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Таргетирование комплекса ремоделирования 
хроматина SWI / SNF в терапии онкологических 
заболеваний

М. В. Немцова1, 2, И. В. Буре1

1ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова Минздрава России; Россия, 
119991 Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2; 
2ФГБНУ «Медико-генетический научный центр им. акад. Н. П. Бочкова»; Россия, 115478 Москва, ул. Москворечье, 1

К о н т а к т ы : марина вячеславовна Немцова nemtsova_m_v@mail.ru

Ремоделирование хроматина является одним из основных эпигенетических путей регуляции экспрессии генов как 
в норме, так и при онкологических заболеваниях. Гены, кодирующие белковые субъединицы комплексов ремоде-
лирования sWI / sNF, часто мутируют и / или изменяют свою экспрессию в опухолях человека, влияя на программу 
экспрессии многих генов при канцерогенезе, что связано с возникновением и прогрессированием рака. Сегодня 
не существует терапевтических препаратов, которые бы непосредственно изменяли структуру хроматина, посколь-
ку этот комплексный процесс требует привлечения большого количества генов, белков, некодирующих транскриптов 
и других молекул-посредников. Тем не менее воздействие на комплексы ремоделирования хроматина можно про-
водить, последовательно влияя на субъединицы и кодирующие их гены, а также некодирующие РНк, которые регу-
лируют работу данных комплексов и направляют их в районы генов-мишеней. предложены несколько успешных 
стратегий воздействия на эпигенетические регуляторы, связанные с хроматином, чтобы вызвать синтетическую 
летальность опухолевых клеток и блокировать опухолевый рост. для воздействия на процессы ремоделирования 
хроматина исследуют различные стратегии и механизмы: от ингибиторов бромодоменов отдельных субъединиц 
до прямого воздействия на функцию sWI / sNF посредством разрушения его основной субъединицы аденозинтри-
фосфатазы.
в обзоре подробно проанализированы пути и механизмы воздействия на комплекс ремоделирования хроматина 
sWI / sNF (от экспериментов на опухолевых клетках и модельных животных до сочетанного использования клини-
ческих препаратов для лечения онкологических пациентов) с целью получения стойкого противоопухолевого эф-
фекта.

Ключевые слова: ремоделирование хроматина, sWI / sNF, соматические мутации, синтетическая летальность опу-
холевых клеток, ингибиторы бромодоменов

Для цитирования: Немцова м.в., Буре и. в. Таргетирование комплекса ремоделирования хроматина sWI / sNF в те-
рапии онкологических заболеваний. успехи молекулярной онкологии 2023;10(1):8–17. DOI: 10.17650 / 2313-805X-
2023-10-1-8-17

Targeting of the SWI / SNF chromatin remodeling complex in cancer therapy

M . V . Nemtsova1, 2, I . V . Bure1

1I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia; Bld. 2, 8 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russia; 
2Research Centre for Medical Genetics; 1 Moskvorechye St., Moscow 115478, Russia

C o n t a c t s : Marina Vyacheslavovna Nemtsova nemtsova_m_v@mail.ru

chromatin remodeling is the one of the main epigenetic ways of gene expression regulation both in normal cells and in 
oncological diseases. Genes encoding protein subunits of sWI / sNF remodeling complexes often mutate and / or change 
their expression in human tumors, affecting the expression programs of many genes during carcinogenesis, which is 
associated with the occurrence and progression of cancer. Today, there are no therapeutic drugs that could directly change 
the structure of chromatin because of complexity of this process with involvement of a large number of genes, proteins, 
non-coding transcripts and other intermediary molecules. However, the chromatin remodeling complexes can be affec-
ted by consistent influence on the subunits and the genes encoding them, as well as the non-coding RNAs that regulate 
the operation of these complexes and direct them to the target gene regions. Today, several successful strategies have 

https://med-gen.ru/en/
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ВВЕдЕНИЕ
В ядре клетки ДНК находится в ассоциации с бел-

ками и нуклеиновыми кислотами и формирует струк-
туру, называемую хроматином. Хроматин является 
изменяемой структурой и может образовывать как 
плотную неактивную закрытую конформацию, назы-
ваемую гетерохроматином, так и активную некомпакт-
ную структуру – эухроматин. В состоянии гетеро-
хроматина ДНК суперспирализирована и плотно 
ассоциирована с белками, что пространственно огра-
ничивает связь регуляторных и энхансерных областей 
с транскрипционными факторами, в результате чего 
экспрессия генов в значительной степени инактиви-
рована. Переход закрытого хроматина в открытое со-
стояние (эухроматин) осуществляется с помощью 
различных эпигенетических механизмов, таких как де-
метилирование ДНК или ацетилирование гистонов, 
а также действие комплексов ремоделирования хрома-
тина. В состоянии эухроматина факторы транскрип-
ции, ассоциированные белковые факторы и молекулы-
посредники получают доступ к своим генам-мишеням 
и активируют их экспрессию, включая сигнальные 
каскады и биологические пути, необходимые для жиз-
ни клетки в определенный момент [1].

Ремоделирование хроматина является одним 
из основных эпигенетических путей регуляции экс-
прессии генов как в норме, так и при различных видах 
патологии человека. Комплексы ремоделирования 
хроматина изменяют его конфигурацию, воздействуя 
вместе с другими эпигенетическими механизмами, 
такими как метилирование / деметилирование ДНК 
и модификации гистонов. Эти комплексы реконстру-
ируют нуклеосомы АТФ-зависимым (АТФ – адено-
зинтрифосфат) образом или заменяют стандартные 
гистоновые белки на вариантные и играют большую 
роль в осуществлении процессов клеточной жизни, 
таких как репарация повреждений ДНК, рекомбина-
ция, репликация и контроль транскрипции. Сегодня 
очевидно, что осуществление этих процессов связано 
с участием нового класса транскриптов-регуляторов – 
некодирующих РНК (нкРНК). Взаимодействие между 
белками, участвующими в ремоделировании хромати-
новой структуры, и нкРНК является основой функци-
онирования эпигенетических процессов в клетках 
в норме и при патологии [2].

Гены, кодирующие белковые субъединицы ком-
плексов ремоделирования хроматина, мутируют и / или 
изменяют свою экспрессию в опухолях человека, 
влияя на программу экспрессии многих генов при кан-
церогенезе, что связано с возникновением и прогрес-
сированием рака [3].

Современный технологический прогресс, способ-
ствующий совершенствованию молекулярно-генети-
ческих методов и увеличению массива исследований, 
позволяет получить значительное количество инфор-
мации о нарушении эпигенетических механизмов, 
в том числе и о нарушении хроматиновой архитекту-
ры, при канцерогенезе. Одним из основных механиз-
мов, влияющих на белки-регуляторы хроматиновой 
конформации, является их изменение в опухолевой 
ткани в результате соматических мутаций и структур-
ных перестроек ДНК. Также к механизмам, приводя-
щим к невозможности поддержания исходной струк-
туры хроматина в опухолевых клетках, можно отнести 
непосредственное или опосредованное изменение 
экспрессии белков, ремоделирующих хроматин. Это 
может происходить как в результате направленного 
влияния на экспрессию гена, так и при изменении 
функции посредника, осуществляющего взаимодей-
ствие белка с другими белками и молекулами. Также 
способом, влияющим на хроматиновую конформа-
цию, является нарушение эффективного связывания 
комплексов с молекулами-посредниками, к которым 
относятся регулирующие некодирующие транскрип-
ты, такие как длинные некодирующие РНК (днРНК) 
и микроРНК. Некодирующие транскрипты выступают 
основными регуляторами и мессенджерами, участву-
ющими в реализации различных эпигенетических ме-
ханизмов, в том числе в установлении и поддержании 
определенной хроматиновой конформации.

Таргетирование молекулярных мишеней, связан-
ных с формированием злокачественного потенциала 
опухоли, сегодня активно используется при лечении 
онкологических пациентов в практической медицине. 
Тем не менее не для всех типов опухолей выявлены 
потенциальные мишени и предложены эффективные 
средства лечения. Воздействие на эпигенетические 
регуляторы злокачественного роста представляет 
большой интерес, но его механизмы еще недостаточно 
изучены. Определение стратегий непосредственного 

been proposed to influence epigenetic regulators associated with chromatin in order to cause synthetic lethality of can-
cer cells and block tumor growth. To influence the processes of chromatin remodeling, various strategies and mechanisms 
are being investigated, from inhibitors of bromodomains of individual subunits to direct effects on the function of 
sWI / sNF by destroying its main adenosine triphosphatase subunit. In our review, we analyze the ways and mechanisms 
of influencing the sWI / sNF chromatin remodeling complex in order to obtain a stable antitumor effect, from experiments 
on tumor cells and animal models to the combined use of clinical drugs for the treatment of cancer patients.

Keywords: chromatin remodeling, sWI / sNF, somatic mutations, synthetic lethality of cancer cells, bromodomain in hibitors

For citation: Nemtsova M. V., Bure I. V. Targeting of the sWI / sNF chromatin remodeling complex in cancer therapy. Uspekhi 
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или опосредованного влияния на эпигенетические 
механизмы позволит более эффективно контролиро-
вать процессы канцерогенеза с целью блокирования 
опухолевого роста.

Хроматин является сложной и подвижной во вре-
мени и пространстве структурой, законы функциони-
рования которой нам до конца не понятны. Действие 
терапевтических средств, направленных на ремодели-
рующие комплексы, может распространяться как 
 непосредственно на белковые субъединицы, состав-
ляющие комплексы и кодирующие их гены, так и на 
нкРНК, которые активируют или инактивируют ра-
боту этих комплексов и направляют их в районы ге-
нов-мишеней. При этом необходимо учитывать, что 
белки-ремоделлеры могут параллельно осуществлять 
дополнительные функции, способствующие или пре-
пятствующие опухолевому росту. Поэтому направлен-
ное воздействие на комплексы ремоделирования 
и их субъединицы может затрагивать эти дополнитель-
ные молекулярные механизмы, способствуя более 
 качественному использованию противоопухолевого 
потенциала. Еще одна сложность терапевтического 
влияния на комплексы ремоделирования хроматина 
при канцерогенезе состоит в их точной направленно-
сти на определенный тип клеток, поскольку белки 
ремоделирования хроматина могут действовать раз-
личными путями в разных типах опухолевых клеток, 
выполняя супрессивную или онкогенную функцию.

Данный обзор посвящен стратегиям воздействия 
на комплексы ремоделирования хроматина и форми-
рующие их субъединицы, которые уже используются 
или находятся в фазе клинических испытаний. При-
менение этих стратегий в клинической практике по-
зволит обеспечить более эффективное влияние на опу-
холевый рост, что может привести к значительному 
успеху в лечении онкологических пациентов.

КОМПЛЕКСы РЕМОдЕЛИРОВаНИЯ ХРОМаТИНа 
SWI / SNF И фОРМИРУющИЕ ИХ СУбъЕдИНИцы
АТФ-зависимые комплексы ремоделирования 

хроматина представляют собой группу эпигенетичес-
ких регуляторов, которые изменяют сборку нуклеосом 
и регулируют доступность факторов транскрипции 
к ДНК, что приводит к динамической регуляции экс-
прессии генов. Они делятся на 4 эволюционно консер-
вативных семейства: SWI / SNF, ISWI, CHD и INO80 [4]. 
Комплекс ремоделирования хроматина SWI / SNF из-
меняет доступность хроматина за счет его репозицио-
нирования, удаления нуклеосом или гистоновых ди-
меров. Кроме того, комплекс SWI / SNF контролирует 
транскрипцию, активируя промоторные / энхансерные 
области и частично регулируя ацетилирование гис тона 
H3K27 (H3K27ac), который является маркером актив-
но работающих промоторов / энхансеров [5]. Комплек-
сы ISWI и CHD контролируют созревание, сборку 
и размещение нуклеосом, тогда как INO80 осуществ-
ляет удаление и замену гистонов.

Комплексы ремоделирования хроматина SWI / SNF 
представлены 3 типами: каноническими cBAF, PBAF, 
а также неканоническим ncBAF. Все они содержат 
одинаковые АТФазы (SMARCA2 / 4), но различаются 
формирующими их субъединицами и вспомогатель-
ными белками, определяющими специфичность свя-
зывания с ДНК для каждого комплекса (см. рисунок). 
У человека в состав комплексов SWI / SNF входят вза-
имоисключающие АТФазы BRM (SMARCA2) и BRG1 
(SMARCA4), которые связываются с белковыми фак-
торами BAF155 (SMARCA1) и BAF170 (SMARC2), 
стабилизирующими формирование комплекса, и субъ-
единицей SNF5 (SMARCB1), содержащей неспеци-
фический домен для связывания с ДНК. Вспомога-
тельные субъединицы BAF250a (ARID1A), BAF250b 
(ARID1B) и BAF200 (ARID2) непосредственно взаи-
модействуют с ДНК. Белок BAF180 (PBRM1) связы-
вается с ARID2 и формирует полибромассоциирован-
ный BAF (PBAF), но при этом не взаимодействует 
с ARID1A или ARID1B [6].

Комплексы SWI / SNF играют фундаментальную 
роль в поддержании и регуляции доступа факторов 
транскрипции к генам-мишеням и проявляют значи-
тельную активность, моделирующую опухоль, запу-
ская перепрограммирование клеточных процессов 
и активируя онкогенные программы. Процесс ремоде-
лирования хроматина как в нормальной, так и в опу-
холевой клетке является подвижным и многоступен-
чатым. Сегодня наших знаний о его формировании 
в норме и при канцерогенезе явно недостаточно, 
но использование имеющихся данных о последова-
тельных этапах и механизмах, участвующих в этом 
процессе, позволяет разрабатывать эффективные спо-
собы воздействия на них с целью получения новых 
противоопухолевых препаратов.

СОМаТИчЕСКИЕ МУТацИИ В гЕНаХ SWI / SNF 
КОМПЛЕКСа РЕМОдЕЛИРОВаНИЯ ХРОМаТИНа
Большое число белковых субъединиц, формиру-

ющих комплекс SWI / SNF, кодируется многочислен-
ными генами, которые часто мутируют в процессе 
канцерогенеза [8]. Аномалии в генах, кодирующих 
субъединицы комплексов SWI / SNF, обнаруживаются 
примерно у 20 % пациентов с различными видами 
опухолей [6]. При исследовании структуры комплекса 
BAF человека было показано, что основная часть он-
когенных мутаций изменяет те белковые области, ко-
торые осуществляют взаимодействие между субъеди-
ницами, отвечают за связь с регуляторными белками 
или взаимодействуют с нуклеосомами, в результате 
чего активность комплекса по ремоделированию хро-
матина изменяется [9]. Однако показано, что в генах 
комплекса SWI / SNF возникают не только мутации 
потери функции; некоторые из них амплифицируют-
ся при определенных видах рака. Распространенность 
амплификации сильно зависит от типа опухоли и чаще 
всего встречается при плоскоклеточном раке легкого, 
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раке яичников и саркоме. Так, гены неканонического 
комплекса GBAF BRD9 и ACTL6A продемонстрирова-
ли высокую частоту амплификации в различных типах 
опухолей. Показано, что их гиперэкспрессия связана 
со снижением выживаемости пациентов, но механизмы, 
приводящие к этому, до сих пор неизвестны [10].

Соматические делеции гена SMARCB1, приводя-
щие к потере нормального аллеля, выявлены в педиа-
трических рабдоидных опухолях у пациентов с герми-
нальными мутациями SMARCB1. Белок, кодируемый 
этим геном, снимает репрессивные структуры хрома-
тина, позволяя транскрипционным факторам более 
эффективно получать доступ к генам-мишеням. В по-
следнее время соматические мутации в SMARCB1 свя-
зывают с развитием спорадических множественных 
менингиом и шванном [11]. Делеции SMARCB1 в каче-
стве второго события часто находят в недифференци-
рованных желудочно-кишечных карциномах (UGCs), 
которые отличаются широким спектром морфологи-
ческих проявлений: от «рабдоидных» признаков до 
аденокарциномы низкодифференцированной формы. 
Недавно было обнаружено, что и другие гены в ком-
плексе SWI / SNF, включая SMARCA4 и SMARCA2, 
участ вуют в молекулярных механизмах, приводящих 
к развитию этого типа опухолей [12]. Часто такие но-
вообразования характеризуются наличием микроса-
теллитной нестабильности и мутациями генов репа-
рации неспаренных оснований (mismatch repair genes, 
MMR) [13]. Инактивирующие мутации в гене SMARCA4 

(BRG1), приводящие к потере функции одной из двух 
АТФаз комплекса SWI / SNF, выявляют примерно 
в 90 % случаев мелкоклеточной карциномы яичника 
гиперкальциемического типа [14].

Мутации PBRM1 определены в 40 % случаев кар-
циномы почек [15]. Известно, что PBRM1 действует 
как ген-супрессор при канцерогенезе почек; его ин-
активация играет критическую роль в развитии и про-
грессировании светлоклеточной карциномы почки 
(cкПКР). Потеря экспрессии Vhl и Pbrm1 в почках 
мыши приводит к развитию светлоклеточных карци-
ном [16]. Частота соматических мутаций PBRM1 
при cкПКР у человека, по данным COSMIC и Атласа 
генома рака (The Cancer Genome Atlas, TCGA), усту-
пает лишь гену VHL. Полагают, что измененные гены 
PBRM1 и VHL совместно участвуют в канцерогенезе 
почки, и снижение их экспрессии ассоциировано с по-
вышенной агрессивностью опухоли [17]. Исследова-
ния, в которых участвовали больные cкПКР, показали, 
что биаллельная потеря PBRM1 связана с лучшим отве-
том на лечение анти-PD-1- или анти-PD-L1-препа-
ратами (PD-1 – рецептор программируемой клеточной 
гибели 1; PD-L1 – лиганд рецептора программиру-
емой клеточной гибели 1) при cкПКР, независимо 
от мутационной нагрузки опухоли [18]. Мутации 
в PBRM1, ARID2 и в других компонентах SWI / SNF ча-
ще встречаются у пациентов с полным или частичным 
ответом на лечение ингибиторами контрольных точек 
по сравнению с пациентами, которые не отвечают на 

Комплексы ремоделирования хроматина SWI / SNF [7]. Все 3 комплекса имеют центральную аденозинтрифосфатазу (АТФазу) (SMARCA2/4), а так-
же различные общие и уникальные субъединицы, которые содержат определенные белковые домены (АТФазный, ДНК-связывающий, бромодомен, 
хромодомен, PHD-пальцевой домен). Канонический cBAF содержит ARID1A или ARID1B и DPF1 / 2 / 3 в качестве дополнительных субъединиц. 
Комплекс PBAF включает SMARCA2 / 4 в качестве АТФазы и ARID2, PBRM1, BRD7 и PHF10 в качестве специфических субъединиц. Неканониче-
ский ncBAF содержит BRD9 и GLTSCR1/GLTSCR1L в качестве специфических субъединиц и SMARCA2/4 в качестве АТФазы. Одинаковые белки 
в комплексах имеют один и тот же цвет, различающиеся белки – разные цвета
SWI / SNF chromatin remodeling complexes [7]. All three complexes have a central adenosine triphosphatase (ATPase) (SMARCA2/4), as well as various 
common and unique subunits that contain certain protein domains (ATPase, DNA-binding, bromodomain, chromodomain, PHD-finger domain). Canonical 
cBAF contains ARID1A or RAID 1B and DPF1 / 2 / 3 as additional subunits. The PBAF complex contains SMARCA2 / 4 as an ATPase and ARID2, PBRM1, 
BRD7 and PHF10 as specific subunits. Non-canonical ncBAF contains BRD9 and GLTSCR1/GLTSCR1L as specific subunits and SMARCA2/4 as ATPase. 
The same proteins in complexes have the same color; different proteins are colored differently

Канонический cBAF / Canonical cBAF Комплекс PBAF / PBAF complex Неканонический ncBAF / Non-canonical ncBAF

  АТФазный домен / ATPase domain

   ДНК-связывающий домен / DNA-binding domain

  Бромодомен / Bromodomain

SS18

SMARCC1 / 2

SMARCC1 / 2

SMARCD1–3
SMARCE1

SMARCA2 / 4

ARID1A / B

ACTB

ACTL6A

BCL7
A-C

DPF1–3
SMARCB1

SS18

SMARCC1 

SMARCC1

SMARCD1

GLTSCR1 / 
GLTSCR1L

SMARCA2 / 4

ACTB

ACTL6A

BCL7
A-C BRD9

SMARCC1 / 2

SMARCC1 / 2

SMARCD1 / 2
SMARCE1

PBRM1

BRD7SMARCA2 / 4

ARID2

ACTB

ACTL6A

BCL7
A-C

PHF10SMARCB1

    хромодомен / Chromodomain

  PHD-пальцевой домен / PHD-finger domain
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терапию [19]. Возможно, эффективное использование 
иммунотерапии при cкПКР связано с инактивацией 
генов эпигенетической регуляции, участвующих в ре-
моделировании хроматина, но их роль в формировании 
иммунного микроокружения опухоли остается неяс-
ной и противоречивой [20].

Ген ARID1A кодирует один из ключевых компонен-
тов комплекса ремоделирования хроматина SWI / SNF. 
Изменения ARID1A выявлены в различных типах опу-
холей: в 45 % случаев светлоклеточного рака яичников, 
в 37 % – рака эндометрия, в 20–30 % – рака желудка, 
в 20 % – рака мочевого пузыря, в 14 % – гепатоцел-
люлярного рака, в 12 % – меланом, в 9 % – колорек-
тального рака, в 8 % – рака легкого, в 4 % – рака под-
желудочной железы и в 3 % – рака молочной железы 
[21]. Исследования соматических мутаций в опухолях 
желудка, проведенные с помощью высокопроизводи-
тельного параллельного секвенирования (next genera-
tion sequencing, NGS), показали, что до 47 % случаев 
аденокарцином желудка имеют мутации хроматин-
ремоделирующих генов, причем соматические мута-
ции ARID1A отличались наибольшей частотой [22]. 
Дефицит ARID1A в опухолях также часто коррелирует 
с наличием микросателлитной нестабильности. Сома-
тические мутации в ARID1A являются ключевым со-
бытием для опухолей желудка с микросателлитной 
нестабильностью и часто определяются в опухолях, 
связанных с EBV-инфекцией (EBV – вирус Эпштей-
на–Барр). Клинически потеря экспрессии ARID1A 
коррелирует с более крупными размерами опухоли, 
более глубокой инвазией, метастазами в лимфатиче-
ские узлы и плохим прогнозом [23]. Как и другие опу-
холи с нарушением функции белков комплексов ре-
моделирования хроматина, карциномы желудка, 
имеющие мутации ARID1A, характеризуются более 
интенсивной экспрессией PD-L1, способствуя более 
активному ответу на иммунотерапию и лучшей выжи-
ваемости пациентов. Поэтому мутации ARID1A могут 
служить биомаркером чувствительности к иммуноте-
рапии у больных раком желудочно-кишечного тракта 
[24]. Связь соматических мутаций в генах ARID1A, 
PBRM1 и SMARCB1 с микросателлитной нестабильно-
стью позволяет предположить наличие в мутантных 
опухолях проблемы с системами репарации ДНК. На-
рушение механизмов репарации ДНК приводит к на-
коплению соматических мутаций в опухоли и увели-
чению мутационной нагрузки, поэтому эффективное 
использование терапии ингибиторами контрольных 
точек опосредованно связано с нарушением функции 
генов-ремоделлеров хроматина.

СТРаТЕгИИ ТаРгЕТИРОВаНИЯ 
бЕЛКОВыХ СУбъЕдИНИц КОМПЛЕКСа 
РЕМОдЕЛИРОВаНИЯ ХРОМаТИНа SWI / SNF 
И ПРОТИВООПУХОЛЕВыЙ эффЕКТ
Одной из стратегий воздействия на эпигенетиче-

ские регуляторы, связанные с хроматином, является 

дополнительное блокирование белков ремоделиру-
ющего комплекса в опухолевой ткани, чтобы вызвать 
искусственную летальность опухолевых клеток. Инги-
бирование роста рабдоидных опухолей с дефицитом 
SNF5 (SMARCB1), полученное с помощью нокдауна BRG1 
(SMARCA4) каталитической субъединицы SWI / SNF, 
позволяет предположить, что выживание опухолевых 
клеток, дефицитных по SMARCB1, может зависеть 
от остаточной активности комплекса SWI / SNF. Это 
подтверждается существованием взаимоисключающих 
субъединиц, входящих в состав SWI / SNF [25]. Исходя 
из того, что белки ARID1A и ARID1B в комплексе 
SWI / SNF являются взаимоисключающими, выжива-
ние опухолевых клеток с мутациями ARID1A может 
зависеть от присутствия ARID1B в остаточном ком-
плексе SWI / SNF.

Такой же механизм работает и для BRM (SMARCA2) 
и BRG1 (SMARCA4), поскольку они формируют взаимо-
исключающие комплексы. Выживаемость SMARCA2-му-
тантных клеток может зависеть от остаточной актив-
ности SMARCA4-содержащего комплекса, и наоборот, 
нокдаун BRM (SMARCA2) избирательно подавляет 
рост BRG1-дефицитных клеток. Таким образом, по-
является возможность нацеливания на остаточный 
комплекс SWI / SNF путем блокирования белков раз-
личных субъединиц для достижения противоопухоле-
вого эффекта [26].

Другая стратегия получения синтетической ле-
тальности опухолевых клеток заключается в нацели-
вании на репрессивный комплекс поликомб (PRC2), 
роль которого противоположна комплексу SWI / SNF. 
PRC2 содержит гистоновую метилтрансферазу, кото-
рая накладывает репрессивную метку, триметилируя 
лизин в 27-м положении гистона Н3 (H3K27me3), 
и таким образом приводит к формированию неактив-
ной конформации хроматина. Ингибирование EZH2 – 
каталитической субъединицы PRC2 – предложено 
в качестве мишени для синтетической летальности опу-
холей с мутациями генов комплекса SWI / SNF [27]. При 
исследовании 5 химических ингибиторов EZH2 на куль-
турах клеток, мутантных по PBRM1, было выявлено со-
единение L501–1669, которое избирательно ингибиро-
вало пролиферацию клеток с дефицитом PBRM1 
и подавляло триметилирование гистона H3 по 27-му 
лизину (H3K27me3). При этом было отмечено усиление 
апо птотической активности в клетках, дефицитных по 
PBRM1, что способствовало их летальности [28].

Показано также, что ингибиторы EZH2 могут сни-
жать жизнеспособность ARID1A-дефицитных клеток 
дозозависимым образом у пациентов с раком желуд-
ка. Подтверждение селективной чувствительности 
к ARID1A-дефицитным клеткам в системе in vitro по-
зволяет предположить потенциальную эффективность 
таргетной терапии ингибиторами EZH2 опухолей с со-
матическими мутациями ARID1A [29].

Наряду с ремоделированием хроматина субъеди-
ницы комплекса SWI / SNF ARID1A, ARID1B и ARID2 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
2

3

13ТОМ 10 / VOL. 10  ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW

активно участвуют в процессах репарации поврежде-
ний ДНК, двухцепочечных разрывов (DSB) и негомо-
логичного соединения концов (NHEJ) [8]. Мутации 
ARID1A препятствуют восстановлению повреждений 
ДНК несколькими способами. Белок ARID1A требу-
ется для установления открытого хроматина при по-
вреждении ДНК, который необходим для нормального 
функционирования механизма NHEJ. Неспособность 
ARID1A-мутантных клеток к репарации NHEJ приво-
дит к развитию частичной цитотоксической реакции 
при облучении клеток. Использование у модельных 
мышей, дефицитных по ARID1A, облучения в сочета-
нии с PARP-ингибиторами действует синергетически, 
усиливая цитотоксичность в ARID1A-негативных опу-
холевых клетках [30]. Также субъединицы комплексов 
SWI / SNF участвуют в репарации повреждений ДНК, 
располагаясь в местах двухцепочечных разрывов ДНК, 
и облегчают фосфорилирование гистона H2AX через 
ATM / ATR [31]. Поэтому опухоли, имеющие мутации 
в генах комплекса SWI / SNF, чувствительны к лечению 
химиотерапевтическими препаратами, способству-
ющими повреждению ДНК. Опухоли с дефицитом 
ARID1A имеют сниженную способность к репарации, 
что при лечении ингибиторами PARP усиливает про-
тивоопухолевый эффект в моделях как in vitro, так 
и in vivo [32].

Показано, что дефекты в PBAF-специфической 
субъединице (PBRM1) также способствуют синтетиче-
ской летальности опухолевых клеток при использова-
нии ингибиторов PARP. Механизм этой чувствитель-
ности связан с накоплением R-петель и репликативным 
стрессом, возникающим при делении клеток. R-пет-
ли – трехцепочечные структуры нуклеиновых кис-
лот – возникают в процессе репликации и транскрип-
ции, когда РНК взаимодействует с двухцепочечной 
ДНК в структуре хроматина, образуя гибрид РНК: 
ДНК. Их накопление также связано с повышенным 
уровнем повреждения ДНК, особенно в условиях ре-
пликативного стресса. При этом стрессе возникают 
остановки репликативной вилки вследствие накопле-
ния одноцепочечных разрывов (SSB) и появления 
аномальных структур (сшивок или модифицирован-
ных оснований) на участках ДНК, где происходит ре-
пликация. В опухолевых клетках с дефицитом PBRM1 
отмечена более высокая нагрузка на R-петли, что уси-
ливает репликативный стресс и повреждение ДНК. 
Воздействие ингибиторов PARP при наличии дефекта 
PBRM1 дополнительно усугубляет репликативный 
стресс, способствуя накоплению повреждений ДНК 
и образованию микроядер, что приводит к летально-
сти опухолевых клеток [33].

Поскольку PARP1 / 2 представляют собой ферменты, 
облегчающие репарацию SSB, эксцизионную репарацию 
оснований и гомологичную рекомбинацию, их допол-
нительная инактивация в опухолевых клетках позволяет 
эффективно блокировать репарационные механизмы, 
дополнительно к дефектам репарации, возникающей 

из-за мутаций в субъединицах хроматин-ремоделиру-
ющих комплексов, и способствуют развитию синтети-
ческой летальности опухолевых клеток [34].

Еще одним механизмом, в котором участвуют ге-
ны комплекса SWI / SNF, является модулирование 
 репарации неспаренных оснований ДНК (MMR), что 
напрямую связано с усилением мутационной нагрузки 
и микросателлитной нестабильности. ARID1A взаи-
модействует с белком MMR MSH2, функционально 
регулирует его присутствие в местах несовпадения 
оснований ДНК и, не влияя на его экспрессию, при-
водит к усилению мутационной нагрузки и последу-
ющей иммуногенности. Кроме того, субъединицы ком-
плекса регулируют экспрессию генов, чувствительных 
к интерферону (IFN-чувствительных генов), ограни-
чивая хроматиновую доступность комплекса EZH2 
и PRC2 для генов, реагирующих на IFN [35]. Аберра-
ции ARID1A ослабляют экспрессию IFN-зависимых 
генов и экспрессию хемокинов Th1-типа (CXCL9 
и CXCL10), а SNF5 (SMARCB1) и BRG1 (SMARCA4) 
модулируют экспрессию IFN-чувствительных генов 
через взаимодействие с белками MYC и MAX соответ-
ственно, блокируя их ингибирующую функцию в от-
ношении генов, чувствительных к IFN. SNF5 напря-
мую взаимодействует с MYC через MYC HLH-LZ 
и SNF5 Rpt-мотивы, а BRG1 регулирует MAX – функ-
ционального партнера MYC [35]. Эти механизмы де-
монстрируют важность использования мутационного 
статуса ARID1A, SMARCB1 и SMARCA4 в качестве мар-
кера микросателлитной нестабильности и чувстви-
тельности к терапии ингибиторами контрольных то-
чек. Сегодня до конца не ясны все механизмы, 
посредством которых комплексы ремоделирования 
хроматина влияют на противоопухолевый иммунитет, 
но известно, что потеря PBRM1 и ARID2 приводит 
к усилению экспрессии генов, которые играют роль 
в передаче сигналов интерферона γ (IFN-γ), что может 
усиливать ответ на иммунотерапию [36]. Это связано 
с тем, что гиперэкспрессия IFN-γ активирует Янус-
киназу (JAK) и активатор транскрипции (STAT), ко-
торые передают сигналы, влияющие на все аспекты 
иммунной системы, в том числе запускают экспрессию 
PD-L1 [37]. Кроме того, известно, что SMARCB1-мутант-
ные рабдоидные опухоли обнаруживают инфильтра-
цию субпопуляциями Т-клеток, что свидетельствует 
об опухолеспецифическом иммунном ответе [38]. Не-
достаток ARID1A при его взаимодействии с MSH2 – 
белком MMR – способствует увеличению опухолевой 
мутационной нагрузки с последующей активацией 
противоопухолевого иммунитета [39].

Также было выявлено, что комплексы SWI / SNF 
и PRC2 непосредственно участвуют в контроле транс-
крипции PD-L1. При этом BRM-содержащий ком-
плекс SWI / SNF может действовать как репрессор 
транскрипции локуса PD-L1, а BRG1-содержащий 
SWI / SNF и PRC2 – совместно активировать экспрессию 
PD-L1. При мутациях и потере PBRM1 оставшийся 
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комплекс BRG1 взаимодействует с PRC2, приводит 
к изменениям плотности хроматина и изменению 
 позиции репрессионной метки H3K23me3, хотя меха-
низм, стоящий за этим, остается неясным. Таким 
образом, таргетные эпигенетические лекарства, инги-
бирующие EZH2, могут быть использованы в качестве 
иммуномодуляторов при лечении рака [40].

В настоящее время исследуется эффективность 
некоторых ингибиторов иммунных контрольных то-
чек – ниволумаба, полностью человеческого антитела 
IgG4 к PD-1, пембролизумаба (МК-3475 или ламбро-
лизумаба), высокоаффинного гуманизированного мо-
ноклонального антитела IgG4, нацеленного на PD-1, 
и MPDL3280A, сконструированного антитела IgG про-
тив PD-L1, – в лечении пациентов, имеющих повреж-
дение компонентов SWI / SNF [41].

ТЕРаПЕВТИчЕСКИЕ агЕНТы, НЕПОСРЕдСТВЕННО 
ВЛИЯющИЕ На КОМПЛЕКСы 
РЕМОдЕЛИРОВаНИЯ ХРОМаТИНа
Кроме подходов, опосредованно влияющих на 

комплексы ремоделирования хроматина и их допол-
нительные функции, сегодня активно исследуются 
химические и фармакологические агенты, которые 
могут непосредственно блокировать комплексы и их 
субъединицы. Разработка эффективных химических 
зондов прямого нацеливания на компоненты SWI / SNF 
с целью усиления синтетической летальности напря-
мую зависит от наличия определенных районов в мо-
лекуле белка, которые можно использовать для взаи-
модействия с химическими соединениями. Поэтому 
создание целевых лекарств для лечения онкологиче-
ских пациентов сегодня в основном сосредоточено 
на субъединицах, имеющих АТФазные домены и со-
держащих бромодомены. Среди белков, составля-
ющих комплекс, SMARCA2 / 4 содержат бромодомен 
и АТФазный домен, BRD7 и BRD9 – бромодомены, 
а PBRM1 имеет 6 тандемно действующих PB1-бромо-
доменов, что делает эти белки возможными мишеня-
ми для непосредственной инактивации комплекса. 
Бромодомены представляют собой высококонсер-
вативные модули белок-белкового взаимодействия, 
которые распознают ацетилированные лизины на ги-
стоновых хвостах, способствуя экспрессии генов-ми-
шеней. Взаимодействие с ацетилированными лизина-
ми происходит через специфический карман, который 
можно использовать для связывания с химическим 
ингибитором [42]. Бромодомены генов BRD7 / 9, 
SMARCA2 / 4 и PB1 считывают метки ацетилирования 
гистонов H3K14ac, H3K27ac или H3K9ac, тем самым 
рекрутируя комплексы ремоделирования хроматина 
SWI / SNF в районы генов-мишеней и активируя 
их экспрессию [7]. Хотя они и являются оптимальны-
ми мишенями для инактивации специфических субъ-
единиц SWI / SNF, бромодомены идентифицированы 
во многих белках человека и не всегда связаны с ре-
моделированием хроматина. Использовать ингибиторы 

бромодоменов для лечения опухолей было предложе-
но довольно давно, и некоторые из них уже находятся 
на I–II стадиях клинических испытаний, но их при-
менение в качестве специфических ингибиторов ком-
плекса ремоделирования хроматина SWI / SNF не 
 получило широкого распространения, поскольку спе-
цифические ингибиторы бромодомена не продемон-
стрировали способность индуцировать синтетичес-
кую летальность. Экспериментально было показано, 
что ингибиторы бромодомена не обладают специфич-
ностью и имеют недостаточное значение для инак-
тивации комплекса по сравнению с ингибиторами 
АТФазного домена [43].

При определении кристаллической структуры 
 АТФазного домена SMARCA2 человека был обнару-
жен аллостерический карман, расположенный вблизи 
сайта связывания АТФ и пригодный для связывания 
химических соединений [44]. С использованием этого 
кармана для связывания был проведен скрининг хи-
мических соединений, который выявил несколько двой-
ных низкомолекулярных ингибиторов BRM / BRG1, 
подавляющих BRM-зависимую экспрессию генов 
и проявляющих противоопухолевую активность в мо-
дели ксенотрансплантата рака легкого с мутацией 
BRG1 при пероральном введении [44]. При оценке 
двойных ингибиторов АТФаз BRG1 / BRM на разно-
образных линиях опухолевых клеток обнаружено, 
что наибольшую чувствительность к их действию по-
казали линии гемопоэтических клеток. При исследо-
вании экспрессии генов и доступности хроматина 
в клетках острого миелоидного лейкоза было показа-
но, что двойные ингибиторы направленно воздейст-
вуют на геномные локусы, связанные с онкогенными 
факторами транскрипции, подавляя гены, активиро-
ванные в лейкозных клетках, включая MYC, который 
является мишенью для действия BRG1 при данной 
патологии [45].

Чтобы таргетировать комплекс SWI / SNF, игра-
ющий решающую роль в ремоделировании хроматина, 
использовали еще одну стратегию. Недавно разрабо-
тали деструктор (PROTAC) AU-15330, который расще-
пляет субъединицы АТФазы SWI / SNF, SMARCA2 
и SMARCA4 [46]. Высокоспецифичный и VHL-
зависимый ингибитор компонентов АТФазы SWI / SNF 
(SMARCA2, SMARCA4 и PBRM1) проявляет цитоток-
сичность в опухоли при низких концентрациях. По-
казано, что полная инактивация АТФаз SWI / SNF 
индуцирует целенаправленную и быструю потерю до-
ступности хроматина к генам AR, FOXA1, MYC и ERG, 
ослабляя их транскрипцию, а также транскрипцию 
связанных с ними генов и подавляя связанную с эн-
хансером гиперэкспрессию драйверных онкогенов. 
Эти результаты подтверждают, что для сохранения 
 энхансеров в открытой, свободной от нуклеосом кон-
формации необходима постоянная активность ком-
плекса ремоделирования SWI / SNF. Лечение деструк-
тором SMARCA2 / 4 индуцировало значительное 
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ингибирование опухолевого роста в моделях ксено-
трансплантатов, полученных из клеточных линий 
множественной миеломы и рака предстательной 
железы. При этом при длительном лечении деструкто-
ром SMARCA2 / 4 у мышей не наблюдалось выраженной 
токсичности, включая отсутствие тромбоцитопении, 
истощения бокаловидных клеток желудочно-кишечного 
тракта или дегенерации зародышевых клеток [47, 48].

Кроме непосредственного таргетирования ком-
плекса SWI / SNF для противоопухолевого эффекта 
можно использовать дополнительные подходы и стра-
тегии воздействия. Поскольку для достижения опре-
деленного эффекта в регуляции экспрессии необходи-
мо участие нескольких эпигенетических механизмов, 
активация других эпигенетических механизмов может 
влиять на ремоделирование хроматина. Новые данные 
указывают, что такие эпигенетические ферменты, 
как лизин-специфическая деметилаза (LSD1), могут 
индуцировать противоопухолевый иммунный ответ 
при инактивации SWI / SNF. LSD1 демонстрирует вы-
сокий уровень экспрессии в SWI / SNF-мутантных 
опухолях яичника (мелкоклеточной карциномы яич-
ника гиперкальциемического типа), а ингибирование 
ее активности вызывает противоопухолевый эффект 
в сочетании с блокадой иммунных контрольных точек 
[49]. Эти данные свидетельствуют о возможном потен-
циале использования лизин-специфической демети-
лазы 1 в качестве мишени при комбинированной им-
мунотерапии SWI / SNF-мутированных опухолей.

ЗаКЛючЕНИЕ
В настоящее время стало возможным использова-

ние эпигенетических механизмов в качестве мишеней 
для создания противоопухолевых препаратов и стра-
тегий терапевтического воздействия на рост опухоли. 
В поисках эффективных методов лечения новообра-
зований исследуют все известные эпигенетические 
механизмы: метилирование / деметилирование ДНК, 
химическую модификацию гистоновых белков (аце-
тилирование, метилирование, фосфорилирование 
и др.), влияние нкРНК, а также ремоделирование хро-
матина. Некоторые соединения сегодня уже одобрены 
в качестве терапевтических агентов для различных 
типов опухолей или находятся в стадии клинических 
испытаний. Это препараты, воздействующие на ме-
тилирование / деметилирование ДНК (азацитидин, 
децитабин, зебуларин и др.) и химическую модифика-

цию гистоновых белков (ингибиторы гистоновых де-
аце тилаз и гистоновых метилтрансфераз и др.) [50]. 
Комплексы ремоделирования хроматина, включая 
комплекс SWI / SNF, являются заманчивой мишенью 
для противоопухолевого воздействия, поскольку име-
ют высокую частоту мутаций в своих белковых субъ-
единицах примерно в 20–25 % опухолей различного 
типа.

Результаты проведенных исследований подтвер-
ждают, что любая клетка (нормальная или опухолевая) 
зависит от поддержания определенной хроматиновой 
конформации, а при блокировке функции, регулиру-
ющей состояние хроматина, однозначно погибает. 
Недостаточно ясен механизм формирования состоя-
ния хроматина, который необходим на определенный 
момент времени и для определенного типа клеток, 
но были достигнуты некоторые успехи в изучении его 
составляющих: так, были найдены способы исполь-
зования этих процессов для влияния на жизнеспо-
собность опухолевых клеток. Как известно, регуляция 
состояния хроматина невозможна без некодирующих 
транскриптов (днРНК, микроРНК и др.); их роль 
в осуществлении этого сложного процесса сегодня 
активно изучается. Уже разрабатываются и исследу-
ются фармакологические агенты, способные блоки-
ровать роль данных посредников и регуляторов 
в формировании структуры хроматина и экспрессии 
генов.

Фармакологические агенты, которые сегодня 
предложены для воздействия на процессы ремодели-
рования хроматина, используют различные стратегии 
и механизмы для получения противоопухолевого эф-
фекта: от применения ингибиторов бромодоменов 
отдельных субъединиц комплекса до прямого воздей-
ствия на функцию SWI / SNF путем разрушения его 
основной субъединицы. Пока не удалось предложить 
контролируемую стратегию изменения состояния хро-
матина, но стратегия воздействия на процессы жизне-
деятельности опухолевых клеток активно исследуется 
в различных фазах клинических испытаний. И хотя 
использование антиэпигенетических средств в виде 
монотерапии не всегда приводит к успеху, комбини-
рованное воздействие на эпигенетические механизмы 
в сочетании с дополнительной химио-, иммуно- 
или таргетной терапией позволяет добиться хороших 
результатов как в экспериментах на моделях клеток 
и животных, так и при лечении пациентов.
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Ассоциация рака молочной железы с онкогенными 
папилломавирусами: аргументы за и против
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К о н т а к т ы : Галина михайловна волгарева galina.volgareva@ronc.ru

возможная ассоциация рака молочной железы (РмЖ) с онкогенными вирусами папилломы человека (впч) остается 
предметом дискуссий. в подавляющем большинстве исследований, посвященных данной проблеме, дНк этих виру-
сов обнаружена во многих образцах РмЖ, что служит главным аргументом в пользу их причастности к развитию 
данной формы рака. Основное возражение против этой точки зрения – то, что количество геномов впч, приходя-
щихся на одну опухолевую клетку в впч-положительном РмЖ, на несколько порядков уступает аналогичному по-
казателю для рака шейки матки. актуальность вопроса о возможной ассоциации РмЖ с онкогенными впч возра-
стает в условиях, когда созданы эффективные профилактические вакцины против впч-инфекции. прояснению 
этого вопроса способствуют данные, подтверждающие или опровергающие активность генома онкогенных папил-
ломавирусов в дНк впч-положительном РмЖ.
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Possible breast cancer (Bc) association with oncogenic human papilloma viruses (HPV) remains subject for discussion. 
DNA of these viruses was found in numerous Bc samples in predominant majority of researches into the problem, that 
being the main argument in favour of their involvement into genesis of the given tumor. The principal objection to the 
opinion is that the HPV genomes number per a single cancer cell in HPV-positive Bc is several orders of magnitude in-
ferior to the similar indicator for cervical cancer. Urgency of the issue of possible Bc association with oncogenic HPVs 
increases under the development of effective preventive vaccines against HPV infection. To clarify this matter the data 
might help either confirming or disproving the oncogenic HPV genome activity in DNA HPV-positive Bc.
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ВВЕдЕНИЕ
Рейтинг ведущих онкологических заболеваний 

в настоящее время претерпевает изменения: происходит 
смена «лидера». По данным Международного агент-
ства по изучению рака (МАИР) (International Agency 
for Research on Cancer, IARC), заболеваемость раком 
молочной железы (РМЖ) превосходит заболеваемость 
раком легкого (РЛ) [1, 2]. Так, заболеваемость РМЖ 

в США в период с 2014 по 2018 г. ежегодно возрастала 
на 0,5 %, тогда как выявление случаев РЛ на запущен-
ных стадиях в тот же период резко снизилось; сходные 
тенденции демонстрировали и показатели смертности 
от РМЖ и РЛ [2]. Причину специалисты видят в рез-
ком изменении образа жизни и окружающей среды, 
что привело к увеличению распространенности фак-
торов риска РМЖ; при этом у РМЖ отсутствует 
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 главенствующий этиологический фактор, устранение 
которого позволило бы сократить заболеваемость, 
как это произошло в случае РЛ, напрямую связанного 
с «табачной эпидемией» [1–3].

Вопрос о возможном участии вирусов в генезе 
РМЖ остается дискуссионным. Мы проанализирова-
ли результаты попыток обнаружения ДНК онкоген-
ных вирусов папилломы человека (ВПЧ) в РМЖ [4]. 
Как оказалось, ВПЧ типов высокого онкогенного 
 риска были обнаружены в РМЖ большинством иссле-
дователей; нередко выявлялась коинфекция клеток 
РМЖ онкогенными ВПЧ нескольких типов. У боль-
ных с ВПЧ-положительным РМЖ ДНК ВПЧ того же 
типа, что и в первичном очаге, присутствовала также 
в метастазах. Однако вирусная нагрузка в ВПЧ-поло-
жительных образцах РМЖ оказалась существенно 
меньшей, чем в образцах рака шейки матки (РШМ). 
Этот факт, а также то, что в немночисленных работах 
ДНК ВПЧ в образцах РМЖ не была обнаружена, яви-
лись основаниями для сомнений в сколь-нибудь зна-
чимой роли онкогенных ВПЧ в генезе данной формы 
рака [5–7].

Актуальность прояснения вопроса о роли ВПЧ 
типов высокого риска в этиологии РМЖ возросла по-
сле создания профилактических вакцин против РШМ: 
в случае, если ассоциация РМЖ с онкогенными ВПЧ 
существует, открывается перспектива предупреждения 
также и этой широко распространенной формы рака. 
При обосновании участия ВПЧ в генезе РШМ, при-
знанного «золотым стандартом» в исследованиях по 
папилломавирусному канцерогенезу, помимо регуляр-
ного обнаружения вирусного генетического материа-
ла в опухолевых клетках принимаются во внимание 
и другие факты: клонированные вирусные гены в си-
стемах in vitro способны индуцировать злокачествен-
ную трансформацию клеток человека; вирусные гены Е6 
и Е7 регулярно экспрессируются в опухолевых клет-
ках; вирусные онкобелки Е6 и Е7 взаимодействуют 
с белками клетки-хозяина, которые контролируют 
важнейшие функции – пролиферацию, апоптоз, ре-
парацию и другие, нарушая функционирование этих 
клеточных белков; у лиц с иммунодефицитами РШМ 
развивается достоверно чаще, чем у людей с полно-
ценным иммунитетом [8, 9].

Цель настоящего обзора – анализ данных литера-
туры, позволяющих оценить перечисленные выше 
параметры применительно к ДНК ВПЧ-положитель-
ному РМЖ.

ИММОРТаЛИЗацИЯ НОРМаЛьНыХ КЛЕТОК 
МОЛОчНОЙ жЕЛЕЗы ПОд дЕЙСТВИЕМ 
ОНКОгЕННыХ ВИРУСОВ ПаПИЛЛОМы 
чЕЛОВЕКа
Иммортализацию нормальных клеток молочной 

железы, полученных при косметических операциях 
по уменьшению груди, под действием канцерогенных 
ВПЧ наблюдали несколько исследовательских групп 

[10–12]. Так, в опытах по трансфекции таких клеток 
с помощью плазмид, содержавших линейные формы 
геномов ВПЧ16 и ВПЧ18, полученные трансфектан-
ты хорошо росли на протяжении 60 пассажей, тогда 
как исходные клетки «старели» после 18–20 пасса-
жей. Размеры клеток-трансфектантов сильнее варь-
ировали. В отличие от исходных клеток они обнару-
живали тенденцию к многослойному росту. В целом 
трансфектанты морфологически напоминали клетки 
РМЖ, культивируемые в такой же среде. У трансфек-
тантов резко снизились потребности в компонентах 
среды культивирования: все они оказались способны 
расти в минимальной среде, если в нее добавляли 
эпидермальный фактор роста; исходные клетки 
в этой среде не росли. Однако ни один из трансфек-
тантов не обладал способностью к росту в полужид-
кой среде и не образовывал опухолей у бестимусных 
мышей [10].

Было установлено, что трансфекция одним лишь 
Е6 ВПЧ16 позволяет иммортализировать нормальные 
клетки молочной железы и значительно уменьшать 
их ростовые потребности [11]. Методом иммунопре-
ципитации в этой работе было показано, что в транс-
фектантах резко снижалось содержание p53, однако 
содержание белка ретинобластомы, pRb, не менялось 
по сравнению с исходными клетками (об этих супрес-
сорах опухолевого роста известно, что в зараженном 
канцерогенными ВПЧ эпителии шейки матки вирус-
ные онкобелки E6 и E7 их инактивируют [13]). Ген Е7 
ВПЧ16, по данным V. Band и соавт., оказался не спо-
собен иммортализировать нормальные клетки молоч-
ной железы. О существовании в эпителии молочной 
железы нескольких клеточных субпопуляций, облада-
ющих разной чувствительностью к онкогенам ВПЧ16, 
сообщили D. E. Wazer и соавт. [12]. Так, клетки одного 
из типов, преобладающие в культуре на поздних пас-
сажах (10–20-м), иммортализировались исключитель-
но под действием Е6. Клетки, присутствующие в куль-
туре только на ранних пассажах (4–5-м), оказались 
способными к иммортализации под действием одного 
лишь Е7. Наконец, для иммортализации клеток, ко-
торые выделяли из грудного молока (такие клетки 
присутствовали также на ранних пассажах в культу-
рах), были необходимы и Е6, и Е7. Инактивацию p53 
и pRb в этих экспериментах авторы подтвердили с по-
мощью иммунопреципитации. На основании полу-
ченных результатов они предположили, что клеточные 
субпопуляции, обладающие разной чувствительно-
стью к онкогенам ВПЧ16, возможно, являются пред-
шественниками разных типов РМЖ.

При интерпретации приведенных в настоящем 
разделе результатов уместно упомянуть, что и в случае 
РШМ для поддержания состояний «бессмертности» 
и / или злокачественности необходима (но не достаточ-
на) постоянная экспрессия онкогенов E6 и E7 ВПЧ 
типов высокого онкогенного риска в инфицирован-
ных вирусом клетках цервикального эпителия [8].
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эКСПРЕССИЯ ОНКОгЕНОВ Е6 И Е7 В КЛЕТКаХ 
РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕЗы, СОдЕРжащИХ 
дНК ВИРУСОВ ПаПИЛЛОМы чЕЛОВЕКа ТИПОВ 
ВыСОКОгО ОНКОгЕННОгО РИСКа
Об активности геномов ВПЧ в незлокачественных 

и раковых тканях молочной железы свидетельствует 
обнаружение в них койлоцитов, клеток плоского эпи-
телия, ядро и цитоплазма которых, по опыту исследо-
ваний эпителия шейки матки, претерпевают ряд де-
формаций в результате продуктивной ВПЧ-инфекции 
и которые признаны индикаторами этой инфекции 
(некоторые подробности – в [4]).

Попытки подтвердить или опровергнуть актив-
ность генома ВПЧ в ДНК ВПЧ-положительном РМЖ 
предпринимались путем детекции транскриптов ви-
русных онкогенов [14–17] и / или выявления онкобел-
ков E6 и E7 ВПЧ с помощью специфических антител 
к этим белкам [15, 16, 18–20].

Среди этих работ нам известно единственное со-
общение – O. M. Gannon и соавт. (2015) [14], – авторы 
которого не подтвердили факт активности генома 
ВПЧ в ДНК ВПЧ-положительном РМЖ. В выборке 
из 80 образцов РМЖ, полученных у австралийских 
пациенток, ВПЧ-положительными оказались 5, пре-
обладал ВПЧ18; ни в одном из этих образцов транс-
криптов, соответствующих вирусным онкогенам E6 
и E7, исследователи не выявили. J. S. Lawson и соавт. 
(2015) проанализировали данные о 855 образцах РМЖ 
из Австралии, содержащиеся в Атласе ракового гено-
ма (The Cancer Genome Atlas, TCGA), и обнаружили 
30 (3,5 %) транскриптов ВПЧ низкого риска и 20 (2,3 %) 
транскриптов ВПЧ высокого риска; среди последних 
преобладал ВПЧ18 [15]. В собственных экспериментах 
экспрессию Е7 эти авторы изучили на неслучайной 
группе женщин, у которых были последовательно ди-
агностированы сначала доброкачественное, а позд-
нее – злокачественное новообразование молочной 
железы. Окрашивая иммуногистохимически все 
образцы, как ДНК-положительные (которые состави-
ли здесь 60 %), так и ДНК-отрицательные, они обна-
ружили вирусный онкобелок Е7 в 72 % образцов до-
брокачественных тканей и в 59 % образцов РМЖ. 
Неожиданным оказалось следующее наблюдение: 
нередко встречались случаи, когда вирусный онкобе-
лок Е7 выявлялся в доброкачественном новообразо-
вании, но отсутствовал или был представлен крайне 
слабо в РМЖ, развившемся в дальнейшем у этой па-
циентки (авторы представили убедительные гистоло-
гические иллюстрации). К данному наблюдению мы 
обратимся далее при обсуждении вероятных отличий 
роли онкогенных ВПЧ в генезе РМЖ от их роли в воз-
никновении РШМ.

Конкордантность результатов, свидетельствующих 
об экспрессии онкогенов E6 и E7 ВПЧ16, полученных 
в ходе полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией, с результатами иммуногистохими-
ческого теста зафиксировали S. Islam и соавт.; эти авто-

ры обнаружили различную степень стабильности у ви-
русных онкобелков, соответствующих разным 
сплайс-формам вирусных онкогенов [16].

Гиперэкспрессия клеточного белка p16INK4a явля-
ется маркером активности вирусного онкогена E7 
ВПЧ типов высокого риска в эпителии шейки матки; 
путь вовлечения этого белка в генез РШМ мы описы-
вали ранее [21]. J. S. Lawson и соавт. (2015) предприняли 
попытку подтверждения полученных ими данных, сви-
детельствующих об экспрессии онкобелка Е7 ВПЧ18 
в доброкачественных и злокачественных новообразо-
ваниях молочной железы, путем иммуногистохимиче-
ской детекции p16INK4a в этих новообразованиях [15]. 
Вопреки ожиданиям авторы не зафиксировали досто-
верных различий в экспрессии p16INK4a между нормаль-
ными тканями молочной железы, доброкачественны-
ми новообразованиями в данном органе и РМЖ; 
не было обнаружено и разницы между ВПЧ-положи-
тельными и ВПЧ-отрицательными образцами РМЖ. 
Отметив принципиально различный характер экс-
прессии этого клеточного белка в нормальном эпите-
лии шейки матки и нормальном эпителии молочной 
железы, на основании полученных данных авторы 
заключили, что роль p16INK4a в ВПЧ-положительном 
РМЖ остается неясной и требует дальнейшего изуче-
ния. В дальнейшем B. Biesaga и соавт. сообщили о зна-
чительной гиперэкспрессии p16INK4a в 2 ВПЧ16-поло-
жительных образцах протокового РМЖ III стадии 
и дали убедительные иммуногистохимические иллю-
страции [22]. В целом представляется целесообразным 
продолжение исследований экспрессии p16INK4a 
в ВПЧ-положительном РМЖ.

аКТИВНОСТь гЕНОВ КЛЕТОК РаКа  
МОЛОчНОЙ жЕЛЕЗы В ЗаВИСИМОСТИ 
ОТ ПРИСУТСТВИЯ ИЛИ ОТСУТСТВИЯ В НИХ 
гЕНОМа ПаПИЛЛОМаВИРУСа
Как отмечалось ранее, при изучении РШМ было 

установлено, что для трансформации клеток церви-
кального эпителия необходимы их длительная инфек-
ция онкогенным ВПЧ и экспрессия вирусных онко-
генов E6 и E7 [8]. Онкобелки Е6 и Е7 ВПЧ типов 
высокого риска взаимодействуют со многими белками 
клетки, влияя на их функционирование. Важнейшими 
эффектами этих онкобелков принято считать следу-
ющие два. Онкобелок Е7 взаимодействует с супрессо-
ром опухолевого роста, известным как белок ретино-
бластомы (pRb). Этот белок регулирует активность 
транскрипционных факторов семейства E2F. Е7, свя-
зываясь с pRb, вызывает его разрушение. Как следст-
вие – клетки беспрепятственно преодолевают точку 
рестрикции G1 / S клеточного цикла [23]. Онкобелок 
Е6 взаимодействует с супрессором опухолевого роста 
p53, что ведет к быстрому разрушению p53 [24]. Таким 
образом, в совокупности эти 2 вирусных онкобелка 
нарушают нормальное протекание митотического ци-
кла, репарации генома, апоптоза и других процессов.
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N. Khodabandehlou и соавт. оценили статус pRb 
и p53 в ДНК ВПЧ-положительном РМЖ [17]. На выбор-
ке из 72 опухолевых образцов, среди которых ВПЧ-по-
ложительными были около 50 % и преобладал ВПЧ18, 
с использованием иммуноферментного анализа авто-
ры зафиксировали высоко достоверное снижение со-
держания этих белков-супрессоров опухолевого рос та 
в ВПЧ-положительных тканях РМЖ (p <0,001 для 
обоих белков). О достоверном подавлении экспрессии 
p53 в содержащих ДНК канцерогенных ВПЧ образцах 
РМЖ сообщили также Y.-W. Wang и соавт., использо-
вавшие иммуногистохимический метод. Что касается 
pRb, то различий в содержании этого супрессора опу-
холевого роста между ВПЧ-положительными и ВПЧ-
отрицательными образцами РМЖ исследователи 
не зафиксировали. Помимо p53 в ВПЧ-положитель-
ных образцах РМЖ значимо по сравнению с ВПЧ-от-
рицательными образцами менялась экспрессия онко-
белка BCL2; этот антиапоптотический белок был 
гиперэкспрессирован. На основании полученных ре-
зультатов Y.-W. Wang и соавт. пришли к заключению, 
что ВПЧ типов высокого онкогенного риска участву-
ют в развитии РМЖ, вовлекая в этот процесс клеточ-
ные белки p53 и BCL2 [25].

Белки-супрессоры опухолевого роста BRCA1 
и BRCA2, участвующие в репарации разрывов ДНК, 
по результатам иммуноферментного тестирования, 
проведенного N. Khodabandehlou и соавт., в ВПЧ-по-
ложительном РМЖ экспрессировались достоверно 
слабее, чем в ВПЧ-отрицательном и в тканях молочной 
железы здоровых женщин (в материалах, полученных 
при косметической хирургии); экспрессия воспали-
тельных цитокинов интерлейкинов 1, 6, 17, трансфор-
мирующего фактора роста β (TGF-β), фактора некро-
за опухоли α (TNF-α), транскрипционного ядерного 
фактора каппа B (NF-kB) положительно коррелиро-
вала с наличием ДНК ВПЧ в РМЖ. В итоге проведен-
ной работы авторы пришли к заключению, что он-
когенные ВПЧ участвуют в генезе РМЖ, нарушая 
функционирование нескольких супрессоров опухоле-
вого роста – pRb, p53, BRCA1, BRCA2, а также спо-
собствуя развитию воспалительного процесса [17].

Небольшой короткоживущий белок, кодируемый 
геном Id1 (ингибитор дифференцировки и связывания 
с ДНК), способен образовывать гетеродимеры с раз-
личными транскрипционными факторами семейства 
HLH (helix-loop-helix, спираль-петля-спираль) и на-
рушать таким образом функционирование этих транс-
крипционных факторов. Id1 имеет множество функ-
ций: так, он ингибирует дифференцировку, ускоряет 
пролиферацию клеток и тормозит репликативное ста-
рение [26]. Известно, что у больных РМЖ гиперэкс-
прессия Id1 коррелирует с большей агрессивностью 
опухоли [27–29].

Связь ДНК ВПЧ-статуса РМЖ с экспрессией Id1 
изучили N. Akil и соавт. (2008) на выборке из 113 образ-
цов РМЖ. ДНК ВПЧ в этом исследовании была 

выявлена в 61 % образцов; преобладали ВПЧ33 и ВПЧ35 
[18]. Авторы провели иммуногистохимическое иссле-
дование на тканевых микрочипах с антителами к Е6 
ВПЧ и Id1. Экспрессия Е6 ВПЧ и Id1 коррелировала 
в образцах инвазивного РМЖ в 94,3 % случаев, 
в образцах РМЖ in situ – в 30,8 % случаев. Присутст-
вие онкогенов ВПЧ в Id1-экспрессирующих образцах 
была подтверждена в ходе полимеразной цепной ре-
акции с типоспецифическими праймерами к Е6 и Е7 
ВПЧ. Полученные результаты авторы рассматривают 
как свидетельство в пользу того, что ген Id1 в ВПЧ-по-
ложительном РМЖ, по-видимому, является мишенью 
онкобелков Е6 и Е7.

K. Ohba и соавт. исследовали связь между ДНК 
ВПЧ-положительностью РМЖ и экспрессией рецеп-
торов эстрогенов на поверхности раковых клеток [30]. 
Они протестировали 209 образцов РМЖ, среди кото-
рых в 31 % случаев выявили ДНК ВПЧ типов высокого 
риска. В вирус-положительных образцах преобладал 
ВПЧ16. Оказалось, что достоверно чаще ВПЧ-поло-
жительным является РМЖ, на клетках которого экс-
прессируются эстрогеновые рецепторы (ER), по срав-
нению с ER-отрицательным РМЖ. Это наблюдение 
позволило исследователям предположить, что эстроген 
способен непосредственно воздействовать на транс-
крипцию онкогенов Е6 и Е7 ВПЧ в РМЖ и что нор-
мальные ER-положительные клетки молочной железы 
могут быть первоначальной мишенью для ВПЧ, по-
скольку они активируются ростовым сигналом эстро-
генов. По-видимому, ER-положительный РМЖ – бо-
лее ранняя стадия рака, а при инициации РМЖ имеет 
место взаимодействие эстрогена с вирусными онкоге-
нами Е6 и Е7. Следует, однако, отметить, что описанная 
корреляция между ДНК ВПЧ-статусом РМЖ и экс-
прессией эстрогеновых рецепторов на клетках опухо-
ли не нашла подтверждения в двух других работах [31, 
32]. Существование этой корреляции позволят прояс-
нить дальнейшие исследования.

K. Ohba и соавт. обнаружили связь между уровнем 
экспрессии цитидиндезаминазы APOBEC3B (A3B) 
и ВПЧ18-положительным или ВПЧ18-отрицательным 
статусом РМЖ [30]. Тема их исследования была про-
диктована некоторыми сделанными ранее наблюде-
ниями. Так, для РМЖ характерно высокое содержание 
мутаций типа транзиций C → T, выясняя природу ко-
торого, M. B. Burns и соавт. показали, что содержание 
матричной РНК A3B в многочисленных клеточных 
линиях из РМЖ, а также в клетках первичного РМЖ 
превышало контрольный показатель (в качестве конт-
роля они использовали ткани молочных желез, полу-
ченные при косметических операциях) не менее чем 
в 3 раза, а нередко – в 10 раз. Эндогенная A3B была 
единственным источником редактирующей активно-
сти C → T в экстрактах из клеточных линий РМЖ. 
При индукции повышения экспрессии A3B наблюда-
лись сбои клеточного цикла, клеточная гибель, фраг-
ментация ДНК, учащение транзиций C →T и другие 
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нарушения [33]. K. Ohba и соавт., используя нормаль-
ные клетки эпителия молочной железы, трансфи-
цированные ВПЧ18, наблюдали гиперэкспрессию 
матричной РНК цитидиндезаминазы A3B. По срав-
нению с уровнем экспрессии в исходных клетках мо-
лочной железы, не содержащих генома ВПЧ18, при-
сутствие вирусного генома в этой системе приводило 
к усилению экспрессии A3B в 2,5 раза. При этом экс-
прессия остальных цитидиндезаминаз была подавле-
на. Таким образом, усиление экспрессии A3B было 
специфическим. После получения этих результатов 
in vitro авторы исследовали уровень экспрессии A3B 
в ВПЧ18-положительных и ВПЧ18-отрицательных 
образцах РМЖ. Тенденция, описанная ими in vitro, 
прослеживалась и в данном случае. В целом получен-
ные результаты были интерпретированы авторами 
как аргумент в пользу вовлечения ВПЧ в канцероге-
нез в молочной железе на ранних стадиях этого про-
цесса. Они предположили, что роль канцерогенных 
ВПЧ в этиологии РМЖ отлична от их роли в генезе 
РШМ: в молочной железе не требуется постоянного 
присутствия и экспрессии вирусного генома, ВПЧ 
проявляют в этом случае активность на ранних эта-
пах, индуцируемая ими активация APOBEC3B при-
водит к геномной нестабильности и прогрессии но-
вообразования.

РаК МОЛОчНОЙ жЕЛЕЗы У бОЛьНыХ 
С ИММУНОдЕфИцИТаМИ
Одним из традиционных аргументов в пользу уча-

стия того или иного вируса в генезе онкологического 
заболевания является увеличение частоты его встре-
чаемости у лиц, страдающих иммунодефицитами. Так, 
РШМ является основным онкологическим заболева-
нием женщин-носительниц ВИЧ [34]. Стандартизо-
ванный коэффициент заболеваемости РШМ у женщин, 
подвергавшихся трансплантации органов и прошед-
ших лечение иммуносупрессорами, высоко достовер-
но превышает этот показатель для популяции в целом 
(p <0,001) [35].

Достоверного увеличения случаев возникновения 
РМЖ у реципиентов органов, получавших иммуносу-
прессоры, выявлено не было, несмотря на то, что в це-
лом онкологическая заболеваемость среди этих паци-
ентов превышала среднюю по популяции в 2–3 раза 
[35, 36]. Носители вируса иммунодефицита человека 
характеризуются высоким риском возникновения 
определенных онкологических заболеваний, однако 
РМЖ при неоднократных проверках не вошел в их пе-
речень [37, 38].

ЗаКЛючЕНИЕ
Основным аргументом в пользу точки зрения, со-

гласно которой онкогенные ВПЧ причастны к возник-
новению РМЖ, является обнаружение ДНК этих вирусов 
в образцах карцином молочной железы в подавляющем 
большинстве лабораторий, занимавшихся данной про-
блемой. Главным возражением против этой точки зрения 
служат данные о чрезвычайно низкой вирусной нагрузке 
в ВПЧ-положительном РМЖ: количество геномов ВПЧ 
на клетку здесь существенно менее 1, что на порядки 
уступает аналогичному показателю для РШМ.

В случае РШМ на канцерогенность ВПЧ опреде-
ленных типов, так называемых типов высокого онко-
генного риска, помимо факта присутствия ДНК этих 
вирусов в большинстве образцов цервикальных карци-
ном указывают также: обнаружение экспрессии онко-
генов E6 и E7 в раковых клетках; способность геномов 
этих вирусов и отдельных клонированных онкогенов 
при трансфекции в нормальные клетки эпителия шей-
ки матки вызывать иммортализацию и трансформа-
цию данных клеток; способность ВПЧ влиять на экс-
прессию многих генов клетки-хозяина.

Одной из наиболее важных находок, которые, 
по-видимому, позволяют объяснить и низкую вирус-
ную нагрузку в ВПЧ-положительном РМЖ, и отсутст-
вие влияния иммунодефицита на заболеваемость РМЖ, 
явилось недавнее обнаружение связи между уровнем 
экспрессии цитидиндезаминазы A3B и ВПЧ-статусом 
РМЖ. В системах in vitro (на нормальных клетках молоч-
ной железы, трансфицированных ВПЧ18) и in vivo 
(на ВПЧ18-положительных образцах РМЖ) было пока-
зано значимое увеличение содержания этого фермента 
под действием вируса. A3B вызывает транзиции C → T, 
характерные для карцином молочных желез безотноси-
тельно к их ВПЧ-статусу. В ВПЧ-положительных клет-
ках нестабильность генома многократно возрастала. Эти 
результаты послужили основанием для предположения 
о принципиальном отличии роли онкогенных ВПЧ в ин-
дукции РМЖ по сравнению с той ролью, которую дан-
ные вирусы играют в канцерогенезе в эпителии шейки 
матки. В случае канцерогенного действия ВПЧ на клет-
ки эпителия молочной железы постоянное присутствие 
вируса и экспрессия его онкогенов, по-видимому, не яв-
ляются обязательными. Вызываемая онкогенными ВПЧ 
активация A3B приводит к геномной нестабильности 
и последующей прогрессии новообразования.

В целом имеющиеся данные указывают на участие 
папилломавирусов типов высокого риска в генезе 
РМЖ. Представляется актуальным исследовать ВПЧ-
статус российских больных РМЖ.
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Влияние дексаметазона на экспрессию 
и содержание гликозилированных компонентов 
в ткани головного мозга мышей
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Введение. Глюкокортикоиды активно используются при лечении различных заболеваний, однако их длительное 
применение приводит ко множеству побочных эффектов, молекулярные механизмы развития которых остаются 
недостаточно изученными.
Цель исследования – изучение краткосрочного (1–10 сут) влияния различных доз дексаметазона (Dex) (0,1–10 мг / кг) 
на экспрессию глюкокортикоидного рецептора (GR, Nr3c1), коровых белков основных протеогликанов и ферментов 
биосинтеза углеводных цепей гепарансульфата, а также содержание углеводных макромолекул гликозаминоглика-
нов в ткани головного мозга экспериментальных животных.
Материалы и методы. в исследовании использовали мышей линии c57Bl / 6. экспрессию GR, коровых белков про-
теогликанов и генов, кодирующих ферменты биосинтеза гепарансульфата, определяли с помощью полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией в реальном времени. Содержание и локализация белковой молекулы GR 
были изучены методами вестерн-блоттинга и иммуногистохимического анализа, а содержание гликозаминоглика-
нов – с помощью дот-блот анализа и окраски альциановым синим.
Результаты. Было показано, что однократное введение Dex приводило к быстрой (на 1–3-и сутки) кратковременной 
активации экспрессии GR (+1,5 раза; p <0,05) некоторых генов коровых белков протеогликанов (синдекан-3, Sdc3; 
перлекан, Hspg2; фосфакан, Ptprz1; нейрокан, Ncan; +2–3 раза; p <0,05) и генов ферментов биосинтеза гепарансуль-
фатов (Ndst1, Glce, Hs2st1, Hs6st1, Sulf1 / 2; +1,5–2 раза; p <0,05) в мозге мышей с возвращением к контрольным по-
казателям к 7–10-м суткам после введения Dex. при этом влияние данного препарата на углеводные макромолеку-
лы гликоз аминогликанов имело более отсроченный и стабильный характер, дозозависимо увеличивая содержание 
общих гликозаминогликанов в ткани мозга, начиная с 1-х суток после введения Dex. высокосульфатированные 
гликозаминогликаны демонстрировали более медленный ответ на введение препарата, повышение их содержания 
наблюдалось только при более высоких дозах (2,5 и 10 мг / кг) и только на 7–10-е сутки после его введения в основ-
ном за счет повышения содержания гепарансульфата.
Заключение. влияние однократного применения Dex на транскрипционную активность GR, протеогликанов 
и ферментов биосинтеза гепарансульфата носит кратковременный характер, и экспрессия генов быстро 
возвращается к нормальному уровню. Однако даже однократное применение Dex значительно повышает 
содержание общих и высокосульфатированных гликозаминогликанов в ткани головного мозга мышей, что мо-
жет привести к изменению состава и структуры ткани головного мозга, а также его функциональных харак-
теристик.

Ключевые слова: глюкокортикоиды, дексаметазон, головной мозг, глюкокортикоидный рецептор, гликозилирование, 
протеогликан, гликозаминогликан

Для цитирования: аладьев С. д., Соколов д. к., Строкотова а. в. и др. влияние дексаметазона на экспрессию и со-
держание гликозилированных компонентов в ткани головного мозга мышей. успехи молекулярной онкологии 2023; 
10(1):25–39. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-25-39
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Dexamethasone effects on the expression and content of glycosylated components  
of mouse brain tissue

S . D . Aladev1, D . K . Sokolov1, A . V . Strokotova1, G . M . Kazanskaya1, A . M . Volkov2, M . O . Politko1, A . I . Shahmuradova1, 
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1Institute of Molecular Biology and Biophysics of the Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, Ministry  
of Science and Higher Education of the Russian Federation; 2 / 12 Timakova St., Novosibirsk 630117, Russia; 
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C o n t a c t s : stanislav Dmitrievich Aladev s.aladev@alumni.nsu.ru

Introduction. Glucocorticoids are actively used in the treatment of various diseases, however their long-term use leads 
to numerous negative side-effects, the molecular mechanisms of which remain poorly understood.
Aim. study of the short-term (1–10 days) effects of various doses of dexamethasone (Dex) (0,1–10 mg / kg) on the ex-
pression of the glucocorticoid receptor (GR, Nr3c1), core proteins of main proteoglycans and heparan sulfate metabo-
lism-involved genes, as well as the content of carbohydrate macromolecules of glycosaminoglycans in the brain tissue 
of experimental animals.
Materials and methods. In the study, c57Bl / 6 mice were used. The expression of GR, proteoglycan core proteins and 
heparan sulfate metabolism-involved genes was determined by real-time polymerase chain reaction with reverse tran-
scription. The content and localization of GR protein molecule were studied by Western blot and immunohistochemical 
analysis, and the glycosaminoglycan content was determined by dot-blot analysis and Alcian Blue staining.
Results. It was shown that a single Dex administration leads to fast (1–3 days) short-term activation of GR expression 
(+1.5 times, p <0.05), proteoglycan’s genes (syndecan-3, Sdc3; perlecan, Hspg2; phosphacan, Ptprz1; neurocan, Ncan; 
+2–3-fold; p <0.05) and heparan sulfate-metabolism-involved genes (Ndst1, Glce, Hs2st1, Hs6st1, Sulf1 / 2; +1.5–2-fold; 
p <0.05) in the mouse brain, with a return to control values by 7–10 days after Dex administration. At the same time, the 
effect of Dex on carbohydrate macromolecules of glycosaminoglycans was more delayed and stable, increasing the con-
tent of low-sulfated glycosaminoglycans in the brain tissue in a dose-dependent manner starting from day 1 after Dex 
administration. Highly-sulfated glycosaminoglycans showed more delayed response to Dex administration, and an increase 
in their content was observed only at higher doses (2.5 and 10 mg / kg) and only on 7–10 days after its administration, 
apparently, mainly due to an increase in heparan sulfate content.
Conclusion. In general, the effect of a single injection of Dex on the transcriptional activity of GR, proteoglycan core 
proteins and heparan sulfate metabolism-involved genes were short-termed, and the genes expression quickly returned 
to the normal levels. However, even a single use of Dex significantly increased the content of total as well as highly 
sulfated glycosaminoglycans in the mouse brain tissue, which can lead to the changes in the composition and structure 
of the brain tissue, as well as its functional characteristics.

Keywords: glucocorticoids, dexamethasone, brain, glucocorticoid receptor, glycosylation, proteoglycan, glycosamino-
glycan

For citation: Aladev s. D., sokolov D. K., strokotova A. V. et al. Dexamethasone effects on the expression and content of 
glycosylated components of mouse brain tissue. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 
2023;10(1):25–39. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-25-39

ВВЕдЕНИЕ
Дексаметазон (dexamethasone, Dex) – синтетиче-

ский глюкокортикостероид (glucocorticoid, GC), ши-
роко используемый для лечения широкого спектра 
заболеваний. Несмотря на клиническую эффектив-
ность при лечении и / или предотвращении отека го-
ловного мозга в терапии злокачественных глиом, при-
менение Dex связано с многочисленными системными 
побочными эффектами, включая бессонницу, психи-
ческие изменения, тремор, гипергликемию, мышечную 
атрофию, гипертензию и иммуносупрессию [1]. Даль-
нейшее изучение молекулярных механизмов побочных 
эффектов GC имеет большое значение для оптимиза-
ции терапии глиобластомы этими препаратами.

Головной мозг является важной мишенью GC, ко-
торые вызывают в мозге плейотропные эффекты, 
влияя на поведение, познание, настроение и програм-

мирование реакции на стресс. Сдвиги уровней GC 
связаны со сложными изменениями активности ней-
ронов, которые различаются во времени и в зависимо-
сти от исследуемого участка мозга [2]. Глюкокорти-
коиды оказывают влияние на головной мозг через 
геномные механизмы, включающие как глюкокорти-
коидный рецептор (glucocorticoid receptor, GR), так 
и минералокортикоидные рецепторы, напрямую свя-
зывающиеся с ДНК, а также негеномные механизмы. 
Кроме того, GC взаимодействуют как геномно, так 
и негеномно с нейротрансмиттерами, нейротрофиче-
скими факторами, половыми гормонами и другими 
медиаторами стресса [3].

Помимо воздействия на клеточные компоненты 
ткани головного мозга, GC влияют также и на ее меж-
клеточное вещество. Особенностью внеклеточного мат-
рикса (ВКМ) головного мозга является присутствие 
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большого количества сложных белково-углеводных 
макромолекул протеогликанов (ПГ), состоящих из ко-
рового белка и углеводных цепей гликозаминоглика-
нов (ГАГ) – гепарансульфатов (ГС) и хондроитинсуль-
фатов (ХС) [4]. Влияние GC на гликозилированные 
макромолекулы ПГ и ГАГ в различных тканях описано 
в обзоре [5].

При этом данные о влиянии GC на ПГ и ГАГ в тка-
ни головного мозга очень немногочисленны. Показа-
но, что метилпреднизолон снижает экспрессию коро-
вых белков фосфакана и нейрокана в модели острого 
повреждения спинного мозга in vitro, причем измене-
ния в экспрессии нейрокана были опосредованы GR 
[6]. Введение Dex взрослым мышам в течение 7 сут 
снижает экспрессию корового белка агрина базальной 
мембраны в коре головного мозга мышей [7]. Показа-
но, что обработка Dex дозозависимо влияет как на экс-
прессию коровых белков ПГ (синдекан-1, глипикан-1, 
декорин, бигликан, люмикан, версикан, бревикан 
и хондроитинсульфат протеогликан-4 / NG2), так 
и на содержание ГС / ХС в органотипической культуре 
срезов головного мозга крысы ex vivo и эксперимен-
тальных животных in vivo [8]. Аналогичные эффекты 
Dex были показаны на модели рецидива глиобластомы 
у мышей SCID, где наблюдалось увеличение экспрес-
сии глипикана-1, синдекана-1 и версикана и снижение 
содержания ХС в подкорковых структурах головного 
мозга, тогда как в коре головного мозга происходило 
только снижение уровня экспрессии бигликана [9]. 
Эти немногочисленные данные указывают на способ-
ность GC оказывать влияние на гликозилированные 
компоненты ткани головного мозга, однако молеку-
лярный механизм такого воздействия остается не-
ясным.

Известно, что основная функциональная актив-
ность GC реализуется через их связывание с GR, кото-
рый кодируется геном Nr3C1 (nuclear receptor family 3, 
member 1). В отсутствие внутриклеточных GC GR на-
ходится в цитоплазме в виде мономера в составе слож-
ного белкового комплекса, а после связывания с GC 
конформация GR изменяется, белковый комплекс 
диссоциирует, активированный GR транслоцируется 
в клеточное ядро и запускает молекулярные механиз-
мы трансактивации и трансрепрессии [10]. Оказа-
вшись внутри ядра, GR связывается с чувствительны-
ми к нему ДНК-последовательностями в промоторной 
области различных генов (glucocorticoid responsive ele-
ment, GRE) и действует как транскрипционный фак-
тор, напрямую активируя и подавляя экспрессию мно-
жества генов, участвующих в различных аспектах 
развития, метаболизма, стрессовых реакций, воспале-
ния и других ключевых процессах [11].

Нами была высказана гипотеза, что активное при-
менение Dex в качестве сопровождающей терапии 
при лечении глиобластомы может влиять на экспрес-
сию и содержание гликозилированных макромолекул 
(ПГ, ГАГ) в ткани головного мозга через участие GR 

в регуляции экспрессии генов, кодирующих коровые 
белки ПГ и систему биосинтеза их углеводных цепей 
ГАГ. Согласно имеющимся немногочисленным дан-
ным, GRE присутствуют в промоторных областях ге-
нов, кодирующих коровые белки серглицина [12], 
аггрекана [13] и нейрокана [14]. Для некоторых коро-
вых белков показано, что под действием GC экспрес-
сия гена изменяется через GR: синдекан-1 [15], аггре-
кан [16], нейрокан [6], CD44 [17].

Цель исследования – изучить влияние дексамета-
зона на экспрессию GR, коровых белков основных ПГ 
и системы биосинтеза углеводных цепей ГС, содержа-
ние ГАГ, а также возможную взаимосвязь между этими 
параметрами.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Животные. Все исследования проводили на мы-

шах-самцах линии C57Bl / 6 (возраст 7–8 нед, масса 
тела 22–30 г). Животных содержали в поликарбонат-
ных клетках со свободным доступом к пище и воде. 
Клетки находились в хорошо вентилируемом помеще-
нии c 12 / 12-часовым циклом свет / темнота при тем-
пературе 25 ± 1 °С и влажности 50–60 %. В контрольную 
группу (n = 15) вошли мыши, получавшие однократ-
ную инъекцию физиологического раствора. Осталь-
ным мышам (n = 99) внутрибрюшинно выполняли 
однократную инъекцию Dex (KRKA Pharma, Слове-
ния) в дозировке 0,1; 1; 2,5 или 10 мг / кг (24 животных 
в каждой группе). Дозировки Dex были подобраны 
согласно данным литературы [18, 19]. Сроки выведе-
ния животных из эксперимента для каждой из дози-
ровок Dex составляли 1, 3, 7 и 10 сут. Мышей забивали 
декапитацией с использованием гильотины согласно 
руководству по эвтаназии животных (National Research 
Council Committee for the Update of the Guide for the 
Care and Use of Laboratory, 2011). Головной мозг мы-
шей разделяли на 2 половины: одну фиксировали 
в растворе RNALater (ThermoFisher Scientific, США) 
согласно инструкции производителя и использовали 
для полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР), Вестерн-блоттинга и дот-блот 
анализа, а другую фиксировали в забуференном 10 % 
растворе формалина и заключали в парафин (BioVit-
rum, Россия) для гистологического и иммуногистохи-
мического исследований, а также окрашивания срезов 
альциановым синим. Все процедуры с эксперименталь-
ными животными проводили в соответствии с Дирек-
тивой Совета Европейского сообщества 2010 / 63 / ЕС.

Полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией в реальном времени . Суммарную РНК выде-
ляли с использованием QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, 
Германия), обратную транскрипцию проводили с по-
мощью RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Комплементар-
ную ДНК (кДНК) синтезировали из 0,5 мкг суммар-
ной РНК, в ПЦР брали 0,25 мкл итоговой кДНК / ре-
акцию. Полимеразную цепную реакцию в реальном 
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времени на GR, ПГ и ферменты биосинтеза ГС про-
водили на приборе CFX-96 (BioRad, США) с исполь-
зованием HS-qPCR SYBR Blue (Biolabmix, Россия) 
и праймеров (табл. 1). Программа амплификации: 
предварительная денатурация 95 °С 5 мин, затем дена-
турация 95 °С 10 с, отжиг 59 °С 15 с, элонгация 72 °С 
30 с в течение 39 циклов; суммарный объем реакции – 
20 мкл. Уровень экспрессии определяли по формуле:

Е= (2^ΔCt) ·1000,

где ΔCt = Ct (Gapdh) – Ct (гена) для каждого образца 
(животного).

Для статистического анализа использовали одно-
факторный дисперсионный анализ (ANOVA).

Вестерн-блоттинг. Ткань головного мозга мыши 
гомогенизировали в RIPA буфере (ThermoFisher Sci-
entific, США) с ингибиторами протеаз cOmplete Mini 
(Roche, Германия). Вертикальный электрофорез про-
водили в 7,5 % полиакриламидном геле, белки пере-
носили на мембрану Immobilon-PVDF (Millipore, Гер-
мания) и проводили блокировку с использованием 
5 % сухого молока (BioRad, США) в PBST в течение 
60 мин. Затем мембраны инкубировали с первичными 
кроличьими антителами к белкам GR (ab183127, Abcam, 
Великобритания, 1 : 15000) или Gapdh (ab181602, Ab-
cam, Великобритания, 1 : 5000), а далее – с вторич-
ными антителами (ab3578, Abcam, Великобритания, 
1 : 10000) в течение 60 мин при комнатной температу-
ре. Сигнал визуализировали с использованием Amer-
sham ECL Prime (Cytiva, США), детекцию проводили 
в Bio Rad Chemidoc (BioRad, США). Полученные 

данные обрабатывали с помощью ImageLab 6.0.1 (Bio-
Rad, США). Статистический анализ проводили в про-
грамме MS Excel (Microsoft, США).

Гистологическое исследование. Для гистологиче-
ского и иммуногистохимического (ИГХ) анализов 
использовали полушарие головного мозга мышей, ко-
торое фиксировали в забуференном 10 % растворе 
формалина и заключали в парафин (BioVitrum, Рос-
сия). Парафиновые срезы толщиной 3–4 мкм монти-
ровали на предметные стекла, окрашивали гематокси-
лином и эозином (BioVitrum, Россия). На коронарных 
срезах (полученных на расстоянии 5 ± 0,5 мм от Breg-
ma) исследовали неокортекс в пределах первичной 
(M1) и вторичной (M2) моторной коры и первичной 
соматосенсорной коры (SIHL, SIFL, S1BF и иногда 
S1DZ), начиная от центральной борозды по окружно-
сти полушария. Окрашенные препараты анализиро-
вали с использованием микроскопа AxioScope A1 
(Zeiss, Германия) при ×400.

Иммуногистохимический анализ. Для оценки содер-
жания и локализации GR проводили демаскировку 
антигена с использованием Dewax and HIER Buffer Н 
(Thermo Fisher Scientific, США) и непрямую иммуно-
пероксидазную реакцию с первичными антителами про-
тив GR (ab. 183127, Abcam, Великобритания, 1 : 1000). 
Для визуализации продуктов реакции применяли 
Mouse and Rabbit Specific HRP / DAB (ABC) Detection 
IHC kit (ab. 64264, Abcam, Великобритания). При под-
счете клеток, имеющих ядерную экспрессию GR, 
 тестовая площадь каждого поля зрения была равна 
5000 мкм2, на каждом препарате анализировали не менее 
5 неперекрывающихся полей зрения. Экспрессия GR 

Таблица 1. Последовательности праймеров для генов, кодирующих коровые белки протеогликанов и ферменты биосинтеза гепарансульфата, мыши

Table 1. Primer sequences for PG core proteins- and HS biosynthetic enzymes-coding mouse genes

Ген 
Gen

Обозначение гена 
Gene designation

Последовательность праймеров 
The sequence of primers

Синдекан-1 
Syndecan-1

Sdc1 F 5’-GGTCTGGGCAGCATGAGAC-3’
R 5’-GGAGGAACATTTACAGCCACA-3’

Синдекан-3 
Syndecan-3

Sdc3 F 5’-GGTCAGGCTCTGGCTACTTC-3’
R 5’-GGGACTGGTGACTGGTTCAG-3′

Глипикан-1 
Glypican-1

Gpc1 F 5’-CTTTAGCCTGAGCGATGTGC-3’
R 5’-GGCCAAATTCTCCTCCATCT-3’

Перлекан 
Perlecan

Hspg2 F 5’-CCGTGCTATGGACTTCAACG-3’
R 5’-TGAGCTGTGGAGGGTGTATG-3’

Декорин 
Decorin

Dcn F 5’-CCCCTGATATCTATGTGCCC-3’
R 5’-GTTGTGTCGGGTGGAAAATC-3’

Бигликан 
Biglycan

Bgn F 5’-GCCTGACAACCTAGTCCACC-3’
R 5’-CAGCAAGGTGAGTAGCCACA-3’

Люмикан 
Lumican

Lum F 5’-GCTCGAGCTTGATCTCTCCT-3’
R 5’-CAGTGGTCCCAGGATCTTACA-3’

Бревикан 
Brevican

Bcan F 5’-GTGGAGTGGCTGTGGCTC-3’
R 5’-AACATAGGCAGCGGAAACC-3’
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Ген 
Gen

Обозначение гена 
Gene designation

Последовательность праймеров 
The sequence of primers

Нейрокан 
Neurocan

Ncan F 5’-CCAGCGACATGGGAGTAGAT-3’
R 5’-GGGACACTGGGTGAGATCAA-3’

Аггрекан 
Aggrecan

Acan F 5’-TTCGCAGGGATAAAGGACTG-3’
R 5’-CCCTCAGAGTCACAAAGACCA-3’

Версикан 
Versican

Vcan F 5’-GGAGGTCTACTTGGGGTGAG-3’
R 5’-GGGTGATGAAGTTTCTGCGAG-3’

Хондроитинсульфат протеогликан-4 / NG2 
Cspg4 / Ng2

Cspg4 / NG2 F 5’-TCTTACCTTGGCCCTGTTGG-3’
R 5’-ACTCTGGTCAGAGCTGAGGG-3’

Хондроитинсульфат протеогликан-5 
Cspg5

Cspg5 F 5’-TTGGCTTCGTCAGGCACAAT-3’
R 5’-GTTACACCTGCAGAAAGCCCC-3’

CD44 CD44 F 5’-CAAGTTTTGGTGGCACACAG-3’
R 5’-AGCGGCAGGTTACATTCAAA-3’

Фосфакан-1 
Phosphacan-1

Ptprz1 F 5’-CCCACTGAAGATGCCGAACT-3’
R 5’-GTCGTGGTAGAAACCTGGGG-3’

Ext1 Ext1 F 5’-AGCACAAGGATTCTCGCTGT-3’
R 5’-GGAACCAGACAGAAAGTGGC-3’

Ext2 Ext2 F 5’-ACATCCCACAGAGGCAGATT3’
R 5’-GATCTGTAGGGTGGCCAGAG3’

Ndst1 Ndst1 F 5’-CACACAGAACGAACTACGC-3’
R 5’-CCCGTTGATGATCTTGTCC-3’

Ndst2 Ndst2 F 5’-TGGTCCAAGGAGAAAACCTG-3’
R 5’-GCAGGCTCAGGAAGAAGTGA-3’

Glce Glce F 5’-GCTCGCTTCAGTTTTCCTCA-3’
R 5’-TCTTAGTACATTTCTGGCTTCAATTC-3’

Hs2st1 Hs2st1 F 5’-TCTTGGAGAACCAGATCCAGA3’
R 5’-ATGGCGCTGTTCAATTTCTC3’

Hs3st1 Hs3st1 F 5’-GGAGGAGCATTACAGCCAAG-3’
R 5’-TTTGGGCGAAGTGAAATAGG-3’

Hs3st2 Hs3st2 F 5’-AACTACGGACGAGGACTGGA-3’
R 5’-ATTACCTCTGGGGCAAATCC-3’

Hs6st1 Hs6st1 F 5’-TGGCTCTTCTCTCGCTTCTC-3’
R 5’-GTCTAGCACACCGGGCAC-3’

Hs6st2 Hs6st2 F 5’-CCAGGCTGAGACCTTCCAG-3’
R 5’-TGTGGAGGATGGAGAGTTGG-3’

Sulf1 Sulf1 F 5’-CCTTGCAGGGAAGCTTCAAA-3’
R 5’-GCTGAGTTCTGGGAGCTTGA-3’

Sulf2 Sulf2 F 5’-GTTCCTCCCGCGATCTAGC-3’
R 5’-GTGTCGTGAGGATGGGATTC-3’

Hpse Hpse F 5’-GGCTAGAGGCTTATCTCCTGC-3’
R 5’-TCTTTCTTCGGAAGTCGGTT-3’

Глюкокортикоидный рецептор 
Glucocorticoid receptor

Nr3c1 F 5’-ACGGTGGCAGTGTGAAATTG-3’
R 5’-GACCTCCAAGGACTCTCGTT-3’

Gapdh Gapdh F 5’-CGTCCCGTAGACAAAATGGT-3’
R 5’-TTGATGGCAACAATCTCCAC-3’

Окончание табл. 1

The end of table 1
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определена в каждом образце по визyaльнo-аналого-
вой шкале, согласно S. Franceschi и соавт. [20]: в образ-
це рассчитывали процент ядер клеток с различной 
интенсивностью окраски (3 балла – сильная, 2 балла – 
умеренная и 1 балл – слабая).

Поскольку во всех группах ядерная экспрессия GR 
была практически тотальной и различалась только 
по интенсивности окрашивания клеточных ядер, после 
полуколичественной оценки экспрессии по 3-балль-
ной шкале каждое животное во всех группах было от-
несено к одному из 3 паттернов фенотипа, которые 
расценивались как высокий, умеренный и низкий. 
Если более чем 50 % полей зрения в препарате зани-
мали клетки с ядерной экспрессией GR в 3 балла, его 
относили к высокому фенотипу, если >50 % полей 
зрения – к умеренному фенотипу. Если полей зрения 
с экспрессией маркера в 3, 2 и 1 балл было одинаковое 
количество, такой фенотип считался низким. Окра-
шенные препараты анализировали при ×400.

Определение содержания общих и высокосульфати-
рованных гликозаминогликанов. Содержание ГАГ в пре-
паратах определяли с помощью окрашивания парафи-
новых срезов альциановым синим с различным рН 
(2,5 для общих ГАГ и 1,0 для ГАГ с высоким содержа-
нием сульфатированных групп) (BioVitrum, Россия) 
по протоколу, указанному в инструкции производите-
ля, с добавлением гематоксилина Эрлиха. Окрашен-
ные препараты анализировали с использованием ми-
кроскопа AxioScope A1 (Zeiss, Германия) при ×400.

Дот-блот анализ на содержание гепарансульфатов 
и хондроитинсульфатов. Ткань головного мозга мыши 
гомогенизировали в RIPA буфере (ThermoFisher Sci-
entific, США) с ингибиторами протеаз cOmplete Mini 
(Roche, Германия), наносили полученные лизаты на 
активированную в 95 % этаноле мембрану PVDF (Mil-
lipore Immobilon-P, Германия), блокировали в 5 % обез-
жиренном молоке в PBST (BioRad, США), инкубировали 
с первичными антителами к ГС (MAB2040, Milli pore, 
Германия, 1: 100) или ХС (кат. № 8035, Sigma-Aldrich, 
США, 1: 100), а затем с вторичными антителами (кат. 
№ 150077, ThermoFisher Scientific, США, 1 : 1000) в те-
чение 60 мин при комнатной температуре. Сигнал 
проявляли с использованием Amersham ECL Prime 
(Cytiva, США). Детекцию проводили в BioRad Chemi-
doc, полученные данные обрабатывали с помощью 
ImageLab 6.0.1 (BioRad, США).

Статистическая обработка результатов. Статисти-
ческий анализ полученных данных проводили с ис-
пользованием программы MS Excel 7.0 (Microsoft, 
США). Проверку соответствия выборок закону нор-
мального распределения оценивали с помощью кри-
терия Колмогорова–Смирнова в программе OriginPro 
8.5 (OriginLab, США). Статистическую значимость 
определяли с использованием однофакторного дис-
персионного анализа, для изучения взаимосвязи па-
раметров определяли коэффициент Пирсона. Разли-
чия считали значимыми при р <0,05.

РЕЗУЛьТаТы
Для изучения воздействия Dex на морфологиче-

ские и молекулярные характеристики ткани головного 
мозга мышей были сформированы эксперименталь-
ные группы, в которых животные получали однократ-
ную инъекцию физиологического раствора (контроль-
ная группа, n = 15) или различные дозы Dex (0,1; 1; 2,5 
и 10 мг / кг; в каждой группе 24 животных) и исключа-
лись из эксперимента на 1, 3, 7 или 10-е сутки после 
введения Dex (6 животных на каждую временную точ-
ку). Такие временные точки для анализа эффектов Dex 
были выбраны для того, чтобы изучить отдаленные 
молекулярные последствия, которые могут быть ини-
циированы однократным введением препарата, не-
смотря на его быстрое (3–8 ч) выведение из плазмы 
крови. Дозировки Dex подобраны, согласно данным 
литературы [18, 19], с целью их максимально возмож-
ного соответствия применяемым в клинике (0,1–
1 мг / кг) и заведомо более высоким (2,5–10 мг / кг) 
дозам GC.

Чтобы убедиться в отсутствии очевидной токсич-
ности выбранных дозировок Dex, был проведен гисто-
логический анализ препаратов ткани головного мозга 
мышей в контрольной и экспериментальных группах. 
Окрашивание гематоксилином и эозином не выявило 
выраженных структурных изменений ткани неокор-
текса у животных, получавших Dex, и лишь при воз-
действии больших дозировок (2,5 и 10 мг / кг) наблю-
дались очаговые изменения тинкториальных свойств 
ядер и цитоплазмы клеточных элементов нервной 
ткани. В целом эти данные подтвердили отсутствие 
значительной токсичности выбранных дозировок дан-
ного препарата на кору головного мозга мышей.

Влияние дексаметазона на экспрессию и содержание 
глюкокортикоидного рецептора в ткани головного мозга 
мышей. Основным молекулярным механизмом пере-
дачи сигнала от GC является их связывание с GR, ко-
торый транслоцируется в клеточное ядро и запускает 
механизмы трансактивации и трансрепрессии. Чтобы 
изучить, насколько однократная доза Dex влияет 
на экспрессию и / или содержание GR в клетках голов-
ного мозга, уровень экспрессии и содержания GR был 
определен с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени 
и Вестерн-блоттинга (рис. 1).

Согласно данным ОТ-ПЦР, однократное введение 
Dex в низких дозировках (0,1 и 1 мг / кг) приводило 
к кратковременному повышению уровня экспрессии 
матричной РНК (мРНК) GR в 1,5 раза (p <0,05) 
на 1–3-и сутки после введения препарата, который 
возвращался к нормальным показателям к 7–10-м сут-
кам (см. рис. 1а). При этом на белковом уровне GR 
демонстрировал тенденцию к стабильному дозозави-
симому повышению (на 30–40 %) во всех изученных 
временных точках, хотя данные изменения не были 
статистически достоверны (см. рис. 1б, в).

Однако, помимо содержания GR в клетках, боль-
шое значение имеют его распределение по клеточным 
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компартментам и степень интенсивности окрашива-
ния в клеточных ядрах. Для изучения этого вопроса 
было проведено ИГХ-окрашивание образцов ткани 
мозга на GR. В силу того, что согласно результатам 
Вестерн-блоттинга Dex оказывал влияние на содержа-
ние GR только при более высоких дозировках и этот 
эффект имел отсроченный характер, ИГХ-анализ был 
проведен для мышей, получавших 2,5 и 10 мг / кг пре-
парата и выведенных из эксперимента через 7 и 10 сут 
после инъекции. Важно отметить, что во всех группах 
ядерная экспрессия GR была практически тотальной 
и различалась только по интенсивности DAB-
окрашивания клеточных ядер, которые демонстриро-

вали высокую гетерогенность по этому параметру 
в каж дом препарате мозга. Поэтому для оценки содер-
жания GR мы использовали интегральный показатель, 
который одновременно учитывал степень интенсив-
ности ядерного окрашивания (от 1 до 3 баллов) и про-
цент клеток, обладающих интенсивностью в 1,2 или 
3 балла [20]. Он выражался как фенотип с высоким 
(>50 % полей зрения в препарате занимали клетки 
с ядерной экспрессией GR в 3 балла), умеренным (me-
dium – <50 % полей зрения с экспрессией маркера 
в 3 балла) и низким (low – экспрессия только в 1 и 2 бал-
ла) содержанием GR. Распределение животных в за-
висимости от уровня GR представлено на рис. 2.

Рис. 1. Экспрессия глюкокортикоидного рецептора (GR) в коре головного мозга под воздействием однократного введения дексаметазона: а – 
уровень матричной РНК. GR, полимеразная цепная реакция с обратной транскриптазой в реальном времени, нормировка на Gapdh. ANOVA + тест 
Фишера; б – содержание GR, Вестерн-блоттинг, оригинальные данные; в – полуколичественный анализ Вестерн-блоттинга на GR по отношению 
к Gapdh. Обсчет – ImageLab 6.0.1, ANOVA + тест Фишера. Контроль – мыши, получавшие физиологический раствор
Fig. 1. Expression of the glucocorticoid receptor (GR) in the cerebral cortex after a single injection of dexamethasone; а – GR matrix RNA level, real-time 
polymerase chain reaction, normalized for Gapdh. ANOVA + Fisher test; б – GR protein content, Western blotting, original data; в – semiquantitative Western 
blotting analysis of GR. Calculation – ImageLab 6.0.1, ANOVA + Fisher test. Control – mice treated with saline solution

*p <0,05
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Было обнаружено, что однократное введение Dex 
мышам вызывало изменение фенотипа животных 
по содержанию GR в ткани головного мозга: при ис-
пользовании обеих дозировок доля мышей с высокой 
интенсивностью экспрессии GR уменьшалась, тогда 
как увеличивалась доля животных, относящихся к груп-
пам с низким и умеренным фенотипами. При дози-
ровке 2,5 мг / кг наиболее выраженный эффект Dex 
проявлялся на 7-е сутки после инъекции, а при дози-
ровке 10 мг / кг – на 10-е сутки.

Таким образом, однократное введение Dex в низких 
дозировках оказывало кратковременное влияние на уро-
вень мРНК GR (на 1–3-и сутки), в то время как более 
высокие дозировки вызывали изменение фенотипа мы-
шей по содержанию GR в ткани головного мозга.

Влияние дексаметазона на экспрессию протеоглика-
нов и ферментов биосинтеза гепарансульфата в ткани 
головного мозга. Для изучения влияния однократного 
введения Dex на молекулярные характеристики ВКМ 
ткани головного мозга мышей был определен профиль 
экспрессии генов, вовлеченных в биосинтез коровых 
белков основных ПГ и их углеводных цепей ГС. Уро-
вень мРНК гепарансульфат протеогликанов (синде-
кан-1, синдекан-3, глипикан-1, перлекан), хондрои-
тинсульфат протеогликанов (декорин, бигликан, 
бревикан, нейрокан, версикан, аггрекан, люмикан, 
CD44, NG2 / CSPG4, CSPG5, фосфакан / PPTRZ1) 
(рис. 3) и генов, вовлеченных в биосинтез углеводных 
молекул ГС (рис. 4), был выявлен с помощью ОТ-ПЦР 
в реальном времени.

Общий уровень транскрипционной активности 
генов, кодирующих основные ПГ ткани мозга (см. 
рис. 3а), показал тенденцию к умеренному повыше-
нию в ткани головного мозга на 1–3-и сутки после 
инъекции Dex с последующим возвращением к конт-
рольному уровню к 7–10-м суткам, независимо от до-
зы. Основной вклад в общий уровень транскрипцион-
ной активности изучаемых генов вносило увеличение 
уровней экспрессии синдекана-3 (+2–3 раза; p <0,05), 
перлекана (+2–3 раза; p <0,05), фосфакана (+2–3 раза; 
p <0,05) и нейрокана (+2–3 раза; p <0,05), которые, 

таким образом, являются наиболее чувствительными 
к воздействию Dex (см. рис. 3б). Также было отмечено 
снижение экспрессии версикана (–2 раза; p <0,05) 
на 7-е и 10-е сутки почти для всех дозировок препарата.

Введение Dex приводило также к быстрому 
(на 1–3-и сутки) кратковременному повышению об-
щей транскрипционной активности системы биосин-
теза ГС (в 1,5–2 раза) в коре головного мозга мышей 
(рис. 4а). В основном этому способствовали такие 
гены, как Ndst1, Glce, Hs2st1, Hs6st1, Sulf1 и Sulf2, уро-
вень экспрессии которых повышался в 1,5–2 раза 
на 1–3-и сутки и возвращался к нормальным значени-
ям к 7–10-м суткам после введения Dex (рис. 4б).

Влияние дексаметазона на экспрессию протеоглика-
нов и ферментов биосинтеза гепарансульфата содержа-
ния гликозаминогликанов и степени их сульфатирования 
в коре головного мозга. Поскольку ПГ являются слож-
ными белково-углеводными молекулами, для функ-
циональной активности которых принципиально 
важны наличие углеводных цепей ГАГ и степень их 
модификации, особое внимание было уделено содер-
жанию данных макромолекул в ткани мозга до и после 
воздействия Dex. Для оценки содержания общих и вы-
сокосульфатированных ГАГ в коре левого полушария 
головного мозга мышей срезы окрашивали альциано-
вым синим с различным рН (2,5 и 1,0, соответственно) 
(рис. 5).

Однократное введение Dex приводило к быстрому 
повышению содержания ГАГ в корковых структурах 
головного мозга мышей уже через сутки (особенно 
при низких дозировках), которое продолжало дозоза-
висимо усиливаться в течение последующих дней, до-
стигая максимума к 10-м суткам при самой высокой 
дозировке препарата (10 мг / кг) (рис. 5а). В отличие 
от общих ГАГ однократное применение Dex в низких 
дозировках (0,1 и 1 мг / кг) слабо влияло на содержание 
высокосульфатированных ГАГ в коре головного мозга 
мышей, хотя наблюдалась тенденция к увеличению 
интенсивности сигнала (синее окрашивание) в моле-
кулярном слое (рис. 5б). Использование более высоких 
дозировок этого препарата (2,5 и 10 мг / кг) приводило 

Рис. 2. Содержание глюкокортикоидного рецептора (GR) в коре головного мозга мышей до и после однократного введения различных дозировок 
дексаметазона. Процентное распределение отражает количество животных в экспериментальной группе, относящихся к высокому, умеренно-
му или низкому фенотипам по содержанию GR в коре головного мозга мышей. Экспериментальные животные получали однократную инъекцию 
дексаметазона в дозах 2,5 и 10 мг / кг. Сроки выведения мышей из эксперимента – 7-е и 10-е сутки
Fig. 2. Glucocorticoid receptor (GR) content in mouse brain before and after administration of various dexamethasone dosages. Percentage of animals belonging 
to the high, medium and low phenotypes according GR content in mouse brain. Experimental animals received a single dexamethasone injection at a dosage of 
2.5 and 10 mg / kg. Animals were sacrificed in 7 and 10 days after injection

7 сут / 7 days                                         10 сут / 10 days 7 сут / 7 days                                         10 сут / 10 days

Контроль / Control

   Низкий / Low               Умеренный / Medium               Высокий / High

2,5 мк/кг / 2,5 mg/kg 10 мк/кг / 2,5 mg/kg
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к повышению содержания высокосульфатированных 
ГАГ на 3–10-е сутки после инъекции, причем если 
в 1-е сутки сигнал концентрировался в основном в мо-
лекулярном слое коры, то в последующие сутки его 
интенсивность увеличивалась и он все равномернее 
распределялся в более глубоких ее слоях (к 10-м сут-
кам) (рис. 5б).

Для более детального анализа и определения, ка-
кие именно ГАГ вносят основной вклад в значитель-
ное повышение содержания общих ГАГ под действием 
Dex, был использован метод дот-блот анализа с при-
менением специфических антител к углеводным эпи-
топам ХС и ГС (рис. 6).

Дексаметазон не оказывал заметного влияния на 
содержание ГС в ткани мозга, хотя при высоких дози-
ровках (2,5 и 10 мг / кг) происходило отсроченное 
(на 10-е сутки) статистически значимое повышение 
его уровня, что согласуется с увеличением содержания 

общих и высокосульфатированных ГАГ в мозге живот-
ных, получавших Dex (см. рис. 6). При этом влияние 
Dex на ХС имело противоположный характер: приво-
дило к снижению их содержания, которое достигало 
максимального значения на 7–10-е сутки после вве-
дения препарата (рис. 6б). Интересно, что такой эф-
фект оказывали минимальная (0,1 мг / кг) и макси-
мальная (10 мг / кг) дозировки препарата, в то время 
как промежуточные дозировки не приводили к досто-
верным изменениям уровня ХС в ткани мозга.

Влияние дексаметазона на корреляцию экспрессии 
глюкокортикоидного рецептора с экспрессией генов про-
теогликанов и ферментов биосинтеза гепарансульфатов. 
Полученные данные свидетельствуют о значительных 
изменениях в экспрессии различных генов (GR / Nr3c1, 
генов коровых белков ПГ и ферментов биосинтеза ГС) 
и содержании общих и высокосульфатированных ГАГ. 
Для выявления возможной взаимосвязи изучаемых 

Рис. 3. Относительная экспрессия генов протеогликанов (ПГ) в коре головного мозга под воздействием однократного введения дексаметазона: 
а – общая транскрипционная активность изучаемых генов, представляющая собой суммарный показатель способности клеток экспрессировать 
коровые белки основных ПГ; б – уровень матричной РНК индивидуальных ПГ. Полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией в реальном 
времени, нормировка на Gapdh. Контроль – мыши, получавшие физиологический раствор. ANOVA + тест Фишера. ХСПГ – хондроитинсульфат 
протеогликан
Fig. 3. Relative expression of proteoglycans (PGs) genes in the cerebral cortex after a single dexamethasone injection: а – a total transcriptional activity of the 
studied genes is an indicator of the ability of cells to express the core proteins of the main PGs; б – level of matrix RNA of individual PGs. Polymerase chain 
reaction with reverse transcription normalized to Gapdh. Control – mice treated with saline solution. ANOVA + Fisher’s test. CSPG5 – chondroitin sulfate 
proteoglycan
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Рис. 4. Относительная экспрессия генов системы биосинтеза гепарансульфатов (ГС) в коре головного мозга после однократного введения декса-
метазона: а – общая транскрипционная активность (суммарный показатель уровней экспрессии отдельных генов биосинтеза ГС); б – уровень 
матричной РНК индивидуальных генов биосинтеза. Полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией в реальном времени, нормировка 
на Gapdh. Контроль – мыши, получавшие физиологический раствор. ANOVA + тест Фишера
Fig. 4. Relative expression of the heparan sulfate (HS) biosynthesis-involved genes in the cerebral cortex after a single dexamethasone injection; a – total 
transcriptional activity (a summary measure of the expression levels of individual HS biosynthesis genes); б – level of matrix RNA of individual genes. Real-
time polymerase chain reaction with reverse transcription normalized to Gapdh. Control – mice treated with saline solution. ANOVA + Fisher’s test

Hpse
Sulf2
Sulf1
Hs6st2
Hs6st1
Hs3st2
Hs3st1
Hs2st1
Glce
Ndst2
Ndst1
Ext2
Ext1

параметров был проведен их корреляционный анализ 
с использованием программы MS Excel 7.0 (рис. 7).

Корреляционный анализ показал, что для нор-
мальной ткани головного мозга характерен высокий 
уровень корреляции экспрессии GR с большинством 
генов, вовлеченных в биосинтез ПГ (20 из 28 генов имели 
коэффициент корреляции с уровнем GR r = 0,81–0,97; 
p <0,05). Однако введение Dex приводило к исчезно-
вению этой корреляционной связи. Данный эффект 

зависел от дозировки препарата и усиливался со вре-
менем, практически полностью исчезая к 7–10-м сут-
кам после введения Dex (0–2 из 28 генов для дози-
ровок 1–10 мг / кг имели коэффициент корреляции 
с уровнем GR r = 0,82–0,87; p <0,05).

ОбСУждЕНИЕ
Проведенное исследование подтвердило, что GR 

активно экспрессируется в молекулярном, наружном 
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Рис. 6. Содержание углеводных молекул хондроитинсульфатов (ХС) и гепарансульфатов (ГС) в коре головного мозга мышей после однократного 
введения дексаметазона: a – оригинальные микрофотографии дот-блот анализа содержания ХС и ГC; б – полуколичественный анализ содержа-
ния гликозаминогликанов, полуколичественный обсчет – ImageLab 6.0.1, ANOVA + тест Фишера
Fig. 6. The content of chondroitin sulfate (CS) and heparin sulfate (HS) carbohydrate molecules in the cerebral cortex of mice after a single dexamethasone 
injection: a – оriginal microphotographs of dot-blot analysis of CS and HS; б – semiquantitative analysis of glycosaminoglycans content, semiquantitive 
analysis – ImageLab 6.0.1, ANOVA + Fisher’s test

Рис. 5. Содержание общих и высокосульфатированных гликозаминогликанов (ГАГ) в коре головного мозга мышей после однократного введения 
дексаметазона в дозировке 0,1; 1; 2,5 и 10 мг / кг. Характеристические микрофотографии коры головного мозга мышей каждой группы. Окраска 
альциановым синим при pH 2,5 (a) и 1,0 (б) соответственно. Сроки выведения животных из эксперимента – 1, 3, 7 и 10-е сутки. ×400
Fig. 5. The content of total glycosaminoglycans (GAGs) in mouse cerebral cortex after a single dexamethasone injection at a dosage of 0,1; 1; 2,5 and 10 mg / kg. 
Characteristic microphotographs. Alcian blue staining at pH 2.5 (a) and 2.5 (б), respectively. Animals were sacrificed in 7 and 10 days after injection. ×400

зернистом и пирамидном слоях коры головного мозга 
мышей, что согласуется с данными литературы о по-
всеместной экспрессии GR в нервной ткани. Экспрес-
сия GR в сенсорных нейронах может варьировать в за-
висимости от его подтипа [21]; самый высокий 
уровень экспрессии имеют нейроны гиппокампа СА1 
[22]. Помимо нейронов, все типы глии экспрессируют 
GR [23], а именно олигодендроглия [24], астроглия 
[25] и микроглия [26].

Однако в отношении влияния Dex на экспрессию 
GR однозначное сравнение с данными литературы 
затруднено. В нашей работе изучены эффекты одно-
кратного введения Dex и продемонстрировано, что 

экспрессия GR реагирует на этот препарат быстрым 
кратковременным повышением (на 1–3-и сутки) с воз-
вратом к контрольному уровню на 7–10-е сутки. Мно-
гократное подкожное введение Dex (5 мг / кг) крысам 
в течение 7–28 сут приводит к снижению экспрессии 
GRα в нейронах гиппокампа как на уровне мРНК, так 
и на белковом уровне [27]. В модельной системе ex vivo 
обработка органотипических срезов головного мозга 
крысы Dex (5 мкМ) в течение 3 сут вызывает снижение 
экспрессии GR в нейронах гиппокампа, что может 
вносить свой вклад в дегенерацию нейронов и разви-
тие болезни Альцгеймера [28]. В целом результаты 
нашего исследования дополняют данные литературы, 
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Sdc1 0,76 0,29 0,91 0,97 0,09 0,86 0,33 0,73 –0,35 0,86 0,80 0,57 0,65 0,50 –0,41 0,55 0,27
Sdc3 0,94 –0,21 0,97 0,92 0,87 0,96 0,00 0,88 –0,16 0,88 0,84 0,89 0,15 0,64 0,68 0,96 0,54
Gpc1 0,94 0,22 0,85 0,79 0,13 0,97 –0,19 0,82 0,58 0,68 0,65 0,81 0,38 0,79 0,73 0,90 0,83

Hspg2 0,94 –0,14 0,76 0,97 0,66 0,93 0,59 0,73 –0,51 0,76 0,72 0,58 0,59 0,77 0,52 0,14 –0,14
Dcn 0,74 –0,42 0,50 0,17 0,85 0,84 0,12 0,47 0,09 0,27 0,02 0,31 0,27 0,06 0,38 –0,10 0,67
Bgn 0,87 –0,02 0,92 0,39 0,59 0,92 0,29 0,41 0,71 0,93 0,81 0,14 0,04 0,79 0,28 0,99 0,56
Lum 0,90 0,57 0,68 0,09 0,27 0,78 –0,47 0,27 0,04 0,89 0,71 0,80 –0,21 0,58 0,73 0,25 0,41
Bcan 0,94 0,16 0,81 0,42 0,37 0,89 0,77 0,80 –0,32 0,83 0,67 0,79 0,09 0,84 –0,16 0,79 0,34
Ncan 0,95 –0,12 0,88 0,93 0,76 0,90 0,74 0,87 0,82 0,81 0,83 0,75 0,55 0,78 0,70 0,90 0,48
Acan 0,75 –0,19 0,80 0,58 0,41 0,89 –0,36 0,69 –0,46 0,50 0,74 –0,57 –0,56 0,54 0,45 0,80 0,09
Vcan 0,81 –0,44 0,89 0,86 0,63 0,98 0,24 0,89 0,80 0,78 0,72 066 –0,02 0,74 0,62 0,89 0,48

Cspg4 / Ng2 0,70 0,46 0,67 0,46 0,61 0,91 0,18 0,56 0,29 0,87 0,87 0,54 0,49 0,83 0,83 0,48 0,11
Cspg5 0,88 –0,01 0,28 –0,12 0,34 0,92 0,74 0,02 0,47 0,85 0,76 –0,18 0,10 0,68 –0,12 –0,87 –0,67
Cd44 0,92 0,32 0,61 0,83 0,84 0,94 –0,22 0,72 –0,05 0,89 0,52 0,75 0,33 0,95 0,62 0,97 –0,72

Ptprz1 0,83 0,23 0,93 0,92 0,62 0,98 –0,70 0,89 0,48 0,89 0,81 0,49 –0,19 0,86 0,47 0,95 0,54
Ext1 0,94 –0,15 0,89 0,67 0,42 0,91 0,57 0,79 0,45 0,67 0,62 0,67 0,64 0,81 0,58 0,80 0,87
Ext2 0,94 0,54 0,99 0,91 0,88 0,94 0,88 0,69 –0,48 0,90 0,87 0,61 –0,11 0,82 0,48 0,90 0,62

Ndst1 0,97 –0,28 0,96 0,90 0,39 0,97 0,55 0,89 –0,16 0,79 0,89 0,82 0,00 0,81 0,70 0,98 0,57
Ndst2 0,89 0,05 0,95 0,72 0,88 0,91 0,88 0,40 0,10 0,79 0,93 –0,30 –0,18 0,71 0,49 0,86 –0,43
Glce 0,94 0,92 0,93 0,88 0,58 0,97 0,86 0,89 0,56 0,85 0,93 0,54 –0,01 0,89 0,62 0,97 0,53

Hs2st1 0,97 0,00 0,99 0,92 0,63 0,92 0,48 0,92 0,62 0,82 0,89 0,62 0,30 0,85 0,58 0,98 0,70
Hs3st1 0,63 0,24 0,42 0,31 0,78 0,44 0,61 –0,03 0,25 0,50 0,41 0,40 –0,76 0,05 –0,20 0,39 –0,77
Hs3st2 0,21 0,08 0,76 0,52 0,24 0,80 0,82 0,09 0,25 0,36 0,63 0,28 0,45 0,40 0,76 –0,67 –0,64
Hs6st1 0,94 0,54 0,92 0,88 0,84 0,97 0,71 0,78 0,00 0,97 0,91 0,53 –0,13 0,85 0,56 0,84 0,52
Hs6st2 –0,34 0,88 –0,53 0,38 0,68 0,78 0,58 –0,86 0,12 0,70 0,74 0,60 0,55 –0,25 0,06 0,43 0,20
Sulf1 0,91 0,82 0,91 0,79 0,64 0,95 0,62 0,88 0,22 0,69 0,71 0,59 –0,25 0,91 –0,11 0,94 0,65
Sulf2 0,94 –0,65 0,96 0,82 0,65 0,98 0,99 0,97 0,19 0,86 0,79 0,26 –0,09 0,72 0,61 0,91 0,19
Hpse 0,38 0,20 0,38 0,79 0,43 0,11 0,99 0.63 –0,17 0,90 0,68 0,21 0,20 –0,01 0,39 –0,23 0,19

которые в основном получены для многократного 
применения GC.

Важной частью этого исследования является из-
учение влияния GC (Dex) на транскрипционную ак-
тивность генов, вовлеченных в биосинтез ПГ. Нами 
было показано, что однократное введение Dex приво-
дит к быстрому (на 1–3-и сутки) повышению в 1,5–
3 раза уровня экспрессии генов некоторых ПГ (синде-
кан-3 / Sdc3, нейрокан / Ncan и фосфакан / Ptprz1) 
ферментов биосинтеза ГС (Ndst1, Glce, Hs2st1, Hs6st1, 
Sulf1, Sulf2), которое было непродолжительным: 
на 7–10-е сутки показатели возвращались к контроль-
ному уровню. К сожалению, данных литературы, с ко-
торыми можно провести сравнение, очень немного, 
и они выполнены на различных экспериментальных 
моделях с использованием разных дозировок GC 
и в различные временные периоды после введения 
GC. Так, в работе W. L. Liu и соавт. было показано, что 
в модели острого повреждения спинного мозга in vivo 
однократное введение крысам метилпреднизолона 
в дозировке 30 мг / кг снижало экспрессию нейро кана 

через 24 ч после инъекции, а обработка первичных 
культур астроцитов метилпреднизолоном в концент-
рации 10 и 50 мкМ in vitro уменьшала экспрессию ней-
рокана и фосфакана [6]. Подавление экспрессии ней-
рокана было опосредовано GR [6], в промоторной 
области которого имеются глюкокортикоид-респон-
сивные элементы [14]. Долговременное многократное 
введение Dex мышам снижало уровень экспрессии 
гепарансульфат протеогликанов агрина в коре голов-
ного мозга мышей [7]. Обработка Dex органотипиче-
ских срезов головного мозга крысы в модельной сис-
теме ex vivo показала значительную дозозависимость его 
влияния: низкие дозировки препарата (0,01–0,50 мкM) 
увеличивали экспрессию глипикана-1 и версикана 
(в 5–10 раз), в то время как высокие (50–200 мкM) – 
подавляли экспрессию синдекана и бигликана (в 3–5 раз) 
[8]. Однократное введение Dex взрослым крысам 
(в дозировке 2,5 или 5 мг / кг) дозозависимо увеличи-
вало транскрипционную активность ПГ-кодирующих 
генов в гип покампе (но не в коре головного мозга) 
в основном за счет повышения уровней экспрессии 

Рис. 7. Корреляционный анализ экспрессии матричной РНК глюкокортикоидного рецептора (GR) с уровнем матричной РНК генов коровых белков 
протеогликанов и ферментов биосинтеза гепарансульфатов по всем животным внутри группы. Цифровой показатель – коэффициент корреля-
ции Пирсона. Зеленым цветом выделены статистически значимые различия (p <0,05)
Fig. 7. Correlation analysis of glucocorticoid receptor (GR) matrix RNA level with matrix RNA levels of all studied proteoglycans and heparin sulfate biosynthesis-
related genes in all animals within the group. The numerical indicator is the Pearson correlation coefficient, statistically significant differences are highlighted 
in green color (p <0.05)

Сутки  /  Day                                  1             3             7            10            1             3             7            10             1             3             7            10             1             3             7            10

Доза, мг / кг  /             0                                     0,1                                                        1                                                           2,5                                                          10 
Dose, mg / kg
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синдекана-1, глипикана-1, бревикана, хондроитин-
сульфат протеогликана 4 / NG2, декорина и люмикана 
(в 2–7 раз) через 24 ч после инъекции [8]. Многократ-
ное введение Dex мышам SCID в дозировке 1 мг / кг 
приводило к увеличению уровней экспрессии глипи-
кана-1, синдекана-1 и версикана (3–4,3 раза) в под-
корковых структурах головного мозга мышей [9]. В це-
лом представленные в настоящей работе результаты 
согласуются с данными литературы и дополняют их, 
демонстрируя способность GC влиять на ПГ в тка-
ни головного мозга. Также большое значение имеют 
 результаты, свидетельствующие о возможности GC 
воздействовать на транскрипционную активность 
системы биосинтеза углеводных молекул ГС, что ра-
нее не исследовалось.

Особый интерес вызывает тот факт, что даже од-
нократное применение Dex вызывает отсроченное 
дозозависимое увеличение содержания общих и вы-
сокосульфатированных ГАГ в ткани головного мозга, 
а также повышение уровня ГС и снижение уровня ХС, 
что свидетельствует об изменении соотношения раз-
личных классов ГАГ. Имеющиеся данные по этому 
вопросу очень немногочисленны: повышение содер-
жания ГС в глиобластоме ассоциировано с плохим 
прогнозом течения заболевания и низкими показате-
лями выживаемости пациентов [29], а локальное вве-
дение Dex на нитроцеллюлозном тампоне в головной 
мозг крысы приводит к уменьшению в 2,5 раза содер-
жания ХС в ткани мозга через 1 нед после импланта-
ции тампона [30]. При этом в модели органотипичес-
ких срезов головного мозга крысы ex vivo обнаружена 
противоположная тенденция: обработка срезов Dex 
(10 nM–200 мкM) в течение 24 ч приводила к снижению 
содержания ГС в головном мозге (в 2–2,5 раза), а также 
к повышению уровня ХС в гиппокампе (в 2 раза) и его 
снижению в коре головного мозга (в 2–2,5 раза) [8]. 

Многократное введение Dex мышам SCID в дозиров-
ке 1 мг / кг также вызывало снижение содержания ХС 
в подкорковых структурах головного мозга мышей [9].

В целом приведенные данные свидетельствуют 
о принципиальной способности GC влиять на глико-
зилированные компоненты ткани головного мозга 
на уровне как экспрессии их коровых белков, так и био-
синтеза их углеводных цепей. Повышение содержания 
ГАГ и изменение соотношения их различных классов 
(одновременное увеличение уровня ГС и снижение 
уровня ХС) могут привести к формированию специ-
фических внеклеточных ниш, способствующих разви-
тию различных патологических процессов в головном 
мозге. Согласно пилотным данным корреляционного 
анализа, изменения экспрессии генов, кодирующих 
коровые белки ПГ и ферменты биосинтеза ГАГ, могут 
осуществляться через GR, что позволяет предложить 
новый молекулярный механизм регуляции экспрессии 
ПГ в клетках и тканях.

ЗаКЛючЕНИЕ
В целом полученные данные свидетельствуют 

о том, что даже однократное применение Dex оказы-
вает влияние на молекулярные характеристики ткани 
головного мозга мышей, в частности гликозилиро-
ванные макромолекулы ВКМ. Если воздействие этого 
препарата на экспрессию коровых белков ПГ носит 
кратковременный характер и быстро возвращается 
к нормальным показателям, то изменения в содержании 
общих и высокосульфатированных ГАГ имеют более ста-
бильный характер, усиливаясь к 7–10-м суткам после 
введения Dex экспериментальным животным. Такие 
изменения могут вносить значительный вклад в струк-
турно-функциональные характеристики ВКМ головного 
мозга и способствовать его трансформации в патологи-
ческое или проопухолевое микро окружение.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36555315/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36555315/
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Молекулярные маркеры ответа 
на периоперационную химиотерапию 
при местно-распространенном раке желудка

К. А. Оганян1, А. А. Мусаелян1, 2, С. В. Лапин1, Т. В. Купенская1, А. А. Свечкова1, М. А. Беляев1,  
А. А. Захаренко1, С. В. Орлов1, 2

1ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И. П. Павлова»  
Минздрава России; Россия, 197022 Санкт-Петербург, ул. Льва Толстого, 6–8; 
2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинской приматологии»; Россия, Краснодарский край, Адлерский р-н, 
354376 Сочи, с. Веселое, ул. Мира, 177

К о н т а к т ы : карина амбарцумовна Оганян oganyan_karina@bk.ru

Введение. периоперационная химиотерапия по схеме FLOT улучшает прогноз у пациентов с местно-распространен-
ным раком желудка (РЖ). Однако более чем в 50 % случаев новообразование нечувствительно к данной терапии, 
что, в свою очередь, обусловливает токсичность и отсрочку оперативного вмешательства. Определение молекуляр-
но-генетических предикторов ответа на химиотерапию в режиме FLOT является важной задачей, поскольку позволит 
оптимизировать подходы к лечению пациентов с местно-распространенным резектабельным РЖ.
Цель исследования – оценка клинико-морфологических особенностей микросателлитной нестабильности, ампли-
фикации гена HER2, изменения копийности генов, а также их взаимосвязи с ответом на периоперационную химио-
терапию в режиме FLOT у больных местно-распространенным РЖ.
Материалы и методы. в ретроспективное исследование включены 185 пациентов, у которых исследован статус 
HER2 и микросателлитной нестабильности. из них 45 пациентов с РЖ T2–4N1–2M0, которым проведены субтоталь-
ная резекция желудка или гастрэктомия с лимфаденэктомией D2 и химиотерапия в режиме FLOT. Определение ми-
кросателлитной нестабильности проводилось путем фрагментного анализа, амплификации гена HER2 методом 
флуоресцентной гибридизации in situ (fluorescence in-situ hybridization, FIsH). Также у 19 больныx проанализиро-
ваны изменения копийности генов KRAS, FGFR1, FGFR2, EGFR, MET, MYC, CCND1 с использованием метода мультиплекс-
ной лигазозависимой амплификации зондов (multiplex ligation-dependent probe amplification, MLPA).
Результаты. микросателлитная нестабильность выявлена в 4,8 % (9 / 185) случаев РЖ. показана ее взаимосвязь 
с пожилым возрастом (p = 0,005), низкой степенью дифференцировки (р = 0,011), наличием опухоль-инфильтриру-
ющих лимфоцитов (р = 0,0004) и высоким предоперационным уровнем cA 72–4 (р = 0,025). Распространенность 
амплификации HER2 составила 7,5 % (14 / 185) и была ассоциирована с низкой степенью дифференцировки (p = 0,048) 
и метастазированием в регионарные лимфатические узлы (р = 0,037). у пациентов с HER2-положительным РЖ 
(HER2 – human epidermal growth factor receptor 2), получавших периоперационную химиотерапию в режиме FLOT 
(4 / 45), показатели выживаемости без прогрессирования были достоверно ниже, чем у больных с HER2-отрицатель-
ным РЖ: медиана составила 156 и 317 дней соответственно (отношение рисков 0,49; 95 % доверительный интервал 
0,16–1,47; p = 0,0006). у больных с амплификацией KRAS (3 / 19) эти показатели были достоверно ниже по сравнению 
с больными с ее отсутствием: медиана составила 98 и 327 дней соответственно (отношение рисков 0,29; 95 % до-
верительный интервал 0,07–1,19; p <0,0001).
Заключение. амплификации HER2 и KRAS могут служить перспективными маркерами ответа у пациентов с местно-
распространенным РЖ при проведении периоперационной химиотерапии по схеме FLOT.

Ключевые слова: предиктивные маркеры, химиотерапия по схеме FLOT, рак желудка

Для цитирования: Оганян к. а., мусаелян а. а., лапин С. в. и др. молекулярные маркеры ответа на периоперацион-
ную химиотерапию при местно-распространенном раке желудка. успехи молекулярной онкологии 2023;10(1):40–8. 
DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-40-48

Molecular markers as predictors of response to perioperative chemotherapy  
in locally advanced gastric cancer
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Introduction. Perioperative FLOT chemotherapy has improved prognosis in patients with locally advanced resectable 
gastric cancer (Gc). However, in 80 % of cases, the tumor is resistant to the therapy, resulting in unnecessary toxicity 
and delayed surgical treatment.
Aim. Evaluation of clinico-morphological patterns of microsatellite instability, HER2 gene amplification, changes in gene 
copy number and their relationship with the response to perioperative FLOT chemotherapy in patients with locally ad-
vanced resectable Gc.
Materials and methods. The retrospective study included 185 patients. All tumor samples were assessed for HER2 and 
microsatellite instability status. Among all cases there were 45 patients with locally advanced T2–4N1–2 M0 Gc, who 
underwent a total or subtotal gastrectomy with D2 lymphadenectomy and perioperative chemotherapy with FLOT. Micro-
satellite instability detection was performed using fragment analysis, HER2 gene amplification testing – fluorescent 
in situ hybridization. Also 19 patients were tested for copy number changes of the FGFR1, FGFR2, KRAS, MET, EGFR, CCND1, 
MYC genes using Multiplex ligation-dependent probe amplification. The endpoints were progression-free survival and 
objective response rate.
Results. Microsatellite instability was detected in 4.8 % (9 / 185) of Gc cases. Microsatellite instability was associated 
with advanced age (p = 0.005), low grade of differentiation (p = 0.011), presence of tumor-infiltrating lymphocytes 
(p = 0.0004), and high preoperative cA 72–4 levels (p = 0.025). Prevalence of HER2 amplification was 7.5 % (14 / 185). 
It was associated with low grade of differentiation (p = 0.048) and metastasis in regional lymph nodes (p = 0.037). PFs 
in patients with HER2-positive (HER2 – human epidermal growth factor receptor 2) Gc treated with perioperative FLOT 
chemotherapy (4 / 45) was significantly lower than in patients with HER2-negative Gc: the median was 156 and 317 days, 
respectively (hazard ratio 0.49; 95 % confidence interval 0.16–1.47; p = 0.0006). There was no correlation between the 
presence of the alteration and ORR (p = 1.0). Progression-free survival in Gc patients with KRAS amplification (3 / 19) 
was significantly lower comparing with patients without it: the median was 98 and 327 days, respectively (hazard ratio 
0.29; 95 % confidence interval 0.07–1.19; p <0.0001). There was no association between an increase in KRAS copy 
number and objective response rate (p = 1.0). For microsatellite instability and other studied markers no statistically 
significant correlation with progression-free survival and objective response rate was found (p >0.05).
Conclusion. The presence of HER2 and KRAS amplification have been shown as promising predictive markers of the treat-
ment failure in patients treated with perioperative FLOT chemotherapy for locally advanced resectable Gc.

Keywords: gastric cancer, FLOT chemotherapy, predictive markers
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ВВЕдЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) характеризуется агрессивным 

течением и занимает одну из ведущих позиций 
в структуре онкологической смертности [1]. Несмотря 
на определенный прогресс в лекарственном лечении 
данной патологии, в частности, применение химио-
терапии (ХТ) в режиме FLOT и традиционные подхо-
ды демонстрируют ограниченную эффективность 
в отношении общей выживаемости (ОВ) [2, 3].

Характерным признаком РЖ является его выра-
женная гетерогенность, поэтому важно применять 
прогностическую классификацию с целью персона-
лизированного подхода к ведению пациентов [4]. Тра-
диционные классификации на основе клинических 
и морфологических данных не обладают значитель-
ной прогностической ценностью вследствие того, что 
не отражают молекулярно-биологические особенно-
сти опухоли. Молекулярные классификации, которые 
учитывают биологию опухоли, способствуют разра-
ботке новых подходов к определению прогноза паци-
ентов и выбору терапевтических опций [5]. Одна из та-
ких классификаций была предложена экспертами 

Атласа ракового генома (Cancer Genome Atlas, TCGA). 
Она является наиболее широко изученной и включает 
следующие подтипы РЖ: микросателлитная неста-
бильность (МСН), хромосомная нестабильность, ви-
рус Эпштейна–Барр и геномная стабильность [6].

Микросателлитная нестабильность отражает нару-
шение системы репарации ошибочно спаренных нуклео-
тидов (mismatch repair system, MMR) [7]. Дефектная си-
стема MMR способствует накоплению большого 
количества неоантигенов, что приводит к появлению 
особого воспалительного микроокружения опухоли и ее 
высокой иммуногенности [8]. Это служит причиной 
того, что РЖ с МСН обладает высокой чувствительно-
стью к ингибиторам контрольных точек иммунного от-
вета [9]. В мае 2017 г. Управление по контролю над каче-
ством пищевых продуктов и лекарственных средств 
США (Food and Drug Administration, FDA) одобрило 
пембролизумаб для лечения пациентов с нерезектабель-
ными или метастатическими солидными опухолями 
с МСН, в том числе и для больных РЖ.

Амплификация гена HER2 представляет собой от-
дельную немногочисленную подгруппу РЖ, которая 
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входит в состав опухолей с хромосомной нестабиль-
ностью [6]. Статус HER2 наряду с МСН и экспрессией 
PD-L1 (programmed death-ligand 1) является маркером, 
который в настоящее время определяется в клиниче-
ской практике для таргетной терапии РЖ [10–15]. Ан-
ти-HER2-терапия (HER2 – human epidermal growth 
factor receptor 2) впервые позволила улучшить показа-
тели ОВ у пациентов с распространенным РЖ [15]. 
Помимо изменения копийности гена HER2 для под-
типа с хромосомной нестабильностью, который явля-
ется наиболее многочисленным подтипом РЖ, харак-
терны также изменения копийности других генов, 
кодирующих тирозинкиназные рецепторы, в частно-
сти, EGFR, FGFR2 и MET, в отношении которых в на-
стоящее время активно разрабатывается таргетная 
терапия [6].

Несмотря на очевидную ценность предикторов 
ответа на иммунотерапию и разработки таргетной те-
рапии, область их применения ограничена небольшим 
числом случаев заболевания с метастатическим пора-
жением с соответствующими мутациями. В ряде ис-
следований было показано, что эти альтерации могут 
иметь предиктивную значимость и в определении 
 эффективности ХТ, которая остается стандартом сис-
темной терапии [16]. В частности, в настоящее время 
периоперационная ХТ в режиме FLOT является обще-
принятым подходом к лечению местно-распростра-
ненного РЖ [17]. Однако более 50 % пациентов не-
чувст вительны к данной терапии [18]. При этом 
приходится подвергать таких больных ненужной ток-
сичности и откладывать оперативное вмешательство. 
По этому актуальным является идентификация моле-
кулярно-генетических предикторов ответа на ХТ 
по схеме FLOT, что позволит оптимизировать подходы 
к лечению пациентов с местно-распространенным РЖ.

Целью исследования является оценка клинико-
морфологических особенностей МСН, амплификации 
гена HER2, изменения копийности генов, а также 
их взаимосвязи с ответом на ХТ по схеме FLOT у па-
циентов с местно-распространенным РЖ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование включены 185 пациентов с вери-

фицированным РЖ. В каждом случае исследовали 
блоки тканей, которые были фиксированы 10 % забу-
ференным формалином, дегидратированы в изопро-
пиловом спирте и залиты в парафин. В табл. 1 пред-
ставлены клинико-морфологические данные всех 
пациентов.

У всех больных исследован статус МСН и HER2 
с последующим выявлением распространенности 
и клинико-морфологических особенностей опухоли. 
Кроме того, у 45 пациентов определено изменение ко-
пийности генов FGFR1, FGFR2, MYC, CDK6, MET, 
CCND1, EGFR, PIK3CA, KLF5 и KRAS.

Из 185 пациентов, включенных в исследование, 
у 64 заболевание было представлено местно-распро-

ст раненным резектабельным (T
любая

N+M0) РЖ. Им 
проведена субтотальная резекция желудка или гастр-
эктомия с лимфаденэктомией D2. Из них 45 пациен-
там (T3–4N+M0)

 
назначена периоперационная ХТ 

по схеме FLOT. При этом только у 19 больных, кото-
рым выполнялась ХТ в периоперационном режиме, 
было выявлено изменение копийности генов. Подроб-
ный дизайн исследования представлен на рис. 1.

Таблица 1. Клинико-морфологические данные пациентов, включенных 
в исследование

Table 1. Clinico-morphological data of patients included in the study

Показатель 
Parameter

Значение показателя 
Indicator value

Пол, n (%): 
Gender, n (%):

женщины 
female
мужчины 
male

85 (45,9)

100 (54,1) 

Возраст, лет: 
Age, years:

медиана 
(интерквартильный размах) 
median (interquartile range)
<60, n (%)
>60, n (%) 

64 (57–69)

65 (35,1)
120 (64,9) 

Локализация опухоли, n (%): 
Tumor localization, n (%):

проксимальная 
proximal
дистальная 
distal
неуточненная 
unspecified

35 (18,9)

111 (60,0)

39 (21,1) 

Стадия, n (%): 
Stage, n (%):

I–II
III–IV

41 (22,2)
144 (77,8) 

Оценка ответа на терапию проводилась путем из-
мерения размера опухоли с помощью компьютерной 
томографии согласно критериям оценки ответа со-
лидных опухолей (Response evaluation criteria in solid 
tumours 1.1, RECIST 1.1). Контрольными точками ис-
следования были частота объективных ответов (про-
цент пациентов с полным и частичным ответами после 
терапии по критериям RECIST 1.1) и выживаемость 
без прогрессирования (ВБП). Медиана наблюдения 
составила 6,1 мес.

Экстракция ДНК. Макродиссекцию образцов про-
водили с целью увеличения опухолевой клеточности 
для последующего выделения ДНК. Экстракция ДНК 
из парафиновых блоков была выполнена колоночным 
методом, как было описано ранее в работе D. I. Gomez 
и соавт. [19].

Микросателлитная нестабильность. Наличие МСН 
определялось путем фрагментного анализа с помощью 
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панели, содержащей 5 поли-А-мононуклеотидных по-
второв: NR-24, NR-27, NR-21, BAT-25, BAT-26. Усло-
вия проведения мультиплексной полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) и выбор последовательности 
праймеров для каждого мононуклеотидного маркера 
осуществляли в соответствии с работой A. Goel и со-
авт. [20]. Для ПЦР применяли реактивы из набора 
Encyclio Plus PCR kit («Евроген», Россия). Идентифи-
кация продукта, полученного в ходе ПЦР, осуществ-
лялась с помощью капиллярного электрофореза (ис-
пользовался генетический анализатор ABI PRISM 
3500 (Applied Biosystems, США)). Впоследствии полу-
ченные данные были проанализированы с исполь-
зованием программного обеспечения GeneMarker 

(SoftGenetics, США). Микросателлитный маркер счи-
тали нестабильным, если его размер отличался 
от контрольного образца (неопухолевой ткани) более 
чем на 2 нуклеотида. В случае присутствия ≥2 неста-
бильных маркеров из 5 исследуемых определялось на-
личие МСН в образце опухоли согласно рекоменда-
циям Европейского общества медицинской онкологии 
(European Society for Medical Oncology, ESMO). В слу-
чае наличия <2 нестабильных маркеров считалось, 
что геном опухоли не имеет МСН [21].

Изменение копийности генов. Для определения ста-
туса HER2 использовали метод флуоресцентной ги-
бридизации in situ (fluorescence in-situ hybridization, 
FISH) в соответствии с рекомендациями Американ-
ского общества клинической онкологии / Колледжа 
американских патологов (American Society of Clinical 
Oncology, ASCO / College of American Pathologists, CAP) 
(2018). Изменение копийности генов FGFR1, FGFR2, 
MYC, CDK6, MET, CCND, EGFR, PIK3CA, KLF5, KRAS 
выявляли с помощью метода мультиплексной лигазо-

зависимой амплификации зондов (multiplex ligation-
dependent probe amplification, MLPA) c использовани-
ем набора SALSA P458 Gastric Cancer (MRC, 
Нидерланды) согласно рекомендациям производителя 
c последующей детекцией продуктов фрагментного 
анализа с использованием генетического анализатора 
ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, США) 
(капиллярный электрофорез).

Статистический анализ. Статистическая обработка 
результатов проводилась с помощью программы 
GraphPad Prism (версия 9.3.1, GraphPad Software Inc., 
США). Для анализа количественных признаков, ко-
торые в исследовании представлены отклонением 
от нормального распределения, использовали U-кри-
терий Манна–Уитни, качественных признаков – точ-
ный тест Фишера. Исследование показателей выжи-
ваемости проводилось с помощью логрангового теста 
и моделирования методом Каплана–Майера. Результа-
ты считались статистически значимыми при p <0,05.

РЕЗУЛьТаТы
Особенности микросателлитной нестабильности. 

Распространенность МСН составила 4,8 % (9 / 185) 
всех случаев РЖ (рис. 2). Средний возраст больных 
РЖ с МСН оказался равным 71 году, больных с отсут-
ствием МСН – 60 годам соответственно (p = 0,005). 
Также наличие МСН было ассоциировано с более 
низкой степенью дифференцировки опухоли: среди 
случаев c МСН опухоли со степенью дифференци-
ровки G

3–4 
составляли 88,9 % (8 / 9), тогда как среди 

образцов с отсутствием МСН низкодифференциро-
ванные и недифференцированные опухоли наблюда-
лись в 42,0 % (74 / 176) случаев (р = 0,011). Микроса-
теллитная нестабильность была связана с наличием 

Рис. 1. Дизайн исследования. МСН – микросателлитная нестабильность; MLPA – метод мультиплексной лигазозависимой амплификации зондов; 
РЖ – рак желудка; ХТ – химиотерапия
Fig. 1. Study design. MSI – microsatellite instability; MLPA – multiplex ligation-dependent probe amplification; GC – gastric cancer; CT – chemotherapy

Включены 185 пациентов / 185 patients included
У всех определен статус HER2, МСН /  

For all patients HER2 status, MSI determined
45 пациентам выполнена MLPA /  

MPLA performed for 45 patients

Определены распространенность данных маркеров  
и клинико-морфологические особенности / Incidence of these 

markers and clinical and morphological features determined

Местно-распространенный РЖ/TлюбаяN+M0 (n = 64) /  
Locally advanced GC TanyN+M0 (n = 64)

Локализованный РЖ (n = 40) / Localized GC (n = 40)
Наличие метастазов (n = 81) / Presence of metastases (n = 81)

Периоперационно FLOT (n = 45; T3–4N+M0) /  
Perioperative FLOT (n = 45; T3–4N+M0 )

19 пациентам выполнена MLPA / MPLA performed  
for 19 patients

У всех пациентов определен статус HER2, МСН /  
For all patients HER2 status, MSI determined

хирургическое лечение (n = 3) / Surgical treatment (n = 3)
хирургическое лечение + адъювантная хТ (n = 20) /  

Surgical treatment + adjuvant CT (n = 20)

Определены предиктивные маркеры ответа на хТ  
в режиме FLOT / Predictive markers for response  

to FLOT regimen CT determined
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опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов (ОИЛ): дан-
ный феномен встречался в 66,7 % (6 / 9) опухолей 
с МСН и в 12,5 % (22 / 176) без нее (р = 0,0004). Образ-
цы с наличием МСН также характеризовались бо-
лее высоким предоперационным уровнем CA 72–4 
(р = 0,025): его среднее значение в группе МСН соста-
вило 24,6 ед / мл, а в группе без МСН – 5,2 ед / мл.

Не было выявлено статистически значимых раз-
личий между статусом МСН и стадией заболевания, 
полом, категориями T и N, наличием периневральной 
и лимфоваскулярной инвазий (p >0,05). В табл. 2 от-
ражены клинико-морфологические данные пациентов 
с РЖ в зависимости от статуса МСН.

Особенности амплификации гена HER2. Амплифи-
кация гена HER2 была обнаружена в 7,5 % (14 / 185) 
случаев РЖ. Она была ассоциирована с более низкой 
степенью дифференцировки опухоли. Среди образцов 
c наличием амплификации опухоли G

3–4 
составляли 

71,4 % (10 / 14), тогда как среди образцов с ее отсутст-
вием – 42,0 % (72 / 171) (p = 0,048). Также амплифика-
ция HER2 характеризовалась метастазированием в ре-
гионарные лимфатические узлы: их поражение 
наблюдалось в 92,9 % (13 / 14) случаев с наличием дан-
ной амплификации и в 70,0 % (120 / 171) случаев без 
альтерации (р = 0,037).

Не обнаружено статистически значимых различий 
между амплификацией HER2 и такими характеристи-
ками, как возраст, локализация первичной опухоли, 
стадия, локализация метастазов, категория Т, наличие 
муцинозного компонента, ОИЛ, перстневидных кле-
ток, Крон-подобной реакции, лимфоваскулярной 
инвазии (p >0,05). В опухолевых образцах не было об-
наружено сосуществования МСН и HER2. В табл. 3 
представлены клинико-морфологические данные па-
циентов с РЖ в зависимости от статуса HER2.

Особенности изменения копийности генов. У 45 па-
циентов c РЖ исследованы изменения копийности 
генов. Наличие амплификации KRAS обнаружено 
в 8,0 % (4 / 45) случаев, FGFR2 – в 6,6 % (3 / 45), а уве-
личение копийности CCND1 – в 4,0 % (2 / 45). Не было 
достоверной взаимосвязи между наличием данных 
альтераций и такими клинико-морфологическими 

Рис. 2. Распространенность микросателлитной нестабильности 
(МСН) и амплификации гена HER2 у пациентов с раком желудка
Fig. 2. Prevalence of microsatellite instability (MSI) and HER2 gene ampli-
fication in patients with gastric cancer

  HER2+

  МСН+ / MSI+

  HER2–

7,5 %

87,7 %

4,8 %

Таблица 2. Сравнение основных клинико-морфологических харак-
теристик пациентов с раком желудка в зависимости от статуса 
микросателлитной нестабильности (МСН)

Table 2. Comparison of main clinical and morphological data of patients 
with gastric cancer depending on the status of microsatellite instability (МSI)

Показатель 
Parameter

МСН+, 
абс. (%) 
(n = 9) 

MSI+, abs. (%) 
(n = 9) 

МСН– , 
абс. (%) 
(n = 176) 

MSI– , abs. (%) 
(n = 176) 

p

Пол, n (%): 
Gender, n (%):

женский 
female
мужской 
male

6 (66,7)

3 (33,3) 

78 (44,3)

98 (55,7) 

0,304

Медиана возраста, лет 
Median age, years

71 60 0,005

Классификация 
по Lauren, n (%): 
Lauren classification, n (%):

кишечный тип 
intestinal type
диффузный тип 
diffuse type

0 (0,0)

9 (100,0) 

56 (31,8)

120 (68,2) 

0,059

Стадия, n (%): 
Stage, n (%):

I–II
III–IV

1 (11,1)
8 (88,9) 

40 (22,7)
136 (77,3) 

0,686

Степень дифферен-
цировки, n (%): 
Grade, n (%):

G
1–2

G
3–4

1 (11,1)
8 (88,9) 

102 (57,9)
74 (42,1) 

0,011

Наличие опухоль- 
инфильтрирующих 
лимфоцитов, n (%): 
Tumor-infiltrating 
lymphocytes, n (%):

да 
yes
нет 
no

6 (66,7)

3 (33,3) 

22 (12,5)

154 (87,5) 

0,0004

Наличие перстневид-
ных клеток, n (%): 
Presence of singlet ring 
cells, n (%):

да 
yes
нет 
no

4 (44,4)

5 (55,6) 

40 (22,7)

136 (77,3) 

0,219

Наличие отдаленных 
метастазов, n (%): 
Presence of distant 
metastases, n (%):

да 
yes
нет 
no

2 (22,2)

7 (77,8) 

79 (44,9)

97 (55,1) 

0,303

Примечание . Здесь и в табл. 3: жирным шрифтом выделены 
статистически значимые различия. 
Note . Here and in Table. 3: statistically significant differences are 
highlighted in bold.
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особенностями, как возраст, локализация опухоли, 
стадия заболевания, категория Т, поражение лимфа-
тических узлов, степень дифференцировки, наличие  
лимфоваскулярной инвазии, муцинозного компонен-
та, ОИЛ, перстневидных клеток, Крон-подобной ре-
акции (p >0,05).

Предиктивные маркеры ответа на химиотерапию 
в режиме FLOT. Не было показано взаимосвязи между 
ВБП, наличием объективного ответа и такими клини-
ко-морфологическими особенностями, как возраст, 
локализация первичной опухоли, степень дифферен-
цировки, наличие муцинозного компонента, ОИЛ, 
перстневидных клеток, Крон-подобной реакции, лим-
фоваскулярной инвазии (p >0,05).

Распространенность амплификации HER2 у паци-
ентов, получавших ХТ в режиме FLOT, составила 
8,9 % (4 / 45). Не наблюдалось взаимосвязи этой альте-
рации с объективным ответом (p = 1,0). При проведе-
нии ХТ по схеме FLOT у пациентов с РЖ с амплифи-
кацией гена HER2 ВБП была достоверно ниже, 
чем у больных с отсутствием данной амплификации: 
медиана ВБП составила 156 и 317 дней соответственно 
(отношение рисков (ОР) 0,49; 95 % доверительный 
интервал (ДИ) 0,16–1,47; p = 0,0006) (рис. 3).

Распространенность амплификации KRAS у боль-
ных РЖ, получавших периоперационную ХТ, состави-
ла 15,8 % (3 / 19). Не отмечалось ассоциации между 
увеличением копийности этого гена и наличием объ-
ективного ответа (p = 1,0). У пациентов с наличием 
амплификации KRAS (3 / 19) показатели ВБП были 
достоверно ниже по сравнению с аналогичными по-
казателями у пациентов без данной амплификации: 
медиана ВБП составила 98 и 327 дней соответственно 
(ОР 0,29; 95 % ДИ 0,07–1,19; p <0,0001) (рис. 4).

При проведении периоперационной ХТ в отноше-
нии МСН и других исследованных маркеров (измене-
ния копийности генов FGFR1, FGFR2, MYC, CDK6, 
MET, CCND1, EGFR, PIK3CA, KLF5) не было выявлено 
связи с ВБП, а также с частотой объективного ответа 
на лечение (p >0,05).

Таблица 3. Сравнение основных клинико-морфологических данных 
пациентов с раком желудка в зависимости от статуса HER2

Table 3. Comparison of main clinical and morphological data of patients 
with gastric cancer depending on the status of HER2

Показатель 
Parameter

HER2+, 
абс. (%) 
(n = 14) 
HER2+,  

abs. (%) (n = 14) 

HER2–, 
абс. (%) 
(n = 171) 
HER2–,  

abs. (%) (n = 171) 

p

Пол, n (%): 
Gender, n (%):

женский 
female
мужской 
male

4 (28,6)

10 (71,4) 

80 (46,8)

91 (53,2) 

0,266

Медиана возраста, лет 
Median age, years

62 65 0,786

Классификация 
по Lauren, n (%): 
Lauren classification, n (%):

кишечный тип 
intestinal type
диффузный тип 
diffuse type

6 (42,8)

8 (57,2) 

50 (29,2)

121 (70,8) 

0,364

Поражение регио-
нарных лимфатиче-
ских узлов:
N0
N+

1 (7,1)
13 (92,9) 

51 (29,8)
120 (70,2) 

0,037

Стадия, n (%): 
Stage, n (%):

I–II
III–IV

3 (21,4)
11 (78,6) 

38 (22,2)
133 (77,8) 

1,0

Степень дифферен-
цировки, n (%): 
Grade, n (%):

G
1–2

G
3–4

4 (28,6)
10 (71,4) 

99 (57,9)
72 (42,1) 

0,048

Наличие опухоль- 
инфильтрирующих 
лимфоцитов, n (%): 
Tumor-infiltrating 
lymphocytes, n (%):

да 
yes
нет 
no

2 (14,3)

12 (85,7) 

26 (15,2)

145 (84,8) 

1,0

Наличие перстневид-
ных клеток, n (%): 
Presence of singlet ring 
cells, n (%):

да 
yes
нет 
no

1 (7,1)

13 (92,9)

43 (25,2)

128 (74,8)

0,193

Наличие отдаленных 
метастазов, n (%): 
Presence of distant 
metastases, n (%):

да 
yes
нет 
no

6 (42,9)

8 (57,1) 

75 (43,9)

96 (56,1) 

1,0
Рис. 3. Выживаемость без прогрессирования в зависимости от HER2-ста-
туса у больных местно-распространенным раком желудка, получавших 
периоперационную химиотерапию в режиме FLOT
Fig. 3. Progression-free survival by HER2 status in patients with locally advan-
ced resectable gastric cancer receiving perioperative FLOT chemotherapy

0         100      200       300      400      500       600      700      800       900
Время, дни / Time, days

%

100

50

0

HER2+
HER2–



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  1
, 

2
0

2
3

46 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT ТОМ 9 / VOL. 9

ОбСУждЕНИЕ
В нашем исследовании на группе российских 

больных были проанализированы клинико-морфоло-
гические свойства МСН, амплификации гена HER2, 
изменения копийности генов, характерных для хро-
мосомной нестабильности, а также их взаимосвязь 
с проводимой ХТ.

По данным нашего исследования распространен-
ность МСН при РЖ составила 5,1 %. При этом, со-
гласно данным исследований ряда зарубежных авто-
ров, распространенность данного феномена при РЖ 
значительно варьирует и составляет 8–25 %, что мо-
жет быть обусловлено популяционными особенностя-
ми [22–24]. Мы обнаружили, что опухоли с МСН чаще 
встречаются у более пожилых пациентов. Также нали-
чие данной характеристики в нашем исследовании 
было ассоциировано с ОИЛ. Аналогичные результаты 
были показаны в работе A. Bermúdez и соавт. [25, 26]. 
Нами было продемонстрировано, что наличие МСН 
ассоциировано с более низкой степенью дифферен-
цировки опухоли. Стоит отметить, что такая взаимо-
связь ранее описана в литературе не была, что может 
быть обусловлено преобладанием в нашей выборке 
пациентов с диффузным подтипом опухоли по клас-
сификации Lauren, который характеризуется более 
низкой степенью дифференцировки [25, 26].

Амплификация гена HER2 в нашем исследовании 
была обнаружена в 8,8 % случаев РЖ. В ряде зарубеж-
ных работ показана значительная вариация распро-
страненности данного маркера, которая составля-
ла 6–38 % [27, 28]. Амплификация гена HER2 была 
ассоциирована с наличием более низкой степени диф-

ференцировки и поражением регионарных лимфати-
ческих узлов, что аналогично данным некоторых за-
рубежных исследований [27–30]. Также в ряде работ 
показана связь между наличием амплификации HER2 
и такими характеристиками, как мужской пол, прок-
симальная локализация опухоли, наличие отдаленных 
метастазов, обнаружение опухоли на поздних стадиях 
[29, 31]. Данные различия могут быть обусловлены не-
большой группой пациентов, у которых обнаружена 
амплификация гена HER2.

В настоящее время более 50 % пациентов являют-
ся резистентными к стандартному подходу в лечении 
резектабельного местно-распространенного РЖ – пе-
риоперационной ХТ в режиме FLOT. Поэтому необ-
ходима разработка предиктивных маркеров ответа 
на данное лечение с целью повышения ее эффектив-
ности. В нашем исследовании впервые было показано, 
что наличие амплификации HER2 и KRAS связано 
с неэффективностью периоперационной ХТ в режиме 
FLOT у пациентов с местно-распространенным РЖ. 
Возможным объяснением такой взаимосвязи является 
то, что оба маркера ассоциированы с агрессивным те-
чением заболевания независимо от подхода к лечению 
[32–35]. В частности, в систематическом обзоре, в ко-
тором проводился анализ 42 публикаций с общим чи-
слом пациентов 12 749, было показано, что наличие 
амплификации гена HER2 ассоциировано с низкими 
показателями ОВ [33].

Такой подход позволит увеличить вероятность эф-
фективности данной терапии, обеспечит наилучшее 
соотношение между риском развития нежелательных 
явлений и пользой для пациента. Главным ограниче-
нием нашего исследования является малый объем вы-
борки [36].

В настоящее время разрабатываются подходы 
к повышению эффективности терапии у больных с ам-
плификацией HER2 [37]. Однако добавление анти-
HER2-антител, в частности трастузумаба, ассоцииро-
вано с высокой токсичностью [38]. Перспективным 
подходом для лечения данной группы больных явля-
ется применение новой группы анти-HER2-препара-
тов (конъюгатов), которые при метастатическом РЖ 
продемонстрировали высокую эффективность с при-
емлемой токсичностью [39].

ЗаКЛючЕНИЕ
Идентификация молекулярных биомаркеров от-

вета на периоперационную ХТ в режиме FLOT позво-
лит точно прогнозировать химиочувствительность 
у пациентов с местно-распространенным РЖ.

0                         100                       200                       300                     400
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Рис. 4. Выживаемость без прогрессирования в зависимости от ста-
туса KRAS у больных местно-распространенным раком желудка, по-
лучавших периоперационную химиотерапию в режиме FLOT
Fig. 4. Progression-free survival by KRAS status in patients with locally 
advanced gastric cancer receiving perioperative FLOT chemotherapy
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Профиль экспрессии микроРНК в изолированных 
циркулирующих опухолевых клетках 
при колоректальном раке

О. И. Кит1, И. А. Новикова1, Н. Н. Тимошкина1, Д. Ю. Гвалдин1, А. А. Пушкин1, О. Ю. Каймакчи2,  
А. А. Маслов1, А. В. Шапошников1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия, 
344037 Ростов-на-Дону, 14-я линия, 63; 
2ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, 344022 Ростов-на-Дону, 
Нахичеванский пер., 29

К о н т а к т ы : антон андреевич пушкин anton.a.pushkin@gmail.com

Введение. колоректальный рак – часто диагностируемое заболевание, занимающее 3-е место среди онкологических 
заболеваний как по частоте встречаемости, так и по смертности. Сегодня внимание исследователей сосредоточено 
на разработке более доступных и надежных биомаркеров колоректального рака для преодоления ограничений 
в диагностике и прогнозе течения данной патологии.
Цель исследования – изучение особенностей экспрессии микроРНк в циркулирующих опухолевых клетках (цОк) 
пациентов с колоректальным раком.
Материалы и методы. в исследование включены образцы крови от 299 больных раком ободочной кишки II (T3–4N0M0), 
III (T1–4N1–2M0) и IV (T1–4N0–2M1) стадий. циркулирующие опухолевые клетки были отобраны с помощью сис-
темы детекции маркера EpcAM. методом полимеразной цепной реакции исследована относительная экспрессия 
микроРНк hsa-let-7i-5p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-92a-3p 
в цОк.
Результаты. положительный статус цОк выявлен у 188 (62,9 %) из 299 больных, отрицательный – у 111 (37,1 %). 
в группе больных с опухолями pT1–2 преобладали пациенты, у которых не были обнаружены цОк (53,3 %). у осталь-
ных пациентов с заболеванием pT1–2 цОк оказалось в 1,2 и 4,4 раза меньше, чем у пациентов с заболеванием pT3 
и pT4 соответственно. при pT4 1–3 цОк встречались в 2,7 и 1,7 раза, а 3 цОк – в 1,4 раза чаще по сравнению 
с pT1–2 и pT3 соответственно (p ≤0,05). Наличие метастатического поражения в 2,1 раза повышает вероятность 
выявления цОк: при метастазах >3 цОк обнаруживаются в 60,1 раза чаще, чем при M0 (p ≤0,05). экспрессия микроРНк 
hsa-miR-143-3p и hsa-miR-26a-5p в цОк у пациентов с колоректальным раком III стадии была ниже, чем у пациентов 
с заболеванием II стадии, в 2,5 и 5 раз (p <0,05) соответственно, а экспрессия hsa-miR-21-5p и hsa-miR-92a-3p – выше 
в 3,2 и 3 раза (p <0,05) соответственно. в цОк больных колоректальным раком IV стадии уровень относительной 
экспрессии hsa-miR-143-3p и hsa-miR-26a-5p оказался ниже в 4,6 и 5,3 раза соответственно (p <0,05) по сравнению 
с уровнем экспрессии при заболевании II стадии, а уровень экспрессии hsa-miR-126-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-
25-3p и hsa-miR-92a-3p – выше в 2,6; 4,6; 2,6 и 5,0 раз соответственно (p <0,05) (результаты статистически значимы).
Заключение. уровень экспрессии микроРНк в цОк может быть использован для дифференциальной диагностики 
наличия регионарных и отдаленных метастазов.

Ключевые слова: колоректальный рак, циркулирующие опухолевые клетки, микроРНк

Для цитирования: кит О. и., Новикова и. а., Тимошкина Н. Н. и др. профиль экспрессии микроРНк в изолированных 
циркулирующих опухолевых клетках при колоректальном раке. успехи молекулярной онкологии 2023;10(1):49–56. 
DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-49-56

MicroRNA expression profile in isolated circulating tumor cells in colorectal cancer
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Introduction. colorectal cancer is a frequently diagnosed disease being in the third place among oncological diseases 
both in incidence and mortality. currently, researchers focus on development of more accessible and reliable biomarkers 
of colorectal cancer to overcome the problems in diagnosis and progression prognosis of this pathology.
Aim. To investigate characteristics of microRNA expression in circulating tumor cells (cTc) of patients with colorectal 
cancer.
Materials and methods. The study included blood samples from 299 patients with colon cancer, stages II (T3–4N0M0), 
III (T1–4N1–2M0) and IV (T1–4N0–2M1). circulating tumor cells were identified using EpcAM marker detection system. 
Relative expression of hsa-let-7i-5p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-26a-5p, 
hsa-miR-92a-3p micro RNA in cTc was measured using polymerase chain reaction.
Results. Positive cTc status was observed in 188 (62.9 %) of 299 patients, negative in 111 (37.1 %). In the patient 
group with pT1–2 tumors, the majority of patients did not have cTc (53.3 %). In other patients with pT1–2 disease, the 
number of cTc was 1.2 and 4.4 times lower than in patients with pT3 and pT4 disease, respectively. In pT4, 1–3 cTc were 
found 2.7 and 1.7 times more frequently, 3 cTc 1.4 times more frequently than in pT1–2 and pT3, respectively (p ≤0.05). 
Presence of metastatic lesions increases the probability of cTc detection by the factor of 2.1: in metastases, >3 cTc were 
observed 60.1 times more frequently than in M0 (p ≤0.05). Expression of hsa-miR-143-3p and hsa-miR-26a-5p microRNA 
in cTc of patients with stage III colorectal cancer was respectively 2.5 and 5 times lower than in patients with stage II 
disease (p <0.05) and expression of hsa-miR-21-5p and hsa-miR-92a-3p microRNA was respectively 3.2 and 3 times 
higher (p <0.05). In cTc of patients with stage IV colorectal cancer, the relative level of expression of hsa-miR-143-3p 
and hsa-miR-26a-5p was respectively 4.6 and 5.3 times lower (p <0.05) compared to the level of expression in stage II 
disease, and hsa-miR-126-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-25-3p and hsa-miR-92a-3p expression levels were respectively 
2.6, 4.6, 2.6 and 5.0 times higher (p <0.05) (statistically significant results).
Conclusion. The level of microRNA expression in cTc can be used for differential diagnosis of regional and distant me-
tastases.

Keywords: colorectal cancer, circulating tumor cells, miRNA

For citation: Kit O. I., Novikova I. A., Timoshkina N. N. et al. MicroRNA expression profile in isolated circulating tumor 
cells in colorectal cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(1):49–56. 
(In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-49-56

ВВЕдЕНИЕ
Колоректальный рак (КРР) – распространенное 

заболевание, занимающее 3-е место среди онкологи-
ческих нозологий как по частоте встречаемости, так 
и по смертности [1]. В развитых странах, где данное 
заболевание диагностируется особенно часто, реали-
зуется программа скрининга для пациентов, входящих 
в группу риска (возраст старше 50 лет, наличие наслед-
ственного синдрома) [2]. Методы скрининга включают: 
1) анализ стула на наличие крови (анализ кала на скры-
тую кровь с гваяковой кислотой или иммунохимический 
тест кала) [3]; 2) эндоскопические исследования (ректо-
скопия или колоноскопия) [4]; 3) компьютерную томо-
графическую колонографию, которая является менее 
инвазивным методом. Наиболее надежный подход осно-
вывается на исследовании биопсийного материала опу-
холи. Однако полученные результаты могут не содержать 
полную информацию об опухолевой ткани в связи с ее 
неоднородностью как в пространственном, так и во вре-
менном контексте. К тому же исследование занимает 
довольно много времени [5], а процедура биопсии ткани 
иногда ассоциирована с осложнениями – болевыми 
ощущениями, кровотечением, инфекциями или перфо-
рациями. Сообщается, что в результате скрининга 
или диагностики с использованием колоноскопии об-
щая частота нежелательных явлений составляет около 
2,8 случая на 1000 наблюдений [6].

Стоит отметить, что методы визуализации или био-
псийные исследования не обладают удовлетворитель-
ными показателями чувствительности и специфич-

ности для достоверного прогноза риска развития 
рецидивирования или терапевтического ответа [7]. 
Сегодня внимание исследователей сосредоточено 
на разработке более доступных и надежных биомар-
керов КРР для преодоления ограничений в диагности-
ке и прогнозе течения данной патологии.

Для поиска биомаркеров используют кровь, мочу, 
спинномозговую жидкость, кал и слюну [8]. В отно-
шении скрининга, диагностики, лечения КРР, прогно-
зирования и оценки терапевтического ответа при дан-
ной патологии в качестве наиболее перспективных 
диагностических, прогностических и терапевтических 
мишеней рассматривают циркулирующие опухолевые 
клетки (ЦОК), циркулирующую опухолевую ДНК 
(цоДНК) и микроРНК.

Циркулирующие опухолевые клетки были впервые 
описаны австралийским врачом Т. Эшвортом в крови 
умершего пациента [9]. Они происходят как из пер-
вичных опухолей, так и из метастатических очагов. 
Существуют различные биологические фенотипы 
ЦОК: эпителиальные, мезенхимальные, стволоподоб-
ные или смешанные [10, 11]. Циркулирующие опухо-
левые клетки присутствуют в крови в очень малых 
количествах, значительно уступая по количеству дру-
гим клеткам, особенно лейкоцитам.

Присутствие ЦОК в крови коррелирует с процес-
сом метастазирования. Опухолевые клетки попадают 
в кровеносное русло путем эпителиально-мезенхи-
мального перехода (ЭМП), где они демонстрируют 
свойства стволовых клеток [12], а затем проникают 
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в отдаленные органы с помощью мезенхимально-эпи-
телиального перехода (МЭП). Циркулирующие опухо-
левые клетки могут иметь маркеры либо ЭМП (напри-
мер N-кадгерин), либо МЭП (например Е-кадгерин) 
[13, 14]. Кроме того, чтобы циркулировать в кровото-
ке, эти клетки должны избегать обнаружения иммун-
ной системой [15].

Циркулирующие опухолевые клетки способны не-
сти некоторую информацию об опухоли и использо-
ваться для исследования белков и нуклеиновых кислот 
(ДНК, РНК). Таким образом, можно применять цито-
логические и молекулярно-биологические методы 
исследований этих клеток для решения актуальных 
задач онкоколопроктологии.

По сравнению с уже установленной императивной 
ролью микроРНК в опухолевой ткани, а также цирку-
лирующих микроРНК в плазме или сыворотке, об экс-
прессии микроРНК в ЦОК известно намного меньше. 
Более того, исследования микроРНК ЦОК находятся 
на самых начальных этапах. Таким образом, цель дан-
ной работы – исследование особенностей экспрессии 
микроРНК в ЦОК пациентов с КРР.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Характеристика исследуемых групп. В исследование 

включены данные о 299 больных раком ободочной 
кишки II стадии (T3–4N0M0; n =110) с неблагопри-
ятными факторами прогноза (низкая степень диффе-
ренцировки, лимфоваскулярная / периневральная 
инвазия), III стадии (T1–4N1–2M0; n =88) и IV стадии 
(T1–4N0–2M1; n =101), находившихся на лечении 
в Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н. Н. Блохина Минздрава Рос-
сии с 2012 по 2016 г. Возраст пациентов варьировал 
от 42 до 86 лет (средний возраст 64,2 ± 1,7 года). До-
стоверных различий в среднем возрасте больных с за-
болеванием разных стадий выявлено не было. У боль-
ных КРР II стадии этот показатель составил 62,8 ± 
1,9 года, III стадии – 66,2 ± 1,8 года, IV стадии – 64,6 ± 
2,0 года. Стадирование пациентов проводилось в со-
ответствии с 8-м изданием международной классифи-
кации Tumor, Nodus and Metastasis (TNM) [16].

Детекция и сепарация циркулирующих опухолевых 
клеток. Детекцию ЦОК проводили с использованием 
системы Veridex CellSearch™ (JanssenDiagnostics, США) 
с учетом рекомендаций производителя. Кровь в объе-
ме 8–10 мл отбирали в пробирки СellSave Preservative 
Tube, содержащие антикоагулянт этилендиаминтетра-
уксусную кислоту (ЭДТА), а также реагент для сохра-
нения жизнеспособности опухолевых клеток. Забор 
крови осуществляли до проведения оперативного вме-
шательства. Для выявления ЦОК клетки иммуномаг-
нитно обогащали микрочастицами железа, покрыты-
ми антителами к маркерам адгезии эпителиальных 
клеток EpCAM, CD45 и цитокератинам 8, 18, 19. Ма-
териал сканировали в анализаторе CellTracks® Analyzer II® 
(Cellsearch, США).

У ЦОК-положительных пациентов был взят до-
полнительный образец крови объемом 10 мл для сепа-
рации ЦОК и последующего молекулярного профи-
лирования с использованием набора CellSearch® 
Profile Kit (Menarini Silicon Biosystems, Италия) и сис-
темы CELLTRACKS® AUTOPREP® (Cellsearch, США) 
с учетом рекомендаций производителей. Полученные 
в результате иммуномагнитного обогащения опухоле-
вые клетки, экспрессирующие молекулу адгезии эпи-
телиальных клеток (EpCAM), без дополнительного 
окрашивания и подсчета клеток, а также после удале-
ния лейкоцитов и других компонентов крови были 
использованы для дальнейших исследований. Оценку 
различия долей качественных признаков между груп-
пами определяли с помощью критерия χ2 c непараме-
трической поправкой Мантеля–Ханзеля (метод кросс-
табуляции в программе Statistica 12).

Выделение микроРНК и оценка ее относительной 
экспрессии. Тотальную РНК выделяли с помощью на-
бора miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия) и автома-
тической станции выделения QIAcube Connect (Qia-
gen, Германия) с учетом рекомендаций производителя. 
Выделенную тотальную РНК подвергали обратной 
транскрипции, совмещенной с реакцией полиадени-
лирования. Уровень полученной комплементарной 
ДНК оценивали с помощью полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в реальном времени. Дизайн синтети-
ческих олигонуклеотидов осуществляли с использова-
нием алгоритма Balcells I [17]. Реакционная смесь для 
обратной транскрипции содержала 1х поли(А)буфер, 
10 U / мкл Reverse Transcriptase ММLV, 0,1 мМ dNTPs 
0,1 мМ АТФ, 1 μM RT-праймера, 0,5 U / мкл Poly(A)-
полимеразы и 1 мкг тотальной РНК. Смесь инкубиро-
вали 15 мин при 16 оС и 15 мин при 42 оС. Затем обрат-
ную транскриптазу инактивировали нагреванием 90 оС 
в течение 5 мин.

Уровень представленности транскриптов ми-
кроРНК определяли методом ПЦР в реальном време-
ни. Амплификацию проводили в присутствии интер-
калирующего красителя EvaGreen, 20 мкл PCR-смеси: 
1x PCR-буфер, 0,25 mМ dNTPs, 2 мM MgCl

2
, 1 ед. акт. 

Taq-DNA-полимеразы, по 500 нM прямого и обратно-
го праймеров. Для амплификации использовали сле-
дующую программу: 2 мин – 94 оС; 50 циклов: 95 оС – 
10 с, 64 оС – 20 с. Полимеразную цепную реакцию 
проводили с помощью амплификатора ДТпрайм («ДНК- 
технологии», Россия).

Уровень изменения экспрессии микроРНК (Rm) 
рассчитывали по формуле:

Rm = E-ΔΔCt.

Нормализацию результатов выполняли по рефе-
ренсным локусам (RNU6 и hsa-miR-16) и уровню экс-
прессии соответствующих микроРНК в образцах 
контрольной группы. Анализ данных по экспрессии 
микроРНК, полученных методом ПЦР в реальном 
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времени, проводился на языке программирования 
Python (библиотека SciPy) [18]: межгрупповые разли-
чия оценивали с использованием U-критерия Ман-
на–Уитни и поправки Бонферрони.

РЕЗУЛьТаТы
Частота выявления циркулирующих опухолевых 

клеток у больных раком ободочной кишки и их связь 
со стадией заболевания. Результаты исследования по-
казали, что у больных раком ободочной кишки раз-
личных стадий ЦОК выявлены в 62,9 % случаев (у 188 
из 299 пациентов) (в количестве от 1 до 402 клеток), 
тогда как отсутствие опухолевых клеток в перифери-
ческой крови больных отмечено в 37,1 % случаев 
(у 111 из 299 пациентов). В анализ были включены 
пациенты, у которых обнаружены 1–3 и >3 ЦОК. Чи-
сло больных, у которых выявлены 1–3 и >3 ЦОК, ока-
залось равным (50 %; у 94 из 188 больных). Распреде-
ление больных КРР в зависимости от уровня ЦОК 
и стадии заболевания представлено в табл. 1.

В ходе нашего исследования выявлены различия 
в уровне ЦОК в зависимости от отдельных критериев 
по классификации TNM. Полученные результаты 
представлены в табл. 2.

Согласно данным, представленным в табл. 2, 
в группе больных с опухолями pT1–2 преобладали па-
циенты, у которых не были выявлены ЦОК (53,3 % 
случаев). При pT4 характерной оказалась высокая ча-
стота обнаружения ЦОК, при этом на 7,4 % чаще 
определялись от 1 до 3 ЦОК. Вероятность выявления 
1–3 и >3 ЦОК при pT3 была одинаковой. При pT1–2 
>3 ЦОК обнаруживались несколько чаще (на 11,1 %) 
по сравнению с 1–3 ЦОК. При этом при pT4 1–3 ЦОК 
были выявлены в 2,7 и 1,7 раза чаще (p <0,05), а >3 
ЦОК – в 2,1 и 1,4 раза чаще (p ≤0,05), чем при pT1–2 
и pT3 соответственно.

В ходе исследования выявлена достоверно значи-
мая взаимосвязь метастазирования в регионарные 
лимфатические узлы и уровня ЦОК. Так, наиболее 
часто отсутствие ЦОК отмечалось при N0 (70,7 % слу-
чаев), тогда как наличие опухолевых клеток в перифе-
рической крови – при наличии поражения лимфати-
ческих узлов N1 (84,7 % случаев) и N2 (83,3 % случаев). 

При N2 >3 ЦОК обнаружены у 50 % пациентов, тогда 
как максимальная частота обнаружения 1–3 ЦОК ока-
залась характерна для N1 (46,0 % случаев). В целом 
разницы в выявлении ЦОК при различной степени 
метастатического поражения лимфатических узлов 
отмечено не было. Доля больных, у которых обнару-
жены ЦОК при отсутствии метастатического пораже-
ния лимфатических узлов, была в 2,9 и 2,8 раза мень-
ше доли больных с N1 и N2 (p ≤0,05). Наличие 
метастатического поражения в 2,1 раза повышает ве-
роятность выявления ЦОК: при метастазах >3 ЦОК 
обнаруживаются в 60,1 раза чаще, чем при M0 (p 
≤0,05). Таким образом, проведенный нами анализ 
уровня ЦОК и критериев классификации по системе 
TNM показал статистически значимую связь по всем 
исследованным параметрам (p <0,001).

Профиль экспрессии микроРНК в циркулирующих 
опухолевых клетках у больных раком ободочной кишки 
II–IV стадий. В изолированных ЦОК с помощью ПЦР 
в реальном времени была определена экспрессия 
7 микроРНК – hsa-let-7i-5p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-
143-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-26a-5p 
и hsa-miR-92a-3p. Панель микроРНК сформирована 
на основе исследования дифференциальной экспрес-
сии микроРНК в образцах тканей КРР методом сек-
венирования нового поколения (next generation se-
quencing, NGS) [19].

Результаты исследования уровня относительной 
экспрессии микроРНК в ЦОК больных раком обо-
дочной кишки разных стадий и сравнение этих пока-
зателей у пациентов с заболеванием III и IV стадий 
и II стадии представлены в табл. 3.

Экспрессия микроРНК hsa-miR-143-3p и hsa-miR-
26a-5p в ЦОК пациентов с заболеванием III стадии 
относительно экспрессии в ЦОК пациентов с заболева-
нием II стадии была ниже в 2,5 и 5 раз (p <0,05) соответ-
ственно, а экспрессия hsa-miR-21-5p и hsa-miR-92a-3p – 
выше в 3,2 и 3 раза (p <0,05) соответственно. В ЦОК 
больных КРР IV стадии аналогично относительная 
экспрессия hsa-miR-143-3p и hsa-miR-26a-5p была 
статистически значимо (p <0,05) ниже (в 4,6 и 5,3 раза 
соответственно) по сравнению с экспрессией в ЦОК 
больных КРР II стадии, а экспрессия hsa-miR-126-5p, 

Таблица 1. Распределение пациентов с колоректальным раком в зависимости от уровня циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) и стадии 
заболевания

Table 1. Distribution of patients with colorectal cancer per the level of circulating tumor cells (CTC) and disease stage

Стадия 
Stage

0 ЦОК 
0 CTC

1–3 ЦОК 
1–3 CTC

>3 ЦОК 
>3 CTC

р (χ2) 
Абс. 
Abs.

 % Абс. 
Abs.

 % Абс. 
Abs.

 %

II (n = 110) 67 60,9 23 20,9 20 18,2

p <0,001 (χ2 = 44,244) III (n = 88) 25 28,4 31 35,2 32 36,4

IV (n = 101) 19 18,8 40 39,6 42 41,6
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Таблица 2. Анализ уровня циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) в зависимости от критериев классификации Tumor, Nodus and Metastasis (TMN)

Table 2. Analysis of the level of circulating tumor cells (CTC) depending on the Tumor, Nodus and Metastasis (TNM) criteria

Характеристика 
опухоли 

Tumor characteristic

0 ЦОК 
0 CTC

1–3 ЦОК 
1–3 CTC

>3 ЦОК 
>3 CTC

р (χ2) 
Абс. 
Abs.

 % Абс. 
Abs.

 % Абс. 
Abs.

 %

Степень распространенности опухоли 
Tumor advancement stage

pT1–2 (n = 45) 24 53,3 8 17,8 13 28,9

p <0,001 (χ2 = 32,793) pT3 (n = 172) 77 44,8 47 27,3 48 27,9

pT4 (n = 82) 10 12,2 39 47,6 33 40,2

Метастазирование в регионарные лимфатические узлы 
Metastases in the regional lymph nodes

N0 (n = 116) 82 70,7 19 16,4 15 12,9

p <0,001 (χ2 = 95,834) N1 (n = 111) 17 15,3 51 46,0 43 38,7

N2 (n = 72) 12 16,7 24 33,3 36 50,0

Отдаленное метастазирование 
Distant metastases

М0 (n = 198) 108 54,6 87 43,9 3 1,5 p <0,001 (χ2 = 244,004) 

Таблица 3. Относительная экспрессия микроРНК в циркулирующих опухолевых клетках у пациентов с раком ободочной кишки

Table 3. Relative microRNA expression in circulating tumor cells of patients with colon cancer

Стадия 
Stage

МикроРНК 
microRNA

Rm p-value p
adj

III (T1–4N1–2M0) 

hsa-let-7i-5p 1,350 0,120 0,150

hsa-miR-126-5p 1,920 0,060 0,110

hsa-miR-143-3p 0,401 0,020 0,035

hsa-miR-21-5p 3,178 0,000 0,040

hsa-miR-25-3p 1,016 0,040 0,050

hsa-miR-26a-5p 0,200 0,025 0,030

hsa-miR-92a-3p 2,987 0,011 0,040

IV (T1–4N0–2M1) 

hsa-let-7i-5p 2,004 0,040 0,055

hsa-miR-126-5p 2,585 0,030 0,045

hsa-miR-143-3p 0,217 0,020 0,030

hsa-miR-21-5p 4,581 0,010 0,040

hsa-miR-25-3p 2,600 0,040 0,045

hsa-miR-26a-5p 0,190 0,040 0,050

hsa-miR-92a-3p 5,003 0,010 0,035

Примечание . Жирным шрифтом выделены статистически значимые различия показателей относительно пациентов 
с заболеванием II стадии (p

1
 <0,05). Rm – уровень изменения экспрессии; p-value – U-критерий Манна–Уитни; p

adj
 – критерий 

с поправкой на множественные сравнения. 
Note . Statistically significant differences (p

1
 <0.05) relative to patients with stage II diseases are shown in bold. Rm – level of expression change; 

p-value – Mann–Whitney U-test; p
adj

 – test with correction for multiple testing.
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hsa-miR-21-5p, hsa-miR-25-3p и hsa-miR-92a-3p – ста-
тистически значимо (p <0,05) выше (в 2,6; 4,6; 2,6 и 5,0 раз 
соответственно) по сравнению с экспрессией в ЦОК 
больных КРР II стадии (см. табл. 3). При этом экс-
прессия hsa-miR-143-3p в ЦОК пациентов с заболева-
нием IV стадии оказалась в 1,8 раза (p <0,05) ниже по 
сравнению с этим показателем у пациентов с заболе-
ванием III стадии, а экспрессия hsa-miR-92a-3p – 
в 1,7 раза (p <0,05) выше в ЦОК пациентов с заболева-
нием IV стадии по сравнению с этим показателем 
пациентов с заболеванием III стадии.

ОбСУждЕНИЕ
Метастазирование является следствием распро-

странения опухолевых клеток из первичной опухоли 
в органы-мишени. Метастатические процессы вклю-
чают рост первичной опухоли, диссеминацию пер-
вичных опухолевых клеток в кровоток, выживание 
опухолевых клеток в кровотоке, экстравазацию в ор-
ганы-мишени и образование отдаленных метастазов 
[20]. Однако рутинные диагностические методы, 
включая гистологическое исследование, визуализа-
цию с высоким разрешением и применение сыворо-
точных опухолевых маркеров, не способны предоста-
вить достаточно информации о развивающемся 
процессе метастазирования. Недавние исследования 
показали, что образование ЦОК является ключевым 
этапом метастазирования, и обнаружение ЦОК в кро-
ви больных раком с помощью иммуноцитохимических 
и молекулярных анализов может отражать метастати-
ческий процесс [21].

Несмотря на прогресс в ранней диагностике и улуч-
шение эффективности адъювантной терапии, у мно-
гих пациентов с КРР наблюдаются прогрессирование 
заболевания и возникновение рецидива [22]. Это под-
черкивает необходимость поиска прогностических 
факторов для определения индивидуального риска 
развития рецидива заболевания.

Согласно данным, представленным в табл. 1, мак-
симальное число случаев с отсутствием ЦОК наблю-
далось при заболевании II стадии (60,9 %). Этот пока-
затель был выше, чем при заболевании III и IV стадий, 
в 2,1 и 3,2 раза соответственно. Доля пациентов с КРР 
II стадии с выявленными ЦОК составила 39,1 %, тог-
да как доля пациентов с КРР III и IV стадий – 71,6 
и 81,2 % соответственно. Вероятность обнаружения 
ЦОК при заболевании IV стадии возрастала в 2,1 раза 
по сравнению с заболеванием II стадии и в 1,1 раза 
по сравнению с заболеванием III стадии. В нашем ис-
следовании среди пациентов с КРР IV стадии пре-
обладали больные с уровнем ЦОК >3; они составили 
41,6 %, что в 2,3 и 1,1 раза превышало данный показа-
тель у больных с КРР II и III стадий. Чаще всего 
1–3 ЦОК выявлялись при IV стадии заболевания. Чи-
сло больных с данной стадией КРР с таким количест-
вом ЦОК было в 1,9 раза выше по сравнению с боль-
ными с КРР II стадии. Незначительные различия 

в частоте выявления 1–3 ЦОК обнаружены при забо-
левании III и IV стадий. Мы выявили достоверно зна-
чимую связь количества ЦОК в периферической кро-
ви и стадии заболевания (p ≤0,05). Так, при увеличении 
стадии КРР отмечено повышение частоты обнаружения 
ЦОК от II к IV стадии и доли больных с >3 ЦОК.

МикроРНК, присутствующие в периферической 
крови, представляют собой либо внеклеточные цир-
кулирующие, либо ЦОК-ассоциированные молекулы. 
Многочисленные исследования продемонстрировали 
клиническую значимость циркулирующих микроРНК 
в качестве прогностических факторов, мишеней для 
лекарств и предикторов ответа на терапию у онколо-
гических больных [23].

В нашем исследовании проведено сравнение ре-
зультатов экспрессии микроРНК в ЦОК. По уровню 
экспрессии hsa-miR-26a-5p можно дифференцировать 
рак ободочной кишки с отсутствием и наличием мета-
стазов, поскольку данный показатель имеет статисти-
чески значимые различия в ЦОК. В литературе приво-
дятся прямо противоположные данные о функции этой 
микроРНК при КРР и других опухолях: одни авторы 
считают ее индуктором аутофагии, химиорезистент-
ности и рецидивирования КРР [24], другие – ингиби-
тором агрессивности клеток КРР [25]. Проонкогенные 
свойства miR-26a-5p описаны при остеосаркоме [26], 
и, напротив, свойства, ингибирующие рост и инвазию, 
показаны при раке желудка [27].

Одной из ключевых особенностей ЭМП является 
потеря целостности эпителия, осуществляемая за счет 
протеолитического расщепления матричными метал-
лопротеиназами (ММП), экспрессия которых регули-
руется hsa-miR-21-5p, hsa-miR-143-3p и hsa-miR-26a-5p. 
Известно, что hsa-miR-21-5p и hsa-miR-26a-5p поло-
жительно модулируют транскрипцию ММП-2 и ММП-14 
соответственно, тогда как hsa-miR-143-3p ингибирует 
экспрессию ММП-14 [28]. Ранее сообщалось, что hsa-
miR-21 способствовала миграции и инвазии опухо-
левых клеток за счет усиления экспрессии ММП-2 
и ММП-9 при гепатоцеллюлярной карциноме [29]. 
При этом hsa-miR-143 оказывает положительный эф-
фект: подавляя транскрипцию ММП-2 и ММП-9, она 
препятствуют миграции и инвазии опухолевых клеток, 
снижает вероятность метастазирования.

Процесс ЭМП сопровождается ремоделированием 
цитоскелета, которое частично обусловлено измене-
нием экспрессии белков эзрина, радиксина и моэзина 
(ERM) [30]. Белки ERM взаимодействуют с CD44 – 
известным маркером метастазирования, который спо-
собен связываться с внеклеточными протеогликана-
ми, версиканом и гиалуронаном и регулировать 
клеточную подвижность.

Исходя из полученных результатов, можно пред-
положить, что повышение уровней hsa-let-7i-5p, 
 hsa-miR-126-5p, hsa-miR-21-5p и hsa-miR-25-3p в со-
четании со снижением уровня hsa-miR-143-3p 
в группах больных с метастазированием и в случае 
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неблагоприятного исхода приводит к повышению экс-
прессии версикана и CD44 и интенсификации ЭМП. 
Так, в работе L. Yan и соавт. было показано, что повы-
шение уровня hsa-miR-21-5p сопряжено со сверхэкс-
прессией CD44 в келоидных кератиноцитах, инвазией 
и миграцией клеток, опосредованной ЭМП [31]. Позд-
нее S. Irani и G. Shokri обнаружили, что трансфекция 
hsa-miR-143 в клеточную культуру подавляет экспрес-
сию CD44 и препятствует ангиогенезу и пролифера-
ции опухолевых стволовых клеток плоскоклеточного 
рака полости рта [32].

ЗаКЛючЕНИЕ
МикроРНК являются важными регуляторами воз-

никновения и прогрессирования опухоли, а уровень 
их экспрессии может быть использован для прогнози-

рования течения заболевания или ответа на терапию. 
Согласно некоторым исследованиям, микроРНК уча-
ствуют в регуляции метастазирования и могут исполь-
зоваться в качестве новых биомаркеров для обна-
ружения ЦОК. В нашем исследовании отдаленное 
метастазирование характеризуется снижением экс-
прессии в ЦОК микроРНК hsa-miR-143-3p, hsa-miR-
26a-5p и повышением экспрессии hsa-miR-126-5p 
и hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-21-5p и hsa-miR-25-3p 
по сравнению с ЦОК больных без метастазов (p <0,05). 
Выявлены статистически значимые различия в уров-
нях экспрессии hsa-miR-26a-5p в ЦОК между у боль-
ных заболеванием II и III–IV стадий (p <0,05), что 
может быть использовано для дифференциальной ди-
агностики наличия регионарных и отдаленных мета-
стазов.
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Особенности транскрипционной активности 
генов в различных гистологических подтипах 
плоскоклеточного рака языка
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Введение. На протяжении последнего десятилетия рак языка сохраняет лидирующие позиции в общей структуре 
заболеваемости злокачественными опухолями головы и шеи. плоскоклеточный тип рака языка является агрессив-
ной формой и имеет клинически непредсказуемый прогноз. в настоящее время выделяют несколько гистологических 
подтипов этой патологии. поиск новых прогностических факторов, которые могли бы отражать фактическое состо-
яние опухолевой прогрессии и давать объективный прогноз развития болезни, является актуальным направлением 
исследований в молекулярной онкологии. Такими факторами могут выступать определенные транскриптомные ха-
рактеристики опухолей, определяющие особенности патогенеза в каждом конкретном случае.
Цель исследования – изучение особенностей транскрипционной активности генов в различных гистологических 
подтипах плоскоклеточного рака языка с применением биоинформационных и молекулярных подходов.
Материалы и методы. этап скринингового биоинформационного анализа выполнен с использованием интерактив-
ного веб-сервера анализа данных по экспрессии матричной РНк 9736 образцов опухолей и 8587 образцов нормаль-
ной ткани из проектов атлас ракового генома (The cancer Genome Atlas, TcGA) и Genotype-Tissue Expression (GTEx) 
с применением стандартного конвейера обработки Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA). в ходе 
основного (валидационного) этапа исследования анализировались данные 300 больных с местно-распространен-
ными злокачественными опухолями языка. уровень относительной экспрессии генов, выявленных на этапе биоин-
формационного анализа, определяли методом количественной полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени.
Результаты. в ходе биоинформационного анализа выделены 1488 генов, увеличивающих экспрессию, и 589 генов, 
уменьшающих экспрессию, при плоскоклеточном раке языка. из этих 2077 генов были выбраны 23 генетических 
локуса, наиболее сильно изменяющих экспрессию в опухолевой ткани относительно нормальной ткани языка. из них 
при валидации методом полимеразной цепной реакции только 14 изменяли свой транскрипционный профиль 
в опухолевой ткани относительно нормальной: MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, 
MAL, TGM3, IL1RN и CLU. при анализе данных с помощью полимеразной цепной реакции выявлена значительная 
гетерогенность в ряде исследованных биологических образцов. кластерный анализ позволил разделить общую 
выборку из 300 пациентов на 3 группы, различающиеся по экспрессии генов: кластер 1 (n = 90), кластер 2 (n = 101) 
и кластер 3 (n = 109), соответствующие базалоидному, акантолитическому и обычному гистологическим подтипам.
Заключение. Таким образом, в ходе исследования выявлен ряд молекулярных маркеров плоскоклеточного рака 
языка (MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU), а также транс-
крипционные особенности различных гистологических подтипов этого заболевания.

Ключевые слова: экспрессия генов, плоскоклеточный рак языка, сигнальные пути, гистологические подтипы, ме-
таллопротеиназы, остеопонтин, NADH-убихиноноксидоредуктаза, дифференцировка кератиноцитов
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ВВЕдЕНИЕ
Плоскоклеточный рак слизистой оболочки поло-

сти рта составляет 90–95 % всех злокачественных но-
вообразований этой локализации. Основную долю 
данной патологии занимают опухоли языка и дна ро-
товой полости (11 %) [1]. На протяжении последнего 
десятилетия рак языка сохраняет лидирующие пози-
ции в общей структуре заболеваемости злокачествен-
ными опухолями головы и шеи. В 2021 г. в мире от не-
го умерли более 135 тыс. человек [2].

С точки зрения биологического поведения рак 
языка считается агрессивной формой плоскоклеточ-
ного рака. Язык обладает богатой сосудистой лимфа-
тической сетью и хорошо представленной мускулату-
рой, что объясняет повышенную склонность 
плоскоклеточного рака этой локализации к инвазии 
и метастазированию [3]. В то же время данная патоло-
гия характеризуется клинически непредсказуемым 
прогнозом с учетом высокой частоты развития скры-
тых метастазов у пациентов с небольшими первичны-
ми опухолями и отсутствием клинических признаков 
метастатического заболевания [4]. Так, в ряде иссле-
дований показано, что у больных раком языка, воз-
никшим в основании языка, 5-летняя выживаемость 
составляет менее 40 %, а при остальных локализациях 
этот показатель не превышает 50 % [5].

Наиболее частым гистологическим вариантом яв-
ляется обычный тип плоскоклеточного рака языка 
(54 %) без казуистики. Эта разновидность данной па-
тологии образована неопластическими клетками 
с различной степенью дифференцировки [3]. Вторым 
по частоте встречаемости гистопатологическим под-
типом является акантолитический, который диагно-
стируется у 26 % больных. Он характеризуется лобу-
лярным / инсулярным паттерном роста с присутствием 
псевдожелезистых / псевдолюминальных пространств, 
возникающих в результате акантолиза [3]. Базалоид-
ный подтип диагностируется в 13 % случаев. Характер 
роста в данном случае вариабельный: с дольчаты-
ми / островковыми, трабекулярными, решетчатыми 
областями и гнездами опухолевых клеток. Основной 
чертой этого подтипа является наличие опухолевых 
клеток на периферии неопластических разрастаний. 
При саркоматоидном подтипе наблюдаются смешан-
ные участки обычной плоскоклеточной карциномы 
со злокачественной пролиферацией веретенообразных 
клеток. Паттерн саркоматоидной пролиферации пре-
имущественно фасцикулярный, редко сториформный; 
опухолевые клетки смешиваются с воспалительными 
клетками и редко имеют эпителиоидную морфологию. 
Веррукозный подтип рака языка характеризуется ши-
роким фронтом инвазии в подлежащий слой в виде 

C o n t a c t s : Denis sergeevich Kutilin k.denees@yandex.ru

Introduction. Over the past decade, tongue cancer has maintained a leading position in the overall structure of the 
incidence of head and neck malignant tumors. squamous cell carcinoma of the tongue is an aggressive form and has 
a clinically unpredictable prognosis. currently, there are several histological subtypes of this disease. And the search for 
new prognostic factors that could reflect the actual state of tumor progression and give an objective prognosis of disease 
development is an important research area in molecular oncology. such factors may be certain transcriptomic charac-
teristics of tumors, which determine the features of pathogenesis in each specific case.
Aim. To research genes transcriptional activity features in various histological subtypes of tongue squamous cell carci-
noma using bioinformatic and molecular approaches.
Materials and methods. The stage of screening bioinformatics analysis was performed using an interactive web server 
for analyzing data on messenger RNA expression of 9736 tumors and 8587 normal samples from the The cancer Genome 
Atlas (TcGA) and Genotype-Tissue Expression (GTEx) projects using a standard processing pipeline (GEPIA). The main 
(validation) stage of the study was performed on 300 patients with locally advanced malignant tumors of the tongue. 
The quantitative real-time polymerase chain reaction method was used to determine the values of the relative expression 
of genes identified at the stage of bioinformatic analysis.
Results. Bioinformatic analysis identified 1488 genes that increase expression and 589 genes that decrease expression 
in tongue squamous cell carcinoma. Of these 2077 genes, 23 genetic loci were selected that most strongly alter expres-
sion in tumor tissue relative to normal tissue of the tongue. Of these, when validated by polymerase chain reaction, only 
14 changed their transcriptional profile in tumor tissue relative to normal: MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, 
MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN and CLU. The analysis of polymerase chain reaction data revealed signif-
icant heterogeneity in a number of biological samples studied. cluster analysis made it possible to divide the total 
sample of 300 patients into 3 groups differing in gene expression: cluster 1 (n = 90), cluster 2 (n = 101) and cluster 3 
(n = 109), corresponding to the basaloid, acantholytic and usual histological subtypes. Thus, the study made it possible 
to identify a number of molecular markers of tongue squamous cell carcinoma (MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, 
MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3,  IL1RN and CLU), as well as to reveal the transcriptional features of various 
histological subtypes of this disease.

Keywords: gene expression, tongue squamous cell carcinoma, signaling pathways, histological subtypes, metalloprotein-
ases, osteopontin, NADH-ubiquinone oxidoreductase, keratinocyte differentiation

For citation: Kutilin D. s., Danilova A. E., Maksimov A. Yu. et al. Genes transcriptional activity features in different histo-
logical subtypes of tongue squamous cell carcinoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncol-
ogy 2023;10(1):57–78. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-57-78
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пухлых папиллярных инвагинаций утолщенного эпи-
телия с минимальной атипией. В поверхностном эпи-
телии обнаруживается гиперпаракератоз, особенно 
сильно выраженный на уровне участков инвагина-
ций [3].

Канцерогенез вообще и в рассматриваемом случае 
в частности представляет собой многоэтапный про-
цесс, модулируемый эндогенными и экзогенными 
факторами. Среди них большую роль играют регуляр-
ное употребление табака и алкоголя, а также перси-
стирующая инфекция вируса папилломы человека 
(ВПЧ) [6]. Эти факторы могут привести к широкому 
спектру генетических и эпигенетических событий, ко-
торые способствуют нестабильности генома, развитию 
и прогрессированию опухоли. Развитие и прогресси-
рование предраковых заболеваний языка обусловлены 
не только необратимыми изменениями в последова-
тельности ДНК, включая делеции, амплификации 
и мутации генов, приводящими как к активации он-
когенов, так и к инактивации генов-супрессоров опухо-
лей, но и изменениями в экспрессии генов [7–10].

Выбор метода лечения обычно зависит от клини-
ко-морфологических параметров опухоли: локализа-
ции и объема опухолевого очага, наличия метастазов 
в лимфатических узлах и степени гистологической 
дифференцировки ткани. Однако на ранних стадиях 
опухолевого процесса эти прогностические факторы 
часто неэффективны. Для выбора оптимальных мето-
дов лечения возникает потребность в дополнительных 
прогностических факторах, которые могли бы отра-
жать фактическое состояние опухолевой прогрессии 
и давать объективный прогноз развития заболевания. 
Ими могут выступать определенные транскриптомные 
характеристики опухолей, определяющие особенности 
патогенеза в каждом конкретном случае [11].

Из-за высокой смертности и низкой частоты из-
лечения плоскоклеточный рак языка представляет 
собой серьезную проблему общественного здравоох-
ранения и имеет большое индивидуальное и социаль-
но-экономическое значение [12]. Генетические поли-
морфизмы и экологические факторы риска, связанные 
с его развитием, достаточно изучены. А вот исследо-
вание транскрипционных нарушений при канцероге-
незе все еще остается важной задачей, решение которой 
даст профилактическое, диагностическое и терапев-
тическое преимущество [12].

Поэтому целью исследования стало изучение осо-
бенностей транскрипционной активности генов в раз-
личных гистологических подтипах плоскоклеточного 
рака языка с применением биоинформационных и мо-
лекулярных подходов.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Работа выполнена в Национальном медицинском 

исследовательском центре онкологии (Ростов-на-До-
ну) в период с 2019 по 2022 г. Проанализированы дан-
ные комплексного клинического и молекулярного 

обследований 300 пациентов с местно-распространен-
ными злокачественными опухолями языка.

Скрининговый биоинформационный анализ. На этом 
этапе исследования использовали интерактивный веб-
сервер анализа данных по экспрессии матричной РНК 
(мРНК) 9736 образцов опухолей и 8587 образцов нор-
мальной ткани из проектов Атлас ракового генома 
(The Cancer Genome Atlas, TCGA) и Genotype-Tissue 
Expression (GTEx) с применением стандартного кон-
вейера обработки Gene Expression Profiling Interactive 
Analysis (GEPIA), включающего ряд функций, таких 
как дифференциальный анализ экспрессии генов 
(опухоль / норма), профилирование в соответствии 
с типами опухолей или патологическими стадиями, 
анализ выживаемости пациентов, обнаружение сход-
ных генов и корреляционный анализ. Этот инструмент 
разработан сотрудниками Zhang Lab Пекинского 
университета Z. Tang, C. Li и B. Kang. Используемые 
GEPIA наборы данных RNA-Seq основаны на проек-
те UCSC Xena (http://xena.ucsc.edu) [13].

Экстракция РНК из биоптатов. Образец ткани из-
влекали из криопробирки и немедленно помещали 
в охлажденную до –20 °С ступку, гомогенизировали, 
добавляя 900 мкл реагента QIAzol (Qiagen, Германия). 
Дальнейшее выделение и очистку тотальной РНК про-
изводили с помощью набора RNeasy Plus Universal Kits 
(Qiagen, Германия) согласно инструкции производи-
теля. Препараты тотальной РНК обрабатывали ДНКа-
зой I для устранения следов геномной ДНК согласно 
протоколу производителя фермента. В полученный 
препарат тотальной РНК добавляли РНКазин до ко-
нечной концентрации в растворе 1 ед. акт. / мкл. Каче-
ство полученной РНК проверяли электрофоретиче-
ским методом в агарозном геле по соотношению 
интенсивности полос 28S и 18S рРНК [14].

Оценка уровня экспрессии генов. Для наработки 
комплементарной ДНК готовили реакционную смесь, 
содержащую 5 мкМ рандомных праймеров, 1х RT буфер, 
0,5 мМ dNTP микс, 0,5 ед. акт. / мкл RNase Inhibitor, 
5 U / мкл ReverseTranscriptase ММLV. Полученную 
смесь инкубировали при 44 °С в течение 1 ч, далее 
обратную транскриптазу инактивировали нагревани-
ем при 92 °С в течение 10 мин. Полученные препараты 
использовали в полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени [14].

Методом количественной ПЦР в режиме реального 
времени определяли величины относительной экспрес-
сии генов, выявленных на этапе биоинформационного 
анализа. При выборе референсного гена использовали 
алгоритм, описанный в работе J. Vandesompele [15], по 
нему рассчитывали величину M-value и Stability (Stabi-
lity = ln (1 / M-value)). Гены с M-value <0,5 считали иде-
альными. В качестве референсных были выбраны 2 гена: 
GAPDH (M-value = 0,071, Stability = 2,102) и ACTB 
 (M-value = 0,157, Stability = 1,761). В исследовании ис-
пользовали синтетические олигонуклеотидные прайме-
ры, представленные в табл. 1.

http://www.qiagen.com/FAQ/ProductLineLink.aspx?ProductLineId=2000719


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  1
, 

2
0

2
3

60 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT ТОМ 9 / VOL. 9

Таблица 1. Панель праймеров для определения относительной экспрессии генов

Table 1. Primer panel for determination of relative gene expression

Ген 
Gene

Последовательность праймера 5’→3’ 
Primer sequence 5’→3’

Прямой 
Forward

Обратный 
Reverse

GAPDH GTCAAGGCTGAGAACGGGAA TCGCCCCACTTGATTTTGGA

ACTB AACCGCGAGAAGATGACCC AGCACAGCCTGG TAGCAAC

MMP1 TCTCACAGCTTCCCAGCGA TGGCGTGTAATTTTCAATCCTGT

MMP11 ACATTTGGTTCTTCCAAGGTGC CATGGACCGGGAACCTCAC

CA9 AGGGGTCTCTGACTACACCG AGAGGGTGTGGAGCTGCTTAG

PTHLH ACATTAGGGCTCCTGCATCTT TCCGAGGCAAACCTTTGAAC

MMP9 TCTTCCAGTACCGAGAGAAAGC CAACTCACTCCGGGAACTCA

COL1A1 TGAAGGGACACAGAGGTTTCAG AGTAGCACCATCATTTCCACGA

LAMC2 ATGGATGCAGTACAGATGGTGATTA AGTAAGACCAGCCCCTCTTCA

ISG15 ACAGCCATGGGCTGGGA CCTTCAGCTCTGACACCGAC

MMP3 GACAAAGGATACAACAGGGACCAA AGCTTCAGTGTTGGCTGAGT

SPP1 ACCTGACATCCAGTACCCTGA ACGGCTGTCCCAATCAGAAG

KRT13 TTCCTCAGCAGGAAGCGT GCGACCAGAGGCATTAGAGG

SPRR3 TTCTCTGCACAGCAGATGATCC CTGGCTGGGTTGTTTCACCT

KRT4 GAGGGCGAGGAGTACAGAATG AGAGACACTGCCACCAAACC

ANXA1 CCAGGGCCTTGTATGAAGCA TTGTGGCGCACTTCACGATA

MT-ND6 TTCACCCACAGCACCAATCC CAGCGATGGCTATTGAGGAGT

CNFN ATCGCGATCCTGCAGCTATG CACAGAGGAGCAAAAGTGCC

SLPI GTTTCCCCTGTGAAAGCTTGA GTGGTGGAGCCAAGTCTCAG

CRNN TTGCCGATGTGATTGTGAAACC TCTTCATCCAGCAGACGCAG

MAL TCCTGTACATAATTGGAGCCC ATGTAGGAGAACACCACGGC

TGM3 CCCCTGGCTGAATGTGGATAG ACGGCGGAAATTCAGACTCC

CD24 CGCTCCCCACCTTGCC TCACTGGAATAAATCTGCGTGG

IL1RN TCCGCAGTCACCTAATCACTC AACATCCCAGATTCTGAAGGC

CLU TCTTTCCCAAGTCCCGCATC GTCATCGTCGCCTTCTCGTAT

Полимеразную цепную реакцию в реальном вре-
мени (в 3 технических повторах для каждого образца) 
проводили на термоциклере Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, 
США) в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 12 нг 
кДНК, 0,25 мМ каждого из dNTPs, 2,5 мМ MgCl

2
, 

ПЦР-буфер и 1 ед. ДНК-полимеразы SynTaq (с инги-
бирующими активность фермента антителами) (ООО 
«Синтол», Россия), краситель EVA-Green и по 400 нМ 
прямого и обратного праймеров для референсных генов 
или гена-мишени, по следующей программе: первичная 
денатурация при 95 °С в течение 3 мин; 40 циклов – 10 с 

при 95 °С, 30 с при 58 °С (отжиг праймеров – темпера-
тура подобрана экспериментальным путем с исполь-
зованием температурного градиента), 30 с при 72 °С. 
Специфичность ПЦР контролировали с помощью ана-
лиза кривых плавления (melting curve analysis). Относи-
тельную экспрессию (RЕ) рассчитывали по формуле:

RЕ = Е-ΔΔCt,

где Е – эффективность амплификации, равная 10–1 / k, 
k – коэффициент из уравнения прямой C (T) = k·lgP

0
 + b, 
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полученного путем линейной аппроксимации экспе-
риментальных данных (Е

ср
 = 1.949).

Нормализацию результатов проводили по 2 рефе-
ренсным генам – GAPDH и B2M – и уровню экспрес-
сии соответствующих генов-мишеней в образцах нор-
мальной ткани последовательно, по приведенной 
ниже схеме [16].

1. Нормализация по среднему референсных генов: 
ΔC(t) = C(t)

target
 – C(t)

reference
, где C(t)

reference
 – среднее 

гео метрическое C(t) референсных генов, C(t)
target

 – 
среднее геометрическое C(t) генов-мишеней.

2. Расчет E-ΔC (t) по каждому гену для условно нормаль-
ной и опухолевой тканей каждого пациента.

3. Расчет медианы E-ΔC (t) по каждому гену для услов-
но нормальной и опухолевой тканей пациентов.

4. Нормализация по условно нормальной ткани 
и окончательный результат как кратность измене-
ния (fold change, FC) [16]: FC = E-ΔC(t) медиана опухолевой 

ткани / E-ΔC (t) медиана нормальной ткани (что тождественно RЕ = 
E-ΔΔC (t), или RЕ = E-(ΔC (t) медиана опухолевой ткани – ΔC (t) медиана 

нормальной ткани).
Статистическая обработка данных. Cтатистическую 

обработку результатов выполняли с помощью про-
граммы Statistica 10.0 (StatSoft, США). Для проведения 
кластерного анализа (Hierarchical Clustering, Euclidean 
distance) и построения тепловых карт использовали 
скрипты на языке R. Нормальность распределения 
показателей оценивали с помощью критерия Колмо-
горова–Смирнова. Оценку различий проводили с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни для порого-
вого уровня статистической значимости р <0,05, для 
учета множественного сравнения использовали по-
правку Бонферрони. Для оценки различий между 
3 и более независимыми группами для порогового 
уровня статистической значимости р <0,05 применяли 
критерий Краскела–Уоллиса [17].

Также проводили анализ обогащения по функцио-
нальной принадлежности (gene set enrichment analysis, 
GSEA). Для выявления общих сигнальных путей ис-
следуемых генов использовали алгоритм сетевой ин-
теграции нескольких ассоциаций, который предска-
зывает функцию и положение гена в составе сложной 
сети из множества других генов, а также рассчитывает 
оценку для каждой точки построенной сети, отража-
ющую силу связи между соседними точками [18]. Ал-
горитм использует данные Gene Expression Omnibus 
(GEO) для расчета сети генов и выполняется в 2 этапа: 
1) на основе линейной регрессии вычисляется единая 
сеть функциональных ассоциаций из нескольких 
источников данных (вычисляется корреляция Пирсо-
на как мера силы взаимодействия между каждой парой 
генов; каждой паре генов присваивается вес ассоциа-
ции (W-value), который либо равен 0, что указывает 
на отсутствие взаимодействия, либо имеет положи-
тельное значение, которое отражает силу взаимодей-
ствия генов); 2) предсказывается функция гена с уче-
том сложной сети функциональных ассоциаций 

с использованием метода распределения меток поля 
Гаусса (предсказание функции рассматривается как про-
блема бинарной классификации, т. е. каждой сети функ-
циональных ассоциаций, полученной из источников 
данных, присваивается положительный вес, отражаю-
щий полезность источников данных для прогнозирова-
ния функции). На выходе алгоритма получается список 
категорий GO (Gene Ontology) и значения Q из FDR 
(false discovery rate, ожидаемая доля ложно отвергнутых 
нулевых гипотез) – скорректированного гипергеометри-
ческого теста на обогащение. Значения Q были скоррек-
тированы с помощью метода Бенджамини–Хохберга 
(один из методов контроля ожидаемой доли ложных 
отклонений гипотез (FDR)) и представлены до порого-
вого значения Q = 0,076 [19].

РЕЗУЛьТаТы
В ходе биоинформационного анализа с использо-

ванием GEPIA [13] выделено 1488 генов, увеличива-
ющих экспрессию, и 589 генов, уменьшающих экс-
прессию, при плоскоклеточном раке языка (рис. 1). 
Из этих 2077 генов были выбраны 10 генетических 
локусов, наиболее сильно повышающих экспрессию 
в опухолевой ткани относительно нормальной ткани 
языка, и 13 генетических локусов, наиболее сильно 
снижающих ее (табл. 2).

Выявленные в ходе биоинформационного анализа 
аномальные показатели транскрипционной активно-
сти генетических локусов были валидированы в тканях 
300 больных плоскоклеточным раком языка методом 
ПЦР в режиме реального времени.

Из 23 генетических локусов, выявленных в ходе 
биоинформационного анализа, только 14 изменяли 
свой транскрипционный профиль в опухолевой ткани 
относительно нормальной (рис. 2). Так, были обнару-
жены статистически значимое (p <0,0005) увеличение 
экспрессии генов MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, 
MMP9, LAMC2 и MMP3 в 4,8; 2,4; 2,1; 4,0; 2,1; 2,0 
и 3,5 раза соответственно и статистически значимое 
(p <0,0005) снижение экспрессии генов ANXA1, MT-
ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU в 2,2; 1,3; 5,2; 
7,5; 2,2; 2,3 и 2,6 раза соответственно в опухолевой 
ткани относительно нормальной ткани языка (рис. 2).

При анализе результатов ПЦР выявлена значитель-
ная гетерогенность данных в ряде исследованных био-
логических образцов. Был проведен кластерный анализ 
и построена тепловая карта (рис. 3). Кластерный анализ 
позволил разделить общую выборку из 300 пациентов 
на 3 группы, отличающиеся по экспрессии генов: клас-
тер 1 (n = 90), кластер 2 (n = 101) и кластер 3 (n = 109).

Так, у пациентов кластера 1 в опухолевой ткани 
языка экспрессия генов MMP1, CA9, PTHLH и ISG15 бы-
ла выше в 2,2 (p <0,0005); 2,1 (p <0,0001); 8,8 (p <0,0001) 
и 6,9 (p <0,005) раза соответственно, а экспрессия ге-
нов ANXA1, MT-ND6 и MAL – ниже в 6,5 (p <0,0005); 
5,9 (p <0,0001) и 9,8 (p <0,0005) раза соответственно 
относительно нормальной ткани (рис. 4).
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Рис. 1. Дифференциально экспрессирующиеся гены (относительно нормальной ткани) у больных плоскоклеточным раком языка. Данные получены 
с использованием Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA). Позиция генетических локусов на хромосомах установлена на основании 
данных GRCh38.p2 (NCBI)
Fig. 1. Differentially expressed genes (relative to normal tissue) in patients with squamous-cell carcinoma of the tongue. Data obtained using Gene Expression 
Profiling Interactive Analysis (GEPIA). Position of genetic loci on the chromosomes determined based on GRCh38.p2 data (NCBI)

Расположение гиперэкспрессированных генов на хромосомах / Location of hyperexpressing hypoexpressing genes on chromosomes

     1          2          3         4          5          6          7         8          9         10       11        12       13       14        15       16       17       18        19        20       21        22       х          y

Расположение гипоэкспрессированных генов на хромосомах / Location of hypoexpressing genes on chromosomes

     1          2          3         4          5          6          7         8         9         10      11        12       13       14        15       16       17       18       19        20       21       22       х          y

1488 генов / 
1488 genes

589 генов /  
589 genes

    Гены с повышенной экспрессией / 
Genes with elevated expression

    Гены с пониженной экспрессией / 
Genes with decreased expression

У больных кластера 2 в опухолевой ткани языка 
экспрессия генов MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, 
COL1A1, LAMC2, MMP3 и SPP1 оказалась выше в 4,8 
(p <0,0005); 2,4 (p <0,0001); 2,4 (p <0,0001); 4,0 (p <0,005); 

2,1 (p <0,005); 3,2 (p <0,005); 3,0 (p <0,001), 3,5 (p <0,001) 
и 2,7 (p <0,005) раза соответственно, а экспрессия ге-
нов KRT13, SPRR3, KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, 
CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU – ниже в 6,4 
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Таблица 2. Генетические локусы с наиболее значимыми отклонениями транскрипционной активности в опухолевой ткани языка относительно 
нормальной  ткани

Table 2. Genetic loci with the most significant deviations of transcriptional activity in the tumor tissue of the tongue relative to normal tissue

Ген 
Gene

Индентификатор гена в базе 
данных https://www.ensembl.org /  
Gene identification number in https://

www.ensembl.org / database

Медиана 
экспрессии 
(опухоль) 

Median expression 
(tumor) 

Медиана 
экспрессии 

(норма) 
Median expression 

(normal tissue) 

Log2 (кратность 
отличий) 

Log2 (fold change) 
P

adj

Гиперэкспрессированные гены 
Hyperexpressed genes

MMP1 ENSG00000196611.4 183,291 1,394 6,266 1,19e-30

MMP11 ENSG00000099953.9 40,740 0,880 4,473 2,56e-31

CA9 ENSG00000107159.12 24,920 0,255 4,368 1,18e-29

PTHLH ENSG00000087494.15 137,053 6,891 4,129 7,12e-25

MMP9 ENSG00000100985.7 56,261 2,529 4,020 7,10e-36

COL1A1 ENSG00000108821.13 508,357 30,516 4,015 1,50e-27

LAMC2 ENSG00000058085.14 244,179 15,448 3,898 9,94e-34

ISG15 ENSG00000187608.8 333,975 21,942 3,868 9,55e-31

MMP3 ENSG00000149968.11 28,779 1,064 3,851 2,18e-15

SPP1 ENSG00000118785.13 65,489 3,974 3,741 5,41e-15

Гипоэкспрессированные гены 
Hypoexpressed genes

KRT13 ENSG00000171401.14 294,290 25584,811 –6,437 1,79e-12

SPRR3 ENSG00000163209.14 203,487 9956,686 –5,606 9,40e-9

KRT4 ENSG00000170477.12 12,650 7806,446 –9,160 5,63e-23

ANXA1 ENSG00000135046.13 1102,604 5099,181 –2,208 1,75e-9

MT-ND6 ENSG00000198695.2 1436,855 3535,993 –1,299 1,91e-10

CNFN ENSG00000105427.9 290,964 2108,206 –2,853 6,06e-4

SLPI ENSG00000124107.5 865,565 1914,697 –1,144 6,22e-7

CRNN ENSG00000143536.7 2,380 1574,578 –8,865 5,34e-24

MAL ENSG00000172005.10 4,410 1032,634 –7,578 2,05e-27

TGM3 ENSG00000125780.11 6,370 820,555 –6,801 4,50e-16

CD24 ENSG00000272398.5 281,208 801,300 –1,507 5,47e-9

IL1RN ENSG00000136689.18 141,680 697,355 –2,291 3,29e-3

CLU ENSG00000120885.19 113,118 688,541 –2,595 2,00e-13

(p  <0,0005); 5,6 (p <0,0001); 9,2 (p <0,0005); 2,2 (p <0,05); 
1,3 (p <0,05); 2,9 (p <0,005); 8,9 (p <0,0005); 7,6 (p <0,0005); 
6,8 (p <0,0005); 2,3 (p <0,05) и 2,6 (p <0,001) раза соответст-
венно по сравнению с нормальной тканью (см. рис. 4).

У пациентов кластера 3 в опухолевой ткани языка 
обнаружены повышение экспрессии генов MMP1, 
MMP11, MMP9, MMP3 и SLPI в 14,4 (p <0,0005); 10,4 
(p <0,0001); 15,0 (p <0,0001); 9,5 (p <0,005) и 3,9 
(p <0,005) раза соответственно и снижение экспрессии 

генов CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU в 5,2 (p <0,05); 
2,3 (p <0,01); 2,2 (p <0,05); 2,5 (p <0,05) и 3,5 (p <0,001) 
раза соответственно относительно нормальной ткани 
(см. рис. 4).

Между кластерами выявлено наличие дифферен-
циальной экспрессии рассматриваемых генетических 
локусов. Так, в кластерах 1 и 2 статистически значимо 
(p <0,001) различалась экспрессия MMP1, MMP11, 
PTHLH, MMP9 и COL1A1: в 2,2; 1,7; 2,2; 1,9 и 2,7 раза 

https://www.ensembl.org/
https://www.ensembl.org/
https://www.ensembl.org/
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Рис. 2. Уровни относительной экспрессии 23 генов в опухолевой ткани 300 больных плоскоклеточным раком языка
Fig. 2. Relative expression levels of 23 genes in tumor tissue of 300 patients with squamous cell carcinoma of the tongue

Рис. 3. Кластерный анализ и тепловая карта распределения уровня транскрипционной активности 23 генов в опухолевой ткани 300 больных 
плоскоклеточным раком языка
Fig. 3. Cluster analysis and heat map of transcriptional activity distribution of 23 genes in tumor tissue of 300 patients with squamous cell carcinoma of the tongue

Гены / Genes

MMP1
MMP3
ANXA1
MT-ND6
MMP11
MMP9
MAL
SLP1
KRT13
CNFN
SPRR3
KRT4
CD24
CA9
LAMC2
COL1A1
SPP1
PTHLH
ISG15
IL1RN
CLU
CRNN
TGM3

Образцы /  
Samples

Кластер 1 (n = 90) / Cluster 1 (n = 90) Кластер 2 (n = 101) / Cluster 2 (n = 101) Кластер 3 (n = 109) / Cluster 3 (n = 109)

row min                   row max

*Статистически значимые отличия от нормальной 
ткани языка (p <0,0005)  /  *Statistically significant 
differences from normal tongue tissue (p <0.0005)
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Рис. 4. Особенности экспрессии 23 генетических локусов в операционном материале в разных группах (кластерах) больных плоскоклеточным раком 
языка: а – статистически значимые различия относительно нормальной ткани; б – статистически значимые различия между кластерами
Fig. 4. Characteristics of expression of 23 genetic loci in operative material in different groups (clusters) of patients with squamous cell carcinoma of the tongue: 
а – statistically significant differences compared to normal tissue; б – statistically significant differences between the clusters
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соответственно (рис. 4, 5), а также экспрессия LAMC2, 
ISG15, MMP3, SPP1, KRT13 и SPRR3: в 1,5; 3,7; 2,3; 1,6; 
6,1 и 5,5 раза соответственно (рис. 4, 6), и генов KRT4, 
ANXA1, MT-ND6, CNFN, CRNN, TGM3, IL1RN и CLU: 
в 10,2; 3,0; 4,5; 2,7; 8,1; 5,8; 2,8 и 4,1 раза соответствен-
но (рис. 4, 7, 8).

Между кластерами 2 и 3 выявлено статистически 
значимое различие (p <0,001) экспрессии генов MMP1, 
MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, COL1A1, LAMC2, ISG15, 
MMP3, KRT13, SPRR3, KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, 
SLPI и TGM3: в 3,0; 4,3; 2,2; 4,0; 7,2; 2,7; 1,5; 1,6; 2,7; 
10,0; 6,6; 10,2; 3,2; 2,3; 3,9; 4,4 и 3,0 раза соответствен-
но (рис. 4, 5–8).

Между кластерами 1 и 3 статистически значимо 
(p <0,001) различалась экспрессия генов MMP1, 
MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, ISG15, MMP3, ANXA1, 
MT-ND6, SLPI, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU: 
в 6,7; 7,4; 1,9; 8,7; 13,9; 5,8; 6,3; 9,5; 10,4; 4,4; 4,7; 4,2; 
1,9; 3,0 и 5,6 раза соответственно (см. рис. 4, 5–8).

Также проводили анализ обогащения по функцио-
нальной принадлежности (GSEA). Целью GSEA явля-
ется получение списка наиболее важных сигнальных 
путей. Применение алгоритма сетевой интеграции 
с несколькими ассоциациями позволило установить 
взаимодействия между генами MMP1, MMP11, CA9, 
PTHLH, MMP9, COL1A1, LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, 

KRT13, SPRR3, KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, SLPI, 
CRNN, MAL, TGM3, CD24, IL1RN и CLU (рис. 9) и во-
влеченность этих генов в те или иные сигнальные пу-
ти (табл. 3, 4). Данный алгоритм предсказывает функ-
цию гена в составе сложной сети из множества генов, 
используя один из методов машинного обучения, 
основанный на распределении меток гауссовых полей, 
и присваивает оценку каждому узлу-точке построенной 
сети, отражающую вычисленную силу связи [19].

Согласно данным, полученным с использованием 
алгоритма сетевой интеграции с несколькими ассоци-
ациями, исследуемые гены связаны друг с другом 
на уровне со-экспрессии в 74 % случаев, на уровне со-
локализации – в 14 % случаев, остальные случаи при-
ходятся на физические взаимодействия и наличие 
общих белковых доменов.

Исследуемые гены с разным уровнем значимости 
вовлечены в различные сигнальные пути. Так, 18 генов 
включены в процессы развития кожи (Q

FDR
 = 6.0*10–18), 

17 генов – в процессы дифференцировки клеток эпи-
дермиса (Q

FDR
 = 9.0*10–17), 12 – в процессы ороговения 

(Q
FDR

 = 5.0*10–15), 13 – в процессы дифференцировки 
кератиноцитов (Q

FDR
 = 9.0*10–14), 6 – в метаболизм 

коллагена (Q
FDR

 = 0,00003), 3 – связаны с чувствитель-
ностью к ультрафиолетовому излучению в спектральном 
диапазоне А (УФ-A) (Q

FDR
 = 0,004), а 6 – участвуют 

Рис. 5. Дифференциальная экспрессия генетических локусов MMP1, MMP11, PTHLH, CA9, MMP9 и COL1A1 в разных группах (кластерах) боль-
ных плоскоклеточным раком языка
Fig. 5. Differential expression of MMP1, MMP11, PTHLH, CA9, MMP9 and COL1A1 genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell 
carcinoma of the tongue
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Рис. 6. Дифференциальная экспрессия генетических локусов LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, KRT13 и SPRR3 в разных группах (кластерах) больных 
плоскоклеточным раком языка
Fig. 6. Differential expression of LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, KRT13 and SPRR3 genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell 
carcinoma of the tongue

Рис. 7. Дифференциальная экспрессия генетических локусов KPT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, SLP1 и CRNN в разных группах (кластерах) больных 
плоскоклеточным раком языка
Fig. 7. Differential expression of KPT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, SLP1 and CRNN genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell 
carcinoma of the tongue
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в формировании внеклеточного матрикса (Q
FDR

 = 0,004). 
Подробная информация о взаимодействии генов и их 
вовлеченности в те или иные сигнальные пути пред-
ставлена в табл. 3 и 4.

ОбСУждЕНИЕ
Выявленная при валидации данных биоинфор-

мационного анализа дифференциальная экспрессия 
14 генов в опухолевой и нормальной тканях языка 
(MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, MMP3, 
ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU) 
приводит к изменению ключевых сигнальных каска-
дов, ответственных за нормальное развитие кожи, 
дифференцировку клеток эпидермиса, метаболизм 
коллагена, чувствительность к ультрафиолетовому из-
лучению и активность металлопептидаз.

Развитие рака языка представляет собой сложный 
многоэтапный процесс, в ходе которого генетические 
события в путях передачи сигналов, управляющих 
нормальной клеточной физиологией, изменяются ко-
личественно или качественно.

В нормальных условиях клеточная биология эпителия 
языка жестко контролируется различными сигнальными 
путями, регулирующими деление, дифференцировку 
и старение клеток. Сигнальные пути кератиноцитов могут 
быть разнообразными и одновременно содержать одни 
и те же ключевые функциональные элементы [20].

Измененные метаболические пути являются дви-
жущей силой для раковых клеток, чтобы получить 

полезную энергию или уклониться от иммунного над-
зора. Это позволяет предположить, что такие измене-
ния можно использовать для разработки биомаркеров 
и терапевтических мишеней [21]. Действительно, на-
рушение регуляции отдельных или множественных 
метаболических путей изучалось в качестве диагно-
стических или прогностических биомаркеров при 
 нескольких видах рака человека. Сообщалось, что не-
сколько метаболических сигнатур на уровне транс-
крипции предсказывают выживаемость пациентов 
с гепатоцеллюлярной карциномой и раком яичников 
[22]. Тем не менее большинство исследований обычно 
фокусировались на прогностических признаках, осно-
ванных на генах, участвующих в одном метаболиче-
ском пути, в то время как другие метаболические ано-
малии при раке могли игнорироваться. Таким образом, 
интегративная сигнатура, основанная на множествен-
ных наборах генов, связанных с метаболизмом, может 
лучше отражать полные метаболические нарушения 
регуляции при раке и быть очень результативной 
в прогнозировании. Всесторонний анализ метаболи-
ческих путей при плоскоклеточном раке головы и шеи 
уже позволил создать ряд прогностических моделей 
и установить прогностические предикторы с высокой 
эффективностью [23]. Однако поскольку плоскокле-
точный рак головы и шеи представляет собой гете-
рогенную группу эпителиальных злокачественных 
новообразований с различными этиологическими 
факторами, онкогенными процессами и методами 

Рис. 8. Дифференциальная экспрессия генетических локусов MAL, TGM3, CD24, IL1RN и GLU в разных группах (кластерах) больных плоскокле-
точным раком языка
Fig. 8. Differential expression of MAL, TGM3, CD24, IL1RN and GLU genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell carcinoma of the tongue
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Таблица 3. Информация о 42 генах, взаимодействие между которыми выявлено с помощью алгоритма сетевой интеграции с несколькими 
ассоциациями

Table 3. Information on interactions between 42 genes which were identified using network integration algorithm with several associations

Ген 
Gene

Значение оценки гена в сети 
Value of gene significance in the network

Функция / сигнальный путь 
Function / signaling pathway

MT-ND6 0,840  – 

KRT4 0,640
Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-

ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 
Epidermal cell differentiation, keratinocyte differentiation, skin development

MMP11 0,639

Метаболизм коллагена, организация внеклеточного матрикса, 
металлопептидазная активность 

Collagen metabolism, extracellular matrix organization, metallopeptidase 
activity

CD24 0,627  – 

CNFN 0,615  – 

IL1RN 0,608  – 

CLU 0,599  – 

SPRR3 0,597

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

PTHLH 0,589  – 

MMP1 0,587

Ответ клеток на ультрафиолетовое излучение (УФ), метаболизм 
коллагена, организация внеклеточного матрикса, активность 

металлопептидаз и серингидролазы 
Cell response to ultraviolet (UV) radiation, collagen metabolism, extracellular 

matrix organization, metallopeptidase and serin hydrolase activity

CRNN 0,580  – 

SPP1 0,579  – 

MMP3 0,573

Ответ клеток на УФ, метаболизм коллагена, организация 
внеклеточного матрикса, активность металлопептидаз 

и серингидролазы 
Cell response to UV radiation, collagen metabolism, extracellular matrix 

organization, metallopeptidase and serin hydrolase activity

MAL 0,565 Регуляция активности пептидазы 
Peptidase activity regulation

LAMC2 0,556  – 

COL1A1 0,555
Метаболизм коллагена, организация внеклеточного матрикса, 

развитие кожи 
Collagen metabolism, extracellular matrix organization, skin development

TGM3 0,540 Эпидермальная дифференцировка клеток, развитие кожи 
Epidermal cell differentiation, skin development

MMP9 0,537

Ответ клеток на УФ, метаболизм коллагена, организация внекле-
точного матрикса, активность металлопептидаз, подавление 

гидролазной активности, регуляция протеолиза 
Cell response to UV radiation, collagen metabolism, extracellular matrix 
organization, metallopeptidase activity, suppression of hydrolase activity, 

proteolysis regulation

ANXA1 0,535

Активность ингибиторов ферментов, дифференцировка клеток 
эпидермиса, негативная регуляция активности гидролаз, 

 развитие кожи 
Activity of enzyme inhibitors, differentiation of epidermal cells, negative 

regulation of hydrolase activity, skin development



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

  1
, 

2
0

2
3

70 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT ТОМ 9 / VOL. 9

Ген 
Gene

Значение оценки гена в сети 
Value of gene significance in the network

Функция / сигнальный путь 
Function / signaling pathway

ISG15 0,534  – 

CA9 0,529  – 

KRT13 0,527

Дифференцировка клеток эпидермиса, ороговение, дифференци-
ровка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

SLPI 0,519 Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы 
Activity of endopeptidase inhibitor / regulator

TGM1 0,020

Дифференцировка клеток эпидермиса, ороговение, дифференци-
ровка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

RHCG 0,017  – 

SERPINB13 0,017

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, дифферен-
цировка клеток эпидермиса, дифференцировка кератиноцитов, 

подавление гидролазной активности, регуляция протеолиза, 
развитие кожи 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, differentiation of epidermal cells, 
keratinocyte differentiation, suppression of hydrolase activity, proteolysis 

regulation, skin development

SPINK5 0,017

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, дифферен-
цировка клеток эпидермиса, дифференцировка кератиноцитов, 

подавление гидролазной активности, регуляция протеолиза, 
развитие кожи 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, differentiation of epidermal cells, 
keratinocyte differentiation, suppression of hydrolase activity, proteolysis 

regulation, skin development

CRCT1 0,016  – 

LY6D 0,016  – 

KRT6A 0,016

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

DSG3 0,015

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

SPRR1B 0,015

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

MMP10 0,015

Метаболизм коллагена, организация внеклеточного матрикса, 
активность металлопептидаз 

Collagen metabolism, extracellular matrix organization, metallopeptidase 
activity

SCEL 0,014 Дифференцировка клеток эпидермиса, развитие кожи 
Differentiation of epidermal cells, skin development

KRT6B 0,014

Дифференцировка клеток эпидермиса, дифференцировка 
кератиноцитов, развитие кожи 

Differentiation of epidermal cells, keratinocyte differentiation, skin 
development

Продолжение табл. 3

Continuation of table 3
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Окончание табл. 3

The end of table 3

Ген 
Gene

Значение оценки гена в сети 
Value of gene significance in the network

Функция / сигнальный путь 
Function / signaling pathway

CSTA 0,014

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, дифферен-
цировка клеток эпидермиса, дифференцировка кератиноцитов, 

подавление гидролазной активности, регуляция протеолиза, 
развитие кожи 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, differentiation of epidermal cells, 
keratinocyte differentiation, suppression of hydrolase activity, proteolysis 

regulation, skin development

IVL 0,014

Дифференцировка клеток эпидермиса, дифференцировка 
кератиноцитов, ответ на УФ, развитие кожи 

Differentiation of epidermal cells, keratinocyte differentiation, UV response, 
skin development

LYPD3 0,014  – 

TMPRSS11E 0,014 Активность серингидролазы 
Serin hydrolase ativity

CSTB 0,014

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, подавление 
гидролазной активности, регуляция протеолиза 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, suppression of hydrolase activity, 
proteolysis regulation

S100A7 0,014 Дифференцировка клеток эпидермиса, развитие кожи 
Differentiation of epidermal cells, skin development

SLURP1 0,014  – 

KLK13 0,013

Дифференцировка клеток эпидермиса, ороговение, 
дифференцировка кератиноцитов, активность серингидролазы, 

развитие кожи 
Differentiation of epidermal cells, keratinization, keratinocyte differentiation, 

sein hydrolase activity, skin development

лечения, то дальнейшие исследования в этом направ-
лении являются актуальными.

Стремительное развитие технологии полногеном-
ного секвенирования и баз данных TCGA и GEO 
 позволило создать богатые ресурсы для разработки 
биомаркеров для улучшения ранней диагностики, 
стратификации пациентов, персонализированного 
лечения и прогнозирования [24]. Так, в работе X. Wu 
и соавт. [25] была показана большая роль 5 метаболи-
ческих путей в развитии плоскоклеточного рака поло-
сти рта. Вызванная онкогенами активация роста клеток 
может быть связана с повышенным поглощением 
и биосинтезом аминокислот. Фолаты способствуют 
одноуглеродному метаболизму, необходимому для 
 биосинтеза пуринов и тимидилатов, а также усилива-
ют репликацию ДНК в опухолевых клетках. Авторы 
выделили 5 репрезентативных генов в этих сигнальных 
путях: DGKG (диацилглицеролкиназа гамма), CA9 (кар-
боангидраза 9), EXTL2 (экзостозин-подобная глико-
зилтрансфераза 2), PGAM1 (фосфоглицератмутаза 1), 
TYMS (тимидилатсинтаза). Показана их дифференци-
альная экспрессия в опухолевых и нормальных тканях, 
а также связь с выживаемостью пациентов.

В работе C. L. Estilo и соавт. [26] проанализирова-
ны профили экспрессии генов у 20 пациентов с пло-
скоклеточным раком полости рта. Среди 12 625 генов 
(ДНК-микрочипы Affymetrix) 77 имели статистически 
значимую разницу (p <0,05) между опухолями и их со-
ответствующими нормальными тканями: 60 генов бы-
ли гиперэкспрессированы, 17 – гипоэкспрессирова-
ны. Эти гены связаны с регуляцией пролиферации 
клеток, апоптоза, ангиогенеза, инвазии и метастази-
рования. Также показано участие этих генов в разви-
тии рака языка. Среди сверхэкспрессированных генов 
можно выделить MMP1 (самый высокий уровень по-
вышения экспрессии), MMP7 и MMP12. Матриксные 
металлопротеиназы (MMP) – семейство из 23 цинкза-
висимых внеклеточных эндопептидаз человека, уча-
ствующих в деградации внеклеточного матрикса и ба-
зальной мембраны во время инвазии опухолевых 
клеток, – вовлечены в развитие ряда опухолей чело-
века, включая плоскоклеточный рак головы и шеи. 
Неудивительно, что повышенная экспрессия MMP1, 
MMP7 и MMP12 связана со злокачественным прогрес-
сированием, а также с плохим исходом при плоско-
клеточном раке языка [27, 28]. В нашем исследовании 
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Таблица 4. Ключевые сигнальные пути и вовлеченность в них исследованных генов и других генов в геноме человека (использован алгоритм сете-
вой интеграции с несколькими ассоциациями)

Table 4. Key signaling pathways and involvement of the studied and other genes of the human genome in them (network integration algorithm with several 
associations)

Сигнальный путь 
Signaling pathway

Q
FDR

Гены в сети 
Genes in the network

Гены в геноме 
Genes in the genome

Развитие кожи 
Skin development

0,000000000000000006 18 292

Дифференцировка клеток эпидермиса 
Epidermis cell differentiation

0,00000000000000009 17 283

Ороговение 
Keratinization

0,00000000000005 12 111

Дифференцировка кератиноцитов 
Keratinocyte differentiation

0,000000000009 13 234

Метаболизм коллагена 
Collagen metabolism

0,00003 6 67

Чувствительность к ультрафиолетовому излучению 
Sensitivity to ultraviolet radiation

0,004 3 11

Формирование внеклеточного матрикса 
Extracellular matrix formation

0,004 6 164

Регуляция активности пептидаз 
Peptidase activity regulation

0,004 6 170

Активность ингибитора эндопептидазы 
Endopeptidase inhibitor activity

0,011 5 115

Активность ингибитора пептидазы 
Peptidase inhibitor activity

0,019 5 135

Активность металлопептидаз 
Metallopeptidase activity

0,019 5 131

Активность серингидролазы 
Serin hydrolase activity

0,019 5 136

Активность регулятора эндопептидазы 
Endopeptidase regulator activity

0,020 5 141

Подавление гидролазной активности 
Suppression of hydrolase activity

0,037 6 272

Ингибирование активности ферментов 
Enzyme activity inhibition

0,041 6 281

Чувствительность к ультрафиолетовому излучению 
Sensitivity to ultraviolet radiation

0,074 7 96

Подавление протеолиза 
Proteolysis suppression

0,076 5 196

также была обнаружена гиперэкспрессия генов, коди-
рующих белки из семейства металлопротеиназ (MMP1, 
MMP3, MMP9, MMP11).

В работе C. L. Estilo и соавт. [26] было показано, 
что гены, участвующие в развитии и дифференциров-
ке эпителия, такие как цитокератины KRT16 и KRT17, 
сверхэкспрессированы. Кроме того, гены, которые 
играют большую роль в ангиогенезе, такие как HIF-1α, 
кодирующий индуцируемый гипоксией фактор, и ECGF1, 
кодирующий фактор роста эндотелиальных клеток 

тромбоцитов, также были гиперэкспрессированы. При 
этом было обнаружено, что несколько транскриптов 
генов значительно снижены или отсутствуют в опухо-
ли по сравнению с соответствующими нормальными 
тканями (CO-029, ZAKI-4, hSBP).

В работе H. Zhang и соавт. [29] был проведен био-
информационный анализ базы данных GEO и в 31 образ-
це плоскоклеточного рака языка и 26 соответствующих 
образцах нормальной слизистой оболочки выявлены 
1752 дифференциально экспрессирующихся гена, 
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Рис. 9. Взаимодействия между генами и общие сигнальные каскады, выявленные с использованием алгоритма сетевой интеграции с несколькими 
ассоциациями
Fig. 9. Interactions between the genes and common signaling cascades identified using network integration algorithm with several associations

Кодируемые в ядре гены / Genes in the nucleus Кодируемые 
в митохондриях 
гены / Genes in 

the mitochondria

   Со-экспрессия 73,95 % /  
Co-expression 73.95 %

   Совместная локализация 14,38 % /  
Joint localization 14.38 %

   Физические взаимодействия 6,73 % / 
Physical interactions 6.73 %

   Общие белковые домены 2,67 % / 
Common protein domains 2.67 %

   Предсказанные взаимодействия 2,26 % / 
Predicted interactions 2.26 %

   Дифференцировка эпидермальных клеток / Differentiation of epidermal cells

   Организация внеклеточного матрикса / Extracellular matrix organization

   Регуляторная активность эндопептидазы / Endopeptidase regulatory activity

   Активность серингидролазы / Serin hydrolase activity

   Активность металлопептидазы / Metallopeptidase activity

   Негативная регуляция гидролазной активности / Negative regulation of hydrolase activity

   Негативная регуляция протеолиза / Negative regulation of proteolysis
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из которых 1050 гиперэкспрессированных и 702 гипо-
экспрессированных. Эти гены в основном были задей-
ствованы в регуляции клеточной пролиферации, адге-
зии и апоптоза. Также авторы идентифицировали 
ключевые гены-концентраторы RAC1, APP, EGFR, 
KNG1, AGT и HRAS.

Результаты выполненного нами биоинформаци-
онного анализа с использованием GEPIA несколько 
отличаются от данных H. Zhang и соавт. [29]. Мы вы-
явили 2077 дифференциально экспрессирующихся 
генов, из которых 1488 генов увеличивали экспрессию 
и 589 – снижали ее при плоскоклеточном раке языка 
относительно нормальной ткани.

К тому же в нашем исследовании выявлены 3 мо-
лекулярных кластера в образцах рака языка. Прове-
денный гистологический анализ позволил сопоставить 
эти кластеры и гистологические подтипы плоскокле-
точного рака языка. Так, кластер 1 соответствовал ба-

залоидному подтипу рака языка и характеризовался 
повышенной экспрессией генов MMP1, CA9, PTHLH 
и ISG15 и сниженной экспрессией генов ANXA1, MT-ND6 
и MAL относительно нормальной ткани.

Ген MMP1 (CLGN, CLG, matrix metallopeptidase 1) 
кодирует интерстициальную коллагеназу, также из-
вестную как коллагеназа фибробластов, или матрикс-
ная металлопротеиназа 1. Этот фермент при нормаль-
ных физиологических процессах (эмбриональное 
развитие, размножение и ремоделирование тканей) 
участвует в разрушении внеклеточного матрикса, 
а также играет большую роль в процессах развития 
артрита и метастазировании [30].

Ген CA9 кодирует фермент карбоангидразу IX, которая 
катализируют обратимую гидратацию углекислого газа, 
участвуя во множестве биологических процессов, включая 
дыхание, кальцификацию, кислотно-щелочное равнове-
сие, резорбцию костей и образование спинномозговой 
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Таблица 5. Схожесть паттернов дифференциально экспрессирующихся генетических локусов в различных подтипах рака языка

Table 5. Similarity between the patterns of differentially expressed genetic loci in different subtypes of tongue cancer

Ген 
Gene

Количество групп 
Number of groups

Группа, в которой обнаружена дифференциальная экспрессия 
Group in which differential expression is found

MAL 3 Обычный, акантолитический, базалоидный подтипы 
Common, acantholytic, basaloid subtypes

MMP1 3 Обычный, акантолитический, базалоидный подтипы 
Common, acantholytic, basaloid subtypes

ANXA1 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

CA9 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

CLU 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

CRNN 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

IL1RN 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MMP11 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MMP3 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MMP9 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MT-ND6 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

PTHLH 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

TGM3 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

жидкости, слюны и желудочного сока. CA9 сверхэкс-
прессируется при многих типах рака, включая светло-
клеточную почечно-клеточную карциному, карциному 
шейки матки, молочной железы и легких, где она спо-
собствует росту опухоли, усиливая опухолевый ацидоз 
[31, 32].

Экспрессия белка карбоангидразы IX (CA IX) 
в первую очередь регулируется на уровне транскрип-
ции [33]. Промоторная область гена CA9 содержит 
HRE (элемент, реагирующий на гипоксию), где может 
связываться HIF-1, что позволяет при гипоксических 
условиях увеличивать количество белка CA IX. Экс-
прессия этого белка также может посттрансляционно 
регулироваться металлопротеиназами, которые вызы-
вают потерю эктодомена фермента [34]. Кроме того, 
исследования, изучающие связь между уровнями кар-
боангидразы IX и различными клинико-патологиче-
скими исходами, предполагают, что экспрессия белка 
CA IX также может быть ценным прогностическим 
показателем общей выживаемости [35]. Карбоан-

гидраза IX играет важную роль в подкислении вне-
клеточного пространства в опухолевой ткани, по-
скольку обладает очень высокой каталитической 
активностью с самой высокой скоростью переноса 
протонов среди известных карбоангидраз [36]. Фер-
мент превращает углекислый газ вне опухоли в би-
карбонат и протоны, способствуя внеклеточному 
ацидозу, стимулируя рост опухоли и регулируя рН 
цитозоля [37]. Из-за низкой экспрессии в нормаль-
ных тканях и сверхэкспрессии во многих опухоле-
вых тканях белок CA IX стал желаемой мишенью 
для лекарственных средств. Для его ингибирования 
используется антитело гирентуксимаб, а также ряд 
небольших молекул (неорганические анионы, суль-
фаниламиды, фенолы и кумарины) [38].

Ген PTHLH кодирует белок, родственный парати-
реоидному гормону и секретируемый мезенхимальными 
стволовыми клетками. Этот белок также секретирует-
ся раковыми клетками (рак молочной железы, плоско-
клеточный рак легких). PTHLH является причиной 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
2

3

75ТОМ 9 / VOL. 9  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

большинства случаев гуморальной гиперкальциемии 
при злокачественных новообразованиях [39].

Ген ISG15 (интерферон-стимулируемый ген 15) 
кодирует секретируемый белок размером 17 кДа. ISG15 
индуцируется интерфероном 1-го типа (IFN-I) и вы-
полняет множество функций, действуя как внеклеточ-
ный цитокин и модификатор внутриклеточного белка. 
Функции ISG15 разнообразны и различны у разных 
видов, но обязательно включают активацию продук-
ции γ-интерферона (интерферона 2-го типа, IFN-II) 
в лимфоцитах, убиквитин-подобную конъюгацию 
с вновь синтезированными белками и негативную ре-
гуляцию ответа IFN-I. Также показано, что ISG15 яв-
ляется критическим фактором микроокружения для 
стволовых клеток рака поджелудочной железы [40].

Ген ANXA1 кодирует белок аннексин A1, также из-
вестный как липокортин-1. Аннексин А1 принадлежит 
к аннексиновому семейству Са2+-зависимых фосфо-
липидсвязывающих белков, которые преимущественно 
расположены на цитозольной поверхности плазмати-
ческой мембраны. Этот белок обладает ингибирующей 
активностью в отношении фосфолипазы А2. Посколь-
ку она необходима для биосинтеза мощных медиато-
ров воспаления, простагландинов и лейкотриенов, 
аннексин А1 может обладать потенциальной противо-
воспалительной активностью. Данный белок представ-
ляет интерес в качестве потенциального противорако-
вого препарата. При индукции модифицированными 
нестероидными противовоспалительными препарата-
ми и другими сильнодействующими противовоспали-
тельными препаратами аннексин А1 ингибирует путь 
передачи сигнала NF-κB (нуклеарного фактора κB), 
который используется опухолевыми клетками для про-
лиферации и предотвращения апоптоза [41].

Ген MAL кодирует высокогидрофобный интеграль-
ный мембранный белок, принадлежащий к семейству 
протеолипидов. Этот белок локализован в эндоплаз-
матическом ретикулуме Т-клеток, является канди-
датом на роль линкерного белка в передаче сигнала 
Т-клетками и играет большую роль в формировании, 
стабилизации и поддержании обогащенных глико-
сфинголипидами мембранных микродоменов [42].

Ген MT-ND6 является частью митохондриального 
генома и кодирует белок цепи переноса электронов 
НАДН-убихиноноксидоредуктазу 6 (ND6). Белок ND6 
является субъединицей НАДН-дегидрогеназы (убихи-
нона), расположенной во внутренней мембране мито-
хондрий и являющейся самым большим из 5 комплек-
сов электрон-транспортной цепи [43].

Анализ, проведенный N. Li и соавт. (2018), показал, 
что митохондриальные респираторные гены обычно 
экспрессируются на более низких уровнях в опухоле-
вых тканях по сравнению с соответствующими нор-
мальными тканями. А экспрессия митохондриально 
кодируемой НАДН-дегидрогеназы 5 или 6 связана 
с прогрессированием опухоли при плоскоклеточном 
раке. Пациенты были разделены на 3 подгруппы 

(клас тера) на основе профиля экспрессии 13 генов, 
кодирующих митохондриальные белки, при этом 
у больных кластера 3 наблюдались более низкие пока-
затели выживаемости по сравнению с больными клас-
тера 1. В ходе дальнейшего анализа экспрессии ядерных 
генов, проведенного N. Li и соавт. (2018), в 3 кластерах 
было выявлено обогащение нескольких связанных 
с раком сигнальных путей в кластере 3, особенно 
апоптотического сигнального пути, что указывает 
на потенциальную связь между сниженной экспрес-
сией генов митохондриальной ДНК и повышенной 
агрессивностью опухоли [44].

Кластер 2 (в нашем исследовании) соответствовал 
акантолитическому подтипу рака языка и характери-
зовался повышенной экспрессией генов MMP1, 
MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, COL1A1, LAMC2, MMP3 
и SPP1 и сниженной экспрессией генов KRT13, SPRR3, 
KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, CRNN, MAL, TGM3, 
IL1RN и CLU относительно нормальной ткани. Часть 
выявленных дифференциально экспрессирующихся 
генов в кластере 2 совпадала с таковыми в кластере 1: 
MMP1, CA9, PTHLH (гиперэкспрессия) и ANXA1, MT-ND6, 
MAL (гипоэкспрессия). Различия в перечне дифферен-
циально экспрессирующихся генов (MMP11, MMP9, 
COL1A1, LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, KRT13, SPRR3 
и др.) в 2 группах пациентов, очевидно, обеспечивают 
различия в гистологии и течении акантолитического 
и базалоидного подтипов рака языка.

В частности, в работе Y. Moon и соавт. (2015) с ис-
пользованием полногеномного транскрипционного 
анализа была обнаружена значительная активация 
в метастатических клетках гена LAMC2 (ламинина γ-2), 
кодирующего белок базальной мембраны эпителия. 
Повышенный уровень экспрессии LAMC2 увеличивал 
миграцию и инвазию опухолевых клеток, что сопро-
вождалось индукцией эпителиально-мезенхимально-
го перехода [45].

Еще одним интересным геном, гиперэкспресси-
руемым при акантолитическом подтипе рака языка, 
является SPP1. Данный генетический локус кодирует 
белок остеопонтин (OPN). Было показано, что OPN 
стимулирует образование интерлейкина 17 [46]. Остео-
понтин сверхэкспрессируется при различных видах 
рака, включая рак легкого, молочной железы, коло-
ректальный рак, рак желудка, яичников, меланому 
и мезотелиому плевры [47]. Этот белок участвует в раз-
витии аденокарциномы поджелудочной железы, свя-
зывается с CD44 и интегринами, запуская ингибиро-
вание системы комплемента. Остеопонтин также 
стимулирует метастазирование, вызывая высвобожде-
ние фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) и ММР. 
Этот процесс стимулируется никотином, который 
является одним из предполагаемых факторов повы-
шения риска развития рака [48]. В настоящее время 
разрабатываются антитела против OPN (в том числе 
hu1A12), которые ингибируют метастазирование в ис-
следованиях in vivo, а также при гибридизации 
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Рис. 10. Сравнение дифференциально экспрессирующихся генетических 
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с антителом против VEGF бевацизумабом [49]. Пре-
парат моноклонального антитела против OPN AOM1 
(Anti-Osteopontin Monoclonal antibody), разработан-
ный Pfizer, Inc., демонстрирует перспективность в пре-
дотвращении прогрессирования крупных метастати-
ческих опухолей [50].

Кластер 3 (в нашем исследовании) соответствовал 
обычному типу плоскоклеточного рака языка и харак-
теризовался повышенной экспрессией генов MMP1, 
MMP11, MMP9, MMP3, SLPI и сниженной экспресси-
ей генов CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU. По коли-
честву дифференциально экспрессирующихся генов 
этот подтип (10 генов) занимает промежуточное место 
между базалоидным (7 генов) и акантолитическим 
(20 генов) подтипами. При этом направления измене-
ния экспрессии 2 генетических локусов (MMP1 и MAL) 
совпадают во всех 3 группах (рис. 10; табл. 5).

Интересной особенностью обычного гистологи-
ческого подтипа плоскоклеточного рака языка явля-
ется повышенная экспрессия гена SLPI, кодирующе-
го антилейкопротеиназу (ингибитор секреторной 
лейкоцитарной протеазы). Этот белок содержится 
в больших количествах в слизистой оболочке бронхов, 
шейки матки, носа и слюне [51]. В обычных физиоло-
гических условиях SLPI ингибирует эластазу лейкоци-

тов человека, которая секретируется во время воспа-
ления и разрушает бактерии и ткани хозяина [52].

Повышенная экспрессия SLPI была обнаружена 
в различных типах опухолей, и было высказано пред-
положение, что она увеличивает их метастатический 
потенциал. Было продемонстрировано, что экспрес-
сия белка SLPI в метастазах колоректального рака 
в печени и в соответствующих первичных опухолях 
связана с худшим исходом. Однако роль SLPI до обра-
зования отдаленных метастазов, возможно, иная. Так, 
при колоректальном раке III стадии экспрессия SLPI 
может быть неблагоприятной для опухолей [53].

Таким образом, проведенное исследование позво-
лило установить как общие для всех подтипов плоско-
клеточного рака языка паттерны экспрессии генов, так 
и уникальные транскрипционные особенности каж-
дого гистологического подтипа. Эти особенности мо-
гут обеспечивать различные клиническое течение 
и ответ на терапию этих заболеваний.

Канцерогенез представляет собой сложный био-
логический процесс, в котором некоторые генетиче-
ские или эпигенетические события изменяют регуля-
цию сигнальных путей пролиферации, апоптоза, 
обеспечивая репликативное бессмертие, способствуя 
нестабильности генома, перепрограммируя энергети-
ческий метаболизм, индуцируя ангиогенез, активируя 
способность к инвазии и избеганию иммунного над-
зора [54]. Злокачественная трансформация тканей 
языка также является кумулятивным результатом дис-
функции этих критических биологических реакций 
на стимулы эндогенных или экзогенных канцероге-
нов. Всестороннее понимание этих молекулярных 
особенностей плоскоклеточного рака языка не только 
дает информацию о поведении опухоли, но и позво-
ляет предположить потенциальные мишени для тера-
пии.

ЗаКЛючЕНИЕ
Таким образом, проведенное исследование позво-

лило выявить ряд молекулярных маркеров плоскокле-
точного рака языка (MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, 
MMP9, LAMC2, MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, 
TGM3, IL1RN и CLU), а также транскрипционные осо-
бенности различных гистологических подтипов дан-
ной патологии (обычного, базалоидного и акантоли-
тического).

Обычный подтип / Common subtype Акантолитический подтип / 
Acantholytic subtype

Уникальные 
для подгруппы 

локусы / Loci unique 
for the subgroup

Базалоидный подтип / Basaloid subtype

COL1A1
LAMC2

SPP1
KRT13
SPRR3
KRT4
CNFN

ISG15

SLP1
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Исследование подавления роста опухоли, 
экспрессирующей раково-эмбриональный антиген, 
новым высокотехнологичным препаратом 
карплазмин (CAR-T-терапия) у мышей линии 
Balb/c nude

В. К. Боженко1, А. М. Шишкин1, А. Н. Шкопоров2, Я. Ю. Киселева1, Т. М. Кулинич1, О. Б. Большакова1, 
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К о н т а к т ы : яна Юрьевна киселева yykiseleva@rncrr.ru

Введение. адоптивная иммунотерапия на основе химерных антигенных рецепторов (cAR) рассматривается как пер-
спективное направление в лечении солидных злокачественных опухолей. для получения генетически модифици-
рованных Т-лимфоцитов человека в настоящее время чаще всего используется ленти- / ретровирусная трансдукция. 
Однако проблемы безопасности, связанные с продукцией вирусного вектора и возможной нежелательной модифи-
кацией генома, ограничивают клиническую применимость cAR-Т-клеток. поэтому невирусные методы трансфекции, 
в частности электропорация с использованием дНк- или РНк-векторов, активно исследуются как подход для полу-
чения cAR-T-лимфоцитов.
Цель исследования – оценка противоопухолевой активности in vivo нового высокотехнологичного лекарственно-
го средства карплазмин, предназначенного для cAR-T-терапии опухолей, экспрессирующих раково-эмбриональный 
антиген (Рэа).
Материалы и методы. карплазмин получен методом электропорации активированных лимфоцитов человека плаз-
мидной дНк, несущей ген cAR 3-го поколения, специфичный к Рэа. исследование выполнено на модели ксено-
трансплантата колоректального рака человека, полученной при интраперитонеальном введении Рэа-положительных 
клеток линии HcT116 бестимусным мышам линии Balb/c nude. введение карплазмина проводили 1 раз в неделю, начиная 
с 3-го дня после прививания клеток HcT116. мышам 2 контрольных групп вводили либо лимфоциты, подвергнутые элек-
тропорации без внесения плазмиды (пульс-лимфоциты), либо культуральную среду RPMI-1640 (группа без лечения).
Результаты.  In vivo карплазмин демонстрировал выраженное противоопухолевое действие. Семь еженедельных 
введений препарата привитым мышам привели к выраженному эффекту противоопухолевой терапии: 80 % живот-
ных в экспериментальной группе выжили (при этом у 40 % мышей наблюдалась полная ремиссия без признаков 
определяемой опухоли), тогда как в контрольной (без лечения) группе 100 % животных погибли.
Заключение. Результаты доклинических исследований эффективности демонстрируют, что карплазмин является 
перспективным препаратом для терапии Рэа-позитивных интраперитонеальных опухолей.

Ключевые слова: адоптивная иммунотерапия, химерный антигенный рецептор, cAR-T-терапия, электропорация, 
раково-эмбриональный антиген
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Introduction. Adoptive immunotherapy based on chimeric antigen receptors (cAR) is considered as a promising direction 
in the treatment of solid malignant tumors. To produce genetically modified human T-lymphocytes, lenti/retroviral 
transduction is currently most often used. However, safety concerns associated with the viral vector production and 
possible unwanted genome modification limit the clinical utility of cAR-T cells. Therefore, non-viral transfection meth-
ods, in particular electroporation, using of DNA or RNA vectors, are being actively studied as a method for producing 
cAR-T lymphocytes.
Aim. To evaluate in vivo antitumor activity of the new high-tech drug carplasmin, intended for cAR-T therapy of tumors 
expressing carcinoembryonic antigen (cEA).
Materials and methods. carplasmin was obtained by electroporation of activated human lymphocytes with plasmid DNA 
carrying the third generation cAR gene specific to cEA. The study was performed on a human colorectal cancer xenograft 
model obtained by intraperitoneal injection of cEA-positive HcT116 cell line to athymic Balb/c nude mice. carplasmin 
treatment was carried out once a week, starting from the third day after HcT116 cell inoculation. Mice in the two control 
groups were treated with either electroporated lymphocytes without plasmid addition (pulse-lymphocytes) or RPMI-1640 
culture medium (group without treatment).
Results. In vivo, carplasmin demonstrated a pronounced antitumor effect. seven weekly injections of the drug to inoc-
ulated mice led to a prominent effect of antitumor therapy: 80 % of the animals in the experimental group survived 
(with 40 % of the mice had a complete remission without signs of a detectable tumor), compared to 100 % death in the 
control group (without treatment).
Conclusion. The results of preclinical efficacy studies demonstrate that carplasmin is a promising drug for the treatment 
of cEA-positive intraperitoneal tumors.

Keywords: adoptive immunotherapy, chimeric antigen receptors, cAR-T therapy, electroporation, carcinoembryonic antigen
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ВВЕдЕНИЕ
Лечение злокачественных новообразований на 

поздних стадиях развития и рецидивирующих опухо-
лей с использованием традиционных методов, таких 
как хирургия, радио- и химиотерапия, как правило, 
неэффективно. Это стимулировало появление новых 
подходов к терапии злокачественных новообразова-
ний, одним из которых является адоптивная иммуно-
терапия на основе Т-клеток, экспрессирующих химер-
ные антигенные рецепторы (chimeric antigen receptor, 
CAR) заданной специфичности. Успешное примене-
ние CAR-T-терапии с продолжительным периодом 
полной ремиссии показано для пациентов с гемобла-
стозами при переносе CAR-Т-лимфоцитов, направ-
ленных против CD19, CD20, иммуноглобулина каппа 
(Ig-kappa) и BCMA [1–3]. Адаптация CAR-T-терапии 
для лечения солидных опухолей в настоящее время 
рассматривается как перспективное направление в ле-
чении злокачественных заболеваний [1]. Для доставки 
CAR в первичные Т-клетки человека широко исполь-
зуется высокоэффективная ленти- / ретровирусная 
трансдукция, при которой, однако, из-за интеграции 
нового генетического материала в геном клетки суще-
ствует риск потенциальной аутоагрессии или злокаче-
ственной трансформации.

В настоящее время нами разрабатывается высоко-
технологичный лекарственный препарат с рабочим 
названием карплазмин, предназначенный для лечения 
РЭА-положительных опухолей человека (РЭА – рако-
во-эмбриональный антиген). Он представляет собой 

лимфоциты, генетически модифицированные ex vivo 
ДНК-плазмидой, доставленной в клетку с помощью 
электропорации. Данная плазмида обеспечивает экс-
прессию на поверхности клеток CAR с высокой аф-
финностью к опухолевому варианту РЭА. Распозна-
ющая часть CAR является фрагментом вариабельного 
участка моноклонального антитела 3С1, специфично-
го к эпитопу 4 (по классификации GOLD [4]) домена 
A1B1 молекулы РЭА [4, 5]. 3С1 было выбрано из па-
нели антител, специфичных к различным эпитопам РЭА, 
при анализе их связывания с поверхностью РЭА-поло-
жительных культур клеток HT29, HCT116 и A549 [5, 6].

Ранее нами было показано, что карплазмин обла-
дает способностью поражать линии опухолевых клеток 
человека HT29 (колоректальная аденокарцинома), 
НСТ116 (колоректальная карцинома) и А549 (карци-
нома легкого), экспрессирующих РЭА, и имеет мини-
нимальную цитотоксичность по отношению к РЭА-от-
рицательным клеткам [5–7].

В настоящей работе в рамках доклинических ис-
следований препарата карплазмин были изучены его 
противоопухолевые свойства на модели гетеротопи-
ческого ксенографта колоректального рака человека 
на мышах линии Balb/c nude.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Тестируемый препарат. Карплазмин – лимфоциты, 

генетически модифицированные ДНК-плазмидой 3C1-3 g 
(«Медгамал», Россия). Эта плазмида имеет молекуляр-
ную массу 3458 кДа и кодирует CAR 3-го поколения [8], 
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состоящий из антиген-распознающего домена scFv 
(клон мышиного антитела 3C1, специфичного к РЭА), 
шарнирного участка CD8, трансмембранного домена 
CD28 и активационных доменов CD28, CD137 (4-1BB), 
CD247 (ζ-цепь).

Клеточная линия. Клетки перевиваемой культуры 
колоректального рака человека HCT116 культивиро-
вали в питательной среде DMEM (содержание глюко-
зы 4,5 г / л; ООО «ПанЭко», Россия) с добавлением 
10 % эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС, Gibco, 
Paisley, Великобритания) и 10 мкг / мл гентамицина 
(ООО «ПанЭко», Россия).

Введение опухолевых клеток HCT116 бестимусным 
мышам. Эксперименты на животных были проведены 
на базе филиала Института биоорганической химии 
им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова Рос-
сийской академии наук (Пущино, Россия). В экспе-
римент были включены 40 семинедельных самцов 
мышей линии Balb/c nude, приобретенных в питом-
нике лабораторных животных «Пущино» – филиале 
Института биоорганической химии им. акад. М. М. Ше-
мякина и Ю. А. Овчинникова. Для прививания опу-
холи готовили суспензию клеток культуры HCT116 
по стандартной методике, используя 0,25 % рас твор 
трипсин-этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) 
(ООО «ПанЭко», Россия). Полученную суспензию 
отмывали бессывороточной средой DMEM при 300 g 
в течение 5 мин. Осадок ресуспендировали в этой же 
среде, количество клеток в суспензии определяли на 
гематологическом анализаторе Адвия-60 (Bayer Health-
Care LLC, США). Суспензию клеток линии HCT116 
вводили внутрибрюшинно в количестве 1,9 × 106 кле-
ток / мышь (объем суспензии составлял 0,375 мл) 
30 мышам экспериментальной группы. Еще 10 мы-
шей, которым опухолевые клетки не вводили, соста-
вили группу интактных мышей, необходимую для 
контроля качества содержания и исключения возмож-
ной смертности в связи с иммунной недостаточностью 
и присоединения инфекций.

Получение первичной культуры лимфоцитов челове-
ка и их активация. Мононуклеары периферической 
крови выделяли из гепаринизированной перифериче-
ской крови центрифугированием в градиенте плотно-
сти фиколла (1,077 г / мл; ООО «ПанЭко», Россия) при 
400 g в течение 25 мин. Мононуклеары перифериче-
ской крови отмывали фосфатно-солевым буфером, pH 
7,4 (ООО «ПанЭко», Россия) и культивировали в сре-
де RPMI-1640, содержащей 10 % эмбриональной те-
лячьей сыворотки (ЭТС), L-глутамин и 10 мкг / мл 
гентамицина, при 37 °С и 5 % СO

2
. Количество и со-

став выделенных мононуклеаров периферической 
крови контролировали на гематологическом анализа-
торе Адвия-60. Лимфоциты стимулировали к проли-
ферации добавлением 50 Ед / мл интерлейкина-2 
(НПК «Биотех», Россия) и 2 мкг / мл фитогемагглюти-
нина (ООО «ПанЭко», Россия). Клетки культивиро-
вали в чашках Петри с адгезивным покрытием в сте-

рильных условиях при температуре 37 °С во влажной 
атмосфере с 5 % CO

2
 в течение 24 ч. За это время про-

исходила адгезия содержащихся в мононуклеарной 
фракции крови моноцитов к дну чашек Петри. Непри-
крепившиеся клетки, представляющие собой в основ-
ном активированные лимфоциты, смывали пипети-
рованием и использовали для электропорации.

Приготовление препарата карплазмин и его введение 
мышам. Электропорацию активированных лимфоци-
тов проводили на приборе Neon (Invitrogen, США) 
с использованием набора Neon™ Transfection System 
100 μL Kit согласно рекомендациям производителя. 
Суспензию активированных лимфоцитов делили попо-
лам. Одну часть трансфецировали плазмидой 3C1-3 g, 
другую подвергали электропорации в том же режиме 
без внесения плазмиды (пульс-лимфоциты). Для транс-
 фекции 1 образца объемом 100 мкл использовали 
1,5–2 млн клеток, 7 мкг плазмиды 3C1-3 g (стериль-
ный раствор с концентрацией 1 мг / мл) и следующий 
режим: напряжение пульса 2200 В, продолжительность 
пульса 20 мс, количество пульсов – 1. Клетки после 
каждой трансфекции переносили в чашки Петри 
и культивировали в 5 мл среды RPMI-1640 с 10 % ЭТС 
без антибиотика в стерильных условиях при темпера-
туре 37 °С, 5 % CO

2
 и относительной влажности 95 % 

в течение 24 ч. Через 1 сут лимфоциты дважды отмы-
вали в 10 мл среды RPMI-1640 при 300 g в течение 5 мин. 
Карплазмин и пульс-лимфоциты разводили средой 
RPMI-1640 до одинаковой концентрации клеток. По-
лученные суспензии клеток вводили интраперитоне-
ально бестимусным мышам в объеме 0,2 мл в разные 
сроки после прививания опухоли. Мыши с привитой 
опухолью были разделены на 3 группы: 10 мышей в каж-
дой. Животным одной группы вводили карплазмин, 
другой – пульс-лимфоциты, третьей – тот же объем 
среды RPMI-1640.

Оценка содержания CD3-лимфоцитов человека 
в смывах брюшной полости мышей, получавших лечение. 
Смывы получали из брюшной полости животных 
в конце эксперимента (на 68-й день). Смывы фильтро-
вали с помощью сита с диаметром пор 40 мкм, центри-
фугировали при 250 g 5 мин, надосадочную жидкость 
удаляли, осадок ресуспендировали в фосфатно-соле-
вом буфере с добавлением 2 % ЭТС и 2 мM ЭДТА. 
Полученную суспензию клеток окрашивали монокло-
нальными мышиными антителами, меченными FITC, 
специфичными к рецептору CD3 человека, и изо-
типическими антителами IgG1, меченными FITC 
(Backman Coulter, США), согласно рекомендациям 
производителя. Клетки анализировали в течение 2 ч 
после окраски на проточном цитофлуориметре FC500 
(Backman Coulter Inc., США).

РЕЗУЛьТаТы
Исследование противоопухолевой активности 

карплазмина проводилось на модели ксенографта 
колоректального рака человека (клеточная линия 
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HCT116) у бестимусных мышей линии Balb/c nude. 
Суспензию клеток линии HCT116 вводили однократ-
но внутрибрюшинно 30 бестимусным мышам. Живот-
ные были разделены на 3 равные группы. Для удобства 
группы обозначены следующим образом: 1-я – мыши, 
которым внутрибрюшинно вводили карплазмин; 
2-я – группа сравнения, в которой мышам внутрибрю-
шинно вводили лимфоциты, подвергнутые электропо-
рации без добавления ДНК-плазмиды (пульс-лимфо-
циты); 3-я – контрольная (мыши не получали лечения, 
внутрибрюшинно им вводили среду RPMI-1640). Вну-
трибрюшинные инъекции животным начали делать 
на 3-й день после прививания опухоли и далее, начи-
ная с 14-го дня, вводили с интервалом 1 раз в неделю 
в течение 6 нед. Количество вводимых лимфоцитов 
составляло 1–1,5 млн на инъекцию.

Рост привитой культуры происходил в основном 
в виде солидных опухолей, спаянных с париетальной 
брюшиной и прорастающих ее. Асцит наблюдался 
в терминальной стадии развития опухоли и быстро 
приводил к гибели экспериментальных животных. 
Внутрибрюшинный характер роста опухоли после 
прививания делал невозможным контроль ее разме-
ров. Для мониторинга состояния животных проводи-
ли их еженедельное взвешивание и визуальное наблю-
дение за опухолевыми узлами, появляющимися после 
прорастания опухолью брюшины. Во всех группах до 
28-го дня после прививания опухоли наблюдалось по-
степенное увеличение массы тела мышей. Далее 
в группах с привитой опухолью отмечалась стабили-
зация показателей массы тела, а в группе интактных 

мышей продолжалось ее линейное возрастание еще 
в течение 2 нед.

Динамика появления опухолевых узлов у мышей 
представлена в таблице. Первые видимые опухолевые 
узлы появились у 2 мышей 3-й группы на 14-й день 
после прививания. При этом их возникновение у жи-
вотных 1-й и 2-й групп было отсрочено на неделю; 
опухолевые узлы появились на 21-е сутки у 4 мышей 
в каждой группе.

Кривые выживаемости мышей представлены 
на рис. 1. К 8-й неделе наблюдения (день 56) все жи-
вотные в 3-й группе погибли. На этот момент в экспе-
риментальных 1-й и 2-й группах оставались живыми 
80 и 60 % мышей соответственно. Внешний вид бес-
тимусных животных в 1-й и 3-й группах представлен 
на рис. 2.

Эксперимент был продолжен до 68-го дня после 
прививания с целью установления динамики гибели 
мышей в 1-й и 2-й группах. На момент окончания экс-
перимента в 1-й группе оставалось 6 мышей (2 – с при-
знаками опухоли и 4 – без них), в то время как в груп-
пе 2 – только 3 мыши, причем у 2 из них наблюдались 
признаки опухоли и только у 1 их не было (см. табли-
цу). У мышей 1-й и 2-й групп были исследованы опу-
холи и внутренние органы, а также проведены смывы 
с брюшной полости для получения лимфоцитов с це-
лью их цитофлуориметрического анализа. Следует 
отметить, что у 2 мышей с опухолью из 2-й группы 
отмечались признаки начинающегося асцита. У жи-
вотных с опухолью из 1-й группы, получавших кар-
плазмин, признаков асцита не было. Оставшиеся мыши 

Число живых мышей с видимыми опухолевыми узлами и без узлов в разных группах по дням после прививания клеток HCT116

Number of alive mice with visible tumor nodes and number of mice without nodes in groups by days after HCT116 cell inoculation

Группа 
Group

Число мышей, n 
Number of mice, n

7-й 
день 
7th day

14-й 
день 

14th day

21-й 
день 

21th day

28-й 
день 

28th day

35-й 
день 

35th day

42-й 
день 

42th day

49-й 
день 

49th day

56-й 
день 

56th day

68-й 
день 

68th day

1-я (карплазмин): 
Group 1 (carplasmin): 

число мышей с опухолевыми узлами, n 
number of mice with visible tumor nodes, n
число мышей без узлов, n 
number of mice without visible tumor nodes, n

0

10

0

10

4

6

5

5

5

5

5

5

5

4

4

4

2

4

2-я (пульс-лимфоциты): 
Group 2 (pulse-lymphocytes): 

число мышей с опухолевыми узлами, n 
number of mice with visible tumor nodes, n
число мышей без узлов, n 
number of mice without visible tumor nodes, n

0

10

0

10

4

6

7

3

7

3

6

1

5

1

5

1

2

1

3-я (без лечения, среда RPMI-1640): 
Group 3 (no treatment, RPMI-1640 medium):

число мышей с опухолевыми узлами, n 
number of mice with visible tumor nodes, n
число мышей без узлов, n 
number of mice without visible tumor nodes, n

0

10

2

8

5

5

6

4

6

2

4

2

2

1

0

0

0

0
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Таким образом, можно заключить, что у этих живот-
ных произошло полное излечение.

Следует отметить, что опухоли, развившиеся у мы-
шей, имели плохое кровоснабжение и уже при разме-
ре около 0,5 × 0,5 см содержали некротизированные 
участки. Узловой рост значительной части опухоли 
затруднял цитотоксическое воздействие со стороны 
вводимых интраперитонеально лимфоцитов. В то же 
время можно предположить, что ранние сроки начала 
противоопухолевой терапии – на 3-й день после при-
вивания опухоли – обеспечивали цитотоксическое 
воздействие на опухоль незначительных размеров, 
что снижало темпы развития новообразования или ве-
ло к его лизису до достижения макроскопических раз-
меров в 1-й и 2-й группах. Следует также учитывать, 
что основной причиной гибели экспериментальных 
животных было развитие опухолевого асцита. Как пра-
вило, не наблюдалось прорастания опухоли в жизнен-
но важные органы и не было обнаружено отдаленных 
метастазов. По-видимому, в таких условиях интрапе-
ритонеальные инъекции цитотоксических лимфоци-
тов могли сдерживать развитие асцита и удлинять 
продолжительность жизни мышей.

Цитофлуориметрический анализ смывов с брюш-
ной полости мышей, проведенный спустя 13 дней после 
окончания введения лимфоцитов человека, показал 
наличие у мышей 1-й группы большого количества 
CD3-лимфоцитов человека, составлявших основную 
часть клеточной массы смыва. В то же время в смывах 
мышей 2-й группы СD3-лимфоцитов практически 
не содержалось. Результаты проточной цитометрии 
представлены на рис. 3. Полученные данные могут 
говорить об избирательном накоплении карплазмина 
в областях, прилегающих к опухоли, и о продол-
жительности оказываемого ими цитотоксического 
эффекта. Можно предположить, что это связано с по-
вышением выживаемости и / или пролиферации акти-
вированных антигеном лимфоцитов.

Таким образом, лимфоциты, трансфецированные 
плазмидой, кодирующей РЭА-специфичный химер-
ный антигенный рецептор, оказывают выраженное 
противоопухолевое воздействие in vivo и сохраняются 
в брюшной полости в течение периода времени, до-
статочного для противодействия развитию РЭА-поло-
жительной опухоли при условии повторных еже-
недельных инъекций. Важным является тот факт, что 
на момент гибели 100 % мышей в контрольной группе, 
в группе мышей, получавших карплазмин, 80 % жи-
вотных оставалось живыми. Также принципиально 
важно, что 40 % мышей в этой группе были излечены 
полностью.

ОбСУждЕНИЕ
Мишенью карплазмина является РЭА – антиген, 

высокоэкспрессированный на поверхности опухоле-
вых клеток аденокарцином желудочно-кишечного 
тракта и поджелудочной железы, немелкоклеточного 

Рис. 1. Кривые выживаемости бестимусных мышей с привитыми опу-
холевыми клетками НСТ116 в группах, получавших лечение карплаз-
мином, пульс-лимфоцитами и не получавших лечения. Стрелка указы-
вает время начала терапии
Fig. 1. Survival curves of athymic mice with transplanted HCT116 tumor cells 
in groups treated with carplasmin, pulse-lymphocytes and not treated. The arrow 
indicates the start time of treatment

Рис. 2. Внешний вид бестимусных мышей с привитой опухолью НСТ116 
на конец наблюдения: а – группы карплазмина; б – группы без лечения 
(в терминальной стадии развития опухоли)
Fig. 2. Appearance of athymic mice with transplanted HCT116 tumor at the 
end of the observation: а – in a group treated with сarplasmin; б – in a group 
without treatment (in the terminal stage of tumor development)
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рака легких, рака молочной железы и при ряде других 
опухолей различной локализации [9]. В то же время 
в норме он экспрессирован на столбчатых эпителиаль-
ных и бокаловидных клетках толстой кишки, шеечных 
клетках выводных протоков фундальных желез и клет-
ках пилорических желез желудка, клетках плоского 
эпителия языка, пищевода и шейки матки, протоков 
потовых желез и эпителиальных клетках простаты. 
Однако локализация РЭА на нормальных клетках ог-
раничена апикальной поверхностью мембран и, таким 
образом, топологически отделена от воздействия им-
мунных клеток [9, 10]. При этом экспрессия РЭА 
на клетках аденокарциномы толстой кишки теряет 
свою полярность, а уровень ее значительно возрастает 
(до 35 раз), что усиливает различия между нормальной 
и опухолевой тканью [11]. Клинические испытания 
РЭА-специфических CAR-Т-лимфоцитов в группе 
пациентов с метастатическим колоректальным раком 
показали минимальное проявление цитокинового 
шторма и стабилизацию заболевания в течение 34 нед 
у 7 пациентов против прогрессирования у 3 пациентов 
[12]. Эти данные, с одной стороны, указывают на ми-
нимальные побочные эффекты РЭА-специфичной 
CAR-Т-терапии, а с другой – на необходимость созда-
ния и тестирования новых конструкций химерных 
рецепторов к другим эпитопам РЭА для повышения 
эффективности этой терапии.

По данным литературы, наряду с лентивирусны-
ми конструкциями, ДНК-плазмидами для создания 
CAR-T-клеток может использоваться матричная РНК 
(мРНК). Введение в клетку мРНК отличают быстрая 
и эффективная экспрессия CAR и высокая жизнеспо-
собность клеток [13, 14]. Тем не менее ДНК является 
более стабильным генетическим материалом и может 
сохраняться в клетках длительное время [15], приводя 
к пролонгированной экспрессии CAR. Еще одним 

недостатком мРНК является ее меньшая стабильность 
по сравнению с ДНК. Для получения, хранения и ис-
пользования мРНК в качестве лечебного препарата 
необходимо создать специальные условия, включа-
ющие рабочее пространство, свободное от РНКаз. 
Использование ДНК не требует таких условий.

Для получения карплазмина, а именно для введе-
ния в лимфоциты ДНК-плазмиды, использовался 
метод электропорации. Такой подход позволил полу-
чить модифицированные клетки, обладающие выра-
женной цитотоксической активностью в отношении 
РЭА-положительных клеточных культур HCT116, 
HT29 и умеренной – в отношении клеточной культуры 
А549. Цитотоксический эффект определялся с помо-
щью МТТ-теста и измерения активности лактатдеги-
дрогеназы после 24-часовой инкубации трансфе-
цированных лимфоцитов с клетками-мишенями [5]. 
Кроме того, с помощью метода проточной цитофлюо-
римет рии выявлен более чем 50 % цитотоксический 
эффект после 5-часовой инкубации клеток линии 
HCT116, предварительно окрашенных CFDA-SE, 
с лимфоцитами, экспрессирующими CAR, в соотно-
шении 1 : 10 [5, 7]. Как альтернатива данному подхо-
ду, CAR-лимфоциты могут быть получены с помо-
щью трансдукции с использованием ретровирусных 
и лентивирусных векторов [16, 17]. Так, применив для 
трансдукции ретровирусный вектор MFG, D. M. Bar-
rett и соавт. [14] получали лимфоциты человека со 
2-м поколением CAR, которые затем тестировали на 
модели мышей с привитой опухолью (генно-инженер-
ная культура клеток MIPCEA с искусственно полу-
ченной экспрессией РЭА). Лечение РЭА-специфич-
ными лимфоцитами проводилось в 2 вариантах: 
начиная с 1-го и 6-го дня после прививания РЭА-экс-
прессирующих клеток. При 1-м варианте терапии все 
мыши выжили, а при 2-м выжила только 1 из 4 особей 

Рис. 3. Результаты цитофлуориметрического анализа лимфоцитов, содержащихся в смыве с брюшной полости мышей, получавших карплазмин 
(а) и пульс-лимфоциты (б). Красным цветом показаны лимфоциты, несущие на поверхности рецептор CD3, синим – лимфоциты, у которых 
рецептор CD3 отсутствует
Fig. 3. Results of flow cytometric analysis of human lymphocytes contained in peritoneal lavage of mice treated with carplasmin (а) and pulse-lymphocytes (б). 
Lymphocytes bearing the CD3 receptor on the surface are shown in red, lymphocytes in which the CD3 receptor is absent, in blue
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[16]. Таким образом, независимо от метода доставки 
ДНК (трансфекция методом электропорации или 
трансдукция) CAR-лимфоциты способны эффективно 
подавлять РЭА-положительную опухоль на мыши-
ной модели. Однако, по нашему мнению, получение 
CAR-лимфоцитов с помощью доставки ДНК-плаз-
миды в клетку методом электропорации является 
более предпочтительным. Во-первых, это на иболее 
быстрый и дешевый способ получения CAR-лимфо-
цитов. Во-вторых, при таком подходе отсутствует 
риск инсерционного мутагенеза и активации онко-
генов. В-третьих, постоянная антигенная стимуляция 
CAR-лимфоцитов клетками опухоли в организме 
реципиента приводит к неконтролируемому выбросу 
лимфокинов (так называемый цитокиновый шторм), 
который трудно купировать. В этом случае относи-
тельная кратковременность жизни CAR-лимфоцитов, 
полученных методом трансфекции, в сочетании 
с возможностью их дозирования и дробного введения 
позволяет скорректировать лечение и смягчить по-
бочные эффекты терапии. Напротив, при трансдукции 
формируется лимфоцитарная популяция, в которой 
трансгены стабильно и произвольно интегрированы 
в хромосомы, что создает в том числе риск некон-

тролируемой пролиферации и длительной экспрес-
сии конструкции CAR.

ЗаКЛючЕНИЕ
В настоящем исследовании был достигнут выра-

женный противоопухолевый эффект после примене-
ния карплазмина (РЭА-CAR-T) (в экспериментальной 
группе 80 % мышей выжили, тогда как в контрольной 
группе 100 % мышей погибли), зафиксирована боль-
шая продолжительность жизни в экспериментальных 
группах по сравнению с контрольной. В группе, полу-
чавшей терапию карплазмином, выживаемость на мо-
мент гибели всех мышей в контрольной группе соста-
вила 80 %, у 40 % мышей наблюдалась полная 
ремиссия без признаков определяемой опухоли в сро-
ки наблюдения более 3 мес. Показано, что CAR-лим-
фоциты длительно сохраняются в брюшной полости. 
Использование электропорации при получении кар-
плазмина создает возможность оптимизации вводи-
мой дозы препарата в повторных инъекциях с учетом 
ответа реципиента, что позволяет снизить вероятность 
такого осложнения, как цитокиновый шторм, которое 
часто наблюдается при введении долгоживущих лим-
фоцитов, трансдуцированных лентивирусами.
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Рак желудка является одним из наиболее распространенных злокачественных новообразований во всем мире. 
Около 10 % пациентов с данной патологией сообщают об отягощенном семейном анамнезе; наследственную форму 
заболевания выявляют в 1–3 % случаев. Синдром наследственного диффузного рака желудка возникает в резуль-
тате герминальных мутаций в гене CDH1 и характеризуется высоким риском развития диффузного рака желудка 
у обоих полов и долькового рака молочной железы у женщин.
в статье приведен клинический случай диагностики и лечения пациента, 41 года, с диффузным раком желудка, 
у которого методом массового параллельного секвенирования (next generation sequencing, NGs) выявлена неопи-
санная герминальная мутация с.1596G>A в гене CDH1, что позволило установить точный диагноз.
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ВВЕдЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) является одним из наиболее 

распространенных злокачественных новообразований 
во всем мире. В Российской Федерации ежегодно вы-
является около 36 тыс. новых случаев данной патоло-
гии, большинство из которых диагностируются на III–
IV стадии (60,7 %) [1]. Преимущественно РЖ носит 
спорадический характер и возникает под влиянием 
факторов внешней среды, питания, курения, инфици-
рования H. pylori. Около 10 % больных РЖ сообщают 
об отягощенном семейном анамнезе, однако наслед-
ственную форму заболевания удается установить 
в 1–3 % случаев [2]. Среди основных наследственных 
форм РЖ выделяют наследственный диффузный РЖ 
(НДРЖ), аденокарциному желудка с проксимальным 
полипозом, семейный РЖ кишечного типа [3]. Кроме 
того, известен ряд других наследственных опухолевых 
синдромов (НОС), при которых также отмечен повы-
шенный риск развития РЖ: синдром Пейтца–Егерса, 
ювенильный полипоз, синдром наследственного рака 
молочной железы (РМЖ) и яичников, ТР53-ассоци-
ированный опухолевый синдром, семейный аденома-
тозный полипоз, MYH-ассоциированный полипоз 
и некоторые другие [4].

Синдром НДРЖ (OMIM#137215, GASTRIC 
CANCER, HEREDITARY DIFFUSE; HDGC) являет-
ся наиболее изученным НОС и обусловливает высокий 
риск развития диффузного РЖ (ДРЖ) у обоих полов 
и долькового РМЖ у женщин. Наследственный ДРЖ 
характеризуется аутосомно-доминантным типом на-
следования и высокой пенетрантностью. В большин-
стве случаев причиной НДРЖ является носительство 
герминальной мутации в гене-онкосупрессоре CDH1, 
который кодирует трансмембранный белок Е-кадге-
рин, относящийся к кальций-зависимым кадгеринам 
[5]. Реже встречаются мутации во 2-м белке межкле-
точной адгезии, α-катенине (ген CTNNA1) [6]. Впер-
вые НДРЖ был описан в семье маори из Новой Зелан-
дии в 1998 г. В настоящее время в России частота 
носительства мутаций в гене CDH1 не установлена, 
во всем мире она составляет 5–10 случаев на 100 тыс. 
новорожденных.

Ген CDH1 включает 16 экзонов. Кодирующая об-
ласть CDH1 ответственна за синтез сигнальных пепти-

дов кадгерин-PRE и кадгерин-PRO, 5 кальций-связы-
вающих внеклеточных повторяющихся доменов 
кадгерина (домены 1–5ЕС) и внутриклеточной цито-
плазматической области CDH1 (включая области свя-
зывания с p120- и β-катенином) (рис. 1а). Цитоплаз-
матический домен E-кадгерина образует белковый 
комплекс с β-, p120- и α-катенинами, который связы-
вает эту молекулу с актин-миозиновой сетью, коорди-
нируя форму и полярность клеток в эпителии. Кроме 
того, посредством активации сигнальных путей и экс-
прессии генов Е-кадгерин участвует в поддержании 
стабильности клеточной структуры, межклеточной 
адгезии, тканевой дифференцировки, пролиферации, 
выживаемости и миграции клеток [7]. Изменения экс-
прессии E-кадгерина или структурные модификации 
гена CDH1 являются пусковым механизмом эпители-
ально-мезенхимального перехода и прогрессирования 
рака [8].

Описанные на сегодняшний день клинически зна-
чимые мутации в гене CDH1 затрагивают все функцио-
нальные домены белкового продукта, однако в неко-
торых публикациях описаны так называемые «горячие 
точки» – единичные повторяющиеся в 4 и более семьях 
патогенные варианты c.1003C>T, c.1212delC, c.1792C>T, 
c.2398delC c.1008G>T, c.1137G>A и c. 1679C>G [9]. Ин-
тересно, что наиболее частым событием биаллельной 
инактивации в опухолях НДРЖ является гипермети-
лирование 2-го аллеля гена CDH1, тогда как 2-я мута-
ция, по-видимому, встречается реже [10].

Клинический фенотип НДРЖ демонстрирует зна-
чительную гетерогенность. По различным данным, 
нарушение экспрессии белка Е-кадрегина в результате 
мутации гена CDH1 приводит к риску развития НДРЖ 
в 40–70 % и 56–83 % случаев у мужчин и женщин в воз-
расте до 80 лет соответственно [11]. Средний возраст 
манифестации заболевания составляет около 38 лет, од-
нако может варьировать даже в пределах одной семьи 
[12]. При гистологическом исследовании у бессимптом-
ных носителей мутации в гене CDH1 в большинстве слу-
чаев выявляют множественные микроскопические оча-
ги внутрислизистой (pT1a) перстневидно-клеточной in 
situ карциномы с педжетоидным распространением. 
Ранний рак демонстрирует отсутствие иммуноэкспрес-
сии белков Ki-67 и p53. Прогрессирующий НДРЖ 

Gastric cancer is one of the most common malignancies worldwide. Approximately 10 % of patients with gastric cancer 
are characterized by accumulation of gastric cancer cases in their family. The hereditary forms of gastric cancer account 
for 1–3 % of all gastric cancer cases. Hereditary diffuse Gc syndrome is caused by germline mutations in CDH1 gene and 
determines a high risk of developing diffuse Gc and lobular breast cancer. In this article, we present a clinical case 
of a 41-year-old patient with diffuse gastric cancer, who was found to be a carrier of novel germline mutation in the 
CDH1 gene. Next-generation sequencing (NGs) has facilitated an identification of CDH1 c.1596G>A genetic variant, thus 
enabling an accurate clinical diagnosis hereditary diffuse gastric cancer.

Keywords: gastric cancer, hereditary diffuse gastric cancer, CDH1, c.1596G>A variant, genetic testing criteria

For citation: Danishevich A. M., Lisitsa T. s., Nikolaev s. E. еt al. Hereditary diffuse gastric cancer associated with a novel 
germline variant c.1596G>A in the CDH1 gene. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 
2023;10(1):87–93. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-1-87-93
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имеет плохой прогноз и представлен linitis plastica – 
инвазивной карциномой низкокогезивного / диффуз-
ного типа, обычно с малым количеством типичных 
перстневидных клеток, характеризующийся утолще-
нием и ригидностью стенки желудка. Распространен-
ные карциномы (pT>1) проявляют «агрессивный» 
фенотип с плеоморфными клетками, которые имму-
нореактивны к Ki-67 и p53 [13]. Кроме риска развития 
РЖ, у женщин значительно повышен риск возникно-
вения долькового РМЖ, который в течение жизни 
составляет 42 %. Для женщин совокупный риск разви-
тия диффузной карциномы желудка и РМЖ к 80 годам 
достигает 90 % [14]. Также описаны случаи CDH1-ас-
социированного рака толстой кишки, однако степень 
риска возникновения злокачественных новообразова-
ний данной локализации на сегодняшний день не 
определена.

Ниже представлен клинический случай диагнос-
тики и лечения пациента с ДРЖ.

КЛИНИчЕСКИЙ СЛУчаЙ
Пациент Ф ., 41 года, направлен в Национальный ме-

дицинский исследовательский центр онкологии им. 
Н. Н. Блохина для дообследования и лечения в связи с по-
дозрением на новообразование желудка. В ходе комплекс-
ного обследования выполнена эзофагогастродуоденоско-
пия (ЭГДС), при которой в дистальном направлении 
по задней стенке желудка и в направлении большой кри-
визны выявлен инфильтративно-язвенный очаг и запо-
дозрен рак проксимального отдела желудка с переходом 
на розетку кардии. При диагностической лапароскопии 
асцит и метастазы по брюшине не обнаружены. В ходе 
цитологического исследования смывов брюшной полости 

в пределах полученного материала опухолевых клеток 
не выявлено. При иммуногистохимическом исследовании 
экспрессия рецептора HER2-neu (HER2 – human epider-
mal growth factor receptor 2) не обнаружена. Установлен 
диагноз «рак тела и проксимального отдела желудка с пе-
реходом на проксимальный отдел пищевода, T4aN1M0, 
IIIA стадия».

В связи с ранним возрастом манифестации РЖ па-
циент направлен на консультацию к врачу-генетику. 
В ходе анализа семейной истории больной сообщил о еди-
ничном случае РЖ у родственника 3-й степени родства 
в пожилом возрасте. Для исключения наследственной 
формы РЖ пациент направлен на молекулярно-генети-
ческое исследование панели генов, ассоциированных 
с НДРЖ и другими НОС.

В рамках научно-исследовательской работы по со-
зданию национальной базы данных для диагностики на-
следственных форм онкологических заболеваний методом 
массового параллельного секвенирования (next generation 
sequencing, NGS) в лаборатории разработки новых ме-
тодов молекулярной диагностики заболеваний человека 
Центра постгеномых исследований ФГБУ «Центр стра-
тегического планирования и управления медико-биоло-
гическими рисками здоровью» выполнено исследование 
панели генов, ассоциированных с НОС, включающей ген 
CDH1. Пробоподготовка, биоинформатическая обра-
ботка и оценка клинической значимости вариантов нук-
леотидной последовательности выполнены, как было 
описано ранее [15].

В результате ДНК-диагностики в 11-м экзоне гена 
CDH1 (NM_004360.5) выявлен вариант нуклеотидной 
последовательности chr16:68819310G>A (с.1596G>A, 
p.Trp532Ter) в гетерозиготной форме. Выявленный 

Рис. 1. Положение мутации с.1596G>A в гене CDH1 и визуализация 3D-структуры белка Е-кадрегин: а – структура гена CDH1 и мутация 
с.1596G>A; б – положение варианта с.1596G>A в структуре белка Е-кадгерин
Fig. 1. Position of c.1596G>A in the CDH1 gene and 3D visualization of the E-cadregin protein structure: а – structure of the CDH1 gene and mutation 
c.1596G>A; б – mutation c.1596G>A in the E-cadherin protein

с.1596G>A

PRE ТМPRO EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 IC

80 81           350 474        776 798     1115 1137  1448 1476   1775 1794   2060                        2214                             2639

Внеклеточный домен / Extracellular domain Внутриклеточный домен /  
Itracellular domain

TRP532
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вариант ранее не описан в базах данных популяционных 
частот gnomAD Exomes и gnomAD Genomes. Замена 
 гуанина на аденин в 1596-й позиции приводит к возник-
новению стоп-кодона и преждевременной остановке 
синтеза белка, и, согласно рекомендациям Американско-
го колледжа медицинской генетики и геномики (American 
College of Medical Genetics and Genomics), данный вариант 
классифицирован как патогенный (PVS1, PM2). Наличие 
мутации подтверждено методом секвенирования по Сэн-
геру (рис. 2б). Пациенту установлен диагноз НДРЖ. 
С учетом аутосомно-доминантного типа наследования 
риск передачи герминального варианта с.1596G>A по-
томству составляет 50 %. Вероятность наличия дан-
ной мутации у брата и сестры зависит от статуса 
родителей, которые отказались от проведения ДНК-ди-
агностики. Для оценки сегрегации данного варианта 
в семье выполнено молекулярно-генетическое обследова-
ние сибсов и сына пробанда, в генотипе которых мута-
ция с.1596G>A не выявлена (см. рис. 2б).

В рамках комбинированного лечения в период с янва-
ря по март 2021 г. пациенту проведены 4 курса полихи-
миотерапии по схеме FLOT. При контрольном обследовании 
(март 2021 г.) выполнена эндоскопическая ультрасоно-
графия, в ходе которой на уровне 39 см от резцов опре-
делена проксимальная граница гипоэхогенной опухоли, 
исходящей из слизистой оболочки и распространяющейся 
на все слои стенки желудка. Узурации серозной оболочки 
не отмечено. У проксимального края опухоли толщина 
стенки пищевода составляла 0,7 см, протяженность 
поражения – 2,5 см. Рентгенологически проксимальная 
граница опухолевого поражения пищевода – на уровне 
абдоминального сегмента. Просвет пищевода сужен 
на 1 / 2, супрастенотического расширения не выявлено. 
При компьютерной томографии в сравнении с рентге-
новской компьютерной томографией от 19.12.2020 

отмечены уменьшение утолщения верхней трети стенки 
тела желудка с 2,3–3,0 см до 1,2 см, незначительное 
уплощение и тяжистость парагастральной клетчатки. 
Размеры всех ранее определяемых парагастральных лим-
фатических узлов (ЛУ) уменьшились: вдоль малой кри-
визны желудка (по ходу левой желудочной артерии) 
с 0,8–0,9 см до 0,3–0,6 см по короткой оси. В воротах 
печени определялись плоские ЛУ размерами до 1,6 × 0,8 см; 
забрюшинные ЛУ не увеличены (единичные ЛУ сохраня-
лись без динамики – до 0,6 см по короткой оси). По дан-
ным ЭГДС существенных изменений не выявлено.

С учетом положительной динамики 08.04.2021 были 
проведены гастрэктомия, лимфаденэктомия D2, резек-
ция абдоминального сегмента пищевода. При гистологи-
ческом исследовании послеоперационного препарата 
в желудке определялась инфильтративно-язвенная опу-
холь размерами 5,0 × 3,0 см, представленная очагами 
фиброза и единичными комплексами клеток, с разраста-
ниями низкодифференцированной (низкокогезивной) кар-
циномы G

3
. Отмечены признаки лечебного патоморфоза 

I (по Лавниковой) и IV (по Mandard) степеней; опухоль 
прорастала все слои стенки желудка и врастала в жи-
ровую ткань. По классификации Lauren – диффузный 
рак. Достоверных признаков сосудистой и периневраль-
ной инвазий не выявлено, в краях резекции пищевода 
и желудка элементов опухолевого роста не обнаружено. 
В 1 из 15 ЛУ выявлены метастазы опухоли, представ-
ленные очагами фиброза со скоплениями ксантомных 
клеток, гемосидерофагов – признаки лечебного патомор-
фоза метастаза опухоли IV степени. В 4 ЛУ большой 
кривизны элементов опухолевого роста не определялось. 
С мая по август 2021 г. продолжена полихимиотерапия 
в режиме FLOT (до 4 курсов).

На сегодняшний день пациент находится под дина-
мическим наблюдением.

Рис. 2. Родословная и секвенограмма гена CDH1 пациента Ф.: а – родословная больного; б – секвенограмма участка гена CDH1 с заменой гуани-
на на аденин в 1596-м положении
Fig. 2. Pedigree and Sanger sequencing results of the CDH1 gene in patient F.: a – pedigree of the patient; б – sequence of the CDH1 gene with the replacement 
of guanine with adenine at position 1596
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ОбСУждЕНИЕ
Повышение доступности методов молекулярно-

генетической диагностики привело к значительному 
росту идентификации больных НДРЖ. На сегодняш-
ний день в гене CDH1 зарегистрирован 321 клиниче-
ски значимый вариант: 249 патогенных и 72 вероятно 
патогенных. Их наибольшее количество представлено 
мутациями со сдвигом рамки считывания (128 вари-
антов), нонсенс-мутациями (73 варианта), реже – му-
тациями в сайтах сплайсинга (19 вариантов), миссенс-
мутациями (14 вариантов), синонимичными заменами 
(7 вариантов), вариантами с потерей старта (5 вариантов), 
инсерционно-делеционными нарушениями (1 вари-
ант). Кроме того, описаны мутации вне кодирующих 
экзонов (2 варианта); большие делеции от 357 пар 
оснований до 175 килобаз (включая экзоны) встреча-
лись редко [16]. Терминирующие варианты, такие как 
выявленный нами вариант с.1596G>A (p. Trp532Ter), 
приводят к полной потере экспрессии Е-кадгерина 
из-за возникновения преждевременного стоп-кодона, 
укорочения белка, оказывая патогенное влияние. Ра-
нее мутация с.1596G>A в гене CDH1 описана как со-
матическая в клетках опухоли пищевода [17]. Допол-
нительные функциональные исследования для 
подтверждения каузативности варианта, как правило, 
требуются при выявлении миссенс-мутаций в гене 
CDH1 (20 % случаев), приводящих к образованию пол-
норазмерных молекул Е-кадгерина, влияние которых 
на функцию белка непредсказуемо [18].

Согласно рекомендациям Международного кон-
сорциума по раку желудка (International Gastric Cancer 
Linkage Consortium, IGCLC), проведение профилак-
тической гастрэктомии в возрасте 20–30 лет остается 
основным методом первичной профилактики НДРЖ 
у носителей патогенных герминальных мутаций в гене 
CDH1 [19]. С учетом неполной пенетрантности и зна-
чительной клинической гетерогенности заболева-
ния гастрэктомия носит рекомендательный характер 
и остается предметом дискуссий. В связи с широким 
диапазоном возраста манифестации НДРЖ (описаны 
случаи НДРЖ в 14 и 85 лет) было предположено, что 
на развитие определенного фенотипа кроме типа му-
тации может влиять локализация нарушения [20]. Для 
определения фено-генотипических ассоциаций W. Lo 
и соавт. использовали программный инструмент  
I-TASSER, который позволяет визуализировать модель 
структуры белка при возникновении «усекающих» му-
таций (truncating mutations), приводящих к укороче-
нию синтезируемого белка, в известных функциональ-
ных доменах гена CDH1. Так, некоторые варианты 
в кадгерине-PRO приводят к укорочению белка с по-
терей всех ключевых доменов за пределами положения 
мутации, тогда как при мутации в домене IC белок 
способен интегрироваться в клеточную мембрану и свя-
зываться с p120, но будет лишен возможности свя-
зывания с β-катенином. Вариант с.1596G>A распо-
лагается в домене ЕС4 (см. рис. 1). С учетом того, что 

С-концевые домены кадгерина EC3, EC4 и EC5 отве-
чают за гетеродимеризацию с другими молекулами 
адгезии или рецепторными тирозинкиназами, веро-
ятно, возникновение замены с.1596G>A может при-
вести к нарушению этой функции, что повлечет за 
собой потерю межклеточной адгезии [9, 21]. W. Lo 
и соавт. провели систематический анализ и просле-
дили фено-генотипические корреляции у 152 паци-
ентов с мутацией в гене CDH1. Авторы отметили, что 
в семьях с «укорачивающими» вариантами в С-кон-
цевых доменах EC3 / 4 / 5 ДРЖ манифестировал после 
40 лет [9]. В описанном нами случае вариант с.1596G>A 
привел к возникновению у пациента ДРЖ в возрасте 
41 года. В исследовании P. R. Benusiglio и соавт. у больно-
го ДРЖ 44 лет описан патогенный вариант c.1595G>A, 
находящийся в соседнем нуклеотиде с выявленным 
нами вариантом с.1596G>A. Данный вариант также 
приводит к формированию преждевременного стоп-
кодона в 523-м положении, терминации синтеза белка 
и характеризуется как патогенный. Как и в нашем слу-
чае, P. R. Benusiglio и соавт. отмечают отсутствие зло-
качественных новообразований в семейном анамнезе 
обследованного пациента [22]. Упоминание о повре-
ждающем характере мутации c.1595G>A содержится 
в работе T. L. Mastracci и соавт., в ходе которой были 
исследованы опухолевые образцы долькового РМЖ 
[23]. С учетом отказа родителей пробанда от ДНК-ди-
агностики оценить пенетрантность варианта с.1596G>A 
в описанной нами семье затруднительно, поскольку 
не исключен de novo характер мутации.

Накопление данных о клинических особенностях 
НДРЖ привело к пересмотру IGCLC критериев 2015 г. 
по отбору лиц, нуждающихся в исследовании мутаций 
гена CDH1. Например, в работе M. F. Jacobs и соавт. 
у 7 из 20 носителей мутации в гене CDH1 семейный 
анамнез был не отягощен, картина заболевания не от-
вечала существующим критериям отбора [24]. К. Low-
stu ter и соавт. выполнили исследование 26 936 образцов 
крови пациентов, у 16 (0,06 %) из которых выявили 
наличие патогенных мутаций в этом гене. В 4 (1,0 %) слу-
чаях наблюдался инвазивно-протоковый РМЖ, 
в 1 (5 %) – сочетание инвазивного протокового рака 
и дольковой карциномы молочной железы, в 1 (5,0 %) – 
рак толстой кишки. В целом 65 % обследованных также 
не соответствовали критериям отбора [25]. Основным 
отличием критериев IGCLC, опубликованных в 2020 г., 
стало повышение возраста ДНК-диагностики пациентов 
с ДРЖ, подлежащих тестированию на наличие мутаций 
в гене CDH1, с 40 до 50 лет [26]. Это изменение позволи-
ло нам выявить новый патогенный вариант, пополнив 
перечень мутаций в гене CDH1, и имело ключевую роль 
в постановке окончательного диагноза НДРЖ.

ЗаКЛючЕНИЕ
Массовое параллельное секвенирование является не-

заменимым и эффективным методом поиска герминаль-
ных мутаций при подозрении на наличие НОС, в том 
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числе при диффузной карциноме желудка. Благодаря 
этому методу нами выявлен ранее не представленный 
в международных базах данных и мировой литературе па-
тогенный герминальный вариант с.1596G>A в гене CDH1.

ДНК-диагностика у пациентов с клиническими 
при знаками НРЖ определяет стратегию лечения 

и прогноз течения заболевания. Своевременное 
выявление здоровых обладателей мутации в гене 
CDH1 открывает возможности индивидуализиро-
ванного ведения больных, профилактики ДРЖ, 
и, как следствие, снижения уровня заболеваемости 
раком.
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