состав пре-
парата играет определенную роль в выживаемости 
вводимых CAR-T-клеток внутри солидной опухоли. 
Известно, что стадия дифференцировки Т-клеток 
влия ет на их метаболизм, цитотоксичность и перси-
стенцию [42]. В состав CAR-T-клеточного лекарствен-
ного средства могут входить T-клетки различной ста-
дии дифференцировки:

 – наивные;
 – центральной памяти (стволовые);
 – центральной памяти;
 – памяти (эффекторные);
 – эффекторные;
 – терминально дифференцированные.
В зависимости от преобладания тех или иных по-

пуляций Т-лимфоцитов происходит изменение уров-
ня цитотоксичности в отношении опухолевых клеток 
(наибольшее у Т-клеток терминальной дифференци-
ровки

 
и Т-клеток

 
памяти (эффекторных)), персистен-

ции (наибольшая у наивных Т-клеток и T-клеток цен-
тральной памяти (стволовых)), а от стадии диффе- 
ренцировки зависит основной путь метаболизма (окис-
лительное фосфорилирование (OXPHOS) или глико-
лиз). Так, Т-клетки начальных стадий дифференци-
ровки характеризуются лучшей выживаемостью  
за счет способности к самообновлению и пролифера-

Рис. 4. Причины резистентности солидных опухолей к CAR-T-клеточной терапии. Гетерогенность опухолевых антигенов, ускользание целевого 
антигена, иммуносупрессивное микроокружение, фиброзная капсула опухоли, истощение и анергия CAR-T-клеток создают ряд трудностей  
в эффективном лечении солидных опухолей. IL-10 – интерлейкин-10; TGF-β – трансформирующий фактор роста β; PD-L1 – лиганд рецептора 
программируемой клеточной гибели 1; IDO – индоламин-2,3-диоксигеназа; М2 – макрофаги 2-го типа; ДК – дендритные клетки; CAR-T –  
Т-клетки с химерным антигенным рецептором; МСК – мезенхимальные стволовые клетки; Neu – нейтрофилы
Fig. 4. Reasons for resistance of solid tumors to CAR-T cell therapy. Heterogeneity of tumor antigens, target antigen escape, immunosuppressive microenvironment, 
fibrous tumor capsule, and CAR-T cell depletion and anergy pose a number of challenges to the effective treatment of solid tumors. IL-10 – interleukin-10; 
TGF-β – transforming growth factor β; PD-L1 – ligand of the receptor for programmed cell death 1; IDO – indolamine-2,3-dioxygenase; M2 – type 2 
macrophages; DC – dendritic cells; CAR-T – T cells with a chimeric antigen receptor; MSC – mesenchymal stem cells; Neu – neutrophils
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ции; в их метаболизме преобладает путь OXPHOS. 
Клетки терминальных стадий дифференцировки, ос-
новным путем метаболизма которых является глико-
лиз, обладают худшей выживаемостью, но лучшей 
цитотоксичностью [43, 44]. Таким образом, клеточный 
состав CAR-T-препарата играет большую роль в про-
тивоопухолевом ответе.

Ограничения CAR-T-терапии, связанные с опухолью 
и ее микроокружением, не являются единственными. Ци-
токиновый шторм, нейротоксичность, токсичность on-
target/off-tumor, синдром лизиса опухоли, реакция «транс-
плантат против хозяина», аллергические реакции – самые 
распространенные осложнения при клеточной терапии 
[45, 46]. Чтобы снизить риск их возникновения и повы-
сить безопасность CAR-T-клеток, разрабатываются но-
вые подходы к терапии. Для уменьшения токсичности, 
повышения эффективности лечения и профилактики 
развития резистентности предложено использовать ком-
бинированные подходы, включающие в себя комбина-
цию ЛТ, ХТ и новых методов иммунотерапии (например, 
CAR-T-терапии) [47, 48]. Такие стратегии могут позволить 
преодолеть ограничения и повысить эффективность 
CAR-T-терапии солидных опухолей.

ХИМИОТЕРАПИЯ СОЛИДНыХ ОПУХОЛЕЙ
Химиотерапия является стандартом лечения он-

кологических заболеваний и в настоящее время при-
меняется практически при всех видах рака. Выделяют 
цитостатический и цитотоксический механизмы воз-
действия фармпрепаратов на опухолевые клетки.  
В первом случае происходят замедление и остановка 
роста опухоли, во втором – ее уничтожение [49]. В на-
стоящее время существует широкий спектр фармпре-
паратов, которые воздействуют на различные мишени. 
Самыми распространенными и давно применяемыми 
из них являются алкилирующие антинеопластические 
лекарственные средства, к которым относятся произ-
водные бис-B-хлорэтиламина, нитрозомочевины  
и препараты платины. Еще одна распространенная 
группа химиопрепаратов включает антиметаболиты: 
антагонисты пуринов и пиримидинов. К современным 
химиотерапевтическим лекарственным средствам 
можно отнести ингибиторы топоизомераз, ингибито-
ры образования веретен деления, интеркаланты и тар-
гетные препараты на основе золота и специфичных 
антител [50]. Основными недостатками большинства 
химиопрепаратов являются системное воздействие  
и побочные реакции. При этом чувствительность каж-
дого человека к тому или иному химиопрепарату ин-
дивидуальна и требует тщательного анализа. Для ре-
шения данных проблем необходимо строго соблюдать 
правила подбора курса ХТ, начиная с расчета дозы 
лекарственного средства и определения длительности 
курса для каждого пациента и заканчивая выбором 
способа введения и использованием современных тар-
гетных химиопрепаратов, которые обладают меньшей 
токсичностью для организма.

В ХТ солидных опухолей особую роль играет комби-
нированное применение различных химиопрепаратов 
для достижения терапевтического эффекта и предотвра-
щения развития химиорезистентности. Известны приме-
ры создания цифровой платформы, позволяющей оце-
нить синергизм различных лекарственных средств при их 
комбинированном применении [51]. 

Химиотерапия способна преодолеть ограничения 
CAR-T-клеточной-терапии и сделать опухоль более 
восприимчивой к ней. Так, циклофосфамид вызывает 
деплецию супрессорных клеток в опухолевом микро-
окружении, увеличивает экспансию цитотоксических 
CD8+-эффекторных Т-клеток внутрь опухолевого оча-
га [52]. Карбоплатин увеличивает поляризацию макро-
фагов и блокирует экспрессию контрольных точек 
PD-L1/L2 на поверхности опухолевых клеток, а в ком-
бинации с таксаном и антрациклином усиливает про-
дукцию цитокинов Т-клетками и рекрутинг иммунных 
клеток в опухолевый очаг [53]. Паклитаксел и доксе-
таксел улучшают инфильтрацию CAR-T-клеток (их 
проникновение в опухоль), разрушая строму опухоле-
вого микроокружения и делая ее более пригодной для 
действия иммунных клеток, что останавливает рост 
опухоли [54–56]. Дакарбазин увеличивает секрецию 
цитокинов макрофагами и опухолевыми клетками для 
привлечения большого количества иммунных клеток. 

Однако стоит отметить, что ХТ наряду с положи-
тельными сторонами имеет ряд серьезных побочных 
эффектов, связанных с острой и хронической токсич-
ностью, требующих внимания и контроля.

ЛУчЕВАЯ ТЕРАПИЯ СОЛИДНыХ ОПУХОЛЕЙ
Лучевая терапия – метод воздействия на опухоле-

вые клетки высокоэнергетическим излучением с целью 
их уничтожения. Под воздействием излучения внутри 
клеток происходит ионизация частиц и депонируется 
энергия, что приводит к локальному нагреву, измене-
нию метаболизма и повреждению генетического аппа-
рата клеток опухоли с последующей их гибелью. 

В основе ЛТ лежит различие в радиочувствительно-
сти здоровых клеток и клеток опухоли. Быстро пролифе-
рирующие клетки с высокой митотической активностью, 
к которым относятся опухолевые и стволовые клетки, 
более чувствительны к воздействию радиации, так как за 
короткий промежуток времени не успевают восстановить 
повреждения генетического аппарата перед пролифера-
цией. Повреждения накапливаются, в то же время высо-
кодифференцированные клетки с низкой пролифератив-
ной активностью успевают восстановиться и обладают 
большей устойчивостью к облучению [57].

Лучевую терапию можно разделить на неоадъю-
вантную (предоперационную, направленную на 
уменьшение размеров опухоли) и адъювантную (на-
правленную на уничтожение единичных опухолевых 
клеток, оставшихся после операции). Первая позволя-
ет нерезектабельные опухоли сделать резектабельными, 
а вторая – предотвратить метастазирование микроско-
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пических опухолевых фрагментов. Лучевую терапию 
применяют и как самостоятельный метод при локали-
зованных опухолях (карциномах кожи, головы, шеи, 
лимфомах), и в комбинации с другими видами тера-
певтического воздействия, которые используются при 
местно-распространенных злокачественных опухолях, 
в том числе при раке молочной железы, саркомах и др.

Лечебный эффект ЛТ заключается как в непосред-
ственном, так и в косвенном повреждении ДНК опу-
холевых клеток, вызванном свободными радикалами, 
которые образуются в результате ионизации или воз-
буждения водного компонента клеток под действием 
излучения. Под его влиянием с течением времени на-
ступает гибель опухолевых клеток, что зависит от боль-
шого количества факторов и сопровождается апоптозом 
или другими видами клеточной гибели: митотической 
катастрофой, некрозом, аутофагией или старением, так-
же заканчивающимся апоптозом. Лучевое воздействие 
увеличивает экспрессию молекул MHC класса I и улуч-
шает распознавание цитотоксическими Т-клетками 
опухолевых клеток [47, 58, 59].

Лучевая терапия может также обладать и проопу-
холевым эффектом. Радиационно-индуцированные 
апоптотические раковые клетки активируют макро-
фаги 2-го типа (M2), которые в свою очередь секрети-
руют различные противовоспалительные цитокины, 
включая TGF-β и IL-10 [60]. Облученные опухоли 
также могут рекрутировать большое количество ней-
трофилов CD11b+Gr1+. Присутствие TGF-β в микро-
среде опухоли индуцирует продвижение проопухоле-
вых нейтрофилов N2 и активацию путей PI3K-Akt, 
RHOA, MAPK и SMAD [61]. Кроме того, облучение 
вызывает усиление экспрессии PD-L1 в опухолевых 
клетках, что в свою очередь блокирует действие акти-
вированных Т- и NK-клеток против опухолей [62].

Таким образом, ЛТ является важным видом лече-
ния онкологических заболеваний, и ее применение  
в комбинации с другими методами лечения может по-
зволить преодолеть проблемы, связанные с развитием 
резистентности и рецидивов.

КОМБИНИРОВАННОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
ХИМИОТЕРАПИИ, ЛУчЕВОЙ И CAR-T-ТЕРАПИИ
Достижения в комбинированной терапии солид-

ных опухолей позволили надеяться на повышение 
эффективности лечения рака [63–65]. Комбинирован-
ный подход позволяет обойти ограничения монотера-
пии, снизить риск развития нежелательных явлений 
(уменьшив дозу и время воздействия). Имеются под-
тверждения того, что комбинированное лечение по-
вышает эффективность CAR-T-терапии и способно 
уменьшить побочные эффекты [66, 67]. Основными 
звеньями комбинированного подхода являются моди-
фикация опухолевого микроокружения, повышение 
экспрессии опухолевых антигенов, улучшение выжи-
ваемости иммунных клеток внутри опухоли и сниже-
ние токсичности терапии [63, 68].

Комбинация ХТ и CAR-T-терапии позволяет со-
кратить количество циклов ХТ, тем самым уменьшить 
негативное воздействие на организм. Перед началом 
CAR-T-терапии (за 5–6 дней до нее) проводят лимфо-
деплеционную ХТ для создания благоприятного ми-
кроокружения опухоли с целью пролиферации и пер-
систенции CAR-T-клеток в организме пациента. При 
этом важным является как снижение иммунной реак-
ции на введенные CAR-T-клетки, так и изменение 
опухолевого микроокружения и уменьшение его им-
муносупрессивного воздействия.

Химические соединения, проникая в опухолевые 
клетки, способны повышать экспрессию специфич-
ных антигенов на их поверхности, и они становятся 
заметнее для иммунных клеток. К таким антигенам 
относятся DAMP, HMGB1, MIC и RAET1/ULBP, экс-
прессирующиеся при повреждении и злокачественном 
перерождении клеток [69]. Также при повреждении 
опухолевые клетки выделяют в окружающее простран-
ство INF-g, что способствует привлечению иммунных 
клеток. В ряде исследований показано, что карбопла-
тин способен усиливать эффект CAR-T-клеток, наце-
ленных на рецептор Erb-B. Это приводит к более бы-
строй деградации опухолевых клеток [70–72]. Также 
ХТ способна влиять на микроокружение опухоли,  
в частности снижать ее иммуносупрессивные свойства. 
Главными механизмами уменьшения иммуносупрес-
сии микроокружения является воздействие химичес-
ких соединений на связанные с опухолью Тreg-клетки 
и супрессорные клетки миелоидного происхождения 
(MDSC). Ингибирование химиопрепаратами имму-
нодепрессантов, таких как IL-10, TGF-β и молекулы 
иммунных контрольных точек, позволяет повысить 
эффективность и персистенцию CAR-T-клеток [73]. 
Обнаружено, что опухолевые и иммуносупрессивные 
клетки микроокружения обладают большей чувствитель-
ностью к химиопрепаратам, чем нормальные. Это дает 
возможность сохранить силу иммунного ответа при при-
менении химиопрепаратов, направленных на снижение 
активности иммуносупрессивных клеток.

Согласно некоторым исследованиям, первичная 
ХТ циклофосфамидом (Cy) резко повышает перси-
стенцию и ответ CD19–CAR-T-клеток. За счет увели-
чения экспрессии рецепторов М6Ф (маннозо-6-фос-
фатных) на поверхности опухолевых клеток под 
воздействием этого препарата происходит увеличение 
цитотоксичности Т-клеток [74, 75]. Наиболее часто 
используемой схемой лимфодеплеционной ХТ в ком-
бинации с CAR-T-терапией является сочетание Cy  
и флударабина (Flu). Комбинация этих препаратов  
с CAR-T-терапией позволяет повысить эффектив-
ность лечения за счет снижения аутоиммунитета  
к CAR-T-клеткам, синтеза IDO, играющую большую 
роль в иммуносупресии CAR-T-клеток, а также повы-
сить синтез цитокинов. В одном из исследований для 
лечения пациентов с B-клеточной неходжкинской 
лимфомой, резистентной к Сy, применялся бендамус-
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тин. Этот препарат оказался менее токсичным и вы-
зывал меньшее количество побочных реакций по срав-
нению с Cy [76]. По результатам исследования оказалось, 
что бендамустин в сочетании с Flu более эффективен  
в лечении ходжкинской лимфомы анти-CD30-CAR-T-
клетками, чем бендамустин или Cy и Flu по отдельно-
сти [77]. В настоящее время проводятся оптимизация 
протоколов лимфодеплеционной ХТ и поиск других 
возможных соединений.

Совместное применение химиопрепаратов и CAR-
T-терапии позволяет блокировать аутоиммунные ре-
акции на CAR-T-клетки, снизить иммуносупрессию 
в опухолевом микроокружении и увеличить безопас-
ность обоих видов терапии [78]. Сами CAR-T-клетки 
также способны повышать восприимчивость опухоле-
вых клеток к ХТ и снижать их резистентность к химио-
препаратам за счет изменения метаболизма, высвобо-

ждая различные вещества. Обнаружено, что одной из 
причин химиорезистентности может быть наличие 
глутатиона и цистеина, вырабатываемых фибробла-
стами. Секретируемый же СAR-T-клетками IFN-γ 
способен изменять метаболизм фибробластов путем воз-
действия на сигнальный путь JAK/STAT, восстанавливая 
чувствительность опухоли к химиопрепаратам [79]. Еще 
одним механизмом повышения эффективности комби-
нированного применения ХТ является стимулирование 
макрофагов, вырабатывающих хемокины, позволяющие 
CAR-T-клеткам адгезироваться на поверхности опухоле-
вых клеток. Также было обнаружено, что синтез CCL5 
опухолевыми клетками после ХТ привлекает в опухоле-
вый очаг Т-клетки, синтезировавшие IFN-γ, который  
в свою очередь способствовал мобилизации макрофагов 
и дендритных клеток. Далее макрофаги и дендритные 
клетки экспрессировали CXCL9, что привлекало в 

Рис. 5. Комбинированное применение различных видов терапии солидных опухолей. Химиотерапия за счет воздействия на опухолевое микроокру-
жение способствует лучшей инфильтрации и выживаемости Т-клеток с химерным антигенным рецептором (CAR-T-клеток), которые в свою 
очередь способны изменять метаболизм клеток опухоли, делая их более восприимчивыми к воздействию химиопрепаратов. Лучевая терапия 
уменьшает размеры опухоли, делает ее более чувствительной к химиотерапии и клеточной терапии. IFN-γ – интерферон γ; M1 – макрофаги  
1-го типа; М2 – макрофаги 2-го типа; MDSC – супрессорные клетки миелоидного происхождения
Fig. 5. Combined use of different types of therapies in the treatment of solid tumors. Chemotherapy, by influencing the tumor microenvironment, promotes better 
infiltration and survival of T cells with a chimeric antigen receptor (CAR-T cells), which in turn are able to change the metabolism of tumor cells, making them 
more susceptible to the effects of chemotherapy. Radiation therapy helps shrink the tumor, making it more sensitive to chemotherapy and cell therapy. IFN-γ – 
interferon γ; M1 – type 1 macrophages; M2 – type 2 macrophages; MDSC – myeloid-derived suppressor cells
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опухоль дополнительные CXCR3+Т-клетки [75, 80]. 
Согласно данным современных исследований неко-
торые химиотерапевтические препараты, такие как 
таксаны и алкалоиды барвинка, могут облегчить иден-
тификацию опухолевых клеток за счет увеличения 
воздействия кальретикулина и разрушения клеток 
опухоли, приводящего к высвобождению большого 
количества опухолевых антигенов [81].

ЗАКЛючЕНИЕ
За последнее десятилетие методы и подходы в тера-

пии онкологических заболеваний претерпели револю-

цию. Традиционно лекарственные средства воздейст-
вовали на опухоли более широко (например, ХТ),  
в настоящее же время новые терапевтические стратегии 
позволяют оказывать влияние на специфические клет-
ки в рамках опухолевого микроокружения. Проблема 
резистентности опухолей к терапии все еще остается 
актуальной, однако уже имеются определенные успеш-
ные шаги к ее решению. Современные данные позво-
ляют сделать вывод о том, что применение ХТ усили-
вает потенциал CAR-T-клеток в лечении солидных 
опухолей и такая комбинация открывает новые пер-
спективы для дальнейших исследований.
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Экспрессия транскрипционных, ростовых 
факторов, компонентов сигнального пути  
AKT/mTOR, рецепторов и лигандов 
программируемой клеточной гибели ткани 
меланомы

К.В. Никульников1, В.А. Богданова2, Л.В. Спирина1, 2, С.Ю. Чижевская1, 2, И.В. Кондакова1,  
Е.Л. Чойнзонов1, 2, В.И. Чернов1

1 Научно-исследовательский институт онкологии ФГБУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр» 
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тракт, 2

К о н т а к т ы : константин Валерьевич Никульников Kast10sha91@mail.ru

Введение. Меланома представляет собой опасное новообразование кожи, характеризующееся злокачественным  
и агрессивным течением. Транскрипционные и ростовые факторы, компоненты сигнального пути AKT/mTOR (mTOR – 
мишень рапамицина млекопитающих), рецепторы и лиганды программируемой клеточной гибели задействованы  
в значимых процессах онкогенеза.
Цель исследования – изучение экспрессии компонентов сигнального пути AKT/mTOR, транскрипционных и росто-
вых факторов, AMPK, LC3B, рецептора программируемой клеточной гибели 1 (PD-1) и его лигандов PD-L1 и PD-L2  
в тканях опухолей кожи и слизистых.
Материалы и методы. В исследование включены 21 пациент с верифицированной меланомой кожи различных 
локализаций и слизистых оболочек полости носа Т1а–4вN0M0 (I–IV стадий) и 18 пациентов с базально-клеточным 
раком кожи различных локализаций Т1–4N0M0 (I–VIA стадий) в возрасте от 45 до 72 лет, проходившие лечение  
в отделении опухолей головы и шеи Научно-исследовательского института онкологии Томского национального ис-
следовательского медицинского центра и имеющие разный инвазивный потенциал. Наличие изъязвления опухоли 
выявляли путем проведения микроскопии и регистрации истинного отсутствия эпидермиса над новообразованием. 
экспрессию компонентов сигнального пути AKT/mTOR, транскрипционных и ростовых факторов, AMPK, LC3B, PD-1, 
PD-L1 и PD-L2 в ткани опухоли определяли с помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Результаты. В тканях меланом выявлено повышение экспрессии 70 S6 киназы и VHL по сравнению с базально-кле-
точным раком. при этом наличие признаков изъязвления ассоциировано с низким уровнем матричной РНк (мРНк), 
c-RAF, транскрипционного ядерного фактора каппа B (NF-kB) p50 и фактора, индуцируемого гипоксией 1 (HIF-1), на 
фоне роста экспрессии фактора, индуцируемого гипоксией 2 (HIF-2). Исследование молекулярных особенностей 
новообразований в связи с толщиной опухоли по Бреслоу позволило выявить вклад в опухолевую прогрессию 
транскрипционных и ростовых факторов, интенсивности процессов внутриклеточного сигналинга, модификации 
микроокружения опухоли, процессов аутофагии и неоангиогенеза.
Заключение. Выявлены молекулярные и биологические особенности меланом, связанные с инвазивным ростом 
опухоли. Для злокачественных новообразований кожи характерно повышение экспрессии 70 S6 киназы и VHL. при-
знаки изъязвления и инвазия опухоли ассоциированы с изменением транскрипционных факторов, индукцией 
ключевых маркеров онкогенеза, что способствует формированию инвазивного потенциала опухоли.

Ключевые слова: меланома, компоненты сигнального пути AKT/mTOR, транскрипционный ядерный фактор каппа B, 
фактор, индуцируемый гипоксией 1, фактор, индуцируемый гипоксией 2, AMPK, LC3B, рецептор программируемой 
клеточной гибели 1, лиганд рецептора программируемой клеточной гибели 1, лиганд рецептора программируемой 
клеточной гибели 2
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Transcriptional, growth factors, components of the AKT/mTOR signaling pathway, receptors  
and ligands of programmed cell death expression in melanoma 

K.V. Nikulnikov1, V.A. Bogdanova2, L.V. Spirina1, 2, S.Yu. Chizhevskaya1, 2, I.V. Kondakova1, E.L. Choynzonov1, 2, V.I. Chernov1

1Cancer Research Institute of the Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences; 5 Cooperative Lane, 
Tomsk 634009, Russia; 
2Siberian State Medical University, Ministry of Health of the Russia; 2 Moskovsky Tract, Tomsk 634050, Russia

C o n t a c t s :  Konstantin Valerievich Nikulnikov Kast10sha91@mail.ru

Introduction. Melanoma is the most dangerous neoplasm of the skin, characterized by a malignant and aggressive course. 
Transcriptional and growth factors, components of the AKT/mTOR signaling pathway, receptors and ligands of programmed 
cell death are involved in significant processes of oncogenesis.
Aim. To study the expression of components of the AKT/mTOR (mTOR – mammalian target of rapamycin) signaling pathway, 
transcription and growth factors, expression of AMPK, LC3B, programmed cell death 1 (PD-1), programmed death-ligand 1 
PD-L1 and programmed death-ligand 2 (PD-L2) in skin and mucosal tumor tissues.
Materials and methods. The study included 21 patients with a verified diagnosis of melanoma of the skin of various localiza-
tions and mucous membranes of the nasal cavity T1a–4bN0M0 (I–IV stages) and 18 patients with basal cell carcinoma  
of the skin of various localizations T1–4N0M0 (I–VIA stages), aged 45 to 72 years old, who were treated in the department  
of head and neck tumors of the Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center. The presence of tumor 
ulceration was determined by microscopy and registration of the true absence of the epidermis over the tumor or due to trau-
matization of the epidermis. Expression of components of the AKT/mTOR signaling pathway, transcription and growth 
factors, expression of AMPK, LC3B, PD-1, PD-L1 and PD-L2 in the tumor tissue was determined by real-time polymerase 
chain reaction.
Results. An increase in the expression of 70 S6 kinase and VHL was found in melanoma tissues compared to basal cell 
carcinoma. At the same time, the presence of signs of ulceration was associated with a low level of c-RAF, nuclear factor 
kappa B (NF-kB) p50 and hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) matrix RNA (mRNA) against the background of an increase 
in the expression of the hypoxia-inducible factor 2 (HIF-2) transcription factor. The study of the molecular features  
of neoplasms in relation to the tumor thickness according to Breslow revealed the contribution of transcription and 
growth factors, the intensity of intracellular signaling processes, modification of the microenvironment, autophagy and 
neoangiogenesis. 
Conclusion. The molecular and biological features of melanomas associated with invasive tumor growth have been 
identified. An increase in the expression of 70 S6 kinase and VHL are characteristic of a malignant skin tumor.  
The presence of signs of ulceration and tumor invasion were associated with a change in the transcriptional character-
istics of factors with the induction of key markers, oncogenesis, which contributes to the formation of the invasive 
potential of the tumor.

Keywords: melanoma, components of the AKT/mTOR signaling pathway, nuclear factor kappa B, hypoxia-inducible factor 1, 
hypoxia-inducible factor 2, AMPK, LC3B, programmed cell death 1, programmed death-ligand 1, programmed death-ligand 2

For citation: Nikulnikov K.V., Bogdanova V.A., Spirina L.V. et al. Transcriptional, growth factors, components of the AKT/
mTOR signaling pathway, receptors and ligands of programmed cell death expression in melanoma. Uspekhi molekulyar-
noy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2024;11(1):46–54. (In Russ.). DOI: https://doi.org/10.17650/2313-
805X-2024-11-1-46-54

ВВЕДЕНИЕ
Меланома представляет собой опасное новообра-

зование кожи, характеризующееся злокачественным 
и агрессивным течением. Согласно исследованию, 
которое проводилось на основе данных GLOBOCAN, 
если показатели заболеваемости меланомой в 2020 г. 
останутся стабильными, то к 2040 г. они увеличатся при-
мерно в 1,5 раза [1]. В 2020 г. в России частота встречае-
мости этой патологии составила чуть больше 14 % случа-
ев всех злокачественных новообразований кожи, при 
этом она стала причиной смерти 70 % больных с дан-
ной опухолью [2, 3].

Меланома развивается в результате нескольких 
генетических изменений, при этом ультрафиолетовое 
излучение часто выступает в качестве мутагенного 

фактора риска [4]. Глубокое знание разнообразия мо-
лекулярных сигнальных путей различных типов мела-
номы позволяет лучше охарактеризовать их и предо-
ставляет инструменты для разработки методов лечения, 
основанных на воздействии сигналов, продвигаемых 
этими каскадами [5]. К основным молекулярно-гене-
тических маркерам данной опухоли относится мутация 
BRAF, распространенность которой составляет 60–80 % 
всех злокачественных опухолей кожи [6, 7].

В последние годы значительные успехи в лечении 
пациентов с меланомой связаны с применением ин-
гибиторов тирозинкиназы BRAF/MEK [8]. В эпоху 
молекулярно-таргетной терапии точное выявление 
мутации BRAF при данном заболевании становится все 
более важным с учетом влияния гетерогенности BRAF, 

https://doi.org/10
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возникающей на разных этапах развития опухоли,  
на выживаемость больных [9]. В настоящее время по-
лагают, что вариабельность поведения опухоли опосре-
дована гетерогенностью молекулярных каскадов, за-
действованных в развитии меланомы, гиперактивацией 
сигнальных путей AKT/mTOR (mTOR – мишень рапа-
мицина млекопитающих), MAPK, а также ключевыми 
процессами онкогенеза аутофагии и апоптоза [10, 11]. 
Белок LC3B (MAP1LC3B) является центральным бел-
ком в пути аутофагии, где он участвует в выборе суб-
страта, а также киназы AMPK и mTOR [12], определя-
ющих особенности агрессивного роста опухоли, в том 
числе в случае мутации BRAF.

Еще одним подходом в изучении молекулярных осо-
бенностей опухоли является изменение экспрессии 
транскрипционных и ростовых факторов, которые свя-
заны с развитием меланомы [13]. Недавние исследова-
ния показали, что транскрипционный фактор, индуци-
руемый гипоксией 1α (HIF-1α) способствует 
прогрессированию меланомы, активируя сигнальные 
пути AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK, транскрипци-
онного ядерного фактора каппа B (NF-κB) и др. [14]. 
Отмечается, что ингибирование сигналов NF-κB способ-
но подавлять рост и прогрессирование злокачественных 
новообразований [15]. Также перспективными маркерами 
являются состояние рецепторов и лигандов апоптоза [16], 
гиперэкспрессия которых наблюдается в ткани мелано-
мы, и эпигенетические изменения их генов [17]. 

В целом отсутствуют значимые данные о состоя-
нии показателей сигнальных каскадов, экспрессии 
транскрипционных и ростовых факторов в формиро-
вании инвазивного и метастатического потенциалов 
меланом кожи и слизистых.

Цель исследования – изучение экспрессии компонен-
тов сигнального пути AKT/mTOR, транскрипционных, 
ростовых факторов, экспрессии AMPK, LC3B, рецепто-
ра программируемой клеточной гибели 1 (PD-1) и его 
лигандов (PD-L1 и PD-L2) в ткани опухолей кожи и сли-
зистых.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
В исследование включены 21 пациент с верифици-

рованной меланомой кожи различных локализаций  
и слизистых оболочек полости носа Т1а–4вN0M0  
(I–IV стадий) и 18 пациентов с базально-клеточным ра-
ком кожи различных локализаций Т1–4N0M0 (I–IVA 
стадий) в возрасте от 45 до 72 лет (13 (62 %) мужчин  
и 8 (38 %) женщин), проходившие лечение в отделе-
нии опухолей головы и шеи Научно-исследователь-
ского института онкологии Томского национального 
исследовательского медицинского центра. Группа 
сравнения выбрана с учетом различий в инвазивном 
потенциале опухолей разного происхождения, так как 
базально-клеточный рак не метастазирует. Проведено 
хирургическое лечение в объеме широкого иссечения 
опухоли кожи с биопсией сторожевого лимфатическо-
го узла, а в случае меланомы полости носа – широкое 

иссечение опухоли с резекцией носовых раковин, хрящей 
и костей полости носа открытым путем с биопсией сто-
рожевого лимфатического узла. Заболевание стадии 
T1аN0М0 выявлено у 4 (19 %) пациентов, T1вN0М0 –  
у 5 (23,5 %), T2вN0М0 – у 1 (5 %), T3аN0М0 – у 5 (23,5 %), 
T3вN0М0 – у 1 (5 %), T4аN0М0 – у 4 (19 %), Т4вN0М0 –  
у 1 (5 %). 

Изъязвление опухоли отмечалось у 9 (53 %) боль-
ных, отсутствовало – у 8 (47 %). Уровень инвазии I сте-
пени по Кларку не был зафиксирован, II степени от-
мечен у 6 (35 %) пациентов, III степени – у 6 (35 %), 
IV степени – у 1 (6,5 %), V степени – у 4 (23,5 %). 

Опухоль толщиной по Бреслоу <0,75 мм зафиксиро-
вана у 2 (12 %) пациентов, от 0,75 до 1,5 мм – у 7 (41 %), 
от 1,51 до 3 мм – у 1 (6 %), от 3 до 4 мм – у 2 (12 %),  
от 4,01 мм и более – у 5 (29 %).

Все пациенты имели отрицательный статус по му-
тации BRAFV600E. В контрольную группу вошли 6 боль-
ных базалиомой. Все процедуры с участием пациентов 
проведены в соответствии с протоколом Хельсинк-
ской декларации по правам человека (1964 г.).

Материалом исследования являлись образцы по-
раженной опухолью и неизмененной кожи, получен-
ные при оперативном лечении и находящиеся на рас-
стоянии не менее 1 см от границы опухоли, которые 
после забора замораживались и хранились при темпе-
ратуре –80 °С. 

Выделение РНК. РНК выделяли с помощью набо-
ра RNeasy mini Kit, содержащего ДНКазу I (Qiagen, 
Германия). Для оценки количества выделенной РНК 
на спектрофотометре NanoDrop-2000 (Thermo 
Scientific, США) оценивали концентрацию и чистоту 
выделенной РНК. Концентрация РНК составила 
80–250 нг/мкл; А260/А280 = 1,95–2,05; А260/А230 = 
1,90–2,31. Целостность РНК определяли с помощью 
капиллярного электрофореза на приборе TapeStation 
(Agilent Technologies, США) и набора R6K ScreenTape 
(Agilent Technologies, США). Индекс целостности РНК 
(RNA integrity number, RIN) составил 5,6–7,8.

Количественная полимеразная цепная реакция  
с обратной транскрипцией в режиме реального времени. 
Уровень экспрессии генов оценивали с помощью ко-
личественной полимеразной цепной реакции в режи-
ме реального времени с обратной транскрипцией (RT-
qPCR) с использованием красителя SYBR Green  
на амплификаторе iCycler (Bio-Rad, США; ЦКП «Ме-
дицинская генетика»). Для получения комплементар-
ной ДНК (кДНК) на матрице РНК проводили реак-
цию обратной транскрипции с помощью набора 
реактивов m-MuLV-RH («БиоЛабмикс», Россия)  
со случайными гексануклеотидными праймерами  
в соответствии с инструкцией производителя. Поли-
меразную цепную реакцию ставили в 3 репликах  
в объеме 25 мкл, содержащем 12,5 мкл БиоМастер 
HS-qPCR SYBR Blue («БиоЛабмикс», Россия),  
300 нM прямого и обратного праймеров и 50 нг кДНК: 
CAIX – F5’-GTTGCTGTCTCGCTTGGAA-3’,  
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R5’-CAGGGTGTCAGAGAGGGTGT-3’; HIF-1α – 
F 5 ’ - C A A G A A C C T A C T G C T A A T G C C A - 3 ’ ,  
R5’-TTTGGTGAGGCTGTCCGA-3’; EPAS1 –  
F 5 ’ - T G G A G T A T G A A G A G C A A G C C T - 3 ’ ,  
R5’-GGGAACCTGCTCTTGCTGT-3’; NF-κB –  
F 5 ’ - C G T G T A A A C C A A A G C C C T A A A - 3 ’ ,  
R5’-AACCAAGAAAGGAAGCCAAGT-3’; RELA –  
F 5 ’ - G G A G C A C A G A T A C C A C C A A G A - 3 ’ ,  
R5’-GGGTTGTTGTTGGTCTGGAT-3’; VEGFA –  
F 5 ’ - A G G G C A G A A T C A T C A C G A A - 3 ’ , 
R5’TCTTGCTCTATCTTTCTTTGGTCT-3’; KDR – 
F 5 ’ A A C A C A G C A G G A A T C A G T C A - 3 ’  
R5’-GTGGTGTCTGTGTCATCGGA-3’; 4-BP1 –  
F 5 ’ - C A G C C C T T T C T C C C T C A C T - 3 ’ ,  
R5’-TTCCCAAGCACATCAACCT-3’; AKT1 –  
F 5 ’ - C G A G G A C G C C A A G G A G A - 3 ’ ,  
R5’- GTCATCTTGGTCAGGTGGTGT-3v; С-RAF – 
F 5 ’ - T G G T G T G T C C T G C T C C C T - 3 ’ ,  
R5’-ACTGCCTGCTACCTTACTTCCT-3’; GSK3b – 
F 5 ’ - A G A C A A G G A C G G C A G C A A - 3 ’ ,  
R 5 ’ - TG G AG TAG A AG A A ATA AC G C A AT - 3 ’ ;  
70 S6 киназа: F5’- CAGCACAGCAAATCCTCAGA-3’, 
R5’-ACACATCTCCCTCTCCACCTT-3’; mTOR –  
F 5 ’ - C C A A A G G C A A C A A G C G A T - 3 ’ ,  
R 5’-TTCACCAAACCGTCTCCAA-3’; PDK1 –  
F 5 ’ - T C A C C A G G A C A G C C A A T A C A - 3 ’ ,  
R5’-CTCCTCGGTCACTCATCTTCA-3’; VHL –  
F 5 ’ - G G C A G G C G A A T C T C T T G A - 3 ’ ,  
R5’-CTATTTCCTTTACTCAGCACCATT-3’; PD-L2 – 
F 5 ’ - G T T C C A C A T A C C T C A A G T C C A A - 3 ’ ,  
R5’-ATAGCACTGTTCACTTCCCTCTT-3’; PD-L1 – 
F 5 ’ - A G G G A G A A T G A T G G A T G T G A A - 3 ’ ,  
R5’-ATCATTCACAACCACACTCACAT-3’; PD –  
F 5 ’ - C T G G G C G G T G C T A C A A C T - 3 ’ ,  
R5’-CTTCTGCCCTTCTCTCTGTCA-3’; AMPK –  
F 5 ’ - A A G A T G T C C A T T G G A T G C A C T - 3 ’ ,  
R5’-TGAGGTGTTGAGGAACCAGAT-3’; LC3B –  
F  5 ’ - C C C A A A C C G C A G A C A C A T - 3 ’ ,  
R5’-ATCCCACCAGCCAGCAC-3’; GAPDH –  
F 5 ’ - G G A A G T C A G G T G G A G C G A - 3 ’ ,  
R5’-GCAACAATATCCACTTTACCAGA-3’.

Двухшаговая программа амплификации включала: 
1 цикл – 94 °С, предварительная денатурация 10 мин; 
40 циклов – 1-й шаг 94 °С, 10 с, 2-й шаг 20 с при тем-
пературе 60 °С. Праймеры подобраны с использовани-
ем программы Vector NTI Advance 11.5 и базы данных 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov/nuccore). 

В качестве референсного гена применяли ген «до-
машнего хозяйства» фермента глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназы (GAPDH). Уровень экспрессии 
каждого целевого гена нормализовали по отношению 
к экспрессии GAPDH. Количественный анализ экс-
прессии проводили по 2ΔΔСt по отношению к консти-
тутивно-экспрессируемому гену-рефери этого фер-
мента.

Получение гомогенатов. Замороженную ткань (100 мг) 
гомогенизировали в жидком азоте, затем ресуспенди-
ровали в 300 мкл 50 мМ трис-HCl буфера (pH = 7,5), 
содержащего 2 мМ аденозинтрифосфата (АТФ), 5 мМ 
хлорида магния, 1 мМ дитиотреитола, 1мМ этиленди-
аминтетрауксусной кислоты (ЭДТА) и 100 мМ хлори-
да натрия. Гомогенат центрифугировали 60 мин при 
10 000 g и 4 °С. 

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью пакета программ Statistica 12.0. Для оценки 
нормальности использовали критерий Колмогорова–
Смирнова. Результаты определения экспрессии генов 
представлены как медиана (Q

1
; Q

3
). Значимость разли-

чий независимых параметров оценивали по U-крите-
рию Манна–Уитни. Различия считали значимыми при 
р <0,05. При сравнении различий в более чем двух ис-
следуемых группах применяли непараметрический дис-
персионный анализ (критерий Краскела–Уоллиса).

РЕЗУЛЬТАТы
В ходе исследования в ткани меланомы выявлено 

повышение экспрессии 70 S6 киназы и VHL в 33,3  
и 7,14 раза соответственно по сравнению с образцами 
ткани базально-клеточного рака кожи (табл. 1), что 
свидетельствует об активации компонентов внутрикле-
точных сигнальных каскадов при развитии злокачест-
венной опухоли кожи.

Наличие признаков изъязвления ассоциировано  
со снижением уровня мРНК c-RAF, NF-kB p50 и HIF-1 
в 2,17; 1,76 и 4 раза соответственно по сравнению  
с опухолями без признаков изъязвления. При этом отме-
чено увеличение экспрессии HIF-2, которая возросла  
в 2 раза при наличии изъязвлений (см. табл. 2). 

Полученные результаты показали связь изучаемых 
молекулярных показателей с толщиной опухоли по 
Бреслоу (табл. 3). Пациенты 3-й и 4-й групп (с опухолью 
толщиной 1,51–3 и 3–4 мм соответственно) были объе-
динены из-за небольшого количества. Отмечено, что 
экспрессия c-RAF волнообразно изменялась в зависимо-
сти от толщины опухоли. При этом самые низкие уровни 
мРНК наблюдались у пациентов 3-й и 4-й групп с опухо-
лью толщиной 1,51–3 и 3–4 мм.

Выявлено изменение экспрессии 70 S6 киназы  
и PD-L1: уровень мРНК 70 S6 киназы во 2-й, 3–4-й  
и 5-й группах снижался в 4,5; 5,68 и 5 раз соответст-
венно по сравнению с пациентами с опухолью толщи-
ной <0,75 мм, а уровень экспрессии PD-L1 – в 10,6; 
3,8 и 5 раз соответственно.

Кроме того, отмечалось снижение экспрессии 
mTOR у пациентов с опухолью толщиной 0,75–1,5, 
1,51–3, 3–4 мм в 4,75 и 2,69 раза соответственно по 
сравнению с больными с опухолью толщиной <0,75 мм. 
Аналогичные изменения зафиксированы для экспрес-
сии PD-L2 и AMPK: наблюдалось уменьшение уровня 
их мРНК. У больных с толщиной опухоли 0,75–1,5 мм 
и >4,0 мм отмечалось снижение уровня экспрессии 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2034
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PD-L2 в 11,2 и 18,95 раза соответственно по сравне-
нию с больными с толщиной опухоли <0,75 мм. Уро-
вень мРНК AMPK у данных пациентов в этих услови-
ях снижался в 4,13 и 10 раз соответственно.

Выявлено также уменьшение экспрессии NF-kB 
p50 в 3–4-й и 5-й группах в 17,77 и 4,44 раза соответ-
ственно по сравнению с 1-й группой. Для опухолей 

толщиной 1,51–3 и 3–4 мм характерны самые низкие 
уровни мРНК 4EBP1, c-RAF, PTEN, HIF-1 и LC3B, 
которые были ниже в 9,37; 15,92; 7,35; 36,0 и 206,25 ра-
за соответственно по сравнению с больными с опухо-
лью толщиной <0,75 мм.

У больных с опухолью толщиной >4 мм зафикси-
ровано снижение экспрессии HIF-2 и киназы-3 

Таблица 1. Экспрессия транскрипционных и ростовых факторов, компонентов сигнального пути AKT/mTOR, рецепторов и лигандов програм-
мируемой клеточной гибели ткани меланомы по сравнению с базально-клеточным раком кожи, у. е., Me (Q1; Q3)

Table 1. Expression of transcription and growth factors, components of the AKT/mTOR signaling pathway, receptors and ligands of programmed cell death  
in melanoma compared to basal cell carcinoma, a. u., Me (Q1; Q3) 

Показатель 
Parameter

Базалиома (n = 18) 
Basal cell carcinoma (n = 18)

Меланома (n = 21) 
Melanoma (n = 21)

4EBP1 1,00 (0,02; 3,62) 2,10 (0,16; 31,21)

AKT 0,42 (0,00; 1,91) 1,00 (0,37; 4,52)

c-RAF 0,43 (0,01; 1,00) 0,50 (0,29; 3,72)

GSK-3β 0,13 (0,02; 0,52) 0,85 (0,25; 4,34)

70 S6 киназа 
70 S6 kinase

0,03 (0,03; 0,24) 1,00* (0,56; 1,93)*

m-TOR 0,97 (0,95; 8,00) 1,95 (0,92; 6,75)

PDK1 1,53 (0,52; 2,30) 0,95 (0,49; 2,94)

PTEN 0,01 (0,00; 9,88) 0,72 (0,34; 1,75)

NF-kB p65 0,20 (0,17; 1,00) 0,56 (0,06; 3,89)

NF-kB p50 0,05 (0,01; 0,84) 1,02 (0,28; 2,85)

VEGFR2 1,84 (0,50; 3,47) 1,00 (0,34; 1,92)

VEGF 1,00 (0,20; 1,47) 1,50 (0,30; 3,27)

CAIX 0,13 (0,01; 0,17) 1,30 (0,46; 3,9)

HIF-1 0,26 (0,07; 3,03) 1,18 (0,31; 8,00)

HIF-2 0,81 (0,25; 104,80) 1,06 (0,19; 3,00)

VHL 0,14 (0,02; 0,22) 1,00 (0,55; 3,07)*

PD-1 1,15 (0,37; 6,87) 1,70 (0,44; 3,19)

PD-L1 0,60 (0,25; 0,69) 1,30 (0,15; 3,12)

PD-L2 1,34 (1,00; 2,48) 0,66 (0,14; 2,00)

AMPK 0,00 (0,00; 0,36) 1,00 (0,39; 4,00)

LC3B 0,50 (0,03; 2,01) 1,00 (0,13; 20,55)

*Значимость различий по сравнению с пациентами c базалиомой, p <0,05. 
*Significance of the differences compared to patients with basal cell carcinoma, p <0.05.

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: mTOR – мишень рапамицина млекопитающих; NF-kB – транскрипционный ядерный фактор 
каппа B; GSK-3β – киназа-3 β-гликогенсинтазы; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; HIF-1 – фактор, индуцируемый 
гипоксией 1; HIF-2 – фактор, индуцируемый гипоксией 2; PD-1 – рецептор программируемой клеточной гибели 1; PD-L1 –  
лиганд рецептора программируемой клеточной гибели 1; PD-L2 – лиганд рецептора программируемой клеточной гибели 2. 
Note. Here and in Tables 2, 3: mTOR – mammalian target of rapamycin; NF-kB – transcription nuclear factor kappa B; GSK-3β – glycogen synthase 
kinase-3 β; VEGF – vascular endothelial growth factor; HIF-1 – hypoxia-inducible factor 1; HIF-2 – hypoxia-inducible factor 2; PD-1 – programmed 
cell death receptor 1; PD-L1 – programmed cell death-ligand 1; PD-L2 – programmed cell death-ligand 2.
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Таблица 2. Экспрессия транскрипционных и ростовых факторов, компонентов сигнального пути AKT/mTOR, рецепторов и лигандов програм-
мируемой клеточной гибели ткани меланомы в зависимости от наличия изъязвления опухоли, у.е., Me (Q1; Q3)

Table 2. Expression of transcription and growth factors, components of the AKT/mTOR signaling pathway, receptors and ligands of programmed cell death  
in melanoma tissue depending on the presence of tumor ulceration, a.u., Me (Q1; Q3)

Показатель 
Parameter

Отсутствие изъязвления (n = 8) 
Without ulceration (n = 8)

Наличие изъязвления (n = 9) 
With ulceration (n = 9)

4EBP1 2,21 (0,50; 30,42) 0,18 (0,15; 3,78)

AKT 0,71 (0,33; 4,00) 1,00 (0,91; 2,00)

c-RAF 0,50 (0,44; 4,00) 0,23 (0,07; 0,47)*

GSK-3β 0,78 (0,04; 1,03) 1,50 (0,50; 7,18)

70 S6 киназа 
70 S6 kinase

1,22 (0,25; 2,00) 0,66 (0,63; 1,00)

m-TOR 1,35 (0,03; 6,85) 2,00 (1,90; 3,10)

PDK1 0,80 (0,10; 2,93) 1,97 (1,00; 2,95)

PTEN 1,00 (0,39; 1,22) 0,37 (0,31; 0,50)

NF-kB p65 0,28 (0,06; 1,00) 0,65 (0,06; 3,79)

NF-kB p50 1,22 (1,00; 3,70) 0,69 (0,40; 1,00)*

VEGFR2 1,00 (0,04; 1,39) 0,57 (0,50; 4,00)

VEGF 1,00 (0,03; 4,00) 2,00 (0,91; 2,00)

CAIX 1,00 (0,01; 2,00) 1,00 (0,67; 2,00)

HIF-1 2,00 (0,18; 16,00) 0,50 (0,45; 0,50)*

HIF-2 0,99 (0,00; 1,00) 2,00 (1,13; 4,00)*

VHL 1,00 (0,68; 4,05) 0,86 (0,58; 2,00)

PD-1 0,50 (0,38; 1,99) 2,00 (0,50; 2,95)

PD-L1 1,60 (0,00; 8,00) 0,76 (0,75; 3,73)

PD-L2 0,39 (0,02; 2,00) 0,83 (0,50; 1,44)

AMPK 1,00 (0,00; 4,00) 1,00 (0,87; 3,97)

LC3B 1,00 (0,04; 32,00) 0,13 (0,13; 0,25)

*Значимость различий по сравнению с пациентами без признаков изъязвления, p <0,05. 
*Significance of differences compared to patients without signs of ulceration, p <0.05.

β-гликогенсинтазы (GSK-3β); уровень мРНК данных 
показателей уменьшился в 1,57 и 1,61 раза соответст-
венно. При этом для опухолей толщиной 1,51–3 и 3–4 мм 
отмечено снижение экспрессии 4EBP1, PTEN, NF-kB 
p50 и HIF-1 в 10,84; 4,09; 9,04 и 3,48 раза соответственно 
по сравнению с опухолью толщиной 0,75–1,5 мм. Высо-
кие показатели экспрессии выявлены для опухолей тол-
щиной >4,0 мм: наблюдалось повышение уровня экс-
прессии 4EBP1, c-RAF, PTEN, NF-kB p50, HIF-1 и LC3B 
в 1,34; 12,78; 2,94; 4,0; 32,0 и 29,88 раза соответственно 

по сравнению с опухолями толщиной 1,51–3 и 3–4 мм. 
Полученные данные свидетельствуют о наличии особен-
ностей транскрипционного профиля ростовых факто-
ров, их рецепторов, а также компонентов сигнальных 
каскадов, которые характерны для опухолей с высоким 
инвазивным потенциалом.

В целом результаты исследования свидетельствуют 
о связи толщины опухоли по Бреслоу (глубины инва-
зии трансформированных клеток) с изменением экс-
прессии молекулярных факторов. 
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ОБСУЖДЕНИЕ
В результате исследования выявлены молекулярные 

особенности меланом, определяющие характер разви-
тия заболевания, в частности рост экспрессии 70 S6 ки-
назы и VHL, что свидетельствует об активации сигналь-
ного каскада AKT/mTOR и процессов неоангиогенеза. 
При этом наличие признаков изъязвления опухоли ас-
социировано с низким уровнем мРНК c-RAF, NF-kB 

p50 и HIF-1 на фоне повышения экспрессии HIF-2. 
Вероятно, активное распространение опухоли происхо-
дит из-за развития гипоксии, которая является главным 
индуктором роста и развития новых сосудов [18]. 

Исследование молекулярных особенностей опу-
холи в связи с толщиной опухоли по Бреслоу позво-
лило выявить влияние транскрипционных и ростовых 
факторов на интенсивность процессов внутриклеточ-

Таблица 3. Экспрессия транскрипционных, ростовых факторов, компонентов сигнального пути AKT/mTOR, рецепторов и лигандов программи-
руемой клеточной гибели ткани меланомы в зависимости от толщины опухоли по Бреслоу, у.е., Me (Q1; Q3)

Table 3. Expression of transcription and growth factors, components of the AKT/mTOR signaling pathway, receptors and ligands of programmed cell death  
in melanoma tissue depending on the Breslow’s depth, Me (Q1; Q3), a.u.

Показатель 
Parameter

1-я группа (<0,75 мм)
(n = 2) 

Group 1 (<0.75 mm) 
(n = 2)

2-я группа (0,75–1,5 мм)
(n = 7) 

Group 2 (0.75–1.5 mm) 
(n = 7)

3-я (1,51–3,00 мм) 
и 4-я группы (3–4 мм)

(n = 3) 
Groups 3 (1.51–3.00 mm) 

and 4 (3–4 mm) (n = 3)

5-я группа (>4,0 мм)
(n = 5) 

Group 5 (>4.0 mm) 
(n = 5)

Критерий Краскела–Уоллиса, p <0,05 
Kruskal–Wallis test, p <0.05

4EBP1 15,46 (0,50; 30,42) 17,89 (2,06; 67,00) 1,65 (0,15; 0,18)*, ** 2,21 (2,00; 2,58)***

AKT 32,06 (0,13; 64,00) 0,95 (0,66; 1,00) 2,63 (0,21; 5,05) 0,71 (0,33; 4,00)

c-RAF 4,30 (0,50; 8,10) 0,73 (0,18; 32,55) 0,27 (0,07; 0,47)* 3,45 (0,50; 4,00)***

GSK-3β 16,02 (0,04; 32,00) 1,26 (0,76; 19,13) 3,82 (0,47; 7,18) 0,78 (0,26; 1,00)**

70 S6 киназа 
70 S6 kinase

5,00 (2,00; 8,00) 1,11 (0,83; 1,93)* 0,88 (0,63; 1,13)* 1,00 (0,25; 1,87)*

mTOR 6,75 (6,66; 6,85) 1,42 (0,43; 2,23)* 2,51 (1,90; 3,12)* 1,35 (1,00; 8,00)

PDK1 4,50 (1,00; 8,00) 0,75 (0,30; 1,48) 1,79 (0,64; 2,95) 0,80 (0,49; 2,93)

PTEN 2,50 (1,00; 4,00) 1,39 (0,44; 3,14) 0,34 (0,31; 0,37)*, ** 1,00 (0,50; 1,22)***

NF-kB p65 0,36 (0,25; 0,48) 0,35 (0,06; 2,96) 1,92 (0,06; 3,79) 1,00 (0,28; 2,00)

NF-kB p50 4,62 (2,00; 7,24) 2,35 (0,84; 17,85) 0,26 (0,13; 0,40)*, ** 1,04 (1,00; 1,22)*, ***

VEGFR2 1,50 (1,00; 2,00) 0,59 (0,11; 2,50) 11,64 (0,57; 22,71) 1,31 (1,00; 1,39)

VEGF 3,24 (2,48; 4,00) 1,27 (0,28; 33,00) 1,73 (0,91; 2,55) 1,00 (0,07; 4,68)

CAIX 6,28 (0,25; 12,31) 0,83 (0,34; 8,50) 2,94 (0,08; 5,80) 1,61 (1,00; 2,00)

HIF-1 9,00 (2,00; 16,00) 0,87 (0,34; 128,62) 0,25 (0,06; 0,45)*, ** 8,00 (1,40; 16,00)***

HIF-2 4,50 (1,00; 8,00) 1,56 (0,58; 9,00) 9,17 (0,35; 17,99) 0,99 (0,00; 1,00)*, **

VHL 16,34 (0,68; 32,00) 3,02 (1,43; 4,52) 1,19 (0,28; 2,10) 1,00 (1,00; 1,20)

PD-1 2,64 (1,85; 3,43) 1,25 (0,44; 3,00) 4,84 (0,27; 9,42) 0,50 (0,50; 1,99)

PD-L1 8,00 (8,00; 8,00) 0,75 (0,37; 1,38)* 2,01 (0,29; 3,73)* 1,60 (0,02; 2,00)*

PD-L2 7,39 (2,00; 12,79) 0,66 (0,26; 4,41)* 2,96 (1,44; 4,48) 0,39 (0,25; 1,75)*

AMPK 10,00 (4,00; 16,00) 2,42 (0,43; 3,98)* 6,82 (0,06; 13,59) 1,00 (1,00; 3,75)*

LC3B 16,50 (1,00; 32,00) 0,31 (0,14; 32,19) 0,08 (0,04; 0,13)* 2,39 (1,00; 64,00)***

*Значимость различий с 1-й группой, p <0,05. **Значимость различий со 2-й группой, p <0,05. ***Значимость различий 
с 3-й и 4-й группами, p <0,05. 
*Significance of differences compared to the 1st group, p <0.05. **Significance of differences compared to the 2nd group, p <0.05. ***Significance  
of differences compared to the 3rd and 4th groups, p <0.05.
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ного сигналинга, модификации микроокружения, 
процессов аутофагии и неоангиогенеза. При анализе 
данных показателей отмечался вариабельный характер 
течения заболевания. Самые низкие уровни экспрес-
сии 4EBP1, c-RAF, 70 S6 киназы и PTEN выявлены для 
опухолей толщиной 1,51–3 и 3–4 мм, при этом увели-
чение данных показателей зафиксировано у больных  
с опухолью толщиной >4 мм. Вероятно, активность 
процессов онкогенеза опосредуется за счет модифика-
ции экспрессии компонентов сигнальных каскадов, 
транскрипционных и ростовых факторов.

Данные, полученные в настоящем исследовании, 
подтверждают большую роль биологических характе-
ристик опухоли в формировании ее клинических осо-
бенностей. Значимость сигнального каскада AKT/
mTOR отмечена для меланом при отсутствии мутации 
BRAFV600E. С учетом гетерогенности данной мутации 
значимыми для онкогенеза становятся процессы ауто-
фагии [8, 9]. Показано, что рост экспрессии LC3B – 
ключевого белка аутофагосом [10, 11] – может опре-
делять особенности агрессивного роста опухоли.

В то же время известно, что модификация имму-
ногенности опухоли и влияние гипоксии способны 
изменять агрессивные свойства опухоли [13, 14, 17]. 
Это связано с вовлеченностью большого количества 
иммунокомпетентных клеток в процессы онкогенеза 
и изменения мишени для активации противоопухоле-
вого иммунитета. Данные факты были также под-
тверждены в настоящем исследовании. Выявлено по-
вышение экспрессии транскрипционных факторов 
HIF-1 и HIF-2, а также снижение экспрессии рецеп-
тора PD-1 и его лигандов.

ЗАКЛючЕНИЕ
Выявлены молекулярные и биологические особен-

ности меланом, связанные с инвазивным ростом опу-
холи. Увеличение экспрессии 70 S6 киназы и VHL 
характерно для злокачественных опухолей кожи.  
Изменение экспрессии транскрипционных характе-
ристик факторов и ключевых маркеров онкогенеза 
связано с формированием инвазивного потенциала 
опухоли.
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Динамика экспрессии микроРНК внеклеточных 
везикул мочи больных раком предстательной 
железы после радикальной простатэктомии

Е.В. Шутко1, 2, О.Е. Брызгунова1, И.А. Остальцев3, С.В. Пак3, С.Э. Красильников3, П.П. Лактионов1, 3,  
М.Ю. Коношенко1

1ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук»; 
Россия, 630090 Новосибирск, проспект Академика Лаврентьева, 8; 
2ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский государственный университет»; Россия, 630090 Новосибирск,  
ул. Пирогова, 1; 
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр им. акад. Е.Н. Мешалкина» Минздрава России; Россия,  
630055 Новосибирск, ул. Речкуновская, 15

К о н т а к т ы : екатерина Викторовна Шутко katshutko@gmail.com

Введение. Известно, что лечение онкологических заболеваний, в том числе рака предстательной железы (РпЖ), 
вызывает изменения экспрессии онкогенных и онкосупрессорных микроРНк. Анализ динамики их экспрессии 
может быть использован для прогнозирования течения заболевания и ответа на терапию. Тем не менее влияние 
лечения РпЖ на экспрессию внеклеточных микроРНк только начинает исследоваться.
Цель исследования – изучить динамику экспрессии 14 микроРНк (miR-19b, -22-3p, -30e, -31, -92a, -125b, -144, 
-200b, -205, -222, -375, -378a, -425, -660) внеклеточных везикул мочи больных РпЖ после радикальной простатэк-
томии и выявить прогностические пары микроРНк. 
Материалы и методы. Исследованы образцы мочи 18 доноров и 18 больных РпЖ, полученные до радикальной 
простатэктомии, через 1 нед и спустя 3 мес после операции. Внеклеточные везикулы выделены методом агрегации–
преципитации, их микроРНк – с использованием стекловолокнистых сорбентов и октановой кислоты. С помощью 
обратной транскрипции – петлевой полимеразной цепной реакции (TaqMan) – получены данные о пороговых циклах 
детекции 14 микроРНк. 
Результаты. Обнаружено, что радикальная простатэктомия вызывает достоверное изменение относительной экс-
прессии 44 пар микроРНк во внеклеточных везикулах мочи больных РпЖ. Можно выделить 4 группы пар микроРНк: 
1) пары микроРНк, уровень экспрессии которых достоверно различался между донорами и больными РпЖ  
до операции и достоверно изменялся у больных РпЖ через 3 мес после нее по направлению к уровню доноров (6 пар); 
2) пары микроРНк, уровень экспрессии которых достоверно не различался между донорами и больными РпЖ  
до операции, однако через 3 мес после нее достоверно отличался от исходного у больных РпЖ и доноров (5 пар); 
3) пары микроРНк, на основании данных об относительной экспрессии которых больных РпЖ через 3 мес после 
радикальной простатэктомии можно разделить на 2 или 3 достоверно различающиеся подгруппы (19 пар); 4) пары 
микроРНк, достоверно не изменившие свою экспрессию после операции (30 пар).
Заключение. Радикальная простатэктомия вызывает значительное изменение уровня экспрессии микроРНк вне-
клеточных везикул мочи. На основании анализа динамики экспрессии микроРНк после этой операции выявлены  
6 пар микроРНк, уровень относительной экспрессии которых после хирургического вмешательства достоверно 
изменялся в сторону ее уровня у здоровых доноров, и 19 пар микроРНк, по уровню относительной экспрессии ко-
торых больные РпЖ разделялись на 2 достоверно различные подгруппы через 3 мес после радикальной простат-
эктомии.

Ключевые слова: рак предстательной железы, микроРНк, внеклеточные везикулы мочи, радикальная простатэкто-
мия, полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией, динамика микроРНк после лечения рака
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везикул мочи больных раком предстательной железы после радикальной простатэктомии. Успехи молекулярной 
онкологии 2024;11(1):55–78. DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-55-78
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Dynamics of miRNA expression in urine extracellular vesicles of prostate cancer patients  
after radical prostatectomy

E.V. Shutko1, 2, O.E. Bryzgunova1, I.A. Ostal’cev3, S.V. Pak3, S.E. Krasi’nikov3, P.P. Laktionov1, 3, M.Yu. Konoshenko1

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences; 8 Academician Lavrentiev 
Prospekt, Novosibirsk 630090, Russia; 
2Novosibirsk State University; 1 Pirogov St., Novosibirsk 630090, Russia; 
3E.N. Meshalkin National Medical Research Center, Ministry of Health of Russia; 15 Rechkunovskaya St., Novosibirsk 630055, Russia

C o n t a c t s :  Ekaterina Viktorovna Shutko katshutko@gmail.com

Introduction. It is known that the treatment of oncological diseases including prostate cancer (PCa) causes changes  
in the expression of oncogenic and oncosuppressive miRNAs. The analysis of miRNA expression dynamics can be used  
to predict the course of the disease and its response to therapy. However, the effect of PCa therapy on the expression  
of extracellular miRNAs is just beginning to be investigated.
Aim. To study the expression dynamics of 14 miRNAs (miR-19b, -22-3p, -30e, -31, -92a, -125b, -144, -200b, -205, -222, 
-375, -378a, -425, -660) in urine extracellular vesicles of PCa patients after radical prostatectomy and to reveal prognos-
tic miRNA ratios.
Materials and methods. Urine samples of 18 donors and 18 PCa patients, obtained before radical prostatectomy, 1 week 
and 3 months after surgery, were examined. Extracellular vesicles were isolated by aggregation-precipitation protocol; 
extracellular vesicles miRNAs were isolated using fiberglass sorbents and octane acid. Data on threshold detection cycles 
of 14 miRNAs were obtained using reverse transcription – loop polymerase chain reaction (TaqMan).
Results. It was found that prostatectomy causes a significant change in the relative expression of 44 miRNA ratios  
in the urine of PCa patients. Four groups of miRNA ratios can be distinguished: 1) miRNA ratios, which expression level 
significantly differed between donors and PCa patients before surgery and significantly changed in PCa patients 3 months 
after prostatectomy in the direction of the level of donors (6 pairs); 2) miRNA ratios, which expression did not signifi-
cantly differ between donors and PCa patients before surgery, but significantly differed from the baseline in PCa patients 
and donors 3 months after prostatectomy (5 pairs); 3) miRNA ratios, based on expression ratios of which PCa patients 
can be divided into two or three significantly different subgroups 3 months after prostatectomy (19 pairs); 4) miRNA 
ratios that did not significantly change their expression after prostatectomy (30 pairs).
Conclusion. Prostatectomy causes a significant change in the level of expression of miRNA in urine. 6 pairs of miRNAs, 
the relative expression of which after surgery significantly changed towards that of healthy donors and 19 pairs of miRNAs, 
according to the level of relative expression of which patients with prostate cancer were divided into two significantly 
different subgroups 3 months after prostatectomy, were identified based on the analysis of the dynamics  
of miRNA expression after prostatectomy.

Keywords: prostate cancer, miRNA, extracellular vesicles of urine, radical prostatectomy, reverse transcription polymer-
ase chain reaction, miRNA dynamics after cancer treatment

For citation: Shutko E.V, Bryzgunova O.E., Ostal’cev I.A. et al. Dynamics of miRNA expression in urine extracellular 
vesicles of prostate cancer patients after radical prostatectomy. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Mole-
cular Oncology 2024;11(1):55–78. (In Russ.). DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-55-78

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время рак предстательной железы 

(РПЖ) занимает 1-е место по заболеваемости совмест-
но с раком легких и 5-е место по смертности среди 
мужчин в России и в мире. Всего в 2020 г. зафиксиро-
ваны 1 414 259 новых случаев РПЖ, что составляет 
14,1 % от общего числа новых случаев злокачествен-
ных новообразований среди мужчин [1]. 

Радикальная простатэктомия (РПЭ) примерно  
в 40 % случаев является первым и обязательным шагом 
в лечении РПЖ [2]. Хирургическому вмешательству 
подвергаются пациенты с локализованной формой 
РПЖ и ожидаемой продолжительностью жизни более 
10 лет. Радикальная простатэктомия представляет со-
бой операцию, подразумевающую полное удаление 
предстательной железы в комплексе с семенными пу-
зырьками и фрагментом мочеиспускательного канала 

(уретры), который проходит через орган. Несмотря на 
значительное совершенствование хирургической тех-
ники, развитие рецидива после РПЭ остается актуаль-
ной проблемой. Так, у 30 % больных, перенесших опе-
ративное вмешательство, в течение первых 10 лет после 
него наступает биохимический рецидив (БХР) [3].

Для прогноза течения заболевания и предсказания 
развития рецидива РПЖ после РПЭ в клинической 
практике используют такие показатели, как уровень  
и плотность сывороточного простатического специфи-
ческого антигена (ПСА), патологоанатомическая ста-
дия заболевания, оценка по шкале Глисона, характер 
хирургического края, объем опухоли, наличие/отсутст-
вие лимфоваскулярной и периневральной инвазий [4]. 
Однако данные показатели характеризуются низкими 
чувствительностью и специфичностью [5, 6]. В насто-
ящий момент в клинической практике отсутствуют 

mailto:katshutko@gmail.com
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надежные маркеры эффективности лечения и пред-
сказания развития рецидива РПЖ. Анализ ПСА также 
не является надежным методом оценки эффективно-
сти выполненной операции, прогнозирования течения 
заболевания и стратификации рисков [7, 8]. Распро-
страненность РПЖ и его рецидивов требует совершен-
ствования методов диагностики и оценки эффектив-
ности терапии с целью увеличения продолжительности 
жизни пациентов и улучшения ее качества.

В настоящее время внимание российских и зару-
бежных исследователей привлекают внеклеточные ну-
клеиновые кислоты. Изучается их потенциал в качест-
ве биомаркеров различных заболеваний [9]. Анализ 
циркулирующих нуклеиновых кислот может быть ис-
пользован для разработки методов диагностики онко-
логических заболеваний и мониторинга эффективно-
сти лечения или развития лекарственной устойчивости, 
а также для выбора наиболее подходящей терапии [10]. 
Оценка эффективности лечения с помощью жидкост-

ной биопсии позволит скорректировать или при необ-
ходимости внести принципиальные изменения в курс 
лечения [11]. В качестве маркеров жидкостной биопсии 
могут быть использованы аберрантно экспрессирован-
ные внеклеточные микроРНК, представленные в составе 
комплексов с белками/липопротеинами/протеогликана-
ми или упакованные во внеклеточные везикулы (ВВ).  
Из литературных [12] и полученных нами ранее [13] дан-
ных известно, что РПЭ вызывает разнонаправленные 
изменения уровней экспрессии микроРНК. Уже были 
получены свидетельства того, что наибольшим потен-
циалом в качестве диагностических маркеров РПЖ 
обладают микроРНК ВВ мочи [14, 15]. Тем не менее 
влияние РПЭ на экспрессию внеклеточных микроРНК 
биологических жидкостей, так же как и возможность 
их использования в качестве маркеров эффективности 
РПЭ, остаются малоизученными [16]. Очевидно, что 
для поиска маркеров эффективности РПЭ необходимо 
исследовать динамику экспрессии микроРНК после 

Таблица 1. Характеристика доноров и больных раком предстательной железы (РПЖ)

Table 1. Characteristics of donors and prostate cancer (PCa) patients

Показатель 
Parameter

Больные РПЖ (n = 18) 
PCa patients (n = 18)

Доноры 
Donors

Возраст, лет 
Age, years

61,0 ± 8,0 52,9 ± 5,2

ПСА, нг/мл: 
PSA, ng/ml:

до РПЭ 
before RP
через 3 мес после РПЭ 
3 months after RP
через 6 мес после РПЭ 
6 months after RP
через 9 мес после РПЭ 
9 months after RP
через 1 год после РПЭ 
1 year after RP

8,39 ± 2,62

0,17 ± 0,24

0,30 ± 0,47

0,29 ± 0,56

0,35 ± 0,53

0,68 ± 0,47 

Стадия по классификации Tumor, Nodus and Metastasis (TNM), %:  
The stage according to the classification of Tumor, Nodus and Metastasis (TNM), %:

Т1
Т2
Т3
N0
M0

 

50
39
11

100
100

–

Оценка по шкале Глисона, %: 
Gleason score, %:

6
7
8

 

83
6

11

–

Стадия, %: 
Stage, %:

II
III

 

89
11

–

Примечание. РПЭ – радикальная простатэктомия; ПСА – простатический специфический антиген. 
Note. RP – radical prostatectomy; PSA – prostatic specific antigen.
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хирургического вмешательства в краткосрочной и дли-
тельной перспективах.

В представленной работе проанализирована дина-
мика относительной экспрессии 14 микроРНК  
(hsa-miR-19b, -22-3p, -30e, -31, -92a, -125b, -144, -200b, 
-205, -222, -375, -378a, -425, -660), которые согласно 
результатам наших исследований, проведенных ранее 
[13, 16], а также анализу данных литературы [17–19] 
ассоциированы с развитием РПЖ в целом и вовлечены 
в механизмы развития рецидива в частности. Выпол-
нен сравнительный анализ полученных данных с уров-
нем относительной экспрессии доноров, а также кор-
реляционный анализ клинических характеристик 
больных до РПЭ, через 3 мес и 1 год после нее.

Цель исследования – изучить динамику экспрессии 
14 микроРНК (miR-19b, -22-3p, -30e, -31, -92a, -125b, 
-144, -200b, -205, -222, -375, -378a, -425, -660) ВВ мочи 
больных РПЖ после радикальной простатэктомии  
и поиск прогностических пар микроРНК. 

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Образцы мочи доноров получены из отделения 

переливания крови, больных РПЖ – из радиологиче-
ского отделения Национального медицинского иссле-
довательского центра им. акад. Е.Н. Мешалкина (Но-
восибирск, Россия) (табл. 1). Образцы мочи пациентов 
с РПЖ были взяты до РПЭ и повторно через 1 нед  
и 3 мес после операции для оценки динамики относи-
тельной экспрессии микроРНК. Дополнительную те-
рапию до и после РПЭ больные не получали.

Образцы мочи больных РПЖ и доноров центрифу-
гировали в течение 20 мин при 400g и при комнатной 
температуре (центрифуга MLW K70D) для осаждения 
клеток. Отбирали супернатант и центрифугировали  
в течение 20 мин при 17 000g и 24 °С для осаждения кле-
точного дебриса (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Внекле-
точные везикулы выделены из образцов мочи методом, 
разработанным ранее и основанным на агрегации–пре-
ципитации с использованием полиэтиленгликоля 
(Sigma-Aldrich, США) и декстрана синего (Ferak Berlin 
GmbH, Германия) [20]. Из полученной фракции ВВ  
с применением β-меркаптоэтанола (PanReac AppliChem, 
Германия), гуанидин тиоцианата (Sigma-Aldrich, 
США) и октановой кислоты (Sigma Life Science, США) 
выделены микроРНК методом, описанным ранее [21]. 
С помощью полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального време-
ни получены данные о пороговых циклах детекции 
каждой микроРНК в образцах доноров. Праймеры  
и флуоресцентно-меченные зонды, используемые для 
постановки реакций, синтезированы в лаборатории 
биомедицинской химии Института химической био-
логии и фундаментальной медицины Сибирского от-
деления Российской академии наук (Новосибирск, 
Россия). Относительную экспрессию микроРНК ана-
лизировали в 2 постановках (сетах): в 1-й постановке 

анализировали экспрессию miRNA-19b, -30e, -31, 
-92a, -125b, -200b, -205, -375, -660, во 2-й – miRNA-
19b, -22-3p, -30e, -125b, -144, -222, -378a, -425. Для 
эффективной оценки всех возможных комбинаций 
любых двух микроРНК внутри одного сета выполнена 
попарная нормализация, так как результаты анализа 
экспрессии каждой отдельно взятой микроРНК могут 
быть искажены из-за влияния множества внешних  
и внутренних факторов [22, 23]. Поскольку экспрессия 
микроРНК оценивалась в двух разных наборах  
микроРНК, нормализация проводилась только внутри 
каждого сета. Таким образом, были сформированы  
60 соотношений микроРНК. Для дальнейшего анализа 
рассчитаны значения dCt (разница пороговых циклов) 
каждой пары микроРНК внутри сета. 

Далее проанализировано распределение значений 
dCt с помощью теста Шапиро–Уилка. Достоверность 
межгрупповых различий оценена с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA. 
Данные об изменении относительной экспрессии  
микроРНК после РПЭ проанализированы с помощью 
дисперсионного анализа ANOVA для повторных изме-
рений. Результаты считали статистически значимыми 
при p <0,05 (программа MedCalc Statistical Software). 

РЕЗУЛЬТАТы
В настоящей работе проанализирована динамика от-

носительной экспрессии 14 микроРНК (в составе 60 пар), 
вовлеченных в регуляцию РПЖ [13, 24–26], до и после 
РПЭ. Источником микроРНК служили ВВ, которые вы-
деляли из образцов мочи больных РПЖ, полученных  
до и после операции (через 1 нед, 3, 6, 9 и 12 мес после 
РПЭ) и доноров в качестве контрольной группы.

Выявлены 19 пар микроРНК, дифференциально 
экспрессированных у первичных больных РПЖ  
до РПЭ по сравнению с донорами (рис. 1, а–г). При 
этом miRNA-30e, -92a, -200b, -375 и -660 входили в со-
став наибольшего количества дифференциально экс-
прессированных пар микроРНК: при участии 
miRNA-660 сформированы 6 таких пар, miRNA-19b, 
-30e, -200b, -375 – 5 пар, miRNA-92a – 4 пары.

Показано, что 44 пары микроРНК ВВ, формиру-
емые 14 микроРНК мочи больных РПЖ, статистиче-
ски значимо изменяли экспрессию микроРНК после 
РПЭ (табл. 2). Кроме того, сравнение уровней отно-
сительной экспрессии микроРНК до и после РПЭ 
больных РПЖ и доноров позволило получить данные 
об изменении экспрессии микроРНК после операции 
относительно нормы (см. табл. 2).

На основании анализа динамики относительной 
экспрессии пар микроРНК до и после РПЭ они были 
разделены на 4 группы:

1) пары микроРНК, уровень экспрессии которых 
достоверно различался у доноров и больных РПЖ 
до операции, достоверно изменялся у больных РПЖ 
через 3 мес после РПЭ по направлению к уровню 
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Рис. 1. Пары микроРНК, относительная экспрессия которых достоверно различалась у больных раком предстательной железы (РПЖ) и доноров 
(Д): а – miR-30e/375, -30e/660, -31/375, -200b/205, -200b/375; б – miR-125b/660, -200b/660, -92a/660, -19b/660, -31/660; в – miR-92a/375, 
-125b/375, -425/19b, -30e/92a, -30e/205; г – miR-19b/30e, -19b/200b, -92a/200b, -19b/125b
Fig. 1. miRNA ratios, the relative expression of which significantly differs in prostate cancer (PCa) patients and donors (D): a – miR-30e/375, -30e/660, 
-31/375, -200b/205, -200b/375; б – miR-125b/660, -200b/660, -92a/660, -19b/660, -31/660; в – miR-92a/375, -125b/375, -425/19b, -30e/92a, 
-30e/205; г – miR-19b/30e, -19b/200b, -92a/200b, -19b/125b

*p <0,05. **p <0,01. ***p <0,001.
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доноров (miRNA-92a/375, -125b/375, -205/375)  
или достигал такового (miRNA-19b/200b, -30e/205, 
-30e/660) (6 пар; рис. 2, а);

2) пары микроРНК, уровень экспрессии которых до-
стоверно не различался у доноров и больных РПЖ 
до РПЭ, достоверно отличался от исходного у паци-
ентов с РПЖ и доноров через 3 мес после операции 
(miRNA-19b/222, -19b/375, -30e/222, -92a/205, 
-375/660) (5 пар; рис. 2, б);

3) пары микроРНК, на основании данных об отно-
сительной экспрессии которых через 3 мес после 
РПЭ больных РПЖ можно разделить на 2 или  
3 достоверно различающиеся по данному показа-
телю подгруппы (p <0,001), условно обозначенные 
как А, Б, В в порядке убывания значений dCt (19 пар; 
табл. 3; рис. 2, в);

4) пары микроРНК, достоверно не изменявшие свою 
экспрессию через 3 мес после РПЭ согласно кри-

териям, описанным выше, или не имевшие опре-
деленного паттерна изменения экспрессии: 17 пар 
микроРНК, достоверно изменявших свою отно-
сительную экспрессию после РПЭ по результатам 
дисперсионного анализа для повторных измере-
ний, но не принадлежавших ни к одной из выше-
перечисленных групп (не имевших четкого паттер-
на динамики экспрессии; miRNA-19b/22-3p, 
-19b/92a, -19b/144, -22-3p-30e, -22-3p-222, -22-
3p/425, -30e/92a, -30e/200b, -30e/378a, -30e/425, 
-31/92a, -31/205, -92a/125b, -92a/200b, -125b/200b 
(рис. 2, г), -125b/205, -378a/425); 13 пар ми-
кроРНК, достоверно не изменявших свою относи-
тельную экспрессию по результатам дисперсион-
ного анализа для повторных измерений 
(miRNA-19b/30e, -19b/31, -30e/375, -31/375, 
-200b/375, -144/222, -144/425, -144/125b, -222/378a, 
-222/425, -222/125b, -378a/125b, -425/125b).
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На основании данных об относительной экспрес-
сии 19 пар микроРНК (3-я группа) через 3 мес  
после РПЭ (p <0,001) больных можно разделить  
на 2 (miRNA-19b/205, -425/19b (рис. 2, в), -22-3p/378a, 
-22-3p/125b, -22-3p/144, -30e/125b, -30e/144, -31/125b, 
-31/200b, -92a/660, -200b/205, -200b/660, -205/660, 
-19b/125b, -144/378a, -30e/31) или 3 (miRNA-19b/378a, 
-31/660, -125b/660) подгруппы, условно обозначенные 
как А, Б и В. Следует отметить, что в подгруппы больных 
РПЖ вошли одни и те же пациенты с единичными 
исключениями, т. е. подгруппы мало различались  
по составу при анализе экспрессии разных пар  
микроРНК. При этом экспрессия некоторых пар  
микроРНК 3-й группы через 3 мес после РПЭ досто-
верно отличалась от таковой у доноров и больных РПЖ 
до хирургического вмешательства, а некоторых – нет 
(табл. 3). К 3-й группе относятся и 3 пары микроРНК 
(miRNA-144/378a, -19b/378a, -30e/31), для которых 

методом дисперсионного анализа для повторных из-
мерений не выявлены достоверные изменения экс-
прессии после РПЭ. Тем не менее значимые различия 
уровней экспрессии этих пар микроРНК через 3 мес 
после РПЭ позволили разделить пациентов на досто-
верно различающиеся подгруппы (p <0,001) и отнести 
такие пары микроРНК к 3-й анализируемой группе,  
а не ко 2-й. Отсутствие достоверности при статистичес-
ком анализе можно объяснить широким диапазоном 
dCt у пациентов из разных подгрупп (А и Б или А, Б и В) 
через 3 мес после РПЭ, из-за чего при анализе этой 
временной точки в качестве единой группы (по алго-
ритму Repeated measures analysis of variance (ANOVA)) 
различия нивелируются. 

В 3-й группе пар микроРНК особый интерес с точ-
ки зрения поиска маркеров рецидива представляют  
те пары, относительная экспрессия которых у части 
пациентов через 3 мес достоверно отличалась от таковой 

Рис. 2. Динамика относительной экспрессии (dCt) микроРНК в микровезикулах мочи больных раком предстательной железы (РПЖ): а – miRNA-
30e/660 (пример 1-й группы пар микроРНК); б – miRNA-375/660 (пример 2-й группы пар микроРНК); в – miRNA-425/19b (пример 3-й группы пар 
микроРНК); г – miRNA-125b/200b (пример 4-й группы пар микроРНК). РПЭ – радикальная простатэктомия
Fig. 2. Dynamics of relative expression (dCt) of miRNAs in urine microvesicles of prostate cancer (PCa) patients: a – miRNA-30e/660 (an example of the Group 1 
of miRNA ratios); б – miRNA-375/660 (an example of the Group 2 of miRNA ratios); в – miRNA-425/19b, an example of the Group 3 of miRNA ratios;  
г – miRNA-125b/200b, an example of the Group 4 of miRNA ratios. RP – radical prostatectomy
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Таблица 3. Сравнение уровней относительной экспрессии пар микроРНК, относящихся к 3-й группе (с разделением пациентов на подгруппы),  
у пациентов с раком предстательной железы (РПЖ) через 3 мес после радикальной простатэктомии (РПЭ) с уровнями до операции и через  
1 нед после нее. Средняя разница уровней экспрессии (mean ddCt), среднее ± стандартное отклонение

Table 3. Comparison of the relative expression levels of microRNA pairs belonging to group 3 (with the division of patients into subgroups) in patients  
with prostate cancer (prostate cancer) 3 months after radical prostatectomy (RP) with the levels before surgery and 1 week after it. The mean difference  
in expression levels (mean ddCt), mean ± standard deviation

Пары микроРНК 
microRNA pairs

Сравнение 
с донорами 

Compared with 
donors

Сравнение с пациентами 
с РПЖ до РПЭ 

Сomparison with PCa patients  
before RP

Сравнение с пациентами 
с РПЖ через 1 нед после РПЭ 

Сomparison with PCa patients  
1 week after RP

miRNA-19b/205

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

0,32 ± 1,15***

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

–1,97 ± 1,17***

miRNA-425/19b

Подгруппа А 
Subgroup A

2,06 ± 1,06*** Н/р 
N/d

2,07 ± 1,84**

Подгруппа Б 
Subgroup B

–2,19 ± 1,07*** –3,37 ± 2,12*** –2,18 ± 1,93**

miRNA-22-3p/378a

Подгруппа А 
Subgroup A

5,51 ± 2,24*** 4,84 ± 2,72*** 4,60 ± 3,04**

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

miRNA-22-3p/125b

Подгруппа А 
Subgroup A

4,14 ± 1,67*** 3,61 ± 2,62** 4,17 ± 2,14**

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

miRNA-22-3p/144

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/р 
N/d

1,30 ± 1,89* Н/р 
N/d

Подгруппа Б 
Subgroup B

–4,32 ± 1,45*** –3,95 ± 1,70*** –5,05 ± 2,80***

miRNA-30e/125b

Подгруппа А 
Subgroup A

3,44 ± 1,96*** 2,63 ± 1,82** 2,90 ± 1,00***

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

–1,77 ± 1,99* –1,50 ± 0,89***

miRNA-30e/144

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

–1,75 ± 2,11**

Подгруппа Б 
Subgroup B

–4,80 ± 1,77*** –4,72 ± 3,19** –6,11 ± 1,93***

miRNA-31/125b

Подгруппа А 
Subgroup A

1,01 ± 1,25* 1,17 ± 1,05** 2,93 ± 1,42***

Подгруппа Б 
Subgroup B

–1,34 ± 1,22** –1,18 ± 1,11** Н/р 
N/d

miRNA-31/200b

Подгруппа А 
Subgroup A

1,24 ± 0,83*** 1,83 ± 0,99*** 3,05 ± 0,98***

Подгруппа Б 
Subgroup B

–1,23 ± 0,71*** Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

miRNA-31/660

Подгруппа А 
Subgroup A

2,92 ± 1,39*** 1,64 ± 0,98** 3,59 ± 1,34***

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

–1,53 ± 1,07** Н/р 
N/d

Подгруппа В 
Subgroup C

–4,55 ± 1,58*** –5,82 ± 1,06*** –3,88 ± 1,36***
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Пары микроРНК 
microRNA pairs

Сравнение 
с донорами 

Compared with 
donors

Сравнение с пациентами 
с РПЖ до РПЭ 

Сomparison with PCa patients  
before RP

Сравнение с пациентами 
с РПЖ через 1 нед после РПЭ 

Сomparison with PCa patients  
1 week after RP

miRNA-125b/660

Подгруппа А 
Subgroup A

1,72 ± 0,48*** Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Подгруппа Б 
Subgroup B

–0,69 ± 0,43** –2,18 ± 1,14*** –1,99 ± 1,38***

Подгруппа В 
Subgroup C

–3,82 ± 0,51*** –5,31 ± 1,14*** –5,12 ± 1,45***

miRNA-92a/660

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/о 
N/a

–0,96 ± 1,14* Н/р 
N/d

Подгруппа Б 
Subgroup B

–4,09 ± 1,39*** –4,90 ± 1,03*** –4,74 ± 1,76***

miRNA-200b/205

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

–2,03 ± 1,37***

Подгруппа Б 
Subgroup B

–2,72 ± 0,97*** –3,81 ± 1,79*** –4,93 ± 1,38***

miRNA-200b/660

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/р 
N/d

–1,97 ± 1,29*** –1,28 ± 1,76*

Подгруппа Б 
Subgroup B

–4,03 ± 1,05*** –5,90 ± 1,22*** –5,22 ± 1,62***

miRNA-205/660

Подгруппа А 
Subgroup A

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

1,13 ± 1,69*

Подгруппа Б 
Subgroup B

–3,24 ± 1,28*** –4,01 ± 1,17*** –2,21 ± 1,72*

miRNA-19b/125b

Подгруппа А 
Subgroup A

2,24 ± 1,31*** 2,60 ± 1,45*** 3,53 ± 2,02***

Подгруппа Б 
Subgroup B

–2,05 ± 0,83*** –1,69 ± 1,04*** Н/р 
N/d

miRNA-144/378a

Подгруппа А 
Subgroup A

1,23 ± 2,13*** 2,31 ± 2,93*** 4,73 ± 3,50***

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

miRNA-30e/31

Подгруппа А 
Subgroup A

2,10 ± 1,43*** Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Подгруппа Б 
Subgroup B

–1,84 ± 1,37*** –3,05 ± 2,04*** –3,67 ± 1,70***

miRNA-19b/378a

Подгруппа А 
Subgroup A

3,86 ± 1,39*** 4,03 ± 2,89*** 4,09 ± 2,60***

Подгруппа Б 
Subgroup B

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Н/р 
N/d

Подгруппа В 
Subgroup C

–3,73 ± 1,34*** –3,56 ± 2,62* –3,50 ± 2,54*

*p <0,05. **p <0,01. ***p <0,001.
Примечание. В подгруппу А включены больные РПЖ, у которых уровень относительной экспрессии пары микроРНК через 
3 мес после РПЭ достоверно превышал таковой у больных подгруппы Б. В подгруппу Б вошли пациенты с РПЖ, у которых 
относительная экспрессия пары микроРНК через 3 мес после РПЭ достоверно превышала таковую у пациентов подгруппы В. 
H/р – нет достоверных различий. 
Note. Subgroup A includes PCa patients, whose relative expression 3 months after RP significantly exceeds that in patients of Subgroup B. Subgroup B 
includes PCa patients, whose relative expression 3 months after RP significantly exceeds that in patients of subgroup C. N/d – no significant differences.

Окончание табл. 3

End of table 3
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у доноров, при этом направленность различий соот-
ветствовала различиям между донорами и больными 
до РПЭ. К таким микроРНК относятся пары miRNA-
425/19b, -31/200b, -31/125b, -31/660, -92a/660, 
-22-3p/125b, -22-3p/378a, -200b/205, -200b/660, 
-205/660. 

Через 1 год после РПЭ у 2 больных РПЖ уровень 
ПСА плазмы крови превышал 1,25 нг/мл, что свиде-
тельствует о неблагоприятном прогнозе. Более того,  
у 1 из этих пациентов через 1 год после операции были 
обнаружены вторичные изменения в тазовых лимфа-
тических узлах. По значениям уровней относительной 
экспрессии пар miRNA-22-3p/378a, -22-3p/125b, -22-
3p/144, -30e/125b, -30e/144, -31/660, -92a/660, 
-200b/205, -200b/660, -205/660, -144/378a, -19b/378a 
эти больные вошли в подгруппу пациентов, уровни 
относительной экспрессии микроРНК ВВ мочи кото-
рых достоверно отличались от данного показателя  
у доноров (табл. 3). В другую подгруппу, в которой от-
носительная экспрессия вышеупомянутых пар  
микроРНК не отличалась от их экспрессии у доноров, 
вошли пациенты, у которых спустя 1 год после операции 
не были выявлены признаки рецидива и уровень ПСА не 
превышал 0,2 нг/мл (за исключением 2 больных, у кото-
рых данный показатель оказался равным 0,3 и 0,5 нг/мл). 
Относительная экспрессия этих пар микроРНК у доно-
ров и пациента с изначально неблагоприятным прогно-
зом в связи с положительным хирургическим краем 
после операции, но без признаков рецидива через 1 год 
после операции не различалась.

В 4-ю группу пар микроРНК, относительная экс-
прессия которых не изменялась после РПЭ или не 
имела определенного паттерна ее изменения, вошли 
30 пар микроРНК. Из них уровень экспрессии 11 пар 
микроРНК у пациентов ни до, ни после хирургическо-
го вмешательства не отличался от такового у доноров 
(см. табл. 2). В связи с этим можно полагать, что дан-
ные микроРНК не играют значительной роли в био-
логических процессах в ответ на РПЭ и малопригодны 
в качестве маркеров эффективности такого вида лече-
ния РПЖ. Также в эту группу вошли 6 пар микроРНК, 
относительная экспрессия которых достоверно разли-
чалась у доноров и больных РПЖ до РПЭ (miRNA-
30e/92a, -92a/200b (p <0,05)) или через 1 нед после нее 
(miRNA-19b/92a, -30e/425 (p 0,05)), -31/92a (p <0,01), 
-125b/205 (p <0,001). Однако устойчивых изменений 
относительной экспрессии через 3 мес после РПЭ  
не наблюдалось, поэтому данные пары микроРНК 
нельзя отнести к 1-й и 2-й группам.

С помощью критерия Спирмена была оценена 
корреляция уровней относительной экспрессии ис-
следуемых микроРНК с клинико-патологическими 
характеристиками больных РПЖ: возрастом, уровнем 
ПСА, оценкой по шкале Глисона. Корреляция хотя  
бы с одним из клинических параметров выявлена для 
20 пар микроРНК. При этом для пары miRNA-31/125b 
корреляция наибольшей силы наблюдалась с возра-

стом доноров (k = –0,67; p = 0,004), для пары miRNA-
30e/660 – с уровнем ПСА (k = –0,63, p = 0,007) и для 
пары miRNA-22-3p/30e – с оценкой опухоли по шка-
ле Глисона (k = 0,65; p = 0,004). Обнаруженная в боль-
шинстве остальных случаев корреляционная связь  
с возрастом пациентов была слабой или умеренной  
и не обладала высоким уровнем достоверности. Таким 
образом, относительная экспрессия выбранных для 
исследования микроРНК в малой степени зависит от 
возраста, что повышает привлекательность маркера 
для диагностики и прогноза эффективности терапии 
РПЖ. Выявлены корреляционные связи, p-уровни их 
значимости и коэффициенты корреляции Спирмена 
(табл. 4). Кроме того, выполнена оценка корреляци-
онной связи между уровнем ПСА крови пациентов 
через 1 год после РПЭ и уровнями относительной экс-
прессии микроРНК до и после операции (табл. 5). Для 
12 пар микроРНК обнаружена статистически значи-
мая связь (как положительная, так и отрицательная) 
между уровнями ПСА через 1 год после операции  
и экспрессией микроРНК в одной из исследуемых 
временных точек.

ОБСУЖДЕНИЕ
Изменение уровня экспрессии каждой микроРНК  

в процессе лечения онкологических заболеваний  
и после хирургического вмешательства или курса проти-
воопухолевой терапии зависит от того, как микроРНК 
вовлечена в канцерогенез и физиологические процес-
сы. В многочисленных исследованиях показано, что 
экспрессия внеклеточных микроРНК при РПЖ зна-
чительно отличается от таковой у доноров, и измере-
ние концентраций данных микроРНК в биологических 
жидкостях имеет диагностическую ценность [24–27]. 
Это согласуется с полученными в настоящей работе 
данными: выявлены 19 пар микроРНК, дифференци-
ально экспрессированных у доноров и больных РПЖ 
до лечения. Проанализирован уровень относительной 
экспрессии микроРНК до РПЭ и через 1 нед и 3 мес 
после операции. Таким образом, выбраны точки из-
менения экспрессии микроРНК сразу после РПЭ  
(через 1 нед, в момент выписки) и через 3 мес, в мо-
мент первичной после хирургического вмешательства 
оценки клинических показателей пациента (таких как 
ПСА), что позволяет оценить раннюю предиктивную 
способность микроРНК и определить влияние побоч-
ных эффектов РПЭ (таких как воспаление) на изме-
нение экспрессии микроРНК.

Известно, что РПЭ оказывает значительное влия-
ние на экспрессию микроРНК и вызывает разнона-
правленные изменения уровней их относительной 
экспрессии [12–13, 16]. Как следует из представлен-
ных результатов, наибольший интерес представляет 
1-я группа микроРНК, уровень относительной экс-
прессии которых изменялся по направлению к тако-
вому у здоровых доноров (miRNA-92a/375, -125b/375, 
-205/375, -19b/200b, -30e/205, -30e/660). 
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На основании данных об относительной экспрес-
сии 19 пар микроРНК (3-я группа; см. рис. 2, в) через  
3 мес после РПЭ больных можно разделить на под-
группы. Особый интерес с точки зрения поиска мар-
керов возможного развития рецидива представляют те 
пары микроРНК, относительная экспрессия которых 
у одной подгруппы пациентов через 3 мес достоверно 
отличается от данного показателя у доноров, при этом 
направленность различий соответствует различиям 
между донорами и больными до РПЭ. К таким парам 
микроРНК относятся пары miRNA-425/19b, -31/200b, 
-31/125b, -31/660, -92a/660, -22-3p/125b, -22-3p/378a, 
-200b/205, -200b/660 и -205/660. Значимость выбран-
ных пар микроРНК подтверждает тот факт, что паци-
енты с БХР и метастазами попадают в подгруппу  
микроРНК, экспрессия которых достоверно отличает-
ся от таковой у доноров. Анализ динамики уровня ПСА 
в течение 1 года после РПЭ показал, что у больных  
с БХР его повышение наблюдается позднее (через  
6 или 9 мес после РПЭ), чем изменения в экспрессии 
микроРНК (через 3 мес после РПЭ). Это позволяет 
предположить большой потенциал микроРНК в каче-
стве ранних маркеров развития рецидива. В подгруппу 
БХР попадали также 6 пациентов (в зависимости  
от анализируемой пары микроРНК), у которых не был 
выявлен рецидив через 1 год после операции. Тем  
не менее 1-летний срок наблюдения не является окон-
чательным, и для того чтобы понять, разовьется ли ре-
цидив или наступит длительная ремиссия, необходимо 
дальнейшее наблюдение в течение 2–5 лет.

В то же время, хотя 1-я и 3-я группы пар  
микроРНК обладают более высоким потенциалом в 
качестве диагностических маркеров, 5 пар микроРНК, 
относительная экспрессия которых изменилась после 
РПЭ не по направлению к значениям здоровых доно-
ров (2-я группа), также представляют интерес. В отли-
чие от остальных групп пар микроРНК, во 2-ю группу 
согласно выбранным критериям не вошли диагности-
чески перспективные микроРНК, уровень экспрессии 
которых достоверно различался у доноров и больных 
РПЖ до РПЭ. Эти пары микроРНК также могут быть 
потенциальными прогностическими маркерами, хотя 
они и не обладают значимостью в качестве диагности-
ческих маркеров. Точно так же больные РПЖ после 
РПЭ, даже находящиеся в длительной ремиссии, не тож-
дественны здоровым донорам, и, естественно, это накла-
дывает отпечаток на профиль экспрессии микроРНК.  
В качестве примера можно привести miR-320a, -320b, 
-320c, уровень экспрессии которых в плазме крови 
больных после РПЭ увеличивался у пациентов без ре-
цидива заболевания и не изменялся у пациентов с БХР, 
в то время как у доноров он ниже по сравнению  
с больными РПЖ до РПЭ [28].

Что касается 4-й группы, включающей в себя 30 пар 
микроРНК, анализ экспрессии которых не выявил 
устойчивых изменений после РПЭ, то, по-видимому, 

они малопригодны для оценки эффективности хирур-
гического лечения РПЖ.

Полученные результаты согласуются с данными 
литературы. Например, ранее была показана онкосу-
прессорная роль ряда исследованных микроРНК. В част-
ности, продемонстрировано, что экспрессия miRNA-205 
в клетках опухоли предстательной железы снижена  
по сравнению со здоровыми тканями, что ассоциировано 
с активным ростом и делением клеток, а также метаста-
зированием опухоли [29]. Для miRNA-19b и miRNA-92a, 
входящих в один кластер miR-17-92a [30], miRNA-30e 
[31], miRNA-200b [26], также показана онкосупрессор-
ная роль. Так, известно, что miRNA-200b является ин-
гибитором процессов клеточного роста, метастазиро-
вания и эпителиально-мезенхимального перехода. 
Кроме того, низкая экспрессия miRNA-200b ассоци-
ирована с возникновением БХР [26]. В настоящем 
исследовании относительная экспрессия miRNA-30e 
была снижена у больных РПЖ по сравнению с доно-
рами во всех анализируемых парах, а экспрессия  
miR-200b, 205 и -92a – в большинстве случаев. Обнару-
жено, что после РПЭ повышается уровень экспрессии 
miRNA-205 (в составе всех анализируемых пар)  
и miRNA-30e (в большинстве случаев), в то время как 
уровень относительной экспрессии miRNA-200b снижа-
ется сразу после РПЭ, но повышается до уровня у здоро-
вых доноров через 3 мес после операции. Таким образом, 
полученные в настоящей работе данные подтверждают 
онкосупрессорную роль данных микроРНК.

Что касается miRNA-92a и miRNA-19b, то невоз-
можно выявить доминирующее направление измене-
ния их экспрессии после РПЭ. Вероятно, уровень 
относительной экспрессии этих микроРНК в меньшей 
степени, чем других, зависит от операции, и динамика 
изменения экспрессии пар микроРНК, в состав кото-
рых входят miRNA-92a и miRNA-19b, определяется 
второй микроРНК в каждой паре. Тем не менее спустя  
3 мес после РПЭ относительная экспрессия miRNA-19b, 
-30e, -92a, -200b и -205 в составе формируемых ими пар 
соответствует таковой у доноров, а уровни относитель-
ной экспрессии пар, в состав которых входит 
miRNA-375, демонстрируют тенденцию к приближению 
к значениям доноров. Это свидетельствует о значитель-
ном потенциале пар, в которые входят эти микроРНК,  
в качестве прогностических маркеров.

Напротив, miRNA-375, по-видимому, является 
онкогенной микроРНК, поскольку ее повышенная 
экспрессия положительно коррелирует с большим ри-
ском развития БХР. Действительно, обнаружено, что 
высокий уровень экспрессии данной микроРНК ассо-
циирован с метастатическим РПЖ и более агрессивной 
формой рака [32]. В настоящем исследовании также об-
наружен повышенный уровень экспрессии miRNA-375 
у больных РПЖ во всех анализируемых парах. Кроме 
того, пары, в состав которых входит эта микроРНК,  
демонстрировали достоверное снижение экспрессии 
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после выполнения РПЭ (см. табл. 2). По-видимому, 
miRNA-375 играет большую роль в развитии РПЖ,  
и поэтому ее экспрессия значительно снижается через  
1 нед после РПЭ. Более того, уровень относительной экс-
прессии всех пар микроРНК, сформированных при уча-
стии miRNA-375, у больных РПЖ через 3 мес после РПЭ 
не совпадает с уровнем экспрессии доноров, наблюдает-
ся лишь тенденция к такому соответствию, которое, 
вероятно, наступает позднее, т. е. уровень относитель-
ной экспрессии miRNA-375 остается аберрантным  
в течение более длительного времени.

Показано, что miRNA-144 способствует подавлению 
роста опухоли, а также препятствует метастазированию, 
т. е. играет онкосупрессорную роль [33]. Сверхэкспрес-
сию miRNA-425, напротив, связывают с метастазирова-
нием РПЖ и неблагоприятным прогнозом [34]. В на-
стоящем исследовании наблюдалась пониженная 
относительная экспрессия обеих этих микроРНК 
(miRNA-144 и miRNA-425) у больных РПЖ по срав-
нению с донорами, которая повышалась после РПЭ. 
В отношении miRNA-378a и miRNA-125b в литературе 
представлены противоречивые сведения: в различных 
исследованиях показаны как онкосупрессорные функции 
данных микроРНК [35, 36], так и онкогенные [37, 38].  
В настоящей работе уровень экспрессии этих  
микроРНК у больных РПЖ был выше, чем у доноров,  
а после РПЭ он мог как снижаться, так и немного повы-
шаться, в зависимости от второй микроРНК в паре,  
т. е. решающее влияние оказывала вторая микроРНК 
(не miRNA-378a или miRNA-125b) в соотношении. 

Исследования, посвященные изучению функций 
miRNA-22-3p, miRNA-31 и miRNA-660 в канцероге-
незе, выполнялись в основном в отношении видов 
онкологических заболеваний, в частности рака молоч-
ной железы и легких. Тем не менее показано, что 
miRNA-22-3p подавляет рост опухоли при раке молоч-
ной железы [39], низкая экспрессия miRNA-31 ассо-
циирована с развитием рака молочной железы [40],  
а повышенная экспрессия miRNA-660 способствует 
росту опухоли при раке легких и метастазированию  
в кости in vivo [41]. Экстраполяция данных литературы 
и их сравнение с результатами нашей работы позволя-
ют сделать вывод, что эти микроРНК оказывают ана-
логичное действие на канцерогенез предстательной 
железы, поскольку в настоящем исследовании отно-
сительная экспрессия miRNA-660 оказалась повы-
шенной у больных РПЖ по сравнению с донорами,  
а miRNA-22-3p и miRNA-31, напротив, в большинст-
ве случаев – пониженной. После РПЭ уровни относи-
тельной экспрессии miRNA-22-3p и miRNA-660 
уменьшались, а экспрессия miRNA-31 усиливалась,  
т. е. наблюдаемое изменение относительной экспрес-
сии miRNA-22-3p противоречит ожидаемому. Тем  
не менее это, скорее, связано с постоперационными 
процессами, поскольку не выявлена достоверная раз-
ница относительной экспрессии большинства пар  
микроРНК, в состав которых входит miRNA-22-3p,  

у пациентов с РПЖ спустя 3 мес после РПЭ и у доноров, 
т. е. эти пары микроРНК через 3 мес после операции 
экспрессируются также, как у здоровых доноров. 

Корреляционный анализ показал, что относитель-
ная экспрессия исследованных микроРНК, возраст, 
уровень ПСА и стадия опухолевого процесса характе-
ризуются либо отсутствием, либо слабой корреляци-
онной зависимостью. Это свидетельствует о возмож-
ности использования сочетанного анализа ПСА  
и экспрессии микроРНК для оценки эффективности 
терапии. Наибольшее количество пар микроРНК, уро-
вень относительной экспрессии которых коррелиро-
вал с уровнем ПСА через 1 год после РПЭ, обнаруже-
но через 3 мес после операции (9 пар). Устойчивой 
(сохраняющейся при анализе двух временных точек) 
корреляции между уровнем относительной экспрес-
сии исследованных микроРНК и уровнем ПСА не вы-
явлено, что, по-видимому, связано с тем, что на уровень 
экспрессии микроРНК через 1 нед после операции  
в значительной мере оказывают влияние процедура хи-
рургического вмешательства и сопровождающие ее 
побочные эффекты, в том числе воспаление. В связи  
с этим анализ относительной экспрессии микроРНК 
через 3 мес после РПЭ представляется более информа-
тивным с точки зрения предсказания развития БХР  
и/или клинического рецидива. Кроме того, исследован-
ная группа больных РПЖ была довольно однородной по 
уровню ПСА плазмы крови через 1 год после РПЭ, что 
затрудняет поиск возможных корреляций.

ЗАКЛючЕНИЕ
Анализ динамики экспрессии 60 пар микроРНК 

(14 различных микроРНК) в составе ВВ мочи больных 
РПЖ после РПЭ (до, через 1 нед и 3 мес после опера-
ции) показал, что уровень относительной экспрессии 
после хирургического вмешательства достоверно из-
менялся у 44 из исследованных пар. Выявлены пары 
микроРНК, дальнейший анализ относительной экс-
прессии которых наиболее перспективен с точки зре-
ния оценки эффективности РПЭ. К ним относятся  
2 группы пар микроРНК: 1) пары микроРНК, относи-
тельная экспрессия которых после операции досто-
верно изменялась в сторону таковой у здоровых доно-
ров и соответствовала ей через 3 мес после лечения 
(miRNA-19b/miRNA-200b, -30e/205, -30e/660)  
или демонстрировала тенденцию к такому соответст-
вию (miRNA-92a/miRNA-375, -125b/375, -205/375);  
2) пары микроРНК, по уровню относительной экс-
прессии которых больные РПЖ разделялись на  
2 (miRNA-19b/205, -425/19b, -22-3p/378a, -22-3p/125b, 
-22-3p/144, -30e/125b, -30e/144, -31/125b, -31/200b, 
-92a/660, -200b/205, -200b/660, -205/660, -19b/125b, 
-144/378a, -30e/31) или 3 (miRNA-19b/378a, -31/660, 
-125b/660) достоверно различающиеся подгруппы че-
рез 3 мес после РПЭ. Таким образом, анализ динами-
ки относительной экспрессии микроРНК является 
перспективным подходом для разработки панелей для 



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 

   
1

, 
2

0
2

4

77ТОМ 11 / VOL. 11 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

диагностики РПЖ и оценки эффективности РПЭ. Тем 
не менее необходимы дополнительные исследования 
экспрессии этих микроРНК через 6 мес и спустя 1 год 

после РПЭ, а также их ассоциации с клинико-патоло-
гическими характеристиками и состоянием пациентов 
через 1, 2 года и 5 лет после операции.
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Фенотипические и транскриптомные 
особенности моноцитов периферической крови  
в динамике неоадъювантной химиотерапии 
больных раком молочной железы

М.Р. Патышева1, 2, М.Н. Стахеева1, Е.С. Григорьева1, П.С. Ямщиков1, 2, И.В. Ларионова1, 2, А.А. Будницкая2, 
Н.А. Тарабановская1, Н.В. Чердынцева1, 2, Ю.Г. Кжышковска2
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К о н т а к т ы : Марина Ринатовна патышева patysheva_mr@onco.tnimc.ru

Введение. Химиотерапия включена в большинство схем лечения рака молочной железы. Действие химиотерапев-
тических препаратов оказывает влияние на моноциты крови, которые являются одними из важнейших участников 
патогенеза онкологических заболеваний. Однако в настоящий момент не установлено, могут ли изменения моноци-
тов, индуцированные проведением химиотерапии, поддерживать эффект противоопухолевого лечения или, напро-
тив, снижать его.
Цель исследования – охарактеризовать изменения фенотипического и транскриптомного профилей моноцитов 
больных раком молочной железы до и после химиотерапевтического лечения.
Материалы и методы. В группе, состоящей из 50 больных раком молочной железы, оценена популяционная струк-
тура моноцитов на основании экспрессии рецепторов CD14, CD16, CD163 и HLA-DR с помощью проточной цитометрии. 
У 9 пациенток проанализирован транскриптомный профиль CD14+-моноцитов с применением массового параллель-
ного РНк-секвенирования. Все исследования выполнялись до и после проведения 4 курсов неоадъювантной химио-
терапии.
Результаты. В группе больных раком молочной железы неоадъювантная химиотерапия приводила к снижению 
содержания CD14+16+HLA-DR+-моноцитов. На фоне цитостатического лечения в моноцитах пациентов отмечены 
повышение экспрессии генов MGLL, NR4A2, UCK1, YOD1, ABCA2, PAPSS2, ATP10 (log2FoldChange ≥0,8; ожидаемая доля 
ложных отклонений (false discovery rate, FDR) ≤0,01) и снижение экспрессии генов KPNA2, ERCC4, JAGN1, RUBCNL, 
SMYD4, B3GALT4 (log2FoldChange ≥0,8; FDR ≤0,01). после проведения терапии наблюдалось повышение активности 
сигнальных путей, связанных с липидным обменом и внутриклеточным транспортом везикул из эндоплазматического 
ретикулума, на фоне снижения ответа на воздействие интерферонов γ и α, и чужеродных молекул (экзогенных 
нуклеиновых кислот, вирусов и бактерий). С помощью дискриминантного анализа установлено, что относительное 
количество CD14+16–-, CD14+16+-, CD14–16+-, CD14+16–HLA-DR+-, CD14+16+HLA-DR+- и CD14–16+HLA-DR+-моноцитов в крови 
имеет ценность для предсказания ответа на неоадъювантную химиотерапию у больных раком молочной железы.
Заключение. Таким образом, выявлена связь параметров моноцитов крови с проведением химиотерапевтического 
лечения при раке молочной железы. 

Ключевые слова: моноциты, рак молочной железы, РНк-секвенирование, транскриптом, химиотерапия, HLA-DR

Для цитирования: патышева М.Р., Стахеева М.Н., Григорьева е.С. и др. Фенотипические и транскриптомные особен-
ности моноцитов периферической крови в динамике неоадъювантной химиотерапии больных раком молочной желе-
зы. Успехи молекулярной онкологии 2024;11(1):79–89. DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-79-89

Immune-phenotyping and transcriptomic profiling of blood monocytes from patients with breast 
cancer under neoadjuvant chemotherapy
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Introduction. Chemotherapy is a common treatment for breast cancer. Chemotherapeutic drugs effect blood monocytes, 
which are major contributors to cancer pathogenesis. However, to date, pro-tumor or anti-tumor programming by chemo-
therapy of monocytes is controversial.
Aim. To characterize changes in phenotypic and transcriptomic profiles of monocytes of breast cancer patients before 
and after chemotherapeutic treatment.
Materials and methods. In a cohort of 50 breast cancer patients, monocyte populations were identified based on their 
expression of CD14, CD16, CD163, and HLA-DR evaluated by flow cytometry before and after neoadjuvant chemotherapy. 
Bulk RNA sequencing was adopted to explore the transcriptomic profile of CD14+ monocytes before and after treatment. 
After treatment, we observed an increase in the activity of signaling pathways related to lipid metabolism and intracel-
lular transport of vesicles from the endoplasmic reticulum, against the background of a decreased response to exposure 
to interferon γ and interferon α, and foreign molecules (exogenous nucleic acids, viruses and bacteria). 
Results. In breast cancer patients, neoadjuvant chemotherapy decreased in CD14+16+HLA-DR+ monocytes. Under cyto-
static treatment, increased gene expression of MGLL, NR4A2, UCK1, YOD1, ABCA2, PAPSS2, ATP10 (log2FoldChange ≥0.8; 
false discovery rate (FDR) ≤0.01) and decreased gene expression of KPNA2, ERCC4, JAGN1, RUBCNL, SMYD4, B3GALT4 
(log2FoldChange ≥0.8; FDR ≤0.01) were observed in monocytes of patients. Using discriminant analysis, the relative 
numbers of CD14+16–, CD14+16+, CD14-16+, CD14+16-HLA-DR+, CD14+16+HLA-DR+ and CD14–16+HLA-DR+ monocytes in the 
blood were found to be valuable in predicting response to neoadjuvant chemotherapy.
Conclusion. Thus, association of blood monocytes with chemotherapeutic treatment in breast cancer was revealed.

Keywords: monocytes, breast cancer, RNA-seq, transcriptome, chemotherapy, HLA-DR

For citation: Patysheva M.R., Stakheyeva M.N., Grigoryeva E.S. et al. Immune-phenotyping and transcriptomic profiling 
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Advances in Molecular Oncology 2024;11(1):79–89. (In Russ.). DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-79-89

ВВЕДЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) является ведущей 

патологией в России и составляет более 20 % всех зло-
качественных нозологий у женщин [1]. В структуре 
смертности женского населения РМЖ находится на 
1-м месте среди онкологических заболеваний репро-
дуктивной системы [1]. Подобные показатели напря-
мую связаны как с проблемами ранней диагностики 
заболевания, так и с недостаточной эффективностью 
лечения. Так, применение предоперационной неоадъ-
ювантной терапии (НАХТ) при безметастатических 
формах РМЖ приводит к достижению полной морфо-
логической регрессии опухоли только в 17,8 % случа-
ев [2]. В настоящее время необходимо дальнейшее 
изучение патогенеза данной патологии для решения 
проблемы ранней диагностики и увеличения эффек-
тивности лечения. 

Способность клеток моноцитарно-макрофагаль-
ного ряда поддерживать рост опухоли является значимым 
фактором патогенеза РМЖ [3–6]. Моноциты составляют 
5–10 % лейкоцитов крови и представляют собой клетки 
неспецифического иммунитета. Популяция моноцитов 
включает в себя несколько подтипов [7, 8]. Повышенное 
содержание отдельных субпопуляций моноцитов, таких 
как СD14+163+ и СD14+204+, или определенные сигнату-
ры генов, экспрессированных в моноцитах, связывают  
с наличием РМЖ [6, 9, 10]. Известно, что увеличение от-

ношения абсолютного числа лимфоцитов к абсолютному 
числу моноцитов в крови ассоциировано с эффективно-
стью НАХТ, а повышенный уровень Tie2+-моноцитов 
негативно коррелирует с показателями безрецидивной 
выживаемости [10–12]. В то же время моноциты крови 
связаны с опухолеассоциированными макрофагами 
(ОАМ), поскольку представляют собой ресурс для попол-
нения их пула [3, 11]. 

Неоадъювантная терапия – обязательный этап ле-
чения ряда молекулярных подтипов РМЖ. Цитостати-
ческое лечение сопровождается выраженным влиянием 
не только на опухолевые клетки, но и на клетки других 
тканей, в том числе клетки иммунной системы [12, 13]. 
Известно, что химиотерапия может стимулировать про-
тивоопухолевый иммунитет, тем самым увеличивая ча-
стоту случаев полного патологического ответа на лече-
ние [12]. Однако иммунные клетки, к которым 
относятся опухолевые макрофаги и моноциты, могут 
блокировать или нивелировать эффект химиотерапев-
тического лечения [5, 14]. При этом остаются невыяс-
ненными вопросы, как цитостатическое лечение влия-
ет на программирование циркулирующих моноцитов 
и могут ли моноциты как предшественники ОАМ из-
менять их популяционное представительство в опухо-
ли. В последнее десятилетие вопрос о вовлечении кле-
ток иммунной системы в реализацию терапевтических 
эффектов цитостатического лечения активно обсужда-

https://doi.org/10
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ется [12, 15]. Изучение функционального профиля моно-
цитов при РМЖ в условиях химиотерапии представляет-
ся актуальным для клинической онкологии [12, 16]. 

Цель исследования – охарактеризовать изменение 
фенотипического и транскриптомного профилей мо-
ноцитов больных РМЖ до и после химиотерапевти-
ческого лечения.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Пациенты. В исследование включены 50 больных 

РМЖ T1–3N0–3M0 I–III стадии с инвазивной карци-
номой неспецифического типа (табл. 1). Средний воз-
раст больных составил 52 года (46–63 года). Исследо-
вание проводили в двух точках: до НАХТ и после  
4 курсов НАХТ по схеме АС (доксорубицин и цикло-
фосфамид). Эффективность терапии после 4 курсов 
оценивали согласно критериям Всемирной организа-
ции здравоохранения. Регистрировали полную регрес-
сию (100 % редукция опухоли), частичную регрессию 
(уменьшение объема опухоли более чем на 50 %), ста-
билизацию (уменьшение объема опухоли на 25–50 %) 
и прогрессирование процесса (увеличение объема опу-
холи более чем на 25 %). В соответствии с междуна-
родными рекомендациями пациенты со стабилизаци-
ей и прогрессированием составили группу плохого 
ответа на химиотерапию (не ответивших на НАХТ),  
а пациенты с полной и частичной регрессией – группу 
объективного ответа.

Фенотипирование моноцитов периферической крови. 
Проведена оценка уровней CD14+-, CD16+-, CD163+- 
и HLA-DR+-моноцитов в крови больных. Венозная 
кровь взята в вакуумные системы сбора крови, стаби-
лизированные К3-ЭДТА. Кровь (100 мкл) окрашивали 
набором меченных моноклональных антител против мар-
керов CD45, CD14, CD16, CD163 и HLA-DR (табл. 2). 
Для блокирования неспецифического связывания 
применяли Human TruStain FcX™ (Biolegend, США). 
В контрольный образец добавляли соответствующий 
изотипический контроль в аналогичной концентра-
ции. Все образцы анализировали на проточном цито-
метре NovoCyte (ACEA Bioscience, США). Тактика 
гейтирования представлена на рис. 1. Обработку по-
лученных данных проводили с помощью программно-
го пакета NovoExpress SoftWare (Acea, США).

Массовое параллельное РНК-секвенирование и био-
информатический анализ данных. В исследование во-
шли 9 пациенток с РМЖ до и после НАХТ. Для анали-
за транскриптома моноцитов использовали 18 мл 
крови, забранной в вакуумные системы с К3-ЭДТА. 
Предварительно на градиенте плотности раствора фи-
колла-урографина (1,077 г/см3) из крови получена 
фракция мононуклеарных клеток, а далее с помощью 
проточной цитометрической сортировки – СD14+-моно-
циты. Использовалась панель конъюгированных мо-
ноклональных антител против маркеров CD45, CD56, 
CD14 и 7-AAD (см. табл. 2). Сортировка образцов  

проводилась на клеточном сортере MoFlo XDP 
(Beckman Coulter, США). 

Сортировку моноцитов выполняли в режиме Purify 
1–2; эффективность сортировки в данном режиме со-
ставляла 70 %, а чистота целевой популяции – 98–99 %. 
Далее из полученного лизата клеток не более чем через 
60 мин выделяли тотальную РНК c использованием 
набора RNAeasy mini kit plus (Qiagen, Германия). Каче-
ство полученной РНК оценивали с помощью станции 
автоматического капиллярного электрофореза 
TapeStation 4150 (Agilent Technology, США). Показатель 

Таблица 1. Клинико-морфологическая характеристика больных 
раком молочной железы (n = 50)

Table 1. Clinical characteristics of patients with breast cancer in this study 
(n = 50)

Показатель 
Parameter

Число пациентов, 
абс. (%) 

Number of patients, 
abs. (%)

Состояние менструальной функции: 
Menses:

сохранена 
saved
пременопауза + перименопаза 
premenopausal + perimenopause
постменопауза 
postmenopausal

24 (48,2)

26 (51,8)

–

Стадия: 
Stage:

I
II
III

7 (14,0)
23 (46)
20 (40)

Молекулярно-биологический подтип: 
Molecular subtype:

люминальный В 
luminal B
трижды негативный подтип 
triple-negative
HER2-положительный 
HER2-positive

25 (50,0)

19 (38,0)

6 (12,0)

Лимфогенное метастазирование: 
Lymph node metastases:

есть 
yes
нет 
no

22 (46,5)

28 (53,5)

Эффект неоадъювантной химиотерапии: 
Neoadjuvant chemotherapy clinical response:

полная + частичная регрессия 
complete response + partial response
стабилизация 
stable disease
прогрессирование 
progression disease

34 (68,0)

8 (16,0)

8 (16,0)

Примечание. HER2 – рецептор эпидермального фактора 
роста человека 2. 
Note. HER2 – human epidermal growth factor receptor-2.
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Таблица 2. Антитела и изотипические контроли, применяемые для фенотипирования моноцитов

Table 2. Antibodies and isotype controls

Антитела, красители 
Antibodies, dyes

Клон 
Clone

Изотип 
Isotype

Производитель 
Manufacturer

CD45-APC-Cy7 2D1 Mouse IgG1, κ

BD Bioscience, США  
BD Bioscience, USA

CD14-FITC M5E2 Mouse IgG2a, κ

CD16-APC 3G8 Mouse IgG1, κ

CD163-PE GHI/61 Mouse IgG1, κ

HLA-DR-PE-Сy5 G46-6 Mouse IgG2a, κ

Isotype PE-Cy™5 G155-178 Mouse IgG2a, κ

7-AAD – –

CD56-PE-Cy7 CMSSB Mouse IgG1, κ eBioscience, Thermo Fisher Scientific, США 
eBioscience, Thermo Fisher Scientific, USAIsotype PE P3.6.2.8.1 Mouse IgG1, κ

Рис. 1. Тактика гейтирования для идентификации фенотипа моноцитов крови
Fig. 1. Flow cytometry gating strategy for the identification of human monocytes
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целостности РНК (RIN) составил 8,5–9,9. Пробы то-
тальной РНК хранились при –80 °С.

Полнотранскриптомный профиль моноцитов опре-
делен с помощью массового параллельного секвенирова-
ния. Библиотеки для него готовили с использованием 
набора NEXT flex Rapid Directional qRNA-SeqKit и одно-
концевых индексов NEXTflex-qRNA-8nt-Barcodes (Perkin 
Elmer, США) по стандартному протоколу. Избавление от 
рибосомальной РНК осуществлялось с помощью набора 
NEBNext® rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) (New 
England Bilab, США). Из подготовленных библиотек фор-
мировали общий эквимолярный пул и проводили секве-
нирование на платформе NextSeq500 (Illumina, США)  
с набором реактивов для одноконцевого чтения 1х75 
(single read); осуществляли 50 циклов. На каждую библио-
теку в среднем приходилось около 5 млн ридов. 

Методы статистической и биоинформатической об-
работки данных. Статистический анализ проводили  
с помощью программы Statistica 8.0 for Windows 
(StatSoft Inc., США). Для проверки законов распреде-
ления исследуемых переменных на нормальность ис-
пользовали критерий Колмогорова–Смирнова. После 
проверки все полученные числовые данные были 
представлены в виде медианы (LQu–UQu). Для опре-
деления статистически значимых различий в зависи-

мых группах использовали критерий Уилкоксона. Для 
построения математической модели применяли мето-
ды дискриминантного анализа и нелинейной логисти-
ческой регрессии. Результаты проточной цитометрии 
представлены с помощью программы GraphPad Prism 
8 software (GraphPad Soft Inc., США). Различия счита-
лись статистически значимыми при p <0,05. 

Картирование ридов на геном проводили с помо-
щью программы STAR 2.5 [17]; в качестве референса 
использовали геномную сборку GRCh38 и аннотации 
GENCODE.R34. После картирования получали дан-
ные о количестве картирующихся ридов на индивиду-
альные гены c использованием программы QoRTs [18]. 
Затем с помощью программного пакета DESeq2, входя-
щего в состав среды R, оценивали дифференциальную 
экспрессию генов в контрольных и экспериментальных 
группах. Для обогащения по биохимическим и регулятор-
ным путям с использованием списков генов, ранжиро-
ванных по уровню экспрессии log2FoldChange и p-valuе, 
применяли программы fgsea (https://github.com/ctlab/
fgsea) и Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/), а для 
эксперимента – базы данных Hallmark gene sets, 
Reactome и GO. Данные визуализировали с помощью 
программ FGSEA, Enrichеr и Phantasus (https://genome.
ifmo.ru/phantasus), а также средствами среды R.

Рис. 2. Субпопуляционный состав моноцитов у больных раком молочной железы до и после 4 курсов неоадъювантной химиотерапии (НАХТ)
Fig. 2. Circulating monocytes subsets in breast cancer patient before and after neoadjuvant chemotherapy (NACT)
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РЕЗУЛЬТАТы
Изменение субпопуляционного состава и транскрип-

томного профиля моноцитов до и после неоадъювантной 
химиотерапии. Проведено исследование фенотипа моно-
цитов крови до и после проведения 4 курсов НАХТ. Эта 
терапия не влияла на состав основных популяций моно-
цитов и экспрессию на них рецептора CD163 (рис. 2). 
Экспрессия HLA-DR на моноцитах CD14+16–-класси-
ческой и CD14–16+-неклассической популяций также 
сохранялась на прежнем уровне после НАХТ. Однако 
количество CD14+16+HLA-DR+ менялось после про-
ведения химиотерапевтического лечения и составило 
до НАХТ 94 % (84,51–98,44 %), после нее – 84 % 
(62,61–98,87 %) (р = 0,04) (см. рис. 2).

Транскриптомный профиль моноцитов проанали-
зирован у 9 больных РМЖ до и после НАХТ с помо-
щью метода главных компонент: различий до и после 
НАХТ выявлено не было (рис. 3а). Однако сравнение 
показателей каждого пациента показало индивидуальные 
различия в изменении транскриптомного профиля моно-
цитов после лечения (см. рис. 3а), а сравнение с помощью 
кластерного анализа – различия в этом профиле  
до и после химиотерапии (рис. 3б).

Анализ дифференциальной экспрессии отдельных 
генов позволил получить генную сигнатуру, характер-
ную для моноцитов больных после проведения НАХТ 
(рис. 3в). Неоадъювантная химиотерапия иницииро-
вала повышение экспрессии в моноцитах 152 генов 
при log2FoldChange >0,75 и p-valuе <0,001; наиболее 
выраженными среди которых были гены гемоглобина 
бета (HBB), моноацилглицерол липазы (MGLL), транс-
крипционного фактора (NR4A2), уридин-цитидин ки-
назы (UCK1), деубиквитиназы (YOD2), белка-тран-
спортера (ABCA2), 3’-фосфоаденозин-5’-фосфосульфат 
синтазы 2 (PAPSS2), транспортера аденозинтрифос-
фата (АТФ) (ATP10A) и компонент комплекса ГТФазы 
(SEPTIN1). Снижение экспрессии отмечено для  
89 генов с log2FoldChange >0,75 и p-valuе <0,001, среди 
которых наиболее выражены гены регулятора нуклео-
плазматического траспорта кариоферина α2 (KPNA2), 
субъединицы эндонуклеазы (ERCC4), трансмембран-
ного компонента эндоплазматического ретикулума 
(JAGN1), компонента аутофагосом (RUBCNL), катали-
затора метилирования гистонов (SMYD4) и галакто-
зилтрансферазы (B3GALT4) (рис. 3в, г).

После проведения НАХТ в моноцитах активиру-
ются процессы, связанные с модификацией тубулина, 
ретроградная транспортировка липидов из эндоплаз-
матического ретикулума в комплекс Гольджи с акти-
вацией каскада Rho ГТФазы, а также процессы форми-
рования аггресом (рис. 4) [19]. При этом подавляются 
процессы, ассоциированные с ответом на чужеродные 
молекулы и сигнальными путями интерферонов γ и α 
(см. рис. 4).

Предсказание эффективности неоадъювантной 
химиотерапии при раке молочной железы с учетом осо-
бенностей субпопуляций моноцитов. Результаты, полу-
ченные с помощью метода нелинейной логистической 
регрессии, позволили нам разработать математиче-
скую модель прогноза для предсказания плохого от-
вета на НАХТ у больных РМЖ. При построении мо-
дели были использованы данные о популяционной 
структуре моноцитов у пациенток до лечения. Расчет 
вероятности ответа на НАХТ у больных РМЖ выпол-
нялся по следующей формуле:

Y = 100,67 – 0,3X
1
 – 0,08X

2
 + 0,185X

3
 + 0,259X

4
 –  

– 0,007X
5
 + 0,503X

6
,

где Y – функция, характеризующая больных РМЖ  
с отсутствием ответа на НАХТ; X

1
 – относительное коли-

чество CD14+16–-моноцитов в крови; X
2
 – относительное 

количество CD14+16+-моноцитов в крови; X
3
 – относи-

тельное количество CD14–16+-моноцитов в крови;  
X

4
 – относительное количество CD14+16–HLA-DR+-

моно цитов в крови; X
5
 – относительное количество 

CD14+16+HLA-DR+-моноцитов в крови; X
6
 – относи-

тельное количество CD14–16+HLA-DR+-моноцитов  
в крови. 

Параметры модели: F (9,31) = 3,12; λ Уилкса = 0,59; 
p <0,017. 

Чувствительность предсказательной модели соста-
вила 83 %, специфичность – 96 %.

ОБСУЖДЕНИЕ
Современная химиотерапия основана на систем-

ном введении одного препарата или комбинации ле-
карственных средств, обладающих цитостатическим 
и цитотоксическим действием. Помимо уничтожения 
раковых клеток химиотерапевтическое лечение влия-
ет на другие делящиеся клетки организма [12]. По-
скольку многие клетки иммунной системы, в частно-
сти моноциты, происходят из гемопоэтических 
клеток-предшественников, данная терапия может 
угнетать продукцию зрелых форм моноцитов [12, 13]. 
Исследования, которые сосредоточены на изучении 
влияния цитотоксических и цитостатических препа-
ратов на моноциты в условиях in vitro, не позволяют 
учесть весь комплекс факторов организма. В этом ас-
пекте НАХТ, которая проводится до резекции опухо-
ли, является оптимальной биологической моделью 
исследования модулирующего влияния химиотерапии 
на клетки моноцитарно-макрофагального ряда.

Неоадъювантная химиотерапия в разной степени 
влияет на популяции циркулирующих моноцитов  
(см. рис. 2). Мы обнаружили, что данная терапия снижа-
ет содержание CD14+16+HLA-DR+-клеток (см. рис. 2). 
Ранее нами было продемонстрировано, что пониженное 
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Рис. 3. Влияние неоадъювантной химиотерапии (НАХТ) на транскриптомный профиль циркулирующих моноцитов больных раком молочной же-
лезы до и после лечения: а – распределение образцов до (Bc) и после (Bcch) НАХТ при использовании метода главных компонент; б – различия  
в транскриптоме, выявленные с помощью иерархического кластерного анализа; в – топ-20 генов, характеризующихся наибольшей и наименьшей 
экспрессией в моноцитах больных раком молочной железы до и после НАХТ на основании дифференциальной экспрессии с log2FoldChange;  
г – Volcano-диаграмма распределения генов РНК-секвенирования до (слева) и после (справа) НАХТ
Fig. 3. Neoadjuvant chemotherapy (NACT) alteration to the transcriptome of circulating monocytes in breast cancer patients: а – principal-component analysis 
plot of genes expressed in monocytes from breast cancer patients before (Bc, circles) and after (Bcch, triangles) NACT; б – hierarchical clustering  
of all differentially expressed genes between monocytes before (Bc) and after (Bcch) NACT; в – top 20 differentially expressed genes log2FoldChange genes 
between monocytes before (Bc) and after (Bcch) NACT; г – Volcano-plot of RNA-Seq data between monocytes before (left) and after (right) NACT 
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Рис. 4. Сигнальные пути, активированные (красный цвет) и угнетенные (синий цвет) в моноцитах у больных раком молочной железы после про-
ведения неоадъювантной химиотерапии. aBc – сигнальные пути со сниженной активацией; zBcch – сигнальные пути с повышенной активацией; 
NES – нормализованный показатель обогащения; TGF-β – фактор некроза опухоли β; мРНК – матричная РНК
Fig. 4. The results demonstrate top up-regulated (red) and down-regulated (blue) signaling pathways in monocytes of breast cancer patients. aBc – signaling pathways  
with reduced activation; zBcch – signaling pathways with increased activation; NES – normalized enrichment index; TGF-β – tumor necrosis factor β; mRNA – matrix RNA
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количество клеток этой популяции характерно для 
пациентов, не отвечающих на НАХТ [10]. Доказано, 
что CD14+16+-клетки являются активными продуцен-
тами основного провоспалительного цитокина – фак-
тора некроза опухоли [20, 21], в то время как низкая 
экспрессия рецептора HLA-DR на моноцитах проис-
ходит при их дифференцировке в миелоидные клетки-
супрессоры, которые подавляют иммунный ответ [22]. 
Таким образом, сниженная экспрессия рецептора 
HLA-DR на моноцитах CD14+16+-популяции может 
быть связана с иммуносупрессией, а содержание 
CD14+16+HLA-DR+-моноцитов – являться чувстви-
тельным к НАХТ параметром, что позволяет рассма-
тривать его в качестве маркера для прогнозирования 
эффективности данной терапии при РМЖ. Разрабо-
танная нами математическая модель для предсказания 
результата НАХТ подтверждает это предположение. 
Данная модель учитывает содержание основных по-
пуляций моноцитов и экспрессию на них HLA-DR  
и обладает высокими чувствительностью и специфич-
ностью. Полученные результаты являются основанием 
для их дальнейшей верификации на больших выбор-
ках больных РМЖ с возможностью трансляции ре-
зультатов в клиническую практику.

Ранее показано, что транскриптомный профиль 
моноцитов больных РМЖ и здоровых женщин имеет 
выраженные различия в модельных организмах  
и группах больных [6, 10, 23]. Неоадъювантная химио-
терапия у больных РМЖ оказывает менее выраженное 
влияние на транскриптомный профиль моноцитов 
(см. рис. 3). Анализ с помощью метода главных ком-
понент не показал сильных различий между группами 
образцов до и после лечения (см. рис. 3а). Однако 
сравнение образцов для каждой больной попарно  
до и после НАХТ показывает, что у большинства па-
циенток химиотерапия вызывает изменения в транс-
криптоме моноцитов, но на индивидуальном уровне 
(см. рис. 3а). Кроме того, результаты кластерного ана-
лиза подтвердили различия в транскриптомном профи-
ле моноцитов до и после НАХТ (рис. 3б). Таким обра-
зом, отмечено моделирующее влияние данной терапии 
не только на абсолютное количество моноцитов кро-
ви, как это было показано ранее, но и на транскрип-
томный профиль и биологию клеток [24].

Сигнатура дифференциально экспрессированных 
генов свидетельствует об изменении биологических 
процессов в моноцитах после проведения химиотера-
пии (см. рис. 3в, г). После НАХТ в моноцитах повы-
шается экспрессия транскриптов молекул, ответствен-
ных за транспорт липидов, таких как моноацилглице- 

роллипаза (MGLL), и белка-транспортера ABCA2 [25, 26]. 
Последнее согласуется с активацией процесса транс-
портировки везикул из аппарата Гольджи в эндоплаз-
матический ретикулум (см. рис. 4). Интересно, что 
дефицит MGLL способствует TLR4-зависимой акти-
вации модельных макрофагов, что свидетельствует  
о способности MGLL подавлять провоспалительную 
активность моноцитов и макрофагов [26]. Известно, 
что моноциты и макрофаги, находящиеся в состоянии 
противовоспалительной М2-подобной поляризации, 
характеризуются активацией липидного обмена [27]. 
Кроме того, после НАХТ в моноцитах повышается экс-
прессия ядерного фактора NR4A2, который обеспечи-
вает их противовоспалительную активность [28, 29]. 
Повышение экспрессии этих генов свидетельствует  
об активации в моноцитах процессов, направленных 
на подавление воспаления. Кроме того, сигнальные 
пути, связанные с ответом иммунных клеток на интер-
фероны, эндогенную ДНК и цитокиновые стимулы, 
подавляются после НАХТ (см. рис. 4). 

Известно, что цитостатические препараты, входя-
щие в состав схем НАХТ, действуют на предшествен-
ники моноцитов и макрофагов. После НАХТ наблю-
дается повышение уровня экспрессии генов UCK1  
и YOD1 в моноцитах (рис. 3в, г). Известно, что белки 
UCK1 и YOD1 обеспечивают в клетке процесс деуби-
квитинизации, связанный со снятием «меток смерти» 
с клеточной ДНК [30, 31]. Ранее в отношении моно-
цитов активация системы деубиквитинизации в ответ 
на действие цитостатических агентов описана не была. 
Мы предполагаем, что это может быть одним из меха-
низмов восстановления пула моноцитов в ответ на 
НАХТ. 

ЗАКЛючЕНИЕ
В ходе сравнительного исследования содержания 

HLA-DR+- и CD163+-моноцитов при РМЖ до и после 
НАХТ обнаружено снижение уровня CD14+16+-кле-
ток, экспрессирующих рецептор HLA-DR, после ле-
чения. Показано, что после НАХТ индивидуальный 
транскриптомный профиль моноцитов каждого паци-
ента изменяется, а экспрессия генов, связанных с ли-
пидным обменом, подавлением воспалительного от-
вета и деубиквитинизации, повышается в моноцитах 
всех больных. Применение метода математического 
моделирования, определяющего содержание CD14+16–, 
CD14+16+- и CD14–16+-моноцитов до лечения и экс-
прессию рецептора HLA-DR на них, позволяет пред-
сказать эффективность НАХТ с чувствительностью 
83,3 % и специфичностью 96 %.
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Снижение способности клеток НСТ116 к выходу 
из стадии индуцированного терапией старения 
при увеличении длительности воздействия 
доксорубицином

Н. А. Персиянцева1, С. Ю. Вихрова1, 2, М. С. Короткова1, 2, Д. Б. Казанский1, В. В. Татарский3, М. А. Замкова1, 3
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К о н т а к т ы : Мария Анатольевна Замкова zamkovam@gmail.com

Введение. применение химиопрепаратов в низких концентрациях в связи с токсичностью их высоких доз приводит 
к развитию в опухолевых клетках фенотипа клеточного старения, характеризующегося остановкой прогрессии 
клеточного цикла и отсутствием деления, а также изменениями в транскрипционном и метаболическом профилях 
клеток. Негативным последствием этого фенотипа является приобретение отдельными клетками способности к вы-
ходу из нее и возврату к повторной пролиферации.
Цель исследования – оценить влияние длительности воздействия химиопрепаратом на способность клеток опухо-
ли НСТ116 к выходу из стадии индуцированного старения.
Материалы и методы. Фенотип старения определяли с помощью анализа изменения активности β-галактозидазы, 
а также оценки распределения клеток по фазам цикла и уровня белков методом вестерн-блоттинга. колонии окра-
шивали кристаллическим фиолетовым.
Результаты. Выявлено, что продолжительность инкубации клеток НСТ116 с низкой дозой доксорубицина влияет 
на их способность к возврату к повторной пролиферации: увеличение времени инкубации при одинаковой дозе 
препарата снижает колониеобразование. Длительность воздействия доксорубицином не изменяет процесс форми-
рования фенотипа старения, что было подтверждено нами при анализе различных маркеров данной стадии (изме-
нение активности β-галактозидазы, распределение клеток по фазам цикла, уровни белков р21 и p-γН2АХ). Однако 
наблюдается замедление развития ответа клеток на повреждения ДНк, вызванные доксорубицином, в клетках, 
подвергнутых более продолжительной инкубации с ним (повышение активности β-галактозидазы, формирование 
полиплоидных клеток).
Заключение. Длительность воздействия доксорубицином на клетки рака НСТ116 влияет на долгосрочные послед-
ствия, снижая способность «стареющих» клеток к выходу из стадии старения при удлинении времени инкубации 
с препаратом.

Ключевые слова: НСТ116, доксорубицин, клеточное старение, колониеобразование

Для цитирования: персиянцева Н. А., Вихрова С. Ю., короткова М. С. и др. Снижение способности клеток НСТ116 
к выходу из стадии индуцированного терапией старения при увеличении длительности воздействия доксорубицином. 
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Decreasing the ability of HCT116 cells to escape from therapy induced senescence  
by increasing the duration of doxorubicin treatment
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Introduction. Due to the toxicity of high doses of chemotherapy, low concentrations used in cancer treatment leads 
to the development of senescence phenotype in tumor cells, characterized by a block in the cell cycle progression and 
the absence of division; changes in the transcriptional and metabolic profile of cells. A negative consequence of this 
stage is acquisition of individual cells the ability to escape from senescence and return to re-proliferation. 
Aim. To estimate the effect of the duration of drug treatment of HCT116 tumor cells on their ability to escape from 
therapy induced senescence.
Materials and methods. The senescence phenotype was confirmed by the analysis of β-galactosidase activity; cell cycle 
analysis; estimation of protein levels by western blotting. Colonies were stained with crystal violet dye.
Results. In our study, we showed that the duration of HCT116 cells incubation with low-dose doxorubicin affects their 
ability to return to re-proliferation – increasing the treatment time using same drug dose reduces the process of colony 
formation. The duration of doxorubicin treatment does not affect the formation of the senescence phenotype, which 
was confirmed by analyzing different markers of this stage (changes in β-galactosidase activity, cell cycle analysis, as-
sessment of p21 and γH2AX protein levels). However, there is a delay in the development of cellular response to DNA 
damage caused by doxorubicin in cells exposed to prolong treatment protocol (increase in β-galactosidase activity, 
formation of polyploid cells).
Conclusion. The duration of doxorubicin treatment of HCT116 cancer cells affects long-term consequences, reducing 
the ability of senescent cells to escape this stage when the incubation time with the drug is extended.

Keywords: HCT116, doxorubicin, senescence, colony formation

For citation: Persiyantseva N. A., Vikhrova S. Yu., Korotkova M. S. et al. Decreasing the ability of HCT116 cells to escape  
from therapy induced senescence by increasing the duration of doxorubicin treatment. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = 
Advances in Molecular Oncology 2024;11(1):90–8. (In Russ.). DOI: https://doi.org / 10.17650 / 2313-805X-2024-11-1-90-98

ВВЕДЕНИЕ
Применение высоких доз химиотерапевтических 

препаратов при лечении злокачественных новообра-
зований сопровождается развитием неблагоприятных 
для организма побочных эффектов, вплоть до леталь-
ного исхода [1]. Снижение частоты их возникновения 
и степени достигается за счет уменьшения доз препа-
ратов, применения коротких интервальных курсов 
терапии и т. п. [2, 3]. Однако невысокие концентрации 
веществ приводят к формированию в опухолевых 
клетках фенотипа клеточного старения, характеризу-
ющегося отсутствием их пролиферации [4]. Установ-
ление стадии старения не является благоприятным 
исходом терапии, поскольку отдельные опухолевые 
клетки способны к выходу из нее и к возврату к по-
вторной пролиферации, что вызывает рецидив опухо-
ли [5].

Фенотип индуцированного терапией клеточного 
старения имеет характерные особенности [6]. Его раз-
витие сопровождается повышением уровней белков 
р21 и р16, являющихся негативными регуляторами 
прогрессии клеточного цикла, вследствие чего проис-
ходит его остановка на стадии G1 или G2 / M [7]. Из-
меняются размер и морфология клеток, повышается 
активность фермента β-галактозидазы, формируется 
секреторный фенотип. «Стареющая» клетка имеет 
особые транскрипционный и метаболический профи-
ли. Изменения, происходящие в клетке, направлены 
на устранение повреждений ДНК, вызванных дейст-
вием химиопрепарата, и на поддержание ее жизнеспо-
собности [4, 8].

В исследованиях с использованием модельных 
клеточных линий, находящихся в стадии индуциро-
ванного терапией старения, применяют разные схемы 

индукции данной стадии, в частности различающиеся 
по времени инкубации с химиопрепаратом [9, 10]. 
В одних работах применяют короткое воздействие 
лекарственного средства (до 24 ч) [10, 11], тогда как 
в других – длительную инкубацию тех же клеток 
в присутствии препарата (от 3 до 7 дней, в зависимости 
от типа клеток) [9, 12]. В обоих случаях в клетках фор-
мируется фенотип старения. Однако остается непо-
нятным влияние продолжительности воздействия 
химиопрепарата на долгосрочные последствия этой 
стадии, такие как степень развития секреторного фе-
нотипа и опосредуемых им паракринных эффектов, 
способность отдельных клеток к повторной проли-
ферации после окончания действия лекарственного 
средства и др. Режимы (непрерывный режим, пульс-
терапия, вариации длительности интервалов между 
воздействиями) и дозы препаратов во многом опреде-
ляют эффективность химиотерапии [13]. Предлагают-
ся математические модели, которые учитывают раз-
ные параметры, определяющие успех терапии [14]. 
Выявлено, что при одних схемах воздействия доксо-
рубицином клетки были способны к возобновлению 
пролиферации в долгосрочной перспективе, тогда 
как при других – нет [15].

Для выявления различий в развитии негативных 
долгосрочных последствий применения короткого 
и длительного воздействий химиотерапии на модель-
ные культуры опухолевых клеток проведена оценка 
влияния продолжительности инкубации на способ-
ность отдельных клеток к выходу из стадии старения 
и формированию колоний. На клетках колоректаль-
ного рака НСТ116 мы показали, что при коротком 
протоколе воздействия (24 ч) на них доксорубицином 
колониеобразующая способность «стареющих» клеток 
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была значительно выше, чем у тех же культур, прошед-
ших более длительную инкубацию с данным химио-
препаратом. При этом в обоих случаях клетки при-
обретали фенотип старения, о чем свидетельствует 
наличие характерных для этой стадии признаков. Дан-
ные результаты указывают на то, что, несмотря на 
приобретение старения, процесс перепрограммирова-
ния транскрипции определенных генов, сопровож-
дающий стадию старения, может различаться в клетках, 
подвергнутых разным по длительности воздействия 
протоколам.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Клетки и препарат. Клетки колоректального рака 

НСТ116 культивировали в среде DMEM (С455п, 
«ПанЭко», Россия) с добавлением 10 % эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (S1810, Biowest, Южная Амери-
ка), антибиотика пенициллин / стрептомицин («ПанЭко», 
Россия) и глутамина («ПанЭко», Россия). Доксоруби-
цин (Sigma, США) разводили в дистиллированной 
воде для получения 10 мM стокового раствора.

Окраска клеток для определения активности 
β-галактозидазы (SA-β-Gal и С12FDG). Иммуноцито-
химическую окраску клеток проводили с использова-
нием коммерческого набора (Cell Signaling, США) 
согласно протоколу производителя. Развитие окраски, 
отражающее активность β-галактозидазы, оценивали 
под микроскопом Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Япония; 
объектив 20×). Для анализа активности β-галактозидазы 
с помощью проточной цитофлуориметрии клетки 
НСТ116, предварительно обработанные 300 мкМ хло-
рохина (Sigma, США) в течение 30 мин, окрашивали 
флуоресцентным красителем С12FDG (ThermoFisher 
Scientific, США) (2 ч в СО

2
-инкубаторе). Анализ флуо-

ресценции проводили в канале FITC на проточном 
цитофлуориметре (BD FACSAria™ III, BD Biosciences, 
США).

Клеточный цикл. Распределение клеток по фазам 
клеточного цикла проводили с помощью проточного 
цитофлуориметра. Клетки предварительно инкуби-
ровали в буфере (0,1 % цитрат натрия; 0,3 % NP-40; 
100 мкг / мл РНКазы А; 50 мкг / мл пропидия иодида) в те-
чение 30 мин. Анализ результатов проводили с помощью 
программы FlowJo_v10.8.1 (BD Biosciences, США).

Вестерн-блоттинг. Клетки НСТ116 лизировали 
в буфере RIPA (150 мM хлорида натрия; 1 % NP-40; 
0,5 % дезоксихолата натрия; 0,1 % SDS; 50 мM TRIS; 
рН 8,0). Для проведения электрофореза белков в по-
лиакриламидном геле в лунку вносили 20 мкг белка. 
Белки переносили на мембрану PVDF (1620177, Bio-
Rad, США). Для предотвращения неспецифического 
связывания антител мембрану инкубировали в 5 % не-
жирном молоке (Bio-Rad, США) в течение часа. Мем-
брану окрашивали следующими антителами: р21 
(2947, Cell Signaling, США), PARP1 (A18303, Abclonal, 
Китай), cleaved PARP1 (5625, Cell Signaling, США), 
фосфо-γН2АХ (9718, Cell Signaling, США), β-актин 

(AC026, Abclonal, Китай). Инкубацию проводили в те-
чение ночи при температуре +4 oС. После отмывки 
от первичных антител мембрану обрабатывали вторич-
ными антителами (анти-кролик), конъюгированными 
с перксидазой хрена (HRP) (7074, Cell Signaling, США) 
в течение 40 мин при комнатной температуре. Детек-
цию сигнала осуществляли с помощью хемилюминес-
центного HRP-субстрата (Clarity Western ECL 
Substrate, Bio-Rad, США) на хемилюминометре (Im-
ageQuant LAS 4000, GE Healthcare, США).

Окраска кристаллическим фиолетовым. Клетки 
фиксировали 4 % раствором параформальдегида (Sigma, 
США) в течение 10 мин. После отмывки к ним добав-
ляли кристаллический фиолетовый. Краситель отмы-
вали дистиллированной водой.

Анализ колониеобразующей способности клеток. 
После инкубации с доксорубицином клетки НСТ116 
рассеивали для анализа колониеобразующей способ-
ности по 10 000 клеток на лунку 6-луночного планше-
та (SPL Lifesciences, Корея) в трех повторах. Далее 
проводили окраску колоний с помощью кристалличе-
ского фиолетового (см. выше).

Статистический анализ. Оценку различий между 
выборками определяли с помощью непараметриче-
ского U-критерия Манна–Уитни. Различия считали 
значимыми при p ˂0,05.

РЕЗУЛЬТАТы
Низкие дозы химиопрепаратов, в отличие от вы-

соких, не вызывают в обработанных ими опухолевых 
клетках апоптоз, а приводят к становлению в них ста-
дии клеточного старения [4, 16]. Для разных типов 
опухоли показаны определенные дозы препаратов, 
воздействие которыми индуцирует данный фенотип. 
Так, для клеток НСТ116 100–200 нM доксорубицина 
приводят к формированию стадии старения [17, 18].

Мы воздействовали на клетки колоректального 
рака НСТ116 200 нМ доксорубицина в течение 24 ч 
(короткая инкубация) и 72 ч (длительная инкубация). 
Схема эксперимента представлена на рис. 1.

Для подтверждения установления в клетках фено-
типа клеточного старения мы провели иммуноцитохи-
мическую окраску клеток, чтобы определить активность 
β-галактозидазы (рис. 2, а). На 9-е сутки от начала экс-
перимента увеличение активности фермента наблюда-
лось в обоих экспериментальных протоколах воздейст-
вия. Данные результаты подтверждены с помощью 
проточной цитофлуометрии с применением флуорес-
центного красителя С12FDG, который также исполь-
зуется для детекции активности β-галактозидазы [19]. 
Кроме того, мы проследили динамику развития окра-
ски и обнаружили, что при применении короткого 
протокола инкубации активность фермента начинала 
увеличиваться на 3-и сутки от начала эксперимента 
(анализ через 72 ч), тогда как при длительном воздей-
ствии доксорубицина она проявлялась на 5-е сутки 
(анализ через 5 сут) (рис. 2, б).
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Рис. 1. Схема эксперимента. Вверху показан короткий протокол инкубации с доксорубицином (DOX), внизу – длительный. Началом эксперимен-
та считали день внесения препарата в культуральную среду с клетками. CV – кристаллический фиолетовый
Fig. 1. Experimental design. The top shows a short incubation protocol with doxorubicin (DOX), the bottom – a long one. The day the drug was added to the 
culture medium was considered as the beginning of the experiment. CV – crystal violet dye

Рис. 2. Оценка активности β-галактозидазы в клетках НСТ116, обработанных 200 нМ доксорубицина (DOX) в течение 24 и 72 ч, с помощью 
иммуноцитохимического окрашивания клеток (а) и метода проточной цитофлуометрии с применением флуоресцентного красителя С12FDG (б): 
а – фиксацию и окраску клеток выполняли на 9-е сутки от начала эксперимента. Развитие окраски оценивали на световом микроскопе (объек-
тив 20×); б – анализ активности β-галактозидазы проводили через 72 ч и 5 сут от начала эксперимента. Контроль – контрольные, не обрабо-
танные доксорубицином клетки в логарифмической фазе роста. Вследствие остановки деления клеток под действием доксорубицина их плотность 
не увеличивалась со временем, что позволяет использовать вышеуказанный контроль
Fig. 2. Estimation of β-galactosidase activity in HCT116 cells treated with 200 nM doxorubicin (DOX) for 24 and 72 h with immunocytochemical (а) and flow 
cytometry using the fluorescent dye C12FDG methods (б): а – cells were fixed and stained on the 9th day from the start of the experiment. Color development 
was assessed using a light microscope (objective 20×); б – analysis of β-galactosidase activity was carried out 72 h and 5 days from the beginning of the ex-
periment. Control – doxorubicin-untreated cells in logarithmic growth phase. Due to the arrest of cell division under doxorubicin treatment, their density did 
not increase over time, which allows to use the above control
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Характерным признаком стадии старения являет-
ся прекращение деления клеток [20]. Анализ распре-
деления клеток НСТ116 по фазам клеточного цикла 
показал остановку его прогрессии на стадии G2 / M (4n), 
что отмечается уже через 24 ч инкубации с препаратом 
(рис. 3). На 3-и сутки от начала эксперимента наблю-
далось повышение доли полиплоидных клеток (˃4n) 
в группе, подвергнутой короткому протоколу воздей-
ствия (см. рис. 3). При 72-часовой инкубации с пре-

паратом количество полиплоидов возросло на 5-е сут-
ки, но их было меньше по сравнению с 24-часовой 
обработкой. Таким образом, мы наблюдаем, что дина-
мика развития ответа клеток, подвергнутых короткому 
воздействию доксорубицина, «опережает» таковую 
в клетках, обработанных препаратом в течение 72 ч.

В клетках НСТ116 отсутствует экспрессия гена 
CDKN2A (белок р16), поэтому оценка развития фе-
нотипа старения проводилась с помощью анализа из-

Рис. 3. Анализ распределения клеток НСТ116, подвергнутых короткой и длительной инкубациям с доксорубицином (DOX), по фазам клеточного 
цикла. Оценку проводили через 24, 72 ч и 5 сут от начала эксперимента: а – репрезентативные результаты одного из трех повторов; б – гисто-
грамма, отражающая распределение клеток по фазам клеточного цикла. Сравнительная оценка доли полиплоидов (*) и клеток в стадии G2 / M (#) 
в экспериментальных группах по сравнению с контролем (p <0,01), а также количества полиплоидов (**) и клеток в стадии G2 / M (##) между 
двумя экспериментальными группами (24- и 72-часовое воздействие) (p <0,01) на 3-и сутки от начала эксперимента. Различия считались ста-
тистически значимыми при p <0,01. Контроль – контрольные, не обработанные доксорубицином клетки в логарифмической фазе роста. Вслед-
ствие остановки деления клеток под действием доксорубицина, их плотность не увеличивалась со временем, что позволяет использовать выше-
указанный контроль
Fig. 3. Cell cycle analysis of HCT116 cells subjected to short and long incubation with doxorubicin. The assessment was carried out 24 h, 72 hours and 5 days 
from the start of the experiment: a – a representative result from one of three biological replicates is shown; б – histogram reflecting the distribution of cells 
according to the phases of the cell cycle. Comparative assessment of the proportion of polyploids (*) and cells in the G2 / M stage in the experimental groups 
compared with the control (p <0.01), as well as the number of polyploids (**) and cells in the G2 / M stage (##) between two experimental groups (24- and 72-hour 
exposure) (p <0.01) on the 3rd day from the beginning of the experiment. The differences were considered statistically significant at p <0.01. Control – 
doxorubicin-untreated cells in logarithmic growth phase. Due to the arrest of cell division under doxorubicin treatment, their density did not increase over time, 
which allows to use the above control
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менения уровня белка р21 [21]. Уже через сутки от на-
чала воздействия доксорубицином происходит 
повышение уровней данного белка и фосфорилирова-
ния γН2АХ, что является характерным признаком фе-
нотипа клеточного старения (рис. 4). Мы не смогли 
детектировать наличие расщепленной формы PARP1, 
что указывает на отсутствие апоптоза. Полученные 
данные подтверждают, что используемая доза доксо-
рубицина и протоколы воздействия приводят именно 
к старению, в отличие от высоких концентраций пре-
парата (1 мкМ доксорубицина), в результате примене-
ния которых не наблюдается изменений в уровне бел-
ка р21 и возрастает количество расщепленной формы 
PARP1, т. е. развивается апоптоз. Кроме того, через 
24 ч после воздействия повышалось количество цик-

лина В1, что соответствует увеличению фракции кле-
ток, находящихся в фазе G2 / M (см. рис. 4). При ко-
ротком протоколе воздействия через 72 ч уровень 
этого белка был выше такового в клетках, подвергну-
тых 72-часовой обработке доксорубицином, но в обеих 
группах его количество оказалось немного больше, чем 
в конт рольной группе.

Мы проследили динамику изменения уровня ана-
лизируемых белков и обнаружили снижение количе-
ства р21 и фосфо-γН2АХ в клетках НСТ116, подверг-
нутых длительному воздействию, что согласно данным 
литературы может указывать на начало развития в них 
апоптоза [22]. При коротком воздействии доксоруби-
цином уровень этих белков не изменялся.

Анализ динамики уровня циклина В1 показал его 
снижение в обеих экспериментальных группах 
до контрольных значений на 5-е сутки эксперимента, 
что соответствует преобладанию доли полиплоидных 
клеток в данную временную точку (см. рис. 3, 4). По-
лученные результаты согласуются с данными других 
исследований, указывающими на корреляцию между 
снижением уровня циклина В1 и развитием процесса 
полиплоидизации в клетках, находящихся в стадии 
индуцированного ДНК-повреждающими соединени-
ями старения [23].

Эффективность противоопухолевой терапии опре-
деляется отсутствием рецидива опухоли [24]. В стадии 
клеточного старения происходит остановка пролифе-
рации клеток, однако исследования указывают на спо-
собность отдельных «стареющих» клеток к выходу 
из этой стадии и возврату к повторному делению. 
Окраска НСТ116 на 14-е сутки от начала воздействия 
доксорубицином показала отсутствие у клеток, под-
вергнутых 72-часовой инкубации с ним, способности 
к выходу из индуцированного этим препаратом старе-
ния. При 24-часовой обработке доксорубицином через 
2 нед были обнаружены колонии клеток, вернувшихся 
к повторной пролиферации (рис. 5, а). В данном экс-
перименте клетки не пересевали после снятия воздей-
ствия препаратом. Оценка колониеобразующей спо-
собности «стареющих» клеток, посеянных после 
отмывки от доксорубицина по 10 000 клеток на лунку, 
подтвердила данный результат: наблюдалось много 
колоний при короткой и их отсутствие (или единич-
ные колонии) при длительной инкубации с доксору-
бицином (рис. 5, б). Результаты нашего исследования 
согласуются с данными недавнего эксперимента, про-
веденного на клетках рака молочной железы MCF7 
[25], которые также указывают на зависимость способ-
ности клеток к преодолению стадии старения от про-
должительности воздействия химиопрепаратом в низ-
ких дозах.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы изучили длительность воз-

действия низкой дозой доксорубицина на способность 
клеток к возврату к повторной пролиферации через 

Рис. 4. Результаты анализа с помощью вестерн-блоттинга уровня 
белков γH2AX, р21, Parp1, cleaved Parp1 (cl. Parp1), cyclin B1 (cycB1) 
в клетках НСТ116, обработанных 200 нМ доксорубицина в течение  
24 и 72 ч, через 24, 72 ч и 5 сут от начала эксперимента. Окраска кле-
ток на β-актин использовалась в качестве контроля нанесения образ-
цов. Контроль – контрольные, не обработанные доксорубицином клетки 
в логарифмической фазе роста. Вследствие остановки деления клеток 
под действием препарата их плотность не увеличивалась со временем, 
что позволяет использовать вышеуказанный контроль
Fig. 4. The results of the Western blot analysis of protein levels γH2AX, p21, 
Parp1, cleaved Parp1 (cl. Parp1), cyclin B1 (cycB1) in HCT116 cells treated 
with 200 nM doxorubicin for 24 and 72 h. The analysis was carried out 24, 72 h 
and 5 days from the start of the experiment. Beta actin was used as a loading 
control. Control – doxorubicin-untreated cells in logarithmic growth phase. 
Due to the arrest of cell division under doxorubicin treatment, their density 
did not increase over time, which allows to use the above control

γH2AX

р21

Parp1

cl. Parp1

cycB1

актин  /  actin

1 
м

кМ
 D

O
X,

 2
4 

ч 
 /  

 
1 

m
kM

 D
O

X,
 2

4 
h

Ко
нт

ро
ль

 / 
Co

nt
ro

l

20
0 

нМ
 D

O
X,

 2
4 

ч 
/ 

20
0 

nM
 D

O
X,

 2
4 

h

20
0 

нМ
 D

O
X 

(2
4 

ч)
, 7

2 
ч 

/ 
20

0 
nM

 D
O

X 
(2

4 
h)

, 7
2 

h

20
0 

нМ
 D

O
X 

(7
2 

ч)
, 7

2 
ч 

/  
20

0 
nM

 D
O

X 
(7

2 
h)

, 7
2 

h

20
0 

нМ
 D

O
X 

(7
2 

ч)
, 5

 с
ут

 / 
20

0 
nM

 D
O

X 
(7

2 
h)

, 5
 d

ay
s

20
0 

нМ
 D

O
X 

(7
2 

ч)
, 5

 с
ут

 / 
20

0 
nM

 D
O

X 
(7

2 
h)

, 5
 d

ay
s



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  1
, 

2
0

2
4

96 ТОМ 11 / VOL. 11ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

некоторое время после прекращения действия препа-
рата. Использовались 2 протокола инкубации с 200 нМ: 
24-часовой (короткий) и 72-часовой (длительный). 
Клетки приобретали фенотип старения в обоих случа-
ях, что было подтверждено анализом специфических 
маркеров данной стадии (оценка активности β-галак-
тозидазы, распределения клеток по фазам клеточного 
цикла, уровней белка р21 и фосфорилированной фор-
мы гистона γН2АХ). Однако долгосрочные последст-
вия применения разных протоколов показали значи-
тельные различия в поведении клеток. В результате 
24-часовой обработки клеток доксорубицином обра-
зовалось множество колоний, что указывает на прио-
бретение «стареющими» клетками из данной экспери-
ментальной группы способности к возврату к пов- 

торной пролиферации. Мы не обнаружили подобный 
эффект при применении длительного протокола. Ав-
торы других исследований также указывают на разли-
чия в ответе клеток на длительность воздействия хи-
миопрепаратом [26].

Динамика ответа клеток на доксорубицин также 
различалась между двумя исследуемыми группами. 
Так, в ходе анализа распределения клеток по фазам 
клеточного цикла мы обнаружили, что формирование 
полиплоидов при коротком протоколе инкубации 
происходит на 3-и сутки от начала эксперимента, тог-
да как при 72-часовом воздействии – на 5-е сутки, т. е. 
и в первом, и во втором случае приблизительно через 
2 сут после удаления доксорубицина из культуральной 
среды. Похожая динамика наблюдается и в отно шении 
активности β-галактозидазы (см. рис. 2, в и 3). Про-
цесс полиплоидизации является своего рода приспо-
собительным механизмом, направленным на сохране-
ние выживаемости клеток, подвергнутых стрессовому 
воздействию [27, 28]. По данным некоторых исследо-
ваний, результатом деполиплоидизации является воз-
врат «стареющих» клеток к повторной пролиферации 
[29, 30]. В настоящей работе мы показали, что только 
клетки, подвергнутые короткому протоколу воздейст-
вия, были способны к процессу колониеобразования, 
несмотря на то, что формирование полиплоидов на-
блюдалось в обеих экспериментальных группах (с раз-
ницей по времени появления).

Формирование полиплоидных клеток обратно 
коррелирует с динамикой уровня циклина В1. Мы на-
блюдали повышение его количества через 24 и 72 ч 
от начала воздействия, что соответствовало преобла-
данию клеток в фазе G2 / M, и снижение уровня этого 
белка на 5-е сутки эксперимента, что сопровожда-
лось значительным увеличением доли полиплоидов 
(см. рис. 3). Данные результаты согласуются с другим 
исследованием, в котором также отмечалось наличие 
негативной корреляции между уровнем циклина В1 
и долей полиплоидов при распределении клеток 
по фазам цикла [23].

Таким образом, мы показали, что, несмотря на уста-
новление фенотипа старения в клетках, подвергнутых 
разному по продолжительности воздействию одина-
ковой (низкой) дозой доксорубицина (200 нМ), они 
имеют различные долгосрочные последствия пребы-
вания в этой стадии. Способность к выходу из нее 
и возврату к повторной пролиферации преобладает 
у клеток, прошедших короткую инкубацию с препа-
ратом. Разная динамика развития ответа может указы-
вать на различия в степени повреждения / скорости 
репарации ДНК (уровень гистона γН2АХ), активации 
определенных сигнальных путей, что, несомненно, 
требует проведения дальнейших исследований.

ЗАКЛючЕНИЕ
Таким образом, способность отдельных клеток, 

находящихся в стадии индуцированного низкой дозой 

Рис. 5. Анализ способности клеток НСТ116, подвергнутых короткой 
и длительной инкубациям с доксорубицином, к выходу из стадии кле-
точного старения. Клетки подвергали 24- и 72-часовому воздействию 
и окрашивали кристаллическим фиолетовым через 10–14 сут от на-
чала эксперимента (по мере развития сформированных колоний, без пе-
ресева) (а). Оценка колониеобразующей способности клеток через  
3 сут после начала эксперимента (б, слева). Клетки рассевали на ко-
лонии по 10 000 клеток на лунку 6-луночного планшета в обеих экспе-
риментальных группах. Окраску проводили кристаллическим фиоле-
товым через 10–14 сут (по мере развития сформированных колоний). 
Гистограмма, отображающая количество сформировавшихся колоний 
на лунку 6-луночного планшета (n = 6) через 10–14 сут после воздей-
ствия на клетки доксорубицином (24 и 72 ч) (б, справа)
Fig. 5. Analysis of the ability of HCT116 cells subjected to short and long 
incubation with doxorubicin to escape from senescence. Сells were treated 
with doxorubicin for 24 and 72 h and stained with crystal violet 10–14 days 
from the start of the experiment (as the colonies develop, without subculture) 
(a). Assessment of the colony-forming ability of cells – 3 days after the start 
of the experiment, the cells were seeded into colonies of 10,000 cells per well 
of 6-well plate in both experimental groups (б, left). Staining was carried out 
with crystal violet dye after 10–14 days (as the colonies develop) (б, right) 
Histogram shows the number of colonies per well of 6-well plate (n = 6) 
in 10–14 days after doxorubicin treatment (24 and 72 h)
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доксорубицина старения, к выходу из этой стадии за-
висит от продолжительности воздействия. Наблюда-
ется значительное преобладание повторно делящихся 
клеток в группе, подвергнутой короткому протоколу 
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инкубации. Используемые протоколы воздействия 
приводят к становлению фенотипа клеточного старе-
ния, однако динамика ответа на вызванные поврежде-
ния ДНК различается между двумя группами.



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 

  1
, 

2
0

2
4

98 ТОМ 11 / VOL. 11ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Благодарности
Авторы выражают благодарность А.М. Щербакову за ценные комментарии.
Acknowledgments
The authors express their gratitude to A.M. 

Вклад авторов
Н.А. Персиянцева: постановка экспериментов, обработка результатов;
С Ю. Вихрова, М.С. Короткова: постановка экспериментов;
Д.Б. Казанский, В.В. Татарский: техническое обеспечение работы;
М.А. Замкова: постановка экспериментов, обработка результатов, написание текста статьи.
Authors’ contributions
N.A. Persiyantseva: performed experiments, analyzed results;
S.Yu. Vikhrova, M.S. Korotkova: performed experiments;
D.B. Kazansky, V.V. Tatarsky: technical support of study;
M.A. Zamkova: performed experiments, analyzed results, article writing.

ORCID авторов / ORCID of authors
Н.А. Персиянцева /N.A. Persiyantseva: https://orcid.org/0000-0002-2097-5986
Д.Б. Казанский / D.B. Kazansky: https://orcid.org/0000-0002-4179-8421
В.В. Татарский / V.V. Tatarsky: https://orcid.org/0000-0002-9080-5683
М.А. Замкова /M.A. Zamkova: https://orcid.org/00000-0002-4687-7444

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

Финансирование. Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (грант № 22-24-00212; https://www.rscf.ru/
project/22-24-00212/?CODE=22-24-00212).
Funding. The work was carried out with financial support from the Russian Science Foundation (grant No. 22-24-00212; https://www.rscf.ru/project/22-
24-00212/?CODE=22-24-00212).
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Статья поступила: 14.11.2023.  Принята к публикации: 13.02.2024.
Article submitted: 14.11.2023.  Accepted for publication: 13.02.2024.



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 

   
1

, 
2

0
2

4

99ТОМ 11 / VOL. 11 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-99-104 4.0

Роль циркулирующих нейтрофилов 
в прогрессировании рака почки

И. Р. Мягдиева1, Т. В. Абакумова1, Д. Р. Долгова1, О. Ю. Горшков2, Т. П. Генинг1

1ФГБОУ ВО «Ульяновский государственный университет»; Россия, 432017 Ульяновск, ул. Льва Толстого, 42; 
2ГУЗ «Областной клинический онкологический диспансер»; Россия, 432017 Ульяновск, ул. 12 Сентября, 90

К о н т а к т ы : Ильсея Ринатовна Мягдиева ilseya2015@yandex.ru

Введение. В настоящее время остается актуальным вопрос о роли нейтрофилов в прогрессировании рака почки. 
эти клетки способны проявлять проопухолевые свойства посредством секреции цитокинов, хемокинов, факторов 
роста, которая определяется экспрессией генов данных молекул. Функциональная гетерогенность нейтрофилов 
характеризуется различиями в паттернах экспрессии генов.
Цель исследования – оценка роли циркулирующих нейтрофилов в прогрессировании рака почки.
Материалы и методы. В циркулирующих нейтрофилах пациентов с верифицированным раком почки светлоклеточ-
ного типа I–III стадии по классификации Tumor, Nodus and Metastasis (TNM) (n = 88) до хирургического лечения 
и условно здоровых доноров (контрольная группа) (n = 20) методом количественной полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией определяли экспрессию генов NGAL, MMP-13 и VEGF-A.
Результаты. Отмечены повышение экспрессии гена NGAL в циркулирующих нейтрофилах при Рп начальных стадий 
(р = 0,05) и ее снижение при Рп поздних стадий (р = 0,03). Выявлена высокая экспрессия гена ММР-13 в циркули-
рующих нейтрофилах при раке почки всех стадий относительно контрольных значений (при I стадии р = 0,005; 
при II – p = 0,003; при III – p = 0,0008). при раке почки I стадии наблюдалась прямая корреляционная связь между 
экспрессией генов NGAL и MMP-13 в нейтрофилах (r = 0,696; p = 0,003). Также в группе пациентов с раком почки 
обнаружена прямая корреляция между экспрессией генов NGAL и VEGF-A (r = 0,322; p = 0,049). В мультивариантной 
регрессионной модели кокса в отношении безрецидивной выживаемости выявлена предиктивная ценность экс-
прессии генов VEGF-A и NGAL в циркулирующих нейтрофилах. при увеличении экспрессии этих генов в нейтрофилах 
на 1 единицу риск возникновения метастазов возрастает в 0,80 (0,65–0,99; р = 0,043) и 1,42 (1,01–2,00; р = 0,046) 
раза соответственно. Анализ безрецидивной выживаемости по методу каплана–Майера у пациентов c раком почки 
показал влияние уровня экспрессии NGAL в циркулирующих нейтрофилах на выживаемость без прогрессирования. 
В группе пациентов с высокой экспрессией NGAL медиана наблюдения составила 31,7 мес, в группе с низкой экс-
прессией этого гена – более 36 мес (log-rank-test; p = 0,017).
Заключение. Таким образом, полученные данные позволяют предположить, что циркулирующие нейтрофилы игра-
ют ведущую роль в прогрессировании рака почки. Уровень экспрессии генов NGAL и VEGF-A в этих клетках может 
быть использован при прогнозировании безрецидивного периода у пациентов с данным заболеванием.

Ключевые слова: циркулирующие нейтрофилы, рак почки, ангиогенез, NGAL, VEGF-A, MMP-13

Для цитирования: Мягдиева И. Р., Абакумова Т. В., Долгова Д. Р. и др. Роль циркулирующих нейтрофилов в прогрес-
сировании рака почки. Успехи молекулярной онкологии 2024;11(1):99–104. DOI: https://doi.org / 10.17650 / 2313-
805X-2024-11-1-99-104

The role of circulating neutrophils in the progression of kidney cancer

I. R. Magdieva1, T. V. Abakumova1, D. R. Dolgova1, O. Y. Gorshkov2, T. P. Gening1

1Ulyanovsk State University; 42 L’va Tolstogo St., Ulyanovsk 432017, Russia; 
2Regional Clinical Oncological Dispensary; 90 12th September St., Ulyanovsk 432017, Russia

C o n t a c t s : Ilseya Rinatovna Myagdieva ilseya2015@yandex.ru

Introduction. Currently, the question of the role of neutrophils in the progression of kidney cancer remains relevant. 
Neutrophils are capable of exhibiting protumor properties through the secretion of cytokines, chemokines, and growth 
factors, which is determined by the expression of genes for these molecules. And the functional heterogeneity of neu-
trophils is characterized by differences in gene expression patterns.
Aim. To assess the role of circulating neutrophils in the progression of kidney cancer.
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Materials and methods. In circulating neutrophils of patients with verified clear cell kidney cancer at stages I–III ac-
cording to Tumor, Nodus and Metastasis (TNM) (n = 88) before surgical treatment and conditionally healthy donors 
(control group) (n = 20), the expression of NGAL genes was determined using quantitative reverse transcription polymer-
ase chain reaction, MMP-13 and VEGF-A.
Results. There was an increase in NGAL gene expression in circulating neutrophils (p = 0.05) at the initial stage  
and a decrease in it at advanced stages of kidney cancer (p = 0.03). High expression of the MMP-13 gene by circulating 
neutrophils was detected at all stages of kidney cancer relative to control values (at stage I p = 0.005; at stage II  
p = 0.003; at stage III p = 0.0008). A significant direct correlation was observed between the expression of the NGAL  
and MMP-13 genes in neutrophils at stage I kidney cancer (r = 0.696; p = 0.003). In the group of patients with kidney 
cancer, a direct correlation was found between the expression of the NGAL and VEGF-A genes (r = 0.322; p = 0.049). A mul-
tivariable Cox regression model for disease-free survival revealed the predictive value of VEGF-A and NGAL genes expression 
in circulating neutrophils. With an increase in the expression of the VEGF-A and NGAL genes in neutrophils by 1 unit,  
the risk of metastases increases by 0.80 (0.65–0.99; p = 0.043) and 1.42 (1.01–2.00; p = 0.046) times, respectively.  
The Kaplan–Meier analysis of disease-free survival in patients with kidney cancer showed the influence of NGAL expres-
sion in circulating neutrophils on progression-free time. In the group of patients with high NGAL expression, the median 
follow-up was 31.7 months, and in the group with low NGAL expression – more than 36 months (log-rank-test; p = 0.017).
Conclusion. Thus, the data obtained suggest that circulating neutrophils play a leading role in the progression of kidney 
cancer. The level of expression of NGAL in circulating neutrophils can be used to predict the relapse-free period in patients 
with kidney cancer.

Keywords: circulating neutrophils, kidney cancer, angiogenesis, NGAL, VEGF-A, MMP-13

For citation: Magdieva I. R., Abakumova T. V., Dolgova D. R. et al. The role of circulating neutrophils in the progression  
of kidney cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2024;11(1):99–104. (In Russ.). 
DOI: https://doi.org / 10.17650 / 2313-805X-2024-11-1-99-104

ВВЕДЕНИЕ
Светлоклеточный рак почки (РП) – наиболее рас-

пространенный тип рака данной локализации (более 
90 % случаев), возникающий из эпителиальных клеток 
почечных канальцев. Рак почки считается иммуноген-
ным новообразованием; чувствительность опухоли к им-
мунотерапии определяется ее микроокружением [1].

Развитие опухоли и ее реакция на терапию зависят 
от воспаления, в инициации, развитии и разрешении 
которого участвуют цитокины и факторы роста [2]. 
Иммунокомпетентные клетки (нейтрофилы (Нф), 
тучные клетки, NK-клетки (NK – естественные кил-
леры), дендритные клетки, макрофаги) способны сти-
мулировать развитие опухолевого ангиогенеза посред-
ством выделения проангиогенных факторов [3].

Нейтрофилы являются ключевыми эффекторны-
ми клетками врожденного иммунитета и играют ре-
шающую роль в воспалении, вызванном инфекциями, 
а также в опухолеассоциированном воспалении. Они 
могут обладать как противоопухолевой (N1), так 
и проопухолевой (N2) активностью [4].

Проопухолевые Нф способствуют развитию кан-
церогенеза [5] посредством выработки факторов роста, 
включая матриксную металлопротеиназу-9 (matrix 
metalloproteinase 9, MMP-9), фактор роста эндотелия 
сосудов A (vascular endothelial growth factor A, VEGF-A), 
фактор некроза опухоли α (tumor necrosis factor alpha, 
TNF-α) и хемокины (в том числе интерлейкин-8 (IL-8)), 
что также приводит к увеличению проницаемости со-
судов и способствует дополнительному привлечению 
иммунных клеток [6].

Экспрессия VEGF-A коррелирует с инвазивно-
стью опухоли, плотностью сосудов, метастазирова-

нием, развитием рецидивов и прогнозом при раке 
яичников и колоректальном раке [7]. Нейтрофилы, 
секретируя ММР-9, способствуют, в свою очередь, 
высвобождению VEGF-A [8]. При этом матриксная 
металлопротеиназа-13 (matrix metalloproteinase 13, 
ММР-13, коллагеназа 3) играет ведущую роль в каска-
де активации матриксных металлопротеиназ. Однако 
образование комплекса ММP-9 / NGAL (neutrophil gela-
tinase-associated lipocalin – липокалин, ассоциированный 
с нейтрофильной желатиназой) защищает ММP-9 от 
протеолитической деградации и усиливает ее фермента-
тивную активность. Известно, что уровень NGAL в моче 
в значительной степени связан со стадией РП, поэтому 
его рассматривают как потенциальный биомаркер для 
оценки прогноза при данной патологии [9].

Гипотеза, объясняющая роль NGAL в канцероге-
незе, состоит в том, что Нф, рекрутирующие в опу-
холь, подвергаются апоптозу и высвобождают грану-
лы, содержащие NGAL [10].

Показано, что Нф изменяют свою поляризацию 
в сторону N1 или N2 под влиянием факторов, выделя-
емых опухолью, еще в кровотоке [11]. Функциональ-
ная гетерогенность Нф определяется различиями 
в паттернах экспрессии генов этих клеток [12]. При 
стимуляции Нф факторами воспаления изменяется 
профиль экспрессии генов [13], что приводит к смене 
фенотипа и функционального потенциала Нф [14].

Таким образом, анализ экспрессии генов ангио-
генных факторов и факторов воспаления позволяет 
оценить потенциальную роль циркулирующих Нф 
в неопластическом ангиогенезе.

Цель исследования – оценка роли циркулирующих 
Нф в прогрессировании РП.



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 

   
1

, 
2

0
2

4

101ТОМ 11 / VOL. 11 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Проанализированы Нф крови пациентов c РП 

светлоклеточного типа до лечения. Медиана возраста 
больных составила 60 лет (Q

1
–Q

3
: 58,5–63,5 года). Ха-

рактеристика пациентов представлена в табл. 1.

Таблица 1. Характеристика пациентов с раком почки, включенных 
в исследование

Table 1. Characteristics of patients with kidney cancer included  
in the study

Показатель 
Parameter

Число 
пациентов (n = 88) 

Number of patients  
(n = 88) 

Пол 
Sex:

мужской 
male
женский 
female

45

43

Статус курения 
Smoking status:

курящие 
smokers
некурящие 
non-smokers

20

68

Стадия заболевания 
Disease stage:

I
II
III

28
30
30

Распространенность первичной 
опухоли по классификации Tumor, 
Nodus and Metastasis (TNM) 
Prevalence of the primary tumor according  
to the classification of Tumor, Nodus  
and Metastasis (TNM):

Т1
Т2
Т3

28
30
30

Наличие метастазов: 
Metastases:

нет 
no
есть 
yes

78

10

Локализация метастазов 
Metastasis sites:

лимфатические узлы 
lymph nodes
легкие 
lungs
кости 
bones

2

6

2

Нейтрофилы выделяли из взвеси лейкоцитов 
на двойном градиенте плотности растворов фиколла-
верографина (ρ

1 
= 1,076 г / мл; ρ

2 
= 1,117 г / мл) и дово-

дили до концентрации 5·106 клеток / мл. РНК выделяли 
из фракции Нф периферической крови на магнитных 
частицах SileksMagNA («Силекс», Россия). Проводили 

реакцию обратной транскрипции и определяли экс-
прессию генов методом количественной полимераз-
ной цепной реакции с использованием праймеров, 
синтезированных на базе ООО «ЕврогенЛаб» (Россия) 
(табл. 2). Расчет нормализованной экспрессии иссле-
дованных генов относительно гена-рефери (GAPDH) 
выполняли с использованием программного обеспе-
чения СFX Manager Bio-Rad Laboratories [15].

Таблица 2. Последовательности праймеров исследованных генов 
в нейтрофилах

Table 2. Primer sequences of the studied genes in neutrophils

Ген 
Gene

Последовательность 
Sequence

NGAL F 5’-TGAGCACCAACTACAACCAG-3’
R 5’-AGAGATTTGGAGAAGCGGATG-3’ [16] 

VEGF-A F 5’-AGGGCAGAATCATCACGAAGT-3’
R 5’-AGGGTCTCGATTGGATGGCA-3’ [17] 

MMP-13 F 5’-CACTTTATGCTTACTGATGACG-3’
R 5’-TCCTCGGAGACTGGTAATGG-3’ [18] 

GAPDH F 5’-GGACTCATGACCACAGTCCA-3’
R5’-CCAGTAGAGGCAGGGATGAT-3’ [19] 

Для статистической обработки данных использо-
вали программное обеспечение STATISTICA 13 (раз-
работчик StatSoft. Inc), Jamovi 1.6.8. Для сравнения 
независимых переменных применяли U-критерий 
Манна–Уитни (p <0,05), для изучения связи между 
исследуемыми параметрами – коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена (p <0,05). Анализ выживаемо-
сти пациентов проводили по методу Каплана–Майера. 
Предиктивную значимость исследуемых параметров 
определяли с помощью регрессии Кокса.

РЕЗУЛЬТАТы
Результаты исследования показали повышение 

экспрессия гена NGAL в циркулирующих Нф при РП 
начальных стадий (р = 0,05) и ее снижение при РП 
поздних стадий (р = 0,03) (табл. 3). Выявлена высокая 
экспрессия гена ММР-13 в Нф на всех стадиях РП 
 относительно контрольных значений (при I стадии  
р = 0,005; при II – p = 0,003; при III – p = 0,0008)  
(см. табл. 3). Однако различия в экспрессии гена 
VEGF-A в циркулирующих Нф при РП начальных 
и поздних стадий оказались статистически незначи-
мыми.

Отмечена заметная прямая корреляция между экс-
прессией генов NGAL и MMP-13 в Нф при РП I стадии 
(r = 0,696; p = 0,003). Кроме того, в группе пациентов с РП 
обнаружена прямая корреляционная связь между экс-
прессией генов NGAL и VEGF-A (r = 0,322; p = 0,049).

В мультивариантной регрессионной модели Кокса 
предиктивной ценностью в отношении безрецидив-
ной выживаемости обладала экспрессия генов VEGF-A 
(отношение рисков (ОР) 1,06; 95 % доверительный 
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интервал (ДИ) 0,72–1,57; p = 0,001)) и NGAL (ОР 0,93; 
95 % ДИ 0,62–1,40; p = 0,007)) в Нф до лечения. 
При увеличении на 1 единицу экспрессии гена VEGF-А 
в Нф риск возникновения метастазов возрастал 
в 0,80 раза (95 % ДИ 0,65–0,99; р = 0,043), а при уве-
личении экспрессии гена NGAL – в 1,42 раза (95 % ДИ 
1,01–2,00; р = 0,046).

Анализ безрецидивной выживаемости по методу 
Каплана–Майера (log-rank-test) продемонстрировал, 
что у пациентов c РП с низкой и высокой экспрессией 
VEGF-A в циркулирующих Нф различия по этому по-
казателю оказались статистически незначимыми (p = 
0,83).

Анализ безрецидивной выживаемости по методу 
Каплана–Майера (log-rank-test) у пациентов c РП по-
казал влияние уровня экспрессии NGAL в циркулиру-
ющих Нф на выживаемость без прогрессирования. 
В группе больных с высокой экспрессией NGAL меди-
ана наблюдения составила 31,7 мес, в группе больных 
с низкой экспрессией этого гена – более 36 мес (log-
rank-test; p = 0,017).

ОБСУЖДЕНИЕ
Недавние исследования продемонстрировали, что 

опухолевые клетки изменяют иммунный ландшафт, 
секретируя цитокины, хемокины и факторы роста 
и облегчая метастазирование и прогрессирование опу-
холи [20].

Применение иммунотерапии показало многогран-
ность иммунных процессов при канцерогенезе. Опу-
холь может использовать множественные механизмы 
иммунного ингибирования, приводящие к ее усколь-
занию от иммунного ответа и развитию неопластиче-
ского ангиогенеза [21]. Высказано предположение 
о проопухолевой активности Нф при гепатоцеллюляр-
ной карциноме, раке желудка, меланоме и фибросар-
коме [22]. На модели опухоли печени показано, что 
усиленная гипоксия и воспаление поддерживают ре-
крутирование Нф, которые, в свою очередь, способ-
ствуют опухолевым ангиогенезу и прогрессии [23]. 
Выявлено, что Нф человека высвобождают внутрикле-
точный пул VEGF-A посредством дегрануляции, 
а также активируют проангиогенные функции других 

Таблица 3. Экспрессия генов NGAL, MMP-13, VEGF-A в циркулирующих нейтрофилах в зависимости от стадий рака почки, Me (Q1–Q3)

Table 3. Expression of genes NGAL, MMP-13, VEGF-A in circulating neutrophils depending on the stages of kidney cancer, Me (Q1–Q3)

Ген 
Gen

Контроль 
Control

I стадия 
Stage I

II стадия 
Stage II

III стадия 
Stage III

NGAL 1,09 (0,48–3,54) 3,00* (0,55–9,54) 0,24 (0,23–1,11) 1,00 (0,36–3,33) 

VEGF-A 1,92 (0,65–3,62) 2,25 (0,18–7,11) 3,34 (0,86–5,14) 1,096 (0,65–3,96) 

MMP-13 0,293 (0,1–0,92) 1,49* (1,00–10,59) 2,01* (1,05–6,98) 2,15* (0,91–6,46) 

*Статистически значимые различия по сравнению с группой контроля (р ≤0,05). 
*Statistically significant differences compared to the control (p <0.05).

Рис. 1. Выживаемость без прогрессирования у пациентов с раком почки 
в зависимости от экспрессии гена VEGF-A в циркулирующих нейтрофилах
Fig. 1. Progression-free time curve of patients with kidney cancer depending 
on the expression of the VEGF-A gene in circulating neutrophils

Рис. 2. Выживаемость без прогрессирования у пациентов с раком почки 
в зависимости от экспрессии гена NGAL в циркулирующих нейтрофилах
Fig. 2. Progression-free time curve of patients with kidney cancer depending 
on the expression of the NGAL gene in circulating neutrophils
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иммунных клеток [22]. По данным недавних иссле-
дований, анти-VEGF-терапия способствует при-
влечению в опухоль Нф, которые, проявляя про-
ангиогенные свойства, способствуют ее росту, что 
приводит к неэффективности данного вида лечения [6]. 
В связи с вышесказанным необходима разработка 
терапевтических подходов, нацеленных и на Нф, 
и на связанные с ними процессы ангиогенеза. Со-
четание антиангиогенной терапии и иммунотерапии 
уже продемонстрировало свою эффективность в ле-
чении рака [24].

Анализ экспрессии генов ангиогенных факторов 
и факторов воспаления позволяет оценить потенци-
альную роль циркулирующих Нф в прогрессировании 
РП. Известно, что ММР-13 участвует в неопластиче-
ском ангиогенезе, так как способна активировать 
ММР-9, которая в комплексе с NGAL усиливает вы-
свобождение VEGF-A. Согласно данным исследова-
ний [25, 26], ММР-13 не обнаруживается в нормальных 
тканях, но экспрессируется в опухоли при различных 
типах рака (рак желудка, простаты, почки, молочной 
железы).

Повышенная экспрессия гена NGAL в Нф при РП 
начальных стадий подтверждает их проопухолевую 
роль, которая заключается в потенциальной способ-
ности усиливать неопластический ангиогенез через 
выработку MMP-13 [26]. Экспрессия гена MMP-13, 
по нашим данным, повышена в Нф при РП всех стадий. 

Кроме того, NGAL способствует опухолевому росту 
путем образования комплекса ММP-9 / NGAL [10].

Исследование L. Roli и соавт. (2017) показывает, 
что высокие уровни NGAL в биологических жидко-
стях, таких как сыворотка и моча, могут быть исполь-
зованы для прогнозирования безрецидивной выжива-
емости пациентов с колоректальным раком и раком 
молочной железы [27]. Однако его прогностическая 
и диагностическая значимость для опухолей почек 
остается неясной.

Проведенные ранее исследования [8, 28] показы-
вают, что высокие уровни экспрессии NGAL и VEGF-A 
связаны с неблагоприятным прогнозом РП. Мы вы-
явили предиктивную значимость экспрессии генов 
NGAL и VEGF-A в Нф в мультивариантной модели 
Кокса при метастазировании РП. Прогностическую 
значимость показала также экспрессия гена NGAL 
в циркулирующих Нф при РП, что может свидетель-
ствовать о значительном вкладе NGAL в этих клетках 
в прогрессировании РП.

ЗАКЛючЕНИЕ
Таким образом, полученные данные позволяют 

предположить, что циркулирующие Нф играют веду-
щую роль в прогрессировании РП. Уровень экспрес-
сии NGAL в этих клетках может быть использован 
для прогнозированияи безрецидивного периода у па-
циентов с данной патологией.
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FV G1691A (Arg506Gln) у больных  
со злокачественными опухолями 
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К о н т а к т ы : Анна Анатольевна королева anna.korolyova@hotmail.com

Введение. Злокачественная опухоль является одним из ведущих факторов развития как венозного, так и артери-
ального тромбоза. Несмотря на то что нет данных о необходимости диагностического тестирования онкологических 
больных на генетическую предрасположенность к тромботическим состояниям, ряд полиморфизмов генов системы 
гемостаза относят к доказанным факторам высокого кумулятивного тромбогенного риска, а белки, кодируемые 
этими генами, являются непосредственными звеньями в каскадах патологической гиперкоагуляции при неопласти-
ческих процессах.
Цель исследования – выявить среди пациентов со злокачественными опухолями торакоабдоминальной локализа-
ции больных с высоким генетическим риском развития тромботических осложнений.
Материалы и методы. Для выявления однонуклеотидных полиморфных вариантов генов протромбина (FII G20210A) 
и проакцелерина (FV G1691A (Arg506Gln)) 223 больным раком легкого, желудка и пищевода, прооперированным  
в 2018–2019 гг. в отделении торакальной онкологии Национального медицинского исследовательского центра 
онкологии им. Н.Н. Блохина Минздрава России, выполнено ДНк-тестирование. В исследуемые группы вошли паци-
енты, перенесшие инфаркт миокарда (n = 62), ишемический инсульт (n = 24), а также пациенты с венозными тром-
боэмболическими осложнениями (n = 40) и без сердечно-сосудистой патологии, но с их наличием в семейном 
анамнезе (n = 33). В контрольную группу включен 81 пациент.
Результаты. Определена статистически значимая разница в частоте носительства гетерозиготного генотипа FV 1691GA 
(Arg506Gln) у пациентов со злокачественными опухолями торакоабдоминальной локализации, перенесших инфаркт 
миокарда (χ2 = 4,0; p = 0,046), венозный тромбоз/тромбоэмболию легочной артерии (χ2 = 4,118; p = 0,043), и у боль-
ных с отягощенным семейным анамнезом (χ2 = 4,997; p = 0,026) по сравнению с контрольной группой. Cтатистически 
значимая разница в частоте носительства гетерозиготного варианта мутации в гене FII G20210A относительно 
контрольной группы выявлена у пациентов, перенесших ишемический инсульт (χ2 = 6,881; p = 0,009), а также у па-
циентов с отягощенным семейным анамнезом (χ2 = 7,563; p = 0,006).
Заключение. Для оценки риска развития и дальнейшей профилактики тромботических осложнений в периопера-
ционном периоде больным злокачественными опухолями торакоабдоминальной локализации, перенесшим инфаркт 
миокарда, ишемический инсульт, венозные тромбоэмболические осложнения, а также пациентам без выраженной 
сердечно-сосудистой патологии, но с тромботическими состояниями у родственников 1-й степени на догоспиталь-
ном этапе целесообразно выполнять ДНк-диагностику для выявления полиморфизмов генов FII G20210A и FV G1691A 
(Arg506Gln).

Ключевые слова: мутация Лейдена, мутация протромбина G(20210)A, злокачественные опухоли торакоабдоми-
нальной локализации, инфаркт миокарда, ишемический инсульт, венозный тромбоэмболизм

Для цитирования: королева А.А., Герасимов С.С., Любченко Л.Н. Генетические факторы тромбоза FII G20210A,  
FV G1691A (Arg506Gln) у больных со злокачественными опухолями торакоабдоминальной локализации. Успехи 
молекулярной онкологии 2024;11(1):105–12. DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-105-112
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Genetic factors of thrombosis FII G20210A, FV G1691A (Arg506Gln) in patients  
with thoracoabdominal malignant tumors
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1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia; 
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Bld. 1, 51 3rd Parkovaya St., Moscow  105425, Russia

C o n t a c t s : Anna Anatolyevna Koroleva anna.korolyova@hotmail.com

Introduction. Malignant tumor is one of the leading factors of venous and arterial thrombosis. But there is no data on the need 
for a genetic testing protocol of cancer patients for genetic predisposition thrombotic conditions, despite the fact that a number 
of polymorphisms of hemostasis genes are considered to be unconditionally proven factors of high cumulative thrombogenic risk, 
and proteins encoded by these genes are direct links in the cascades of pathological hypercoagulation in neoplastic processes.
Aim. To identify groups of high genetic risk of thrombotic complications among patients with malignant thoracoab-
dominal tumors.
Materials and methods. The study included 223 patients with malignant tumors of the lung, stomach, esophagus, oper-
ated in the Department of Thoracic Oncology of the N.N. Blokhin National Research Center of Oncology in 2018–2019. 
The study groups consisted of patients with myocardial infarction (n = 62), ischemic stroke (n = 24), venous thrombosis/
venous thromboembolic complications (n = 40), patients without cardiovascular diseases, but with a family history 
burdened by cardiovascular diseases (n = 33). The control group included 81 patients. 
Results. Among patients with malignant tumors of thoracoabdominal localization, a statistically significant difference 
was determined in the frequency of carriage of the heterozygous genotype FV 1691GA (Arg506Gln) in patients who had 
a myocardial infarction (χ2 = 4.0; p = 0.046), who had venous thrombosis (χ2 = 4.118; p = 0.043), in the group of patients 
with burdened with a family history (χ2 = 4.997; p = 0.026) in comparison with the control group. Statistically significant 
difference in the frequency of carriage of the heterozygous variant of the mutation in the FII G20210A gene relative  
to the control group, it was determined in the group of patients who had an acute cerebrovascular accident (χ2 = 6.881; 
p = 0.009) and among patients with a burdened history (χ2 = 7.563; p = 0.006). 
Conclusion. In order to assess the risk of development and prevention of thrombotic complications in the perioperative 
period in patients with malignant thoracoabdominal tumors, who have suffered myocardial infarction, ischemic stroke, venous 
thrombosis/venous thromboembolic complications, as well as patients without cardiovascular pathology, but with throm-
botic conditions in relatives of the first degree, it is advisable to perform DNA diagnostics at the prehospital stage to iden-
tify of gene polymorphisms FII G20210A и FV G1691A (Arg506Gln). 

Keywords: factor V Leiden, prothrombin G(20210)A mutation, malignant thoracoabdominal tumors, myocardial infarction, 
ischemic stroke, venous thromboembolism
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ВВЕДЕНИЕ
Вопрос профилактики тромботических состояний 

в онкологии остается в настоящее время открытым. 
Прежде всего, это касается наиболее информативных 
детерминант, позволяющих своевременно оценить 
риск развития таких осложнений, как тромбогенность 
крови, которая требует коррекции, и состояния тром-
ботической готовности [1].

Вместе с тем существует доказанная ассоциация 
таких полиморфизмов генов системы гемостаза, как 
мутации Лейдена FV G1691A (Arg506Gln), протромбина 
FII G20210A, дефициты протеинов С и S, антитромбина 
(АТ) III с тромботическими состояниями. Данные му-
тации объединены термином «классическая наследст-
венная тромбофилия»; они существенно увеличивают 
риск развития дебюта венозных тромбоэмболических 
осложнений (ВТЭО), а также артериальных тромбозов. 

Однако наличие в генотипе даже комбинации про-
коагулянтных полиморфизмов не всегда проявляется  
в виде тромбоза. Пенентрантность фенотипа тромботи-
ческих состояний зависит от кумулятивного эффекта 
наследственных и экзогенных факторов [2–9].

Онкологический процесс (так называемый актив-
ный рак) также рассматривается как приобретенная 
тромбофилия. У пациентов со злокачественными  
новообразованиями в зависимости от биологии опу-
холи вероятность развития ВТЭО может превышать 
общепопуляционные риски в 4–60 раз. По данным 
литературы, у 70–90 % онкологических больных уже 
на догоспитальном этапе наблюдаются признаки ги-
перкоагуляции и хронического внутрисосудистого 
свертывания крови. Индуцированная опухолевыми 
клетками гиперкоагуляция является ведущим факто-
ром тромбообразования у таких пациентов.
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К факторам риска развития тромботических со-
стояний у онкологических больных относят стадию  
и длительность заболевания, хирургическое лечение, 
лучевую и химиотерапию, катетер-ассоциированные 
вмешательства, локализацию и гистологический тип 
опухоли, повышенный уровень С-реактивного белка, 
Р-селектина, тканевого фактора, D-димера, фибрино-
гена, фибрин-мономера и др. Пациент-ассоциирован-
ными рисками также признаны такие сердечно-сосу-
дистые заболевания (ССЗ) в анамнезе, как инфаркт 
миокарда (ИМ), инсульт и ВТЭО [10–14].

Цель исследования – выявление среди опериро-
ванных больных раком желудка, легкого и пищевода 
пациентов с высоким генетически обусловленным 
тромбогенным потенциалом.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
В ходе нерандомизированного ретроспективного 

контролируемого клинического исследования про-
анализированы данные 223 больных злокачественны-
ми опухолями легкого, желудка, пищевода, проопери-
рованных в 2018–2019 гг. в отделении торакальной 
онкологии Национального медицинского исследова-
тельского центра онкологии им. Н.Н. Блохина.

В основную группу включены 109 пациентов с сер-
дечно-сосудистой патологией в анамнезе и/или в пе-
риоперационном периоде. Отдельно мы анализирова-
ли группу больных без ССЗ (n = 33), у родственников 
1-й степени которых отмечались острые нарушения 
мозгового кровообращения (ОНМК), ИМ и ВТЭО.  
В группу контроля вошли пациенты без ССЗ, в том 
числе в семейном анамнезе (n = 81). Группы сопоста-
вимы по локализации первичной опухоли, ее морфо-
логии, стадии заболевания, полу, возрасту и методам 
проведенного лечения.

Большинство пациентов (51,1 %) относились к воз-
растной группе 60–69 лет. Больные раком легкого со-
ставили 42,2 %, желудка – 40,4 %, пищевода – 17,4 %. 
Среди исследуемых мужчин было 80 % (178/223), жен-
щин – 20 % (45/223). 

Основная группа пациентов дифференцирована  
на 3 подгруппы: перенесшие ИМ (n = 62), ОНМК  
(n = 24) и ВТЭО (n = 40). У 2 больных с венозным тром-
бозом, диагностированным в раннем послеоперацион-
ном периоде, в анамнезе отмечено ОНМК, у 10 пациен-
тов с тромбозом – ИМ. У 1 пациента с тромбоэмболией 
субсегментарных ветвей легочной артерии, возникшей 
на 9-е сутки после дистальной субтотальной резекции 
желудка, также в анамнезе зафиксирован ишемический 
инсульт. У 4 больных в анамнезе отмечены и ОНМК, 
и ИМ. При включении этих пациентов (n = 17) в под-
группы были учтены все манифестации сердечно-со-
судистой патологии (см. риcунок). 

Средний возраст пациентов с ИМ составил 67,7 го-
да. Инфаркт миокарда зафиксирован в анамнезе  
у 60 (96,8 %) больных (у 9 из них он носил рецидиви-
рующий характер). У 2 (3,2 %) пациентов ИМ возник 

в раннем послеоперационном периоде, 1 из них скон-
чался. Средний возраст больных с ишемическим ин-
сультом составил 68 лет. В послеоперационном перио-
де ОНМК диагностировано в 1 (4,2%) случае; больной 
скончался. Острое нарушение мозгового кровообраще-
ния в анамнезе отмечено у 23 (95,8 %) пациентов.

Подгруппу ВТЭО составили 40 больных. Все слу-
чаи диагностированы в послеоперационном периоде. 
У 70 % (28/40) пациентов наблюдался тромбоз глубо-
ких и/или поверхностных вен нижних конечностей, 
кубитальных и подключичных вен на фоне использо-
вания венозного катетера, у 12,5 % (5/40) – изолиро-
ванная тромбоэмболия легочной артерии (ТЭЛА),  
у 17,5 % (7/40) – ТЭЛА на фоне тромбоза глубоких вен 
нижних конечностей. Средний возраст больных дан-
ной подгруппы составил 65 лет. Летальный исход за-
фиксирован у 8 пациентов с ТЭЛА.

В целом у пациентов, перенесших в послеопера-
ционном периоде ИМ, ТЭЛА и ишемический инсульт, 
летальность составила 66,7 %.

Средний возраст пациентов без ССЗ, но с отяго-
щенным по ОНМК, ИМ и ВТЭО семейным анамнезом 
составил 64 года. Инфаркт миокарда в анамнезе иссле-
дуемых пробандов отмечен в 66,7 % случаев (22/33), 
ОНМК – в 21,2 % (7/33), ВТЭО – в 9,1 % (3/33),  
ИМ + ОНМК – в 3 % (1/33).

В контрольную группу вошел 81 пациент: 35 (43,2%) 
с диагнозом «рак желудка», 34 (42 %) – с диагнозом «рак 
легкого», 12 (14,8 %) – с диагнозом «рак пищевода». 
Средний возраст больных этой группы составил  
67,5 года.

Для получения ДНК из лимфоцитов перифериче-
ской венозной крови использовались реагенты «Про-
ба-Рапид-Генетика» (ООО «НПО ДНК-Технология», 
Россия), для определения однонуклеотидных поли-
морфизмов генов FII G20210A и FV G1691A(Arg506Gln) 
методом полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени – комплект реагентов «КардиоГене-

Распределение пациентов основной группы по наличию венозных тром-
боэмболических осложнений (ВТЭО), инфаркта миокарда (ИМ), остро-
го нарушения мозгового кровообращения (ОНМК) в периоперационном 
периоде и/или в анамнезе
Distribution of patients of the main group by the presence of venous thrombo-
embolic complications (VTEC), myocardial infarction (MI), acute cerebro-
vascular accident (CVA)

  ИМ / MI

  ОНМК / CVA 

  ВТЭО / VTEC

  ОНМК + ВТЭО / CVA + VTEC

  ИМ + ВТЭО / MI + VTEC

  ИМ + ОНМК / MI + CVA

44,0 %

15,6 %

24,8 %

3 %

9 %
3,7 %
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тика Тромбофилия» (ООО «НПО ДНК-Технология», 
Россия).

Статистическая значимость различий полученных 
результатов в группах оценена по критерию χ2 (Пирсо-
на). Различия считали значимыми при p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТы
В группе пациентов, перенесших ИМ, фактор V Лей-

дена) FVL(1961)GA выявлен в 4,8 % (3/62) наблюдений. 
Все случаи ИМ отмечены в анамнезе. У 1 пациента 
инфаркт носил рецидивирующий характер. В группе 
контроля мутация Лейдена FVL(1961)GA не выявлена 
ни в одном случае (χ2 = 4,0; p = 0,046), о чем указыва-
лось ранее [15, 16].

Минорный аллель А гена FV в группе больных, 
перенесших ВТЭО, определен в 5 % (2/40) случаев; 
различия при сравнении с контрольной группой также 
статистически достоверны (χ2 = 4,118; p = 0,043). Один 
пациент – носитель мутации – скончался в послеопе-
рационном периоде в результате ТЭЛА на фоне рака 
желудка; в анамнезе больного выявлено ОНМК  
по ишемическому типу. Другой пациент перенес тром-
боз катетеризированной кубитальной вены; в анамне-
зе отмечен ИМ [17]. 

В ходе нашего исследования мутация Лейдена 
FVL(1961)GA в группе пациентов с ОНМК выявлена  
в 4,2 % (1/24) случаев; различия в отношении группы 
контроля не были статистически значимыми (χ2 = 3,407; 
p = 0,065) [16, 18].

Полиморфный маркер G20210A гена FII, кодиру-
ющего ключевой белок каскада коагуляции, отмечен 
у 3,2 % (2/62) пациентов, перенесших ИМ. Все случаи 
ИМ зафиксированы в анамнезе; в 1 из них наблюдал-
ся тромбоз стентированной коронарной артерии.  
В контрольной группе данный полиморфизм не выяв-
лен. Разница в частоте носительства мутации в иссле-
дуемой и контрольной группах статистически незна-
чима (χ2 = 2,65; p = 0,104) [15, 16].

Среди пациентов, перенесших инсульт, 8,3 % были 
носителями полиморфизма G/A гена F2 (χ2 = 6,881;  
p = 0,009). Один из них в возрасте 42 лет перенес лаку-
нарный инфаркт головного мозга [16, 18]. Мутация ге-
на FII протромбина отмечена также у 1 (2,5 %) пациен-

та с массивной ТЭЛА и тромбозом глубоких вен обеих 
нижних конечностей на фоне рака легкого (χ2 = 2,042; 
p = 0,154) [17].

Интересные результаты получены у пациентов  
с ССЗ в семейном анамнезе: полиморфизм G/A гена F2 
встречался чаще, чем у больных, перенесших ССЗ,  
и отмечен в 9,1 % (3/33) случаев (χ2 = 7,563; p = 0,006). 
Частота носительства мутации фактора V Лейдена  
у данной категории пациентов составила 6,1 % (2/33), 
что также выше, чем у пациентов с ИМ, ОНМК  
и ВТЭО, и значимо выше, чем в группе контроля  
(χ2 = 4,997; p = 0,026).

Гомозиготный вариант мутаций анализируемых 
генов, так же как и комбинированное носительство 
полиморфизмов, выявлен не был. Результаты иссле-
дования представлены в таблице. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Гликопротеин фактор V (проакцелерин) является 

кофактором при образовании тромбина из протромбина. 
Неактивный фактор V может проявлять как прокоагу-
лянтный, так и антикоагулянтный эффект. В свою оче-
редь, тромбин является активатором формы фактора V, 
обладающей прокоагулянтной активностью [19]. 

Для мутации Лейдена характерны приобретение 
коагуляционным фактором V устойчивой к инактиви-
рующему действию белка С формы и встраивание  
в протромбиназный комплекс. Вместе c тем инакти-
вированная форма фактора V необходима для инакти-
вации VIII фактора комплексом протеинов С и S,  
а также для блокировки активированным протеином C 
образования активированного фактора X, являющего-
ся составной частью протромбиназного комплекса 
(фактор V + фактор X + кальций + тромбоциты). Кро-
ме того, мутация Лейдена ассоциирована с фибрино-
литическими свойствами фактора V, следствием чего 
является ингибирование процессов фибринолиза. 
Данная аберрация носит аутосомно-доминантный тип 
наследования. Среди европейцев она является наибо-
лее часто встречающейся доказанной врожденной ко-
агулопатией. Ее распространенность составляет  
в среднем 5–8 %, достигая 15 % в Греции и Швеции  
и 20–40 % у пациентов, перенесших ВТЭО. Гомозигот-

Частота носительства генотипов FII 20210GA и FV 1691GA у пациентов со злокачественными опухолями торакоабдоминальной локализации  
в исследуемых и контрольной группах, n (%)

Frequency of carrying genotypes FII 20210GA и FV 1691GA in patients with thoracoabdominal tumors in the study and control groups, n (%)

Генотип 
Genotype

Инфаркт 
миокарда 
Myocardial 
infarction

Ишемический 
инсульт 

Ischemic stroke

Венозные тромбоэмболиче-
ские осложнения 

Venous thromboembolic 
complications

Сердечно-сосудистые 
заболевания 

в семейном анамнезе 
Cardiovascular diseases  

in the family history

Контрольная 
группа 

Control group

FII 20210GA 2 (3,2); p = 0,104 2 (8,3); p = 0,009 1 (2,5); p = 0,154 3 (9,1); p = 0,006 –

FV 1691GA 3 (4,8); p = 0,046 1 (4,2); p = 0,065 2 (5); p = 0,043 2 (6,1); p = 0,026 –
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ный вариант мутации Лейдена встречается с частотой 
1 : 1000. В общей популяции риск развития венозного 
тромбоза при носительстве гетерозиготного варианта 
мутации возрастает в 7 раз, при гомозиготном варианте –  
в 80–100 раз. В исследовании I. Pabinger и соавт. пока-
зано, что частота возникновения ВТЭО у онкологиче-
ских больных в случае носительства мутации Лейдена 
составляла 13,9 %, без нее – 7,6 %: через 6 мес –  
13 и 5,7 %, через 1 год – 15 и 7,3 % соответственно. Кро-
ме того, ряд исследований показали значимый рост 
риска развития ишемии миокарда и ишемического ин-
сульта у носителей мутации Лейдена [4–7, 20–32]. 

В нашем исследовании у больных злокачествен-
ными опухолями торакоабдоминальной локализации 
определены статистически значимые различия в отно-
шении группы контроля в частоте носительства гете-
розиготной формы мутации гена FV (1691)GA у паци-
ентов, перенесших ИМ (χ2 = 4,0; p = 0,046) и венозный 
тромбоз/ТЭЛА (χ2 = 4,118; p = 0,043). Частота носи-
тельства мутации Лейдена составила 4,8 и 5 % в груп-
пах с ИМ и ВТЭО соответственно. Среди пациентов, 
перенесших ишемический инсульт, 4,2 % были носи-
телями мутации Лейдена. Показательно, что в группе 
больных без ССЗ, у родственников 1-й степени кото-
рых была эта патология, частота носительства гетеро-
зиготного варианта мутации Лейдена составила 6,1 %, 
что также статистически достоверно отличается  
от показателей контрольной группы (χ2 = 4,997; p = 0,026). 
Это доказывает тот факт, что носительство данной мута-
ции необязательно проявит себя фенотипически, для 
этого нужны сверхпороговые факторы для конкретно-
го пациента.

По данным литературы, в качестве одного из по-
казателей лабораторного фенотипа мутации Лейдена 
можно рассматривать уровень резистентности к акти-
вированному протеину С (АПC-Р). Однако коагулоги-
ческий метод оценки АПC-Р не исключает ошибочных 
результатов на фоне острого тромбоза, при приеме ан-
тикоагулянтных препаратов, антифосфолипидном син-
дроме и др. Вместе тем при носительстве мутации Лей-
дена отмечается повышенная генерация тромбина. 
Один из глобальных тестов гемостаза – тест генерации 
тромбина – также предлагается в качестве метода оцен-
ки венозного предтромбоза при носительстве мутаций 
FII G20210A и FV G1691A (Arg506Gln) [33–37].

Протромбин является витамин-K-зависимым про-
ферментом, который под воздействием активированно-
го фактора свертывания Х превращается в тромбин. Рас-
пространенность мутации протромбина F2G(20210)А, 
впервые описанной в 1996 г., зависит от этнической при-
надлежности и составляет 0,7–6,5 %, достигая максиму-
ма в Испании. При данной мутации структура молекулы 
протромбина не изменяется, но в 1,5–2 раза повышают-
ся относительно нормы его плазматический уровень  
и активность. Полиморфизм носит аутосомно-доми-
нантный тип наследования и определяет 6–20 % тром-
ботических событий. У носителей гетерозиготного 

варианта гена F2(20210)GA риск развития инсульта  
в 5 раз превышает общепопуляционные риски. У па-
циентов, перенесших ишемический инсульт, данная 
мутация встречается в 1–7,6 % случаев (обратно про-
порционально возрасту). Распространенность гомо-
зиготного варианта мутации гена протромбина 
F2(20210)AA составляет 1 случай на 100 тыс. и ассоци-
ирована с тяжелым течением и частыми рецидивами 
венозного тромбоза. В нашей стране для пациентов  
с криптогенным ишемическим инсультом предусмо-
трен скрининг тромбофилических состояний (в том 
числе мутаций гена протромбина G20210A и фактора V 
Лейдена) [8, 9, 38–46].

Наше исследование показало статистически зна-
чимые различия в отношении группы контроля в ча-
стоте носительства гетерозиготного варианта мутации 
гена протромбина F2(20210)GА у пациентов, перенес-
ших ишемический инсульт (χ2 = 6,881; p = 0,009). В этой 
подгруппе каждый 12-й (8,3 %) больной являлся носи-
телем генотипа F2(20210)GA. Среди пациентов, пере-
несших ИМ, частота носительства данной мутации 
составила 3,2 %, ВТЭО – 2,5 %. В группе больных  
с тромботическими состояниями у родственников  
1-й степени генотип F2(20210)GA выявлен в 9,1 % (3/33) 
случаев (χ2 = 7,563; p = 0,006). Так же как и в случае  
с мутацией Лейдена, полиморфизм G/A гена протром-
бина не всегда имеет тромботическое проявление.

По результатам исследования, выполненного под 
руководством ведущего российского эксперта А.П. Мо-
мота, в качестве маркера прогнозирования развития 
клинического события в виде как венозного, так и ар-
териального тромбоза при генотипе F2(20210)GA пред-
лагается использовать показатель активности протром-
бина. При этом антикоагулянтная профилактика 
должна обсуждаться при активности протромбина 
выше 174,8 % [47].

В исследовании мы не акцентировали внимание на 
особенностях акушерского анамнеза исследуемых паци-
енток и наличии осложнений вынашивания беременно-
сти в семейном анамнезе исследуемых мужчин, однако 
гестационные осложнения также могут указывать на на-
личие прокоагулянтных мутаций в генах FII и FV [48]. 

Интерес к мутациям Лейдена FV G1691A (Arg506Gln) 
и FII G20210A у онкологических пациентов связан с тем, 
что для таких больных характерны снижение уровня 
протеина С и АТ, рост активности фактора VIII. Это так-
же наравне с мутацией протромбина G20210A (за счет 
повышенного образования тромбина, приводящего  
к большому потреблению протеина С) может стать 
причиной приобретенной формы АПС-Р и обуслов-
ливает тромботический риск. Кроме того, опухолевая 
клетка сама способна образовывать рецептор к факто-
ру V и потенцировать формирование протромбиназ-
ного комплекса, активируя тем самым прокоагулянт-
ное звено свертывающей системы [14, 49–56]. 

Таким образом, у онкологических пациентов – но-
сителей мутаций Лейдена FV G1691A (Arg506Gln) или  
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FII G20210A – можно с большей вероятностью ожидать 
фенотипическую реализацию кумулятивного эффекта 
генетического и приобретенных факторов тромбоза.

Современные исследования применения лекарст-
венных средств при наследственных классических 
тромбофилиях в настоящее время единичны, а их дан-
ные нередко противоречивы. Однако признается целе-
сообразность отказа от назначения варфарина данной 
категории пациентов при значимой АПС-Р вследствие 
риска развития варфаринового некроза кожи, причи-
ной которого является тромбоз, вызванный снижением 
концентрации естественных витамин-К-зависимых 
антикоагулянтов [23, 57–60].

ЗАКЛючЕНИЕ
В проведенном исследовании на выборке онкологи-

ческих пациентов отмечена ассоциация тромбоза как ве-
нозных, так и артериальных сосудов с наследственными 

формами тромбофилии. С учетом склонности к гиперко-
агуляции при наличии злокачественной опухоли мы счи-
таем необходимым обратить внимание на роль прокоагу-
лянтных мутаций генов системы гемостаза в развитии 
тромботических осложнений у данной категории боль-
ных. Также важно рассмотреть вопрос оценки риска раз-
вития и дальнейшей профилактики сердечно-сосудистых 
осложнений, в частности в периоперационном периоде, 
у пациентов со злокачественными новообразованиями 
торакоабдоминальной локализации, перенесших ИМ, 
ишемический инсульт, ВТЭО, а также у пациентов без 
сопутствующих ССЗ, но с их наличием у родственников 
1-й степени с использованием ДНК-диагностики на до-
госпитальном этапе. В целом необходимо более глубокое 
изучение индивидуальных факторов риска развития тром-
ботических состояний у онкологических больных с оцен-
кой преобладающих механизмов тромбообразования  
и целенаправленным воздействием на них.
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Analysis of miRNAs miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p, 
-135b-5p, -451a, -495-3p and -136-5p in parental 
ovarian cancer cells and secreted extracellular 
vesicles

G.O. Skryabin1, A.A. Beliaeva1, 2, A.D. Enikeev1, D.V. Bagrov2, A.M. Keremet2,  A.V. Komelkov1,   D.S. Elkin1,  
D.M. Sylantieva3, E.M. Tchevkina1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of the Russia; 24 Kashirskoye Shosse,  
Moscow 115522, Russia; 
2M.V. Lomonosov Moscow State University; 1–12 Leninskie Gory, Moscow 119991, Russia; 
3Pirogov Russian National Research Medical University; 1 Ostrovityanova St., Moscow 117997, Russia

C o n t a c t s : Elena Maximovna Tchevkina tchevkina@mail.ru

Introduction. The identification of markers for liquid diagnostics of ovarian cancer is one of the most urgent tasks  
of gynecologic oncology. Currently, extracellular vesicles (EVs) are of great interest as a source of oncomarkers, including 
miRNA markers. We have previously shown that the levels of miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p and 135b-5p are significantly 
elevated and miR-451a, -495-3p and -136-5p are significantly decreased in the EVs from uterine aspirates of ovarian 
cancer patients.
Aim. Analysis of miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p, 135b-5p, 451a, 495-3p and -136-5p levels in ovarian cancer cell cultures 
and secreted EVs.
Material and methods. Cultivation of ovarian cancer cell lines: OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-8 and SKOV3; EVs isolation 
from conditioned medium by ultracentrifugation; EVs validation by nanoparticle tracking analysis (NTA), transmission 
electron microscopy (TEM), western blot analysis of exosomal markers; isolation of miRNAs from cells and EVs; analysis 
of miRNAs by Stem-Loop – reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction.
Results. In all cell lines studied, the expression of miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p and -135b-5p significantly exceeds 
the expression of -451a, -495-3p and -136-5p. All ovarian cancer cell lines are featured by a “cells >EVs” ratio for highly 
expressed miRNAs and “EVs >cells” ratio for poorly expressed miRNAs.
Conclusion. The results of the study support the relation between the differential expression of studied miRNAs  
and the pathogenesis of ovarian cancer and confirm the high diagnostic potential of these molecules.

Keywords: ovarian cancer, extracellular vesicles, exosomes, miRNA, miR-125a-5p, miR-27a-5p, miR-193a-5p, miR-135b-
5p, miR-451a, miR-495-3p, miR-136-5р

For citation: Skryabin G.O., Beliaeva A.A., Enikeev A.D. et al. Analysis of miRNAs miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p, -135b-
5p, -451a, -495-3p and -136-5p in parental ovarian cancer cells and secreted extracellular vesicles. Uspekhi molekulyar-
noy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2024;11(1):113–23. DOI: https://doi.org/10.17650/2313-
805X-2024-11-1-113-123

Анализ микроРНК miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p, -135b-5p, -451а, -495-3р и -136-5р  
в клетках рака яичника и секретируемых ими экстраклеточных везикулах
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К о н т а к т ы : елена Максимовна Чевкина tchevkina@mail.ru

Введение. поиск маркеров для жидкостной диагностики рака яичника (РЯ) является одной из наиболее актуальных 
задач онкогинекологии. В настоящее время большой интерес в качестве источника онкомаркеров, в том числе 
микроРНк, вызывают экстраклеточные везикулы (экВ). Ранее мы показали, что уровень miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p  
и -135b-5p достоверно повышен, а miR-451а, -495-3р и -136-5р значимо снижен в экВ маточных аспиратов больных РЯ. 
Цель исследования – анализ уровней miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p, -135b-5p, -451а, -495-3р и -136-5р в клеточных 
линиях РЯ и секретируемых ими экВ.
Материалы и методы. проведены культивирование клеточных линий РЯ (OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-8 и SKOV3), 
выделение экВ из кондиционированной среды методом ультрацентрифугирования, валидация экВ с помощью анализа 
траекторий наночастиц (NTA), трансмиссионной электронной микроскопии и вестерн-блот-анализа экзосомальных 
маркеров. Также выполнены выделение микроРНк из клеток и экВ, анализ микроРНк методом полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией в реальном времени в модификации Stem-loop.
Результаты. В клетках исследуемых линий РЯ экспрессия молекул miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p и -135b-5p 
значительно превышала экспрессию miR-451а, -495-3р и -136-5р. Все линии клеток РЯ характеризуются соотношением 
«клетки >экВ» для высоко экспрессируемых микроРНк и «экВ >клетки» для низко экспрессируемых микроРНк.
Заключение. Результаты исследования свидетельствуют о связи дифференциальной экспрессии исследуемых 
микроРНк с патогенезом РЯ и подтверждают высокий диагностический потенциал данных молекул. 

Ключевые слова: рак яичника, экстраклеточные везикулы, экзосомы, микроРНк, miR-125a-5p, miR-27a-5p, miR-193a-
5p, miR-135b-5p, miR-451а, miR-495-3р, miR-136-5р
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-135b-5p, -451а, -495-3р и -136-5р в клетках рака яичника и секретируемых ими экстраклеточных везикулах. Успехи 
молекулярной онкологии 2024;11(1):113–23. (На англ.). DOI:  https://doi.org/10.17650/2313-805X-2024-11-1-113-123

INTRODUCTION
Extracellular vesicles (EVs) are a heterogeneous class 

of secreted particles enclosed by a bilipid membrane and 
containing various bioactive molecules. They play a vital 
role in intercellular communication by transporting regu-
latory molecules over both short and long distances. Nu-
merous data support the involvement of EVs in the malignant 
transformation of cells and the pathogenesis of tumors [1, 2]. 
Small EVs (30–150 nm), primarily exosomes and ex-
osome-like vesicles, are secreted by most cells of the organ-
ism and are found in virtually all biological fluids. Signaling 
molecules, including proteins, lipids and various classes  
of nucleic acids (exosomal cargo), are incorporated into 
EVs through tightly controlled selection and loading mech-
anisms [3]. Due to the fact that the composition of secret-
ed vesicles reflects the molecular profile of the parent cells, 
as well as the increasingly evident role of these structures  
at all stages of tumor progression, EVs are considered  
a promising source of markers for liquid non-invasive diag-
nosis of malignant neoplasms [4]. Furthermore, exosomal 
markers, including regulatory RNAs, have a number  
of advantages over both tissue and serological tumor mark-
ers, such as free circulating nucleic acids. These advantag-
es include high information content, stability in biological 
fluids, including the bloodstream, and high concentration  
of molecules [5]. To date, several potential marker panels based 
on exosomal miRNAs have been proposed, including diagnos-
tic markers for ovarian cancer (OC) [6–8]. However, the pro-
posed sets of miRNAs vary greatly among different studies. 
This variation can be attributed to the natural heterogeneity 
of the vesicles and by the great variability in the methods used 
to isolate EVs from biological fluids and to analyze their  

molecular composition [9, 10]. Previously, we showed for 
the first time that EVs corresponding to exosomes can be 
isolated from uterine aspirates and verified their compliance 
with the International Society for Extracellular Vesicles 
(ISEV) guidelines [9]. Analysis of the transcriptome  
of small exosomal RNAs in a pilot sample revealed signifi-
cant differences in miRNA profiles between EVs from uterine 
aspirates of epithelial OC patients and healthy donors [11]. 
The differential expression (DE) of miRNAs in EVs from OC 
patients and controls was confirmed through subsequent 
analysis of an expanded sampling (data in press). The DE 
miRNAs included molecules that were significantly upreg-
ulated (UA-UP) and significantly downregulated (UA-
DOWN) in EVs of uterine aspirates of OC patients.

To investigate the relationship between the identified 
changes (DE) and the pathogenesis of OC, we examined the 
levels of individual DE miRNAs in both OC cells and their 
secreted EVs. For this task, we selected four miRNAs from 
the up-regulated group and three miRNAs from the 
down-regulated group based on our data on their expression 
in EVs from uterine aspirates of OC patients (UA-OC EVs). 
The obtained results indicate that the levels of miRNAs 
from the UA-UP group were significantly higher than those 
from the UA-DOWN group in all examined OC cells. 
Comparison of the expression of the same miRNAs in pa-
rental cells and secreted EVs revealed that the levels of miRNAs 
from the UA-UP and UA-DOWN groups had opposite 
cell-to-EVs ratio (cell/EV ratio). Specifically, the levels  
of miRNAs from the UA-UP group were significantly high-
er in the cells of all OC lines while the levels of miRNA 
from the UA-DOWN group were significantly higher  
in the secreted EVs in all cases.
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The aim of this work – to investigate the expression  
of the miRNAs miR-125a-5p, -27a-5p, miR-193a-5p, 
-135b-5p, -451a, -495-3p and -136-5p in OC cell lines  
and in EVs secreted by OC cells in culture.

MATERIALS AND METhODS
Cell cultures. Ovarian cancer cell lines OVCAR-3,  

OVCAR-4, OVCAR-8 and SKOV3 were cultured in RPMI-1640 
medium (PanEco, Russia) supplemented with 10 % fetal calf 
serum (FBS) (HyClone, Austria), 100 U/ml penicillin and 
100 μg/ml streptomycin (PanEco) at 37 °C and 5 % CO

2
. 

To obtain exosome-free medium, FBS pre-cleared of native 
vesicles by overnight ultracentrifugation at 110,000g was 
used. To collect conditioned medium, cells were seeded 
into six 175 cm2 culture flasks. The following day, the me-
dium was changed to exosome-free medium. Once the cells 
reached 90 % confluence, the medium was selected, 
pooled, and used to isolate EVs.

Isolation of small extracellular vesicles. The small EVs 
were isolated using the differential centrifugation method. 
The conditioned medium underwent serial centrifugation 
at 800g for 15 min, 2000g for 15 min, and 10,000g for 30 min, 
all at 4 °C. The supernatant obtained was then ultracentri-
fuged for 2 hours at 110,000g, 4 °C. The resulting pellet was 
dissolved in 5 ml of cold PBS and then precipitated again 
for 1 hour at 110,000g and 4 °C. The purified pellet, which 
mainly consists of small EVs, was dissolved in 120 μl of ice-
cold PBS, frozen in liquid nitrogen, and stored at –80 °C 
until further analysis.

Nanoparticle tracking analysis. Particle size distribution 
and concentration were determined by nanoparticle track-
ing analysis (NTA) using a NanoSight LM14 instrument 
equipped with an integrated temperature sensor (Malvern 
Panalytical Ltd., UK), LM 14C laser unit (405 nm, 65 mW) 
and a high-sensitivity camera with CMOS sensor (C11440-
50B, Hamamatsu Photonics, Japan). The measurements were 
conducted following the methodology previously described 
[11] and in accordance with ASTM E2834-12(2018).

Immunoblotting and antibodies. Protein concentration 
in EVs samples and cells lysed in RIPA buffer was deter-
mined using the NanoOrange™ Kit (N6666, ThermoFish-
er Scientific, USA) according to the manufacturer’s rec-
ommendations. Immunoblotting was performed as pre- 
viously described [11], except that 5 μg of protein was ap-
plied to SDS-PAGE and visualized using SuperSignal™ 
West Femto Maximum Sensitivity Substrate (34095, Ther-
moFisher Scientific, USA). The antibodies used in this 
work were anti-Flotillin-2 (#3436S, 1 : 1000; Cell Signaling 
Technology, USA), anti-CD9 (#13174, 1 : 2000; Cell Sig-
naling Technology, USA), anti-TSG-101 (ab125011, 
1 : 5000; Abcam, UK), anti-PCNA (#sc-7907, 1 : 500; 
Santa Cruz Biotechnology, USA), anti-mouse goat poly-
clonal antibody (#ab5887, 1 : 8000; Abcam, UK) and anti- 
rabbit goat polyclonal antibody (#29902, 1 : 80 000; Cell 
Signaling Technology, USA).

MiRNA isolation and analysis. Isolation of miRNA 
from cells and EVs was carried out using a kit for isolation 

of total RNA and miRNA (LRU-100-50, Biolabmix, Rus-
sia) according to the manufacturer’s recommendations. 
The concentration of miRNA in the obtained samples was 
measured using the Qubit™ miRNA assay kit (Q32881, In-
vitrogen, USA). MiRNA detection was performed by Stem-
Loop reverse transcription-quantitative polymerase chain 
reaction (RT-qPCR) [12]. A total of 10 ng (for cell lines) 
and 2 ng (for EVs) miRNA was used in the reverse tran-
scription reaction with 1 pmol Stem-Loop primer  
and 2 U MMuLV H Reverse Transcriptase (RT-10, Dialat 
Ltd., Russia). Primers for miRNAs were designed using miR-
Base v22.1 and synthesized by DNA-Synthesis LLC (Moscow, 
Russia) (the sequences of all oligonucleotides used are given 
in supplement). The amplification efficiency was assessed 
by testing serial dilutions of cDNA derived from the reverse 
transcription reaction of synthetic miRNAs. The PCR pa-
rameters were adjusted to ensure that all primer sets had 
efficiencies between 1.95 and 2.05. The RT products were 
diluted two-fold with nuclease-free water prior to PCR, 
which was performed on a CFX96 amplifier (Bio-Rad Lab-
oratories Inc.) in a 20 μL reaction with 20 pmol forward 
primers, 10 pmol reverse primers and 4 pmol TaqMan™ 
probe in 5x MasCFE MIX-2025 buffer (MCFE-100, Dialat) 
under the following conditions 94 °C 3’, followed by 44 cycles 
of 94 °C 30’, Tm 30’, 72 °C 30’ (Tm for each miRNA de-
tection system are listed in supplement). The reactions were 
performed in triplicate, and only results with a standard 
devia tion of less than 0.3 were considered acceptable. Bio-
Rad CFX Maestro 1.1 v.4.1 software was used to analyze  
the data and calculate cycle thresholds (Ct). The relative ex-
pression level was determined using the –∆Ct index, where 
∆Ct = Ct (miRNA) – Ct (reference sequence); in cells,  
the normalizer used was small nuclear RNA U6, while  
in the case of EVs, the geometric mean Ct of miR-191-5p 
and miR-151a-3p was used. The negative value of ∆Ct was 
employed to simplify the data presentation on the graph.

Statistical analysis. Statistical processing of the ob-
tained data was performed in GraphPad Prism 9.4.0.  
The Mann–Whitney U test was used to compare groups  
of highly and poorly represented miRNAs in cells and EVs, 
and to compare the level of miRNA representation in cells 
and EVs of the corresponding cell line. Analysis of variance 
(one-factor ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc test) 
was used for multiple comparisons of individual miRNAs 
in cells and EVs. Correlation analysis was performed using 
Pearson’s correlation coefficient, p <0.05.

RESULTS
Characterization of EVs isolated from the conditioned me-

dium of OC cells. To confirm the nature of the samples ob-
tained, EVs from all four OC cell lines were characterized using 
three different methods in accordance with the MISEV2018 
guidelines [9]: NTA to evaluate particle size distribution  
and concentration, transmission electron microscopy (TEM) 
to analyze vesicle size and morphology, and immunoblotting 
to analyze exosomal markers. Based on TEM data, the isolat-
ed particles were found to have a membrane and a size of less 
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than 200 nm. The particles exhibited a cup-shaped morphol-
ogy common to this type of analysis (fig. 1, a).

The NTA analysis showed that all samples displayed  
a size distribution typical of small vesicles (fig. 1, b). To validate 
the nature of the obtained particles, exosomal markers were 
analyzed. For this task, we utilized various proteins from dif-
ferent intracellular compartments, including TSG101, a com-
ponent of the ESCRT-I complex involved in exosome biogen-
esis, as well as CD9 tetraspanin and components of lipid rafts 
such as flotillin-2 and stomatin, in accordance with ISEV rec-
ommendations. We previously proposed the latter protein  
as a highly selective exosome marker [13]. The PCNA protein 
served as a negative control to confirm the absence  
of non-vesicular cellular particles in the EV samples. As de-
picted in fig. 1, c, all EV preparations demonstrated a pro-
nounced enrichment of all exosomal markers and the ab-
sence of PCNA, which was solely detected in cell lysates  
of the corresponding OC cell lines.

Selection of reference molecules for reverse transcrip-
tion-quantitative polymerase chain reaction data normalization. 
A challenge in analyzing miRNAs in EVs using RT-qPCR  
is the absence of universally accepted reference sequences  
for data normalization. Although the small nuclear RNA U6 
is the most frequently used normalizer for cellular miRNA 
analysis, numerous different sequences are employed as refer-
ence molecules in the study of EV molecular composition. 
Most studies do not provide justification for the selection  
of specific molecules or confirm their compliance with nor-
malization criteria. To address this issue, we first validated U6 
as a reference molecule for RT-PCR analysis of cellular  

miRNAs and selected reference sequences for the analysis  
of EV miRNAs. Based on the data we obtained from the tran-
scriptome analysis of small EV RNAs, we selected miR-342-3p 
and miR-191-5p, as well as miR-151a-3p, which was suggest-
ed as a normalizer [14], as potential references.

The screening of potential reference sequences  
by Stem-Loop RT-qPCR (fig. 2, a) and subsequent analy-
sis using the RefFinder algorithm (https://blooge.cn/
RefFinder/?type=reference [15]), which combines four 
methods to search for normalizers, resulted in the identifi-
cation of an optimal combination of two reference sequenc-
es, miR-151a-3p and miR-191-5p (fig. 2, b).

MiRNAs upregulated in extracellular vesicles of ovarian 
cancer patients are characterized by higher expression  
in ovarian cancer cells. We analyzed the expression of seven 
miRNAs in OVCAR-3, OVCAR-4, OVCAR-8, and SKOV3 
cell lines: miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p, -135b-5p, 
-451a, -495-3p, and -136-5p. These miRNAs were previ-
ously shown to have significant DE in EVs from uterine 
aspirates of OC patients (UA-OC EVs) compared to healthy 
donors. The results of the Stem-Loop RT-qPCR were nor-
malized relative to U6 for cells and to the selected reference 
molecules, miR-151a-3p and miR-191-5p, for EVs.

Based on the level of expression in cells, the studied 
miRNAs could be clearly divided into two distinct groups. 
These groups correspond precisely to the miRNAs that 
were significantly upregulated (UA-UP – miR-125a-5p, 
-27a-5p, -193a-5p, and -135b-5p) and downregulated 
(UA-DOWN – miR-451a, -495-3p, -136-5p) in UA-OC 
EVs, according to our data.

Fig. 1. Verification of extracellular vesicles (EVs) isolated from conditioned medium of ovarian cancer cells: а – transmission electron microscopy analysis  
of the EV morphology, scale bar 500 nm. Examples of EVs isolated from OVCAR-8 and SKOV3 cell lines; b – nanoparticle tracking analysis data for evaluation 
of the EV size distribution and concentration and mean values for the EV size, median, mode and concentration; c – Western blot analysis of exosomal markers 
in cells and secreted EVs. The PCNA protein was used to confirm the absence of cellular proteins of non-vesicular origin in EV preparations

0    160  320  480   0   160  320  480    0   160  320  480   0    160  320  480

500 nm 500 nm

OVCAR-3

OVCAR-3 OVCAR-8

OVCAR-4 SkOV3

OVCAR-4 OVCAR-8 SkOV3

Cells       EVs Cells       EVs Cells       EVs Cells       EVs

Flotilin

CD9

Stomatin

TSG101

PCNA

Pa
rt

ic
le

 c
on

ce
nt

ra
tio

n 
× 

10
12

/m
L

Particle size, nm

0.6 

0.4 

0.2 

0.0

Particle Average size, nm Mode, nm Particle concentration, 
× 1012/mL

OVCAR-3 134.69 ± 8.16 106 ± 18.61 2.01 ± 0.37

OVCAR-4 117.64 ± 6.23 76 ± 21.79 3.22 ± 0.62

OVCAR-8 135.62 ± 8.74 122 ± 19.63 0.45 ± 0.23

SkOV3 138.42 ± 13.27 126 ± 15.25 1.57 ± 0.16

а

с

b

mailto:katshutko@gmail.com
mailto:katshutko@gmail.com


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 

   
1

, 
2

0
2

4

117ТОМ 11 / VOL. 11 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Figure 3, a shows significantly higher expression levels 
of miRNAs belonging to the UA-UP group compared  
to miRNAs from the UA-DOWN group in all investigated 
cell lines (Mann–Whitney U test p <0.05). Additionally, 
multiple pairwise comparisons using analysis of variance 
revealed that the level of each miRNA from the first group 
was significantly higher than that of each miRNA from  
the second group (ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc 
test). On average, the difference in expression was 1500-fold, 
with miR-125a-5p exhibiting the highest expression level, 
40,000-fold higher than the average mean for miRNAs  
from the UA-DOWN group. The least expressed miRNA 
was miR-136-5p, which was expressed about 7-fold lower 
than other miRNAs in the UA-DOWN group.

The miRNA expression pattern in EVs varied (fig. 3, b), 
but no statistically significant differences were found be-
tween the two groups. Among all the examined miRNAs 
miR-125a showed the highest level of expression in both EVs 
and cells. However, miR-451a from the UA-DOWN group 
exhibited the second-highest level of expression. It’s level 
in EVs was only one order of magnitude lower than that  
of miR-125a. In cells, this difference reached four orders 
of magnitude. Meanwhile, miR-136-5p remained the least 
expressed of all the examined miRNAs.

MiRNAs from the UA-UP and UA-DOWN groups ex-
hibit an inverse expression ratio between ovarian cancer cells 
and secreted vesicles. In the next step, we analyzed the ratio 
of each investigated miRNA in OC cells and the vesicles they 

Fig. 2. Analysis of potential reference miRNAs for normalization of reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) data in cells  
and secreted extracellular vesicles (EVs): а – amplification cycles of endogenous U6, miR-151a, miR-191 and miR-342 measured by Stem-Loop RT-qPCR 
in cells and secreted EVs of four ovarian cancer cell lines; b – comprehensive gene stability in secreted EVs evaluated by RefFinder tool
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*p <0.05. **p <0.01
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Fig. 4. Comparison of the level of miRNA of the UA-UP group in cells and secreted extracellular vesicles (EVs). Expression values are presented as relative  
to the level of the corresponding miRNA in EVs of OVCAR-3 line
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produce. As there is currently no universal reference sequence 
for the simultaneous comparative analysis of miRNAs in cells 
and EVs, we determined the absolute expression level  
for each specific miRNA by normalizing it to the mass  
of total small RNA introduced into the reaction.

The results of the analysis indicated that the miRNAs 
from the UA-UP and UA-DOWN groups had an opposite 
expression ratio between the parental cells and their secreted 
vesicles (EV/cell ratio). In all lines studied, the levels of each 
miRNA from the UA-UP group (miR-125a-5p, -27a-5p, 
-193a-5p, and -135b-5p) were significantly higher in cells 
than in their secreted vesicles (“cells >EVs”; p <0.05), with 
an average difference of 47-fold (fig. 4). The difference was 
minimal for miR-193a, which showed a 3-10-fold higher 
level in cells than in EVs. This indicates a more balanced 
distribution of this miRNA between intracellular and vesicu-
lar compartments. The remaining miRNAs displayed more 
significant differences in expression ratios.

Interestingly, two miRNAs, specifically miR-193a  
and miR-135b, showed a strong positive correlation be-
tween expression levels in cells and EVs, with Pearson cor-
relation coefficients of 0.99 and 0.98, respectively (p <0.05). 
This suggests a stable distribution pattern of these miRNAs 
between these compartments.

For all miRNAs in the UA-DOWN group (miR-451a, 
-495-3p, -136-5p), the correlation was the opposite. In all 
cell lines, the level of each miRNA from this group was 
significantly higher in vesicles compared to the intracellular 
level (“EVs >cells”) (p <0.05) (fig. 5).

In particular, miR-451a expression in EVs exceeded its 
intracellular level by 27-118-fold, depending on the cell 
line. For miR-495-3p, a 3-fold increase in EVs was detect-
ed in the OVCAR-8 line and an even more pronounced 
36-fold increase in the SKOV-3 line compared to the cel-
lular level. Similarly, the level of miR-136-5p in EVs was  
3 times higher than the intracellular level in the OVCAR-8 
line and 32 times higher in the OVCAR-4 line.

Therefore, we found that miRNAs differentially ex-
pressed in EVs from uterine aspirates of OC patients exhib-
it significant DE in OC cells, with a significant predomi-
nance of molecules upregulated in the EVs of OC patients. 
Additionally, these miRNAs display an inverse ratio be-
tween their levels in the parental cells and the secreted ves-
icles. The miRNAs that were found to be upregulated  
in the EVs of OC patients are characterized by “cells >EVs” 
ratio, while the downregulated miRNAs are characterized  
by the ratio “EVs >cells”.

The observed enrichment of OC cells with miRNA 
molecules that are upregulated in UA-OC EVs indicates their 
tumor-promoting activity. Conversely, the decreased levels 
of miRNAs that are downregulated in UA-OC EVs suggest 
their tumor-suppressive activity. Meanwhile, each miRNA 
from the latter group was significantly more represented  
in vesicles than in parental cells (“EVs >cells”) (p <0.05) 
(fig. 5).

In summary, the analysis of miRNAs in parental OC 
cells and secreted EVs revealed the controlled and con-
text-dependent nature of miRNA distribution between ve-
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Fig. 5. Comparison of the level of miRNA of the UA-DOWN group in cells and secreted extracellular vesicles (EVs). Expression values are presented as relative 
to the level of the corresponding miRNA in cells of OVCAR-3 line

*p <0.05. **p <0.01
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sicular and cellular compartments. MiRNAs with potential 
tumor-promoting activity accumulate to a greater extent  
in cells, while molecules with potential tumor-suppressing 
activity are eradicated as part of EVs.

DIscussION
In recent decades, secreted EVs, and exosomes in par-

ticular, have gained significant scientific attention in experi-
mental oncology due to their potential in both the diagno-
sis and therapy of malignant neoplasms. Initially described 
as cellular waste disposal units in the 1980s, these nanoscale 
vesicles have since been recognized as playing a crucial role 
in intercellular communication under both normal and 
pathological conditions [3]. Numerous studies have 
demonstrated their fundamental role in carcinogenesis. EVs 
play a crucial role in various processes, including tumor cell 
proliferation, epithelial-mesenchymal transition, migra-
tion, invasion, angiogenesis, and metastasis [16]. They pro-
vide intercellular transport of bioactive molecules, which 
can affect antitumor immunity, alter the microenviron-
ment, and promote tumor development and resistance  
to therapy. Exosomes selectively and controllably load  
miRNAs, which are crucial regulators of expression, 
through various mechanisms [17]. Exosomal miRNAs can 
be transported locally or to distant organs and tissues, 
where they participate in epigenetic regulation and alter 
intracellular signaling in recipient cells. 

Therefore, exosomal miRNAs have gained increasing 
attention as potential diagnostic and prognostic markers  
of malignant neoplasms [18]. Previously, we showed  
for the first time that vesicles corresponding to EVs accor- 
ding to ISEV criteria can be isolated by ultracentrifugation 
from individual uterine aspirate samples in sufficient con-
centration for subsequent transcriptome analysis [11]. Ad-
ditionally, we optimized techniques for small RNA isolation  
from EVs and their subsequent analysis [19]. According  
to the results of next-generation deep sequencing (NGS-small 
RNA-seq) performed on a pilot sample of EVs from uterine 
aspirates, significant differences were observed in the miRNA 

profiles of patients diagnosed with OC and healthy donors [11]. 
A follow-up study performed on an expanded sampling, 
using stringent selection criteria (false discovery rate 
<0.001, FC >2), revealed 35 differentially expressed  
miRNAs (data in press). Notably, the miRNAs identified  
as up- or downregulated in UA-OC EVs include molecules 
with known tumor-promoting or tumor-suppressing activities. 
For instance, miR-205-5p and the members of the miR-200 
family, which have been repeatedly shown to be upregulated 
in EVs from OC patients [20], as well as several other known 
cancer promoters. The second group included known  
miRNAs with tumor suppressor activity such as miR-152-3p 
[21], -424-5p [22, 23], -199a and -199b [24, 25], among others. 
Meanwhile, we detected molecules whose role in carcino-
genesis in general and in OC progression remains unclear 
in the literature, as well as miRNAs that are little known  
in this context. 

To assess the extent to which the identified changes are 
related to the pathogenesis of OC, in this study we evaluated 
the expression of certain miRNAs from both groups (upreg-
ulated and downregulated in UA-OC EVs) in OC cells cul-
tured in vivo and in EVs from conditioned medium.

The selection of miRNAs for the study was made  
in such a way that each of the miRNA groups (up- and 
downregulated in UA-OC EVs) included both known tu-
mor promoter/suppressor molecules and miRNAs with 
contradictory or poorly represented activity data. Accord-
ingly, from UA-UP group we selected miR-135b, which has 
been shown to promote OC tumor cell growth and resist-
ance to chemotherapy [26–28]; miR-125a, which is con-
sidered to be more of a suppressor miRNA, inhibiting pro-
liferation, epithelial-mesenchymal transition, migration 
and invasion of OC cells [29–31], and miR-193a-5p, which 
also display distinct and predominantly tumor suppressor 
activity [32–34], although the latter two miRNAs have 
been shown to be overexpressed in stage III OC compared 
to stage I OC [35]. Also, miR-27a-5p shows conflicting 
data in the context of OC progression (increased sensitivity 
of OC cells to cisplatin [36], stimulation of migration and 

Cells                    EVs 
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invasion [37], decreased representation of the CX
3
CR1  

receptor in natural killer cells [38]).
Among the miRNAs downregulated in UA-OC EVs, 

we selected the known suppressor molecules, miR-495-3p 
[39–41] and miR-136-5p [42, 43], as well as miR-451a. 
The data on miR-451a in the context of OC are contradic-
tory: while in one study miR-451 expression was reduced 
in OC compared to normal tissues and its low level was 
associated with late the International Federation of Gyne-
cology and Obstetrics FIGO) stage, high serum CA-125 
levels, metastasis to lymph nodes and poor prognosis for 
patients [44], in another study, miR-451a was overexpressed 
in stage III OC compared to stage I [35]. In support of this 
claim, a third study showed that the expression of miR-27a-
3p and miR-451a was upregulated in multidrug-resistant 
OC and cervical cancer cell lines. This upregulation led  
to the activation of P-glycoprotein, a product of the MDR1 
gene, which confers resistance of tumor cells to a wide 
range of chemotherapeutic drugs [45].

We found that cells from all four OC lines examined 
were enriched in miRNAs that were upregulated in UA-OC 
EVs. Conversely, the cellular expression of all miRNAs that 
were downregulated in UA-OC EVs was significantly lower, 
with a difference of several orders of magnitude. These re-
sults were quite expected and supported our assumption  
of a tumor-promoting or tumor-suppressive role of these 
miRNAs in OC. It should be noted that although, as men-
tioned above, miR-125a-5p and miR-193a-5p are more 
likely to be classified as suppressor molecules according  
to the literature data, both miRNAs have been shown  
to be associated with OC progression, particularly with over-
expression in stage III compared to stage I [35]. Further-
more, according to the results of a large cohort study pub-
lished in Lancet Oncol in 2016, increased miR-193a-5p 
expression was associated with negative prognosis and re-
currence [46]. These findings were later confirmed  
by the authors in a different cohort [47] and may explain the 
high levels of these miRNAs in OC cells, as well as their in-
crease in UA-OC EVs, especially considering that the major-
ity of EV preparations from uterine aspirates were obtained 
from patients with high-grade adenocarcinoma, the most 
aggressive form of OC, and predominantly represented late 
stages of the disease (mainly stage III).

In contrast, the analysis of the ratio of miRNAs in pa-
rental OC cells and secreted EVs yielded unexpected re-
sults. Given the putative role of these miRNAs as promot-
ers/suppressors of tumor progression, we expected to see 
either a similar miRNA levels in EVs and parental cells,  
or even enrichment of EVs with potential tumor-promot-
ing miRNAs, and vice versa. However, the study revealed 
the contrary result – the “cells >EVs” ratio characterized 
potential tumor-promoting molecules, while the “EVs >cells” 
ratio characterized suppressor molecules. These ratios 
were observed for all studied miRNAs and all cell lines.  

It should be noted that despite significant progress in un-
derstanding the mechanisms of loading molecules, including 
miRNAs, into EVs [17, 48], the question of what determines 
the selection of such molecules for inclusion  
in the EV cargo is still discussed in the literature and remains 
unanswered. In this context, the results of several studies 
demonstrating selective loading of certain miRNAs into EVs 
are of particular interest. It has been suggested that miRNAs 
can be divided into those that are secreted to a greater extent 
and those that are preferentially retained in the cell and incor-
porated into EVs to a lesser extent [49, 50]. However, there is 
currently little data on which miRNAs belong to each group, 
and it is clear that their composition depends on cell growth 
conditions. Notably, miR-451a is reported to be an example  
of miRNAs preferentially loaded into EVs, which is consistent 
with our findings [49].

Another possible explanation for the results obtained  
is the peculiarities of EVs secretion by cells growing in two- 
dimensional culture. It is assumed that during the growth  
of clonal culture on the substrate, tumor cells are primarily 
guided by “their own needs”. They overexpress and accumu-
late tumor-promoting miRNAs for their own growth, while 
limiting the expression and releasing from suppressor mole-
cules, including through their secretion as part of EVs.

In contrast to growth in two-dimensional culture,  
tumor development in vivo involves competitive growth  
of cells in a heterogeneous population and remodeling  
of the microenvironment. This includes reprogramming  
of stromal fibroblasts, endothelial cells, immune cells,  
and stimulation of neoangiogenesis, as well as activation  
of other survival mechanisms. Under these conditions, tumor 
cells produce more vesicles for delivery to cells in the microen-
vironment and distant tissues. This is likely to be accompanied 
by changes in the spectrum of molecules, including miRNAs, 
that are preferentially secreted as part of EVs, which may lead 
to a shift in the “cell/EV” ratio. Results comparing EVs secret-
ed by cells in 3D and 2D models suggest that such changes 
occur [51, 52]. Furthermore, the molecular composition of EVs 
secreted by cells in 3D models appears to be closer to the com-
position of EVs from the corresponding biological fluids [53, 
54], which confirms our hypothesis and is consistent with the 
data obtained on the enrichment/reduction of tumor-promot-
ing/suppressor miRNAs in EVs from uterine aspirates.

CONCLUSION
Here, we showed for the first time that the levels  

of miR-125a-5p, -27a-5p, -193a-5p and -135b-5p in OC 
cells are significantly higher than those of miR-451a, -495-
3p and -136-5p, indicating the tumor-promoting and tu-
mor-suppressive activities of these molecules, respectively, 
and confirming their potential diagnostic value in OC.  
The cell-to-EV ratio for studied miRNAs is characterized 
by a decrease in EV levels for highly expressed miRNAs  
and an increase for low-expressed miRNAs.
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Supplement

Sequences of primers and TaqMan probes used. Annealing temperatures (Tm) of primers

Primer s 
and TaqMan 

probes
miRNA Sequence 5’-3’ Tm, °C

RT-primers

miR-125a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACAG –

miR-27a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCTCA –

miR-193a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCATCT –

miR-135b-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACAT –

miR-451а GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAACTC
AG –

miR-495-3р GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAGAAG –

miR-136-5р GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACAT –

miR-151a-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCTCAA –

miR-191-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGCTG –

U6 CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT –

F-primers

miR-125a-5p ACGCATCCCTGAGACCC 56

miR-27a-5p CACGCAAGGGCTTAGCTG 56

miR-193a-5p AACAAGTGGGTCTTTGCG 56

miR-135b-5p CACGCATATGGCTTTTCA 54

miR-451а CACGCATAAACCGTTACCA 56

miR-495-3р CGGCGGAAACAAACATGG 53

miR-136-5р CGGCGGACTCCATTTGTT 54

miR-151a-3p CGGCGGCTAGACTGAAGC 54

miR-191-5p CACGCACAACGGAATCCC 56

U6 CTCGCTTCGGCAGCACATA 60

Universal R-primer GTGCAGGGTCCGAGGT –

R-primer U6 CGCTTCACGAATTTGCGTG –

TaqMan-
probes

miR-125a-5p FAM-GCACTGGATACGACTCACAGGTT-BHQ1 –

miR-27a-5p FAM-TGGATACGACTGCTCACAAG-BHQ1 –

miR-193a-5p FAM-CTGGATACGACTCATCTCGCC-BHQ1 –

miR-135b-5p FAM - CTGGATACGACTCACATAGGA - BHQ-1 –

miR-451а FAM-TTACTGAGTTGTCGTATCC-BHQ1 –

miR-495-3р FAM-TGGATACGACAAGAAGTGCA-BHQ1 –

miR-136-5р FAM-TGGATACGACTCCATCATCA-BHQ1 –

miR-151a-3p FAM-CTGGATACGACCCTCAAGGA-BHQ1 –

miR-191-5p FAM-CTGGATACGACCAGCTGCTT-BHQ1 –

U6 FAM-CCTTGCGCAGGGGCCATGC-BHQ-1 –
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