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Химиотерапия злокачественных новообразований направлена на подавление процессов роста и пролиферации 
опухолевых клеток и является неотъемлемой частью лечения онкологических больных. Наряду с высокой противо-
опухолевой активностью, цитотоксическое действие химиопрепаратов распространяется и на иммунные клетки, 
приводя к панцитопении и, как следствие, к ослаблению иммунного ответа. Тем не менее действие химиотерапии 
на иммунную систему носит комплексный характер, поскольку одновременно с супрессивным влиянием вызывает 
стимуляцию противоопухолевой активности лимфоидных и миелоидных популяций.
Представленный обзор посвящен анализу и обобщению современных данных о влиянии химиотерапевтических 
препаратов, применяемых в стандартных схемах противоопухолевой терапии, на функционирование иммунной сис-
темы. Рассмотрены супрессорные механизмы действия химиотерапии, включая развитие цитопении. Особое внима-
ние уделено анализу данных о модуляции противоопухолевого иммунного ответа в зависимости от группы химио-
терапевтического препарата. Описаны механизмы усиления иммунного распознавания и стимуляции иммунных 
клеток в ответ на увеличение экспрессии опухолевых антигенов. Представлены сведения о влиянии химиотерапии 
на опухолевое микроокружение, включая перепрограммирование иммуносупрессорного профиля и активацию 
эффекторов иммунитета. Обобщенные данные указывают на разнонаправленное воздействие химиотерапии  
на состояние иммунной системы и ее влияние на формирование противоопухолевого иммунного ответа.
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Multiple aspects of the chemotherapy effect on immune response
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Suppression of tumor cell growth and proliferation is the main goal of chemotherapy which is an integral part of the treatment 
for cancer patients. In addition to high antitumor activity, the cytotoxic effects of chemotherapeutic agents also extend 
to immune cells, resulting in pancytopenia and weakened immune response. Nevertheless, the effect of chemotherapy 
on the immune system is multifaceted, as it simultaneously exerts a suppressive influence while also stimulating  
the antitumor activity of lymphoid and myeloid populations.
This review focuses on the analysis and generalization of modern data regarding the effects of chemotherapeutic drugs 
used in standard antitumor therapy regimens on the functioning of the immune system. The suppressive mechanisms  
of chemotherapy, including the development of cytopenia, are reviewed. Special attention is paid to the analysis of data 
on modulation of antitumor immune response depending on the class of chemotherapeutic agent. Mechanisms enhancing 
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immune recognition and stimulating immune cells in response to increased expression of tumor antigens are described. 
The data regarding the effects of chemotherapy on the tumor microenvironment, including the reprogramming  
of immunosuppressive profiles and the activation of immune effectors, is presented. The summarized data underscore 
the dual nature of chemotherapy’s effects on the state of the immune system and its influence on the formation  
of antitumor immune responses.

Keywords: chemotherapy, cancer, immune system, cytotoxicity, antitumor immune response

For citation: Fedorenko A.A., Patysheva M.R., Fedorov A.A. et al. Multiple aspects of the chemotherapy effect on immune 
response. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2025;12(3):8–25. (In Russ.).
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Введение
Химиотерапия (ХТ) является одним из основных 

методов лечения злокачественных новообразований 
(ЗНО) [1]. Впервые она применена в 40-е  годы ХХ в. 
для лечения лимфомы с помощью препаратов на ос-
нове азотистых ипритов, полученных из химического 
оружия [2, 3]. Впоследствии были открыты новые хи-
мические соединения, обладающие высокой цитоток-
сической и цитостатической эффективностью и усо-
вершенствованы подходы к  подбору комбинаций 
препаратов, что привело к широкому распростране-
нию данного вида лечения.

Основной мишенью ХТ являются быстроделящи-
еся опухолевые клетки, биологически предрасполо-
женные к усиленной пролиферации [4]. В то же время 
действие химиотерапевтических препаратов носит 
лишь частично избирательный характер и затрагивает 
пролиферирующие в норме популяции клеток – в пер-
вую очередь предшественники лимфоидного и миело-
идного ростков кроветворения, обеспечивающие ло-
кальный и системный иммунные ответы [5]. Однако, 
наряду с явным негативным влиянием ХТ на иммун-
ные клетки, существуют механизмы активации про-
тивоопухолевого иммунного ответа после данной те-
рапии [6–8]. Понимание сложного взаимодействия ХТ 
и иммунной системы имеет большое значение для оп-
тимизации стратегий лечения рака и минимизации 
потенциальных побочных эффектов [9].

Цель работы – раскрыть механизмы, лежащие 
в основе формирования иммуносупрессии и иммуно-
модуляции, вызванных разными классами химиоте-
рапевтических препаратов, рассмотреть их влияние 
на ЗНО.

Роль иммунной системы  
в патогенезе онкологических 
заболеваний и эффективности 
противоопухолевого лечения
Известно, что иммунная система влияет на воз-

никновение и рост ЗНО. Еще в 1957 г. Ф. М. Бернет 
первым выдвинул концепцию иммунного надзора, 
которая описывает элиминацию опухолевых клеток 
эффекторами адаптивного иммунитета [10, 11]. Одна-
ко позднее стало понятно, что опухоль способна избе-

гать атак иммунной системы. Так, при ЗНО наблюда-
ется снижение иммуногенности ряда опухолевых 
антигенов. Кроме того, опухоль способна перепро-
граммировать иммунные клетки в направлении под-
держки опухолевого роста.

В 2013 г. сформулирована концепция иммуноре-
дактирования (immunoediting), описывающая основ-
ные этапы процесса взаимодействия иммунной сис-
темы с опухолью, развитие иммунной толерантности 
к антигенам опухолевых клеток, и определены основ-
ные механизмы ускользания опухоли из-под иммун-
ного надзора: редукция иммунного распознавания, 
усиление механизмов резистентности к цитотоксичес
ким эффекторам иммунитета и формирование имму-
носупрессивного микроокружения [12]. Таким образом, 
стало понятно, что опухоль адаптируется к условиям 
среды макроорганизма и сосуществует с иммунной 
системой, выступающей естественным регулятором ее 
клональной эволюции. При этом большую роль игра-
ет положительная селекция опухолевых клеток, устой-
чивых к  цитотоксическому действию эффекторов 
адаптивного иммунитета. В результате формируется 
активно прогрессирующее ЗНО со сниженной способ-
ностью индуцировать полноценный противоопухоле-
вый иммунный ответ [13].

Каждый этап противоопухолевого лечения, дейст-
вуя локально и системно, выступает значимым факто-
ром, влияющим на прогрессию ЗНО. ХТ может высту-
пать в  качестве эффективного стимула, оказывая 
влияние и на микроокружение, и на компоненты им-
мунного ответа вне опухоли [14]. Благодаря цитоста-
тическим агентам можно преобразовать иммунологи-
чески «холодную» опухоль в «горячую», с обширной 
воспалительной инфильтрацией, и тем самым разру-
шить иммунную толерантность опухоли и индуциро-
вать подавление роста ЗНО [15]. Результаты экспери-
ментальных и клинических исследований показали, 
что  с  помощью ХТ угнетающее влияние опухоли 
на иммунную систему можно изменить [16]. Химио-
терапевтические препараты способны повреждать 
опухолевые клетки, что приводит к высвобождению 
антигенов, в том числе белков-шаперонов, молекул 
аденозинтрифосфата (АТФ), фрагментов РНК и кле-
точного матрикса [17, 18]. Это является стимулом 
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для  формирования длительного иммунного ответа 
за счет иммуногенной клеточной гибели – ключевого 
процесса, способствующего презентации антигенов опу-
холи наивным CD8+- и CD4+-Т-лимфоцитам [17, 19].  
ХТ также способна избирательно уничтожать супрессор-
ные клеточные популяции, которые подавляют иммун-
ный ответ, такие как Т-регуляторные и миелоидные су-
прессорные клетки (МСК), опухолеассоциированные 
макрофаги (ОАМ) и фибробласты [17]. Помимо прямо-
го действия, химиотерапевтические препараты могут 
влиять на состояние иммунной системы, вызывая об-
новление пула иммунных клеток из органов депо [19]. 
В ответ на лимфопению, наиболее часто встречающу-
юся  при ХТ, происходит гомеостатическая пролифе-
рация эффекторных Т-клеток, которые особенно важ-
ны в противоопухолевом ответе [20].

Однако, несмотря на существующие механизмы 
активации противоопухолевого иммунного ответа, ХТ 
может его ингибировать [21, 22]. Прямое воздействие 
цитостатических агентов на Т-лимфоциты, естествен-
ные клетки-киллеры (NK) и дендритные клетки (ДК) 
способно привести к нарушению их функциональной 
активности или апоптозу [14]. Кроме того, ХТ может 
изменять дифференцировку иммунных клеток и на-
рушать коммуникацию между ними, что приводит 
к несостоятельности противоопухолевого иммунного 
ответа [23].

Также нужно учитывать, что в настоящее время ХТ 
практически не применяется в монорежиме, что услож-
няет исследование ее влияния на иммунный ответ. 
Комбинация эффектов ХТ, так же как и монотерапия,  
способствует изменению состояния компонентов им-
мунной системы [24, 25].

Таким образом, изменения, вносимые ХТ, могут 
как активировать, так и угнетать противоопухолевый 
иммунный ответ, что, несомненно, значительно вли-
яет на эффективность лечения.

Обзор химиотерапевтических препаратов
В настоящее время существует более 100 лекарст-

венных средств, используемых для терапии ЗНО. Они 
различаются как по химической структуре, так и по ме-
ханизмам действия. Как правило, химиотерапевтичес
кие препараты препятствуют пролиферации опухоле-
вых клеток двумя путями: 1) нарушением структуры 
ДНК и процессов ее репарации, что приводит к оста-
новке роста и деления клеток (цитостатическое дейст-
вие); 2) повреждением оболочки, ядра и других компо-
нентов клетки, что способствует апоптозу или некрозу 
(цитотоксическое действие) [26].

Характер воздействия ХТ на иммунные клетки 
определяется выбранным препаратом, дозой и схемой 
его введения. Большинство противоопухолевых аген-
тов повышают иммуногенность опухоли при ее разру-

шении, однако введение высоких доз препаратов может 
привести к тотальной иммуносупрессии, повторному 
росту сосудистой сети опухоли и развитию резистент-
ности [27]. В соответствии с рекомендациями Россий-
ского общества клинической онкологии (RUSSCO) 
режимы лечения химиотерапевтическими препаратами 
подбираются в зависимости от интенсивности дозы, 
вводимой в единицу времени [28]. Выделяют следу
ющие режимы ХТ, выбор которых зависит как от ста-
дии злокачественного процесса, так и от состояния 
пациента:

• низкодозная (низкоинтенсивная) ХТ;
• стандартная ХТ (проводится в соответствии с ре-

комендациями производителей лекарственных 
средств);

• высокодозная (высокоинтенсивная) ХТ;
• сверхвысокодозная (сверхвысокой интенсивно-

сти) ХТ, включающая модификации существую-
щих высокодозных режимов;

• метрономная ХТ, предполагающая введение пре-
паратов в значительно меньших максимально пе-
реносимых дозах с  малыми временными интер
валами;

• дозоинтенсивная ХТ, представляющая собой ре-
жим с уплотненным введением химиопрепаратов, 
т.  е. с  меньшим временным интервалом (2 нед 
вместо 3 нед), и  требующая профилактического 
использования гранулоцитарного колониестиму-
лирующего фактора роста (GM-CSF).
Для расчета дозы препаратов используют формулы 

Мостеллера, Дюбуа и Дюбуа в модификации, учиты-
вающие площадь поверхности тела. Продолжитель-
ность лечения изменяется в разных циклах ХТ, пред-
ставляющих собой время от 1-го введения препарата 
до планируемого следующего. Чаще всего период меж-
ду курсами введения лекарственных средств составля-
ет 2–3 нед, средняя продолжительность лечения –  
4–6 циклов. Помимо различий в дозировках и режи-
мах введения препаратов, есть различия и в подходах 
к противоопухолевой терапии. Выделяют неоадъю-
вантную (предоперационную) ХТ, которая назначает-
ся до  проведения радикальной операции с  целью 
уменьшения объема опухоли, и адъювантную (после-
операционную, профилактическую) ХТ, которая про-
водится после радикальной операции с целью профи-
лактики развития рецидива [29].

Далее будут рассмотрены особенности действия 
ХТ в неоадъювантном режиме для исключения других 
факторов воздействия на иммунную систему, таких 
как хирургическое вмешательство или лучевая тера-
пия. В табл. 1 представлены основные классы хими-
ческих соединений, которые используются в различ-
ных схемах и  комбинациях для  лечения наиболее 
распространенных видов солидных опухолей.
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Молекулярные механизмы влияния 
химиотерапевтических препаратов 
на иммунную систему
Современные противоопухолевые препараты под

разделяют на несколько групп в зависимости от меха-
низма их действия:

• алкилирующие агенты – оксазафосфорины (ци-
клофосфамид и  ифосфамид), азотистые иприты 
(бусульфан, хлорамбуцил и мелфалан), гидразин 
(темозоломид), агенты на  основе платины (цис
платин, карбоплатин и оксалиплатин);

• антиметаболиты – антагонисты пиримидина (ци-
тарабин, 5-фторурацил, гемцитабин и капецита-
бин), антагонисты пурина (флударабин), аналоги 
пурина (6-меркаптопурин, азатиоприн и кладри-
бин), антифолаты (метотрексат, пеметрексед 
и  пралатрексат), ингибиторы рибонуклеотидре-
дуктазы (гидроксимочевина) и антагонист глута-
мина (6-диазо-5-оксо-L-норлейкин (ДОН));

• антрациклины – гликозидные препараты (доксо-
рубицин, дауномицин, эпирубицин, идарубицин, 
валрубицин, амрубицин, пирарубицин, акларуби-
цин, никорубин, сабарубицин, актиномицин D, 
блеомицин);

• ингибиторы топоизомераз I (иринотекан и топо-
текан) и II (этопозид и тенипозид);

• растительные алкалоиды – ингибиторы митоти-
ческого веретена, такие как таксаны (доцетаксел 
и паклитаксел) и алкалоиды барвинка (винкрис-
тин и винбластин) [45–47].
Все перечисленные препараты способны уничто-

жать опухолевые клетки и стимулировать формирова-
ние противоопухолевого иммунного ответа [48, 49]. 
Однако механизмы, благодаря которым иммунная 
система вовлекается в борьбу с опухолью, у разных 
классов химических соединений различны. Иммуно-
супрессорное и иммуномодулирующее действие ос-
новных групп противоопухолевых препаратов пред-
ставлено в табл. 2.

Алкилирующие агенты. Алкилирующие агенты яв-
ляются одной из первых открытых и широко исполь-
зуемых в настоящее время групп химиотерапевтичес
ких препаратов. Основной механизм их  действия 
связан с образованием ковалентных связей между 
алкильными и нуклеофильными группами в молеку-
ле ДНК, которые приводят к формированию попе-
речных сшивок оснований и разрывам цепей ДНК, 
останавливают репликацию ДНК и вызывают гибель 

Таблица 2. Влияние групп химиотерапевтических препаратов на компоненты иммунной системы

Table 2. The impact of groups of chemotherapeutic drugs on components of the immune system

Класс химиопре-
паратов 

Class 
of chemotherapeutic 

drugs

Препарат 
Drug

Механизм действия 
Mechanism of action

Иммуно-
супрессия 

Immunosuppression

Иммуномодуляция 
Immunomodulation

Алкилирующие 
агенты 
Alkylating agents

Циклофосфамид, 
мелфалан, 
цисплатин, 

карбоплатин 
Cyclophosphamide, 
melphalan, cisplatin, 

carboplatin

Создание межцепочечных и внутрицепо-
чечных поперечных связей; перенос 
алкильных групп на остатки гуанина 
в ДНК, что приводит к образованию 
ошибочных пар в основаниях ДНК 
и предотвращает разделение нитей 

во время синтеза ДНК 
Formation of inter- and intra-chain cross-links; 

transfer of alkyl groups to guanine residues 
in DNA, leading to erroneous base pairing  

and prevention of strand separation during DNA 
synthesis

Нейтро-, 
лимфоцито-

пения 
Neutropenia, 
lymphopenia

↑ ЦТЛ;
↓ Т-рег;
↑ МСК;
↑ ДК;

перепрограммирова-
ние M2-макрофагов 

в M1-макрофаги 
↑ CTL; 
↓ Treg; 

↑ MDSC; 
↑ DC; 

reprogramming of M2 
macrophages into M1 

macrophages

Антиметаболиты 
Antimetabolites

5-фторурацил, 
капецитабин, 
гемцитабин 
метотрексат, 

6-диазо-5-оксо-
L-норлейкин 
5-fluorouracil, 
capecitabine, 
gemcitabine, 
methotrexate, 

6-diazo-5-oxo- 
L-norleukin

Нарушение основных путей биосинтеза 
нуклеиновых кислот; нарушение синтеза 
ДНК/РНК; образование разрывов цепей 

ДНК посредством ингибирования 
дигидрофолатредуктазы, рибонуклеотид-
редуктазы и ДНК-полимеразы; включе-

ние ложных структурных аналогов 
пиримидина/пурина в ДНК 

Disruption of nucleic acid biosynthesis pathways; 
inhibition of DNA/RNA synthesis; chain breaks 
in DNA via inhibition of dihydrofolate reductase, 
ribonucleotide reductase, and DNA polymerase; 
incorporation of false pyrimidine/purine analogs 

into DNA

Лимфоцито-
пения 

Lymphopenia

↑ Т-клетки 
(ЦТЛ, Th17);

↓ Т-рег;
↓ МСК;

перепрограммирова-
ние M2-макрофагов 

в M1-макрофаги 
↑ T-cells (CTL, Th17); 

↓ Treg; 
↓ MDSC; 

reprogramming of M2 
macrophages into M1 

macrophages
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клетки [50, 51]. Алкилирующие препараты применяют 
для лечения лимфом, миелом, глиобластом, рака яич-
ников, молочной железы и легкого [52]. Примерами 
алкилирующих агентов являются циклофосфамид, 
мелфалан, цисплатин, карбоплатин и др. [53, 54].

В отношении иммунной системы алкилирующие 
агенты вызывают следующие эффекты:

• иммуносупрессивный – уничтожают гемопоэти-че-
ские стволовые клетки, что может привести к долго
срочным изменениям в иммунной системе и ослаб- 
лению иммунного ответа [55, 56]. Помимо кле-
ток-предшественников от действия алкилирующих 
агентов могут пострадать и  зрелые делящиеся  
иммунные клетки, в частности Т- и В-лимфоциты. 
Во многих работах показано, что введение алкили-
рующих агентов в  высокодозовом режиме может 
вызывать длительные нейтропению и лимфоцито-
пению, требующие продолжительного восстановле-
ния [57–59]. Продемонстрировано, что циклофосфа-

мид и  мелфалан способствуют апоптозу лимфо- 
цитов [60];

• иммуномодулирующий – способны модулировать 
как врожденные, так и адаптивные противоопухоле-
вые иммунные реакции. Так, некоторые препараты 
восстанавливают адаптивный иммунный ответ за счет 
снижения количества иммуносупрессивных клеток. 
Циклофосфамид даже в метрономном режиме спосо-
бен избирательно уничтожать иммуносупрессивные 
регуляторные Т-клетки (Т-рег), поскольку они актив-
но пролиферируют в ответ на толерогенные стимулы. 
Кроме того, Т-рег менее устойчивы к действующему 
агенту в связи с отсутствием экспрессии ABC-тран-
спортера ABCB1, защищающего клетки от токсинов 
[61, 62]. Помимо Т-рег, циклофосфамид способен 
снижать и количество МСК [63].
Алкилирующие агенты могут усилить иммунное 

распознавание опухоли, благодаря восстановлению 
баланса между мигрирующими и резидентными попу-

Класс химиопре-
паратов 

Class 
of chemotherapeutic 

drugs

Препарат 
Drug

Механизм действия 
Mechanism of action

Иммуно-
супрессия 

Immunosuppression

Иммуномодуляция 
Immunomodulation

Антрациклины 
Anthracyclines

Доксорубицин, 
даунорубицин 

Doxorubicin, 
daunorubicin

Нарушение репликации ДНК; ингибиро-
вание активности топоизомеразы; иници-

ация окислительного стресса 
Disruption of DNA replication; – inhibition 

of topoisomerase activity; initiation of oxidative 
stress

Лейкопения 
Leukopenia

↑ ЦТЛ;
↓ Т-рег, Th2;
↓ МСК;
↑ ДК 
↑ CTL; 

↓Treg, Th2; 
↓MDSC; 
↑DC

Ингибиторы 
топоизомераз I и II 
Topoisomerase I  
and II inhibitors

Иринотекан, 
топотекан 

Irinotecan, topotecan

Ингибирование активности топоизомера-
зы, участвующей в репликации ДНК; 

разрыв цепи ДНК 
Inhibition of topoisomerase activity involved 

in DNA replication; DNA chain breakage

Лимфоцитопе-
ния 

Lymphopenia

↑ ДК;
↑ ЦТЛ 
↑ DC; 
↑ CTL

Растительные 
алкалоиды 
Plant alkaloids

Доцетаксел, 
паклитаксел, 
винбластин, 

таксол, эпотилон В, 
трабектидин 

Docetaxel, paclitaxel, 
vinblastine, taxol, 

epothilone B, 
trabectedin

Изменение функции и формирования 
микротрубочек веретена; ингибирование 

ядерного деления (остановка митоза 
в метафазе) 

Аlteration of microtubule function and spindle 
formation; inhibition of nuclear division (arrest 

of mitosis in metaphase)

Нейтропения, 
лейкопения 
Neutropenia, 

leukopenia

↑ ЦТЛ;
↓ Т-рег;
↑ ДК;

перепрограммирова-
ние M2-макрофагов 

в M1-макрофаги 
↑CTL; 
↓Treg; 
↑DC; 

reprogramming of M2 
macrophages into M1 

macrophages

Примечание. ↑ – повышение уровня клеточной популяции; ↓ – снижение уровня клеточной популяции; ДК – дендритные 
клетки; М1 – противоопухолевые макрофаги; М2 – проопухолевые макрофаги; МСК – миелоидные супрессорные клетки; 
Т-рег – регуляторные Т-клетки; ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты. 
Note. ↑ – increase in the level of the cell population; ↓ – decrease in the level of the cell population; DC – dendritic cells; M1 – anti-tumor macrophages; 
M2 – pro-tumor macrophages; MDSC – myeloid-derived suppressor cells; Treg – regulatory T cells; CTL – cytotoxic T-lymphocytes.

Окончание табл. 2

End of table 2
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ляциями ДК в пользу ДК 1-го типа, которые активно 
поглощают антигены в дренирующих лимфатических 
узлах и представляют их цитотоксическим Т-лимфоци-
там (ЦТЛ) в отличие от субпопуляции ДК 2-го типа [64, 
65]. Кроме того, высокие дозы циклофосфамида спо-
собны повысить уровень экспрессии генов TLR, MyD88 
и  MAPK, участвующих в  регуляции поляризации  
Th-клеток в Th1, Th2 и T-рег, но не в Th17 [65].

Циклофосфамид и платиносодержащие препараты 
в экспериментальных моделях и у пациентов способ-
ны вызвать перепрограммирование ОАМ с фенотипа 
поддерживающих опухоль М2-подобных макрофагов 
на фенотип противоопухолевых М1-подобных макро-
фагов [66, 67]. Результаты исследования O. Heath и со-
авт. показали, что после 3 курсов карбоплатина про-
исходит снижение проопухолевых ОАМ с фенотипом 
CD163+ [68]. Кроме того, алкилирующие агенты могут 
индуцировать выработку множества медиаторов вос-
паления GM-CSF, интерлейкинов (IL) 1β, IL-5, IL-10, 
интерферона γ (INF-γ) и фактора некроза опухоли α 
(TNF-α), способствующих активации иммунного от-
вета [69].

Таким образом, помимо развития цитопении, ал-
килирующие агенты обладают рядом иммуномодули-
рующих свойств, способствующих активации как вро-
жденного, так и  адаптивного иммунных ответов, 
характеризующихся изменением спектра секретируе-
мых цитокинов и усилением презентации опухолевых 
антигенов.

Антиметаболиты. Антиметаболиты представляют 
собой группу лекарственных препаратов, сходных 
по химической структуре с эндогенными продуктами 
метаболизма. Они способны конкурентно ингибиро-
вать определенные биохимические процессы на син-
тетической стадии клеточного цикла, что приводит 
к остановке клеточного деления. В большинстве слу-
чаев антиметаболиты нарушают синтез ДНК, ингиби-
руют синтез необходимых для этого ферментов, разру-
шают РНК и  фрагментируют ДНК, что  приводит 
к активации апоптоза [70]. Антиметаболиты эффективны 
при раке кишечника, яичников и молочной железы [71]. 
Представители группы: 5-фторурацил (5-ФУ) и его про- 
лекарственная форма капецитабин, гемцитабин, мето-
трексат, ДОН и др. [54].

На иммунную систему антиметаболиты оказывают 
следующие эффекты:

• иммуносупрессивный – метотрексат, 5-ФУ и гем-
цитабин, подавляют быстроразмножающиеся 
клетки, включая активированные Т- и В-лимфо-
циты [72]. Во многих работах описано истощение 
В-лимфоцитов в ответ на действие антиметаболи-
тов [73]. На мышиных моделях мезотелиомы про-
демонстрировано уменьшение их количества и по-
давление антигенспецифических реакций IgG [74]. 
Для  популяции Т-лимфоцитов также описано 
снижение жизнеспособности и пролиферации в от-
вет на низкие дозы метотрексата, который индуци-

рует апоптоз и генерацию активных форм кисло-
рода (АФК) [75];

• иммуномодулирующий – антиметаболиты могут 
усиливать противоопухолевый иммунный ответ 
за  счет избирательного воздействия на  Т-рег 
и  МСК. Так, гемцитабин селективно истощает  
Т-рег и  МСК, что  приводит к  увеличению доли 
эффекторных Т-клеток относительно Т-рег [76, 77]. 
Метотрексат также снижает количество иммуно-
супрессивных клеток в опухолевом микроокруже-
нии, что  способствует увеличению степени ин-
фильтрации CD4+-Т-клетками, в  частности 
количества их эффекторных субпопуляций и кле-
ток памяти [78]. Антиметаболиты глутамина, такие 
как  ДОН, способствуют увеличению количества 
ЦТЛ в строме опухоли и повышению в них экс-
прессии генов, вовлеченных в процессы пролифе-
рации, цитотоксичности и долговременной имму-
нологической памяти [79, 80].
Помимо увеличения количества эффекторных по-

пуляций Т-лимфоцитов, антиметаболиты способствуют 
усилению презентации антигенов путем стимуляции 
созревания ДК, высокоэкспрессирующих HLA-DR, 
CD80 и CD86 [81]. Кроме того, 5-ФУ повышает экс-
прессию Fas в опухолевых клетках, делая их более чув-
ствительными к лизису цитотоксическими Т-лимфо-
цитами [82].

Антиметаболиты способны модулировать секре-
цию цитокинов в опухолевом микроокружении: уве-
личивать секрецию IL-6, IL-8, индуцирующих хемо-
таксис В-клеток, макрофагов и нейтрофилов, а также 
снижать экспрессию трансформирующего фактора 
роста β (TGF-β) в опухолевой строме [83]. Кроме того, 
воздействие 5-ФУ способствует повышению экспрессии 
белка – маркера провоспалительных M1-подобных ма-
крофагов HLA-DR и секреции проапоптотических цито-
кинов TRAIL и TNF-α, но не маркера противовоспали-
тельных M2-подобных макрофагов CD163. Также 5-ФУ 
усиливает фагоцитарную активность макрофагов [84].

Таким образом, антиметаболиты могут оказывать 
лимфо- и миелосупрессорное действие в отношении 
делящихся клеток и усиливать противоопухолевый 
иммунный ответ за  счет снижения уровня Т-рег 
и МСК, усиления презентации опухолевых антигенов 
Т-клеткам и  привлечения эффекторных клеток 
в строму опухоли.

Антрациклины. Антрациклины представляют собой 
группу агентов, повреждающих ДНК, широкого спек-
тра действия. Эти препараты нарушают пролифера-
цию опухолевых клеток и индуцируют апоптоз за счет 
ряда механизмов, включающих образование свобод-
ных радикалов, связывание с липидами клеточных 
мембран, нарушение работы топоизомеразы II, участ-
вующей в репликации ДНК, и др. [85, 86]. Антрацикли-
ны являются одними из самых эффективных химиоте-
рапевтических средств и применяются при многих ЗНО: 
лейкозах, лимфомах, раке молочной железы, мочевого 
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пузыря, яичников, нейробластомах и др. [71]. Предста-
вителями антрациклинов являются доксорубицин (ад-
риамицин), даунорубицин и др. [53].

В отношении иммунной системы наблюдаются 
следующие эффекты антрациклинов:

• иммуносупрессивный – могут подавлять актив-
ность иммунной системы за  счет цитотоксичности 
по отношению к быстроделящимся клеткам, включая 
клетки костного мозга и эффекторные Т- и В-лим- 
фоциты, особенно при высокодозных режимах вве-
дения препаратов [87]. Помимо лимфоидных клеток, 
от действия антрациклинов могут страдать и миело-
идные клетки (моноциты и  макрофаги), которые 
также подвергаются апоптозу через активацию сиг-
нальных путей TLR-2/TLR-9-MyD88 [88];

• иммуномодулирующий – могут усиливать про-
тивоопухолевый иммунный ответ за счет индук-
ции иммуногенной гибели опухолевых клеток [89, 
90]. Так, доксорубицин повреждает опухолевые 
клетки и  приводит к  выходу сигналов тревоги 
(damage-associated molecular patterns, DAMPs) – 
АТФ, кальретикулина и высокомобильной группы 
белков 1 (HMGB1) [81, 90, 91]. Кроме того, резуль-
таты доклинических исследований in vitro продемон-
стрировали, что доксорубицин повышает экспрес-
сию карциноэмбрионального антигена и  молекул 
главного комплекса гистосовместимости (MHC) 
на  клетках рака молочной железы, что  приводит 
к увеличению цитотоксичности NK-клеток и анти-
генпрезентирующей функции ДК [92, 93]. Примене-
ние доксорубицина способствует повышению экс-
прессии костимулирующих лигандов CD40 и 4-1BB 
на CD4+-Th1-клетках в лимфатических узлах, уси-
лению их пролиферации и стимуляции антиген-спе-
цифического иммунного ответа [94]. Лечение доксо-
рубицином усиливает антиген-специфическую 
пролиферацию ЦТЛ в лимфатических узлах, дрени-
рующих опухоль [95].
Известно, что при лечении антрациклинами на-

блюдается митохондриальная продукция АФК в опу-
холевых клетках посредством их прямого вмешатель-
ства в дыхательную цепь. Увеличение производимых 
АФК приводит к повреждению митохондрий и после-
дующему апоптозу клетки [96]. Выход АФК из разру-
шенных опухолевых клеток активирует рецептор Р2Х7 
на фагоцитах, что вызывает секрецию активного IL-1β 
посредством индукции инфламмасом – белковых вну-
триклеточных комплексов, распознающих молекулы 
повреждения DAMPs, в  частности инфламмасомы 
NLRP3, опосредующей активацию врожденного 
и адаптивного иммунитета [89]. Указанный каскад ре-
акций приводит к стимуляции высвобождения IL-17 
из γδ-Т-клеток, что способствует увеличению инфиль-
трации продуцирующих IFN-γ ЦТЛ [16, 97]. Так, 
у больных раком молочной железы наблюдается уве-
личение количества ЦТЛ и NK-клеток в строме опу-
холи в ответ на лечение доксорубицином [98].

Антрациклины также могут модифицировать им-
мунный ответ организма за счет изменения спектра се-
кретируемых цитокинов в строме опухоли. Так, доксо-
рубицин способен активировать сигнальный путь 
P38-MAPK, который регулирует синтез воспалительных 
цитокинов, таких как IL-1β, IL-6 и TNF-α [99]. В допол-
нение к этому доксорубицин и даунорубицин запускают 
системное воспаление за счет увеличения секреции дру-
гих факторов, таких как  G-CSF, CXCL1, CXCL10 
и CCL2, которые стимулируют противоопухолевый им-
мунный ответ путем активации инфламмасомы NLRP3 
[100]. Помимо влияния на опухолевое микроокружение, 
доксорубицин способен повреждать микрофлору ки-
шечника путем ингибирования топоизомеразы II и вы-
хода липополисахарида из бактериальных клеток этой 
микрофлоры, который опосредует воспалительную ре-
акцию. Липополисахарид является основным лигандом 
TLR4 и после прикрепления к своему рецептору вызы-
вает систематическое воспаление посредством актива-
ции сигнального пути TNF-α, а также выработки АФК 
и различных воспалительных цитокинов [101].

Таким образом, антрациклины оказывают множест-
венные эффекты на иммунную систему, в большинстве 
своем приводящие к усилению противоопухолевого им-
мунного ответа. Препараты данной группы способны 
влиять на опухолевое микроокружение, превращая его 
в иммуногенное за счет привлечения ЦТЛ, ДК и сниже-
ния количества иммуносупрессивных клеток. Кроме то-
го, антрациклины индуцируют выработку ключевых 
воспалительных цитокинов IL-1β, IL-6, TNF-α, G-CSF 
и CCL2, привлекающих иммунные клетки.

Ингибиторы топоизомераз I и II. Ингибиторы то-
поизомераз избирательно нарушают структуру ДНК 
и деление опухолевых клеток в синтетической фазе 
клеточного цикла. Фермент топоизомераза играет 
большую роль в  репликации ДНК, транскрипции 
и сборке суперспиралей хроматина [102]. Ингибиро-
вание топоизомераз I и II может вызывать одно- и дву-
цепочечные разрывы ДНК. Ингибиторы топоизомераз 
эффективны при раке желудка и кишечника, яични-
ков, легкого и лейкозах [103]. К ним относятся топо-
текан, иринотекан и др. [104].

Ингибиторы топоизомераз I и II оказывают следу-
ющее влияние на иммунную систему:

• иммуносупрессивное – способны угнетать пролифе-
рацию эффекторных Т-лимфоцитов, повреждая кон-
цевые участки ДНК и индуцируя апоптоз [105]. Кроме 
того, отмечается снижение реакции врожденного 
иммунитета, а  именно подавление фагоцитарной 
и секреторной активности макрофагов за счет регуля-
ции активности РНК-полимеразы II в генах, индуци-
рованных молекулами повреждения DAMPs [106];

• иммуномодулирующее – способствуют выходу 
неоантигенов, привлечению ДК и активации пре-
зентации опухолевых антигенов Т-лимфоцитам, 
что стимулирует специфический противоопухоле-
вый иммунный ответ [107].
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Согласно результатам исследований, иринотекан и то-
потекан могут улучшить распознавание Т-клетками опу-
холи за счет увеличения продукции неоантигенов и повы-
шения экспрессии MHC класса I (MHC-I) [107, 108]. 
На  модели опухолевых клеток меланомы показано, 
что ингибиторы топоизомеразы I способствуют повы-
шению экспрессии белка TP53INP1, что  приводит 
к усилению цитотоксической функции Т-лимфоци-
тов, распознающих белок p53 на поверхности транс-
формированных клеток [109].

На мышиной модели рака легкого (TC-1) продемон-
стрировано, что топотекан способствует созреванию ДК 
из моноцитов опухолевого микроокружения через ре-
цептор CSF1R. Такие ДК характеризуются белковой 
экспрессией маркеров Ly6C+MHC-II+CD11chiCD64hi 
и активно участвуют в презентации антигенов Т-лимфо-
цитам [110]. Помимо активации эффекторов иммуните-
та, ингибитор топоизомеразы I иринотекан уменьшает 
количество Т-рег в лимфатических узлах и опухолевом 
микроокружении, а также повышает уровень экспрессии 
MHC-I на опухолевых клетках [111].

Таким образом, ингибиторы топоизомераз способ-
ствуют активации антиген-специфического противо-
опухолевого имммунного ответа за счет процессинга 
неоантигенов, увеличения количества и активности ДК 
и привлечения ЦТЛ в опухолевое микроокружение.

Растительные алкалоиды. Растительные алкалои-
ды, также называемые ингибиторами митоза, прерыва-
ют М-фазу клеточного цикла, воздействуя на микротру-
бочки веретена деления и некоторых белков-ферментов 
[112, 113]. Кроме того, они способны ингибировать 
топоизомеразу ДНК. Растительные алкалоиды начали 
широко применяться в противоопухолевом лечении 
с 90-х годов XX в. [114]. Сейчас их активно используют 
для лечения рака молочной железы и легкого, а также 
миеломы, лимфомы и лейкемии [71]. К препаратам это-
го класса относят таксаны, такие как паклитаксел и до-
цетаксел, алкалоиды барвинка, такие как винбластин, 
и соединения различной природы – таксол, эпотилон В, 
трабектидин [71].

В отношении иммунной системы наблюдаются 
следующие эффекты растительных алкалоидов:

• иммуносупрессивный – в  большинстве случаев ра-
стительные алкалоиды, особенно таксаны, приводят 
к снижению количества делящихся иммунных кле-
ток. Так, доцетаксел, используемый в  монорежиме 
или  в  комбинации с  другими препаратами, очень 
часто вызывает тяжелую нейтропению (анемию 
и лейкопению), реже – тромбоцитопению [115, 116];

• иммуномодулирующий – обладают рядом имму-
номодулирующих эффектов, способствующих 
формированию активного противоопухолевого 
ответа [117]. Так, паклитаксел запускает мощный 
провоспалительный ответ, опосредованный акти-
вацией фермента цикло-ГМФ-АМФ-синтазы – 
стимулятора генов интерферона (STING), что при-
водит к активации сигнальных каскадов, связанных 

с  действием интерферона [118]. Растительные 
алкалоиды способствуют улучшению созревания 
и функциональной активности ДК [119]. Резуль-
таты исследования L. W. Pfannenstiel и соавт. пока-
зали, что  низкие дозы паклитаксела в  модели 
in vivo усиливают созревание ДК из предшествен-
ников путем активации TLR-4, что  в  конечном 
счете способствует эффективному праймингу ЦТЛ 
[120]. Кроме того, паклитаксел может повышать 
активность ЦТЛ за  счет регуляции экспрессии 
рецепторов маннозо-6-фосфата на  поверхности 
опухолевых клеток [121]. Также данный препарат 
способен усиливать экспрессию костимуляцион-
ных молекул CD80, CD86 и CD40 на ДК, которые 
связываются с CD28 на поверхности Т-лимфоцитов 
и необходимы для их активации [119]. Эпотилон В, 
таксол и винбластин повышает экспрессию моле-
кул МНС-I, что приводит к увеличению презента-
ции антигенов и  иммуногенности опухоли [122]. 
Помимо вышеуказанных эффектов, паклитаксел 
может изменять спектр секретируемых цитокинов. 
Так, он связывается с рецептором TLR4, стимули-
руя ОАМ секретировать провоспалительные цито-
кины, привлекающие антигенпрезентирующие 
клетки в строму опухоли [123]. Активация пакли-
такселом транскрипционного ядерного фактора κB 
(NF-κB) в опухолевых клетках инициирует выра-
ботку различных цитокинов, таких как IL-1, -6 и -8 
[124, 125]. Также известно, что таксаны могут сти-
мулировать выработку TNF-α – регулятора воспа-
лительного иммунного ответа – в опухолевых клет-
ках молочной железы и яичников [126]. У больных 
раком молочной железы, получающих лечение 
паклитакселом или  доцетакселом, наблюдаются 
повышение уровней IFN-γ, IL-2, IL-6 и GM-CSF 
в сыворотке крови и увеличение цитотоксической 
активности NK-клеток [127].
Таксаны также могут изменять опухолевое микро-

окружение, оказывая антиангиогенное действие, вы-
зывая апоптоз опухолевых клеток и снижая количест-
во иммуносупрессорных МСК [128]. Трабектедин 
в дополнение к своему цитотоксическому эффекту 
на опухолевые клетки посредством связывания ДНК 
проявляет избирательную цитотоксичность против 
ОАМ, что приводит к резкому снижению их плотности 
и секреции цитокинов, способствующих росту опухо-
ли, IL-6, CCL2, CXCL8, VEGF у пациентов с саркома-
ми [129, 130]. На мышиной модели карциномы яич-
ников показано, что трабектедин снижает уровень 
хемокинового лиганда CCL2, отвечающего за привле-
чение моноцитов в строму опухоли [130].

Таким образом, растительные алкалоиды, в част-
ности таксаны, помимо цитотоксического действия 
обладают широким иммуномодулирующим потенциа-
лом. Они способствуют изменению состава опухолевого 
микроокружения за счет снижения уровня цитокинов, 
благоприятствующих росту опухолевых клеток, увели-
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чения созревания ДК, привлечения ЦТЛ и усиления 
реализации противоопухолевого иммунного ответа.

Таким образом, можно выделить общие молеку-
лярные механизмы действия разных групп химиоте-
рапевтических препаратов, в числе которых:

• подавление роста и  деления пролиферирующих 
иммунных клеток, приводящее к панцитопении, 
ослаблению клеточного и гуморального иммунных 
ответов;

• повреждение опухолевых клеток и высвобожде-
ние факторов повреждения DAMPs (кальретику-
лина, белков теплового шока, АТФ, HMGB1 
и др.), стимулирующих презентацию опухолевых 
антигенов иммунным клеткам на  поверхности 
MHC-I;

• локальная продукция GM-CSF, CCL2, CXCL8, 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), IL-10 
и пролиферация клеток опухоли и эндотелиоцитов 
в ответ на повреждение опухолевых клеток;

• активация адаптивного иммунитета за счет увели-
чения созревания ДК и  усиления антигенной 
презентации;

• перепрограммирование опухолевого микроокру-
жения за счет увеличения уровня факторов воспа-
ления, активации цитотоксических Т-лимфоцитов 
и снижения количества проопухолевых макрофа-
гов и иммуносупрессивных клеток (Т-рег, МСК);

• обновление пула иммунных клеток в циркуляции 
за счет выхода гемопоэтических клеток-предше-
ственников из органов депо (рис. 1).

Рис. 1. Основные механизмы действия химиотерапевтических препаратов на иммунную систему. Иммуносупрессорные эффекты: цитопения 
эффекторов адаптивного иммунитета; гибель гемопоэтических клеток; продукция гранулоцитарного колониестимулирующего фактора роста 
(GM-CSF), CCL2, CXCL8, фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), интерлейкина 10 (IL-10), стимулирующих пролиферацию клеток опухоли 
и  эндотелиоцитов. Иммуномодуляторные эффекты: высвобождение опухолевых антигенов и молекул повреждения клеток, способствующих 
созреванию и активации дендритных клеток (ДК); усиление презентации антигенов Т-лимфоцитам; увеличение частоты распознавания опухо-
левых клеток, за которым следует их цитотоксическое уничтожение; истощение иммуносупрессивных клеток, включая миелоидные супрессор-
ные клетки (МСК) и регуляторные T-клетки (Т-рег); перепрограммирование противовоспалительных популяций макрофагов в провоспалитель-
ные (из M2-подобных в M1-подобные). ОАМ – опухолеассоциированные макрофаги
Fig. 1. The main mechanisms of chemotherapeutic drugs action on the immune system. Immunosuppressive effects: cytopenia of adaptive immunity effectors, 
apoptosis of hematopoietic cells; production of granulocyte colony stimulating growth factor (GM-CSF), CCL2, CXCL8, vascular endothelial growth factor 
(VEGF), interleukin 10 (IL-10) stimulating proliferation of tumor cells and endothelial cells. Immunomodulatory effects: release of tumor antigens and damage-
associated molecular patterns (DAMPs) promoting maturation and activation of dendritic cells (DCs); enhancement of antigen presentation to T-lymphocytes; 
increase in the frequency of tumor cell recognition followed by their cytotoxic destruction; depletion of immunosuppressive cells, including myeloid-derived 
suppressor cells (MDSCs) and regulatory T cells (Tregs); reprogramming of anti-inflammatory macrophage populations into pro-inflammatory ones (from 
M2-like to M1-like phenotypes). TAM – tumor-associated macrophages
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Основным результатом иммуносупрессивного 
действия ХТ является лейкопения, тогда как стимуля-
ция иммунного ответа может происходить разными 
путями. Тем не менее подавление компонентов вро-
жденного и адаптивного иммунитета носит генерали-
зованный характер, что определяет удельный вес им-
муносупрессии в  реализации противоопухолевого 
иммунного ответа.

Зависимость химиоиндуцированного 
противоопухолевого иммунного ответа 
от состояния иммунной системы
В настоящее время широко признано, что для оп-

тимизации эффектов ХТ необходима компетентная 
иммунная система, которая характеризуется способно-
стью распознавать и нейтрализовывать различные ан-
тигены [131]. Формирование полноценного иммунно-
го ответа зависит от точной коммуникации и передачи 
сигналов между различными популяциями иммунных 
клеток. Так, в случае адаптивного иммунного ответа 
требуются привлечение антигенпрезентирующих кле-
ток в очаг воспаления, процессинг антигенов и их пре-
зентация в лимфатических узлах для активации анти-
ген-специфических Т-клеток [132]. Известно, что ХТ 
может нарушить эту коммуникационную сеть, вмеши-
ваясь в сигнальные пути иммунных клеток [133]. Кроме 
того, она способна модулировать экспрессию и функ-
цию молекул иммунных контрольных точек, которые 
регулируют активацию и толерантность этих клеток 
[134]. Нарушение коммуникационных путей может 
привести к неправильной регуляции иммунных реак-
ций, истощению иммунных клеток и снижению про-
тивоопухолевого иммунитета. Следовательно, в случае 
некомпетентной иммунной системы больного цитоток-
сическое действие ХТ будет преобладать над компен-
саторными механизмами восполнения пула иммунных 
клеток и противоопухолевой иммунной активацией, 
что значительно повлияет на исход лечения [135].

В связи с вышесказанным важно учитывать пока-
затели состояния иммунной системы каждого паци-
ента перед назначением ХТ, в числе которых иммун-
ный статус, цитокиновый и  интерфероновый 
профили [136]. Оценка нарушений в соотношении 
иммунорегуляторных популяций Т-лимфоцитов, 
а также количества и функциональной активности 
NK-клеток позволяет установить несостоятельность 
того или иного звена иммунной системы и определить 
потенциальные возможности укрепления иммунных 
функций [137]. Неоднократно показано, что развитие 
опухолевого процесса сопряжено с количественным 
дисбалансом основных клеток адаптивного иммуни-
тета, а также нарушением регуляции и снижением 
функциональной активности врожденного иммунно-
го ответа [138–140]. Следовательно, учет особенностей 
состояния иммунной системы больных имеет большой 
потенциал для предиктивной оценки ответа на лече-
ние и более того, может использоваться для создания 

комбинированных схем терапии, основанных на при-
менении ХТ с иммуномодулирующими препаратами.

В последнее время стали разрабатываться терапев-
тические стратегии смягчения иммуносупрессии, 
опосредованной ХТ, которые основаны на использо-
вании иммуномодулирующих агентов в качестве адъ-
ювантов к этой терапии, направленных на поддержа-
ние и усиление иммунной функции [141]. Известно, 
что цитокины являются главными медиаторами меж-
клеточных взаимодействий, которые определяют тип 
и длительность иммунного ответа [142]. Продемон-
стрировано применение иммунотропных препаратов, 
содержащих IL-1, -2, -4, интерфероны и GM-CSF, ко-
торые способствуют поддержанию иммунного ответа 
путем активации различных сигнальных путей в эффек-
торных клетках, таких как JAK1, STAT, TYK2 и MAPK 
[143]. Так, применение комбинированной схемы ХТ 
и препарата на основе рекомбинантного фактора не-
кроза опухоли-тимозин-α1 (TNF-α-Т) увеличивает ча-
стоту развития патоморфологической регрессии опухо-
лей молочных желез [144]. Рекомбинантный IFN-γ 
также может рассматриваться как потенциальный адъ-
ювант при комбинированной терапии ЗНО [145, 146]. 
Известны случаи успешного ингаляционного примене-
ния цитокиновых лекарственных препаратов для про-
филактики развития метастазов в легких у больных 
раком молочной железы [147].

Представленные данные подчеркивают необходи-
мость интеграции иммуномониторинга и динамическо-
го контроля иммунного статуса пациентов при планиро-
вании ХТ. В будущем нужно продолжить исследование 
основных механизмов реализации иммунного ответа 
у онкологических больных, изучить новые комбиниро-
ванные методы лечения и разработать целевые вмеша-
тельства для минимизации подавления иммунитета.

Заключение
Химиотерапия является не только эффективным 

методом противоопухолевого лечения, но и важным ре-
гулятором иммунных реакций. Наряду с усилением им-
муносупрессии, она повышает иммуногенность опухо-
ли посредством ряда взаимодополняющих механизмов, 
направленных на усиление активности эффекторных 
клеток [148]. В целях максимизации биологического 
эффекта ХТ необходима качественная оценка ее влия-
ния на функциональное состояние иммунной системы. 
Большую роль в этом играет предварительная оценка 
иммунологических нарушений у больных с ЗНО, на ос-
новании которой следует подбирать схему ХТ. Для уси-
ления эффективности лечения также возможна комби-
нация ХТ с иммунотерапией, в основе которой должен 
лежать анализ иммунологических показателей. Исполь-
зование правильно подобранной комбинации с учетом 
индивидуальных иммунных параметров пациентов по-
зволит значительно усилить терапевтический эффект 
за  счет сонаправленного иммуностимулирующего 
действия препаратов [149, 150].
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Клональный гемопоэз неопределенного 
потенциала и злокачественные новообразования

В. Е. Шевченко, Т. И. Кушнир, М. В. Гудкова, Н. Е. Арноцкая

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :	 Валерий Евгеньевич Шевченко vshev2015@yandex.ru

Клональный гемопоэз неопределенного потенциала (КГНП) связан со старением организма и является фактором 
риска развития многих заболеваний, включая злокачественные новообразования (ЗНО). Он возникает в результате 
соматических мутаций в гемопоэтических стволовых и / или прогениторных клетках, способствует развитию гемато-
логических ЗНО и обусловливает неблагоприятный прогноз при солидных злокачественных опухолях. Результаты 
недавних широкомасштабных полногеномных исследований подтвердили участие КГНП в патогенезе онкологических 
заболеваний. Мутации, связанные с данной патологией, выявлены в стволовых и / или прогениторных клетках у па-
циентов как с гематологическими, так и с солитарными ЗНО, что указывает на потенциальную роль КГНП в возник-
новении злокачественных опухолей.
Цитотоксическая химиолучевая терапия тесно связана с развитием КГНП и способствует появлению агрессивных 
и резистентных к лечению гематологических ЗНО. У больных с солитарными ЗНО в опухоли также обнаружены му-
тации в гене TET2 с высокой частотой вариационных аллелей. Это явление получило название «инфильтрирующий 
опухоль клональный гемопоэз». Дальнейшие исследования больших популяций больных с солитарными ЗНО позво-
лят оценить роль инфильтрирующего опухоль клонального гемопоэза в онкогенезе. Способность ассоциированных 
с возрастом соматических клональных экспансий в одной ткани, такой как гемопоэтический компартмент, регули-
ровать онкогенез в другой ткани представляет собой новую перспективу для более глубокого понимания биологии 
рака и требует изучения.
В обзоре проанализирована связь между КГНП, старением организма и онкологическими заболеваниями, уделяет-
ся особое внимание солитарным ЗНО. Намечены пути лучшего понимания роли КГНП в онкогенезе и возможностей 
использования его клинического потенциала для лечения рака.

Ключевые слова: клональный гемопоэз неопределенного потенциала, гемопоэтическая стволовая клетка, проге-
ниторная клетка, частота вариантного аллеля, старение, соматическая мутация, злокачественное новообразование
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Clonal hematopoiesis of indeterminate potential and malignant neoplasms

V. E. Shevchenko, T. I. Kushnir, M. V. Gudkova, N. E. Arnotskaya

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s :	 Valery Evgenievich Shevchenko vshev2015@yandex.ru

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) is associated with aging and is a risk factor of many diseases 
including malignant neoplasms (MNPs). It originates through somatic mutations in hematopoietic stem and / or progenitor 
cells, promotes development of hematological MNPs and underlies unfavorable prognosis in solid malignant tumors. 
Results of recent largescale genome-wide studies confirmed that CHIP plays a role in oncological diseases. Mutations 
associated with this pathology were found in  stem and / or progenitor cells in  patients with both hematological  
and solitary MNPs which indicates that CHIP potentially mediates development of malignant tumors.
Cytotoxic chemoradiation therapy is closely associated with CHIP development and causes emergence of aggressive  
and treatment-resistant hematological MNPs. In patients with solitary MNPs, TET2 gene mutations with high variant 
allele frequencies were also found in the tumors. This phenomenon was named tumor-infiltrating clonal hemopoiesis. 
Further populational studies of patients with solitary MNPs will allow to evaluate the role of tumor-infiltrating clonal 
hemopoiesis in oncogenesis. The ability of age-associated somatic clonal expansions in one tissue, namely hematopoietic 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Введение
С возрастом способность стволовых и / или проге-

ниторных клеток (ГСПК) к самообновлению, диффе-
ренцировке и генерации всего репертуара клеток кро-
ви нарушается. Из-за  дисфункции кроветворения 
у пожилых людей частота гематологических злокаче-
ственных новообразований (ЗНО) увеличивается. 
В ходе многочисленных исследований идентифици-
рованы процессы, связанные со  старением ГСПК, 
включая транскриптомные, эпигенетические и проте-
омные изменения, модифицированную передачу сиг-
налов провоспалительными цитокинами, миелоидное 
смещение, нарушение аутофагии, митохондриальную 
дисфункцию и нарушение регенеративной способно-
сти [1]. Эти фенотипы старения ГСПК перекрываются 
с процессами, способствующими развитию ЗНО.

Стареющие ГСПК в конечном счете накапливают 
генетические мутации, приводящие к клональному 
гемопоэзу (КГ), который стал активно изучаться после 
широкомасштабного использования секвенирования 
нового поколения (next-generation sequencing, NGS). 
КГ – это процесс, при котором одна ГСПК приобре-
тает соматические мутации, позволяющие ей расши-
рять свой клон и доминировать в популяциях клеток 
крови за счет увеличения скорости самообновления 
или апоптотической устойчивости последующего по-
томства [2, 3]. Драйверами КГ могут быть любые со-
матические варианты, начиная от однонуклеотидных 
полиморфизмов и вставок / делеций до крупномас-
штабных хромосомных изменений (чаще всего потери 
Y-хромосомы) [4]. При отсутствии известного вари-
анта гена-драйвера КГ, вероятно, связан с мозаичны-
ми хромосомными изменениями, распространенность 
которых также увеличивается с возрастом [4].

Возрастной КГ – естественное следствие сомати-
ческих мутаций в ГСПК человека. После появления 
ГСПК они приобретают около 17 соматических мута-
ций в год [5–7]. Подмножество приобретенных сома-
тических мутаций помогает таким ГСПК приспосабли-
ваться, может дать им селективное преимущество 
и привести к клональной экспансии. Под клонально-
стью обычно понимают популяцию родственных кле-
ток, идентифицируемых по наличию генетических 
изменений, таких как соматические мутации, вариации 

числа копий или  цитогенетические аберрации [8]. 
Признанными факторами риска развития КГ у здоро-
вых людей считаются возраст, генетическая предра-
сположенность, генотоксический стресс, курение, 
воздействие факторов окружающей среды и  образ 
жизни [9, 10].

Часто эти мутации смещают гемопоэз в сторону 
миелоидных или лимфоидных клеток-предшествен-
ников и имеют различные последствия для каждой 
линии. При  клональном гемопоэзе с  миелоидным 
смещением соматические мутации связаны с повы-
шенным риском развития миелоидных ЗНО, сердеч-
но-сосудистых заболеваний и смертности от многих 
причин [11, 12]. При клональном гемопоэзе с лимфо-
идным смещением соматические мутации ассоцииру-
ются с  лимфоидными ЗНО и  поздними формами  
аутоиммунитета и иммунодефицита.

В 2015 г. введено понятие клонального гемопоэза 
неопределенного потенциала (КГНП), для которого 
характерны отсутствие морфологических признаков 
гематологического новообразования или другого из-
вестного клонального состояния, наличие соматиче-
ской мутации, связанной с гематологическим ЗНО, 
с частотой вариантного аллеля (variant allele frequency, 
VAF) ≥2 %, т. е. доли прочтений данного аллеля в пре-
делах генетического локуса ≥2  % [8]. Как правило, 
клоны с VAF ≥2 % считаются потенциально значимы-
ми, при этом медиана VAF составляет примерно 16 % 
[13, 14]. Однако биологически и клинически значимый 
порог VAF не определен и является предметом иссле-
дований. В настоящее время показано, что КГНП мо-
жет наблюдаться как при миелоидных (M-КГНП), так 
и при лимфоидных (Л-КГНП) ЗНО [15, 16]. Интегра-
ция КГНП и  мозаичных хромосомных изменений 
вместе с параметрами анализа периферической крови 
(количество тромбоцитов, эритроцитов, нейтрофилов 
и моноцитов – для миелоидных ЗНО, повышенное 
количество лимфоцитов – для лимфоидных ЗНО) по-
зволила определить людей с самым высоким риском 
развития миелоидных и лимфоидных ЗНО [17].

Результаты недавних широкомасштабных полно-
геномных исследований подтвердили роль КГНП 
в патогенезе онкологических заболеваний. Мутации, 
связанные с этим состоянием, определены у пациентов 

compartment, to affect oncogenesis in another tissue is a new concept requiring further investigation and potentially 
capable of providing deeper understanding of cancer biology.
The review explores the association between CHIP, aging, and oncological diseases with a particular emphasis on solitary 
MNPs. The ways for better understanding of the role of CHIP in oncogenesis and possibilities of using its clinical potential 
for cancer treatment are discussed.

Keywords: clonal hematopoiesis of  indeterminate potential, hematopoietic stem cell, progenitor cell, variant allele 
frequency, aging, somatic mutation, malignant neoplasm
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как с гематологическими, так и с солитарными ЗНО, 
в том числе с раком легкого, молочной, предстатель-
ной желез и толстой кишки. Это указывает на то, что 
КГНП может способствовать образованию злокачест-
венных опухолей. В тканях солитарных ЗНО у паци-
ентов с КГНП обнаружены иммунные клетки, сгене-
рированные КГНП. Они инфильтрировали опухоль 
и обладали потенциалом изменять локальное микро-
окружение опухоли и влиять на ее эволюцию.

Чаще всего при КГ у человека обнаруживают мута-
ции в эпигенетических регуляторных генах DNMT3A, 
TET2 и ASXL1 [2, 3]. Хотя КГ не является заболевани-
ем, он связан с высоким риском развития гематологи-
ческих ЗНО [9]. Его обнаруживают у ≥10 % пожилых 
лиц, у которых риск трансформации в гематологиче-
ские ЗНО значительно выше по сравнению с общей 
популяцией (относительный риск (ОР) 11,1; относи-
тельный риск смерти – 1,4) [9, 10]. Причина, по кото-
рой человеческие ГСПК с этими мутациями подвер-
гаются положительному отбору во время старения, 
приводящему к клональной экспансии и гематологи-
ческим ЗНО, и механизмы этого процесса еще пред-
стоит определить. В настоящее время появились не-
которые предположения о молекулярных механизмах 
клональности, к которым относятся стресс и воспале-
ние в качестве селективного давления, способствую-
щего трансформации в гематологические ЗНО [18]. 
Риски и преимущества возрастассоциированного КГ 
активно изучаются. Имеются данные, свидетельству-
ющие о том, что специфические мутации КГ способны 
повышать функциональность адаптивных иммунных 
клеток [19]. Анализ механизмов, с помощью которых 
КГ могут оказывать защитное действие для одних за-
болеваний, но при этом способствовать развитию дру-
гих, особенно в рамках гемопоэза, будет иметь реша-
ющее значение при  разработке соответствующих 
терапевтических стратегий, направленных на улучше-
ние качества жизни пожилых людей.

Клональный гемопоэз и старение
Старение связано с увеличением количества и ва-

риантов соматических мутаций практически во всех 
тканях. Совершенствование технологий NGS, а также 
их использование как в клинических исследованиях, 
так и в рутинной практике послужило стимулом к из-
учению природы КГ. В пределах гемопоэтического 
компартмента в настоящее время КГ изучен наиболее 
полно. Недавно предложена концепция эпигенетиче-
ски наследуемого и  эволюционно приобретенного 
постгеномного повреждения гемопоэтической ство-
ловой клетки костного мозга как центрального меха-
низма, запускающего и поддерживающего системную 
биологию старения органов и тканей человека и явля-
ющегося причиной большинства фатальных болезней 
цивилизации [20].

Считается, что возрастные изменения микроокру-
жения костного мозга способствуют возникновению 

мутаций КГ [21, 22]. Исследования поведения мутант-
ных клонов КГ показывают, что старение взаимодейст-
вует со специфическими мутациями потенциально через 
внутриклеточные факторы или внеклеточные изменения 
в стареющей гемопоэтической нише [23]. Эти изменения 
могут благоприятствовать мутациям в факторах сплай-
синга [24, 25]. Есть предположение, что КГ не только 
является признаком старения, но и связан с высоким 
риском развития гематологических ЗНО, а также негема-
тологических заболеваний, включая сердечно-сосуди-
стые заболевания и солитарные ЗНО [26, 27].

Люди приобретают соматические варианты КГ 
на протяжении всей жизни – в среднем по крайней 
мере 1 патогенный вариант за десятилетие [28]. Кло-
нальная экспансия развивается по мере старения, уве-
личения размеров и снижения разнообразия гемопо-
этических клонов [29, 30]. Для экспансии мутантных 
клонов ГСПК требуются годы, но этот процесс уско-
ряется при  воздействии внеклеточных стрессоров, 
генотоксических агентов, воспаления [31, 32] и гене-
тической предрасположенности (мутации зародыше-
вой линии, семейный анамнез) [33, 34]. Поскольку 
пожилые люди в течение жизни испытывают больше 
случайных митотических ошибок и в большей степени 
подвержены воздействию факторов риска окружа
ющей среды, пожилой возраст является самым значи-
мым фактором риска развития КГ [35]. К 70 годам 
у человека в пуле ГСПК может накопиться до 70 му-
таций на 1 ген [36], что приводит к увеличению гене-
тической гетерогенности и является формой сомати-
ческого мозаицизма [37, 38].

Результаты исследований показывают, что более 
75 % случаев КГНП связаны с вариантами мутаций 
DNMT3A, TET2 и ASXL1, 15 % – с 5 наиболее часто 
встречающимися генами PPM1D, JAK2, SF3B1, SRSF2 
и TP53 [38]. Чаще всего с КГНП ассоциируются эпи-
генетические регуляторы (например, DNMT3A, TET2 
и ASXL1), гены, связанные с ответом на повреждение 
и  репарацию ДНК (PPM1D, TP53, CHEK2 и ATM),  
гены, кодирующие сигналы клеточного роста (JAK2) 
и компоненты сплайсосом (SF3B1 и  SRSF2) [39]. 
На протяжении всей жизни в разных возрастных диа-
пазонах наблюдается увеличение различных сомати-
ческих вариантов [40].

Клональный гемопоэз неопределенного потенциала 
участвует в патогенезе сердечно-сосудистых заболеваний 
и других воспалительных заболеваний, первичных соли-
тарных и гематологических ЗНО, а также миелоидных 
новообразований, возникающих в результате терапии 
(Т-МН), и, следовательно, связан с повышенной смерт-
ностью от  многих причин [41]. Признание КГНП 
как фактора риска развития злокачественных опухолей 
de novo и возникающих при их лечении (согласно доку-
ментально подтвержденному анамнезу химиотера-
пии / лучевой терапии) открывает потенциальные воз-
можности для начала терапии до развития агрессивных 
и часто трудно поддающихся лечению ЗНО [42].
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Миелоидные новообразования
Рост заболеваемости миелоидными новообразова-

ниями ассоциируется с увеличением количества видов 
и частоты соматических вариантов КГНП; при этом 
клоны с VAF >10 % имеют наибольший риск прогрес-
сирования до гематологических ЗНО [28, 37]. Опреде-
ленные соматические варианты генов M-КГНП свя-
заны с миелоидными ЗНО (например, TP53, U2AF1, 
SRSF2, SF3B1, IDH1 / 2, TET2 и DNMT3A) [43]. Вари-
анты генов TP53 и U2AF1 ассоциированы с самым вы-
соким риском миелоидной трансформации в условиях 
внешнего селективного давления, в то время как ва-
рианты генов DNMT3A и TET2 более распространены, 
но характеризуются относительно меньшим риском 
такой трансформации при  обнаружении мутаций 
только в этих генах [44].

Примечательно, что FLT3 и NPM1 – распростра-
ненные драйверные варианты, связанные с развитием 
острого миелоидного лейкоза, – практически отсут-
ствуют при M-КГНП. Существует мнение, что при
обретение этих вариантов, вероятно, происходит 
на более поздних этапах патогенеза острого миелоид-
ного лейкоза и тесно связано с лейкемогенезом [40, 
43]. Интересно, что в патогенезе миелоидных лейкозов 
варианты NPM1 и DNMT3A часто участвуют аддитивно 
[40]. Таким образом, весьма вероятно, что DNMT3A – 
наиболее распространенный вариант, ассоциированный 
с M-КГНП, который запускает клональную экспансию 
и прогрессирование до лейкемии, если сопровождается 
вариантами соматического драйвера NPM1 [40].

Кроме указанных факторов, на прогноз пациентов 
с КГНП также влияет зиготность. Результаты недав-
них исследований показали, что комбинация мутаций, 
в частности DNMT3A R882 и JAK2 V617F, с нейтраль-
ной по числу копий потерей гетерозиготности значи-
тельно повышает риск развития гематологических 
ЗНО [45]. Изменения в  КГНП могут обеспечивать 
повышенную выживаемость ГСПК, сохраняя возмож-

ность самообновления и блокирования дифференци-
ровки (мутации в генах DNMT3A, TET2 и ASXL1) и / или 
потенцирования пути ответа на повреждение ДНК 
без активации апоптоза генами TP53, PPM1D) [46].

Лимфоидные новообразования
Клональный гемопоэз неопределенного потенци-

ала, связанный с лимфоидными лейкозами и лимфо-
мами [47], также увеличивается с возрастом [17]. В от-
личие от M-КГНП, он может возникать как в стволовых 
клетках, так и в частично или полностью дифферен
цированных потомках на  стадиях созревания [48]. 
Л-КГНП менее распространен, чем M-КГНП [17]. По-
казано, что при M-КГНП в 87 % случаев мутированы 
3 топовых гена (DNMT3A, TET2 и ASXL1), тогда как 
варианты Л-КГНП распределены более равномерно 
по большему количеству генов, аналогично распреде-
лению вариантов в остальных генах M-КГНП (рис. 1) 
[17]. Повышенная предрасположенность к одной ге-
мопоэтической линии не является исключительной, 
и варианты мутаций в генах, обычно ассоциированных 
с КГНП (например, в генах DNMT3A и TET2), по‑ви-
димому, связаны как с миелоидными, так и с лимфо-
идными ЗНО [48].

Солидные злокачественные 
новообразования
Результаты нескольких когортных исследований 

показали, что распространенность КГНП у пациентов 
с солитарными ЗНО составляет от 25 до 30 % [49]. В хо-
де недавних лонгитюдных исследований обнаружено, 
что КГНП (особенно при VAF >10 %) увеличивает риск 
развития солитарных ЗНО, включая рак легкого, почек, 
молочной и предстательной желез, а также сарком [47, 
49]. Показано, что риск возникновения КГНП не был 
одинаковым для разных типов рака: у пациентов с раком 
щитовидной железы и яичников наблюдался высокий 
риск КГНП, в то время как у пациентов с меланомой, 

Рис. 1. Варианты мутации в генах при клональном гемопоэзе неопределенного потенциала, связанном с лимфоидными (Л-КГНП) и миелоидными 
злокачественными новообразованиями (M-КГНП), идентифицированные в образцах крови из биобанка Mass General Brigham [17]
Fig. 1. Variants of gene mutations in clonal hematopoiesis of indeterminate potential associated with lymphoid (L-CHIP) and myeloid (M-CHIP) malignant 
neoplasms identified in blood samples from the Mass General Brigham Biobank [17]
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Таблица 1. Частота мутаций в различных генах при клональном гемопоэзе неопределенного потенциала при разных солидных 
опухолях, % 

Table 1. Frequencies of mutations in different genes in clonal hematopoiesis of indeterminate potential for different solid tumors, % 

Тип опухоли 
Tumor type

Гены с мутацией 
Top mutations

Образцы крови 
Blood samples

цсДНК из плазмы 
cfDNA from plasma

Рак мочевого пузыря 
Bladder cancer

DNMT3A, TET2, PPM1D [50] 38 [50] 25,8 [56]

Рак молочной железы 
Breast cancer

DMNT3A (ОР 1,25) [41]; DNMT3A, 
TET2, PPM1D [50] 

DMNT3A (HR 1.25) [41]; DNMT3A, TET2, 
PPM1D [50]

26 [50], 21 [10] 11,7 [50]

Колоректальный рак 
Colorectal cancer

DNMT3A, TET2, PPM1D [50]; DNMT3A, 
TET2, ROS [57] 25 [50], 27,6 [65] 13,5 [56]

Рак эндометрия 
Endometrial cancer

DNMT3A, TET2, PPM1D [50] 39 [50] 21,1 [57]

Рак пищевода и желудка 
Esophagogastric cancer

DNMT3A,  TET2, PPM1D [57] 30 [50], 34,6 [57] –

Рак головы и шеи 
Head and neck cancer

DNMT3A, TET2, ASXL1 [58] 31 [50] 13,3 [56]; 43,5 [58]

Рак почек 
Kidney cancer

TET2 (ОР 1,47), DNMT3A (ОР 1,43), 
ASXL1 (ОР 1,20) [47] 

TET2 (HR 1.47), DNMT3A (HR 1.43), ASXL1 
(HR 1.20) [47]

22 [50] 9,0 [58]

Рак легкого 
Lung cancer

DNMT3A (ОР 1,64), TET2 (ОР 1,6), 
ASXL1 (ОР 1,55) [41]; DNMТ3A, TET2, 
PPM1D,  ASXL1 [50]; DNMT3A, ASXL1, 

TET2 [59], DNMT3A, 
TET2, ATM и TP53 [60] 

DNMT3A (HR 1.64), TET2 (HR 1.6), ASXL1 
(HR 1.55) [41]; DNMТ3A, TET2, PPM1D, 
ASXL1 [50]; DNMT3A, ASXL1, TET2 [59], 

DNMT3A, TET2, ATM and TP53 [60]

27 [41]; немелкоклеточ-
ный рак легкого  – 37, 
мелкоклеточный рак 

легкого – 40 [50]; 52,6 [60] 
27 [41]; non-small cell lung 
cancer – 37, small cell lung 
cancer – 40 [50]; 52.6 [60]

Немелкоклеточный рак 
легкого – 13,2; мелко-

клеточный рак легкого – 
16,2 [56] 

Non-small cell lung cancer – 
13.2; small cell lung cancer – 

16.2 [56]

Меланома 
Melanoma

DNMT3A, TET2, PPM1D,  ASXL1 [50] 31 [50] 26,8 [50]

Рак яичников 
Ovarian cancer

DNMT3A, PPM1D ,  TP53, CHEK2 [50]; 
ASXL1,  DNMT3A,  GNAS,  JAK2,  

PPM1D, SF3B1,  SH2B3,  SRSF2, TET2, 
TP53 [61]

38 [50]; 17,6 [61] 17,1 [56]

Рак поджелудочной 
железы 
Pancreatic cancer

DNMT3A, TET2,  PPM1D [50] 32 [50] 12,8 [56]

Рак предстательной 
железы 
Prostate cancer

DMNT3A (ОР 1,27) [41] 
DMNT3A (HR 1.27) [41]

35 [50] 20,7 [56]

Рак щитовидной железы 
Thyroid cancer

DNMT3A,  SHOC2,  SH2B3 [62]; 
DNMT3A, TET2 [63] 30 [50]; 37 [62] 7,5 [56]

Примечание. В квадратных скобках представлены ссылки на источники. ОР – отношение рисков; цсДНК – циркулирующая 
свободная ДНК. 
Note. References to sources are shown in square brackets. HR – hazard ratio; cfDNA – circulating free DNA. 

раком предстательной железы, почек и колоректаль-
ным раком – более низкий [50]. Дополнительный ана-
лиз образцов крови больных с ЗНО выявил высокий 
риск развития КГНП при тимоме и низкий – при раке 
мочевого пузыря и молочной железы [51].

Специфические мутации также связаны с определен-
ными типами рака: например, мутации в DNMT3A – с вы-
соким риском развития рака желудка и мочевого пузыря, 
мутации генов сплайсинга (SF3B1 и SRSF2) – с высоким 
риском возникновения рака яичников (табл. 1) [52].
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Результаты исследований показали, что предопе-
рационные мутации КГНП, особенно при высоком 
VAF, не только увеличивали риск развития рака лег-
ких, но и обусловливали худший исход [53]. Участие 
КГНП в предрасположенности к раку легкого, по‑ви-
димому, не зависит от статуса курения и в первую оче-
редь обусловлено вариантами мутаций в  генах 
DNMT3A и ASXL1 [54]. Как и в случае ЗНО кроветвор-
ной и лимфоидной систем, вероятность прогрессиро-
вания от КГНП для солитарных ЗНО увеличивается 
при большем количестве вариантов и высокой VAF 
[33, 55].

Противоопухолевая терапия 
и клональный гемопоэз 
неопределенного потенциала
В отличие от таргетной иммунотерапии, цитоток-

сическая химиотерапия, внешнее лучевое облучение 
и радионуклидная терапия тесно связаны с развитием 
КГНП [50]. Большинство вариантов КГНП, наблюда-
емых после химиотерапии, могут быть обнаружены 
еще до начала лечения [28]. Это говорит о том, что ци-
тотоксическая терапия чаще всего способствует разви-
тию КГНП через положительный отбор, стимулирую-
щий клональную экспансию ранее существовавших 

соматических вариантов, и реже отвечает за приобре-
тение исходного соматического варианта [28]. Воздей-
ствие цитотоксической терапии напрямую ассоции-
ровано с КГНП и положительным отбором клонов, 
содержащих соматические варианты в генах ответа 
на  повреждение ДНК, таких как  TP53, PPM1D 
и CHEK2 [28].

Миелоидные новообразования, возникающие 
в результате действия предшествующей терапии, со-
ставляют 10–20  % миелоидных новообразований, 
включая миелодиспластический синдром, острый ми-
елоидный лейкоз и миелопролиферативные новообра-
зования [64]. Ранее считалось, что Т-МН появляются 
исключительно в  результате мутагенных эффектов 
цитотоксической терапии. Однако в настоящее время 
признано, что варианты, вызывающие данную пато-
логию, часто предшествуют началу противоопухоле-
вой терапии [50]. Примерно у  20–60  % пациентов  
с Т-МН обнаруживают соматические варианты мута-
ции в  различных генах, тесно связанные с  КГНП, 
в том числе в генах DNMT3A, TET2, ASXL1, PPM1D 
и TP53 [42]. Показано, что воздействие химиотерапии 
способствует распространению существующих сома-
тических вариантов мутации, а не вызывает поврежде-
ние ДНК по всему геному [65].

Рис. 2. Число пациентов с клональным гемопоэзом неопределенного потенциала (КГНП) инфильтрирующим опухоль клональным гемопоэзом (ИОКГ) 
с  различными типами рака. Отобраны образцы первичной опухоли у  31 556 больных. Проанализированы только типы рака, встречающиеся  
в >150 случаев [70]
Fig. 2. Numbers of patients with clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP), tumor-infiltrating clonal hematopoiesis (TICH) and different types 
of cancer. Primary tumor samples from 31,556 patients were obtained. Only tumor types occurring in >150 cases were analyzed [70]
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Как говорилось ранее, ГСПК, обладающие драй-
верными вариантами соматических мутаций, демон-
стрируют повышенную адаптацию к условиям клеточ-
ного стресса благодаря более высоким темпам 
пролиферации и лучше предохраняют клетки от гибе-
ли. Таким образом, под действием цитотоксической 
терапии происходит преимущественный отбор агрес-
сивных клонов клеток с соматическими мутациями 
в генах TP53, PPM1D и CHEK2, что способствует кло-
нальной экспансии и развитию Т-МН [66]. Лейкеми-
ческая трансформация существующих клонов КГНП 
в результате Т-МН, вероятно, зависит от приобрете-
ния дополнительных соматических вариантов, связан-
ных с миелоидными ЗНО, включая хромосомную анеу
плоидию и мутации в генах FLT3, KRAS и NRAS [50]. 
Это еще раз указывает на механизм, при котором у лиц 
с КГ, получивших цитотоксическую терапию, проис-
ходит положительный отбор клонов, содержащих 
TP53 и другие варианты генов ответа на повреждение 
ДНК (DDR), которые впоследствии достигают кло-
нального доминирования и приобретают дополни-
тельные соматические мутации. Это приводит к раз-
витию агрессивных и резистентных к лечению Т-МН 
с более высокой распространенностью вариантов му-
таций в гене TP53 и к сложным кариотипам [67].

Опухольинфильтрирующий  
клональный гемопоэз
Эволюция рака, считающаяся ранее ступенчатым 

накоплением онкогенных мутаций, теперь рассматри-
вается как многофакторный процесс, на который вли-
яют микроокружение опухоли, местные и системные 
иммунные реакции, воздействие окружающей среды 
и старение [68]. Результаты недавно проведенных ис-
следований показали влияние стареющей кроветвор-
ной системы на развитие рака легкого [69]. В данном 
случае возрастной инфильтрирующий опухоль кло-
нальный гемопоэз (ИОКГ) выступает в качестве важ-
ного фактора, связанного с прогрессированием рака. 
ИОКГ является панраковым феноменом, наблюдается 
у 24 % пациентов с КГНП (что составляет более 6 % всех 
случаев солидных опухолей) и коррелирует с неблаго-
приятным исходом (рис. 2) [70].

Согласно данным, представленным на рис. 2, ве-
роятность наличия ИОКГ варьирует в зависимости 
от типа рака и возрастает при немелкоклеточном раке 
легкого [71], раке головы и шеи, поджелудочной же-
лезы и мезотелиоме. Примерно у 40 % пациентов с не-
мелкоклеточном раком легкого и КГНП наблюдался 
ИОКГ, что увеличивало риск смерти или рецидива 
[70]. При КГНП мутации в гене TET2 являются неза-
висимым предиктором ИОКГ. В модели немелкокле-
точного рака легкого TET2‑мутантный КГНП вызывал 
повышенную инфильтрацию миелоидных клеток 
в опухоли, имитируя наблюдения при заболеваниях 
человека [70]. Моноциты с TET2‑мутацией в опухолях 
мышей преимущественно мигрировали в зону опухо-

ли и накапливались в виде макрофагов. По опублико-
ванным данным, мутации в гене TET2 могут функ
ционально ремоделировать миелоидные реакции. 
TET2‑мутантные миелоидные клетки продемонстри-
ровали повышенную проопухолевую активность 
в опухолевых органоидных культурах по сравнению 
с миелоидными клетками дикого типа [70].

Связь между ИОКГ и неблагоприятными исхода-
ми солитарных ЗНО, влияние TET2‑мутантных им-
мунных клеток на микроокружение и рост раковых 
клеток подтверждают роль ИОКГ в эволюции опухоли 
и его потенциальную пользу в диагностике рака [71]. 
В дальнейшем необходимо провести исследования 
на более крупных и этнически разнообразных когор-
тах пациентов с раком, а также изучить влияние ИОКГ 
на прогрессию опухоли [71].

Клоны КГНП способны проникать в микросреду 
солитарных ЗНО, что доказано прямым секвениро
ванием лейкоцитов, инфильтрирующих опухоль. 
В 47 % (7 / 15) образцов опухолей, полученных от па-
циентов с первичным нелеченым раком молочной 
железы, присутствуют CD45‑клетки, происходящие 
из линий КГНП [72]. Показано, что по крайней мере 
8 % диагностированных мутаций при секвенировании 
образцов солитарных ЗНО, вероятно, вызваны при-
сутствием клеток КГ [71, 73]. Мутации, которые не бы-
ли обнаружены в микропрепаратах солитарных ЗНО, 
имели VAF 5–20 % и были сильно обогащены в лейко-
цитах, инфильтрирующих опухоль, по сравнению с мо-
нонуклеарными клетками периферической крови. Ве-
роятно, это связано с тем, что клоны КГНП имеют 
преимущество в  инфильтрации солитарных ЗНО 
по сравнению с другими лейкоцитами. Более точную 
интерпретацию опухолевых мутаций могут дать экспе-
рименты с параллельным секвенированием материала 
из образца опухоли и периферической крови.

Заключение
В  настоящее время установлена связь КГНП 

со старением, повышенным риском развития ЗНО 
и увеличением общей летальности. Оценка специфи-
ческих мутаций при КГНП у пациентов среднего и по-
жилого возраста позволит выявить лиц с  высоким 
риском развития конкретных заболеваний. Анализ 
КГНП у долгожителей может дать новую информацию 
об основных защитных механизмах и их нарушении 
при старении. Дальнейшие исследования позволят 
улучшить понимание роли КГНП в развитии различ-
ных онкологических заболеваний, определить воз-
можность нивелирования патогенного потенциала 
мутировавших клонов и увеличения продолжительно-
сти жизни человека. Необходимо разработать новые 
методологические подходы к применению высокопро-
изводительного секвенирования для анализа КГНП, 
сделать экономически оправданными способы обна-
ружения небольших клонов, увеличить доказательную 
базу их  прогностической важности для  оказания 
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своевременной медицинской помощи пациентам с ри-
ском развития ЗНО.

Совершенствование молекулярно-генетических 
методов привело к открытию новых состояний, раз-
витию которых способствует КГНП, представляющих 
собой предболезнь. КГНП больше не рассматривается 
только как процесс, участвующий в патогенезе всех 
новообразований кроветворной и лимфоидной тка-
ней. Его роль в развитии солитарных ЗНО становится 
все более очевидной, поскольку мутации в ГСПК вли-
яют на рост опухоли, ее ангиогенез и уклонение от им-
мунного ответа. Способность ассоциированных 

с  возрастом соматических клональных экспансий 
в одной ткани, такой как гемопоэтический компар-
тмент, регулировать онкогенез в другой ткани позво-
лит лучше понять биологию рака. Дальнейшие иссле-
дования молекулярных механизмов, связывающих 
КГНП с прогрессированием солитарных ЗНО, будут 
иметь решающее значение для разработки новых ме-
тодов и улучшения стратегий лечения рака. Интегра-
ция геномного тестирования, в  том числе анализа 
свободно-циркулирующих опухолевых ДНК, в клини-
ческую практику может проложить путь к персонали-
зированной профилактической медицине.
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Диагностика и подбор эффективной терапии сарком мягких тканей (СМТ) затруднены в связи с низкой распростра-
ненностью и значительной гистологической вариабельностью данных опухолей. Развитие молекулярно-генетических 
методов тестирования направлено на улучшение дифференциальной диагностики различных типов СМТ и поиск 
генетических нарушений, которые могут являться потенциальными мишенями для терапии. Разработка эффективных 
методов лечения требует адекватных доклинических моделей, способных воспроизводить биологические особен-
ности опухолей.
В статье представлены молекулярно-генетические методы тестирования для диагностики и терапии СМТ, достижения 
в получении моделей in vitro СМТ, проблемы их использования в доклинических исследованиях, а также перспекти-
вы использования первичных клеточных линий для персонализированного лечения.
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Diagnosis and selection of effective therapy of soft tissue sarcomas (STS) are complicated by low incidence and significant 
histological variability of these tumors. Development of molecular and genetic testing methods is aimed at improving 
differential diagnosis of different types of STS and identification of genetic abnormalities which can potentially serve 
as targets for therapy. Development of effective treatment methods requires adequate preclinical models capable  
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Введение
Саркомы мягких тканей (СМТ) – гетерогенная 

группа злокачественных новообразований мезенхималь-
ного происхождения, составляющая 1 % всех солидных 
опухолей. Она включает более 100 гистологических и мо-
лекулярных подтипов, наиболее распространенными 
из которых являются липосаркомы, лейомиосаркомы 
и синовиальные саркомы [1]. СМТ отличаются агрессив-
ным течением, высокой склонностью к рецидивированию 
и резистентностью к терапии, поэтому лечение данной 
патологии представляет большие сложности.

Основные трудности, связанные с дифференци-
альной диагностикой и выбором стратегии лечения 
СМТ, обусловлены редкой встречаемостью опухолей 
данного типа и их значительным гистологическим раз-
нообразием. Большой прорыв в понимании биологии 
формирования СМТ удалось достигнуть благодаря 
применению высокоинформативных молекулярно- 
генетических методов тестирования. Наиболее пер-
спективным диагностическим инструментом для по
иска генетических нарушений считается высокопро-
изводительное секвенирование, которое является 
надежной вспомогательной технологией для врачей-
патологов и позволяет повысить точность диагности-
ки в сложных и редких случаях сарком.

Поиск генетических аберраций, лежащих в основе 
формирования заболевания, является ключом для оп-
тимизации молекулярной классификации и диагно-
стики сарком, однако выбор эффективной стратегии 
лечения данных опухолей все еще остается серьезной 
проблемой. Успешное внедрение в клиническую пра-
ктику новых таргетных и иммунотерапевтических под-
ходов, а также схем химио- и лучевой терапии (ЛТ) 
осложняется дефицитом адекватных доклинических 
моделей, способных полноценно отражать молекуляр-
ные и гистологические особенности различных подти-
пов СМТ. В связи с этим получение клеточных линий 
СМТ имеет большое значение для изучения патогене-
за заболевания, определения чувствительности и рези-
стентности к терапевтическим воздействиям, разра-
ботки персонализированной терапии и поиска новых 
стратегий лечения данной патологии [2].

Несмотря на то что клеточные линии остаются 
«золотым стандартом» для доклинических исследова-
ний in vitro, выбор моделей для СМТ ограничен: лишь 
2 % доступных клеточных линий относятся к данному 
виду опухолей [3]. При этом существующие культуры 
не отражают полного разнообразия данной группы 
опухолей, поскольку представлены наиболее распро-
страненными подтипами и практически не включают 
редкие формы СМТ.

Молекулярно-генетическая диагностика 
сарком мягких тканей
В основе патогенеза СМТ лежат генетические на-

рушения. Среди драйверных нарушений, специфичных 
для сарком, наиболее распространенными являются 

хромосомные перестройки, приводящие к возникно-
вению химерных генов, или  слияниям генов [4, 5]. 
В настоящее время диагностика данных опухолей про-
водится с использованием молекулярно-генетических 
методов, таких как  полимеразная цепная реакция 
(ПЦР), иммунофлуоресценция, флуоресцентная гибри-
дизация in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) 
и секвенирование нового поколения (next generation 
sequencing, NGS). С помощью этих методов можно ди-
агностировать различные подтипы СМТ, такие как сино-
виальная саркома, рабдомиосаркома, липосаркома, свет-
локлеточная саркома мягких тканей и т. д. [6–10].

В связи с высокой степенью морфологической и ге-
нетической гетерогенности установление клинического 
диагноза «саркомы» на основании результатов гистоло-
гического исследования является сложной и многогран-
ной задачей. Одним из наиболее эффективных подходов 
к повышению точности диагностики СМТ и коррект-
ного назначения терапии является таргетное NGS с ис-
пользованием мультигенных панелей [11]. Этот метод 
молекулярно-генетического тестирования помогает 
провести дифференциальную диагностику СМТ, а так-
же выявить клинически значимые мутации, что в ряде 
случаев приводит к корректировке лечения и улучше-
нию клинического ответа [12, 13]. Согласно экспери-
ментальным данным, использование для выявления 
генетических нарушений таргетного NGS в сочетании 
с другими методами в 26,4 % случаев приводит к пе-
ресмотру или уточнению диагноза, чаще всего в случае 
сарком Юинга и липосарком, и в 10,9  % случаев – 
к изменениям стратегии лечения [6].

В клинической практике ведущих онкологических 
центров широкое распространение получили мульти-
генные панели, нацеленные на поиск слияния генов, 
точечных мутаций, инсерций и делеций и изменения 
числа копий генов для диагностики липосарком, си-
новиальных сарком, рабдомиосарком и других подти-
пов СМТ. Наибольшую известность получили панели 
YuanSu 450 (OrigiMed, Китай), FoundationOne Heme 
(Foundation Medicine, США) и  UW-OncoPlex (Ва-
шингтонский университет, США), позволяющие 
не только установить точный диагноз, но и подобрать 
персонализированную терапию для пациентов с раз-
личными подтипами СМТ (табл. 1).

Кроме того, поскольку наиболее часто диагности-
руемыми нарушениями при саркомах являются слияния 
генов, существуют панели, основанные только на детек-
ции специфических химерных транскриптов [4, 6].

Использование мультигенных панелей для таргет-
ного NGS предоставляет оптимальный объем инфор-
мации для точной клинической интерпретации заболе-
вания [14]. Однако разработка персонализированных 
подходов к терапии сарком требует проведения функ-
циональных исследований на релевантных клеточных 
моделях, наилучшим образом повторяющих биологи-
ческие особенности опухолей. Именно поэтому создание 
стабильных клеточных линий СМТ является ключевым 
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этапом фундаментальных исследований и трансляци-
онной онкологии.

Получение первичных клеточных линий 
сарком мягких тканей
За последние 100 лет получено более 800 клеточных 

линий сарком костей и СМТ [20]. Тем не менее большая 
часть линий недостаточно охарактеризована и малодо-
ступна для научного сообщества. Так, некоторые гисто-
логические подтипы, такие как низкозлокачественная 
миофибробластическая саркома, инфантильная фибро
саркома, склерозирующая эпителиоидная фибросарко-
ма и другие, не представлены в биобанке в связи со слож-
ностью получения стабильных клеточных культур, 
что вызывает трудности при проведении фундаменталь-
ных и доклинических исследований [20].

Традиционно токсичность и  чувствительность 
к препаратам оцениваются на адгезионных клеточных 
линиях [21]. В 1970-х годах разработан метод культи-
вирования опухолевых клеток в виде сфероидов (3D-
модели), который обеспечивает большее межклеточ-
ное взаимодействие, чем монослойная культура [22]. 
Сфероиды СМТ являются более химио- и радиорези-
стентными, чем клетки, растущие в виде монослоя, 
и отличаются по степени клеточной дифференциров-
ки и пролиферации [23]. Так, наблюдаются различия 

в пролиферации клеток сфероида и адгезивной линии 
липосаркомы при терапевтическом действии эрибули-
на: пролиферация снижена в 2D-моделях в 4 из 7 кле-
точных линий [21]. Оптимальным инструментом для  
определения эффективности химиотерапевтических 
препаратов, ЛТ и иммунотерапии являются именно 3D-
культуры, поскольку клетки, формирующие сфероиды, 
лучше моделируют ситуацию in vivo, чем 2D-модели 
[24]. Для CMT разработаны 3D-модели [23, 25, 26], од-
нако большинство клеточных линий продолжают куль-
тивировать стандартным методом [27–29].

Клеточные линии СМТ получают посредством 
посева клеток из плеврального выпота, клеточной су-
спензии опухолевого материала и  из  экспланта 
или ксенотрансплантата (рис. 1) [29–32]. Каждый под-
ход характеризуется разным процентом выхода жизне-
способных клеток, что влияет на стабильность первич-
ной линии. Например, при  получении клеточной 
суспензии с использованием либеразы содержание жиз-
неспособных клеток опухоли составляет 30,2 %, а с ис-
пользованием смеси из коллагеназы и гиалуронида-
зы – 84,9 % [33].

Чаще всего стабильные культуры получаются 
из плеоморфной саркомы [34–37]. Так, линия JBT19, 
выделенная из первичной опухоли недифференциро-
ванной плеоморфной саркомы, культивировалась 

Таблица 1. Характеристика панелей для секвенирования нового поколения, использующихся для диагностики сарком мягких тканей

Table 1. Characteristics of next-generation sequencing panels used for diagnosis of soft tissue sarcomas

Панель 
Panel

Подтип сарком мягких тканей 
Soft tissue sarcoma subtype

Количест-
во генов 
Number 
of genes

Тип мутаций 
Mutation type

Чувстви-
тель-

ность,  % 
Sensitivity,  %

Источ-
ник 

Source

YuanSu 450

Липосаркома, лейомиосаркома, миксофи-
бросаркома, синовиальная саркома, 

рабдомиосаркома, ангиосаркома, недиффе-
ренцированная плеоморфная саркома, 

инфантильная фибросаркома, светлокле-
точная саркома 

Liposarcoma, leiomyosarcoma, myxofibrosarcoma, 
synovial sarcoma, rhabdomyosarcoma, 

undifferentiated pleiomorphic sarcoma, infantile 
fibrosarcoma, clear cell sarcoma

450

Однонуклеотидные 
варианты, инделы, 

амплификации генов, 
слияния генов 

Single nucleotide variants, 
indels, gene amplification, 

gene fusion

95,5–99,7 [12, 15] 

FoundationOne 
Heme

Синовиальная саркома, липосаркома, 
светлоклеточная саркома, рабдомиосарко-
ма, ангиосаркома, липосаркома, лейомио

саркома, миксофибросаркома 
Synovial sarcoma, liposarcoma, clear cell sarcoma, 

rhabdomyosarcoma, angiosarcoma, leiomyosarcoma, 
mixofibrosarcoma

593 95–99 [10, 16, 
17] 

UW-OncoPlex

Лейомиосаркома, липосаркома, светлокле-
точная саркома, ангиосаркома, склерозиру-

ющая эпителиоидная фибросаркома 
Leiomyosarcoma, liposarcoma, clear cell sarcoma, 
angiosarcoma, sclerosing epithelioid fibrosarcoma

430 99,2 [18, 19] 
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в адгезивных условиях более 30 мес. Для клеток JBT19 
характерны фибробластоподобная морфология и вы-
сокая степень пролиферации [28]. Тем не менее ста-
бильные клеточные культуры описаны и для других 
подтипов сарком. Получены культуры липосарком, 
характеризующиеся мелкими полигональными клет-
ками, и линии синовиальной саркомы, включающие 
как  удлиненные, так и  полигональные клетки. 
Для миксофибросаркомы характерны фибробластопо-
добные клетки, а культуры альвеолярной саркомы со-
стоят из мелких звездчатых клеток [27]. Все описанные 
линии стабильны в течение нескольких месяцев и раз-
личаются чувствительностью к гемцитабину и циспла-
тину, что говорит о разном ответе на стандартные схе-

мы лечения СМТ и  предоставляет возможность 
для разработки персонализированной терапии.

В международном некоммерческом банке клеточ-
ных культур American Type Culture Collection (ATCC) 
представлены иммортализованные клеточные линии 
СМТ, полученные из опухоли синовиальной саркомы 
(SW982), фибросаркомы (SW684, HT-1080), 
рабдомиосаркомы (RD, SJCRH30), липосаркомы 
(SW872), лейомиосаркомы (SK-LMS-1), недифферен-
цированной плеоморфной саркомы (фиброзной ги-
стиоцитомы) (GCT), эпителиоидной саркомы (VA-
ES-BJ) и светлоклеточной саркомы (SU-CCS-1) (рис. 2). 
Характеристика клеточных линий СМТ приведена 
в табл. 2.

Рис. 1. Методы получения клеточных линий сарком мягких тканей (СМТ)
Fig. 1. Techniques for obtaining soft tissue sarcoma (STS) cell lines

Плевральный выпот / 
Pleural effusion

Механическая 
дезагрегация /  

Mechanical  
disaggregation

Ксенотрансплантат / 
Xenotransplant Эксплант / Explant

Свежий опухолевый материал пациента / 
Patient’s fresh tumor tissue

Культура клеток СМТ / 
STS cell culture

Посев клеток / Cell plating

Рис. 2. Морфология клеточных линий сарком мягких тканей (СМТ)
Fig. 2. Morphology of soft tissue sarcoma (STS) cell lines

Фибробластоподобная СМТ (SW684, 
SJCRH30, SW872, SK-LMS-1, JBT19) / 

Fibroblast-like STS (SW684, SJCRH30, SW872, 
SK-LMS-1, JBT19)

Лимфобластоподобная СМТ (SU-CCS-1) / 
Lymphoblastoma-like STS (SU-CCS-1) Эпителиальная СМТ (HT-1080, VA-ES-BJ) / 

Epithelial STS (HT-1080, VA-ES-BJ)

Смешанная СМТ (SW982) /  
Mixed STS (SW982)

Веретенообразная СМТ (RD, GCT) / 
Spindle-like STS (RD, GCT)
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Таблица 2. Основные клеточные линии сарком мягких тканей (СМТ) (по данным American Type Culture Collection, ATCC)

Table 2. Main soft tissue sarcoma (STS) cell lines (per data from the American Type Culture Collection, ATCC)

Клеточная 
линия 
Cell line

Подтип сарком 
Sarcoma subtype

Тип клеточной 
культуры 

Cell line type

Морфология 
Morphology

Генотипическая характеристика 
Genotype characteristics

Источник 
Source

SW982
Синовиальная 

саркома 
Synovial sarcoma

Адгезивный 
Adherent

Смешанная 
Mixed

Делеция MPDZ, мутация BRAF 
p.Val600Glu (c.1799T>A) 

MPDZ deletion, BRAF mutation p.Val600Glu  
(c.1799T>A)

[38, 39] 

SW684 Фибросаркома 
Fibrosarcoma

Адгезивный 
Adherent

Фибробластопо-
добная 

Fibroblast-like

Мутации ERBB4 p.Glu452Lys 
(c.1354G>A), TP53 p.Arg213Ter 

(c.637C>T) 
ERBB4 mutation p.Glu452Lys (c.1354G>A), 

TP53 mutation p.Arg213Ter (c.637C>T)

[38, 39] 

HT-1080 Фибросаркома 
Fibrosarcoma

Адгезивный 
Adherent

Эпителиальная 
Epithelial

Делеция CDKN2A, мутации IDH1 
p.Arg132Cys (c.394C>T), NRAS 

p.Gln61Lys (c.181C>A) 
CDKN2A deletion, IDH1 mutation p.Arg132Cys 

(c.394C>T), NRAS mutation p.Gln61Lys  
(c.181C>A)

[38, 39] 

RD
Рабдомио-

саркома 
Rhabdomyosarcoma

Адгезивный 
Adherent

Веретенообразная, 
присутствуют 
многоядерные 

крупные клетки 
Spindle-like with 

multinucleate cells

Мутации NRAS p.Gln61His (c.183A>T), 
TP53 p.Arg248Trp (c.742C>T) 

NRAS mutation p.Gln61His (c.183A>T),  
TP53 mutation p.Arg248Trp (c.742C>T)

[38, 39] 

SJCRH30
Рабдомио-

саркома 
Rhabdomyosarcoma

Адгезивный 
Adherent

Фибробластопо-
добная 

Fibroblast-like

Слияние генов PAX3–FOXO1, 
PAX3–FKHR, мутации RARA p.Pro9Leu 

(c.26C>T), TP53 p.Tyr205Cys 
(c.614A>G), TP53 p.Arg273Cys 
(c.817C>T), TP53 p.Arg280Ser 

(c.840A>T) 
PAX3–FOXO1, PAX3–FKHR gene fusion, RARA 
mutation p.Pro9Leu (c.26C>T), TP53 mutation 

p.Tyr205Cys (c.614A>G), TP53 mutation  
p.Arg273Cys (c.817C>T), TP53 mutation  

p.Arg280Ser (c.840A>T)

[38, 39] 

SW872 Липосаркома 
Liposarcoma

Адгезивный 
Adherent

Фибробластопо-
добная 

Fibroblast-like

Делеция PTEN, мутации BRAF 
p.Val600Glu (c.1799T>A), CDKN2A 

p.Arg80Ter (c.237_238CC>TT), 
(c.237_238delinsTT), (p.Pro94Leu, 

c.280_281CC>TT), TP53 p.Ile251Asn 
(c.752T>A) 

PTEN deletion, BRAF mutation p.Val600Glu  
(c.1799T>A), CDKN2A mutations p.Arg80Ter 

(c.237_238CC>TT), (c.237_238delinsTT),  
(p.Pro94Leu, c.280_281CC>TT),  

TP53 mutation p.Ile251Asn (c.752T>A)

[38, 39] 

SK-
LMS-1

Лейомиосаркома 
Leiomyosarcoma

Адгезивный 
Adherent

Фибробластопо-
добная 

Fibroblast-like

Мутации TP53 p.Met237Lys (c.710T>A), 
TP53 p.Gly245Ser (c.733G>A) 

TP53 mutation p.Met237Lys (c.710T>A),  
TP53 mutation p.Gly245Ser (c.733G>A)

[38, 39] 
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Таким образом, первичные опухолевые линии со-
храняют основные гистологические и генетические 
характеристики опухолей и остаются стабильными 
на протяжении нескольких пассажей, что дает воз-
можность их использования при разработке новых 
маркеров, мишеней и стратегий лечения. Однако, не-
смотря на значительный прогресс в создании клеточ-
ных линий СМТ, существующий арсенал моделей 
остается недостаточным для комплексного изучения 
всех гистологических подтипов данной группы опухо-
лей. Устранение этого пробела представляется крайне 
важным с учетом фундаментальной роли клеточных 
культур в исследованиях онкогенеза и разработке но-
вых терапевтических стратегий.

Применение клеточных моделей 
в терапии сарком мягких тканей
На данный момент терапия СМТ ранних стадий 

ограничивается хирургическим вмешательством в со-
четании с ЛТ в предоперационном и послеоперацион-
ном периодах [40], тогда как при заболевании поздних 
стадий добавляется ХТ с использованием таких препа-
ратов, как антрациклины (в основном доксорубицин), 
оксазафосфорины (ифосфамид), таксаны (паклитаксел, 
доцетаксел), антагонисты пиримидинов (гемцитабин), 
алкалоиды барвинка (виндезин, винбластин, винорел-
бин, винкристин) и др. [41, 42]. На поздних стадиях 
при прогрессировании заболевания на фоне цитоток-
сической ХТ применяется таргетная терапия с исполь-
зованием ингибиторов тирозинкиназ, таких как па-
зопаниб, иматиниб, регорафениб, сорафениб, 
сунитиниб, ленватиниб и кризотиниб [43].

Выбор химиотерапевтических препаратов 1-й и по-
следующих линий, а также схемы ЛТ при СМТ являют-
ся сложными задачами, поскольку стандартизация ле-
чения не представляется возможной из-за различий 
в эффективности одного и того же метода для разных 
подтипов СМТ. По данным клинических исследова-
ний, подтипы СМТ по-разному реагируют на одни 
и те же химиотерапевтические препараты, что, вероят-
но, обусловливает низкие показатели хорошего ответа 
на терапию: лишь у 20 и 10 % пациентов с метастати-
ческими СМТ отмечается ответ на 1-ю и 2-ю линии 
химиотерапии (ХТ) соответственно [42, 44, 45]. Отсут-
ствие алгоритмов для персонализированного подбора 
ХТ СМТ обусловливает ее неэффективность. В связи 
с этим для прогнозирования химиочувствительности 
проведены исследования in vitro на первичных клеточных 
культурах, полученных от пациентов с плеоморфной 
саркомой, липосаркомой, синовиальной саркомой, 
лейомиосаркомой и другими СМТ, и выявлена их по-
ложительная корреляция с  клиническим ответом 
на ХТ [46].

Лучевая терапия пациентов с СМТ способствует 
уменьшению размера опухоли перед операцией и ча-
сто применяется для  снижения риска развития 
окального рецидива. Эффективность ЛТ также раз
личается при разных подтипах СМТ и требует при-
стального изучения [47, 48]. Так, результаты исследова-
ний, проведенных 14 клеточных линиях синовиальной 
саркомы, лейомиосаркомы, фибросаркомы и  ли-
посаркомы, показывали, что радиочувствительность 
зависит от подтипа саркомы. Доля выживших клеток 
после облучения в разовой очаговой дозе (РОД) 2 Гр 

Клеточная 
линия 
Cell line

Подтип сарком 
Sarcoma subtype

Тип клеточной 
культуры 

Cell line type

Морфология 
Morphology

Генотипическая характеристика 
Genotype characteristics

Источник 
Source

GCT

Недифференци-
рованная 

плеоморфная 
саркома (фи-

брозная гистио-
цитома) 

Undifferentiated 
pleomorphic 

sarcoma (fibrous 
histiocytoma)

Адгезивный 
Adherent

Веретенообразная 
Spindle-like

Мутации BRAF p.Val600Glu 
(c.1799T>A), CDKN2A p.Leu32Arg 

(c.95_96TG>GT), TP53 p.Arg248Trp 
(c.742C>T), TP53 p.Gln317Ter 

(c.948_949delinsTT), (c.948_949CC>TT) 
BRAF mutation p.Val600Glu (c.1799T>A), 

CDKN2A mutation p.Leu32Arg  
(c.95_96TG>GT), TP53 mutation p.Arg248Trp 

(c.742C>T), TP53 mutation p.Gln317Ter  
(c.948_949delinsTT), (c.948_949CC>TT)

[38, 39] 

VA-ES-BJ
Эпителиоидная 

саркома 
Epithelioid sarcoma

Адгезивный 
Adherent

Эпителиальная 
Epithelial

Мутация  NF2  p.Ser87Ter (c.260C>A) 
NF2 mutation p.Ser87Ter (c.260C>A)

[38, 39] 

SU-CCS-1
Светлоклеточная 

саркома 
Clear cell sarcoma

Суспен-
зионный 
Suspension

Лимфобластная 
Lymphoblastic

Слияние генов EWSR1–ATF1, EWS–ATF
EWSR1–ATF1, EWS–ATF gene fusion

[38, 39] 

Окончание табл. 2

End of table 2
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варьирует от  27  % (SW-982) до  76  % (SK-LMS-1), 
при этом радиочувствительный фенотип клеток опре-
деляется только для клеточных линий синовиальных 
сарком, в то время как наиболее радиорезистентными 
оказываются линии лейомиосарком [49]. Аналогичные 
результаты получены в ходе исследования in vitro, про-
веденного на  клеточных 3D-моделях, полученных 
из операционного материала пациентов с СМТ высо-
кой степени злокачественности. Выявлено, что пер-
вичная культура плеоморфной саркомы является бо-
лее восприимчивой к облучению высокими дозами 
(РОД – до 16 Гр), чем культура недифференцирован-
ной плеоморфной саркомы [25].

За последние два десятилетия значительные успе-
хи в лечении СМТ достигнуты благодаря развитию 
таргетной терапии. Большую роль в этом сыграли ис-
следования лекарственной чувствительности и рези-
стентности на клеточных линиях, полученных от па-
циентов с СМТ [43]. В частности, обнаружено, что  
14 первичных культур СМТ с различными генетиче-
скими аберрациями проявляют чувствительность к да-
затинибу – ингибитору тирозинкиназ Bcr-Abl и Src-
семейства [50]. Кроме того, результаты исследования 
in  vitro показали, что хидамид (ингибитор HDAC I 
класса) подавляет пролиферацию клеточных линий 
фибросаркомы (HT-1080), лейомиосаркомы (SK-
LMS-1) и липосаркомы (T778) [51].

Несмотря на то что СМТ считаются иммунологи-
чески неактивными опухолями, иммунотерапия явля-
ется многообещающей терапевтической стратегией. 
Некоторые подтипы СМТ, такие как  альвеолярная 
СМТ и ангиосаркома, демонстрируют ответ на такое 
лечение [44, 52]. Так, эффективность ответа на имму-
нотерапию у больных СМТ без учета подтипа состав-
ляет около 20  %, в то время как при ангиосаркоме 
и  альвеолярной саркоме – 50  % [53]. Известно, 
что опухолеассоциированные макрофаги способны 
накапливаться в микроокружении солидных опухолей 
и способствовать ее росту и иммуносупрессии [26]. 
Высокие уровни опухолеассоциированных макрофа-
гов являются плохим прогностическим фактором 
для многих опухолей, включая СМТ, поэтому препа-
раты, нацеленные на эти клетки, могут использовать-
ся в терапии сарком [54].

Таким образом, необходимость введения в клини-
ческую практику новых терапевтических методов дик-
туется низкой эффективностью лечения СМТ. Клеточ-
ные культуры, особенно 3D-модели, представляют собой 
перспективный инструмент для определения чувстви-
тельности к ХТ, ЛТ и иммунотерапии CMT. Исследова-
ние клеточных культур, полученных от пациентов с сар-
комами, может не  только повысить эффективность 
терапии благодаря исключению малоэффективных схем 
лечения, но и способствовать разработке новых терапев-
тических стратегий, направленных на преодоление ле-
карственной резистентности.

Проблемы применения моделей in vitro 
в доклинических исследованиях 
сарком мягких тканей
Модели in vitro являются одним из наиболее рас-

пространенных инструментов в экспериментальной 
онкологии. Тем не менее они имеют ряд ограничений, 
которые в первую очередь связаны с изменением кле-
точного фенотипа в ходе культивирования. Так, в про-
цессе длительного ведения клеточных линий образуется 
устойчивый клон, который активно пролиферирует, 
искажая истинные свойства материнской линии, 
что приводит к недостоверным результатам при оценке 
чувствительности и резистентности к терапии [55, 56]. 
Кроме того, модели in vitro не могут полностью смоде-
лировать терапевтический ответ. Большинство доступ-
ных клеточных линий, используемых в настоящее вре-
мя, претерпели спонтанные генетические изменения 
в процессе культивирования, что ставит под сомнение 
значимость этих клеток в точном моделировании забо-
левания. Например, показаны существенные различия 
экспрессионного профиля между коммерческой лини-
ей лейомиосаркомы и первичной опухолью [57, 58].

К  сожалению, разнообразие клеточных линий  
охватывает лишь наиболее распространенные гисто-
логические подтипы СМТ. С учетом генетического 
дрейфа, связанного с многочисленными пассажами, 
существует острая необходимость в постоянном созда-
нии новых линий данных опухолей [59]. В то же время 
клоны, устойчивые к ХТ, существуют в опухоли изна-
чально, а не формируются под воздействием химио-
препаратов, поэтому многообещающим подходом 
является применение персональных клеточных куль-
тур для тестирования терапии [60].

В качестве альтернативы in vitro существуют мето-
ды моделирования заболевания СМТ in vivo, включа-
ющие использование животных моделей для подбора 
терапии таких подтипов СМТ, как липосаркома, недиф-
ференцированная плеоморфная саркома и синовиаль-
ная саркома [61]. Однако эти модели имеют существен-
ные недостатки, включая технологическую сложность 
создания, высокую стоимость проведения эксперимен-
тов и ограниченные возможности для детальной визуа-
лизации биологических процессов и получения точных 
количественных данных, которые более доступны 
в контролируемых условиях in vitro [62].

Несмотря на ограничения, использование клеточ-
ных культур и получение первичных линий СМТ оста-
ются ключевыми методами исследования, поскольку 
дают базовое представление об ответе на классическую 
терапию и позволяют проводить поиск и подбор новых 
мишеней. Модели in vitro необходимы не только для под-
бора персонализированной терапии, но и для проведе-
ния фундаментальных исследований с целью определе-
ния причин и  путей преодоления лекарственной 
и радиорезистентности [59]. Комбинированный подход, 
интегрирующий модели in vitro и in vivo, представляет 
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собой наиболее перспективную стратегию для разработ-
ки новых препаратов против СМТ.

Заключение
Саркомы мягких тканей характеризуются высокой 

гетерогенностью гистологических подтипов и агрессив-
ным клиническим течением. В основе биологического 
разнообразия и прогрессирования СМТ лежат генетиче-
ские нарушения, определение которых играет ключевую 
роль как при постановке клинического диагноза, так 
и при оптимизации стратегии лечения. В диагностическом 
плане оптимальным является использование таргетного 
NGS с помощью мультигенных панелей, обеспечиваю-
щих диагностическую точность, необходимый объем 
информации и финансовую целесообразность для под-
бора персонализированной терапии.  Последнее требует 
валидации на релевантных клеточных моделях in vitro.

Клеточные линии широко используют в качестве 
модели in vitro для проведения первоначальных функ-
циональных исследований, благодаря их доступно-
сти, пролиферативной активности и высокой вос-

производимости экспериментальных результатов. 
Однако, несмотря на значительный прогресс в созда-
нии клеточных линий СМТ, существующий арсенал 
моделей остается недостаточным для комплексного 
изучения всех гистологических подтипов данной груп-
пы заболеваний. Кроме того, первичные клеточные 
культуры не всегда можно использовать для модели-
рования онкологических процессов из-за ограничен-
ного жизненного цикла in vitro, недостаточной гене-
тической стабильности и отсутствия взаимодействия 
с микроокружением и иммунной системой.

Необходимо разработать новые модели, учитыва-
ющие максимальное разнообразие клеточных типов 
и комплексность строения опухоли. В этом контексте 
перспективными направлениями являются разработка 
3D-моделей, способных максимально точно имитиро-
вать архитектуру и  физиологию опухолевой ткани, 
и проведение исследований in vivo. Персонализирован-
ные решения и новые методологические подходы куль-
тивирования клеток позволят разработать принципи-
ально новые схемы лечения СМТ.
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Тамоксифен и регуляция стресс-
индуцированного старения в клетках рака 
молочной железы

Е.И. Михаевич, О.Е. Андреева, Д.В. Сорокин, А.М. Щербаков, П.Б. Копнин, М.В. Гудкова, М.А. Красильников

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :	 Михаил Александрович Красильников krasilnikovm1@ya.ru

Введение. Известно, что опухолевые клетки не подвержены репликативному старению – как правило, за счет гипер-
активации теломеразы, восстанавливающей длину теломер при каждом цикле деления. В то же время инициировать 
старение в опухолевых клетках оказалось возможным при действии сублетальных доз цитостатиков или облучении – это 
так называемое стресс-индуцированное, или нерепликативное старение, исследование механизма и способов ре-
гуляции которого является одной из актуальных задач современной онкологии. 
Цель исследования – изучение механизмов доксорубицин-индуцированного старения клеток рака молочной же-
лезы различного происхождения и возможных подходов к регуляции нерепликативного старения. 
Материалы и методы. Эксперименты проводились на культивируемых in vitro клетках рака молочной железы MCF-7 
и MDA-MB-231. Степень старения клеток оценивали по уровню активации β-галактозидазы, изменению морфологии 
клеток и активации р53/р21-сигналинга. Для исследования экспрессии/активности клеточных белков использовали 
колориметрические методы, репортерный анализ и иммуноблоттинг. Нокдаун ДНК метилтрансферазы 3А (DNMT3A) 
проводили по стандартной методике с применением лентивирусного вектора, кодирующего antisense RNA DNMT3A.
Результаты. Продемонстрирован потенцирующий эффект тамоксифена при развитии доксорубицин-индуцирован-
ного старения, в том числе в эстрогеннезависимых клетках рака молочной железы. Обнаружено усиление нерепли-
кативного старения в резистентных клетках, характеризующихся конститутивным подавлением экспрессии DNMT3A. 
Впервые установлено, что подавление DNMT3A в присутствии децитабина или при нокдауне DNMT3A обеспечивает 
усиление и сохранение нерепликативного старения в клетках MCF-7.
Заключение. Установлена возможность усиления и поддержания нерепликативного старения в клетках рака мо-
лочной железы в присутствии антиэстрогена тамоксифена, продемонстрировано значение DNMT3A в регуляции 
доксорубицин-индуцированного старения.

Ключевые слова: рак молочной железы, гормональная резистентность, тамоксифен, старение, DNMT3A

Для цитирования: Михаевич Е.И., Андреева О.Е., Сорокин Д.В. и др. Тамоксифен и регуляция стресс-индуцирован-
ного старения в клетках рака молочной железы. Успехи молекулярной онкологии 2025;12(3):46–56.
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-46-56

Tamoxifen and regulation of stress-induced senescence in breast cancer cells

E.I. Mikhaevich, O.E. Andreeva, D.V. Sorokin, A.M. Scherbakov, P.B. Kopnin, M.V. Gudkova, M.A. Krasil’nikov

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s :	 Mikhail Alexandrovich Krasil’nikov krasilnikovm1@ya.ru

Introduction. Tumor cells are known not to undergo replicative aging – usually due to hyperactivation of telomerase, 
which restores telomere length during each cell division cycle. However, it is possible to induce aging in tumor cells 
through sublethal doses of cytostatics or irradiation – this is the so-called stress-induced or non-replicative senescence. 
Studying the mechanisms and regulatory pathways of this process is one of the important areas of modern oncology.
Aim. To investigate the mechanisms of doxorubicin-induced senescence in different breast cancer cell subtypes  
and to explore possible approaches to regulating non-replicative aging.
Materials and methods. The experiments were performed on in vitro cultured breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231. 
Cellular senescence was assessed by β-galactosidase activity, morphological changes, and activation of the p53/p21 signaling 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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pathway. Colorimetric assays, reporter analysis, and immunoblotting were used to evaluate the expression and activity 
of cellular proteins. DNA methyltransferase 3A (DNMT3A) knockdown was achieved using a standard lentiviral vector 
encoding antisense RNA against DNMT3A.
Results. A potentiating effect of tamoxifen on doxorubicin-induced senescence – including in estrogen-independent 
breast cancer cells – was demonstrated. Enhanced non-replicative senescence was observed in resistant cells characterized 
by constitutive suppression of DNMT3A expression. For the first time, it was shown that DNMT3A suppression – either via 
decitabine treatment or DNMT3A knockdown – leads to an increase and maintenance of non-replicative senescence  
in MCF-7 cells.
Conclusion. The findings indicate that non-replicative senescence in breast cancer cells can be enhanced and sustained 
in the presence of the antiestrogen tamoxifen, and underscore the key role of DNMT3A in regulating doxorubicin-induced 
senescence.

Keywords: breast cancer, hormonal resistance, tamoxifen, aging, DNMT3A

For citation: Mikhaevich E.I., Andreeva O.E., Sorokin D.V. et al. Tamoxifen and regulation of stress-induced senescence 
in breast cancer cells. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2025;12(3):46–56. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-46-56

Введение
В настоящее время старение и опухолевая трансфор-

мация рассматриваются как 2 основных пути клеточной 
дедифференцировки, ассоциированной с  возрастом  
[1, 2]. Клетки стареющего организма оказываются перед 
выбором: либо дальнейшее сокращение теломер [3–5], 
прекращение деления и переход в состояние програм-
мированного старения (senescence), либо иммортали-
зация и злокачественная трансформация клеток [6, 7]. 
В целом речь идет о 2 независимых путях дедифферен-
цировки, однако в последнее время появились данные 
о возможности частичного перехода опухолевых кле-
ток в состояние senescence, в том числе на фоне про-
тивоопухолевой терапии [8, 9]. Подробно описаны 
феномены клеточного старения, индуцированного 
химиопрепаратами (chemotherapy-induced senescence) 
и облучением (radiation-induced senescence), суть ко-
торых заключается в торможении пролиферации и пе-
реходе опухолевых клеток в  состояние частичного 
старения в условиях действия минимальных, субле-
тальных доз химиопрепаратов или облучения [10]. 
Механизм подобных изменений малоизучен, и даль-
нейшие исследования в этом направлении могут по-
служить основой для  разработки новых подходов 
к противоопухолевой терапии.

Доксорубицин – цитостатический препарат 
из группы антрациклиновых антибиотиков [11]. Он 
является интеркалирующим агентом, а также воздей-
ствует на клеточные мембраны и индуцирует накопле-
ние в клетке активных форм кислорода [12]. Доксору-
бицин получен из  Streptomyces peucetius var. caesius 
в 1970-е годы и широко используется для лечения таких 
опухолей, как рак молочной железы (РМЖ), легкого, 
желудка, яичников, неходжкинской и ходжкинской 
лимфом, сарком и ряда опухолей у детей [13, 14].

Известны 2 основных механизма действия доксо-
рубицина в опухолевой клетке:

• интеркаляция ДНК и нарушение процессов репа-
рации ДНК, которые контролируются топоизоме-
разами;

• генерация свободных радикалов и  повреждение 
ими клеточных мембран, ДНК и белков.
Доксорубицин может индуцировать апоптоз кле-

ток через 24 ч в дозозависимой манере [15, 16]. В от-
личие от апоптоза, старение – относительно стабиль-
ное состояние с активным метаболизмом [17]. Оно 
является более отсроченным по времени эффектом 
доксорубицина. Как клетка делает выбор между гибе-
лью или старением, пока до конца не изучено.

Действие сублетальных доз доксорубицина на нор-
мальные и опухолевые клетки сопровождается торможе-
нием клеточного деления и переходом клеток в состояние 
так называемого преждевременного, нерепликативного 
старения. Эффект сравнительно непродолжительный, 
и спустя определенное время после отмены химиопрепа-
рата клетки могут возвращаться к активному росту.

Цель исследования – изучение механизма доксору-
бицин-индуцированного старения в культивируемых 
in vitro клетках различных подтипов РМЖ и возможных 
путей усиления и поддержания индуцированного ста-
рения в опухолевых клетках.

В экспериментах на клеточных линиях РМЖ раз-
личного происхождения мы показали эффект прежде
временного старения клеток, включая такие классиче-
ские характеристики, как активация р53/р21-сигналинга, 
повышение активности β-галактозидазы, изменение 
морфологии при культивировании клеток с сублеталь-
ными дозами доксорубицина. Продемонстрирована 
возможность индукции и поддержания senescence-фе-
нотипа клеток РМЖ с помощью гормональных цито-
статиков. Впервые обнаружено, что подавление экс-
прессии ДНК метилтрансфераз потенцирует эффект 
преждевременного старения и предотвращает реин-
дукцию опухолевого роста в клетках РМЖ.

Материалы и методы
Эксперименты проводились на культивируемых 

in vitro клетках РМЖ MCF-7 и MDA-MB-231.
Клеточные культуры и реактивы. Клетки РМЖ че-

ловека линий MCF-7 и MDA-MB-231 культивировали 
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в среде DMEM («ПанЭко», Россия), содержавшей 4,5 г/л 
глюкозы, 10 % эмбриональной сыворотки телят (FBS, 
HyClone, США) и гентамицин (50 ед./мл) («ПанЭко», 
Россия) при 37 °С и 5 % СО

2
. Культивирование клеток 

выполняли в инкубаторе NU-5840E (NuAire, США). 
При анализе скорости роста количество клеток опреде-
ляли с помощью МТТ-теста [18] с модификациями, опи-
санными в работе [19]. Тест основан на восстановлении 
живыми клетками реагента МТТ (3-(4,5-диметилтиа-
зол-2)-2,5-дифенилтетразол бромида) (AppliChem, Гер-
мания) в нерастворимые в культуральных средах кри-
сталлы формазана.

Определение активности β-галактозидазы. Для опре-
деления активности β-галактозидазы клетки промыва-
ли 1 мл стерильного фосфатно-солевого буфера (PBS), 
фиксировали в 1 мл 2 % раствора формальдегида в те-
чение 3–5 мин и отмывали в растворе PBS. Фиксиро-
ванные клетки инкубировали 12–16 ч при 37 °С без СО

2
 

в  растворе: 40 мМ фосфатно-цитратного буфера;  
рН 6,0; 5 мМ K

3
Fe(CN)

6
; 5 мМ K

4
Fe(CN)

6
; 2 мМ MgCl

2
; 

150 мМ NaCl; 1 мг/мл X-Gal (5-бромо-4-хлоро-3-индоил-
бета-D-галактопиранозид), затем отмывали в  PBS 
и определяли количество окрашенных клеток под ми-
кроскопом.

Репортерный анализ. Для определения транскрип-
ционной активности рецептора эстрогенов α (ERα) 
проводили трансфекцию клеток плазмидой, содержав-
шей ген – репортер люциферазы, любезно предостав-
ленной George Reid, под контролем промотора с эстро-
ген-респонсивным элементом [20]. Для  контроля 
за эффективностью и потенциальной токсичностью 
процедуры трансфекции применяли котрансфекцию 
клеток плазмидой, содержавшей ген β-галактозидазы, 
как описано ранее в работе [19]. Активность люцифе-
разы измеряли по протоколу производителя набора 
реагентов (Promega, США) на  люминометре Tecan 
Infinite M200 Pro (Tecan, Швейцария). Активность лю-
циферазы выражали в условных единицах как отно-
шение уровня хемилюминесцентного сигнала к уров-
ню оптической плотности, обнаруженной в  тесте 
с β-галактозидазой [19].

Иммуноблоттинг. Для получения тотального кле-
точного экстракта к образцам клеток добавляли буфер 
следующего состава: 50 мM Трис-HCl pH 7,4; 1  % 
Igepal CA-630; 150 мM NaCl; 1 мM тетраацетата эти-
лендиамина; 1 мM дитиотреитола; 1 мкг/мл апроти-
нина, лейпептина и пепстатина; 1 мM фторида натрия 
и ортованадата натрия (Merck, США). Образцы кле-
точных экстрактов центрифугировали (10 000g, 10 мин, 
4 °C, центрифуга Eppendorf 5417R) и проводили элек-
трофорез и иммуноблоттинг, как описано ранее в рабо-
те [21]. В цитозольных экстрактах исследовали содер-
жание Snail, p21, p53 и его формы, фосфорилированной 
по остатку Ser15, ERα, GREB1, циклина D1, CDK4, 
CDK6, PARP и  его расщепленной формы (Cell 
Signaling Technology, США). Для контроля за эффек-
тивностью иммуноблоттинга использовали антитела 

к α-тубулину (Cell Signaling Technology, США). Детек-
цию хемилюминесценции проводили по протоколу, 
описанному в работе D. Mruk и C. Cheng [22].

Нокдаун ДНК-метилтрансферазы 3A (DNMT3A). 
Для получения лентивирусных частиц упаковочные клет-
ки HEK283FT (Thermo Fisher Scientific, США) котран-
сфицировали плазмидой pLKO. 1-TRC (Addgene, США), 
кодирующей целевые шпилечные РНК (shRNA), и вспо-
могательными упаковочными плазмидами pΔR8.2 
(Addgene, США) и pVSV-G (Addgene, США). Для полу-
чения shRNA DNMT3A использованы следующие прай-
меры: Forward 5’ – CCGGGCCAAGGTCATTGCAGGA-
ACTCGAGTTCCTGCAATGACCTTGGCTTTTTG-3’; 
Reverse 5’ – AATTCAAAAAGCCAAGGTCATTGCAGGA-
ACTCGAGTTCCTGCAATGACCTTGGC-3’.

Трансфекцию проводили с использованием реаген-
та GenJect-39TM (Molecta, Россия). Для получения 
вирусных частиц кондиционированную среду собирали 
через 24 и 48 ч после трансфекции. Клетки MCF-7 ин-
кубировали с кондиционированной средой и 8 мкг/мл 
полибрена (Sigma, США). Для последующего отбора ин-
фицированных клеток в течение 4–5 дней использовали 
пуромицин (Sigma, США) в концентрации 1 мкг/мл.

Статистическая обработка данных. Статистическую 
обработку полученных данных проводили в програм-
ме Microsoft Excel. Во всех случаях различия считали 
значимыми при p <0,05.

Результаты
Эксперименты проводили на клетках эстрогенза-

висимого РМЖ линии MCF-7 (люминальный А под-
тип), эстрогеннезависимой сублинии MCF-7/T, полу-
ченной в  результате длительного культивирования 
клеток родительской линии в присутствии антиэстро-
гена тамоксифена, и клетках эстрогеннезависимого 
РМЖ MDA-MB-231 (трижды негативный рак).

Доксорубицин-индуцированное старение клеток 
MCF-7. Результаты сравнительного анализа чувстви-
тельности клеточных линий к доксорубицину проде-
монстрировали относительно одинаковый уровень чув-
ствительности клеток MCF-7 и MDA-MB-231; в то же 
время тамоксифенрезистентные клетки MCF-7/T отли-
чались существенно более высокой чувствительностью 
к доксорубицину (рис. 1).

При исследовании влияния доксорубицина на ак-
тивность β-галактозидазы установлено, что культиви-
рование клеток MCF-7 в присутствии 0,2 мкМ этого 
препарата в течение 3 сут с последующим переводом 
в среду без него сопровождается выраженным повыше-
нием активности β-галактозидазы на фоне частичного 
блока пролиферации и характерных изменений морфо-
логии клеток, в том числе увеличения размеров, изме-
нения формы и пластичности клеток (рис. 2, а).

Как известно, индуцированное химиопрепаратами 
преждевременное старение сопровождается активаци-
ей р53-сигналинга, определяющего в итоге остановку 
клеточного деления и  переход клеток в  состояние 
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senescence. Анализ профиля сигнальных белков в клетках 
MCF-7, предобработанных доксорубицином, выявил 
типичную для нерепликативного старения активацию 
р53 и р21, сопровождавшуюся подавлением экспрессии 
циклинзависимых киназ CDK 4 и 6 (рис. 2, б).

Результаты исследования влияния доксорубицина 
на эстрогеновый сигналинг показали существенное 
снижение экспрессии рецептора эстрогенов (рис. 3, а) 
и подавление транскрипционной активности послед-
него (рис. 3, б).

Влияние тамоксифена на доксорубицин-индуцирован-
ное старение клеток MCF-7. В какой мере подавление 
эстрогенового сигналинга ассоциировано с развитием 
доксорубицин-индуцированного старения? Для ответа 
на этот вопрос проведен анализ влияния антиэстрогена 
тамоксифена на эффективность нерепликативного ста-
рения клеток. Обнаружено, что культивирование клеток 
MCF-7, предобработанных доксорубицином, в присут-
ствии тамоксифена сопровождается значительным по-
вышением активности β-галактозидазы (рис. 4, а).  
Тамоксифен приводит к подавлению эстрогенового сиг-

Рис. 1. Чувствительность клеток рака молочной железы к доксорубици-
ну. Клетки MCF-7, MDA-MB-231 и MCF-7/T культивировали в присут-
ствии 0,2 мкМ доксорубицина в течение 3 сут с дальнейшим определени-
ем количества выживших клеток с помощью МТТ-теста. Представлено 
количество выживших клеток в  процентах относительно контроля
Fig. 1. Sensitivity of breast cancer cells to doxorubicin. MCF-7, MDA-MB-231 
and MCF-7/T cells were cultured in  the  presence of  0.2 μM doxorubicin  
for 3 days with subsequent determination of the cell viability using the MTT test. 
The number of viable cells is shown as a percentage of the control

Рис. 3. Доксорубицин и эстрогеновый сигналинг в клетках MCF-7. Клетки MCF-7 культивировали в течение 3 сут без добавок или в присутствии 
0,2 мкМ доксорубицина с его последующей отменой на 5 сут. Представлены результаты иммуноблоттинга образцов клеток с антителами к ре-
цептору эстрогенов α (ERα) (а) и определения транскрипционной активности ERα методом репортерного анализа (б)
Fig. 3. Doxorubicin and estrogen signaling in MCF-7 cells. MCF-7 cells were cultured in the absence or in the presence of 0.2 μM doxorubicin for 3 days, 
followed by its withdrawal for 5 days. The results of immunoblotting of cell samples with antibodies to estrogen receptor α (ERα) (а) and determination of ERα 
transcriptional activity by reporter assay (б) are presented
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Рис. 2. Влияние доксорубицина на активность β-галактозидазы и профиль сигнальных белков в клетках MCF-7. Клетки MCF-7, культивирован-
ные в течение 3 сут в отсутствие (контроль) или в присутствии 0,2 мкМ доксорубицина с последующим переводом в стандартную среду и окра-
ской на β-галактозидазу (a) и иммуноблоттингом белков (б). Представлены результаты одного из 3 независимых экспериментов
Fig. 2. Effect of doxorubicin on β-galactosidase activity and signaling protein profile in MCF-7 cells. MCF-7 cells cultured for 3 days in the absence (control) 
or presence of 0.2 μM doxorubicin (doxorubicin), followed by transfer to standard medium and staining for β-galactosidase (а) and immunoblotting of proteins (б). 
Results from one of three independent experiments are presented
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налинга на фоне практически неизменной экспрессии ER 
и частичному снижению ростового сигналинга без замет-
ной активации апоптотических белков (рис. 4, б), 
что поддерживает клетки в состоянии пролифератив-
ного блока и старения. Следует отметить, что действие 
этого препарата на исходные клетки MCF-7 в отсутст-
вие доксорубицина не сопровождается сколько-нибудь 
заметным накоплением β-галактозидазы и клеточным 
старением (рис. 5, а), что свидетельствует о необходи-
мости предактивации апоптотического сигналинга 
р53/р21 при нерепликативном старении клеток.

При оценке пролиферативного статуса доксоруби-
цин-индуцированных клеток мы показали, что после 
отмены препарата клетки постепенно, в течение 10 сут, 
переходят к стадии активной пролиферации. Добавле-
ние тамоксифена поддерживает senescence-фенотип 
клеток и предотвращает реиндукцию опухолевого ро-
ста (рис. 5, б). Полученные результаты свидетельству-
ют о потенциальной способности тамоксифена под-
держивать клеточный арест и  усиливать эффект 
преждевременного старения клеток эстрогензависи-
мого РМЖ.

Рис. 4. Влияние тамоксифена на активность β-галактозидазы и профиль сигнальных белков в клетках MCF-7, предобработанных доксорубицином: 
а – окраска на β-галактозидазу; б – иммуноблоттинг белков. Клетки MCF-7 культивировали в течение 3 сут в присутствии 0,2 мкМ доксору-
бицина с его последующей отменой и культивированием в течение 3 сут без добавок (доксорубицин) и в присутствии 5 мкМ тамоксифена (док-
сорубицин + тамоксифен). Представлены результаты одного из 3 независимых экспериментов
Fig. 4. Effect of tamoxifen on β-galactosidase activity and signaling protein profile in MCF-7 cells pretreated with doxorubicin: а – staining for β-galactosidase;  
б – immunoblotting of proteins. MCF-7 cells were cultured for 3 days in the presence of 0.2 μM doxorubicin, then withdrawn and cultured for 3 days without 
additions (doxorubicin) and in the presence of 5 μM tamoxifen (doxorubicin + tamoxifen). Results of one of three independent experiments are presented
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Рис. 5. Тамоксифен и регуляция опухолевого роста: а – окраска на β-галактозидазу клеток MCF-7 до (контроль) и после (тамоксифен) культи-
вирования с тамоксифеном (5 мкМ, в течение 3 сут); б – световая микроскопия клеток MCF-7, культивированных в течение 3 сут в присутст-
вии 0,2 мкМ доксорубицина и затем 10 сут в среде без доксорубицина без добавок (доксорубицин) и в присутствии 5 мкМ тамоксифена (доксору-
бицин + тамоксифен)
Fig. 5. Tamoxifen and regulation of tumor growth: а – β-galactosidase staining of MCF-7 cells before (control) and after (tamoxifen) cultivation with tamoxifen 
(5 μM, 3 days); б – light microscopy of MCF-7 cells cultured for 3 days in the presence of 0.2 μM doxorubicin and then 10 days in medium without doxorubicin 
without additiones (doxorubicin) and in the presence of 5 μM tamoxifen (doxorubicin + tamoxifen)
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Доксорубицин-индуцированное старение клеток 
эстрогеннезависимого рака молочной железы. Как из-
вестно, резистентность клеток РМЖ к тамоксифену, 
как врожденная, так и приобретенная, является одним 
из основных факторов, ограничивающих противоопу-
холевый эффект гормональной терапии. С учетом опи-
санного выше участие тамоксифена в поддержании 
доксорубицин-индуцированного старения представля-
ло безусловный интерес и обусловливает важность ис-
следования  эффективности индуцированного старения 
в тамоксифенрезистентных клетках РМЖ. Эксперимен-
ты проводились на модели врожденной гормональной 
резистентности – на клетках трижды негативного РМЖ 
MDA-MB-231 и на клетках с приобретенной резистент-
ностью к тамоксифену MCF-7/T, полученных в резуль-
тате длительного культивирования родительских клеток 
MCF-7 с этим препаратом. Как отмечалось выше, вы-
явлено, что чувствительность к рост-ингибирующему 
действию доксорубицина клеток MCF-7 сравнима с чув-
ствительностью клеток MDA-MB-231, в  то  время 
как клетки MCF-7/T отличались существенно более вы-
сокой чувствительностью к этому препарату (см. рис. 1). 
Как и в случае с клетками MCF-7, прекультивирова-
ние резистентных клеток MCF-7/T и MDA-MB-231 
с доксорубицином в течение 3 сут приводит к индук-
ции характерных для стареющих клеток изменений: 
активации β-галактозидазы, клеточному аресту (рис. 6) 

и активации р53/р21-сигналинга (рис. 7). При этом 
резистентные клетки MCF-7/T отличаются значитель-
но более выраженной активацией β-галактозидазы 
под действием доксорубицина, что коррелирует с боль-
шей чувствительностью этих клеток к рост-ингибиру-
ющему действию данного препарата. Добавление  
тамоксифена сопровождается дополнительной актива-
цией β-галактозидазы, причем даже в рецептор-отри-
цательных клетках MDA-MB-231, что свидетельствует 
о возможных рецепторнезависимых эффектах этого 
лекарственного средства.

Следует отметить, что если клетки MCF-7 экспрес-
сируют р53 дикого типа, то для клеток MDA-MB-231 
характерна онкогенная мутация p53-R280K, блокиру-
ющая апоптотический потенциал р53 [23]. Согласно 
представленным результатам, несмотря на мутантный 
р53, клетки MDA-MB-231 отвечают на доксорубицин 
и активацией р21 – одного из основных физиологичес
ких блокаторов клеточного цикла, и остановкой кле-
точного деления, что свидетельствует о реализации 
в данном случае р53-независимого механизма блока 
пролиферации и апоптоза.

В  целом полученные данные свидетельствуют 
о  плейотропных эффектах тамоксифена в  клетках 
РМЖ, приводящих, в том числе в эстрогеннезависимых 
клетках, к частичному клеточному аресту и дополни-
тельной стимуляции нерепликативного старения.

Рис. 6. Тамоксифен и резистентные клетки. Клетки MCF-7/T и MDA-MB-231 культивировали в течение 3 сут без добавок (а) и в присутствии 
0,2 мкМ доксорубицина (б, в) с последующей отменой доксорубицина и продолжением культивирования без добавок (б) и в присутствии 5 мкМ 
тамоксифена (в) в течение 3 сут. Окраска на β-галактозидазу
Fig. 6. Tamoxifen and resistant cells. MCF-7/T and MDA-MB-231 cells were cultured for 3 days without additiones (a) and in  the presence of 0.2 μM 
doxorubicin (б, в), followed by withdrawal of doxorubicin and continued cultivation without additiones (б) and in the presence of 5 μM tamoxifen (C) for 3 days. 
Staining for β-galactosidase
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ДНК метилтрансферазы, апоптотический сигналинг 
и нерепликативное старение. Согласно полученным ра-
нее данным,  длительное культивирование клеток 
MCF-7 c тамоксифеном приводит к выраженному по-

давлению экспрессии и активности DNMT3А. Мы 
продемонстрировали, что формирование эстрогенне-
зависимого фенотипа может быть ассоциировано 
с конститутивным подавлением DNMT3А и активацией 

Рис. 7. Тамоксифен и резистентные клетки: иммуноблоттинг образцов клеток. Клетки MCF-7/T и MDA-MB-231 культивировали с доксоруби-
цином (Dox) и  тамоксифеном (Tam) по  схеме, приведенной на  рис. 6. Представлены результаты одного из  3 независимых экспериментов.  
ERα – рецептор эстрогенов α
Fig. 7. Tamoxifen and resistant cells: Immunoblotting of cell samples. MCF-7/T and MDA-MB-231 cells were cultured with doxorubicin (Dox) and tamoxifen (Tam) 
as shown in fig. 6. Results from one of three independent experiments are shown. ERα – estrogen receptor α
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Рис. 8. Децитабин и доксорубицин-индуцированное старение клеток MCF-7. Клетки MCF-7 без обработки (а) и предобработанные доксорубицином 
(Dox) (б) культивировали в отсутствие или в присутствии ингибитора DNMT децитабина (DAC) в течение 3 сут с последующим определением актив-
ности β-галактозидазы, затем проводили иммуноблоттинг клеточных экстрактов (в). Восстановление клеточного роста через 10 сут после предо-
бработки доксорубицином и культивирования клеток с децитабином – световая микроскопия (г). ERα – рецептор эстрогенов α 
Fig. 8. Decitabine and doxorubicin-induced senescence of MCF-7 cells. MCF-7 cells, untreated (a) and pretreated with doxorubicin (б), were cultured in the absence 
or presence of the DNMT inhibitor decitabine (DAC) for 3 days, followed by determination of β-galactosidase activity, then immunoblotting was performed of cell 
extracts (в). Restoration of cell growth 10 days after doxorubicin pretreatment and cell cultivation with decitabine – light microscopy (г). ERα – estrogen receptor α
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апоптотического сигналинга. Эти изменения харак-
терны также для клеток MCF-7/T и MDA-MB-231 
[24].

В проведенных экспериментах для исследования 
роли DNMT в индукции нерепликативного старения 
клетки MCF-7 без обработки и предобработанные док-
сорубицином культивировали в присутствии ингибито-
ра DNMT децитабина с последующим определением 
активности β-галактозидазы и экспрессии профильных 
сигнальных белков. Как и в случае с тамоксифеном, дейст-
вие децитабина на необработанные клетки не приводило 
к повышению активности β-галактозидазы (рис. 8, а).  
В то же время культивирование с децитабином клеток, 
предобработанных доксорубицином, поддерживало вы-
сокий уровень β-галактозидазы, сопровождалось сти-
муляцией в клетках р53-сигналинга (рис. 8, б, в) и при-
водило к  последующему торможению реиндукции 
опухолевого роста (рис. 8, г).

Участие DNMT3A в регуляции нерепликативного 
старения подтверждено в экспериментах по нокдауну 
DNMT3A при трансфекции shRNA DNMT3A. Мы по-
казали, что подавление экспрессии DNMT3A (рис. 9, а) 
приводит к заметному снижению скорости роста (рис. 9, б) 

и поддержанию высокого уровня (рис. 9, в) β-галак-
тозидазы в клетках MCF-7, предобработанных доксо-
рубицином.

В  целом полученные данные свидетельствуют 
о том, что подавление DNMT3A относится к числу 
факторов, поддерживающих нерепликативное старе-
ние опухолевых клеток, и позволяют рассматривать 
соединения – негативные регуляторы DNMT3A – 
в качестве агентов, стабилизирующих состояние кле-
точного старения и предотвращающих реиндукцию 
опухолевого роста.

Обсуждение
Хорошо известно, что одним из ключевых свойств 

опухолевой клетки является иммортализация – отсут-
ствие репликативного старения, характерного для со-
матических клеток [25]. В его основе лежит исходно 
ограниченное (в результате неизбежного сокращения 
длины теломер, концевых повторов ДНК, при каждом 
цикле деления) число делений, которое может претер-
петь соматическая клетка. В подавляющем большин-
стве опухолевых клеток репликативное старение 
не происходит благодаря гиперактивации теломера-

Рис. 9. Нокдаун ДНК-метилтрансферазы 3А (DNMT3A) и чувствительность клеток MCF-7 к доксорубицин-индуцированному старению. Экс-
прессия DNMT3A в клетках, трансфицированных shDNMT3A (а). Восстановление роста (б) и активность β-галактозидазы (в) в контрольных 
и shDNMT3A-трансфицированных клетках после предобработки доксорубицином
Fig. 9. DNA-methyltransferase 3A (DNMT3A) knockdown and sensitivity of  MCF-7 cells to  doxorubicin-induced senescence. DNMT3A expression 
in shDNMT3A-transfected cells (а). Growth restoration (б) and β-galactosidase activity (в) in control and shDNMT3A-transfected cells after doxorubicin 
pretreatment
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зы – фермента, восстанавливающего длину теломер. 
Такая способность опухолевых клеток к неограничен-
ному делению во многом определяет высокий уровень 
злокачественности опухолей, их быстрый рост и рас-
пространение по всему организму.

В то же время сравнительно недавно обнаружен 
эффект так называемого нерепликативного старения 
опухолевых клеток, индуцированный сублетальными 
дозами химиопрепаратов или облучением. Клетки после 
такого воздействия не погибают, но прекращают делить-
ся и постепенно приобретают фенотип классических 
стареющих клеток (senescence phenotype), для которого 
характерны гиперактивация β-галактозидазы, измене-
ние морфологии, снижение ростового сигналинга и ак-
тивация апоптотического сигналинга. Характерной 
особенностью стареющих клеток является формирова-
ние специфического секретома – SASP (senescence-
associated secretory phenotypes), в состав которого входят 
биологически активные соединения разнонаправленно-
го действия, в том числе цитокины, ростовые факторы, 
хемокины, проапоптотические факторы и проч. [26, 27]. 
Установлено, что определенную роль в реализации эф-
фектов SASP играют экзосомы, продуцируемые старе-
ющими клетками и доставляющие в окружающие клет-
ки-реципиенты отдельные факторы SASP [28, 29]. 
Основное внимание исследователей направлено на из-
учение дистанционных, пара- и аутокринных эффектов 
SASP, определяющих собственно дальнейшую судьбу 
стареющих опухолевых клеток. Существуют 2 варианта 
нерепликативного старения: оно оказывается необра-
тимым, и в опухолевых клетках в течение неопределен-
ного времени поддерживается senescence-фенотип, 
или  происходит реиндукция опухолевого роста, 
и клетки возвращаются к стадии активной пролифе-
рации. Оба варианта в той или иной степени регули-
руются факторами SASP [30, 31]. Отдельный интерес 
представляют паракринные эффекты SASP, а именно – 
влияние клеток, находящихся в состоянии нереплика-
тивного старения, на окружающие ткани. В первую 
очередь это индукция senescence-подобных и опухоле-
подобных изменений в окружающих клетках, в том 
числе хромосомной нестабильности, метаболического 
репрограммирования, а также активация сигнальных 
каскадов, что может стимулировать процесс нерепли-
кативного старения или опухолевую трансформацию 
в окружающей ткани [32].

Современные подходы к исследованию нереплика-
тивного старения опухолевых клеток включают разра-
ботку способов предотвращения реиндукции опухоле-
вого роста и поддержания клеток в состоянии senescence 
и поиск и изучение соединений-синолитиков, направ-
ленно воздействующих на senescence-клетки и снижа-
ющих паракринную активность SASP-факторов.

В настоящей работе использована модель доксо-
рубицин-индуцированного старения клеток РМЖ. 
По данным литературы [33] и результатам нашего ис-

следования, культивирование клеток MCF-7 с субле-
тальными дозами доксорубицина приводит к форми-
рованию характерного фенотипа классических 
стареющих клеток – пролиферативному блоку, повы-
шению активности β-галактозидазы, активации  
р53/р21-сигналинга. Установлено, что присутствие 
антиэстрогена тамоксифена усиливает и поддерживает 
клеточный арест и сопровождается резким повышени-
ем активности β-галактозидазы, что свидетельствует 
о свойстве этого препарата потенцировать доксоруби-
цин-индуцированное старение клеток РМЖ. Такой же 
потенцирующий эффект тамоксифена подтвержден 
в экспериментах на тамоксифенрезистентной субли-
нии MCF-7/T, отличающейся изначально более высо-
кой чувствительностью к доксорубицину и относитель-
но низкой – к  рост-ингибирующему действию 
тамоксифена. И в наших предыдущих исследованиях, 
и в работах других авторов отмечалась возможность 
off-target-эффектов тамоксифена, развивающихся 
без участия эстрогенового сигналинга [34–36]. Скорее 
всего, в случае с тамоксифенрезистентными клетками 
мы сталкиваемся с подобным действием данного пре-
парата, результатом которого является усиление эф-
фектов нерепликативного старения. Подтверждением 
этому являются результаты экспериментов на клетках 
трижды негативного РМЖ MDA-MB-231: добавление 
тамоксифена к доксорубицин-индуцированным клет-
кам сопровождалось усилением пролиферативного 
блока и  гиперактивацией β-галактозидазы. Таким 
образом, тамоксифен можно отнести к соединениям, 
усиливающим и поддерживающим клетки РМЖ в со-
стоянии нерепликативного старения.

Ранее мы обнаружили, что клетки резистентного 
РМЖ, такие как MCF-7/Т и MDA-MB-231, гиперчув-
ствительные к доксорубицин-индуцированному старе-
нию, отличаются низким уровнем DNMT3A, и показа-
ли возможность негативной регуляции DNMT3A 
тамоксифеном  [24]. Результаты настоящей работы про-
демонстрировали, что подавление DNMT3A в присут-
ствии децитабина или при нокдауне DNMT3A с помо-
щью shRNA обеспечивает усиление и  сохранение 
senescence-фенотипа в клетках MCF-7, что позволяет 
рассматривать снижение активности DNMT3A 
как один из факторов, участвующих в поддержании 
нерепликативного старения клеток.

Заключение
В ходе исследования установлена возможность усиле-

ния и поддержания нерепликативного старения в клетках 
РМЖ в присутствии антиэстрогена тамоксифена незави-
симо от степени гормональной зависимости клеток, что, 
скорее всего, является следствием нерецепторной актив-
ности тамоксифена. Впервые установлено, что подавле-
ние экспрессии ДНК метилтрансферазы 3А потенцирует 
эффект преждевременного старения и предотвращает 
реиндукцию опухолевого роста в клетках РМЖ.
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Ген рецептора урокиназы PLAUR  
как регулятор экспрессии генов эпителиально-
мезенхимального перехода и миграции  
клеток глиом и нейробластом

А. В. Ласица1, М. И. Антипина1, Д. А. Назарова1, К. А. Рубина2, В. Ю. Сысоева2, Е. В. Семина1, 2

1Лаборатория трансляционных исследований, ОНК «Институт медицины и наук о жизни», ФГАОУ ВО «Балтийский 
федеральный университет им. И. Канта»; Россия, 236041 Калининград, ул. Университетская, 2; 
2лаборатория морфогенеза и репарации тканей, Медицинский научно-образовательный институт, 
ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»; Россия, 119234 Москва, 
Ломоносовский пр-кт, 27, корп. 10

К о н т а к т ы :	Е катерина Владимировна Семина e-semina@yandex.ru

Введение. Белки урокиназной системы, включающие сериновую протеазу – урокиназу (uPA), ее рецептор (uPAR) 
и ингибиторы PAI-1 и PAI-2, играют ключевую роль в биологии опухолей, влияя на клеточную пролиферацию и рост 
опухоли, инвазию, метастазирование и ангиогенез. Несмотря на доказанную роль этих белков в канцерогенезе 
многих типов опухолей, до сих пор недостаточно изучены механизмы, лежащие в основе их действия, в том числе 
влияние на миграцию клеток, эпителиально-мезенхимальный переход и стволовость.
Цель исследования – оценить влияние гиперэкспрессии гена рецептора урокиназы PLAUR на экспрессию генов 
адгезии и стволовости и миграцию клеток глиомы и нейробластомы человека.
Материалы и методы. В исследовании использованы 2 клеточные линии глиомы человека (U87 и U251) и клеточ-
ная линия нейробластомы человека SH-SY5Y. Для  гиперэкспрессии гена PLAUR создана плазмида и  проведена 
трансфекция опухолевых клеток. Для оценки относительной экспрессии генов использовали полимеразную цепную 
реакцию в реальном времени. Для оценки миграции клеток применяли тест на заживления раны (Wound Healing 
Assay) и анализ изображений в программе ImageJ с использованием плагина MRI Wound Healing Tool. Статистический 
анализ результатов выполняли с помощью программного обеспечения GraphPad Prizm v.10.
Результаты. Высокая экспрессия гена рецептора урокиназы PLAUR сопряжена с существенным повышением миг-
рации клеток и сложными фенотипическими изменениями в клетках глиомы U251 c индукцией экспрессии генов 
CD56, CDH1, CDH2, ZEB2, SOX2; в клетках глиомы U87 c индукцией экспрессии генов PLAU, CD56, CDH1, ZEB1, ZEB2, SNAI1, 
SNAI2, SOX2, NANOG и подавлением экспрессии генов CDH2; в клетках нейробластомы SH-SY5Y с индукцией экспрес-
сии генов CD56, CDH1, ZEB1, ZEB2, SNAI2, SOX2 и подавлением экспрессии гена урокиназы PLAU по сравнению с транс-
фицированными контрольной плазмидой pGFP клетками.
Заключение. Полученные результаты подчеркивают сложность регуляции процессов канцерогенеза с участием гена 
PLAUR и углубляют наше понимание биологии опухолей. Высокая экспрессия гена PLAUR в клетках опухоли усили-
вает их миграцию за счет индукции экспрессии генов SNAI1/2 и ZEB1/2 – ключевых транскрипционных факторов, 
инициирующих эпителиально-мезенхимальный переход.

Ключевые слова: рецептор урокиназы, PLAUR, uPAR, глиома, нейробластома, эпителиально-мезенхимальный пере-
ход, миграция клеток

Для цитирования: Ласица А. В., Антипина М. И., Назарова Д. А. и др. Ген рецептора урокиназы PLAUR как регулятор 
экспрессии генов эпителиально-мезенхимального перехода и миграции клеток глиом и нейробластом. Успехи мо-
лекулярной онкологии 2025;12(3):57–69.
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-57-69
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Urokinase receptor gene PLAUR as a regulator of epithelial-mesenchymal transition gene 
expression and migration of glioma and neuroblastoma cells

A. V. Lasitsa1, M. I. Antipina1, D. A. Nazarova1, K. A. Rubina2, V. Yu. Sysoeva2, E. V. Semina1, 2

1Laboratory of Translational Research, Institute of Medicine and Life Sciences, I. Kant Baltic Federal University; 2 Universitetskaya St., 
Kaliningrad 236041, Russia; 
2Laboratory of Mechanisms of Morphogenesis and Tissue Repair, Medical Research and Education Institute, Lomonosov Moscow State 
University; Bld. 10, 27 Lomonosovsky Prospekt, Moscow 119234, Russia

C o n t a c t s :	 Ekaterina Vladimirovna Semina e-semina@yandex.ru

Introduction. The proteins of the urokinase system, including serine protease urokinase (uPA), its receptor (uPAR), and 
inhibitors PAI-1 and PAI-2, play a key role in tumor biology by influencing cellular proliferation and tumor growth, invasion, 
metastasis, and angiogenesis. Despite the established role of these proteins in the carcinogenesis of many tumor types, 
the mechanisms underlying their action, including their effects on cell migration, epithelial-mesenchymal transition, 
and stemness, remain insufficiently studied.
Aim. To evaluate the influence of the urokinase receptor gene PLAUR on the expression of adhesion and stemness genes, 
as well as on the migration of human glioma and neuroblastoma cells.
Materials and methods. The study utilized two human glioma cell lines, U87 and U251, and the human neuroblastoma 
cell line SH-SY5Y. To  achieve the  overexpression of  the  PLAUR gene, a  non-viral plasmid was created, followed  
by the  transfection of  the  cells. Relative gene expression was assessed using real-time polymerase chain reaction.  
For evaluating cell migration, a Wound Healing Assay was performed, with image analysis conducted using ImageJ software 
and MRI Wound Healing Tool. Statistical analysis of the results was carried out using GraphPad Prism v.10.
Results. High expression of the urokinase receptor gene PLAUR is associated with a significant increase in cell migration 
and complex phenotypic changes. Specifically, in U251 glioma cells, there is an induction of the expression of the genes 
CD56, CDH1, CDH2, ZEB2, and SOX2. In U87 glioma cells, the expression of the genes PLAU, CD56, CDH1, ZEB1, ZEB2, SNAI1, 
SNAI2, SOX2, and NANOG is induced, while the expression of the gene CDH2 is suppressed. In SH-SY5Y neuroblastoma 
cells, there is an induction of the expression of the genes CD56, CDH1, ZEB1, ZEB2, SNAI2, and SOX2, along with a suppression 
of the expression of the urokinase gene PLAU compared to cells transfected with the control plasmid pGFP.
Conclusion. The results highlight the complexity of the regulation of carcinogenesis processes involving the PLAUR gene 
and deepen our understanding of tumour biology. High expression of the PLAUR gene may enhance the activity and 
invasion of tumor cells by regulating the epithelial-mesenchymal transition and altering the expression of key transcription 
factors.

Keywords: urokinase receptor, PLAUR, uPAR, glioma, neuroblastoma, epithelial-mesenchymal transition, cell migration

For citation: Lasitsa A. V., Antipina M. I., Nazarova D. A. et al. Urokinase receptor gene PLAUR as a regulator of epithelial- 
mesenchymal transition gene expression and migration of glioma and neuroblastoma cells. Uspekhi molekulyarnoy on-
kologii = Advances in Molecular Oncology 2025;12(3):57–69. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-57-69

Введение
Урокиназная система, включающая сериновую 

протеазу – урокиназу (uPA), ее высокоспецифичный 
рецептор (uPAR) и ингибиторы PAI-1 и PAI-2, актив-
но регулирует процессы распада фибрина, восстанов-
ление тканей и реконструкцию внеклеточного мат-
рикса [1]. Ген PLAUR у человека кодирует белок uPAR, 
играющий ключевую роль в ремоделировании тканей 
и деградации внеклеточного матрикса – процессов, 
которые способствуют инвазии и метастазированию 
злокачественных опухолей [2, 3]. Кроме того, uPAR 
может активировать ангиогенез, что обеспечивает опу-
холь необходимыми питательными веществами и кис-
лородом для ее роста [2]. Результаты исследований 
показывают, что экспрессия PLAUR повышается в раз-
личных типах опухолей, в том числе в глиомах и ней-
робластомах, и ассоциирована с неблагоприятным 
прогнозом [4–8].

Глиомы представляют собой группу наиболее рас-
пространенных злокачественных опухолей централь-
ной нервной системы [9]. Их лечение часто включает 
хирургическое вмешательство, лучевую и химиотера-
пию, однако прогноз при  высокозлокачественных 
формах глиом остается неблагоприятным. Нейробла-
стома представляет собой злокачественное новообра-
зование с неясным механизмом спонтанной регрессии 
или дифференциации и в основном встречается у де-
тей [10]. Клинические проявления этого заболевания 
неоднородны: его течение варьирует от благоприятно-
го до тяжелого, с обширным метастазированием. Не-
смотря на увеличение 5-летней безрецидивной выжи-
ваемости, в  различных подгруппах смертность 
при  нейробластоме существенно различается [11]. 
Повышенные уровни экспрессии uPA и ее рецептора 
uPAR предсказывают неблагоприятные исходы и ча-
стые рецидивы у пациентов с данной опухолью [12]. 

mailto:e-semina@yandex.ru
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Результаты исследований демонстрируют прямую связь 
между высокими концентрациями uPA и uPAR и степе-
нью злокачественности опухолей, что подчеркивает 
их ключевую роль в патогенезе заболевания.

В процессе канцерогенеза эпителиально-мезенхи-
мальный переход (ЭМП) играет ведущую роль в при
обретении инвазивного потенциала клетками глиом 
и нейробластом. Важным отличительным признаком 
ЭМП является изменение экспрессии трансмембранных 
гликопротеинов, участвующих в клеточной адгезии.

Результаты проведенных нами ранее исследований 
на клетках нейробластомы показали, что экспрессия 
uPAR необходима для поддержания их эпителиально-
го фенотипа, а нокаут uPAR способствует ЭМП и уси-
лению миграции клеток [1]. При  этом подавление 
экспрессии uPAR коррелирует с дормантностью, химио
резистентностью (нечувствительностью к цисплатину 
и доксорубицину) и образованием метастазов на мыши-
ной модели in vivo [12]. Мы выявили, что изначально 
высокая экспрессия гена PLAUR предсказывает низкие 
показатели выживаемости при нейробластоме у челове-
ка, а при рецидивирующих нейробластомах наблюдает-
ся значительное понижение экспрессии гена PLAUR. 
В совокупности эти данные подчеркивают сложность 
регуляции процессов канцерогенеза, в которых участ-
вует ген uPAR. Однако, несмотря на установленную па-
тогенетическую роль экспрессии uPAR в различных 
типах опухолей, механизмы его действия, включая вли-
яние на клеточную миграцию, ЭМП и стволовость, 
остаются недостаточно изученными.

Цель исследования – оценить влияние гиперэкс-
прессии гена рецептора урокиназы PLAUR на экс-
прессию генов адгезии и стволовости и миграцию 
клеток глиомы и нейробластомы человека.

Материалы и методы
Клеточные линии. Для работы использованы кле-

точные линии мультиформной глиобластомы челове-
ка U251 и  U87 и  линия нейробластомы человека  
SH-SY5Y.

Клетки культивировали в полноценной среде роста 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), содержа-
щей 4,5 г/л глюкозы («ПанЭко», Россия), 10 % феталь-
ной бычьей сыворотки (FBS; Capricorn Scientific, Герма-
ния) и раствор антибиотика/антимикотика (Capricorn 
Scientific, Германия; рабочая концентрация 100 мг/мл). 
Культивирование клеток проводили в клеточном инку-
баторе при 37 °C и 5 % CO

2
. Замену среды осуществляли 

по необходимости, но не реже чем 1 раз в 3 дня. При до-
стижении 80–90 % конфлюентности клетки пассирова-
ли. Для этого среду удаляли, клетки однократно промы-
вали раствором PBS (phosphate buffered saline; Capricorn 
Scientific, Германия) и инкубировали 3–5 мин в 1 % рас-
творе трипсина (Capricorn Scientific, Германия). Для де-
загрегации раствор с клетками и полноценной средой 
роста пипетировали и рассаживали на новые культу-
ральные чашки в соотношении 1:4–1:5.

Получение плазмиды для гиперэкспрессии гена ре-
цептора урокиназы. Ген uPAR PLAUR выделяли из ма-
тричной РНК (мРНК) нормальных фибробластов че-
ловека (первичная культура фибробластов любезно 
предоставлена коллегами с факультета фундаментальной 
медицины Московского государственного университета 
им. М. В. Ломоносова). Матричную РНК uPAR амплифи-
цировали методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с помощью специфических праймеров, содержащих сай-
ты рестрикции BmtI и Sal1 (PLAUR_amplicon) (табл. 1) 
с  последующим лигированием по  липким концам. 
Для  вектора, содержащего комплементарную ДНК  
(кДНК) uPAR (плазмида pPLAUR), использовали ком-
мерческую плазмиду AddGene (кат. № 178310), содержа-
щую ген зеленого флуоресцентного белка для оценки 
трансфекции и работы вектора. Для создания липких кон-
цов у вставки и вектора проведена двойная рестрикция 
плазмиды pTYF-EF1a-hIRES-EGFP и ампликона с геном 
PLAUR. Рестрикция выполнена с использованием фер-
ментов BmtI (сайт узнавания – GCTAG↑C/C↓GATCG) 
и  SalI (сайт узнавания – G↑TCGAC/CAGCT↓G) 
(SibEnzyme, Россия). Лигирование проводили с помощью 
T4 ДНК лигазы (ЗАО «Евроген», Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Для реакции использован 
буфер 5X Quick ligation, позволяющий осуществлять быст-
рое лигирование. Итоговые соотношения вставки и векто-
ра рассчитаны с помощью программы NEBioCalculator 
(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation), которая учиты-
вает количество и длину фрагментов. В качестве контроля 
GFP использована плазмида pTYF-EF1a-EGFP (pGFP).

Для  подтверждения правильности встраивания 
PLAUR в вектор использовали секвенирование по Сэнге-
ру. Для этого к последовательности гена PLAUR подобра-
ны 3 праймера (Seq_1, Seq_2, Seq_3), позволяющие про-
читать PLAUR полностью. Секвенирующую реакцию 
проводили в объеме 10 мкл (1 мкл – 2.5х BigDye premix; 
1,5 мкл – 5x Sequencing Buffer; 0,5 мкл PCR-grade DMSO 
(Thermo Fisher Scientific, США)), 1 мкг плазмиды  
pTYF-EF1a-PLAUR-hIRES-EGFP (pPLAUR) с добавле-
нием 10 мкМ праймера. Последовательности праймеров 
для секвенирования представлены в табл. 1. Амплифика-
цию проводили с использованием амплификатора T100 
Thermal Cycler (Bio-Rad, США). Перед секвенированием 
образцы были очищены с помощью набора D-Pure™ 
DyeTerminator Removal Kit (NimaGen, Нидерланды).

Очищенные продукты амплификации секвенирова-
ли на  генетическом анализаторе Applied Biosystems 
3500/3500xL (Thermo Fisher Scientific, США). Получен-
ные результаты визуализированы в программе SnapGene 
7.1.1 для оценки качества хроматограмм и выровнены 
в программе NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi) для определения правильного встраивания 
вставки в вектор.

Трансфекция опухолевых клеток. Клеточные линии 
U251, U87 и SH-SY5Y рассажены на 24-луночный план-
шет (Servicebio, Китай) и культивировались при 37 °C 
и  5 % CO

2
. Для  трансфекции использовали реагент 

https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Таблица 1. Характеристика праймеров, используемых в исследовании

Table 1. Characteristics of the primers used in the study

Ген 
Gene

Праймер 
Primer

Последовательность 
Sequence

Температура 
отжига, °C 

Annealing 
temperature, °C

PLAUR_amplicon
Forward_BmtI TAATGCTAGCATGGGTCACCCGCCG

58
Reverse_SalI TATTGTCGACTTAGGTCCAGAGGAGAGTGCCT

Seq_1 Forward CAGACAGTGGTTCAAAGTTT

54Seq_2 Forward TTACCTCGAATGCATTTCCT

Seq_3 Forward TCACGAACCGAAAAACCAA

PLAUR
Forward CCACTCAGAGAAGACCAACAGG

59
Reverse GTAACGGCTTCGGGAATAGGTG

PLAU
Forward GGCTTAAACTCCAACACGCAAGG

59
Reverse CCTCCTTGGAACGGATCTTCAG

CD44
Forward CCAGAAGGAACAGTGGTTTGGC

59
Reverse ACTGTCCTCTGGGCTTGGTGTT

CD56
Forward CATCACCTGGAGGACTTCTACC

59
Reverse CAGTGTACTGGATGCTCTTCAGG

СDH1
Forward GGCTGGACCGAGAGAGTTTC

55
Reverse ACGACGTTAGCCTCGTTCTC

CDH2
Forward ATGGGAAATGGAAACTTGATGGC

57
Reverse CAGTTGCTAAACTTCACTGAAAGG

ZEB1
Forward GGCATACACCTACTCAACTACGG

59
Reverse TGGGCGGTGTAGAATCAGAGTC

ZEB2
Forward AATGCACAGAGTGTGGCAAGGC

59
Reverse CTGCTGATGTGCGAACTGTAGG

SNAI1
Forward GCGAGCTGCAGGACTCTAAT

61
Reverse CATCTGACAGGGAGGTCAGC

SNAI2
Forward ATCTGCGGCAAGGCGTTTTCCA

61
Reverse GAGCCCTCAGATTTGACCTGTC

NANOG
Forward CTCCAACATCCTGAACCTCAGC

59
Reverse CGTCACACCATTGCTATTCTTCG

SOX2
Forward GAAGGATAAGTACACGCTGC

63
Reverse GTTCATTGTCGCGTAACTGT

c-Myc
Forward CCTGGTGCTCCATGAGGAGAC

63
Reverse CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG

ACTB
Forward CTTTCCGCTCGGCTGTTTTC

59
Reverse GGCCTTACGTCTGCGGAT
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Invitrogen™ Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, 
США) и клетки, достигшие 50–60 % конфлюэнтности. 
Также применяли плазмиду pPLAUR для гиперэкспрес-
сии гена PLAUR и  контрольную плазмиду pGFP; 
для каждого типа клеток проведены 6 биологических 
повторов. Трансфекцию выполняли по  протоколу 
Invitrogen (США). В день трансфекции полноценная сре-
да для культивирования клеток была заменена на среду 
DMEM («Панэко», Россия), не содержащую сыворотки 
и антибиотика. Для каждой точки трансфекции подготов-
лены 2 реакции – с плазмидой pPLAUR/pGFP и DMEM 
(на общий объем 50 мкл брали 1 мкг плазмиды) 
и с Lipofectamine 2000 и DMEM (на общий объем 50 мкл 
брали 1 мкл трансфектанта). Через 5 мин инкубации рас-
твор, содержащий плазмиду, смешивали с раствором, 
содержащим Lipofectamine 2000, и полученную смесь 
инкубировали 20 мин. Далее полученный комплекс акку-
ратно вносили к клеткам и инкубировали в течение 12 ч. 
По  истечении этого времени клеткам меняли среду 
на полноценную и не позднее чем через 48 ч после транс-
фекции анализировали экспрессию генов интереса в клет-
ках и миграцию клеток in vitro (Wound Healing Assay).

Выделение РНК из клеток. Тотальную РНК из кле-
ток выделяли с использованием реагента ExtractRNA 
(ЗАО «Евроген», Россия) в соответствии с протоколом 
производителя. Далее выделенную РНК конвертиро-
вали в  кДНК с  использованием метода обратной 
транскрипции. Для получения кДНК применяли 1 мкг 
тотальной РНК. Реакцию проводили с использовани-
ем фермента обратной транскриптазы MMLV (ЗАО 
«Евроген», Россия) и праймеров Oligo(dT) в соответст-
вии с протоколом производителя

Оценка экспрессии генов в клетках. Оценена экс-
прессия ряда генов, кодирующих белки, участвующие 
в процессах ЭМП, адгезии и поддержании стволовости 
клеток опухоли. Исследованные гены, сгруппирован-
ные по их функциональным характеристикам и роли 
в опухолевом процессе, представлены в табл. 2.

Экспрессия мРНК генов оценена с помощью ПЦР 
в реальном времени и реагента 2X qPCRmix-HS SYBR 
(ЗАО «Евроген», Россия). Для анализа экспрессии ге-
нов урокиназной системы PLAUR и PLAU, клеточной 
адгезии (CD44, CD56), ЭМП (CDH1, CDH2, ZEB1/2, 
SNAI1/2) и стволовости (SOX2, NANOG, c-Myc) подо-
браны праймеры с  использованием онлайн-сервиса 
Primer-Blast NCBI и дополнительных инструментов про-
верки правильности подбора праймеров (T

m
 Calculator  

(Thermo Fisher Scientific, США) и  Oligonucleotide 
Properties Calculator). Для увеличения специфичности 
к кДНК праймеры отобраны таким образом, чтобы 
как минимум 1 последовательность из пары лежала 
на сочленении экзонов. Последовательность исполь-
зуемых праймеров представлена в табл. 1. Предвари-
тельную денатурацию кДНК проводили при 95 °C в те-
чение 30 с, далее выполняли денатурацию при 95 °C 
в течение 30 с, отжиг праймеров 30 с при температуре, 
указанной для соответствующего праймера (см. табл. 1), 

и элонгацию при 72 °C в течение 30 с. Для нормирова-
ния данных использовали ген домашнего хозяйства 
ACTB, относительно которого рассчитан показатель 
ΔCt. Значения Ct целевых генов определены эмпири-
чески в ходе подготовительных оценочных экспери-
ментов и варьировали от 26 до 38 циклов, что соответ-
ствует различным уровням экспрессии. Показатель ΔCt 
позволяет нормировать значения Ct целевого гена на ре-
ференсный ген. Относительный уровень транскрипта 
рассчитан с использованием метода 2(–ΔΔCt). 

Оценка миграции клеток in  vitro (Wound Healing 
Assay). Для исследования миграции клеток проведен 
тест «заживление раны» in vitro. Перед экспериментом 
клетки находились в состоянии депривации в течение 
суток. В каждой лунке делали царапину стерильным 
наконечником объемом 1000 мкл. После этого клеткам 
меняли среду на новую и помещали их в систему ви-
зуализации живых клеток в реальном времени JuLi 
stage. Во время эксперимента в системе поддерживали 
стандартные условия культивирования клеток – 5 % 
CO

2
 и 37 °С. Система визуализации осуществляла цей-

траферную съемку 3 полей зрения в каждой лунке в те-
чение 48 ч. Скорость миграции клеток оценивали с ис-
пользованием программы ImageJ и  плагина MRI 
Wound Healing Tool с помощью вычисления процента 
площади царапины/раны через 0–24–48 ч для клеток 
глиомы U251, U87 и 0–12–24 ч для клеток нейробла-
стомы SH-SY5Y с учетом их быстрой скорости базовой 
миграции. Для каждой экспериментальной точки под-
считаны не менее 4 лунок по 3 поля зрения в лунке.

Статистический анализ. Полученные данные об отно-
сительной экспрессии генов обработаны в программе 
GraphPad Prism (версия 10.3.0). Выбивающиеся из общей 
выборки показатели Сt предварительно были удалены. 
Показатели нормальности и значимость различий в уров-
нях транскрипции генов рассчитаны с помощью одно-
факторного дисперсионного анализа (one-way ANOVA – 
тест Dunnet). Различия между сравниваемыми выборками 
считались статистически значимыми при p <0,05. Все 
результаты представлены как среднее (3 биологических 
повтора) ± стандартное отклонение.

Для анализа миграции опухолевых клеток с ис-
пользованием программы ImageJ рассчитаны средние 
значения для временных интервалов, после чего зна-
чения на 12, 24 или 48 ч делили на контрольные зна-
чения на 0 ч и выражали в процентах для оценки от-
носительного изменения миграции. Затем полученные 
результаты были перенесены в программу GraphPad 
Prism (версия 10.3.0) для дальнейшего анализа и визу-
ализации. Статистический анализ проводили с ис-
пользованием параметрического анализа one-way 
ANOVA – тест Tukey. Различия между сравниваемыми 
выборками считались статистически значимыми 
при p <0,05. Данные представлены как средняя оста-
точная площадь раны через 24 ч (12 ч для клеток ней-
робластомы SH-SY5Y) в процентах от исходной пло-
щади раны в 0 ч.
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Результаты
Получение опухолевых клеток, гиперэкспрессирую-

щих ген PLAUR. В исследовании использованы клеточ-
ные линии глиомы U251, U87 и нейробластомы SH-
SY5Y человека, гиперэкспрессирующие ген PLAUR. 
Гиперэкспрессию этого гена определяли методом ПЦР 
в реальном времени до и после трансфекции клеточ-

ных линий плазмидами для гиперэкспрессии PLAUR 
pPLAUR и контрольной плазмидой pGFP. В результа-
те трансфекции плазмидой pPLAUR экспрессия гена 
PLAUR в клетках глиомы U251 увеличилась в 3,4 раза, 
в клетках глиомы U87 – в 20 раз, в клетках SH-SY5Y – 
в 234 раза по сравнению с клетками pGFP, трансфици-
рованными контрольной плазмидой GFP (рис. 1).

Таблица 2. Характеристика исследуемых генов [13–18]

Table 2. Characteristics of the studied genes [13–18]

Ген 
Gen

Кодируемый белок 
Coded protein

Функциональная группа 
Functional group

Роль в опухолевом процессе 
Role in tumor growth

PLAUR
Рецептор урокиназы 
(uPAR) 
Urokinase receptor (uPAR)

Ремоделирование внеклеточ-
ного матрикса, инвазия 
Extracellular matrix remodeling, 
invasion

Активирует миграцию, инвазию клеток 
и эпителиально-мезенхимальный переход 
Activates migration, cell invasion and epithelial-
mesenchymal transition

PLAU Урокиназа (uPA) 
Urokinase (uPA)

Активация плазминогена, 
протеолиз, инвазия 
Plasminogen activation, proteolysis, 
invasion

Активирует плазминоген, способствует 
деградации матрикса и миграции клеток 
Activates plasminogen, promotes matrix degradation  
and cell migration

CDH1 E-кадгерин 
E-cadherin

Межклеточная адгезия, 
поддержание эпителиального 
фенотипа 
Intercellular adhesion, maintenance 
of epithelial phenotype

Обеспечивает межклеточную адгезию, 
снижение экспрессии связано с активацией 
эпителиально-мезенхимального перехода 
Mediates intercellular adhesion, lowered expression 
is associated with activation of epithelial-mesenchymal 
transition

CDH2 N-кадгерин 
N-cadherin

Межклеточная адгезия, 
поддержание мезенхимального 
фенотипа 
Intercellular adhesion, maintenance 
of epithelial phenotype

Обеспечивает межклеточную адгезию, 
повышение экспрессии связано с активацией 
эпителиально-мезенхимального перехода, 
стимулирует инвазию и миграцию клеток 
Mediates intercellular adhesion, increased expression 
is associated with activation of epithelial-mesenchymal 
transition, stimulates cell invasion and migration

ZEB1, ZEB2 ZEB1, ZEB2

Транскрипционные факторы 
эпителиально-мезенхимально-
го перехода 
Transcription factors of epithelial-
mesenchymal transition

Напрямую подавляют экспрессию гена CDH1 
и активируют эпителиально-мезенхимальный 
переход 
Directly suppress CDH1 gene expression and activate 
epithelial-mesenchymal transition

SNAI1, 
SNAI2 SNAIL, SLUG

Транскрипционные факторы 
эпителиально-мезенхимально-
го перехода 
Transcription factors of epithelial-
mesenchymal transition

Подавляют экспрессию генов эпителиального 
фенотипа, активируют эпителиально-мезен-
химальный переход 
Suppress expression of epithelial phenotype genes, 
activate epithelial-mesenchymal transition

CD44

CD44 (рецептор 
гиалуроновой кислоты) 
CD44 (hyaluronic acid 
receptor)

Молекула адгезии 
Adhesion molecule

Участвует в клеточной адгезии, миграции, 
поддерживает стволовые свойства клеток 
и способствует инвазии 
Participates in cell adhesion, migration, supports 
stem-like properties of the cells and promotes invasion

CD56 (NCAM)

NCAM, молекула 
адгезии нервных клеток 
NCAM, neural cell adhesion 
molecule

Молекула адгезии 
Adhesion molecule

Ассоциирован с поддержанием стволовых 
свойств клеток 
Associated with maintenance of stem-like properties 
of the cells

SOX2, 
NANOG, 
c-Myc

SOX2, NANOG, c-Myc

Транскрипционные факторы, 
маркеры стволовости 
Transcription factors, stemness 
markers

Поддерживают плюрипотентность и самооб-
новление опухолевых клеток 
Maintain pluripotency and self-renewal of tumor cells
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Рис. 1. Экспрессия гена PLAUR в клеточных линиях глиомы U251, U87 и нейробластомы SH-SY5Y. Относительная экспрессия гена PLAUR нор-
мирована на референсный ген ACTB. В качестве контроля использовали нетрансфицированные клетки. GFP – клетки после трансфекции с контроль-
ной плазмидой pGFP; PLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR. Результаты представлены как среднее (3 биологических повтора) ± 
стандартное отклонение. Статистический анализ параметрических данных проведен с помощью one-way ANOVA – теста Dunnet
Fig. 1. PLAUR gene expression in glioma cell lines U251, U87 and neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Relative expression of PLAUR gene is normalized  
by ACTB reference gene. Non-transfected cells were used as control. GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after transfection 
with pPLAUR plasmid. Results are presented as mean (3 biological replicates) ± standard deviation. Statistical analysis of parametric data was performed using 
one-way ANOVA, Dunnett test

Рис. 2. Экспрессия генов адгезии, эпителиально-мезенхимального перехода и стволовости в клеточной линии глиомы U251. Относительная экс-
прессия генов нормирована на референсный ген ACTB. Контроль – нетрансфицированные клетки; GFP – клетки после трансфекции контрольной 
плазмидой pGFP; PLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR; различия статистически незначимы. Результаты представлены 
как среднее (3 биологических повтора) ± стандартное отклонение. Статистический анализ параметрических данных проведен с помощью one-
way ANOVA – теста Dunnet
Fig. 2. Expression of genes of adhesion, epithelial-mesenchymal transition and stemness in glioma cell line U251. Relative gene expression was normalized  
by ACTB reference gene. Control – non-transfected cells; GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after transfection with 
pPLAUR plasmid; differences are not statistically significant. Results are presented as mean (3 biological replicates) ± standard deviation. Statistical analysis 
of parametric data was performed using one-way ANOVA, Dunnett test
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Влияние экспрессии гена PLAUR на  экспрессию  
генов адгезии, эпителиально-мезенхимального перехода 
и стволовости в клетках глиомы и нейробластомы чело-
века. Далее проведена оценка экспрессии генов адге-
зии, ЭМП и стволовости до и после индукции экс-
прессии гена PLAUR. В клетках глиомы U251 индукция 

экспрессии гена PLAUR привела к увеличению экс-
прессии гена адгезии CD56 в  2,78 раза, гена ЭМП 
CDH1 – в 5,5 раза, CDH2 – в 6,9 раза, ZEB2 – в 2,5 раза, 
гена стволовости SOX2 – в 19,2 раза по сравнению 
с клетками, трансфицированными контрольной плаз-
мидой pGFP (рис. 2). Статистически значимых разли-

*p <0,03  
***p <0,002 
****p <0,0001
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чий в экспрессии генов PLAU, CD44, ZEB1, SNAI1, 
SNAI2, с-Myc и NANOG до и после индукции экспрес-
сии гена PLAUR обнаружено не было.

В клетках глиомы U87 индукция экспрессии гена 
PLAUR привела к увеличению экспрессии гена адгезии 
CD56 в  5,22 раза, гена ЭМП CDH1 – в  4,76 раза, 
ZEB1 – в 4 раза, ZEB2 – в 7,7 раза, SNAI1 – в 2,4 раза, 
SNAI2 – в 2 раза, гена стволовости SOX2 – в 3,74 раза, 
NANOG – в 8,9 раза по сравнению с клетками pGFP 
(рис. 3). Также наблюдалось значимое увеличение экс-
прессии гена PLAU в 2,35 раза и значимое снижение 
экспрессии гена CDH2 в 0,31 раза. Статистически зна-
чимых различий в  экспрессии генов CD44 и  c-Myc 
до и после индукции экспрессии гена PLAUR обнару-
жено не было.

В клетках нейробластомы SH-SY5Y индукция экс-
прессии гена PLAUR привела к увеличению экспрес-
сии гена адгезии CD56 в 4,8 раза, гена ЭМП СDH1 – 
в  2,15 раза, ZEB1 – в  2,21 раза, ZEB2 – в  3,3 раза, 
SNAI2 – в 3,5 раза, гена стволовости SOX2 – в 3,11 раза 
по сравнению с клетками pGFP (рис. 4). Также наблю-
далось значимое снижение экспрессии гена PLAU 

в 0,35 раза. Статистически значимых различий в экс-
прессии генов CD44, СDH2, SNAI1, c-Myc и NANOG 
до и после индукции экспрессии гена PLAUR обнару-
жено не было.

Результаты оценки экспрессии анализируемых ге-
нов в клеточных линиях (глиомы U87 и U251 и нейро-
бластомы SH-SY5Y) при  гиперэкспрессии PLAUR 
представлены в табл. 3, где приведены только данные, 
которые статистически значимо отличаются от соот-
ветствующих контрольных значений, полученных 
на клетках, трансфицированных контрольной плаз-
мидой pGFP.

Регуляция миграции клеток опухоли экспрессией ге-
на PLAUR. После индукции экспрессии гена PLAUR 
клетки глиобластомы U251 и U87 и нейробластомы 
SH-SY5Y демонстрировали значимо более высокую 
подвижность по сравнению с нетрансфицированными 
клетками (группа контроля) и клетками, трансфициро-
ванными контрольной плазмидой pGFP (рис. 5–7).

Так, в клетках глиомы U251, гиперэкспрессирую-
щих PLAUR, площадь раны через 48 ч статистически зна-
чимо уменьшилась на 70 % по сравнению с исходным 

Рис. 3. Экспрессия генов адгезии, эпителиально-мезенхимального перехода и стволовости в клеточной линии глиомы U87. Относительная экс-
прессия генов нормирована на референсный ген ACTB. Контроль – нетрансфицированные клетки; GFP – клетки после трансфекции с контроль-
ной плазмидой pGFP; PLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR; различия статистически незначимы. Результаты представлены 
как среднее (3 биологических повтора) ± стандартное отклонение. Статистический анализ параметрических данных проведен с помощью one-way 
ANOVA – теста Dunnet
Fig. 3. Expression of genes of adhesion, epithelial-mesenchymal transition and stemness in glioma cell line U87. Relative gene expression was normalized  
by ACTB reference gene. Control – non-transfected cells; GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after transfection with 
pPLAUR plasmid; differences are not statistically significant. Results are presented as mean (3 biological replicates) ± standard deviation. Statistical analysis 
of parametric data was performed using one-way ANOVA, Dunnett test
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Рис. 4. Экспрессия генов адгезии, эпителиально-мезенхимального перехода и стволовости в клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y. Относи-
тельная экспрессия генов нормирована на референсный ген ACTB. Контроль – нетрансфицированные клетки; GFP – клетки после трансфекции 
с контрольной плазмидой pGFP; PLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR; ns – различия статистически незначимы. Результаты 
представлены как среднее (3 биологических повтора) ± стандартное отклонение. Статистический анализ параметрических данных проведен 
с помощью one-way ANOVA – теста Dunnet
Fig. 4. Expression of genes of adhesion, epithelial-mesenchymal transition and stemness in neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Relative gene expression was 
normalized by ACTB reference gene. Control – non-transfected cells; GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after transfection 
with pPLAUR plasmid; differences are not statistically significant. Results are presented as mean (3 biological replicates) ± standard deviation. Statistical 
analysis of parametric data was performed using one-way ANOVA, Dunnett test
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значением. В контрольных клетках площадь сократи-
лась на 32 % по сравнению с исходным значением (см. 
рис. 5, а). В клетках pGFP, трансфицированных контр-
ольной плазмидой, площадь раны через 48 ч уменьши-
лась на 36 %. Клетки глиомы U251, гиперэкспресси-
рующие PLAUR, показали статистически значимо 
бóльшую миграционную активность (в 2 раза выше) 
по сравнению с клетками pGFP через 48 ч и клетками 
группы контроля через 24 и 48 ч после начала экспе-
римента (см. рис. 5, б).

В клетках глиомы U87, гиперэкспрессирующих 
PLAUR, площадь раны через 48 ч статистически зна-
чимо уменьшилась на 87 % по сравнению с исходным 
значением. В контрольных клетках через 48 ч площадь 
раны уменьшилась на 35 % по сравнению с начальным 
значением (см. рис. 6, а). В клетках pGFP наблюдалось 
снижение площади раны на 69 % за 48 ч. Клетки гли-
омы U87, гиперэкспрессирующие PLAUR, показали 
бóльшую миграционную активность по сравнению 
с клетками pGFP (в 1,5 раза выше) и группой контроля 

(в 2 раза выше) через 24 и 48 ч после начала экспери-
мента (см. рис. 4, б).

При анализе миграции гиперэкспрессирующих 
PLAUR клеток нейробластомы SH-SY5Y обнаружено 
значимое снижение площади раны на 55 % от исход-
ного значения через 24 ч. В контрольных клетках ней-
робластомы площадь раны сократилась на  31  % 
по сравнению с исходным значением (см. рис. 7, а). 
В клетках pGFP, трансфицированных контрольной 
плазмидой pGFP, площадь раны сократилась на 30 % 
за тот же период. Оценку миграции клеток нейробла-
стомы проводили через 12 и 24 ч, поскольку эти клет-
ки обладают повышенной подвижностью и уже через 
48 ч полностью закрывают царапину, формируя моно-
слой. Клетки нейробластомы SH-SY5Y, гиперэкспрес-
сирующие PLAUR, показали статистически значимо 
бóльшую миграционную активность по сравнению 
с клетками pGFP (в 1,5 раза выше) и группы контроля 
(в 1,7 раза выше) через 12 и 24 ч после начала экспе-
римента (см. рис. 7, б).
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Таблица 3. Изменения экспрессии генов в клеточных линиях глиомы U87 и U251 и нейробластомы SH-SY5Y при гиперэкспрессии 
гена PLAUR

Table 3. Changes in gene expression in glioma cell lines U87 and U251 and neuroblastoma cell line SH-SY5Y with PLAUR gene hyperexpression

Ген/белок 
Gene/protein

Глиома U251 
U251 glioma

Глиома U87 
U87 glioma

Нейробластома SH-SY5Y 
Neuroblastoma SH-SY5Y

PLAUR/uPAR ↑ ↑ ↑

PLAU/uPA  – ↑ ↓

СD44  –  –  – 

CD56/NCAM ↑ ↑ ↑

CDH1/E-кадгерин 
CDH1/E-cadherin

↑ ↑ ↑

CDH2/N-кадгерин 
CDH2/N-cadherin

↑ ↓  – 

ZEB1  – ↑ ↑

ZEB2 ↑ ↑ ↑

SNAI1  – ↑  – 

SNAI2  – ↑ ↑

SOX2 ↑ ↑ ↑

NANOG  – ↑  – 

c-Myc  –  –  – 

Примечание. uPA – урокиназа; uPAR – рецептор урокиназы; ↑ – значимая индукция экспрессии; ↓ – значимое подавление 
экспрессии; «–» – отсутствие изменений в экспрессии каждого гена в каждой опухолевой линии. 
Note. uPA – urokinase; uPAR – urokinase receptor; ↑ – significant induction of expression; ↓ – significant suppression of expression; “–” – absence 
of changes in expression of each gene in each tumor cell line.

Рис. 5. Миграция клеточной линии глиомы U251 до и после индукции экспрессии гена PLAUR: а – площадь раны через 24 и 48 ч после нанесения 
царапины; б – анализ площади ран 3 независимых экспериментов. Контроль – нетрансфицированные клетки; pGFP – клетки после трансфекции 
с контрольной плазмидой pGFP; pPLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR; ns – различия статистически незначимы. Данные 
представлены как средняя площадь раны через 24 и 48 ч в процентах относительно исходной площади раны (0 ч). Статистический анализ данных 
проведен с помощью one-way ANOVA – теста Tukey
Fig. 5. Migration of glioma cell line U251 before and after PLAUR gene expression: а – wound area 24 and 48 hours after wounding; б – analysis of wound 
areas in 3 independent experiments. Control – non-transfected cells; GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after transfection 
with pPLAUR plasmid; ns – differences are not statistically significant. Data are presented as mean wound area after 24 and 48 hours relative to baseline 
wound area (0 h) in percents. Statistical analysis of data was performed using one-way ANOVA, Tukey test

*p <0,03  
**p <0,009 
***p <0,0005
****p <0,0001
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***p <0,0005
****p <0,0001

П
ло

щ
ад

ь 
ра

ны
,  

%
 / 

 
W

ou
nd

 a
re

a,
  %

120

100

80

60

40

20

0

�Время после 
нанесения раны, ч /  
Time after wounding, h

  0

  24

  48

ns

Контроль / 
Control 

Контроль / 
Control 

pGFP

pPLAUR

pGFP pPLAUR

0 ч / 0 h 24 ч / 24 h 48 ч / 48 h ба U87

Рис. 6. Миграция клеточной линии глиомы U87 до и после индукции экспрессии гена PLAUR: а – площадь раны через 24 и 48 ч после нанесения 
царапины; б – анализ площади ран 3 независимых экспериментов. Контроль – нетрансфицированные клетки; pGFP – клетки после трансфекции 
с контрольной плазмидой pGFP; pPLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR; ns – различия статистически незначимы. Данные 
представлены как средняя площадь раны через 24 и 48 ч в процентах относительно исходной площади раны (0 ч). Статистический анализ данных 
проведен с помощью one-way ANOVA – теста Tukey
Fig. 6. Migration of glioma cell line U87 before and after PLAUR gene expression: а – wound area 24 and 48 hours after wounding; б – analysis of wound 
areas in 3 independent experiments. Control – non-transfected cells; GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after transfection 
with pPLAUR plasmid; ns – differences are not statistically significant. Data are presented as mean wound area after 24 and 48 hours relative to baseline wound 
area (0 h) in percents. Statistical analysis of data was performed using one-way ANOVA, Tukey test

**p <0,009
****p <0,0001
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Рис. 7. Миграции клеточной линии нейробластомы SH-SY5Y до и после индукции экспрессии гена PLAUR: а – площадь раны через 12 и 24 ч после 
нанесения царапины; б – анализ площади ран 3 независимых экспериментов. Контроль – нетрансфицированные клетки; pGFP – клетки после 
трансфекции с контрольной плазмидой pGFP; pPLAUR – клетки после трансфекции плазмидой pPLAUR; различия статистически незначимы. 
Данные представлены как средняя площадь раны через 12 и 24 ч в процентах относительно исходной площади раны (0 ч). Статистический анализ 
данных проведен с помощью one-way ANOVA – теста Tukey
Fig. 7. Migration of neuroblastoma cell line SH-SY5Y before and after PLAUR gene expression: а – wound area 12 and 24 hours after wounding; б – analysis 
of wound areas in 3 independent experiments. Control – non-transfected cells; GFP – cells after transfection with pGFP control plasmid; PLAUR – cells after 
transfection with pPLAUR plasmid; ns – differences are not statistically significant. Data are presented as mean wound area after 12 and 24 hours relative 
to baseline wound area (0 h) in percents. Statistical analysis of data was performed using one-way ANOVA, Tukey test

Обсуждение
Рецептор урокиназы, кодируемый геном PLAUR, 

является ключевым компонентом патогенеза злокаче-
ственных новообразований. Его повышенная экспрес-
сия в клетках опухоли способствует ее прогрессии, 
инвазии и метастазированию. Результаты многочи-
сленных экспериментальных и клинических исследо-
ваний демонстрируют стойкую зависимость между 

высоким уровнем экспрессии гена PLAUR и агрессив-
ным фенотипом опухолей, что делает uPAR перспектив-
ной мишенью для противоопухолевой терапии [19].

В ходе нашего исследования установлено, что ин-
дукция экспрессии гена PLAUR в  клетках глиомы 
и нейробластомы человека сопровождается увеличе-
нием экспрессии CDH1 и CDH2 (E- и N-кадгеринов 
соответственно) как ключевых генов, кодирующих 
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белки межклеточной адгезии и  ассоциированных 
с ЭМП и повышенной миграционной активностью 
опухолевых клеток. В частности, в клетках глиомы 
U87 отмечено снижение уровня экспрессии CDH2, 
что может быть связано с особенностями молекуляр-
ной регуляции ЭМП в данной клеточной линии, тогда 
как в нейробластоме SH-SY5Y и глиоме U251 наблю-
дается повышение уровня экспрессии CDH2, что со-
гласуется с ролью uPAR в активации интегринов и ре-
моделировании внеклеточного матрикса [13–15]. 
Кроме того, выявлена PLAUR-зависимая индукция 
экспрессии транскрипционных факторов ЭМП генов 
ZEB1 и ZEB2, которые подавляют экспрессию гена 
CDH1 и способствуют активации мезенхимального 
фенотипа и миграции клеток. В клетках U251 эти гены 
не продемонстрировали статистически значимых из-
менений в уровне экспрессии по сравнению с конт
ролем (клетками pGFP), что может отражать особен-
ности регуляции ЭМП в данной клеточной линии [20]. 
Аналогично гены SNAI1 и SNAI2, кодирующие транс-
крипционные факторы SNAIL и SLUG соответственно, 
играют большую роль в индукции ЭМП. Результаты 
нашего исследования показали, что  наблюдаемая 
вслед за гиперэкспрессией PLAUR в клетках SH-SY5Y 
индукция SNAI1 сопровождается повышенной мигра-
цией клеток в рану (см. рис. 5–7), что может отражать 
усиление инвазивности опухолевых клеток [13, 21].

Мы также определили ответ на гиперэкспрессию 
PLAUR генов стволовости. Обнаруженная нами досто-
верная индукция CD56 (NCAM) в нейробластоме и гли-
оме может способствовать изменению клеточного 
фенотипа и устойчивости к апоптозу [17]. Мы выяви-
ли такие факторы стволовости, как умеренное повы-
шение уровней экспрессии SOX2 и NANOG, поддержи-
вающих плюрипотентность, в то время как значимые 
изменения в уровне экспрессии c-Myc обнаружены 
не были, что указывает на сложную и клеточнозави-

симую регуляцию стволовых свойств под влиянием 
PLAUR [18, 22–24].

Динамическая индукция экспрессии генов ЭМП, 
таких как CD56, CDH1, ZEB1/2, SNAI1/2, SOX2 и NANOG, 
наблюдаемая в нашем исследовании, может свидетель-
ствовать о комплексной регуляции фенотипической 
пластичности клеток под влиянием экспрессии гена 
PLAUR. Мы выявили изменение экспрессии генов, ко-
дирующих белки, участвующие в процессе ЭМП. Резуль-
таты нашего исследования также продемонстрировали, 
что гиперэкспрессия PLAUR способствует активации 
ЭМП, что ведет к повышению миграционной активно-
сти клеток глиом и нейробластомы, стимулируя прогрес-
сию опухолевого роста и метастазирование.

Таким образом, наблюдается не только усиление 
экспрессии транскрипционных факторов, регулиру-
ющих ЭМП, но и заметное увеличение миграционной 
способности опухолевых клеток. В некоторых случаях 
выявлено снижение уровня экспрессии гена урокина-
зы PLAU, что может свидетельствовать о нарушениях 
обратных связей в регуляции протеолитической ак-
тивности и миграционной способности.

Заключение
Таким образом, в клетках глиомы и нейробласто-

мы выявлена статистически значимая ассоциация вы-
сокого уровня экспрессии гена PLAUR с индукцией 
экспрессии ключевых генов, отвечающих за клеточную 
адгезию, ЭМП и миграцию клеток опухоли. Наблюда-
емое снижение экспрессии некоторых генов стволово-
сти указывает на потенциальное влияние гиперэкс-
прессии гена PLAUR на  переход в  дормантность. 
Полученные данные свидетельствуют о перспективно-
сти дальнейшего изучения механизма действия гена 
uPAR в патогенезе опухолей, что может способствовать 
разработке более эффективных терапевтических стра-
тегий в лечении нейробластом и глиом.
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Метилирование промотора гена MGMT 
как прогностический маркер глиобластомы

И. В. Ботезату, В. Н. Кондратова, А. М. Строганова, С. Л. Дранко, Д. Р. Насхлеташвили, A. В. Лихтенштейн

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24

К о н т а к т ы :	 Анатолий Владимирович Лихтенштейн alicht@mail.ru

Введение. Глиобластома является наиболее распространенной злокачественной опухолью головного мозга у взро-
слых и характеризуется неблагоприятным прогнозом. Лечение пациентов с данной патологией включает хирурги-
ческую резекцию, облучение и применение алкилирующего агента темозоломида (TMZ). Терапевтическая эффек-
тивность последнего, обусловленная способностью повреждать ДНК и  индуцировать апоптоз, нейтрализуется 
экспрессией фермента репарации ДНК O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы (MGMT). Метилирование промотора 
гена MGMT подавляет синтез этого фермента и повышает цитотоксическую эффективность TMZ.
Цель исследования – выявление феномена метилирования промотора MGMT у пациентов с глиобластомой и оцен-
ка его прогностической значимости.
Материалы и методы. Проанализированы обработанные бисульфитом образцы ДНК, выделенные из заключенной 
в парафиновые блоки опухолевой ткани. Метилирование MGMT выявляли с помощью качественного метода метил-
специфичной полимеразной цепной реакции. Прогностическую значимость этого феномена в совокупности с рядом 
других клинических показателей оценивали с использованием однофакторного и многофакторного анализов.
Результаты. Установлено, что метилирование промотора MGMT является одним из наиболее значимых благоприят-
ных прогностических факторов глиобластомы: риск развития рецидива заболевания или летального исхода в опре-
деленный период времени у таких больных примерно в 2 раза ниже, чем у пациентов с интактным MGMT.
Заключение. Метил-специфичная полимеразная цепная реакция, рутинно применяемая в клинической практике, 
дает возможность оценить статус метилирования MGMT как фактор прогноза, но не позволяет судить о его предска-
зательном потенциале.

Ключевые слова: глиобластома, метил-специфичная полимеразная цепная реакция, метилирование MGMT, темозо-
ломид

Для цитирования: Ботезату И. В., Кондратова В. Н., Строганова А. М. и др. Метилирование промотора гена MGMT 
как прогностический маркер глиобластомы. Успехи молекулярной онкологии 2025;12(3):70–7.
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-70-77

Methylation of MGMT promoter as a prognostic marker of glioblastoma

I. V. Botezatu, V. N. Kondratova, A. M. Stroganova, S. L. Dranko, D. R. Naskhletashvili, A. V. Lichtenstein

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s :	 Anatoly Vladimirovitch Lichtenstein alicht@mail.ru

Introduction. Glioblastoma is  the most common malignant brain tumor in adults with a poor prognosis. Treatment 
of patients includes surgical resection, radiation and the alkylating agent temozolomide (TMZ). The therapeutic efficacy 
of TMZ is due to its ability to damage DNA and induce apoptosis, but it is neutralized by the expression of the DNA repair 
enzyme O6-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT). Methylation of  the  MGMT gene promoter suppresses 
the synthesis of the corresponding enzyme and increases the cytotoxic efficiency of TMZ.
Aim. To determine the MGMT promoter methylation in glioblastoma patients and to evaluate the prognostic significance 
of this phenomenon.
Materials and methods. Bisulfite-treated DNA samples isolated from formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissues 
obtained from glioblastoma patients were analyzed. MGMT methylation was assessed by qualitative methylation-specific 
polymerase chain reaction. The prognostic significance of  this phenomenon in conjunction with a number of other 
clinical parameters was assessed by means of univariate and multivariate analysis.

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Results. MGMT promoter methylation was found to  be one of  the  most significant favorable prognostic factors 
of glioblastoma: the likelihood of disease reappearance or a fatal outcome at a specific point in time is approximately 
two-fold lower in such patients than in those with intact MGMT.
Conclusion. The methylation-specific polymerase chain reaction, which is routinely used in clinical practice, adequately 
assesses MGMT methylation status as a prognostic factor, but it does not allow for the evaluation of  its predictive 
potential.

Keywords: glioblastoma, methylation-specific polymerase chain reaction, MGMT methylation, temozolomide

For citation: Botezatu  I. V., Kondratova  V. N., Stroganova  A. M. et  al. Methylation of  MGMT promoter as a  prognostic  
marker of glioblastoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2025;12(3):70–7. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-70-77

Введение
Глиобластома – наиболее распространенная злока-

чественная первичная опухоль головного мозга у взро-
слых [1–3], характеризующаяся плохим прогнозом. Ле-
чение пациентов c данной патологией включает 
хирургическую резекцию и облучение с одновременным 
применением алкилирующего агента темозоломида 
(TMZ). Терапевтическая эффективность TMZ обуслов-
лена его способностью повреждать ДНК и индуцировать 
гибель опухолевых клеток. Однако экспрессия фермента 
репарации ДНК – O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфе-
разы (MGMT) – способна в значительной степени ней-
трализовать цитотоксический эффект TMZ [4]. Метили-
рование промотора гена MGMT, характерное для многих 
раковых клеток, подавляет синтез соответствующего фер-
мента и повышает тем самым цитотоксическую эффек-
тивность TMZ. Известно также, что у пациентов с глио-
бластомой с метилированным MGMT наблюдаются более 
высокие показатели общей (ОВ) и безрецидивной (БРВ) 
выживаемости, чем у пациентов с неметилированным 
геном [5, 6]. Таким образом, статус MGMT является важ-
ным прогностическим и предсказательным (в отношении 
эффективности TMZ) маркером глиобластомы.

Метилирование MGMT определяют разными ме-
тодами, эффективность которых является предметом 
исследований [1, 7–16]. Рутинно используемый в кли-
нической практике качественный метод метил-специ-
фичной полимеразной цепной реакции (МС-ПЦР) 
с последующим гель-электрофорезом продуктов ам-
плификации [17, 18] предполагает визуальную оценку 
электрофоретических полос и по этой причине может 
считаться не вполне объективным. В связи с необходи-
мостью оценки достоверности получаемых с помощью 
этого метода результатов на 1-м этапе исследования 
сравнили эффективность МС-ПЦР и апробирован-
ного коммерческого набора, основанного на  ПЦР  
в реальном времени. Задачей 2-го этапа явилось опре-
деление прогностической значимости феномена мети-
лирования MGMT с учетом других клинических пока-
зателей.

Цель исследования – выявление феномена метили-
рования промотора MGMT у пациентов с  глиобласто-
мой и оценка его прогностической значимости.

Материалы и методы
Клинические образцы. В ретроспективное исследо-

вание включены больные, получавшие лечение в Наци-
ональном медицинском исследовательском центре  
онкологии им. Н. Н. Блохина (n = 74). Клиническая ха-
рактеристика больных представлена в табл. 1.

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, вклю-
ченных в исследование (n = 74)

Table 1. Clinical characteristics of patients included in the study (n = 74)

Показатель 
Parameter

Значение 
Value

Пол, n: 
Sex, n:

мужcкой 
male
женский 
female

 

38

36

Возраст, медиана (диапазон), лет 
Age, median (range), years

57 (28–82)

Хирургическая резекция, n: 
Surgery resection, n:

полная и субтотальная 
complete and subtotal
частичная и биопсия 
partial and biopsy

 

24

50

Гистологический тип опухоли, n: 
Histological type of tumor, n:

астроцитома 
astrocytoma
глиобластома 
glioblastoma

 

15

59

IDH, n:
дикого типа 
wild type
мутантный 
mutant

53

14

Индекс Карновского (%), n: 
Karnofsky score (%), n:

20
30
40
60

 

10
29
32
3
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Выделение ДНК. Выделение ДНК из заключенной 
в парафиновые блоки опухолевой ткани проводили 
после ее депарафинизации ксилолом методом феноль-
но-хлороформной депротеинизации. ДНК конверти-
ровали обработкой бисульфитом натрия посредством 
коммерческого набора EZ DNA Methylation Kit (Zymo 
Research, США) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Метил-специфичная полимеразная цепная реакция. 
МС-ПЦР промотора гена MGMT (GenBank accession 
number NG_052673.1; локализация ампликона –  
chr10: 131155502–131155623, hg18) проводили, как опи-
сано ранее [17, 18]. Для амплификации метилирован-
ной последовательности использовали сенс-праймер 
5’-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC и 2 антисенс-
праймера: 5’-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 
и 5’-ACCACT CGAAACTACCACCGTCC. Для ампли-
фикации неметилированной последовательности при-
меняли сенс-праймер 5’-GTGTTTTGATGT-
TTGTAGGTTTTTGT и  2 антисенс-праймера: 
5 ’ - A AC TC C AC AC TC T TC C A A A A AC A A A AC A 
и 5’-ACCACTCAAAACTAC CACCATCC. Условия ПЦР: 
начальная денатурация – 5 мин при 95 °C; 40 циклов – 
30 с при 95 °C, 30 с при 60 °C, 40 с при 72 °C; 10 мин  
при 72 °C (для метилированной последовательности); 
начальная денатурация – 5 мин при 95 °C; 40 циклов – 
30 с при 95 °C, 30 с при 64 °C, 40 с при 72 °C; 10 мин  
при 72 °C (для неметилированной последовательности).

Продукты ПЦР разделяли в 4 % агарозном геле 
с бромистым этидием (0,5 мкг/мл). Каждому образцу 
ДНК соответствовали 4 дорожки геля (по 2 для мети-
лированных и неметилированных последовательно-
стей MGMT). Полосы метилированного MGMT –  
81 пара оснований (п.о.) и 118 п.о., полосы неметили-
рованного MGMT – 90 и 121 п.о. О статусе метилирова-
ния MGMT судили по присутствию полос в дорожках: 
обязательному – в дорожках 1 и 2 (их отсутствие свиде-
тельствует о неэффективности ПЦР) и показательно-
му – в дорожках 3 и 4 (указывают на наличие в образ-
це метилированного MGMT).

В качестве метода сравнения использовали ком-
мерческий набор MGMT Gene Methylation Detection 
Kit (Xiamen Spacegen, Китай), основанный на ПЦР 
в реальном времени (FAM-меченный зонд отражает 
амплификацию метилированного MGMT, VIC-мечен-
ный зонд – амплификацию фрагмента гена актина 
как внутреннего контроля).

Статистический анализ. Согласованность резуль-
татов 2 качественных методов детекции метилирован-
ного MGMT (МС-ПЦР и использование коммерческо-
го набора Xiamen Spacegen) оценивали с помощью 
определения величины коэффициента межэкспертно-
го согласия (Cohen’s kappa testing) (κ) [19] (табл. 2). 
Для однофакторного анализа выживаемости по методу 
Каплана–Майера и многофакторного анализа (регрес-
сия Кокса) использовали программы Cutoff Finder [20], 

GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software, США) 
и MedCalc (MedCalc Software, Бельгия). Все статисти-
ческие тесты двусторонние, различия считались ста-
тистически значимыми при p <0,05.

Результаты
Метил-специфичная ПЦР широко применяется 

для оценки степени метилирования промотора MGMT. 
Варианты этого метода различаются способом реги-
страции ампликонов метилированных и неметилиро-
ванных последовательностей (М+ и М– соответствен-
но). Используются, в частности, визуальная оценка 
разделенных гель-электрофорезом полос (как в данном 
исследовании), или сопоставление кривых амплифи-
кации ПЦР в реальном времени (как в избранном на-
ми методе сравнения) (рис. 1).

Сравнение проводили на 25 образцах ДНК, слу-
чайно выбранных из общего массива (совпадение ре-
зультатов получено в 22 случаях; конкордантность – 
88  %). При  сопоставлении качественных методов 
принято использовать коэффициент κ [19], величина 
которого характеризует степень согласованности ре-
зультатов (табл. 2). В данном случае результаты теста 
(табл. 3) оказались вполне удовлетворительными:  
κ = 0,76; стандартная ошибка – 0,13; доверительный 
интервал 0,52–1,00.

Определение прогностических маркеров глиобласто-
мы. В качестве факторов прогноза ОВ и БРВ больных 
глиобластомой рассматривали возраст, пол пациентов, 
гистологический тип опухоли (астроцитома или глио
бластома), статус гена IDH (дикий тип или мутант-
ный), функциональное состояние больного (по шкале 
Карновского), степень хирургического вмешательства 
(радикальное или частичное), а также наличие мети-
лирования промотора MGMT (обнаружено в 36 (49 %) 
образцах ДНК из 74). Проведен однофакторный ана-

Таблица 2. Сила межэкспертного согласия

Table 2. Strength of inter-expert agreement

Коэффициент межэкспертного 
согласия (κ) 

The coefficient of inter-expert 
agreement (κ)

Характеристика 
Characteristic

<0,20 Слабая 
Poor

0,21–0,40 Удовлетворительная 
Fair

0,41–0,60 Средняя 
Moderate

0,61–0,80 Хорошая 
Good

0,81–1,00 Почти идеальная 
Almost perfect
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Рис. 1. Метил-специфичная полимеразная цепная реакция промотора MGMT: а – идентификация метилированных (М+) и неметилированных 
(М–) последовательностей методом гель-электрофореза ампликонов; б – полимеразная цепная реакция в реальном времени (FAM-меченный зонд 
отражает амплификацию метилированного MGMT, VIC-меченный зонд – амплификацию фрагмента гена актина как внутреннего контроля). 
Дорожки 1 и 2 – ампликоны (длинный и короткий соответственно) неметилированных последовательностей, 3 и 4 – ампликоны (длинный и ко-
роткий соответственно) метилированных последовательностей; дп – димеры праймеров; RFU – относительные единицы флуоресценции
Fig. 1. Methylation-specific polymerase chain reaction of the MGMT promoter: a – identification of methylated (M+) and unmethylated (M–) sequences  
by gel electrophoresis of amplicons; б – real-time polymerase chain reaction (FAM-labelled probe reflects amplification of methylated MGMT, VIC-labelled 
probe reflects amplification of actin gene fragment as an internal control). Lanes: 1 and 2 – amplicons (long and short, accordingly) of unmethylated sequences, 
3 and 4 – amplicons (long and short, accordingly) of methylated sequences; dp – primer dimers; RFU – relative fluorescence units

Таблица 3. Согласованность результатов

Table 3. Consistency of results

Метил-специфичная полимераз-
ная цепная реакция 

Methyl-specific polymerase chain 
reaction

Коммерческий набор MGMT Gene Methylation Detection Kit (Xiamen Spacegen, Китай) 
Commercial MGMT Gene Methylation Detection Kit (Xiamen Spacegen, China)

M– M+ Всего, n (%) 
Total, n (%)

M– 10 3 13 (52)

M+ 0 12 12 (48)

Всего 
Total

10 (40) 15 (60) 25

Примечание. «М+» – ампликоны метилированных последовательностей; «M–» – ампликоны неметилированных последова-
тельностей. 
Note. “M+” –  amplicons of methylated sequences; “M–” – amplicons of unmethylated sequences.

MGMT (M+) MGMT (M–) MGMT (M–) MGMT (M+)

дп / dp

1             2           3             4 1             2           3             4
1000

800

600

400

200

0

1000

800

600

400

200

0

Актин B / 
Actin B

Актин B / 
Actin B

Число циклов, n /  
Number of cycles, n

Число циклов, n /  
Number of cycles, n

1               5            10             15            20            25           30 1               5            10             15            20            25           30

MGMT

RF
U

 

RF
U

 

MGMT

лиз (кривые выживаемости Каплана–Майера и log-rank-
тест), ориентированный на выявление взаимосвязи 
между 1 зависимой и 1 независимой переменными 
(рис. 2). Статистически значимые различия в  ОВ 
и БРВ выявлены в группах больных, дихотомизиро-
ванных по  следующим факторам: возраст (порог 
39,5  года), хирургическое вмешательство (полная 
или частичная резекция; статистически значимые раз-
личия только по ОВ), статус MGMT (метилированный 
или неметилированный).

Для выявления взаимосвязи между 1 зависимой 
и 2 или более независимыми переменными дополни-
тельно использовали многофакторный анализ (регрес-
сия Кокса). В ходе применения пошагового метода 
введения переменных в анализируемую модель полу-
чено подтверждение прогностической значимости 
возраста, хирургического вмешательства и метилиро-
вания MGMT как для ОВ, так и для БРВ пациентов 
с глиобластомой (по другим исследованным факторам 
различия статистически незначимы) (табл. 4 и 5).

а б
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Рис. 2. Безрецидивная (а) и общая (б) выживаемость пациентов с глиобластомой в зависимости от возраста (порог – 39,5 года), хирургическо-
го вмешательства (радикального – группа 1, частичного – группа 2) и метилирования MGMT
Fig. 2. Recurrence-free (a) and overall (б) survival curves of glioblastoma patients depending on age (threshold – 39.5 years), surgical intervention (radical – 
group 1, partial – group 2), and MGMT methylation
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Таблица 4. Результаты многофакторного анализа безрецидивной выживаемости

Table 4. Results of multivariate analysis of progression free survival

Показатель 
Parameter

p Отношение рисков 
Hazard ratio

95 % доверительный интервал 
95 % confidence interval

Возраст 
Age

0,0040 5,89 1,76–19,69

MGMT (М+) 0,0208 0,48 0,25–0,89

Хирургическое вмешательство 
Surgery

0,0356 0,48 0,23–0,95

Примечание. Здесь и в табл. 5: «М+» – ампликоны метилированных последовательностей. 
Note. Here and in table 5: “M+” – amplicons of methylated sequences.

Таблица 5. Результаты многофакторного анализа общей выживаемости

Table 5. Results of multivariate analysis of overall survival

Показатель 
Parameter

p Отношение рисков 
Hazard ratio

95 % доверительный интервал 
95 % confidence interval

Возраст 
Age

0,0173 5,86 1,36–25,14

MGMT (М+) 0,0360 0,46 0,22–0,95

Хирургическое вмешательство 
Surgery

0,0215 0,35 0,14–0,86

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о том, 

что феномен метилирования промотора MGMT явля-
ется одним из наиболее важных прогностических фак-
торов глиобластомы. Риск развития неблагоприятных 
событий (рецидива или смерти) в определенный мо-
мент времени у таких больных, судя по величине от-
ношения рисков, существенно (примерно в 2 раза) 
ниже, чем у больных с интактным MGMT. Установле-
но также, что качественный метод МС-ПЦР, рутинно 
применяемый в  клинической практике, позволяет 
определить статус метилирования этого гена как фак-
тора прогноза.

Необходимо отметить, что, по данным литерату-
ры, феномен метилирования MGMT обладает не толь-
ко прогностическим, но и важным предсказательным 
потенциалом (имеется в виду эффективность лечения 
темозоломидом) [3, 15, 21]. Для его реализации необ-
ходимо, однако, применять метод, дающий возмож-
ность не только констатировать факт метилирования, 
но и количественно оценить его. Определение опти-

мального порога метилирования в этом случае может 
позволить дихотомизировать больных на группы риска 
[22, 23]. Поскольку пиросеквенирование, являющееся 
«золотым стандартом» количественной оценки метили-
рования MGMT [8, 10], сопряжено с необходимостью 
постамплификационного секвенирования, наличием 
дорогостоящего оборудования, значительными затрата-
ми времени и труда, осложняющими его практическое 
применение, существует потребность в новых методи-
ческих подходах, лишенных этих недостатков.

Заключение
Качественный метод МС-ПЦР дает возможность 

оценить феномен метилирования промотора MGMT 
как одного из наиболее показательных прогностичес
ких факторов глиобластомы, но не позволяет исполь-
зовать его предсказательный потенциал (эффектив-
ность терапии темозоломидом). Это обстоятельство 
стимулирует разработку новых количественных мето-
дов, пригодных для рутинного применения в клини-
ческой практике.
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Особенности регуляции транскрипционной 
активности генов раково-тестикулярных 
антигенов при раке желудка

Д. С. Кутилин1, О. И. Кит1, А. Ю. Максимов1, Л. Х. Чалхахян1, А. В. Дашков1, С. А. Малинин1,  
Г. В. Каминский1, Т. П. Шкурат2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия,  
344037 Ростов-на-Дону, ул. 14‑я линия, 63; 
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К о н т а к т ы :	 Денис Сергеевич Кутилин k.denees@yandex.ru

Введение. Рак желудка остается серьезной проблемой здравоохранения. Гены раково-тестикулярных антигенов 
(РТ-гены) при данной патологии могут быть перспективными мишенями для иммунотерапии из‑за их ограниченной 
экспрессии в нормальных тканях. Большую роль в регуляции экспрессии РТ-генов при раке желудка играют сети 
эндогенных конкурентно взаимодействующих РНК (ceRNAs). Эти сети сложны и требуют комплексного биоинфор-
матического и экспериментального анализов.
Цель исследования – биоинформатический анализ с последующей валидацией экспрессии РТ-генов и ее регуляции 
в злокачественных опухолях желудка.
Материалы и методы. Данные для биоинформатического этапа исследования взяты из базы Gene Expression Omnibus 
(GEO). Идентификацию дифференциально экспрессирующихся генов осуществляли с помощью GEO2R, микроРНК,  
таргетирующих гены-мишени,  – с использованием метода машинного обучения Random forest. Также проводили 
анализ взаимодействия микроРНК и длинных некодирующих РНК (lncRNAs). Клиническим материалом для экспе-
риментального этапа исследования послужили опухолевые и условно нормальные ткани 100 пациентов с гистоло-
гически подтвержденным диагнозом «рак желудка». Величины относительной экспрессии 6 РТ-генов (MAGEA10, 
MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, MAGEH1), а также таргетирующих их микроРНК и lncRNAs определяли методом 
полимеразной цепной реакции в реальном времени.
Результаты. С использованием GEO2R обнаружены 18 617 дифференциально экспрессирующихся локусов, включая 
кодирующие белки гены, микроРНК и  lncRNAs. Выявлено изменение экспрессии 6 РТ-генов: MAGEA10, MAGEA2, 
MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1, взаимодействующих с 40 микроРНК, которые, в свою очередь, взаимодейству-
ют с 17 lncRNAs. В опухолевой ткани пациентов обнаружены повышение экспрессии генов MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6 
(p <0,0001), снижение экспрессии miR-1207-5p, -6858-5p, -3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p и -99a-3p (p <0,0001), увеличение экспрессии miR-7113-3p, miR-874-3p, а также повышение экс-
прессии LINC01089, AC145285.6, GAS5, AC005034.3, AL691447.2 (p <0,001) и снижение экспрессии SNHG14, AC002101.1, 
SLC9A3‑AS1 и AL118506.1 (p <0,001). На основании полученных данных построена модель регуляторной сети для РТ-генов 
при раке желудка.
Заключение. Продемонстрированы нарушения в сети конкурентно-взаимодействующих РНК РТ-генов при адено-
карциноме желудка. Полученные данные имеют большое значение для понимания фундаментальных механизмов 
регуляции РТ-генов, а также для совершенствования подходов к иммунотерапии (новые мишени и регуляторные 
молекулы) и диагностики (новые молекулярные маркеры) этого заболевания.

Ключевые слова: рак желудка, ген раково-тестикулярного антигена, сеть конкурентно-взаимодействующих РНК, 
экспрессия, некодирующая РНК, молекулярный маркер, мишень иммунотерапии
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C o n t a c t s :	 Denis Sergeevich Kutilin k.denees@yandex.ru

Introduction. Gastric cancer remains a  serious public health problem. Cancer-testicular antigen genes (CT-genes) 
in gastric cancer may be promising targets for immunotherapy due to their limited expression in normal tissues. Competing 
endogenous RNA networks (ceRNAs) play an important role in regulating CT-gene expression in gastric cancer. These 
networks are complex and require comprehensive bioinformatics and experimental study.
Aim. To conduct a bioinformatic analysis followed by validation of СT-gene expression and its regulation in malignant 
gastric tumors.
Materials and methods. Data for the bioinformatics stage were downloaded from GEO. Identification of differentially expressed 
genes was carried out using GEO2R, microRNA targeting genes  – using the Random forest machine learning method.  
An analysis of the interaction of microRNA and long non-coding RNA (lncRNAs) was also performed. The clinical material  
for the experimental stage was tissues (tumor and conditionally normal) of 100 patients with a histologically confirmed  
diagnosis of gastric cancer. The relative expression values of 6 CT-genes (MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, 
MAGEH1), as well as their targeting microRNAs and lncRNAs, were determined using real-time polymerase chain reaction.
Results. Using GEO2R, 18,617 differentially expressed loci were detected, including protein-coding genes, microRNA and 
lncRNAs. Of these, a change in the expression of 6 CT-genes was revealed – MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, 
MAGEH1, interacting with 40 microRNAs, in turn interacting with 17 lncRNAs. In the patients tumor tissue, an increase 
in expression of the MAGEA10, MAGEA3 and MAGEA6 genes (p <0.0001), a decrease in expression of miR-1207-5p, -6858-
5p, -3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, -4530, -6777-3p, -99a-3p (p <0.0001) and an increase 
in  expression of  miR-7113-3p, miR-874-3p, as well as an increase in  expression of  LINC01089, AC145285.6, GAS5, 
AC005034.3, AL691447.2 (p <0.001) and decreased expression of  SNHG14, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 and AL118506.1 
(p <0.001) was found. Based on the obtained data, a model of the regulatory network for CT-genes in gastric cancer was 
constructed.
Conclusion. The study showed disturbances in the CT-genes competitively interacting RNA network in gastric adenocar-
cinoma. The obtained data are important for understanding the fundamental mechanisms of CT-gene regulation, as well 
as for improving approaches to immunotherapy (new targets and regulatory molecules) and diagnostics (new molecular 
markers) of this disease.

Keywords: gastric cancer, gene transcriptional activity regulation, network of competitively interacting RNA, expression, 
non-coding RNA, molecular marker, immunotherapy target
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activity regulation in  gastric cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in  Molecular Oncology 2025; 
12(3):78–99. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-78-99

Введение
Рак желудка (РЖ) остается серьезной проблемой 

здравоохранения, несмотря на снижение заболевае-
мости и смертности за последние десятилетия. Это 
одна из самых смертельных злокачественных опухолей, 
характеризующаяся низкими показателями 5‑летней 
выживаемости. Рак желудка является 5‑м по распро-
страненности видом злокачественных новообразова-
ний в мире и основной причиной смерти от них, осо-
бенно в Азии, где регистрируют около 75 % случаев 
данной патологии и летальных исходов, связанных 
с ней [1].

Экспрессия генов при РЖ характеризуется различ-
ными паттернами, которые ассоциированы с прогрес-
сированием опухоли, метастазами и неблагоприятным 
прогнозом. Такие гены, как COL1A1, CDH17, APOC1 
и APOE, часто сверхэкспрессируются в тканях РЖ. Эти 
гены связаны с инвазией опухоли, метастазами и про-
грессированием заболевания [2, 3]. Гены-концентра-
торы FN1, SPARC и SERPINE1 высоко экспрессируют-
ся в аденокарциноме желудка, их наличие связано 
с неблагоприятным прогнозом [4].

Особую группу генов при РЖ, которые вызывают 
интерес у исследователей в последнее время, состав-

ляют гены раково-тестикулярных антигенов (РТ-ге-
ны), кодирующие белки, обычно экспрессирующиеся 
в зародышевых клетках и различных видах рака, вклю-
чая РЖ. Они считаются перспективными мишенями 
для иммунотерапии рака из‑за их ограниченной экс-
прессии в нормальных тканях [5–8].

Например, известно, что при РЖ наблюдается вы-
сокий уровень экспрессии генов MAGE-A1, MAGE-A3 
и NY-ESO-1. При этом MAGE-A1 и MAGE-A3 демон-
стрируют значимые ассоциации с  лимфатической 
и сосудистой инвазиями, что указывает на их потен-
циальную роль в прогрессии опухоли [9, 10].

Важным, по мнению ряда авторов, является изуче-
ние механизмов регуляции экспрессии РТ-генов, так 
как полученные при этом данные могут быть исполь-
зованы в иммунотерапии опухолей [5, 6, 10]. При РЖ 
подобные исследования не проводились.

Большую роль в патогенезе и прогрессировании 
РЖ играют сети эндогенных конкурентно взаимодей-
ствующих РНК (ceRNAs), предполагающих взаимо-
действия между различными типами РНК, включая 
длинные некодирующие РНК (lncRNAs), микроРНК 
(miRNAs) и матричные РНК (mRNAs), которые регу-
лируют экспрессию генов, конкурируя за общие эле-
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менты ответа [11]. Сети ceRNA при РЖ сложны, вклю-
чают многочисленные РНК и  взаимодействия. 
Понимание этих сетей требует комплексного биоин-
форматического анализа и экспериментальной про-
верки [12].

Цель исследования – биоинформатический анализ 
с последующей валидацией экспрессии РТ-генов и ее 
регуляции в злокачественных опухолях желудка.

Материалы и методы
Биоинформатический анализ данных. Сведения 

об экспрессии генов получены из базы данных Gene 
Expression Omnibus (GEO) (300 образцов РЖ и 100  об
разцов нормальных тканей желудка (GSE66229, 
GSE62254)). Дифференциально экспрессирующиеся 
гены (ДЭГ) в опухолевых и нормальных тканях выяв-
ляли с помощью веб-сервиса GEO2R [13], позволяю-
щего сравнить исходные таблицы обработанных дан-
ных с использованием пакетов GEOquery и limma R 
из проекта Bioconductor [14, 15].

Поиск miRNAs, таргетирующих гены-мишени, 
осуществляли с использованием метода машинного 
обучения Random forest (метод случайного леса), ко-
торый сочетает методы бэггинга Бреймана и случай-
ных подмножеств. Модель Random forest позволяет 
предсказать вероятность того, что miRNA является 
истинным регулятором конкретного гена [16].

Анализ взаимодействия miRNAs и lncRNAs про-
водили следующим образом:

1) из базы GEO извлекали данные HITS-CLIP, PAR-
CLIP и CLASH, которые были обработаны с по-
мощью FASTX-Toolkit v.0.0.13 и проанализирова-
ны с использованием PARalyzer v.1.1;

2) с  помощью UCSC LiftOver Tool все координаты 
сайтов связывания преобразовывали в сборки hg19, 
mm9 / mm10 и ce6 / ce10. Геномные координаты кон-
сервативных сайтов-мишеней miRNA, предска-
занные TargetScan, miRanda / mirSVR, PITA, Pictar 
и  RNA22, также собирали и преобразовывали 
в сборки hg19, mm9 / mm10 и ce6 / ce10 с использо-
ванием LiftOver;

3) проводили сравнение полученных на шаге 2 коор-
динат с ранее описанными кластерами CLIP с ис-
пользованием BEDTools [16].
Для оценки потенциала направленной деградации 

miRNA под действием lncRNA использовали TDMD-
Score.

Пациенты. Клиническим материалом для иссле
дования послужили ткани (опухолевые и  условно 
нормальные) 100 пациентов в возрасте от 35 до 79 лет 
с гистологически подтвержденным диагнозом «рак 
желудка»: аденокарциномами G

1–2 
(n = 60) и G

3
 (n = 40) 

(табл. 1). Образцы тканей получены в процессе хирур-
гических вмешательств, проведенных с 2013 по 2024 г. 
в  Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии (г. Ростов-на-Дону). Все пациенты, 
вошедшие в  исследование, имели статус по  шкале 

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов с гисто-
логически подтвержденной аденокарциномой желудка

Table 1. Clinical characteristics of patients with histologically confirmed 
of gastric adenocarcinoma

Показатель 
Parameter

Вся 
когорта 

Entire 
cohort

(n = 100) 

Опухоль 
G

1–2
 

Tumor G
1–2

(n = 60) 

Опу-
холь G

3
 

Tumor G
3

(n = 40) 

Средний возраст, лет 
Average, age

65 ± 3,2 68 ± 9,1 62 ± 1,4

Мужской пол, % 
Male sex, %

72,5 70 75

Локализация, %: 
Location, %:

антральный отдел 
antral part
тело желудка 
body of the stomach
кардия / проксимальный 
отдел 
cardia / proximal part
тотальное поражение 
Total defeat

45

20

25

5

50

25

15

2

35

10

35

8

Стадия по классификации 
Tumor, Nodus 
and Metastasis, %: 
Tumor, Nodus and Metastasis 
stage, %:

I (T1–2N0M0)
II (T1–3N1–3M0)
III (T2–4a / bN0–3M0)
IV (T

любая
, N

любая
, M1) 

IV (T
any

, N
any

, M1) 

10
20
40
30

15
30
35
20

5
10
45
40

Глубина инвазии, %: 
Depth of invasion, %:

T1 (ранний рак) 
T1 (early cancer)
T2 (поражение мышеч-
ного слоя) 
T2 (lesions in the muscle layer)
T3 (поражение 
субсерозы) 
T3 (lesions in the subserosa)
T4a (поражение серозы /
 висцеральной брюшины) 
T4a (lesions in the serosa / 
 visceral peritoneum)
T4b (прорастание 
в соседние органы) 
T4b (growth into adjacent 
organs) 

10

15

30

25

20

15

20

25

22

18

5

10

35

30

20

Гистологический тип 
по Lauren, %: 
Histological type per Lauren, %:

кишечный 
intestinal
диффузный 
diffuse
смешанный 
mixed type

55

33

12

70

15

15

35

50

15
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Восточной кооперативной онкологической группы 
(Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG) от 0 до 2.

Образцы тканей до исследования хранили в жид-
ком азоте на базе централизованного криохранилища 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии. Для верификации образцов прово-
дили стандартное патолого-морфологическое иссле-
дование с окрашиванием фиксированных срезов тка-
ней гематоксилином и  эозином. Биоптаты тканей 
после проведения патолого-морфологического иссле-
дования разделяли на 2 группы: опухолевые (малигни-
зированные) и нормальные (немалигнизированные) 
образцы [17].

Анализ экспрессии генов. Фрагменты ткани гомо-
генизировали в 300 мкл лизирующего буфера, содер-
жащего 4 М тиоцианата гуанидина, 25 мМ цитрата 
натрия, 0,5 % саркозила и 0,1 М β-меркаптоэтанола. 
Выделение суммарной РНК из лизата тканей прово-
дили методом фенол-хлороформной экстракции в на-
шей модификации: к лизату добавляли 60 мкл 2 М 
ацетата натрия (pH 4.0) и перемешивали; к получен-
ной смеси добавляли 700 мкл насыщенного водой фе-
нола и перемешивали. Для разделения водной и орга-
нической фаз добавляли 200 мкл смеси хлороформа 
и изоамилового спирта (49:1), перемешивали и инку-
бировали 15 мин при 4 ºC; затем полученную смесь 
центрифугировали при 10 000g 15 мин при 2 ºС, верх-
нюю водную фазу отбирали в новую пробирку и до-
бавляли равный объем этанола, далее наносили смесь 
на колонку с фильтром из диоксида кремния (исполь-
зовали колонки из набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия) (РНК эффективно связывается с мембра-
ной из диоксида кремния). Колонку дважды промы-
вали буфером (4 M гуанидина изотиоцианата, 10 мМ 
трис-ацетата, 50 % этанола, 1 % 2‑меркаптоэтанола) 
и центрифугировали, дважды промывали буфером (10 мМ 
трис-HCl; pH 7,5; 0,1 M NaCl; 75 % этанола) и цент-
рифугировали при 400 g 1 мин. Для элюции РНК в ко-

лонку добавляли 120 мкл деионизированной воды 
с ингибитором РНКаз (1 ед. акт / мкл РНКазина) [18]. 
Элюат собирали центрифугированием при 400g 10 мин. 
Для длительного хранения препарат РНК переосажда-
ли 80 % этиловым спиртом, помещали в криобоксы 
и хранили при –80 ºС.

Для очистки от примесей ДНК образцы обрабаты-
вали препаратами ДНКазы I. Концентрацию получен-
ных препаратов РНК измеряли на флуориметре Qubit 2.0 
с  использованием набора Qubit RNA HS Assay Kit 
(Invitrogen, США). Для оценки качества полученного 
препарата РНК проводили электрофорез в 2 % агароз-
ном геле (интенсивность полос 18S и 28S рРНК в со-
отношении 1:1 свидетельствовала о  приемлемом 
для дальнейшей работы качестве РНК) [19].

Синтез комплементарной ДНК (кДНК) выполня-
ли с использованием коммерческих наборов Reverta-L 
(«ИнтерЛабСервис», Россия) по инструкции произво-
дителя. Концентрацию полученных препаратов кДНК 
измеряли на флуориметре Qubit 2.0 с помощью набора 
Quant-iT™ dsDNA High-Sensitivity (HS) Assay Kit 
(Invitrogen, США).

Методом количественной полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в реальном времени определяли вели-
чины относительной экспрессии 6 РТ-генов: 
MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 
и MAGEH1 (табл. 2). При выборе референсного гена 
использовали алгоритм, описанный Д. С. Кутилиным 
[20] и J. Vandesompele и соавт. [21]: рассчитывали сред-
нее попарное изменение соотношения экспрессии 
между 2 генами во всех образцах (M-value) и стабиль-
ность (S-value). Чем ниже значение M-value, тем ста-
бильнее ген. Гены ранжировали по возрастанию M-
value. Ген с наименьшим значением этого показателя 
считали наиболее стабильным. S-value рассчитывается 
по формуле:

S-value = ln (1 / M-value).

Таблица 2. Последовательности праймеров для определения экспрессии генов (Primer-BLAST; дизайн de novo)

Table 2. Primer sequences for gene expression determination (Primer-BLAST; de novo design)

Ген 
Gene

Последовательность прямого праймера (5’→3’) 
Forward primer sequence (5’→3’) 

Последовательность обратного праймера (5’→3’) 
Reverse primer sequence (5’→3’) 

MAGEA2 CGCAGGCTCCGTGAGG CTGTGTTGACCTGAGTCACCT

MAGEA3 TGAGCAACGAGCGACGG TCAGCCTGTCCCCTCAGAA

MAGEA6 GGTGAGGAGGCAAGGTTCTG TTGCAGTGCTGACTCCTCTG

MAGEA10 TCTGTGAGGAGGCAAGGGAG CTTGTCAGATCCTGCGACCC

MAGEA12 GACGTCGGTGGAGGGAAG TGTCTCCTCAGAACCTGGATG

MAGEH1 GCCTCTAGCAGGAGACATGC TGAGGCCTGGATTTTGCGAT

GAPDH GTCAAGGCTGAGAACGGGAA TCGCCCCACTTGATTTTGGA

B2M AGATGAGTATGCCTGCCGTG CCATGATGCTGCTTACATGTCTC
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Гены с M-value <0,5 считали идеальными. В качестве 
референсных выбраны 2 гена: GAPDH (M-value = 0,047; 
S-value = 3,057) и B2M (M-value = 0,244; S-value = 1,410).

Полимеразную цепную реакцию в реальном вре-
мени (в 3 технических повторах) проводили на термо-
циклере Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, США) в 25 мкл ре-
акционной смеси, содержащей 12 нг кДНК; 0,25 мМ 
каждого из dNTPs; 2,5 мМ MgCl

2
; ПЦР-буфер; 1 ед. 

ДНК-полимеразы SynTaq; краситель EVA-Green 
и по 500 нМ прямого и обратного праймеров для ре-
ференсных генов или  гена-мишени по  следующей 
схеме: первичная денатурация при 95 ºС в течение 
3 мин; 40 циклов – 10 с при 95 ºС, 25 с при 60 ºС (тем-
пература подобрана экспериментальным путем с ис-
пользованием температурного градиента), 30 с 
при 72 ºС. Специфичность ПЦР контролировали с ис-
пользованием анализа кривых плавления (melting 
curve analysis). Относительную экспрессию (RЕ) рас-
считывали по формуле:

RЕ = Е–ΔΔCt,

где Е – эффективность амплификации, рассчитанная 
по формуле: E = 10–1 / k (k – коэффициент из уравнения 
прямой C (T) = k∙lgP

0
 + b, полученного путем линей-

ной аппроксимации экспериментальных данных 
(Е

среднее
 = 1,968)).

Нормализацию результатов проводили по 2 рефе-
ренсным генам – GAPDH и B2M – и уровню экспрес-
сии соответствующих генов-мишеней в образцах нор-
мальной ткани по приведенной ниже схеме:

1) нормализация по  среднему значению референс-
ных генов: ΔC(t) = C(t)

target
 – C(t)

g_reference
, где  

C(t)
g_reference

 – среднее геометрическое C(t) рефе-
ренсных генов (изменялось в  диапазоне от  18,1 
до 18,9); C(t)

target
 – среднее геометрическое C(t) ге-

нов-мишеней (изменялось в диапазоне от 22,5 до 30,1 
в зависимости от гена и типа ткани – норма или 
опухоль);

2) расчет E– ΔC(t) и медианы E–ΔC (t) по каждому гену для 
условно нормальной и опухолевой тканей каждого 
пациента;

3) нормализация по условно нормальной ткани и по-
лучение окончательного результата как кратность 
изменений (fold change, FC) [20] по формуле: FC = 
E–ΔC(t) медиана опухолевой ткани / E–ΔC(t) медиана нормальной ткани (что 
тождественно E–ΔΔC(t), или E–(ΔC(t) медиана опухолевой ткани – 

ΔC(t) медиана нормальной ткани).
Оценка экспрессии miRNA и  lncRNA. Зрелые  

miRNAs и малую ядерную РНК U6 выявляли с исполь-
зованием метода, предложенного I. Balcells и соавт. 
[22]. Выделенную суммарную РНК использовали в ре-
акции обратной транскрипции, которую проводили 
одновременно с полиаденилированием РНК, с приме-
нением специфичных RT-праймеров: 5’-CAGGTCCAGT

 

(15) 
V-3’ (где вместо V могут быть нуклеотиды AA, СA, 

AC, СС, TC, CT, TT, AT, TA, TG, GT, GG, GC, CG, AG, 

GA в зависимости от исходной последовательности 
miRNA). Полученную кДНК детектировали с помо-
щью ПЦР в реальном времени.

Специфичные олигонуклеотидные праймеры 
определяли с использованием алгоритма, разработан-
ного ранее [22]. К каждой miRNA подбирали несколько 
комплектов олигонуклеотидов, из которых выбирали 
те, которые характеризовались наиболее высокой эф-
фективностью обратной транскрипции и ПЦР. Эффек-
тивность обратной транскрипции оценивали по значе-
ниям пороговых циклов (Ct), полученных при анализе 
синтетических аналогов miRNA и mRNA («Биосан», 
Россия), взятых в известной концентрации. Эффектив-
ность амплификации (E) для каждой системы оцени-
вали с помощью калибровочной кривой, используя 
для анализа разведения соответствующие РНК, выде-
ленные из клинических проб согласно описанному вы-
ше протоколу (E = 2,0). При анализе стабильности экс-
прессии для подбора референсных miRNAs применяли 
алгоритм, описанный выше (для референсных генов) 
[20]. Первоначальный список предлагаемых нормали-
заторов включал miR-191 (экспрессия этой miRNA бы-
ла наиболее стабильной в 13 сравниваемых тканях [23]) 
и U6 (традиционно используется в качестве отдельного 
эталона для нормализации данных экспрессии miRNA). 
С помощью алгоритма для нормализации данных экс-
прессии miRNA выбран U6 (табл. 3).

Отдельно проводили реакцию обратной транс-
крипции miRNA в 1 повторе, в которой использовали 
реакционную смесь, содержащую 1× поли(А)-буфера 
(New England Biolabs Inc., США); 10 U / мкл обратной 
транскриптазы ММLV («Синтол», Россия); 0,1 мМ 
dNTP («Синтол», Россия); 0,1 мМ АТP (New England 
Biolabs Inc., США); 1 мкM RT-праймера; 0,5 U / мкл 
поли(A)-полимеразы (New England Biolabs Inc., США) 
и 1 мкг суммарной РНК. Реакцию проводили по сле-
дующей схеме: 15 мин при 16 оС, 15 мин при 42 оС; 
затем обратную транскриптазу инактивировали в те-
чение 2 мин при 95 оС [20].

Изменение относительной экспрессии miRNA 
оценивали методом ПЦР в реальном времени. Ампли-
фикацию проводили в 20 мкл ПЦР-смеси, содержа-
щей 1 × ПЦР-буфера; 0,25 мМ dNTP; 2 мM MgCl

2
; 

1 ед. акт. Taq-ДНК-полимеразы, по 500 нM прямого 
и  обратного праймеров. Количественную ПЦР  
c обратной транскрипцией каждого образца проводили 
в 3 повторах. Полученные смеси инкубировали в ам-
плификаторе CFX 96 (Bio-Rad Lab, США) по следующей 
схеме: 2 мин при 94 оС, денатурация –10 с при 95 оС, от-
жиг и элонгация – 20 с при 64 оС. Результаты, соответ-
ствующие Ct >40, считали отрицательными.

Относительную экспрессию miRNA (RE) рассчи-
тывали по формуле:

E–ΔΔCt (E = 1,988).

Нормализацию результатов проводили по референс-
ному локусу и уровню экспрессии соответствующих 
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МикроРНК 
miRNA

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

hsa-miR-1207-5p
F: GTGGCAGGGAGGCT
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTC
CCCTC

hsa-miR-5006-3p
F: GCAGTTTCCCTTTCCATCCT
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTCT
GCCA

hsa-miR-6848-5p
F: TGGGGGCTGGGATG
R: AGGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TACC

hsa-miR-6858-5p
F: GGAGGGGCTGGCA
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TGTC

hsa-miR-3127-3p
F: AGTCCCCTTCTGCAGG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCCA

hsa-miR-3940-3p
F: AGCCCGGATCCCAG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TAAGTG

hsa-miR-4463
F: GCAGGAGACTGGGGTG
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTGGC

hsa-miR-4687-3p
F: GCAGTGGCTGTTGGAG
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTG
CCTG

hsa-miR-4726-3p
F: AGACCCAGGTTCCCTCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTGCGG
CCA

hsa-miR-6741-3p
F: TCGGCTCTCTCCCTCA
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCTAGGGT

hsa-miR-6807-3p
F: GCACTGCATTCCTGCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTCTG
GGCCA

hsa-miR-6846-5p
F: GGGCTGGATGGGGTAG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTACTC

hsa-miR-1296-5p
F: GGCCCTGGCTCCAT
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTT
GGAGA

hsa-miR-1914-5p
F: GCCCGGCCCACTT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCAGA

hsa-miR-3085-3p
F: GCAGTCTGGCTGCTATG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTGAG

hsa-miR-3180-5p
F: GCAGCTTCCAGACGCT
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCGAC

hsa-miR-3934-5p
F: GTCAGGTGTGGAAACTGAG
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCTGC

hsa-miR-4253
F: GCAGAGGGCATGTCCAG
R: AGGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTACC

МикроРНК 
miRNA

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

hsa-miR-4313
F: CCCCCTGGCCCCA
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTGGGT

hsa-miR-4488
F: GGGGGCGGGCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTCGC
CGGA

hsa-miR-4530
F: CCAGCAGGACGGGA
R: TCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCGCT

hsa-miR-4687-5p
F: GCCCTCCTCCCGCA
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTGGGT

hsa-miR-4695-5p
F: GAGGCAGTGGGCGA
R: CCAGTTTTTTTTTTTTTTTC
CTGCT

hsa-miR-5787
F: GGGCGCGGGGA
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTACCT

hsa-miR-6735-3p
F: CTGTGGCTCCTCCCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTCTGA

hsa-miR-6749-3p
F: GCTCCTCCCCTGCCT
R: GTTTTTTTTTTTTTTTCTGG
GCCA

hsa-miR-6756-5p
F: TGGGGCTGGAGGTG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTAGC

hsa-miR-6757-3p
F: GCAGAACACTGGCCTTG
R: CAGTTTTTTTTTTTTTTTGG
GGATAG

hsa-miR-6763-3p
F: GCTCCCCGGCCTCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTCTG

hsa-miR-6777-3p
F: CGCAGTCCACTCTCCTG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTG

hsa-miR-6778-5p
F: GAGTGGGAGGACAGGAG
R: AGGTCCAGTTTTTTTTTTT
TTTTACC

hsa-miR-6786-5p
F: GGTGGGGCCGGAG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTACG

hsa-miR-6829-3p
F: CAGTGCCTCCTCCGT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTGA

hsa-miR-6836-5p
F: GGCCCTGGCGCA
R: TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTA
TGCCT

hsa-miR-6851-5p
F: CAGAGGAGGTGGTACTAGG
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTGCT

hsa-miR-7110-3p
F: TCTCTCTCCCACTTCCCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTG

Таблица 3. Специфические праймеры для miRNA и малой ядерной РНК U6 (дизайн de novo).

Table 3. Specific primers for miRNA and small nuclear RNA U6 (de novo design)
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ременными оценивали с  помощью коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена (r).

Результаты
Биоинформатический анализ. С использованием 

GEO2R проанализирована дифференциальная экс-
прессия генов в 400 образцах тканей (300 опухолевых 
и 100 нормальных) больных РЖ. Обнаружены 18 617 диф- 
ференциально экспрессирующихся локусов, включая 
кодирующие белки гены, miRNAs и lncRNAs. Из них 
9061 генетический локус статистически значимо сни-
жал экспрессию, а 9556 локусов были гиперэкспрес-
сированы (рис. 1).

Из ДЭГ особый интерес представляет группа так 
называемых РТ-генов. Так, в ходе анализа базы дан-
ных GEO выявлено изменение экспрессии 11 РТ-ге-
нов: MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, 
MAGEH1, MAGEE1, BAGE2, CTAGE5, MAGED2 
и MAGEL2 (табл. 5).

Для локусов MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, 
MAGEA6, MAGEH1, изменивших экспрессию более 
чем  в  1,25 раза, проведен поиск таргетирующих 
их  miRNAs. Выявлены 789 уникальных miRNAs:  
270 для MAGEA10, 93 – для MAGEA12, 98 – для MAGEA2, 
84 – для MAGEA3, 109 – для MAGEA6 и 135 – для MAGEH1. 
Наиболее стабильным взаимодействием с  целевой 
мРНК (оценивалось по свободной энергии взаимо-
действия, не более –26,0) обладала 201 miRNAs: 73 – 
для MAGEA10, 27 – для MAGEA12, 20 – для MAGEA2, 
31 – для MAGEA3, 33 – для MAGEA6 и 17 – для MAGEH1.

Среди выявленных 40 miRNAs таргетируют не-
сколько рассматриваемых локусов (рис. 2, табл. 6). 
Для 4 из них установлена возможность взаимодейст-
вия с 90 lncRNAs. При этом ncRNA KCNQ1OT1 спо-
собна взаимодействовать с 3 miRNAs (hsa-miR-3940-
3p, -1296-5p и -874-3p), AC109460.3 и AC131212.3 –  
с  2 miRNAs (hsa-miR-3940-3p и  hsa-miR-874-3p), 
MIR29B2CHG и XIST – с 2 miRNAs (hsa-miR-6807-3p 
и hsa-miR-1296-5p), NEAT1 и SNHG29 – с 2 miRNAs 
(hsa-miR-6807-3p и hsa-miR-874-3p) (рис. 3).

Для оценки потенциала направленной деградации 
miRNA под  действием lncRNA используют 
TDMDScore. По этому показателю финальный список 
lncRNAs был следующим: для  hsa-miR-3940-3p  – 
KCNQ1OT1, LINC01089 и AC145285.6, для hsa-miR-
6807-3p – GAS5, AC005034.3, AC104447.1, AL691447.2 
и  AC024580.1, для  hsa-miR-1296-5p  – AL355075.4, 
AC069281.2, SNHG14 и SNHG15, для hsa-miR-874-3p – 
AC040162.3, MIRLET7BHG, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 
и AL118506.1.

Экспериментальная валидация данных биоинфор
матического анализа. На основе данных биоинформа-
тического анализа выбран фрагмент потенциально 
существующей регуляторной сети конкурентно вза-
имодействующих РНК для валидации на образцах 
100 пациентов со злокачественными опухолями же-
лудка.

МикроРНК 
miRNA

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

hsa-miR-7113-3p
F: CTGCCCGCCTCTCT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCTG

hsa-miR-7160-3p
F: CAGGGCCCTGGCT
R: TCCAGTTTTTTTTTTTTTT
TCTGCT

hsa-miR-874-3p
F: CCTGGCCCGAGGGA
R: GTCCAGTTTTTTTTTTTTT
TTCGGT

hsa-miR-99a-3p
F: AAGCTCGCTTCTATGGGT
R: GGTCCAGTTTTTTTTTTTT
TTTCAG

U6

F: CGGCAGCACATATACTAAAA
TTGGAACGATACAGAGAAGATT
AGCATGGCCCCTGCGCAAGGA
TGACACGCAAATTCGTGAAG
R: CAGGTCCAGTTTTTTTTTTT
TTTTAAA

Примечание. Последовательности основаны на зрелых 
микроРНК из miRDB. 
Note. Sequences are based on mature miRNAs from miRDB.

Окончание табл. 3

End of table 3

miRNA-мишеней в образцах нормальной ткани после-
довательно по схеме, приведенной ниже:

1) нормализация по референсному локусу: 
ΔC(t) = C(t)

target
 – C(t)

reference
, 

где C(t)
reference

 – C(t) референсного локуса;
2) расчет E–ΔC(t) и медианы E–ΔC(t) по каждой miRNA 

для условно нормальной и опухолевой тканей каж
дого пациента;

3) нормализация по условно нормальной ткани и опре-
деление окончательного результата как кратность 
изменений по формуле: 

FC = RЕ = E–ΔC(t) медиана опухолевой ткани / E–ΔC(t) медиана нормальной ткани 
(что тождественно E–ΔΔC(t),  
или E– (ΔC(t) медиана опухолевой ткани –ΔC(t) медиана нормальной ткани) [20].

Экспрессию lncRNA оценивали с использованием 
метода ПЦР, аналогичного примененному для анализа 
экспрессии mРНК. С помощью алгоритма для норма-
лизации данных экспрессии выбран ген lncRNA 
LINC00115 (M-value = 0,096; S-value = 2,343) (табл. 4).

Методы статистической обработки полученных дан-
ных. Cтатистическую обработку результатов выполня-
ли с  помощью программы Statistica 10.0 (StatSoft, 
США). Нормальность распределения показателей 
оценивали с использованием критерия Колмогорова–
Смирнова. Для анализа различий применяли крите-
рий Манна–Уитни для порогового уровня статисти-
ческой значимости р <0,05; для учета множественного 
сравнения – поправку Бонферрони. Связь между пе-
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В  этот фрагмент вошли 6 РТ-генов (MAGEA10,  
MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6, MAGEH1),  
40 miRNAs (hsa-miR-1207-5p, -5006-3p, -6848-5p, 
-6858-5p, -3127-3p, -3940-3p, -4463, -4687-3p, -4726-3p, 
-6741-3p, -6807-3p, -6846-5p, -1296-5p, -1914-5p, 
-3085-3p, -3180-5p, -3934-5p, -4253, -4313, -4488, -4530, 
-4687-5p, -4695-5p, -5787, -6735-3p, -6749-3p, -6756-5p, 
-6757-3p, -6763-3p, -6777-3p, -6778-5p, -6786-5p, 
-6829-3p, -6836-5p, -6851-5p, -7110-3p, -7113-3p, 
-7160-3p, -874-3p и -99a-3p) и 17 lncRNAs (KCNQ1OT1, 
LINC01089, AC145285.6, GAS5, AC005034.3, AC104447.1, 
AL691447.2, AC024580.1, AL355075.4, AC069281.2,  
SNHG14, SNHG15, AC040162.3, MIRLET7BHG, 
AC002101.1, SLC9A3‑AS1, AL118506.1).

На рис. 4 представлены результаты анализа экс-
прессии 6 РТ-генов (MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, 
MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1).

Обнаружено статистически значимое увеличение 
экспрессии генов MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6 в 2,74; 
2,54 и 3,57 раза соответственно в опухолевой ткани 
относительно нормальной (p <0,0001).

C учетом того, что изменение экспрессии выявле-
но только для 3 генетических локусов, панель для ва-
лидации miRNA была сокращена до 32 miRNAs, тар-
гетирующих эти локусы (рис. 5).

Обнаружено статистически значимое снижение 
уровней экспрессии hsa-miR-1207-5p (в  1,72 раза),  
-6858-5p (в 2,7 раза), -3127-3p (в 1,96 раза), -3940-3p 
(в 7,14 раза), -6807-3p (в 4,76 раза), -3085-3p (в 1,75 раза), 
-3934-5p (в 2,86 раза), -4488 (в 3,45 раза), -4530 (в 2,04 ра-
за), -6777-3p (в 1,82 раза), – 99a-3p (в 2,33 раза) (p <0,0001), 
а также статистически значимое повышение уровней 
экспрессии hsa-miR-7113-3p (в 1,78 раза) и hsa-miR-
874-3p (в 2,04 раза) в опухолевой ткани относительно 
нормальной ткани (p <0,0001) (см. рис. 5).

Для  4 miRNAs установлено взаимодействие 
с 17 lncRNAs с высоким индексом TDMDScore. Ре-
зультаты анализа экспрессии 17 lncRNAs представле-
ны на рис. 6.

В опухолевой ткани обнаружено статистически 
значимое повышение уровней экспрессии LINC01089 
(в 3,72 раза), AC145285.6 (в 2,14 раза), GAS5 (в 1,95 раза), 

Таблица 4. Последовательности праймеров для определения экспрессии длинных некодирующих РНК (дизайн de novo)

Table 4. Primer sequences for determining the expression of long non-coding RNAs (de novo design)

Ген 
Gene

Последовательность праймеров (5’→3’) 
Primer sequence (5’→3’) 

Длина ампликона (п. н.) 
Amplicon length (bp) 

KCNQ1OT1 F: GTCTGCTGGCTTGTGTGTTG
R: GGCTACGACCACAGGTGAAA 106

LINC01089 F: AGAGGCCAACAGATGAGGGA
R: GTTGGGTAGGCAAAAAGGCG 98

AC145285.6 F: GCCTGCAGTGTGCTAGAGTA
R: GTTTCCCCTCCTGTGTGCTC 146

GAS5 F: AAGCCCCTGGAGGAAAGTCT
R: CCCTTTAGCCAGTTCCCCTC 76

AC005034.3 F: TACTCCACCATGTTGCTCAAGT
R: CATCGGCACATAGGAGCCTTC 198

SNHG14 F: TGAAGCTCAGGCCTTTCCTG
R: ATACCGGTCAATGCCAAGTG 91

SNHG15 F: GGCAGTCTAGTCATCCACCG
R: AGGAACTGGCAGCTAACACG 106

SLC9A3‑AS1 F: GCGGGGATCTGGGGTTTCTC
R: TCCGAAGGCTGACTAGCCG 148

MIRLET7BHG F: GTCCAGACGAGCAGACACTG
R: GGACGGGGCCACATTTATCT 129

AL118506.1 F: TGATGGGTGCACAAAGGGTT
R: ATCATGGGTGGGAAAGCTGG 115

LINC00115 F: CCTGTAACAACCCTCGTGCT
R: ATCCACAGCGAGGCAATGAA 132

Примечание. Праймеры подобраны на основе базы данных NCBI и программы Primer-BLAST, использован de novo дизайн 
с валидацией in silico. 
Note. Primers were selected based on public databases (NCBI and program Primer-BLAST), de novo design with in silico validation was used.
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Таблица 5. Дифференциально экспрессирующиеся гены раково-тестикулярных антигенов при раке желудка (результаты биоин-
форматического анализа)

Table 5. Differentially expressed cancer-testicular antigen genes in gastric cancer (results of bioinformatics analysis)

Ген 
Gene

Полное название гена 
Full name of the gene

FC, раз 
FC, times

logFC p-value

MAGEA10 Член семейства генов MAGE A10 
MAGE family member A10

1,339* 0,421 0,00000000053700

MAGEA2 Член семейства генов MAGE A2 
MAGE family member A2

1,444* 0,530 0,00000000015300

MAGEA12 Член семейства генов MAGE A12 
MAGE family member A12

1,503* 0,589 0,00000000012700

MAGEA3 Член семейства генов MAGE A3 
MAGE family member A3

1,751* 0,808 0,00000000000513

MAGEA6 Член семейства генов MAGE A6 
MAGE family member A6

1,765* 0,819 0,00000000000316

MAGEH1 Член семейства генов MAGE H1 
MAGE family member H1

0,794 (1,259)* –0,332 0,00000000000000

MAGEE1 Член семейства генов MAGE Е1 
MAGE family member Е1

0,838 (1,193)** (х = 0,838) –0,255 0,00000000000000

BAGE2 Член семейства антигенов меланомы B2 
B melanoma antigen family member 2

0,935 (1,069)** –0,096 0,00001050000000

CTAGE5 Член семейства генов CTAGE 5 
CTAGE family member 5

0,946 (1,057)** –0,080 0,00068700000000

MAGED2 Член семейства генов MAGE D2 
MAGE family member D2

0,954 (1,048)** –0,068 0,00007640000000

MAGEL2 Член семейства генов MAGE L2 
MAGE family member L2

0,977 (1,023)** –0,033 0,01590000000000

*Изменение экспрессии более чем в 1,25 раза.**Отношение 1 / х, где х – значение перед скобками.
Примечание. FC – кратность изменений; logFC – логарифмическое значение FC. 
*Expression change more than 1.25 times fold change.**Ratio 1 / x, where x is the value before the parentheses. 
Note. FC – fold change; logFC – logarithmic value of FC.

AC005034.3 (в  2,24 раза) и  AL691447.2 (в  3,18 раза)  
(p <0,001), а также статистически значимое снижение 
уровней экспрессии SNHG14 (в 1,85 раза), AC002101.1 
(в 3,70 раза), SLC9A3‑AS1 (в 2,04 раза) и AL118506.1 
(в 9,09 раза) (p <0,001) относительно нормальной тка-
ни (см. рис. 6).

На основании полученных данных построена модель 
регуляторной сети для РТ-генов при РЖ (рис. 7).

Согласно модели  увеличение уровня экспрессии 
lncRNAs отрицательно коррелирует со  снижением 
уровня экспрессии miRNAs (r = –0,678…–0,851), что 
в свою очередь отрицательно коррелирует с увеличе-
нием экспрессии РТ-генов (r = –0,584…–0,912). Важ-
но отметить, что  снижение уровня экспрессии 
lncRNAs AC002101.1, SLC9A3‑AS1 и AL118506.1 отри-
цательно коррелирует с повышением уровня экспрессии 
hsa-miR-7113-3p и hsa-miR-874-3p (r = –0,678…–0,851), 
а их экспрессия положительно коррелирует (r = 0,590–
0,916) с увеличением экспрессии РТ-генов MAGEA3 

и MAGEA6. Экспрессия MAGEH1 в опухолевой ткани 
была такой же, как и в нормальной ткани, экспрессия 
таргетирующей MAGEH1 hsa-miR-874-3p повышена 
(r = –0,087), экспрессия hsa-miR-1296-5p не измене-
на (r = 0,119) (рис. 7).

Обсуждение
В экспериментальной части проведенного иссле-

дования проанализирована экспрессия 6 РТ-генов 
в опухолевой и нормальной тканях у 100 пациентов 
с аденокарциномой желудка. Однако статистически 
значимые различия в уровнях экспрессии в опухоле-
вой и нормальной тканях выявлены только для 3 ге-
нов – MAGEA10, MAGEA3 и  MAGEA6: наблюдалось 
значительное повышение их экспрессии.

Семейство генов MAGE человека (хромосома Xq28, 
12 генов) кодирует ядерные белки, большинство ко-
торых экспрессируются в опухолевых клетках. В нор-
мальных клетках они либо не экспрессируются, либо 
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Рис. 1. Результаты биоинформатического анализа дифференциально экспрессируюшихся генов при раке желудка: а – блочная диаграмма boxplot 
(сгенерировано с помощью Boxplot в R, используемой для просмотра распределения значений образцов); б – результаты Uniform Manifold Approximation 
and Projection (UMAP) – метода уменьшения размеров, позволяющего визуализировать связь образцов друг с другом (на графике указано количе-
ство ближайших соседей, использованных при расчете; сгенерировано с применением UMAP) 
Fig. 1. Results of bioinformatics analysis of differentially expressed genes in gastric cancer: а – boxplot (generated using Boxplot in R used for visualization 
of sample distributions); б – results of Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) method for dimension reduction and visualization of sample 
associations (the plot shows the number of nearest neighbors used in calculations; generated using UMAP) 
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Рис. 1. (Окончание). в – тенденция среднего отклонения (сгенерировано с использованием R limma (plotSA, vooma)); г – вулканограмма (сгенери-
ровано с использованием limma), отображающая статистическую значимость (значение –log10P) в зависимости от величины логарифмическо-
го кратного изменения; д – график средней разности (MD), отображающий логарифмическое изменение по сравнению со средними значениями 
экспрессии log2 (сгенерировано с использованием limma (plotMD))
Fig. 1. (End).  в – mean variance trend (generated using R limma (plotSA, vooma)); г – volcano plot (generated using limma) showing statistical significance 
(value –log10P) depending on the value of logarithmic fold change; д – mean difference (MD) plot showing logarithmic change compared to mean values 
of log2 expression (generated using limma (plotMD))
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Рис. 2. Парные пересечения по микроРНК разных генов-мишеней раково-тестикулярных антигенов. Приведены число совпадений и индекс Жак-
кара (в скобках)
Fig. 2. Paired intersections of microRNAs of different cancer-testicular antigen target genes. Number of matches and Jaccard index (in brackets) are presented

экспрессируются в минимальной степени, за исключе-
нием зародышевых клеток яичек и плаценты [24, 25]. 
Поскольку зародышевые клетки лишены поверхност-
ных молекул HLA класса I, предполагается, что ответы 
специфических цитотоксических Т-лимфоцитов CD8+ 
(CTL) на антигены, кодируемые генами MAGE, строго 
опухолеспецифичны при разных видах рака, иными 
словами, они являются раковыми антигенами [26]. 
Молекулы MAGE в раковых клетках могут подвергать-
ся протеасомно-опосредованныму протеолизу, а раз-

рушенные пептиды – транспортироваться на поверх-
ность клетки с помощью белка, связывающего антиген. 
Эти эпитопы могут быть представлены HLA-аллелями 
цитотоксических Т-лимфоцитов (клетки CD8+-CTL), 
а активированные CTL затем способны высвобождать 
гранзимы и перфорины, чтобы убить соответствую-
щие опухолевые клетки посредством апоптоза 
или действия гранулизина [27]. Благодаря своим ха-
рактеристикам это семейство генов в последние годы 
представляет большой интерес для разработки противо
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Таблица 6. Общие микроРНК для разных генов-мишеней раково-тестикулярных антигенов

Table 6. Common microRNAs for different cancer-testicular antigen target genes

МикроРНК 
miRNA

Количество таргетируемых локусов 
Number of target loci

Гены, с матричными РНК которых взаимодействуют микроРНК 
Genes whose mRNAs interact with miRNAs

hsa-miR-1207-5p 4 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA2, MAGEA6

hsa-miR-5006-3p 4 MAGEA12, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6848-5p 4 MAGEA12, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6858-5p 4 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-3127-3p 3 MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-3940-3p 3 MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4463 3 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-4687-3p 3 MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4726-3p 3 MAGEA2, MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6741-3p 3 MAGEA12, MAGEA2, MAGEA3

hsa-miR-6807-3p 3 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA3

hsa-miR-6846-5p 3 MAGEA10, MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-1296-5p 2 MAGEA6, MAGEH1

hsa-miR-1914-5p 2 MAGEA12, MAGEA3

hsa-miR-3085-3p 2 MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-3180-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-3934-5p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4253 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4313 2 MAGEA10, MAGEA6

hsa-miR-4488 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4530 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-4687-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-4695-5p 2 MAGEA10, MAGEA6

hsa-miR-5787 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6735-3p 2 MAGEA6, MAGEH1

hsa-miR-6749-3p 2 MAGEA10, MAGEH1

hsa-miR-6756-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6757-3p 2 MAGEA12, MAGEA3

hsa-miR-6763-3p 2 MAGEA10, MAGEH1

hsa-miR-6777-3p 2 MAGEA10, MAGEA3

hsa-miR-6778-5p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-6786-5p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6829-3p 2 MAGEA12, MAGEA2

hsa-miR-6836-5p 2 MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-6851-5p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-7110-3p 2 MAGEA12, MAGEA6

hsa-miR-7113-3p 2 MAGEA3, MAGEA6

hsa-miR-7160-3p 2 MAGEA2, MAGEA3

hsa-miR-874-3p 2 MAGEA3, MAGEH1

hsa-miR-99a-3p 2 MAGEA3, MAGEA6
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раковых препаратов и иммунотерапии [28]. В настоя-
щее время механизмы участия генов семейства MAGE 
при многих заболеваниях, таких как меланома, рак 
пищевода, РЖ, неясны [29].

MAGEA10 (CT1.10, MAGE10, MGC10599) является 
членом семейства генов MAGEA. Этот РТ-ген пред-
ставляет собой привлекательную мишень для имму-
нотерапии рака [30]. Высокий уровень экспрессии 
MAGEA10 наблюдается у больных немелкоклеточным 
раком легкого [27]. Информация о  молекулярной 
структуре белка и его взаимодействиях, экспрессии 
гена MAGEA10 в различных опухолях, визуализация 
и локализация его экспрессии представлены на рис. 8, 
созданном на основе данных The Human Protein Atlas 
[31]. Продемонстрировано, что MAGEA10 значительно 

экспрессирован в опухолевой ткани желудка (что со-
ответствует нашим данным), легкого, кожи, мозга, 
мочевого пузыря, предстательной железы и др. Высо-
кий уровень экспрессии этого РТ-гена в различных 
опухолях может свидетельствовать как о схожих моле-
кулярных механизмах, регулирующих его экспрессию, 
так и о том, что этот показатель можно использовать 
в качестве маркера онкологического процесса и уни-
версальной мишени для иммунотерапии.

Еще  одним членом семейства MAGE является 
меланома-ассоциированный антиген 3 (MAGEA3). 
Функция MAGEA3 в нормальных клетках неизвестна. 
Присутствие антигена на опухолевых клетках связано 
с худшим прогнозом. Так, высокий уровень экспрес-
сии MAGEA3 при аденокарциноме ассоциирован с бо-
лее низкими показателями выживаемости пациентов 
[32]. MAGEA3 – опухолеспецифический белок, кото-
рый обнаружен во многих опухолях, включая мела-
ному, немелкоклеточный рак легкого, гематологиче-
ские злокачественные новообразования и  рак 
молочной железы [7]. Пептиды MAGEA3 рассматри-
ваются как наиболее привлекательные эпитопы; вак-
цины, содержащие эти пептиды, находятся на стадии 
разработки [33]. С 2008 г. GlaxoSmithKline создает вак-
цину против рака, нацеленную на MAGEA3 [34].

Результаты исследования X. Gao и соавт., посвя-
щенного определению роли MAGEA3 при раке шейки 
матки, показали, что его сверхэкспрессия значительно 
способствует пролиферации клеток in vitro и in vivo, 
увеличивает долю клеток в S-фазе клеточного цикла 
и  подавляет апоптоз. Кроме того, обнаружено, 

Рис. 4. Изменение уровней экспрессии генов раково-тестикулярных антигенов MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1 
в опухолевой ткани желудка относительно нормальной ткани (представлены отношение уровня экспрессии в опухолевой ткани к уровню экспрес-
сии в нормальной ткани, кратность изменений (FC)). *Различия между опухолевыми и нормальными образцами ткани статистически значимы 
(p <0,0001)
Fig. 4. Changes in expression levels of cancer / testis antigen genes MAGEA10, MAGEA2, MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 and MAGEH1 in gastric tumor tissue 
compared to normal tissue (ratio between expression in tumor tissue and expression in normal tissue, fold change (FC) are presented). *Differences between 
tumor and normal samples are statistically significant (p <0.0001)

Рис. 3. Общие длинные некодирующие РНК для 4 микроРНК
Fig. 3. Common long non-coding RNAs for 4 microRNAs
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Рис. 5. Изменение уровней экспрессии 32 микроРНК, таргетирующих гены раково-тестикулярных антигенов MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6, 
в опухолевой ткани желудка относительно нормальной ткани (представлены отношение уровня экспрессии в опухолевой ткани к уровню экспрес-
сии в нормальной ткани, кратность изменений (FC)). *Различия между опухолевыми и нормальными образцами ткани статистически значимы 
(p <0,0001)
Fig. 5. Changes in expression of 32 microRNAs targeting genes of cancer / testis antigens MAGEA10, MAGEA3 and MAGEA6 in gastric tumor tissue compared 
to normal tissue (ratio between expression in tumor tissue and expression in normal tissue, fold change (FC) are presented). *Differences between tumor and 
normal samples are statistically significant (p <0.0001)

Рис. 6. Изменение уровней экспрессии 17 длинных некодирующих РНК, взаимодействующих с микроРНК hsa-miR-3940-3p, -6807-3p, -1296-5p 
и -874-3p, в опухолевой ткани желудка относительно нормальной ткани (представлены отношение уровня экспрессии в опухолевой ткани к уров-
ню экспрессии нормальной ткани, кратность изменений (FC)). *Различия между опухолевыми и нормальными образцами ткани статистически 
значимы (p <0,0001)
Fig. 6. Changes in expression of 17 long non-coding RNAs interacting with microRNAs hsa-miR-3940-3p, -6807-3p, -1296-5p and -874-3p in gastric tumor 
tissue compared to normal tissue (ratio between expression in tumor tissue and expression in normal tissue, fold change (FC) are presented). *Differences between 
tumor and normal samples are statistically significant (p <0.0001)
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что снижение уровня экспрессии MAGEA3 подавляет 
пролиферацию клеток HeLa, блокирует прогрессиро-
вание клеточного цикла в фазе G1 и вызывает апоптоз 
клеток. Результаты исследования механизма действия 
MAGEA3 на клеточный цикл продемонстрировали, 
что MAGEA3 взаимодействует с белком, связанным 
с доменом KRAB (KAP1), для ингибирования транс-
крипционной активности p53, что ингибирует экспрес-
сию генов, ассоциированных с клеточным циклом, 
который опосредован p53 (p21 и Cyclin D1) и апоптозом 
(Bax, Bcl-2 и компонентом связывания Bcl-2).

Приведенные данные свидетельствуют о  том, 
что MAGEA3 способствует пролиферации опухолевых 
клеток шейки матки и росту новообразования, играет 
онкогенную роль и  регулирует сигнальный путь 
KAP1 / p53 [35].

На рис. 9 представлена информация об экспрессии 
MAGEA3 в различных опухолях (по данным проекта 
«Атлас ракового генома» (The Cancer Genome Atlas, 
TCGA)). Так же, как и в случае с MAGEA10, экспрессия 
MAGEA3 повышается в различных опухолях.

Меланома-ассоциированный антиген A6 (MAGEA6) 
обладает онкогенной активностью, но механизмы, с по-
мощью которых он регулирует прогрессию опухоли 
и химиорезистентность, неизвестны [36]. Все члены 
семейства MAGE кодируют белки, которые имеют 
сильное сходство друг с другом. Например, MAGEA6 
и MAGEA3 характеризуются самой высокой гомоло-
гией (98 %). При этом в тканях рака шейки матки на-
блюдается отрицательная корреляция экспрессии 
MAGEA6 и MAGEA3 с клинической стадией [35]. Но эти 
2 представителя семейства MAGE,  тем не менее, могут 
служить биомаркерами для прогнозирования in situ 
ранних предраковых поражений [29]. В нашем иссле-

довании уровень экспрессии гена MAGEA6 был в 1,4 раза 
выше уровня экспрессии MAGEA3; различия статисти-
чески незначимы.

MAGEA6 экспрессируется и в ряде других опухолей 
человека, таких как глиома и рак пищевода. Показано, 
что этот ген гиперэкспрессирован при раке молочной 
железы и связан с устойчивостью к терапии, посколь-
ку подавление его экспрессии повышает химиочувст-
вительность к доксорубицину in vitro и in vivo. Нокдаун 
MAGEA6 снижает убиквитинирование AMPKα1, 
что повышает концентрацию AMPKα1 и p-AMPKα 
в клетках рака молочной железы. Данные, полученные 
H. Zhu и соавт., свидетельствуют о том, что воздейст-
вие на MAGEA6 может повысить химиочувствитель-
ность при раке молочной железы посредством актива-
ции аутофагии и  ферроптоза (AMPKα1‑зависимая 
аутофагия и  AMPKα1 / SLC7A11‑индуцированный 
ферроптоз) [37].

Очевидно, что  влияние MAGEA6 на  аутофагию 
обеспечивает потенциальный механизм его онкоген-
ных эффектов. Так, в  исследовании Y. H.  Tsang 
и G. B. Mills впервые изучена роль MAGEA6 в регуля-
ции аутофагии при аденокарциноме протоков подже-
лудочной железы. В соответствии со способностью 
этого гена ингибировать аутофагию при других типах 
рака экспрессия дикого типа MAGEA6 в моделях кле-
ток рака поджелудочной железы уменьшает базальную 
сигнализацию аутофагии, на что указывает снижение 
фосфорилирования AMPK и повышение фосфорили-
рования RPS6KB / S6K [38].

Сверхэкспрессия MAGEA6 достаточна для транс-
формации незлокачественных эпителиальных клеток 
поджелудочной железы человека и индуцирует рост 
ксенотрансплантированной опухоли in vivo, вероятно, 

Рис. 7. Модель регуляторной сети для генов раково-тестикулярных антигенов при раке желудка. *Экспрессия такая же, как в нормальной тка-
ни. **Экспрессия микроРНК выше, чем в нормальной ткани. ***Экспрессия длинной некодирующей РНК ниже, чем в нормальной ткани
Fig. 7. Model of cancer-testicular antigen genes regulatory network in gastric cancer. *Same expression as in normal tissue. **microRNA expression is higher 
than in normal tissue. ***Expression of long non-coding RNA is lower than in normal tissue
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Рис. 8. Молекулярная структура белка MAGEA10 и его взаимодействия (а), экспрессия гена MAGEA10 в различных опухолях (б), визуализация (в) 
и локализация его экспрессии (г) (по данным Human Protein Atlas; https://www.proteinatlas.org / ). nTPM – количество транскриптов на миллион
Fig. 8. Molecular structure of MAGEA10 protein and its interactions (а), expression of MAGEA10 gene in different tumors (б), visualization (в) and location 
of its expression (г) (per Human Protein Atlas; https://www.proteinatlas.org / ). nTPM – transcripts per million
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Экспрессия MAGEA10 / MAGEA10 expression

вызванный способностью MAGEA6 ограничивать ауто-
фагию. Данные, полученные Y. H. Tsang и G. B. Mills, 
свидетельствуют о том, что MAGEA6 действует как ко-
ординатор аутофагии, обеспечивая переход от низко-
го уровня активности аутофагии к высокому во время 
инициации и прогрессии опухоли. Высокая экспрес-
сия MAGEA6 играет большую роль в инициации забо-

левания, когда низкая активность аутофагии является 
допустимой, тогда как во время прогрессирования 
заболевания MAGEA6 деградирует из‑за спонтанных 
мутаций в гене и метаболического стресса, что приво-
дит к высокой активности аутофагии. В соответствии 
с  этой концепцией высокий уровень экспрессии 
MAGEA6 ассоциируется только с худшими показателя-

а

в

б

г

nTPM

https://www.proteinatlas.org/
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ми выживаемости [38]. Эти результаты могут помочь 
в разработке иммунотерапевтических стратегий воз-
действия на антигены MAGEA при злокачественных 
новообразованиях и позволяют понять роль MAGEA6 
в процессе возникновения и прогрессирования рака 
поджелудочной железы [39].

S. A. Shukla и соавт. выявили отрицательную связь 
между активаторами аутофагии и экспрессией белков 
MAGEA при меланоме [40]. MAGEA3 и MAGEA6 по-

давляли аутофагию в моделях рака легкого и колорек-
тального рака [41].

Также MAGEA6 опосредует выживание клеток гли-
омы человека, воздействуя на 5’AMP-активируемую 
протеинкиназу (AMPK)  α1. Результаты исследования 
C. T.  Pineda и  P. R.  Potts показали, что  комплекс 
MAGEA6 / KAP1 представляет собой раковоспецифи-
ческую убиквитинлигазу, которая разрушает AMPKα1 
в клетках глиомы человека и раковых клетках желудка. 

Рис. 9. Экспрессия MAGEA3 в различных опухолях (по данным проекта «Атлас ракового генома» (The Cancer Genome Atlas, TCGA)). nTPM – ко-
личество транскриптов на миллион
Fig. 9. MAGEA3 expression in different tumors (according to the project The Cancer Genome Atlas, TCGA). nTPM – transcripts per million
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Рис. 10. Экспрессия MAGEA6 в различных опухолях (по данным проекта «Атлас ракового генома» (The Cancer Genome Atlas, TCGA)). nTPM – ко-
личество транскриптов на миллион
Fig. 10. MAGEA6 expression in different tumors (according to the project The Cancer Genome Atlas, TCGA). nTPM – transcripts per million

Кроме того, подавление экспрессии MAGEA6 останав-
ливало рост опухолей, трансплантированных мышам 
с  тяжелым комбинированным иммунодефицитом, 
и пролиферацию первичных клеток глиомы человека 
in vivo [42].

В исследовании S. A. Shukla и соавт. оценивался 
уровень экспрессии MAGEA6 в клетках плоскоклеточ-
ного рака пищевода и тканях аденокарциномы пище-
вода. Полученные данные показали, что MAGEA6 вы-
соко экспрессируется при развитии плоскоклеточного 

рака пищевода и, следовательно, может служить но-
вым биомаркером для диагностики или лечения дан-
ной патологии [40]. По данным других авторов, сов-
местная экспрессия РT-антигенов MAGE-A6 
и MAGE-A11 при раке мочевого пузыря связана с аг-
рессивностью опухоли [43].

Хотя повышенные уровни экспрессии MAGEA6 
обнаружены в различных типах опухолей, по‑прежне-
му недостаточно информации о функции этого гена 
и связанных с ним сигнальных путях регуляции генов. 
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Так, изучено влияние MAGEA6 на инвазию, миграцию 
и пролиферацию клеток. Секвенирование транскрип-
тома было проведено на клеточной линии Eca109, ко-
торая обычно экспрессировала MAGEA6. Выявлено, 
что высокая экспрессия данного гена оказывает зна-
чительное стимулирующее влияние на пролиферацию 
клеток, а  также существенно усиливает инвазию 
и миграцию клеток. Результаты транскриптомного 
анализа показали, что 14 ДЭГ и 13 основных регуля-
торных генов тесно связаны с экспрессией MAGEA6, 
например ген метилстеролмонооксигеназы 1 (MSMO1). 
При этом MAGEA6 положительно регулировал экс-
прессию MSMO1, которая играет большую онкоген-
ную роль в клетках [28].

Особенности экспрессии MAGEA6 в различных 
опухолях на основании данных проекта TCGA пред-
ставлены на рис. 10.

Согласно данным литературы и результатам на-
шего исследования, важным механизмом регуляции 
экспрессии РТ-генов может быть изменение экспрес-
сии miRNAs и lncRNAs. С помощью биоинформати-
ческих подходов выявлена сложная сеть потенциаль-
ных взаимодействий РТ-генов MAGEA10, MAGEA2, 
MAGEA12, MAGEA3, MAGEA6 и MAGEH1 с 789 уникаль-
ными miRNAs.

МикроРНК – это короткие некодирующие РНК, 
эпигенетически регулирующие экспрессию генов пу-
тем взаимодействия с комплементарными нуклеотид-
ными последовательностями мРНК-мишеней, приво-
дящего к их деградации и ингибированию трансляции 
в белки [44]. Они вносят значительный вклад в ини-
циацию и развитие различных молекулярных собы-
тий, включая инициацию онкогенеза, прогрессирова-
ние и метастазирование [45].

Экспериментально нами подтверждено изменение 
экспрессии в опухолевой ткани желудка 13 miRNAs, 
таргетирующих мРНК MAGEA10, MAGEA3 и MAGEA6: 
уровни транскриптов hsa-miR-1207-5p,  -6858-5p, 
-3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p, -99a-3p были понижены, а hsa-miR-
7113-3p и hsa-miR-874-3p – повышены. Снижение 
уровней экспрессии hsa-miR-1207-5p, -6858-5p, -3127-
3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p и hsa-miR-99a-3p, очевидно, препят-
ствует деградации мРНК РТ-генов, обеспечивая вы-
сокий уровень их экспрессии.

Схожий механизм регуляции показан Д. С. Кути-
линым для колоректального рака: регуляция экспрес-
сии РТ-генов в опухолях толстой кишки реализуется 
с помощью разных молекулярных механизмов, вклю-
чающих изменения в  экспрессии hsa-miR-143-3p, 
-26a-5p, -25-3p, -92a-3p, -21-5p и hsa-let-7i-5p [20].

МикроРНК могут взаимодействовать с lncRNAs, 
что, в свою очередь, также обеспечивает регуляцию 
экспрессии генов-мишеней. Длинные некодирующие 
РНК (lncRNAs) – это РНК размером более 200 нукле-
отидов, регулирующие биологическую активность 

клеток различными способами, включая транскрип-
ционную, посттранскрипционную регуляцию и регу-
ляцию трансляции. Они могут контролировать пост-
транскрипционную регуляцию, являясь компонентом 
сети ceRNAs и  выступая в  качестве молекулярной 
губки (сорбента) miRNAs [44, 46].

Так, в нашем исследовании с помощью методов 
биоинформатики выявлено взаимодействие hsa-miR-
3940-3p с KCNQ1OT1, LINC01089 и AC145285.6, hsa-
miR-6807-3p  – с  GAS5, AC005034.3, AC104447.1, 
AL691447.2 и  AC024580.1, hsa-miR-1296-5p  – 
с AL355075.4, AC069281.2, SNHG14 и SNHG15, hsa-miR-
874-3p  – с  AC040162.3, MIRLET7BHG, AC002101.1, 
SLC9A3‑AS1 и AL118506.1. Экспериментально подтвер-
ждено увеличение экспрессии LINC01089, AC145285.6, 
GAS5, AC005034.3 и AL691447.2, а также снижение экс-
прессии SNHG14, AC002101.1, SLC9A3‑AS1 и AL118506.1 
в опухолевой ткани относительно нормальной.

Таким образом, собрана необходимая информация 
по всем компонентам регуляторной сети конкурент-
но-взаимодействующих эндогенных РНК, включая 
lncRNAs, miRNAs и mРНК.

Комплексный анализ представленных выше дан-
ных позволил нам разработать модель регуляторной 
сети для РТ-генов при РЖ (см. рис. 7). Увеличение 
представленности транскриптов lncRNAs LINC01089, 
AC145285.6, GAS5, AC005034.3 и AL691447.2 приводит 
к повышению эффективности взаимодействия lncRNAs 
и  miRNAs (hsa-miR-3940-3p и  hsa-miR-6807-3p). 
Образование комплекса lncRNA–miRNA приводит 
к  уменьшению количества свободных miRNAs  
и к снижению их взаимодействия с генами-мишенями 
(MAGEA3, MAGEA6, MAGEA10). Противоположный 
эффект наблюдается при снижении представленности 
транскриптов lncRNAs SNHG14, AC002101.1,  
SLC9A3‑AS1 и AL118506.1, что вызывает снижение эф-
фективности взаимодействия lncRNAs и таргетирую-
щих их miRNAs (hsa-miR-1296-5p и hsa-miR-874-3p). 
Нарушение образования комплекса lncRNA–miRNA 
приводит к увеличению количества свободной miRNA 
hsa-miR-874-3p и ее эффективному взаимодействию 
с генами-мишенями (MAGEH1 и MAGEA3). При этом 
представленность транскриптов MAGEH1 не изменяет-
ся, а MAGEA3, вероятно, в большей степени регулиру-
ется другими miRNAs.

Представленная модель включает лишь фрагмент 
регуляторной системы РТ-генов при РЖ, а именно 
сети конкурентно-взаимодействующих РНК. Необхо-
димо учитывать и другие механизмы регуляции, такие 
как изменение копийности генов и их метилирование, 
которые уже описаны в наших работах [17, 20] и кото-
рым будут посвящены дальнейшие исследования.

Заключение
В ходе исследования выявлено нарушение в сети 

конкурентно-взаимодействующих РНК РТ-генов 
при аденокарциноме желудка, выражающееся в измене-



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

5

97ТОМ 12 / VOL. 12 	 ЭкспериментальнЫе СТАТЬИ | EXPERIMENTAL REPORTS

нии транскрипционной активности генов MAGEA10, 
MAGEA3 и MAGEA6, miRNAs hsa-miR-1207-5p, -6858-5p, 
-3127-3p, -3940-3p, -6807-3p, -3085-3p, -3934-5p, -4488, 
-4530, -6777-3p, -99a-3p, -7113-3p и -874-3p, а также ln-
cRNAs LINC01089, AC145285.6, GAS5, AC005034.3, 
AL691447.2 SNHG14, AC002101.1 и SLC9A3‑AS1 в опухо-

левой ткани. Полученные данные имеют большое 
значение для понимания фундаментальных механиз-
мов регуляции РТ-генов и совершенствования под-
ходов к иммунотерапии (новые мишени и регулятор-
ные молекулы) и диагностике (новые молекулярные 
маркеры) РЖ.
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Экспериментальное тестирование 
химиорезистентности опухолевых клеток рака 
яичников

К.А. Кузин1, Т.И. Фетисов1, 2, О.А. Власова1, Р.И. Князев1, 3, Е.Е. Антошина1, Л.С. Труханова1, Т.Г. Горькова1, 
Г.А. Белицкий1, М.Г. Якубовская1, 2, К.И. Кирсанов1, 2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
2ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»; Россия, 117198 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 6; 
3ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России; Россия, 
123995 Москва, ул. Баррикадная, 2/1

К о н т а к т ы :	К онстантин Александрович Кузин kuzin_konstantin@mail.ru

Одной из наиболее сложных проблем в лечении больных раком яичников является высокий уровень химиорезис-
тентности опухолевых клеток, что обусловливает раннее развитие рецидива заболевания и низкие показатели общей 
выживаемости. В случае химиорезистентности терапия оказывается неэффективной, вызывает неоправданный 
расход лекарственных препаратов, наносит ущерб пациенту из-за развития побочных токсических эффектов  
и временных потерь на ее проведение. Одним из подходов к решению этой проблемы является экспериментальное 
предиктивное тестирование химиорезистентности опухолевых клеток in vitro.
Цель исследования – разработка протокола экспериментального тестирования химиорезистентности клеток рака 
яичников к химиотерапевтическим препаратам.
Мы проанализировали изменение количества жизнеспособных клеток линий A-1847, Ovcar-3 и Ovcar-4 при их куль-
тивировании в гипоадгезионных условиях и оптимизировали метод определения жизнеспособности клеток по мета-
болизму резазурина. Выявлено, что жизнеспособность клеток рака яичников исследуемых линий в присутствии 
препаратов 1-й и 2-й линий противоопухолевой терапии, измеренная в соответствии с разработанным протоколом 
культивирования в гипоадгезионных условиях с использованием набора ATP-tumor chemosensitivity assay (ATP-TCA) 
(DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Германия), одобренного для применения в клинической практике в Германии, 
находится примерно на одном уровене. Разработанная методика основана на использовании доступных и недорогих 
реагентов и расходных материалов, что делает ее экономически привлекательной.

Ключевые слова: рак яичников, резистентность, тест на индивидуальную резистентность к химиотерапии, линии 
опухолевых клеток рака яичников, резазуриновый тест на жизнеспособность клеток

Для цитирования: Кузин К.А., Фетисов Т.И., Власова О.А. и др. Экспериментальное тестирование химиорезистентно-
сти опухолевых клеток рака яичников. Успехи молекулярной онкологии 2025;12(3):100–15.
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Experimental testing of chemoresistance of ovarian cancer tumor cells

K.A. Kuzin1, T.I. Fetisov1, 2, O.A. Vlasova1, R.I. Knyazev1, 3, E.E. Antoshina1, L.S. Trukhanova1, T.G. Gor’kova1, G.A. Belitsky1, 
M.G. Yakubovskaya1, 2, K.I. Kirsanov1, 2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, 
Russia; 
2Peoples’ Friendship University of Russia; Universtiy; 6 Miklukho-Maklaya St., Moscow 117198, Russia; 
3Russian Medical Academy of Continuing Professional Education, Ministry of Health of Russia; 2/1 Barricadnaya St., 123995 Moscow, Russia

C o n t a c t s :	 Konstantin Alexandrovich Kuzin kuzin_konstantin@mail.ru

One of the most challenging issues in the treatment of ovarian cancer is the high level of tumor cell chemoresistance, 
which leads to early tumor recurrence and low overall survival. In the case of tumor cell chemoresistance, the therapy  
is ineffective, resulting in unnecessary drug consumption and harm to the patient due to toxic side effects and time losses 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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during its implementation. One approach to solving this problem is experimental predictive testing of tumor cell 
chemoresistance in vitro.
Aim. To develop a protocol of experimental testing of chemoresistance of ovarian cancer cells to chemotherapy drugs.
We analyzed changes in the number of viable cells of A-1847, Ovcar-3 and Ovcar-4 cell lines cultured in hypo-adhesive 
conditions and optimized a method of cell viability determination based on resazurin metabolism. It was shown that 
viability of ovarian cancer cells of the studied cell lines is approximately the same in the presence of 1st and 2nd line 
antitumor drugs measured in accordance with the developed culture protocol in hypo-adhesive conditions and using 
ATP-tumor chemosensitivity assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Germany) approved for use in clinical 
practice. The developed method is based on readily available and inexpensive reagents and expendables which makes  
it economically attractive.

Keywords: ovarian cancer, resistance, individual resistance to chemotherapy test, ovarian cancer cell lines, resazurin cell 
viability assay

For citation: Kuzin K.A., Fetisov T.I., Vlasova O.A. et al. Experimental testing of chemoresistance of ovarian cancer tumor 
cells. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2025;12(3):100–15. (In Russ.).
DOI: https://doi.org/10.17650/2313-805X-2025-12-3-100-115

Введение
Злокачественные эпителиальные опухоли яични-

ков – гетерогенная группа новообразований, занима-
ющая одно из ведущих мест в структуре онкологиче-
ской заболеваемости и смертности [1]. Общая 5-летняя 
выживаемость при данной патологии составляет около 
50 % [2].

Современные подходы к лечению больных с вновь 
выявленным раком яичников (РЯ) включают циторе-
дуктивное хирургическое вмешательство, как правило 
в сочетании с платиносодержащей химиотерапией (ХТ) 
[3, 4]. Рецидив заболевания после первичного лечения 
развивается у 70–80 % пациенток [5]. Тактика лечения 
больных с рецидивами зависит от времени, прошедше-
го от момента окончания курса ХТ 1-й линии до возник-
новения рецидива. Как правило, повторно назначают 
ХТ. При этом у 10–40 % пациенток с вновь выявленным 
РЯ платиносодержащая ХТ изначально неэффективна 
[6, 7]. В случае развития рецидива РЯ эффективность 
терапии не превышает 66 % [8].

В соответствии с современными клиническими ре-
комендациями эффективность лекарственного лечения 
злокачественных опухолей оценивают по результатам 
объективного обследования пациента после проведения 
ХТ [9]. На сегодняшний день предложен ряд методик, 
позволяющих предсказывать результаты лечения до его 
начала на основании данных молекулярно-генетиче-
ских анализов или экспериментального тестирования 
резистентности/чувствительности клеток опухоли к ле-
карственному препарату [10–12].

Первоначально экспериментальные предиктив-
ные тесты были направлены на определение индиви-
дуальной чувствительности опухолевых клеток к ци-
тостатикам с целью выбора наиболее эффективного 
препарата для ХТ, однако оказалось, что выявление 
резистентности опухоли имеет более высокую прогно-
стическую значимость, чем чувствительности [13]. Это 
связывают с гетерогенностью опухоли и возможно-
стью существования резистентного клона опухолевых 

клеток вне взятого для анализа образца опухолевой 
ткани, а также с влиянием на метаболизм противоопу-
холевого препарата микроокружения и в целом орга-
низма.

Возможность использования экспериментального 
тестирования при выборе препаратов для проведения 
2-й и 3-й линий ХТ при РЯ в настоящее время остается 
предметом активных научных изысканий [14]. Целесо-
образность подобных исследований обусловлена неэф-
фективным расходованием дорогостоящих противо
опухолевых препаратов в случае химиорезистентности 
опухолевых клеток и неоправданным ущербом, нано-
симым организму пациента высокотоксичными цито-
статиками при наличии изначальной резистентности 
опухоли к ним.

Наиболее распространенный подход к экспери-
ментальному определению резистентности клеток опу-
холи пациента к химиотерапевтическому препарату 
основан на использовании так называемых CSR-тестов 
(Chemotherapy Sensitivity and Resistance assays). Суще-
ствует множество различных видов CSR-тестов, и в ря-
де стран некоторые из них используют в клинической 
практике для предиктивного определения резистент-
ности опухолевых клеток к  препарату [8, 15, 16]. 
В частности, в Германии для определения химиорезис-
тентности клеток РЯ в клинической практике исполь-
зуют набор ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-
TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Германия) 
[17]. В Российской Федерации в настоящее время на-
боры для экспериментального определения резистент-
ности опухолевых клеток конкретного пациента к хи-
миопрепаратам не зарегистрированы.

С учетом вышеизложенного разработка новых экс-
периментальных методик определения резистентности 
клеток опухоли у пациентов с РЯ является актуальной 
задачей.

Цель исследования – разработка эксперименталь-
ной методики определения резистентности опухолевых 
клеток РЯ к химиотерапевтическим препаратам.
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Для решения этой цели поставлены следующие 
задачи:

1) выбрать гипоадгезионные условия культивирова-
ния клеток РЯ, способствующих формированию 
сфероидов;

2) определить изменение количества жизнеспособ-
ных клеток РЯ в течение первых 6 дней культиви-
рования в гипоадгезионных условиях;

3) определить оптимальные условия выполнения те-
ста на  жизнеспособность клеток по  метаболизму 
резазурина;

4) сравнить результаты определения резистентности 
клеток линий РЯ, получаемых с использованием 
разработанной методики и набора ATP-TCA;

5) проанализировать дозовые зависимости к химио-
препаратам при  использовании разработанного 
протокола тестирования в отношении опухолевых 
клеток пациенток с РЯ, получавших лечение в На-
циональном медицинском исследовательском цен-
тре онкологии им. Н. Н. Блохина.

Материалы и методы
Опухолевые клетки. В исследовании использовали 

линии клеток РЯ A-1847, Ovcar-3 и Ovcar-4, предостав-
ленные профессором Р. Г. Киямовой (Казанский (При-
волжский) федеральный университет), а также пер-
вичные культуры клеток, полученные из  образцов 
опухолевой ткани и асцитической жидкости паци- 
енток с  серозной аденокарциномой яичников  
III–IV стадии, получавших лечение в Национальном 
медицинском исследовательском центре онкологии 
им. Н. Н. Блохина.

Культивирование клеток в стандартных условиях. Клет-
ки культивировали во флаконах 75 см2 (Eppendorf, Герма-
ния) в  среде DMEM с  содержанием глюкозы 4,5 г/л 
(«ПанЭко», Россия), добавлением эмбриональной теля-
чьей сыворотки (10 %) (Biosera, Франция), смеси ан-
тибиотиков пенициллина (50 ед/мл) и стрептомицина 
(50 мкг/мл) («ПанЭко», Россия), L-глутамина (2 мМ) 
(«ПанЭко», Россия) в стандартных условиях (37 °C, 5 % 
CO

2
). Пассирование клеток проводили по достижении 

ими уровня конфлюентности 80–90 %.
Культивирование клеток в гипоадгезионных условиях. 

Культивирование в гипоадгезионных условиях осу-
ществляли в количестве 20 000 клеток на образец сле-
дующими способами: 1) в 200 мкл бессывороточной 
среды, приготовленной на основе DMEM с содержа-
нием глюкозы 4,5 г/л с 25 мМ HEPES и без него («Пан-
Эко», Россия), альбумина человеческого (0,4 %) (Baxter 
AG, Австрия), инсулин-трансферрин-селенита (инсу-
лин – 0–10 мкг/мл, трансферрин – 0–5,5 мкг/мл, селе-
нит натрия – 0–6,7 нг/мл) («ПанЭко», Россия), смеси 
антибиотиков пенициллина (50 ед/мл) и стрептомици-
на (50 мкг/мл) («ПанЭко», Россия), L-глутамина  
(2 мМ) («ПанЭко», Россия) в 96-луночных полипропи-
леновых планшетах (Corning, США); 2) в 200 мкл бес-
сывороточной среды Complete Assay Medium (CAM) 

(DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Германия) в низ-
коадгезионных 96-луночных полипропиленовых план-
шетах, входящих в состав набора ATP-TCA.

Получение сфероидов и их гистологический анализ. 
Для гистологического исследования опухолевые клет-
ки культивировали в гипоадгезионных условиях с ис-
пользованием бессывороточной среды на  основе 
DMEM с содержанием 4,5 г/л глюкозы с HEPES, 0,4 % 
альбумина человеческого (Baxter AG, Австрия), инсу-
лин-трансферрин-селенита (инсулин – 10 мкг/мл, 
трансферрин – 5,5 мкг/мл, селенит натрия – 6,7 нг/мл) 
(«ПанЭко», Россия), смеси антибиотиков пенициллина 
(50 ед/мл) и стрептомицина (50 мкг/мл) («ПанЭко», 
Россия), L-глутамина (2 мМ) («ПанЭко», Россия), ко-
торая далее указана как бессывороточная среда для те-
стирования резистентности 3 (БСТР3), в 96-луночных 
полипропиленовых планшетах (Corning, США). Сфор-
мировавшиеся при культивировании 3D-структуры 
(сфероиды) после осаждения центрифугированием 
при 150 g в течение 5 мин, фиксировали в 70 % этило-
вом спирте и помещали в агарозный гель, используя 
агарозу с низкой температурой плавления (Bio-Rad, 
США). Фрагменты агарозного геля, содержащие кле-
точные структуры, обезвоживали в течение 3 сут с при-
менением серии спиртов восходящей концентрации 
(70°, 96°, 100°), а затем хлороформа. Парафиновые бло-
ки получали с  использованием среды Histomix 
(BioVitrum, Россия). Серийные срезы (5 мкм) депара-
финизировали, окрашивали гематоксилином Майера 
(BioVitrum, Россия) и  водно-спиртовым эозином 
(BioVitrum, Россия) и заключали в монтирующую среду 
(Bio-Optica, Италия) для выполнения гистологического 
и цитологического исследований. Анализ гистологиче-
ских препаратов и фотографирование изображений про-
водили с использованием микроскопа Olympus CX31 
(Olympus, Япония) (х40), оснащенного цифровой каме-
рой Olympus SC50 (Olympus, Япония).

Определение количества жизнеспособных клеток. 
Количество жизнеспособных клеток определяли с ис-
пользованием 3 подходов: 1) выявляли нарушения це-
лостности клеточной мембраны с помощью окрашива-
ния трипановым синим; 2) оценивали активность 
метаболизма клетками резазурина; 3) определяли вну-
триклеточный уровень аденозинтрифосфата (АТФ).

Определение количества жизнеспособных клеток 
с использованием окрашивания трипановым синим. Су-
спензию клеток и сфероидов переносили в пробирки 
объемом 1,5 мл и центрифугировали при 150 g в тече-
ние 5 мин. Осадок клеток ресуспендировали в 50 мкл 
раствора Версена («ПанЭко», Россия), после повтор-
ного центрифугирования ресуспендировали осадок 
в 50 мкл 0,05 % раствора трипсина-ЭДТА (ЭДТА – 
этилендиаминтетрауксусная кислота) («ПанЭко», Рос-
сия) и инкубировали при 37 °С в течение 5 мин. После 
3-го центрифугирования осадок ресуспендировали 
в 200 мкл среды DMEM с содержанием 4,5 г/л глюкозы 
(«ПанЭко», Россия). Суспензию клеток смешивали 
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в соотношении 10:1 с 0,4 % раствором трипанового си-
него (Gibco, США) и помещали в камеру Горяева.

Прямой подсчет клеток и расчет их концентрации, 
а также процентного содержания жизнеспособных (не-
окрашенных) и погибших (окрашенных) клеток прово-
дили с использованием микроскопа Nikon Eclipse TS 100 
(Nikon, Япония) (×40).

Оценка жизнеспособности клеток по метаболизму 
резазурина. К 200 мкл среды культивирования клеток 
добавляли 20 мкл раствора резазурина (Sigma-Aldrich, 
США) с концентрацией 180 мкг/мл. После инкубации 
с резазурином в течение 4–16 ч переносили 150 мкл 
культуральной среды каждого из  образцов в  черный 
96-луночный планшет (SPL Life Sciences, Корея) и изме-
ряли уровень флуоресценции резоруфина (продукт мета-
болизма резазурина с  длиной волны возбуждения –  
560 нм, эмиссии – 590 нм) с помощью планшетного флу-
ориметра SpectraMax  M3 (Molecular Devices, США).

Оценка жизнеспособности клеток по уровню АТФ. 
Для определения внутриклеточного уровня АТФ к 200 
мкл среды культивирования добавляли 50 мкл реаген-
та для лизиса опухолевых клеток (Tumor Cell Extraction 
Reagent, DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Германия) 
и инкубировали при комнатной температуре в течение 
30 мин. Затем 50 мкл лизата переносили в  белый  
96-луночный планшет (Costar, США) и после добавле-
ния 50 мкл люциферин-люциферазного реагента 
(Luciferin-Luciferase Reagent, DCS Innovative Diagnostik-
Systeme, Германия), предварительно разведенного со-
гласно инструкции производителя в буфере для разве-
дения (Dilution Buffer, DCS Innovative Diagnostik- 
ysteme, Германия), измеряли уровень люминесценции 
с  использованием люминометра Berthold Orion II 
(Berthold, Германия).

Получение первичных культур опухолевых клеток 
злокачественных новообразований яичников. Первичные 
культуры опухолевых клеток от пациенток с РЯ полу-
чали из образцов асцитической жидкости и опухолевой 
ткани. Клетки асцитической жидкости осаждали с ис-
пользованием центрифуги Hettich Universal 320R 
(Hettich Zentrifugen, Германия) при 150 g в течение  
5 мин. Для удаления эритроцитов клеточный осадок 
инкубировали в течение 5 мин при комнатной темпе-
ратуре в 5 мл лизис-буфера АСК (Gibco, США), содер-
жащего 155 мМ NH

4
Cl, 10 мМ KHCO

3
 и 0,1 мМ ЭДТА. 

Клетки дважды осаждали центрифугированием и ре-
суспендировали в среде DMEM с содержанием 4,5 г/л 
глюкозы. Образец опухолевой ткани измельчали меха-
нически до  кусочков размером в  1 мм3, помещали  
в 10 мл раствора коллагеназы А (1 мг/мл) в бессыворо-
точной среде и инкубировали на шейкере-инкубаторе 
Heidolph Unimax 1010 (Heidolph Instruments, Германия) 
при температуре 37 °С в течение 2,5–6 ч. Для удаления 
эритроцитов из образца использовали методику, опи-
санную выше. Клетки дважды осаждали центрифуги-
рованием с последующим ресуспендированием в среде 
DMEM с содержанием 4,5 г/л глюкозы.

Обработка клеток цитостатиками. Обработку клеток 
цитостатиками проводили в гипоадгезионных услови-
ях, добавляя в среду культивирования противоопу- 
холевые препараты: цисплатин (Национальный  
медицинский исследовательский центр онкологии  
им. Н. Н. Блохина, Россия), паклитаксел (Teva, Изра-
иль), доксорубицин (Pfizer, Италия). Клетки культиви-
ровали в присутствии 6 концентраций цитостатиков, 
составляющих 200; 100; 50; 25; 12,5 и 6,25 % тестовой 
концентрации препарата (test drug concentration, TDC). 
В качестве TDC использовали следующие концентра-
ции препаратов: для цисплатина – 3,8 мкг/мл, для па-
клитаксела – 13,6 мкг/мл, для  доксорубицина –  
0,5 мкг/мл.

Определение резистентности клеток линий рака яич-
ников и первичных культур. Клетки линий РЯ и первич-
ных культур злокачественных новообразований яични-
ков после обработки цитостатиками культивировали 
в гипоадгезионных условиях. На 5-й день в бессыворо-
точную среду культивирования БСТР3 добавляли рас-
твор резазурина в концентрации 180 мкг/мл и опреде-
ляли жизнеспособность клеток через 16 ч по уровню 
флуоресценции резоруфина, или на 6-й день в среду 
культивирования CAM добавляли 50 мкл реагента 
для лизиса опухолевых клеток и определяли жизнеспо-
собность клеток по уровню АТФ.

В качестве показателя подавления роста опухоли 
(tumor growth inhibition, TGI) использовали соотноше-
ние уровней жизнеспособности клеток в присутствии 
1 из 6 концентраций цитостатика и без добавления 
цитостатика, рассчитываемое по формуле:

TGI
% TDC

 = [1 – (I
% TDC

 – I
0
) / (I

TDC0
 – I

0
)] × 100 %,

где TGI
 % TDC

 – подавление роста опухоли при культиви-
ровании клеток в концентрации цитостатика, соответ-
ствующей указанному проценту от TDC; I

% TDC
 – сред-

ний показатель интенсивности флуоресценции/ 
люминесценции в образце при культивировании клеток 
в соответствующей концентрации цитостатика; I

TDC0
 – 

средний показатель интенсивности флуоресценции/лю-
минесценции в образце при культивировании клеток 
без препаратов; I

0
 – средний показатель интенсивности 

флуоресценции/люминесценции в образце культураль-
ной среды.

Индекс резистентности/чувствительности (RSI) 
рассчитывали по формуле:

RSI = 600 – Ʃ (TGI
6,25 % TDC

 + TGI
12,5 % TDC

 + TGI
25 % TDC

 + 

+ TGI
50 % TDC

 + TGI
100 % TDC

 + TGI
200 % TDC

),

где RSI – индекс резистентности/чувствительности; 
TGI

6,25 % TDC
 – подавление роста опухоли при культиви-

ровании клеток в концентрации цитостатика, соответ-
ствующей 6,25 % TDC; TGI

12,5 % TDC
 – подавление роста 

опухоли при культивировании клеток в концентрации 
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цитостатика, соответствующей 12,5 % TDC; TGI
25 % TDC

 – 
подавление роста опухоли при культивировании клеток 
в концентрации цитостатика, соответствующей 25 % TDC; 
TGI

50 % TDC
 – подавление роста опухоли при культивиро-

вании клеток в концентрации цитостатика, соответст-
вующей 50 % TDC; TGI

100 % TDC
 – подавление роста опу-

холи при  культивировании клеток в  концентрации 
цитостатика, соответствующей 100 % TDC; TGI

200 % TDC
 – 

подавление роста опухоли при культивировании кле- 
ток в концентрации цитостатика, соответствующей  
200 % TDC.

Статистическая обработка полученных данных. Ста-
тистический анализ данных проводили с помощью 
программного обеспечения GraphPad Prism 8.4.3. Ста-
тистическую значимость различий интенсивности флу-
оресценции между образцами с различным количеством 
жизнеспособных клеток оценивали с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA 
с пост-тестом Тьюки. Статистическую значимость раз-
личий RSI рассчитывали с помощью t-критерия Стью-
дента. Различия для всех методов считались статисти-
чески значимыми при p <0,05.

Результаты
Формирование 3D-структур клетками рака яичников 

при культивировании в гипоадгезионных условиях. Про-
тотипом разрабатываемой методики эксперименталь-
ного определения индивидуальной резистентности 
опухолей пациенток со злокачественными новообра-
зованиями яичников к противоопухолевым препаратам 
послужил используемый в настоящее время в клиниче-
ской практике набор реагентов и расходных материалов 
ATP-TCA (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Герма-
ния). Методика, используемая в ATP-TCA, предполага-
ет культивирование опухолевых клеток, полученных 
из  биологических образцов больных в  количестве 
15 000–25 000 в лунке в течение 6 дней в 6 последова-

тельно понижающихся концентрациях цитостатическо-
го агента (200; 100; 50; 25; 12,5 и 6,25 % TDC). TDC, 
применяемые в этом тесте, воспроизводят максималь-
ные концентрации препаратов, определяемые в плазме 
пациенток при проведении курсов ХТ [18]. Культиви-
рование клеток в ходе теста ATP-TCA осуществляют 
в гипоадгезионных условиях с применением бессыво-
роточной среды CAM и низкоадгезионных 96-луноч-
ных полипропиленовых планшетов (DCS Innovative 
Diagnostik-Systeme, Германия), что, благодаря неспо-
собности ряда нормальных клеток выживать в подоб-
ных условиях, обеспечивает увеличение доли опухоле-
вых клеток и, соответственно, возможность более 
объективно оценивать резистентность/чувствитель-
ность именно злокачественных клеток [19]. Использо-
вание гипоадгезионных условий при культивировании 
способствует образованию из злокачественных эпите-
лиальных клеток 3D-структур, в частности сфероидов, 
резистентность/чувствительность которых более объ-
ективно отражает резистентность/чувствительность 
опухоли в организме, чем при использовании 2D-мо-
нослойных культур злокачественных клеток [20].

Результаты анализа данных литературы позволили 
выяснить, что в качестве необходимых добавок в бес-
сывороточной среде используют альбумин, инсулин, 
трансферрин, селенит, L-глутамин и смесь антибиоти-
ков пенициллина и стрептомицина [21]. На основании 
этих сведений на начальном этапе разработки методи-
ки составлены несколько вариантов БСТР, которые 
были использованы для оценки способности опухоле-
вых клеток РЯ формировать 3D-структуры (сферои-
ды).

Клетки линий А-1847, Ovcar-3 и Ovcar-4 культиви-
ровали в бессывороточных средах в 96-луночных по-
липропиленовых планшетах (Corning, США) в коли-
честве 20 000 клеток на  образец. На  6-й день 
сформировавшиеся 3D-структуры осаждали центри-

Рис. 1. Микроскопия сфероидов, образовавшихся после культивирования суспензии клеток линий рака яичников: а – A-1847;  б – Ovcar-3;  
в – Ovcar-4. Окраска гематоксилином и эозином, ×50 мкм
Fig. 1. Microscopy of  spheroids formed after culturing a  suspension of  ovarian cancer cell lines: а – A-1847;  б – Ovcar-3; в – Ovcar-4. Hematoxylin  
and eosin staining, ×50 µm

а б в
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фугированием и проводили гистологический анализ 
сфероидов. По данным микроскопического анализа 
наилучшие результаты по формированию сфероидов 
получены для БСТР3, которая и была использована 
в дальнейшем исследовании (рис. 1).

Определение динамики количества жизнеспособных 
клеток рака яичников при культивировании в гипоадгези-
онных условиях. Клетки линий РЯ А-1847, Ovcar-3 
и Ovcar-4 культивировали в гипоадгезионных условиях 
в БСТР3 в 96-луночных полипропиленовых планшетах 
(Corning, США). Количество живых клеток в образце 
оценивали ежедневно до 6-го дня культивирования 
с использованием трипанового синего.

Установлено, что на 2-й и 3-й дни культивирования 
количество жизнеспособных клеток рака яичника линии 
А-1847 увеличивается в 2,1 и 2,4 раза по сравнению 
с 1-м днем соответственно, а затем начинает снижать-
ся и составляет 177, 99 и 73 % на 4-, 5- и 6-й дни соот-
ветственно. Клетки Ovcar-3 продемонстрировали 
меньшую способность к пролиферации в гипоадгези-
онных условиях. На 2-й и 3-й дни культивирования 
количество жизнеспособных клеток составило  
85 и 87 % соответственно по отношению к 1-му дню, 
но на 4-, 5- и 6-й дни увеличилось до 117, 137 и 141 % 
соответственно. При культивировании клеток линии 
Ovcar-4 на 2-й день их жизнеспособность снизилась 
до 94 %, а затем, в течение последующих 3–6 дней 
культивирования количество живых клеток в образце 
составило 127–148 % от исходного (рис. 2).

Таким образом, при использовании указанного 
протокола культивирования клеток РЯ в гипоадгези-
онных условиях к 5–6-му дням культивирования со-
храняется высокая доля жизнеспособных клеток, 
что позволяет использовать данные условия при про-
ведении теста на химиорезистентность опухолевых 
клеток in vitro.

Определение оптимального количества клеток и вре-
мени инкубации при выполнении теста на жизнеспособ-
ность по метаболизму резазурина. В качестве метода 
определения жизнеспособности в тесте ATP-TCA ис-
пользуется люминометрия, позволяющая оценить уро-
вень АТФ, хорошо коррелирующий с  количеством 
живых клеток. В ходе разработки методики мы решили 
определить возможность использования флуориметрии 
после добавления резазурина вместо люминометрии 
в качестве метода количественной оценки жизнеспособ-
ности клеток. Выбор флуориметрии обусловлен доволь-
но высокой чувствительностью этого метода, а также его 
доступностью, воспроизводимостью и удобством в ис-
пользовании. Также его преимуществом является нали-
чие флуориметров (в отличие от люминометров), кото-
рые зарегистрированы в Российской Федерации.

Определение влияния цитостатиков на жизнеспособ-
ность клеток после добавления резазурина основано 
на зависимости интенсивности сигнала флуоресценции 
резоруфина – продукта метаболизма резазурина, обра-
зуемого в определенный интервал времени, – от коли-
чества клеток в образце. Поскольку минимальное коли-
чество клеток, которое должно быть в  образце, 
ограничено чувствительностью метода детекции сигна-
ла, а максимальное – полным истощением субстрата 
реакции, необходимо определить оптимальное количе-
ство клеток для добавления в образец для проведения 
теста на химиорезистентность. Кроме того, из-за отсут-
ствия единого протокола регистрации жизнеспособности 
клеток методом флуориметрии после добавления резазу-
рина важно выяснить оптимальное время культивирова-
ния клеток с этим соединением до проведения флуори-
метрии. Для решения вышеуказанных задач определен 
уровень значимости различий интенсивности флуорес-
ценции резоруфина между образцами с разным количе-
ством клеток РЯ, культивируемых с данным соединени-
ем в течение различных временных интервалов.

Образцы с различным количеством клеток РЯ ли-
ний А-1847, Ovcar-3 и Ovcar-4, полученные путем серий 
двукратного разведения от 80 000 до 156 клеток/образец, 
культивировали в БСТР3 в полипропиленовых планше-
тах в течение 4, 8, 12 и 16 ч после добавления резазурина. 
Затем оценивали жизнеспособность клеток по метабо-
лизму резазурина методом флуориметрии. Полученные 
данные использовали для определения статистической 
значимости различий интенсивности флуоресценции 
между образцами с различным количеством жизнеспо-
собных клеток, оцениваемой с помощью однофактор-
ного дисперсионного анализа ANOVA с пост-тестом 
Тьюки (табл. 1–3).

Согласно полученным данным при определении 
жизнеспособности клеток по метаболизму резазурина 
оптимальным явлеяется 10 000–30 000 клеток в образце. 
Поскольку к 5–6-му дням количество клеток всех ис-
пользуемых линий РЯ составило от 73 до 148 % от изна-
чально добавленных в образец (см. рис. 2), в качестве 
оптимальной для  постановки теста была выбрана  

Рис. 2. Динамика относительного количества жизнеспособных клеток 
рака яичников, культивируемых в гипоадгезионных условиях в бессы-
вороточной среде для тестирования резистентности 3
Fig. 2. Dynamics of the relative number of viable ovarian cancer cells cultured 
under hypoadhesive conditions in serum-free medium for resistance testing 3 
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Таблица 1. Уровень статистической значимости различий интенсивности флуоресценции резоруфина в образцах с разным 
количеством клеток А-1847

Table 1. Statistical significance level of differences in resorufin fluorescence intensity in samples with different numbers of A-1847 cells

Время 
инкубации, ч 

Incubation 
duration, h

Количество живых 
клеток в эксперимен-

тальном образце 
Number of living cells 

in the experimental sample

Количество живых клеток в контрольном образце 
Number of living cells in the control sample

80 000 40 000 20 000 10 000 5000 2500 1250 625 312 156

4

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000
>0,05

 –  –  –  –  –  – 

2500

>0,05

 –  –  –  –  – 

1250

<0,05 >0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

8

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000 <0,005  –  –  –  –  –  – 

2500

<0,0001

>0,05

 –  –  –  –  – 

1250

>0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312 <0,05

>0,05

 –  – 

156 >0,05
>0,05

 – 

0 <0,01 >0,05

12

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000

<0,0001

 –  –  –  –  –  – 

2500 >0,05  –  –  –  –  – 

1250
<0,001

>0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

<0,0005 >0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

16

40 000 <0,0005  –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001 <0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000

<0,0001

 –  –  –  –  –  – 

2500 <0,01  –  –  –  –  – 

1250

<0,0001

>0,05
 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

>0,05 >0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: зеленым цветом отмечены статистически значимые различия, розовым – незначимые. 
ANOVA с пост-тестом Тьюки, приведены значения p. 
Note. Here and in Tables 2, 3: statistically significant differences are shown in green, not significant in pink. ANOVA with Tukey’s post-test, p values are 
presented.
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Таблица 2. Уровень статистической значимости различий интенсивности флуоресценции резоруфина в образцах с разным 
количеством клеток Ovcar-3

Table 2. Statistical significance Level of differences in resorufin fluorescence intensity in samples with different numbers of Ovcar-3 cells

Время 
инкубации, ч 

Incubation 
duration, h

Количество живых 
клеток в эксперимен-

тальном образце 
Number of living cells 

in the experimental sample

Количество живых клеток в контрольном образце 
Number of living cells in the control sample

80 000 40 000 20 000 10 000 5000 2500 1250 625 312 156

4

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000 >0,05  –  –  –  –  –  – 

2500

<0,05 >0,05

 –  –  –  –  – 

1250

>0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

8

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000
<0,05

 –  –  –  –  –  –  – 

5000

>0,05

 –  –  –  –  –  – 

2500

<0,0001 >0,05

 –  –  –  –  – 

1250

>0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

12

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000 <0,05  –  –  –  –  –  –  – 

5000

<0,0001

>0,05
 –  –  –  –  –  – 

2500

>0,05

 –  –  –  –  – 

1250

<0,05 >0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

16

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000 <0,05  –  –  –  –  –  – 

2500

<0,0001 >0,05

 –  –  –  –  – 

1250

>0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312
>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05
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Таблица 3. Уровень статистической значимости различий интенсивности флуоресценции резоруфина в образцах с разным коли-
чеством клеток Ovcar-4

Table 3. Level of statistical significance of differences in resorufin fluorescence intensity in samples with different numbers of Ovcar-4 cells

Время 
инкубации, ч 

Incubation 
duration, h

Количество живых 
клеток в экспери-

ментальном образце 
Number of living cells 

in the experimental 
sample

Количество живых клеток в контрольном образце 
Number of living cells in the control sample

80 000 40 000 20 000 10 000 5000 2500 1250 625 312 156

4

40 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000 <0,05  –  –  –  –  –  – 

2500

<0,0001

>0,05
 –  –  –  –  – 

1250

>0,05

 –  –  –  – 

625

<0,05 >0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

8

40 000 >0,05  –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001 <0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000

<0,0001

 –  –  –  –  –  – 

2500 >0,05  –  –  –  –  – 

1250

<0,05

>0,05

 –  –  –  – 

625  –  –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
<0,0001 >0,05

 – 

0 >0,05

12

40 000 >0,05  –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001 <0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000

<0,0001

 –  –  –  –  –  – 

2500 <0,05  –  –  –  –  – 

1250

<0,0001 >0,05

 –  –  –  – 

625

>0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05

16

40 000 >0,05  –  –  –  –  –  –  –  –  – 

20 000

<0,0001 <0,0001

 –  –  –  –  –  –  –  – 

10 000

<0,0001

 –  –  –  –  –  –  – 

5000

<0,0001

 –  –  –  –  –  – 

2500

<0,0001

 –  –  –  –  – 

1250 >0,05  –  –  –  – 

625

<0,05 >0,05

 –  –  – 

312

>0,05

 –  – 

156
>0,05

 – 

0 >0,05
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концентрация 20 000 клеток в образце. Дополнительно 
установлено, что увеличение времени инкубации с ре-
зазурином с 4 до 16 ч приводит к увеличению статисти-
чески значимых различий в интенсивности флуоресцен-
ции образцов, содержащих более низкие концентрации 
клеток. Это можно рассматривать в качестве аргумен-
та в пользу выбора 16 ч в качестве требуемого интерва-
ла обработки клеток, поскольку обработка цитостати-
ком должна приводить к  уменьшению количества 
клеток. В то же время увеличение продолжительности 
инкубации клеток с резазурином для линии Ovcar-4  
с 4 до 16 ч приводит к исчезновению различий в интен-
сивности флуоресценции в образцах, содержащих изна-
чально 80 000 и 40 000 клеток. В связи с этим определение 
интенсивности флуоресценции при инкубации с резазу-
рином в течение 16 ч свидетельствует о необходимости 
контроля над количеством клеток в образце.

Таким образом, при анализе образцов, изначально 
содержащих 10 000–30 000 клеток, инкубация с реза-
зурином продолжительностью 12–16 ч была признана 
в качестве оптимальной.

Сравнительный анализ определения резистентности 
опухолевых клеток линий рака яичников и первичных куль-
тур с использованием теста ATP-TCA и разработанного 
протокола тестирования. Для оценки результатов тести-
рования с использованием набора реактивов АТР-ТСА 
проводят расчет RSI, отражающего дозозависимый эф-
фект гибели клеток при их культивировании в разных 
концентрациях цитостатика. Результаты ряда исследова-
ний показали корреляцию значения RSI с клиническим 
ответом на терапию цитостатиком, включая показатели 
безрецидивной и общей выживаемости [18, 22].

В ходе сравнительного анализа результатов тести-
рования на резистентность, полученных с использо-
ванием набора АТР-ТСА и разработанного нами про-
токола, включающего культивирование клеток 
в БСТР3 в полипропиленовых планшетах и оценку 
жизнеспособности по метаболизму резазурина (прото-
кол БСТР3-РЕЗ), для  всех клеточных культур РЯ 
при применении обоих методов получена дозовая за-
висимость гибели клеток от концентрации цисплатина, 
паклитаксела и доксорубицина. Кривые доза–эффект 

Рис. 3. Дозозависимые эффекты гибели клеток линий рака яичников A-1847 (а), Ovcar-3 (б) и Ovcar-4 (в) в присутствии цисплатина. Данные 
получены с использованием протокола, включающего культивирование клеток в бессывороточной среде для тестирования резистентности 3 (БСТР3) 
в  полипропиленовых планшетах и  оценку жизнеспособности по  метаболизму резазурина (БСТР3-РЕЗ), и  с  применением набора ATP-Tumor 
Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Германия). Показатель подавления роста опухоли представлен как среднее 
значение ± стандартное отклонение. TDC – тестовая концентрация препарата
Fig. 3. Dose-dependent effects of cell death of ovarian cancer cell lines A-1847 (а), Ovcar-3 (б) and Ovcar-4 (в) in the presence of cisplatin. Data obtained 
using a protocol which includes cell culture in serum-free medium for resistance testing 3 (SFMRT 3) in polypropylene plates and viability determination based 
on resazurin metabolism (SFMRT3-RES) and using ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Germany). Tumor 
growth suppression index is presented as mean + standard deviation. TDC – tested drug concentration
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для линий клеток РЯ A-1847, Ovcar-3 и Ovcar-4 для ци-
сплатина представлены на рис. 3. Использование набора 
АТР-ТСА основано на наличии дозозависимого эффек-
та. Его получение в протоколе БСТР3-РЕЗ позволило 
рассчитать и сравнить RSI для обоих методов (рис. 4). 
Следует отметить, что статистически значимых разли-
чий в RSI (t-критерий Стьюдента), рассчитанных в со-
ответствии с результатами тестов при использовании 
ATP-TCA и БСТР3-РЕЗ, при воздействии цисплатина, 
паклитаксела и доксорубцина для всех линий РЯ выяв-
лено не было (см. рис. 4).

Результаты исследования культур клеток РЯ по-
зволили перейти к тестированию химиорезистентно-
сти с использованием протокола БСТР3-РЕЗ на пер-
вичных культурах клеток, полученных из образцов 
опухолевой ткани и асцитической жидкости пациен-
ток с РЯ (пациентки 1–3). Выявлена возможность ре-
гистрации дозозависимого эффекта гибели клеток 
от концентрации цитостатика (рис. 5–7).

Обсуждение
Первоначально для прогноза резистентности к ХТ 

при РЯ использовали монослойные первичные куль-
туры и ксенографты. Стабильные двумерные культуры 

Рис. 4. Индексы резистентности/чувствительности клеток линий рака яичников A-1847 (а), Ovcar-3 (б) и Ovcar-4 (в) для цисплатина, пакли-
таксела и доксорубицина (t-критерий Стьюдента). Данные получены с использованием протокола, включающего культивирование клеток в бес-
сывороточной среде для тестирования резистентности 3 (БСТР3) в полипропиленовых планшетах и оценку жизнеспособности по метаболизму 
резазурина (БСТР3-РЕЗ), и с применением набора ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Германия) 
и представлены как среднее значение + стандартное отклонение
Fig. 4. Cell resistance/sensitivity indices of ovarian cancer cell lines A-1847 (а), Ovcar-3 (б) and Ovcar-4 (в) for cisplatin, paclitaxel and doxorubicin (Student’s 
t-test). Data obtained using a protocol which includes cell culture in serum-free medium for resistance testing 3 (SFMRT 3) in polypropylene plates and viability 
determination based on resazurin metabolism (SFMRT3-RES) and using ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, 
Germany) and presented as mean + standard deviation
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Рис. 5. Дозозависимые эффекты гибели опухолевых клеток в присутствии цисплатина (а), паклитаксела (б) и доксорубицина (в). Индексы рези-
стентности для цисплатина, паклитаксела и доксорубицина (г). Данные получены с использованием протокола, включающего культивирование 
клеток в бессывороточной среде для тестирования резистентности 3 (БСТР3) в полипропиленовых планшетах и оценку жизнеспособности по ме-
таболизму резазурина (БСТР3-РЕЗ), и с применением набора ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, 
Германия) для первичной культуры рака яичников из образца опухолевой ткани пациентки 1
Fig. 5. Dose-dependent effects of tumor cell death in the presence of cisplatin (а), paclitaxel (б) and doxorubicin (в). Resistance indices for cisplatin, paclitaxel 
and doxorubicin (г). Data obtained using a protocol which includes cell culture in serum-free medium for resistance testing 3 (SFMRT 3) in polypropylene plates 
and viability determination based on resazurin metabolism (SFMRT3-RES) and using ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative 
Diagnostik-Systeme, Germany) for primary ovarian cancer cell culture from the tumor of patient 1
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просты и легки в использовании. Однако в процессе 
пассирования ткань опухоли утрачивает гетероген-
ность, поскольку выживают только клетки, способные 
адаптироваться к существованию in vitro. Кроме того, 
в этих культурах не только отсутствуют стромальные 
клетки, но и изменены условия формирования вне-
клеточного матрикса. В  результате этого профили 
экспрессии генов опухолевых клеток и клеток, суще-
ствующих in vivo, различаются, что отражается на ре-
зультатах тестирования, снижает прогностическую 
значимость таких тестов [14]. Использование ксено-
графтов РЯ в тестах на химиорезистентность не полу-
чило широкого применения в силу ограниченности 
успеха имплантации опухоли, трудоемкости процеду-
ры, большой продолжительности роста имплантата 
и высокой стоимости метода.

Шагом вперед в развитии экспериментального 
тестирования опухолей на химиорезистентность стало 
использование переживающих 3D-культур, которые 
в большей степени сохраняют свойства исходной опу-
холи, такие как гетерогенность, клеточная/ядерная 
атипия и экспрессия биомаркеров. Создание 3D-куль-
тур РЯ с жизнеспособностью, достаточной для оценки 
их резистентности к химиопрепаратам, является не-
простой задачей, поскольку опухолевые клетки суще-
ствуют в определенных условиях микроокружения, 
включающих внеклеточный матрикс и растворимые 
молекулы пара-, аутокринной и гуморальной регуля-
ций. Одним из перспективных подходов является ис-
пользование матригеля при культивировании опухо-
левых клеток в питательной среде, содержащей такие 
нишевые факторы, как ламинин, коллаген IV типа, 
нидоген, гепаринсульфат гликопротеин, факторы ро-
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Рис. 6. Дозозависимые эффекты гибели опухолевых клеток в присутствии цисплатина (а), паклитаксела (б) и доксорубицина (в). Индексы рези-
стентности для цисплатина, паклитаксела и доксорубицина (г). Данные получены с использованием протокола, включающего культивирование 
клеток в бессывороточной среде для тестирования резистентности 3 (БСТР3) в полипропиленовых планшетах и оценку жизнеспособности по ме-
таболизму резазурина (БСТР3-РЕЗ), и с применением набора ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, 
Германия) для первичной культуры рака яичников из образца опухолевой ткани пациентки 2
Fig. 6. Dose-dependent effects of tumor cell death in the presence of cisplatin (а), paclitaxel (б) and doxorubicin (в). Resistance indices for cisplatin, paclitaxel 
and doxorubicin (г). Data obtained using a protocol which includes cell culture in serum-free medium for resistance testing 3 (SFMRT 3) in polypropylene plates 
and viability determination based on resazurin metabolism (SFMRT3-RES) and using ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative 
Diagnostik-Systeme, Germany) for primary ovarian cancer cell culture from the tumor of patient 2
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ста и матриксные металлопротеиназы. В данных усло-
виях трехмерные структуры могут существовать в те-
чение месяца и формировать стабильные 3D-культуры, 
сохраняющие профиль резистентности к химиопре-
паратам, характерный для исходной опухоли [23].

Для экспресс-анализа резистентности конкретной 
опухоли к химиопрепаратам могут быть использованы 
3D-культуры с упрощенными условиями культивиро-
вания и более кратким временем их использования – 
от 5 до 10 дней [22]. Путем варьирования состава бес-
сывороточной среды мы подобрали вариант среды 
БСТР3. В ней клетки стабильных линий РЯ формиро-
вали жизнеспособные сфероиды, что подтверждено 
с помощью их гистологического анализа. Результаты 
оценки динамики роста клеток линий РЯ при культи-
вировании в БСТР3 в полипропиленовых планшетах 
показали, что количество жизнеспособных клеток ли-
ний РЯ на 6-й день составило от 73 до 148 % от исход-
ного. Это позволило сделать вывод о возможности 

использования данных условий при эксперименталь-
ном тестировании опухолевых клеток на химиорезис-
тентность. Жизнеспособность клеток определяли 
по уровню флуоресценции резоруфина – продукта 
метаболизма резазурина. Оценка жизнеспособности 
клеток по их метаболической активности является 
стандартным, распространенным подходом при рабо-
те с культивируемыми клетками [11]. Ранее в качестве 
метаболизируемого соединения чаще всего использо-
вали 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетра-
золия бромид, известный под названием МТТ, однако 
применение вместо него резазурина, метаболизируе-
мого более широким спектром ферментов по сравне-
нию с МТТ до флуоресцирующего резоруфина, повы-
сило чувствительность и надежность метода.

Еще более чувствительным и надежным методом, 
разработанным для использования вместо МТТ-теста, 
является метод CellTiter-Glo®, основанный на изме-
рении количества АТФ. Однако для детекции АТФ 
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Рис. 7. Дозозависимые эффекты гибели опухолевых клеток в присутствии: цисплатина (а), паклитаксела (б) и доксорубицина (в). Индексы ре-
зистентности для цисплатина, паклитаксела и доксорубицина (г). Данные получены с использованием протокола, включающего культивирование 
клеток в бессывороточной среде для тестирования резистентности 3 (БСТР3) в полипропиленовых планшетах и оценку жизнеспособности по ме-
таболизму резазурина (БСТР3-РЕЗ), и с применением набора ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, 
Германия) для первичной культуры рака яичников из образца опухолевой ткани пациентки 3
Fig. 7. Dose-dependent effects of tumor cell death in the presence of cisplatin (а), paclitaxel (б) and doxorubicin (в). Resistance indices for cisplatin, paclitaxel 
and doxorubicin (г). Data obtained using a protocol which includes cell culture in serum-free medium for resistance testing 3 (SFMRT 3) in polypropylene plates 
and viability determination based on resazurin metabolism (SFMRT3-RES) and using ATP-Tumor Chemosensitivity Assay (ATP-TCA) (DCS Innovative 
Diagnostik-Systeme, Germany) for primary ovarian cancer cell culture from the tumor of patient 3
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требуются люминометры, которые не используются 
в медицинских учреждениях нашей страны. В связи 
с этим в настоящем исследовании использован реза-
зуриновый метод. В то же время интегральный уро-
вень флуоресценции резоруфина в образце зависит 
от множества факторов: условий культивирования 
клеток, уровня метаболической активности фермен-
тов, количества клеток, продолжительности инкуба-
ции с детектирующим агентом и некоторых других 
параметров [24]. В связи с этим получение релевант-
ных воспроизводимых результатов резазуринового 
теста, направленного на определение жизнеспособ-
ности клеток конкретного нозологического типа опу-
холей требует валидации условий его проведения. 
Для валидации метода определения жизнеспособности 
клеток по уровню метаболизма резазурина проанали-
зированы различия в интенсивности флуоресценции 

резоруфина в образцах с разным количеством клеток 
РЯ и в продолжительности инкубации (см. табл. 1–3). 
Показано, что оптимальным для данного способа оп-
ределения жизнеспособности клеток является их ко-
личество в  образце от  10 000 до  30 000. Принимая 
во внимание показатели динамики количества жизне-
способных клеток на 6-й день инкубации (73–148 %),  
сделан вывод, что использование 20 000 клеток в ис-
ходном экспериментальном образце является опти-
мальным. Также установлено, что 12–16 ч – это опти-
мальная продолжительность инкубации с резазурином 
опухолевых клеток РЯ 3 рассматриваемых линий, если 
количество клеток в образце не превышает 40 000. Та-
кая продолжительность инкубации является допусти-
мой из-за низкой цитотоксичности резазурина [25]. 
Таким образом, мы разработали протокол культиви-
рования опухолевых клеток РЯ в гипоадгезионных 
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условиях, позволяющий протестировать химиорезис-
тентность.

В качестве прототипа разрабатываемого протоко-
ла определения химиорезистентности in vitro рассма-
тривается созданный рядом исследователей метод 
выявления химиорезистентности опухолевых клеток 
РЯ с использованием набора АТР-TCA. Его преиму-
ществами являются простота, межлабораторная вос-
производимость и то, что он применяется в клиниче-
ской практике в Германии. На 3 стабильных линиях 
и первичных культурах РЯ с использованием создан-
ного нами протокола тестирования химиорезистент-
ности продемонстрирована возможность регистрации 
дозозависимого эффекта гибели клеток в присутствии 
цитостатиков. Дополнительно в ходе сравнительного 
анализа результатов определения химиорезистентно-
сти опухолевых клеток, полученных с использованием 
протокола БСТР3-РЕЗ и набора АТР-TCA, выявлено 
отсутствие значимых различий в значениях RSI. Ре-
зультаты пилотного исследования пригодности разра-
ботанных нами упрощенных условий анализа рези-
стентности/чувствительности первичных 3D-культур 
солидных и  асцитических вариантов РЯ (образцы 

операционного материала пациенток) показали, 
что данные тестирования по разработанному прото-
колу практически не отличаются от данных, получен-
ных с использованием стандартного метода, принято-
го за рубежом.

Заключение
Тестирование химиорезистентности опухолевых 

клеток в первичных 3D-культурах основано на вза
имосвязи уровня их жизнеспособности в присутствии 
цитостатика в концентрациях, сопоставимых с содер-
жанием в организме пациента, и клиническими ре-
зультатами терапии этим агентом. Выявленное нами 
дозозависимое влияние цитостатиков на жизнеспо-
собность опухолевых клеток в 3D-культурах пациен-
ток с РЯ свидетельствует о перспективности дальней-
ших исследований, направленных на определение 
корреляции между результатами экспериментального 
тестирования и клиническими данными. Для этой 
цели может быть использован разработанный нами 
упрощенный метод получения первичных 3D-куль-
тур, который соответствует стандарту, принятому 
за рубежом.
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Введение. Злокачественные новообразования остаются одной из основных причин смертности в мире. В развитии 
данной патологии большую роль играет воздействие неблагоприятных факторов окружающей среды, в том числе 
пестицидов. Несмотря на широкий спектр используемых в сельском хозяйстве пестицидов, их молекулярные эф-
фекты и канцерогенный потенциал изучены лишь в отношении небольшого числа моделей, включая нормальные 
клетки человека.
Цель исследования – изучить молекулярные эффекты пестицидов карбарила, хлорпирифоса, манкоцеба, тирама 
и пендиметалина в условно-нормальных клетках HaCaT и MCF10A.
Материалы и методы. Нетоксичные концентрации пестицидов определяли с помощью МТТ-теста. Генотоксичность 
анализировали методом ДНК-комет. Пролиферативный потенциал оценивали с помощью клоногенного анализа, 
изменение экспрессии генов, ассоциированных с канцерогенезом, – с использованием полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени.
Результаты. Карбарил вызывал повреждение ДНК в клетках MCF10A, способствовал пролиферации клеток обеих 
линий в клоногенном тесте, а также приводил к активации генов биотрансформации (AHR, GSTA4) в клетках MCF10A, 
репрессии (CYP1B1, GSTA4) в клетках HaCaT и снижению экспрессии генов воспаления (IL1a, IL1b, PTGES, IFNGR1). 
Хлорпирифос не показал генотоксического эффекта и не влиял на клоногенность, но вызывал индукцию генов 
биотрансформации (CYP1A1, CYP1B1), воспаления (IL1b, PTGES) и генов BCL2 и DNMTs. Манкоцеб и тирам не прояв-
ляли генотоксичности в клетках HaCaT и MCF10A, но активировали отдельные гены репарации (ATR/ATM). Тирам 
стимулировал пролиферацию клеток HaCaT в клоногенном тесте, а манкоцеб активировал экспрессию генов – регу-
ляторов пролиферации (CCND2, CCNE1, Ki-67), но не влиял на рост колоний; оба фунгицида снижали экспрессию 
генов воспаления (COX2, IL1a, IL1b). Пендиметалин вызывал повреждение ДНК и активацию экспрессии генов ре-
парации (ATR, GADD45a, PCNA) в клетках обеих линий, а также снижал экспрессию GLUT3 в клетках HaCaT и индуци-
ровал экспрессию генов CYP1A1 в клетках HaCaT и CYP1B1 – в клетках MCF10A.
Заключение. В  ходе комплексной оценки влияния пестицидов на  нормальные человеческие клетки выявлено, 
что пендиметалин, хлорпирифос и карбарил оказывают наибольшее проканцерогенное действие.

Ключевые слова: пестицид, канцерогенез, карбарил, хлорпирифос, манкоцеб, тирам, пендиметалин
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пирифоса, манкоцеба, тирама и пендиметалина в условно-нормальных клетках in vitro: генотоксичность, клоноген-
ность и влияние на экспрессию генов, ассоциированных с канцерогенезом. Успехи молекулярной онкологии 
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Molecular effects of the pesticides carbaryl, chlorpyrifos, mancozeb, thiram, and pendimethalin 
in conditionally normal cells in vitro: genotoxicity, clonogenicity and effects on the expression 
of genes associated with carcinogenesis

E. S. Lylova1, V. G. Popova1, K. А. Zimin1, 2, A. Yu. Bukina1, V. A. Nurtdinova1, S. S. Shmakov3, M. G. Yakubovskaya1, 
K. I. Kirsanov1, 4, V. P. Maksimova1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia; 
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4Peoples’ Friendship University of Russia; 6 Miklukho-Maklayа St., Moscow 117198, Russia

C o n t a c t s :	 Varvara Pavlovna Maksimova lavarvar@gmail.com

Introduction. Cancer remains a major cause of mortality worldwide, with adverse environmental factors such as pesticides 
contributing significantly to its development. Despite the widespread use of various pesticides, the molecular mechanisms 
underlying their actions and carcinogenic potential have been studied for only a limited number of models, especially 
in normal human cells.
Aim. To study the molecular effects of pesticides carbaryl, chlorpyrifos, mancozeb, thiram, and pendimethalin in non-
malignant HaCaT and MCF10A cells.
Materials and methods. Non-toxic concentrations of pesticides were determined using the MTT assay. Genotoxicity was 
analyzed by the comet assay. Proliferative potential was assessed by clonogenic assay. Changes in the expression of genes 
associated with carcinogenesis were evaluated by real-time polymerase chain reaction.
Results. Carbaryl caused DNA damage in MCF10A cells, promoted proliferation in both cell lines during clonogenic assay, 
as well as caused activation of biotransformation genes (AHR, GSTA4) in MCF10A cells, repression (CYP1B1, GSTA4) genes 
in HaCaT cells and lowered expression of  inflammation genes (IL1a, IL1b, PTGES, IFNGR1). Chlorpyrifos did not have 
genotoxic effect and did not affect clonogenicity but caused induction of  biotransformation (CYP1A1, CYP1B1), 
inflammation (IL1b, PTGES) genes, and genes BCL2 and DNMTs. Mancozeb and thiram did not show genotoxicity in HaCaT 
and MCF10A cells but activated individual repair genes (ATR/ATM). Thiram stimulated HaCaT cell proliferation in clonogenic 
assay, and mancozeb activated expression of proliferation regulation genes (CCND2, CCNE1, Ki-67) but did not affect 
colony growth; both fungicides decreased expression of inflammation genes (COX2, IL1a, IL1b). Pendimethalin caused 
DNA damage and activation of repair genes (ATR, GADD45a, PCNA) in both cell lines, as well as decreased expression 
of GLUT3 in HaCaT cells and induced expression of CYP1A1 in HaCaT cells and CYP1B1 in MCF10A cells.
Conclusion. In this study, we performed a comprehensive assessment of the effects of pesticides on normal human cells. 
Our results indicate that pendimethalin, chlorpyrifos, and carbaryl exert the most procarcinogenic effect.

Keywords: pesticide, carcinogenesis, carbaryl, chlorpyrifos, mancozeb, thiram, pendimethalin
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Введение
Злокачественные новообразования (ЗНО) и ассо-

циированная с ними смертность представляют значи-
тельную проблему в современном обществе. В настоящее 
время в мире наблюдается повышение заболеваемости 
ЗНО, связанное как с совершенствованием диагностики 
и увеличением продолжительности жизни, так и с воз-
действием неблагоприятных факторов окружающей 
среды, а также курением, ожирением и употреблением 
алкоголя [1]. По прогнозам Международного агентст-
ва по изучению рака (МАИР),  к 2045 г. заболеваемость 
ЗНО может вырасти в 1,5 раза – до 35 млн случаев 
в год [2].

В начале XXI века глобальной проблемой стало 
воздействие стойких органических загрязнителей 
на природные экосистемы [3]. Высокая степень био-

аккумуляции, способность распространяться на боль-
шие расстояния, а также негативное влияние на био-
разнообразие стали причиной подписания в 2001 г. 
Стокгольмской конвенции о стойких органических 
загрязнителях, ограничивающей производство и при-
менение ряда промышленных химикатов и несколь-
ких пестицидов (таких как дихлордифенилтрихлор-
этан (ДДТ), токсафен, гептахлор, альдрин и др.) [4]. 
С 2001 г. МАИР классифицировало как  вероятные 
канцерогены (группа 2a) пестициды глифосат, мала-
тион, тетрахлорвинфос, ДДТ, паратион и как возмож-
ные канцерогены (группа 2b) соединения паракват, 
перметрин, бифентрин и 2,4-дихлорфеноксиуксусную 
кислоту [5].

В настоящее время в мире зарегистрированы более 
800 активных соединений, используемых в составе 

mailto:lavarvar@gmail.com
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коммерческих пестицидов [6]. При этом классифика-
ция МАИР включает всего около 20 пестицидов, 
что составляет менее 2 % от общего количества ис-
пользуемых агентов. Это свидетельствует об ограни-
ченности имеющихся данных по  канцерогенности 
пестицидов.

C 2015 г. МАИР начало активно включать пести-
циды в списки приоритетных соединений для иссле-
дования канцерогенных эффектов. Актуальный пере-
чень пестицидов с наиболее высоким приоритетом 
для исследований включает такие агенты, как карба-
рил, перметрин, циперметрин, малатион, фонофос, 
метилтетрапрол, проквиназид, манкоцеб, тирам, вин-
клозолин, хлорпирифос, тебуконазол, тербуфос, хлор-
декон, алахлор, пендиметалин, бифенил, бифентрин, 
атразин и другие триазиновые пестициды, пиретрины 
и пиретроиды, этилендитиокарбаматы и неоникоти-
ноидные пестициды [7]. Многие из перечисленных 
соединений относятся к группе 3 (агенты, не класси-
фицируемые в отношении канцерогенности для чело-
века из-за ограниченности данных), канцерогенность 
остальных соединений МАИР не оценивало.

В 2017 г. для адекватного анализа и интерпретации 
механистических данных при классификации ксено-
биотиков по канцерогенности МАИР сформулирова-
ны 10 ключевых характеристик канцерогенного аген-
та, включающих: 1) электрофильность соединения 
или его метаболитов; 2) генотоксичность; 3) способ-
ность изменять репарацию или вызывать геномную 
нестабильность; 4) способность вызывать изменения 
в эпигенетической регуляции транскрипции; 5) спо-
собность к индукции окислительного стресса; 6) спо-
собность вызывать хроническое воспаление; 7) спо-
собность оказывать иммуносупрессивную активность; 
8) способность модулировать рецептор-опосредован-
ные эффекты; 9) способность вызывать иммортализа-
цию; 10) способность влиять на активность пролифе-
рации клеток, их гибели и питания [8].

Для некоторых пестицидов из списка приоритетов 
МАИР на отдельных моделях in vivo и in vitro исследо-
вана их способность повреждать ДНК, вызывать окси-
дативный стресс, нарушая баланс между образованием 
активных форм кислорода (АФК) и антиоксидантной 
защитой, влиять на пролиферацию, а также на различ-
ные рецепторы [9–11]. Однако в опубликованных ис-
следованиях представлены ограниченные данные 
о воздействии перечисленных пестицидов на нормаль-
ные клетки человека, что затрудняет понимание мо-
лекулярных эффектов и оценку риска развития ЗНО.

В этом исследовании основное внимание уделено 
5 пестицидам, которые широко используются на тер-
ритории России и стран Содружества Независимых 
Государств: карбарилу (Car), хлорпирифосу (CPF), ман-
коцебу (MZ), тираму (Thir) и пендиметалину (PM).

Карбарил – карбаматный инсектицид, отнесен-
ный МАИР к группе 3. С 2006 г. его применение огра-
ничено в странах Европейского союза (ЕС) [12]. Эпи-

демиологические данные свидетельствуют об ассоциации 
воздействия Car с высоким риском развития множествен-
ной миеломы, меланомы, опухолей центральной нервной 
системы (ЦНС) и, возможно, неходжкинских лимфом 
[13–16]. В опытах in vivo канцерогенность этого агента 
выявлялась только в сочетании с промотором канцероге-
неза 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетатом (ТРА) [17]. 
Метаболиты Car ассоциированы с повреждением ДНК 
в сперме человека [18].

Хлорпирифос – фосфорорганический инсекти-
цид, относящийся к  группе 3 по  классификации  
МАИР. Его применение ограничено в  США и  ЕС, 
но широко используется в странах Азии, включая Ин-
дию [19]. Сообщалось о высоком риске развития рака 
легкого у работников сельского хозяйства, интенсив-
но применявших CPF, а также об увеличении риска 
возникновения рака молочной железы у женщин, под-
вергавшихся воздействию этого агента [20, 21]. CPF 
оказывал эндокринно-дестабилизирующее действие 
in vivo, которое выражалось в повышении частоты воз-
никновения доброкачественных новообразований, 
усилении экспрессии прогестерона, а также уменьше-
нии уровня корепрессоров рецептора эстрогенов (ER). 
Метаболиты CPF могут взаимодействовать с ERα, свя-
зываясь аналогично природным лигандам [22, 23].

Манкоцеб и Thir – контактные фунгициды из груп-
пы дитиокарбаматов, ранее не оценивавшиеся в моно-
графиях МАИР. Их применение ограничено в ЕС. Со-
гласно эпидемиологическим данным, связи между 
воздействием MZ, Thir и риском развития неходжкин-
ских лимфом или рака мочевого пузыря не обнаруже-
но [24, 25]. Однако отмечена ассоциация между ис-
пользованием MZ и  высоким риском развития 
меланомы, опухолей ЦНС и хронического миелоид-
ного лейкоза у фермеров [26–28].

Пендиметалин – гербицид из группы динитро
анилинов, который ранее не оценивался МАИР [29]. 
Согласно эпидемиологическим данным, отмечено 
повышение риска развития рака прямой кишки и под-
желудочной железы у фермеров, использующих этот 
агент [30, 31].

Цель исследования – изучение молекулярных эф-
фектов пестицидов Car, CPF, MZ, Thir и пендиметали-
на на модели условно-нормальных человеческих клеток 
HaCaT и MCF10A, способности этих соединений вы-
зывать повреждения ДНК, их влияния на способность 
клеток к колониобразованию и действия на экспрессию 
генов, ассоциированных с канцерогенезом.

Материалы и методы
Культивирование клеток. В  качестве моделей 

для исследования выбраны условно-нормальные кле-
точные линии HaCaT (линия иммортализованных ке-
ратиноцитов человека) и MCF10A (клетки доброкаче-
ственной кисты молочной железы), полученные 
из биоколлекции Национального медицинского ис-
следовательского центра онкологии им. Н. Н. Блохина. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pendimethalin
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Клетки HaCaT культивировали в среде ДМЕМ, содер-
жащей 50 ед/мл стрептомицина, 50 мкг/мл пеницил-
лина, 2 мМ L-глутамина (все – «ПанЭко», Россия), 
10  % эмбриональной телячьей сыворотки (FBS; 
Biosera, Франция) при 37 °С в присутствии 5 % СO

2
. 

Клетки MCF10A культивировали в среде DMEM/F12 
(«ПанЭко», Россия) c добавлением 1 мМ L-глутамина, 
50 ед/мл стрептомицина и 50 мкг/мл пенициллина, 
5  % лошадиной сыворотки (Biowest, Франция),  
20 нг/мл эпидермального фактора роста (ProSpec, Изра-
иль), 10 мкг/мл инсулина («ПанЭко», Россия), 0,5 мг/мл 
гидрокортизона и 100 нг/мл холерного токсина (оба – 
Sigma-Aldrich, США).

Химические соединения. В исследовании исполь-
зованы следующие соединения: Car (CAS: 63-25-2), 
CPF (CAS: 2921-88-2), MZ (CAS: 8018-01-7), Thir 
(CAS: 137-26-8), PM (CAS: 40487-42-1), 3-метилхолан-
трен (MCA) CAS: 56-49-5), TPA CAS: 16561-29-8) (все – 
Sigma-Aldrich, США). CPF, PM и МCA растворяли 
в ацетоне, Car и Thir – в метаноле, MZ и TPA – в ди-
метилсульфоксиде (ДМСО). Рабочие растворы всех 
агентов готовили в ДМСО. Концентрация раствори-
телей в среде составила 0,02 %, ДМСО – 0,2 %.

Определение нетоксичных концентраций с помощью 
МТТ-теста. Клетки высевали в 96-луночные планше-
ты (SPL Life Sciences, Корея) по 5 × 103 клеток в лунку, 
после прикрепления к подложке обрабатывали серийны-
ми разведениями пестицидов (50 мкМ – 24,4 нМ для MZ, 
CPF, PM и Car; 0,5 мкМ – 0,24 нМ для Thir). Через 72 ч 
добавляли 3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилте-
тразолия бромид (Alfa Aesar, Германия; конечная концен-
трация 250 мкг/мл), через 4 ч отбирали среду и растворя-
ли кристаллы формазана в 100 мкл ДМСО («ПанЭко», 
Россия). Оптическую плотность раствора определяли 
с помощью Multiscan Sky (Thermo Fisher Scientific, 
США) при длине волны 570 нм. Эксперимент прово-
дили не менее 3 раз.

Анализ генотоксического действия пестицидов мето-
дом ДНК-комет. Клетки HaCaT высевали в 24-луночные 
планшеты (SPL Life Sciences, Корея) по 50 × 103 клеток 
в лунку, MCF10A – по 60 × 103 клеток в лунку, после 
прикрепления к подложке обрабатывали клетки пе-
стицидами, а также растворителями в соответствую-
щих концентрациях (отрицательный контроль). В ка-
честве положительного контроля использовали H

2
O

2 

(0,08 %, 20 мин). Через 48 ч клетки снимали с подлож-
ки, промывали натрий-фосфатным буфером (PBS) 
(«ПанЭко», Россия), растворяли в 0,7 % легкоплавкой 
агарозе (1:8 v/v; 37 °С; «ПанЭко», Россия) и наносили 
на слайд. После застывания агарозы осуществляли 
лизис клеток (1 ч, 4 °С), затем денатурирующую инку-
бацию в щелочном растворе (30 мин, 4 °С). Далее слай-
ды промывали и проводили электрофорез в буфере 
TBE (30 мин, 1 В/см). По окончании электрофореза 
слайды промывали дистиллированной водой, инкуби-
ровали с охлажденным 70 % этанолом и окрашивали 
раствором красителя SYBR Gold (Invitrogen, США) 

в буфере ТЕ («Евроген», Россия) с конечной концен-
трацией 1:10 000.

Анализ проводили с помощью инвертированного 
флуоресцентного микроскопа Axio Observer (Carl Zeiss, 
Германия) при увеличении 100х. Количество повре-
жденной ДНК оценивали по моменту хвоста, пред-
ставляющему произведение длины хвоста и количест-
ва мигрировавшей ДНК [32]. Данные обрабатывали 
с помощью программного обеспечения Comet Score. 
Эксперимент проводили не менее 3 раз.

Анализ влияния пестицидов на способность клеток 
образовывать колонии. Клетки HaCaT и MCF10A вы-
севали в чашки Петри (диаметр – 60 мм) (SPL Life 
Sciences, Корея) по 3 × 103 клеток. Через 24 ч клетки 
обрабатывали пестицидами и TPA. Далее каждые 72 ч 
проводили замену среды на свежую с обработкой ис-
следуемыми агентами и  растворителями в  течение  
12 дней. По завершении эксперимента колонии фик-
сировали метанолом и окрашивали 0,5 % раствором 
кристаллического фиолетового (Merck, Германия).

Данные обрабатывали с помощью программного 
обеспечения ImageJ с плагином ColonyArea [33]. Экс-
перимент проводили не менее 3 раз.

Анализ влияния пестицидов на экспрессию генов, ассо-
циированных с канцерогенезом. Клетки HaCaT и MCF10A 
высевали в чашки Петри (диаметр = 60 мм) по 250 × 103 
и 350 × 103 клеток соответственно. Через 24 ч клетки 
обрабатывали пестицидами, MCA, TPA и инкубиро-
вали 72 ч. Суммарную РНК экстрагировали с помо-
щью реагента ExtractRNA («Евроген», Россия) 
по протоколу производителя с последующей обработ-
кой ДНКазой I («Синтол», Россия) и переосаждением. 
Далее проводили синтез комплементарной ДНК с ис-
пользованием декануклеотидных праймеров Random 
со  случайной последовательностью («Евроген»,  
Россия) и  MMLV-ревертазы («Евроген», Россия) 
на амплификаторе ТП4-ПЦР-01-Терцик («ДНК-тех-
нология», Россия) по следующему протоколу: 37 °C – 
35 мин; 70 °C – 10 мин.

Для проведения полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени использовали амплифика-
тор CFX Connect Real-Time PCR (Bio-Rad, США), 
в качестве регистрируемого сигнала выступала флуорес-
ценция интеркалятора SYBR Green I («Евроген», Рос-
сия). Проводили 40 циклов ПЦР (15 с – 95 °C; 20 с – 
58 °C; 25 с – 72 °C). Для анализа экспрессии генов 
использовали запатентованную панель праймеров, 
разработанную отделом химического канцерогенеза 
Научно-исследовательского института канцерогенеза 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии им. Н. Н. Блохина» в рамках выпол-
нения кластерного проекта 121120100382-1.

В качестве контрольных генов сравнения исполь-
зованы ген фактора элонгации 1 альфа 1 (elongation 
factor 1 alpha 1) EF1A1 и ген рибосомального белка P0 
(60S acidic ribosomal protein P0) RPLP0. Эксперимент 
проводили не менее 5 раз.
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Статистический анализ. Статистическую обработку 
данных осуществляли с помощью программного обес-
печения MS Excel и GraphPad Prism 8.3.0. Для оценки 
нормальности распределения данных использовали 
критерий Шапиро–Уилка, для определения нетоксич-
ных концентраций пестицидов в МТТ-тесте – метод 
нелинейной регрессии. В тесте ДНК-комет выбросы 
в  наборах данных определяли с  помощью правила 
межквартильного размаха, статистически значимые 
различия относительно отрицательного контроля – 
с использованием непараметрического критерия Кра-
скела–Уоллиса с тестом множественного сравнения 
Данна. В остальных экспериментах для поиска выбро-
сов применяли метод ROUT (Q = 1 %).

В ходе анализа на клоногенность значимость ста-
тистических различий относительно отрицательного 
контроля оценивали с помощью однофакторного теста 
ANOVA с использованием апостериорного теста Ши-
дака. Изменения уровней экспрессии исследуемых 
генов при действии пестицидов рассчитывали с при-
менением метода 2−ΔΔCt [34]. Для оценки статистиче-
ской значимости различий применяли двухфакторный 
тест ANOVA с использованием критерия Даннетта. 
Во всех экспериментах различия между группами счи-
тались значимыми при p <0,05.

Результаты
Влияние пестицидов сравнивали с действием ин-

дуктора канцерогенеза MCA и промотором канцеро-
генеза TPA. MCA относится к группе 1 по классифи-
кации МАИР (доказана канцерогенность для людей) 
и широко используется для изучения химического кан-
церогенеза [35, 36]. TPA не классифицирован МАИР, 
однако была показана его способность вызывать раз-
витие опухолей в двухэтапной модели канцерогенеза 
через активацию протеинкиназы С [37, 38].

Определение нетоксичных концентраций. С помо-
щью МТТ-теста определены максимальные нетоксич-
ные концентрации пестицидов в  клетках HaCaT 
и MCF10A (рис. 1).

Анализ генотоксичности пестицидов. На данном этапе 
исследования проведен анализ генотоксического дейст-
вия пестицидов методом ДНК-комет. После обработки 
клеток HaCaT исследуемыми пестицидами не было заре-
гистрировано статистически значимого изменения мо-
мента хвоста комет относительно действия растворите-
лей, его медианы не превышали 1,8 × 10–2 (рис. 2, а).

В клетках MCF10A обнаружены значимое увели-
чение момента хвоста при действии PM (p = 0,035), 
а также тенденция к его увеличению для Car (p = 0,054) 
(см. рис. 2, б). Медиана момента хвоста (Q

1
; Q

3
) для PM 

составила 3,7 × 10–5 (0; 0,019), что превысило значение 
для ацетона в 2 раза (1,9 × 10–5 (0; 0,002), по среднему 
значению – в 3 раза. При действии Car медиана (Q

1
; Q

3
) 

момента хвоста оказалась равной 2,4 × 10–5 (0; 0,005), 
что  превысило значение для  метанола (7,5 × 10–6  
(0; 0,0006)) в 3 раза, по среднему значению – в 2,5 раза. 
Отметим, что клетки HaCaT были менее чувствительны 
к действию положительного контроля (H

2
O

2
): медиана 

момента хвоста была меньше более чем в 20 раз.
Анализ влияния пестицидов на способности клеток  

образовывать колонии. Далее с помощью клоногенного 
анализа была изучена способность пестицидов изменять 
пролиферативный потенциал клеток и оказывать транс-
формирующее действие. Изменение способности клеток 
к колониобразованию оценивали при постоянном дейст-
вии пестицидов в течение 14 дней по проценту площади, 
взвешенному по интенсивности окрашивания колоний. 
Отмечено статистически значимое повышение данного 
показателя – в 1,4 и 2,6 раза при действии Car в клетках 
HaCaT (рис. 3, а) и MCF10A (см. рис. 3, б) соответственно, 
а также в 1,7 раза при действии Thir в клетках HaCaT.

Рис. 1. Химические формулы и максимальные концентрации пестицидов, анализируемых в исследовании
Fig. 1. Chemical formulas and maximal concentrations of pesticides analyzed in the study

Пендиметалин 3,6 мкМ / 
Pendimethalin 3.6 µM

Манкоцеб 0,2 мкМ / 
Mancozeb 0.2 µM

Тирам 2 нМ /  
Thiram 2 nM

Карбарил 5 мкМ / 
Carbaryl 5 µM

Хлорпирифос 10 мкМ / 
Chlorpyrifos 10 µM
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Рис. 2. Результаты анализа генотоксического действия пестицидов на клетки HaCaT (а) и MCF10A (б). Экспозиция к агентам составила 48 ч. 
Результаты представлены как медиана (25-й квартиль; 75-й квартиль). Контроль – интактные клетки. # – рабочие стоки пестицидов и рас-
творителей готовили в диметилсульфоксиде, концентрация в среде составила 0,2 %; * – различия статистически значимы относительно от-
рицательного контроля (по растворителю) (p <0,05); *Т – тенденция к статистически значимому отличию от отрицательного контроля (рас-
творителя) (р <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 2. Results of analysis of genotoxic effect of pesticides on HaCaT (а) and MCF10A (б) cells. Exposition time was 48 h. Results are presented as median  
(25th quartile; 75th quartile). Control is  intact cells. # – working solutions of  pesticides and solvents were prepared in  dimethyl sulfoxide, concentration 
in the medium was 0.2 %; * – differences are statistically significant relative to negative control (solvent) (p <0.05); *Т – trend towards statistically significant 
difference from negative control (solvent) (р <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin

Рис. 3. Результаты анализа влияния пестицидов на способность клеток HaCaT (а) и MCF10A (б) образовывать колонии. Экспозиция к агентам 
составила 14 дней. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Контроль – интактные клетки. # – рабочие 
стоки пестицидов и растворителей готовили в диметилсульфоксиде, концентрация в среде составила 0,2 %; * – различия статистически зна-
чимы относительно отрицательного контроля (по раствортелю) (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; 
PM – пендиметалин; TPA – 12 -O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетат
Fig. 3. Results of analysis of the effect of pesticides on the ability of HaCaT (а) and MCF10A (б) cells to form colonies. Exposure time was 14 days. Results are 
presented as mean ± standard deviation. Control is intact cells. # – working solutions of pesticides and solvents were prepared in dimethyl sulfoxide, concentration 
in the medium was 0.2 %; * – differences are statistically significant relative to negative control (solvent) (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; 
MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin; TPA – 12 -O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
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Действие агентов сравнивали с промотором кан-
церогенеза TPA. Клетки HaCaT были менее чувстви-
тельны к  действию TPA, в  то  время как  в  клетках 
MCF10A детектировано повышение числа и интен-
сивности колоний (в 3 раза).

Анализ влияния пестицидов на гены, ассоциирован-
ные с канцерогенезом. Влияние пестицидов оценивали 
по изменению уровня экспрессии генов биотрансфор-
мации, метаболизма, пролиферации, репарации, окис-
лительного стресса, воспаления, апоптоза, инвазии 
и метастазирования, а также эпигенетической регуля-
ции. Эффекты пестицидов сравнивали с действием 
индуктора и промотора канцерогенеза – 3-метилхо-
лантрена (MCA) и TPA соответственно.

Биотрансформация и  метаболизм. Канцероген 
МСА активировал экспрессию генов цитохрома P450 
CYP1A1 и  CYP1B1, промотор канцерогенеза TPA 
не влиял на гены в HaCaT, но повышал уровень мРНК 
CYP1B1 и AHR в MCF10A (рис. 4, а).

Пестициды CPF и  PM действовали так  же, 
как МСА, вызывая индукцию генов CYP1A1 и CYP1B1 
в клетках HaCaT и MCF10A. Для Car зарегистрирова-
ны слабое понижение генов биотрансформации 
в  клетках HaCaT и  слабая активация – в  клетках 
MCF10A. При действии MZ выявлено снижение экс-
прессии гена CYP1A1 в HaCaT и повышение экспрес-
сии гена CYP1B1 в MCF10A. Клетки HaCaT реагиро-
вали на  обработку канцерогенами снижением 
экспрессии генов метаболизма глюкозы GLUT1, 
GLUT3, 6PF2K, LDHA и MCT1 (см. рис. 4, б), в то время 
как в клетках MCF10A зарегистрировано повышение 
экспрессии генов GLUT1 и GLUT3. Все исследуемые 
пестициды оказывали влияние на гены метаболизма 
глюкозы. В клетках HaCaT выявлено снижение экс-
прессии генов GLUT3 и MCT1 под действием PM и MZ 
соответственно, в клетках MCF10A Car ингибировал 
экспрессию GLUT1, а CPF, Thir и PM повышали уро-
вень мРНК гена GLUT3.

Рис. 4. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных с биотрансформацией ксенобиотиков (а) и метаболизмом (б) в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, 
что экспрессию гена не оценивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выраже-
ны через log

2
. * – различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; 

MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 4. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with xenobiotic biotransformation (а) and metabolism (б) in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. 
Exposure time was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative 

control (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin
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Пролиферация и репарация. Канцероген МСА вы-
зывал индукцию генов пролиферации CCND2, CCNE1, 
AURKA, FOSL1 и MCM5 в клетках HaCaT и не влиял 
на экспрессию генов в клетках MCF10A, в свою оче-
редь, TPA вызывал сильную индукцию генов проли-
ферации (CCND1, CCND2, CCNE1, Ki-67, AURKA, 
FOSL1 и FOXM1) в клетках обеих линий (рис. 5, а).

Пестицид CPF вызывал слабое снижение экспрес-
сии генов CCND2, Ki-67 и индуцировал экспрессию 

гена E2F4. Для MZ показано повышение экспрессии 
генов CCND2, CCNE1 и Ki-67, PM незначительно по-
вышал экспрессию генов CDK6 и CCNE1 и снижал 
экспрессию гена CCND1. В клетках MCF10A детекти-
рована слабая активация генов CCND2 и  Ki-67 
при действии Car и Thir соответственно.

Экспрессия генов репарации при действии исследу-
емых агентов различалась в клетках HaCaT и MCF10A. 
В клетках HaCaT МСА активировал экспрессию генов 

Рис. 5. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных с пролиферацией (а) и репарацией (б) в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, что экспрессию гена не оце-
нивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выражены через log2. * – различия 
статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; 
PM – пендиметалин
Fig. 5. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with proliferation (а) and repair (б) in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. Exposure time was 
72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log2. * – differences are statistically significant relative to negative control (p <0.05). 
Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin
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GADD45a и PCNA и подавлял экспрессию генов XRCC1 
и ATM, в клетках MCF10A наблюдалось отсутствие 
эффектов; TPA снижал экспрессию генов TP53 в клет-
ках HaCaT и  активировал гены ATM, ATR, PCNA 
и TP53 в клетках MCF10A (рис. 5, б). Пестициды CPF 
и PM в клетках HaCaT действовали так же, как и MCA: 
в первом случае происходила репрессия генов XRCC1 
и ATM, а во втором – подавление генов ATM, ATR 

и  активация гена PCNA. MZ активировал ген ATR 
и снижал экспрессию гена MGMT. В клетках MCF10A 
агенты CPF, MZ, Thir и PM активировали ген ATR, PM 
также слабо повышал экспрессию гена GADD45a, 
а  CPF и  Thir – гена ATM. Пестицид Car не  влиял 
на экспрессию генов репарации.

Окислительный стресс, воспаление и апоптоз. Кан-
цероген MCA не вызывал изменения экспрессии генов 

Рис. 6. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных с окислительным стрессом (а), воспалением (б) и апоптозом (в) в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, 
что экспрессию гена не оценивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выраже-
ны через log

2
. * – различия статистически значимы относительно отрицательного контроля (p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; 

MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 6. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with oxidative stress (а), inflammation (б) and apoptosis (в) in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. 
Exposure time was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative 

control (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin
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окислительного стресса, за исключением активации 
гена NCF2, необходимого для генерации супероксид-
аниона (рис. 6, а).

В клетках HaCaT TPA вызывал подавление гена 
NCF2 и активировал ген SEPN1, а в клетках MCF10A 
активировал антиоксидантные гены NQO1 и SEPN1 
и снижал уровень экспрессии генов SOD2 и SLC7A11. 
При действии CPF происходила активация гена NCF2 
в  клетках HaCaT и  SOD2, SLC7A11 – в  клетках 
MCF10A. Пестицид MZ активировал экспрессию ге-
нов SEPN1 и SLC7A11 и подавлял ген NCF2 в обеих 
клеточных линиях. PM вызывал повышение уровня 
экспрессии NCF2 в клетках HaCaT и активацию анти-
оксидантных генов SOD2 и CAT в MCF10A.

Все исследуемые агенты влияли на экспрессию 
генов воспаления. При действии MCA отмечено по-
вышение экспрессии генов IL1b и TNFa (см. рис. 6, б). 
В клетках HaCaT TPA активировал экспрессию генов 
IL1b, PTGES и TNFa, одновременно подавляя IL1a 
и IFNGR1, а в клетках MCF10A вызывал индукцию 
генов COX2, IL1a, IL1b и PTGES. Обработка Car вызы-
вала снижение уровня экспрессии генов IL1a, IL1b, 
IFNGR1 в HaCaT и гена PTGES в MCF10A. При дейст-
вии CPF происходило повышение уровня экспрессии 
генов PTGES и IL1b и слабое снижение экспрессии 
гена COX2 в клетках HaCaT. Пестицид MZ подавлял 
IL1a в клетках HaCaT и COX2 в MCF10A, Thir ингиби-
ровал экспрессию генов COX2, IL1a, IL1b в клетках 
HaCaT и  повышал уровень экспрессии гена IRF1 
в MCF10A. В клетках HaCaT агент PM действовал по-
добно TPA – подавлял экспрессию генов COX2, IL1a 
и  IFNGR1 и  активировал ген PTGES, в  клетках 
MCF10A – только подавлял экспрессию гена IL1a.

Канцероген МСА повышал уровень экспрессии 
антиапоптотических генов XIAP и BCL2 в HaCaT и ак-
тивировал проапоптотический ген CRADD в MCF10A 

(см. рис. 6, в). В свою очередь, TPA активировал экс-
прессию генов XIAP и BCL2 и повышал уровень экс-
прессии проапоптотического гена BAX. Пестицид CPF 
активировал экспрессию BCL2 в обеих линиях и по-
давлял ген ингибитора апоптоза BIRC3 – в клетках 
HaCaT. Экспрессия гена BCL2 была понижена в клет-
ках HaCaT и повышена в MCF10A при действии MZ. 
Пестицид PM активировал BAX в  линии HaCaT 
и XIAP, BCL2 – в MCF10A.

Инвазия и метастазирование. В линии HaCaT MCA 
и TPA активировали экспрессию гена CDH2, а также 
снижали экспрессию гена SERPINE1 (рис. 7).

В клетках MCF10A MCA вызывал снижение экс-
прессии гена CDH2, а TPA активировал гены CDH1, 
CDH2, ROCK2 и SERPINE1 и подавлял ген MMP2. Пе-
стицид Car снижал уровень экспрессии генов MMP2 
и SERPINE1 в клетках MCF10A, уменьшал экспрес-
сию гена ROCK2 в клетках HaCaT и повышал экспрес-
сию в клетках MCF10A. При действии CPF происхо-
дила репрессия гена SERPINE1 в  линии HaCaT 
и активация гена ROCK2 в MCF10A. MZ в клетках 
MCF10A повышал уровень экспрессии гена CDH2 
и снижал экспрессию гена MMP2. В клетках MCF10A 
Thir индуцировал экспрессию гена ROCK2. В клетках 
HaCaT PM вызывал слабую активацию гена MMP2 
и подавлял ген SERPINE1, в клетках MCF10A активи-
ровал CDH2.

Эпигенетическая регуляция транскрипции. 
При действии MCA на клетки HaCaT происходило 
слабое повышение экспрессии генов HDAC2, BRD4 
и KAT5, при этом в клетках MCF10A влияния этого 
агента зарегистрировано не было (рис. 8).

Промотор канцерогенеза TPA влиял на экспрес-
сию генов эпигенетической регуляции только в клет-
ках MCF10A: происходило повышение уровня мРНК 
генов DNMT1, DNMT3b и BRD2 и подавление экспрес-

Рис. 7. Результаты анализа влияния пестицидов, 3-метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию 
генов, ассоциированных инвазией и метастазированием в клетках HaCaT и MCF10A. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты поли-
меразной цепной реакции в реальном времени, выражены через log

2
. * – различия статистически значимы относительно отрицательного контроля 

(p <0,05). Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; PM – пендиметалин
Fig. 7. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with invasion and metastasis in HaCaT and MCF10A cells. Exposure time was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented 
as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative control (p <0.05). Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; 

PM – pendimethalin
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сии гена DNMT3a. Пестициды Car и CPF повышали 
экспрессию генов DNMTs: Car вызывал активацию 
гена DNMT3а в клетках MCF10A, CPF – активацию 
генов DNMT1, DNMT3a и DNMT3b в клетках HaCaT 
и гена DNMT1 в клетках MCF10A. MZ приводил к ре-
прессии гена DNMT3a в клетках HaCaT.

Обсуждение
Настоящее исследование посвящено анализу мо-

лекулярных эффектов пестицидов Car, CPF, Thir, MZ 
и PM, активно применяемых на территории России 
и стран СНГ.

В тесте ДНК-комет 5 мкМ Car при 48-часовой экс-
позиции вызывал небольшое повреждение ДНК 
в клетках MCF10A при отсутствии значимых эффек-
тов на гены репарации. Будучи ароматическим угле-
водородом, Car активирует AhR-зависимый сигналинг 
[39, 40]. Мы отметили активацию генов биотрансфор-
мации AHR и GSTA4 в клетках MCF10A и снижение 
экспрессии CYP1B1 и GSTA4 в HaCaT. При этом в ис-
следовании N. Ledirac и соавт. выявили индукцию 
фермента CYP1A1 в клетках печени Hep2G и клетках 
HaCaT при действии 75 мкМ Car [41]. Низкая индук-
ция биотрансформации в нашем исследовании связа-
на, вероятно, с меньшей дозой инсектицида, а сниже-
ние экспрессии генов биотранформации в клетках 
HaCaT – с  отрицательной обратной связью [42]. 
В клоногенном анализе длительное воздействие Car 
способствовало усилению пролиферации клеток 
HaCaT и MCF10A, увеличению числа и размера коло-
ний. В то же время Car не вызывал значимых измене-

ний экспрессии генов пролиферации. Q. Saquib и со-
авт. показали генотоксичность 1 мМ Car на HUVEC, 
а также повышение АФК и активацию апоптоза [43]. 
Однако в нашем исследовании экспрессия генов окис-
лительного стресса и апоптоза не менялась. При этом 
отмечено снижение экспрессии гена – транспортера 
глюкозы GLUT1, что может свидетельствовать об ок-
сидативном стрессе [44, 45]. Также было показано сни-
жение экспрессии генов воспаления IL1a, IL1b, 
PTGES, IFNGR1, что соотносится с результатами ис-
следования S.G. Jorsaraei и соавт. [46].

В настоящем исследовании CPF (10 мкМ) не вы-
зывал повреждения ДНК в клетках HaCaT и MCF10A, 
но влиял на экспрессию генов репарации XRCC1, ATM 
и ATR. В литературе описаны повреждение ДНК лим-
фоцитов, а также активация генов эксцизионной ре-
парации в клетках A549 после воздействия CPF [47, 
48]. В нашем исследовании CPF слабо снижал экс-
прессию генов пролиферации (CCND2, Ki-67) и акти-
вировал ген E2F4 в клетках HaCaT, но не влиял на кло-
ногенность. Однако, согласно данным P. Balakrishnan 
и соавт., воздействие 4 мкМ CPF вызывает геноток-
сичность, а также увеличивает пролиферативную ак-
тивность в эмбриональных клетках печени WRL-68 
при схожем влиянии на гены репарации и пролифера-
ции [49]. Также сообщалось, что низкие дозы CPF 
(0,05 мкМ) стимулируют пролиферацию клеток MCF7 
и MDA-MB-231 [50]. Отсутствие эффекта на клетках 
MCF10A в нашем исследовании, скорее всего, связано 
с меньшей дозой, особенностями метаболизма клеток 
HaCaT, MCF10A и WRL-68, а также с низким уровнем 

Рис. 8. Результаты анализа влияния пестицидов, метилхолантрена (МСА) и 12-O-тетрадеканоилфорбол-13-ацетата (TPA) на экспрессию генов, 
ассоциированных с эпигенетической регуляцией транскрипции в клетках HaCaT и MCF10A. Зачеркиванием обозначено, что экспрессию гена не оце-
нивали. Экспозиция к агентам составила 72 ч. Результаты полимеразной цепной реакции в реальном времени выражены через log

2
. * – различия 

статистически значимы относительно отрицательного контроля, p <0,05. Car – карбарил; CPF – хлорпирифос; MZ – манкоцеб; Thir – тирам; 
PM – пендиметалин
Fig. 8. Results of analysis of the effect of pesticides, 3-methylcholanthrene (МСА) and 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) on expression of genes 
associated with epigenetic transcription regulation in HaCaT and MCF10A cells. Crossing out denotes that gene expression was not evaluated. Exposure time 
was 72 h. Results of real-time polymerase chain reaction are presented as log

2
. * – differences are statistically significant relative to negative control (p <0.05). 

Car – carbaryl; CPF – chlorpyrifos; MZ – mancozeb; Thir – thiram; PM – pendimethalin

Изменение экспрессии (log2) / Expression log2-fold
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ER в MCF10A [51]. Влияние CPF как эндокринного 
дизраптора зависит от активности ER и не проявляет-
ся в ER-отрицательных клетках [52–54]. В ходе насто-
ящего исследования подтверждена индукция генов 
CYP1A1, CYP1B1, что согласуется с данными о метабо-
лизме CPF через активацию AhR и CYP [50, 55]. Кро-
ме того, впервые выявлена активация гена GLUT3 
под действием этого агента, аналогично канцероген-
ным агентам MCA и TPA. Показано, что CPF вызыва-
ет оксидативный стресс и воспаление in vitro и in vivo 
[56, 57]. В нашем исследовании CPF активировал ген 
окислительного стресса NCF2, антиоксидантные гены 
SOD2, SLC7A11, а  также гены воспаления IL1b 
и  PTGES. Хроническое воздействие CPF снижает 
апоптоз в нормальных клетках печени [49]. В нашем 
исследовании также выявлено повышение экспрессии 
BCL2 в клетках HaCaT и MCF10A. На моделях рака 
молочной железы показано усиление миграционного 
потенциала клеток при действии CPF [58]. В нашем 
исследовании детектировано влияние CPF на  ген 
ROCK2 в клетках MCF10A и ген SERPINE1 в клетках 
HaCaT. P. Balakrishnan и соавт. выявили снижение экс-
прессии генов DNMTs при экспозиции CPF 24 ч [49]. 
Напротив, мы наблюдали слабую активацию генов 
DNMT1, DNMT3a, DNMT3b после 72 ч обработки, 
что может свидетельствовать о компенсационном ме-
ханизме. При этом ранее в рамках скрининга эпиге-
нетической активности ксенобиотиков для CPF нами 
не было обнаружено интегральной эпигенетической 
активности в тест-системе HeLa TI (данные не опу-
бликованы).

В клетках HaCaT и MCF10A не выявлено геноток-
сической активности при  действии MZ и  Thir. 
При  этом MZ активировал экспрессию гена ATR, 
а Thir – генов ATR и ATM. Ранее сообщалось о гено-
токсичных эффектах MZ и Thir in vitro и in vivo [59, 60]. 
В клетках HeLa TI для Thir (2 мкМ) наблюдались уси-
ление повреждения ДНК и изменение экспрессии ге-
нов репарации DDB2, ERCC5, LIG4 и ERCC3 [61]. Со-
гласно данным литературы, MZ и Thir активируют 
ферменты CYP [62–65]. Результаты нашего исследо-
вания показали менее выраженные эффекты этих 
агентов: MZ оказывал слабое влияние на гены CYP1A1 
и CYP1B1, Thir – на ген CES2. В группе генов метабо-
лизма фунгициды незначительно влияли на экспрес-
сию MCT1 (MZ) и GLUT3 (Thir). В клетках HaCaT MZ 
активировал экспрессию генов пролиферации CCND2, 
CCNE1 и Ki-67, однако в клоногенном анализе мы 
не наблюдали эффектов. В свою очередь, Thir стиму-
лировал пролиферацию клеток HaCaT в клоногенном 
тесте, но в меньшей степени влиял на экспрессию ге-
нов, что может быть связано с кумулятивным эффек-
том. Ранее мы выявили, что Thir ингибирует рост ко-
лоний клеток HeLa TI в  диапазоне концентраций 
0,5–2 мкМ [61]. По данным K. Kumar и соавт., MZ 
индуцирует образование АФК, дисбаланс белков BCL-2 
и апоптоз в клетках рака желудка при отсутствии ток-

сичности в нормальных клетках [66]. В нашем иссле-
довании MZ вызывал снижение экспрессии гена NCF2 
при повышении экспрессии генов SEPN1 и SLC7A11, 
что соответствует запуску антиоксидантной защиты. 
Кроме того, происходило снижение уровня экспрессии 
генов воспаления COX2, IL1a и антиапоптотического 
гена BCL2 в клетках HaCaT. При действии Thir проис-
ходила активация экспрессии антиоксидантного гена 
SOD2 в MCF10A, а также снижение экспрессии генов 
воспаления COX2, IL1a, IL1b, при этом не наблюда-
лось влияния на экспрессию генов апоптоза. Получен-
ные данные согласуются с результатами D. Kurpios-Piec 
и соавт. о противовоспалительном эффекте Thir [67]. 
Существенных изменений в экспрессии генов инвазии 
и метастазирования под действием этого агента не вы-
явлено, однако в MCF10A наблюдалась активация ге-
нов CDH2, ROCK2 и снижение экспрессии MMP2, ана-
логично эффекту TPA. Для MZ показано снижение 
экспрессии гена DNMT3a в клетках HaCaT; Thir не ока-
зывал влияния на гены эпигенетической регуляции 
транскрипции в обеих клеточных линиях. При этом 
ранее на тест-системе HeLa TI продемонстрирована 
способность Thir реактивировать экспрессию эпигене-
тически репрессированного гена GFP [61].

Результаты настоящего исследования продемон-
стрировали способность PM вызывать повреждение 
ДНК в  клетках MCF10A при  отсутствии эффекта 
в клетках HaCaT, а также активировать гены репара-
ции ATR и PCNA. По данным литературы, PM вызывал 
разрывы ДНК, а также способствовал образованию 
микроядер в первичных лимфоцитах человека и клет-
ках HUVEC [43, 68, 69]. Результаты клоногенного ана-
лиза показали отсутствие цитотоксического или про-
лиферативного действий при длительной экспозиции 
PM, в то же время зарегистрировано слабое влияние 
PM на экспрессию генов пролиферации. В данной ра-
боте впервые показана способность PM активировать 
экспрессию генов CYP1A1 и CYP1B1 в клетках челове-
ка. Отметим также снижение уровня экспрессии гена 
GLUT3 в клетках HaCaT. Для PM показана индукция 
окислительного стресса на модели in vivo и in vitro [69, 
70]. В нашем исследовании при действии PM выявле-
на индукция экспрессии антиоксидантных генов CAT 
и SOD2 в клетках MCF10A, в то время как в клетках 
HaCaT повышалась экспрессия гена NCF2, ассоци
ированного с продуцированием АФК. Также PM зна-
чительно снижал экспрессию провоспалительных 
генов COX2, IL1a и IFNGR1 в клетках HaCaT, что соот-
носится с данными литературы [70]. В клетках HaCaT 
происходила активация экспрессии проапоптотиче-
ского гена BAX, а в клетках MCF10A – антиапоптоти-
ческих генов XIAP и BCL2. Также выявлено, что PM 
оказывает как про-, так и антиапоптотическое дейст-
вие [71–73]. Влияние этого агента на инвазию и мета-
стазирование ранее не изучалось. В данном исследо-
вании показано слабое действие PM на гены CDH2, 
MMP2 и SERPINE1. PM не изменял экспрессию генов 
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эпигенетических ферментов, что согласуется с полу-
ченными ранее результатами об отсутствии эпигене-
тической активности PM в тест-системе HeLa TI (дан-
ные не опубликованы).

Таким образом, выявлена пропролиферативная 
активность Car и Thir в клоногенном тесте при долго
срочном воздействии, при кратковременном воздей-
ствии их влияние на молекулярные процессы оказа-
лось незначительным. Следует отметить, что в других 
моделях in vitro Thir значительно воздействовал на эпи-
генетическую активность и пролиферацию, что об-
условливает необходимость его дальнейшего исследо-
вания. Несмотря на  отсутствие повреждения ДНК 
при действии CPF, профиль экспрессии генов био-
трансформации, метаболизма, репарации, окислитель-
ного стресса и инвазии при его действии схож с эффек-
том индуктора и  промотора канцерогенеза – MCA 
и TPA соответственно, что говорит о потенциальной 
опасности данного пестицида и необходимости даль-
нейшего анализа его механизма действия. Особое вни-
мание привлекает влияние CPF на гены DNMTs, ука-
зывающее на  его способность модифицировать 
эпигенетическую регуляцию транскрипции. Гербицид 
PM также проявил сходный с MCA и TPA профиль 
воздействия на экспрессию генов, связанных с био-
трансформацией, метаболизмом, окислительным 
стрессом и апоптозом. По этому агенту в литературе 
имеется ограниченное количество механистических 
и экспериментальных данных, что указывает на необ-
ходимость дальнейшего исследования его воздействий. 
Для MZ показано отсутствие генотоксического эффек-

та и влияния на клоногенность клеток, однако он воз-
действовал на отдельные гены процессов пролифера-
ции, репарации, воспаления, апоптоза и  инвазии. 
Влияние MZ на экспрессию гена DNMT3a демонстри-
рует необходимость анализа его эпигенетических 
свойств.

Заключение
В  ходе данного исследования впервые изучена 

способность пестицидов Car, Thir, MZ и PM влиять 
на клоногенный потенциал нормальных клеток, а так-
же проведена интегральная оценка влияния агентов 
на  процессы канцерогенеза на  транскрипционном 
уровне. Выявлено, что  наибольшее воздействие 
на процессы, ассоциированные с  канцерогенезом, 
оказывали PM, CPF и Car.

Одним из важных аспектов является наблюдаемая 
вариабельность чувствительности различных клеточ-
ных моделей к воздействию пестицидов. Анализ дан-
ных литературы и результатов наших экспериментов 
показал, что  в оценке канцерогенного потенциала 
необходимо использовать как нормальные, так и опу-
холевые клетки. Это обусловлено тем, что опухолевые 
клетки, по всей видимости, обладают повышенными 
метаболической активностью и чувствительностью 
к  ксенобиотикам. Для  полноценной и  адекватной 
оценки канцерогенного риска требуются дальнейшие 
исследования с накоплением механистических данных 
по действию указанных пестицидов на дополнитель-
ных клеточных моделях и дальнейший комплексный 
анализ молекулярных механизмов их действия.
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