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На сегодняшний день онкологические заболевания являются одной из основных причин смертности населения. 
в понимании клеточных и физиологических процессов канцерогенеза и опухолевой прогрессии остаются сущест-
венные пробелы, заполнение которых возможно посредством использования моделей in vivo. в данном обзоре 
представлено современное состояние экспериментальных систем in vivo, включая сингенные модели, ксенотранс-
плантаты от клеток опухоли пациентов (patient-derived xenograft, PDX), модели ксенографтов с использованием 
клеточных культур (cell line derived xenograft, CDX) и различные типы животных – гуманизированные и генно-ин-
женерные (genetically engineered models, GEM). Рассматриваются возможности, которые открывают животные мо-
дели: создание аватара пациента, прижизненная визуализация опухолевой миграции и инвазии на организменном 
уровне и оценка новых терапевтических подходов, нацеленных на первичную опухоль, метастазы и профилактику 
онкологических заболеваний. Обсуждаются проблемы, с которыми сталкивается исследователь при выборе опти-
мальной модели, предлагаются возможные пути их решения.

Ключевые слова: модель in vivo, аватар пациента, канцерогенез, опухолевая прогрессия
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Cancers are one of the leading causes of mortality in the world. Cellular and physiological mechanisms of cancer deve-
lopment remain not well defined. In vivo models are an attractive approach for understanding of cancer origin and 
progression. This review presents current state of experimental in vivo systems including syngeneic models, patient-de-
rived xenografts (PDX), cell line-derived xenografts (CDX) and various animals – humanized and genetically engineered 
models (GEM). These models provide opportunities for developing patients’ avatars, lifetime visualization of tumor mi-
gration and invasion at the organism level, and the evaluation of new therapeutic methods aimed at primary tumors, 
metastases, and cancer prevention. We also discuss the problems of choosing the optimal model and potential solutions 
for their overcoming.

Keywords: in vivo model, patient avatar, carcinogenesis, tumor progression
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ВВЕдЕНИЕ
Рак является одной из основных причин смертно-

сти в мире наряду с сердечно-сосудистыми заболева-
ниями. Несмотря на значительный прогресс в совре-

менных молекулярных технологиях и полученные 
результаты, все еще остаются пробелы в понимании 
механизмов канцерогенеза и опухолевой прогрессии. 
Соответственно, необходимы дальнейшие исследования 
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с использованием более эффективных моделей и ин-
струментариев, которые позволили бы пролить свет на 
молекулярные и клеточные процессы, лежащие в ос-
нове формирования и прогрессирования онкологиче-
ских заболеваний, обнаружить новые мишени и раз-
работать актуальные терапевтические подходы. Одним 
из важных подходов в исследованиях в данной области 
является применение моделей in vivo [1].

На сегодняшний день экспериментальные модели 
in vivo отражают рост опухоли, метастазирование, вза-
имодействие опухолевых клеток и их микроокружения 
и помогают в поиске новых терапевтических мишеней 
и методов лечения [2]. Существует множество подходов 
к моделированию опухолевого заболевания на живот-
ных, включая доклинические испытания со спонтан-
ным раком, химически или генетически индуцирован-
ные модели рака и различные модели ксенографтов. 
Каждая модель имеет свои достоинства и недостатки, 
и выбор модели зависит от поставленных задач [3]. 
Большое количество работ посвящено моделированию 
опухолевого роста и метастазирования в различные 
ткани и органы [4, 5]. Несмотря на то что область экс-
периментальных моделей довольно хорошо прорабо-
тана, остается множество нерешенных проблем. Остро 

стоит вопрос моделирования различных стадий забо-
левания, так как опухоли у животных растут быстрее, 
чем у людей [6]. Несовершенство моделей обуслов-
ливает высокую долю неудачных решений, разрабо-
танных в доклинических исследованиях и на этапе 
клинических испытаний. Поэтому выбор моделей 
должен базироваться на понимании их особенностей, 
достоинств и недостатков и исходить из поставленных 
задач.

ЭКСПЕРИМЕНТаЛьНыЕ МОдЕЛИ жИВОТНыХ
Экспериментальные системы для изучения биоло-

гии опухолей включают клеточные культуры, первич-
ные опухолевые линии, трехмерные модели органоидов, 
модели in vivo с использованием различных животных 
объектов, включая Drosophila melanogaster, куриные 
эмбрионы, рыбок данио-рерио (Danio rerio), мышей, 
крыс и свиней, а также компьютерные модели. Все это 
составляет основу для моделирования канцерогенеза 
и метастазирования и исследования молекулярно-ге-
нетических характеристик данных процессов [7].

В последние десятилетия количество линий лабо-
раторных грызунов (мышей и крыс) значительно воз-
росло в связи с развитием генной инженерии (рис. 1). 

Рис. 1. Модельные системы для исследований в онкологии. Nude – «голые» мыши c отсутствием тимуса; NOD (nonobese diabetic) – мыши с ауто-
иммунным диабетом; SCID (severe combined immunodeficiency syndrome) – мыши с синдромом тяжелого комбинированного иммунодефицита; NSG 
(NOD SCID gamma) – мыши с комбинацией характеристик NOD и SCID; CDX (cell line derived xenograft) – модель ксенографта с использованием 
клеточных культур; PDX (patient-derived xenograft) – ксенотрансплантаты от клеток опухоли пациентов
Fig. 1. Model systems for cancer studies. Nude – nude mice without thymus; NOD (nonobese diabetic) – mice with autoimmune diabetes; SCID (severe 
combined immunodeficiency syndrome) – mice with severe combined immunodeficiency syndrome; NSG (NOD SCID gamma) – mice with NOD and SCID 
combination; CDX – cell line-derived xenograft model; PDX – patient-derived xenograft
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Помимо иммунокомпетентных животных, которые 
используются в моделировании злокачественных но-
вообразований, были созданы животные с различными 
типами иммунодефицита: отсутствием Т-лимфоцитов 
(Nude), Т- и В-лимфоцитов и других иммунных кле-
ток, а также с нарушением функции NK-клеток. Им-
мунодефицитных животных используют для изучения 
канцерогенеза, метастазирования, оценки эффектив-
ности терапии и разработки противоопухолевых пре-
паратов, однако отсутствие иммунных клеток затруд-
няет исследование взаимодействия опухоли и ее 
микроокружения, а также влияния иммунного звена 
на прогрессирование заболевания [8].

Сингенные модели. Сингенные модели подразуме-
вают трансплантацию опухолевых клеток той же инб-
редной линии, что и линия, из которой была получена 
исходная опухоль [9]. Например, при использовании 
мышей линий C57BL / 6, BALB / c и FVB были получе-
ны клетки спонтанных, индуцированных канцероге-
ном мышиных опухолей, которые культивировали 
in vitro и затем применяли для дальнейшей инокуля-
ции животным [10]. Такие клеточные линии получают 
после диссоциации и культивирования исходной опу-
холи в условиях in vitro. Обычно подсадка животным 
осуществляется местно, чаще используется подкожное 
введение (эктотопически), поскольку такой способ 
введения относительно прост и удобен для монито-
ринга развития и роста опухоли [11] (рис. 2).

Сингенные модели широко применяются для мо-
делирования опухолевого заболевания из-за относи-
тельной простоты. Однако их большим недостатком 
является отсутствие человеческого материала в экспе-
рименте, что усложняет трансляцию результатов в докли-
нические и клинические исследования [9].

Ксеногенные модели. Ксеногенные модели получа-
ют путем прямой имплантации свежих образцов чу-
жеродных клеток, таких как клеточные культуры, 
клетки первичной опухоли и фрагменты опухолевой 
ткани, в организм экспериментального животного. 
Модель ксенографта с использованием клеточных 
культур (cell line derived xenograft, CDX) считается «зо-
лотым стандартом» доклинических исследований 
при изучении роста опухоли. В этой модели опухоле-
вая культура может имплантироваться животным под-
кожно. Мониторинг прогрессирования заболевания 
возможен за счет детекции экспрессии флуоресцент-
ных белков, например люциферазы [12]. Более того, 
прижизненная визуализация дает представление о вза-
имодействии опухоли и стромы в первичном и вторич-
ном очагах [13]. Модель CDX имеет несколько общих 
характеристик с опухолями человека, поскольку пред-
ставляет собой васкуляризированную трехмерную 
опухоль, растущую в живом организме, с собственны-
ми толерантностью к лекарственным агентам и мета-
болизмом [14]. К преимуществам использования кле-
точных линий относятся экономичность, простота, 

Рис. 2. Схематическое изображение сайтов и способов трансплантации опухолевых клеток
Fig. 2. Overview of tumor cell sites and transplantation methods

Сайты трансплантации / Transplantation site

Дорсальная сторона животного / Dorsal side of an animal Вентральная сторона животного / Ventral side of an animal

Ретроорбитальный венозный синус / 
Retroorbital venous sinus

Подкожное введение в спину 
или бедро / Intracutaneous 

injection into the back or thigh

Введение в хвостовую вену / 
Injection into the tail vein

Введение 
в почечную 

капсулу / Injection 
into the renal 

capsule

Введение в мышцу / 
Intramuscular injection

Введение в сердце/аорту / 
Injection into the heart/aorta

Введение в брюшину / 
Intraperitoneal injection

Способы трансплантации в зависимости от органа / Transplantation methods depending on the organ

Опухоль печени / 
Liver tumor

Суспензия опухолевых клеток / 
Tumor cell suspension

Опухолевая 
ткань / Tumor 

tissue

Ортотопическая 
трансплантация / 

Orthotopic transplantation

Гетеротопическая 
трансплантация / 

Heterotopic 
transplantation

Легкие / Lungs

Печень / Liver

Молочные железы / 
Mammary glands



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 

   
2

, 
2

0
2

3

11ТОМ 10 / VOL. 10  ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW

неограниченный запас материала, воспроизводимость 
результатов и отсутствие этических проблем, связан-
ных с применением тканей животных и человека [15]. 
Однако при интерпретации результатов следует пом-
нить, что клеточные линии не всегда воспроизводят 
молекулярные особенности и фенотип первичных 
опухолевых клеток [16]. К недостаткам использования 
модели CDX можно отнести и нарушение фармако-
кинетики, отсутствие гетерогенности клеток, иммун-
ной системы и микроокружения, характерного 
для опухолей человека [17].

Ксенотрансплантаты получают также от клеток 
опухоли пациентов (patient-derived xenograft, PDX) 
[18]. Данные модели позволяют сохранять естествен-
ное микроокружение опухоли и предоставляют воз-
можность для персонализации терапии и трансляции 
результатов непосредственно на пациента [19]. 
При создании модели PDX обычно осуществляется 
ортотопическая / гетеротопическая подсадка фрагмен-
та опухоли или введение опухолевой суспензии непо-
средственно в орган, что обеспечивает быстрый рост 
опухоли и высокую вероятность развития метастази-
рования [20]. Ортотопическая модель подразумевает 
подсадку опухолевого материала в орган, в котором 
локализуется первичная опухоль, гетеротопическая 
модель – подсадку в любой другой орган [21] (см. рис. 2). 
Вариантом создания моделей PDX является введение 
опухолевых клеток в сосудистую систему [22]. Чаще 
всего местом инъекции клеточной суспензии у мышей 
является боковая хвостовая вена. За счет введения 
опухолевых клеток в кровеносное русло формируются 
легочные метастазы, что частично объясняется пер-
вым капиллярным руслом, с которым сталкиваются 
инъецированные клетки, и органотропностью этих 
клеток [23].

Еще один вариант получения ксенографтов – 
из циркулирующих опухолевых клеток (ЦОК) – по-
зволяет решить проблему малого количества ЦОК 
и избежать получения линий этих клеток, что являет-
ся затруднительным [24]. Данные клетки выделяют 
из образцов крови онкологических пациентов и инъ-
ецируют иммунодефицитным мышам. Такой подход 
привлекателен, поскольку позволяет проводить моле-
кулярный анализ и служит платформой для доклиничес-
ких исследований лекарственных препаратов [25].

Гуманизированные модели. При внедрении резуль-
татов доклинических исследований в практику часто 
возникает проблема воспроизводимости эффективно-
сти лекарственных препаратов [9]. Значительную роль 
в ответе на терапию, а также в развитии и прогресси-
ровании заболевания играет микроокружение опухо-
ли. Для его изучения могут быть использованы модели 
ex vivo с органоидами и фрагментами опухоли, но они 
лишены физиологической сложности, наблюдаемой 
в живом организме [26]. Решить эту проблему можно 
с помощью гуманизированных животных с ключевы-
ми компонентами иммунной системы человека [27] – 

мышей с тяжелым комбинированным иммунодефи-
цитом или с дефектной рекомбинацией генов антител 
и рецепторов Т-клеток, нарушающих адаптивный 
и врожденный иммунитет. Таким мышам сначала при-
живляют компоненты иммунной системы человека 
путем введения клеток в кровоток и после оценки их 
жизнеспособности подсаживают ксенотрансплантаты. 
Возможна также единовременная инокуляция опу-
холевых и иммунных клеток, например, посредством 
инъ екции суспензии из биопсийного материала и ге-
мопоэтических клеток после их предварительной ко-
инкубации. Данные модели подходят для изучения 
взаимодействия опухоли и иммунной системы, оценки 
роли иммунных компонентов в опухолевой прогрессии 
и анализа эффективности иммунотерапии [28].

Генно-инженерные модели. Генно-инженерные мо-
дели (genetically engineered models, GEM) получаются 
на основе генетических изменений на начальных этапах 
эмбриогенеза с помощью плазмидных конструкций 
(см. рис. 1). При инициации онкогенеза (de novo) в ор-
ганизме экспериментальных животных опухолевые 
клетки взаимодействуют со стромой, что позволяет мо-
делировать различные этапы канцерогенеза и метаста-
тического каскада и изучать их с учетом влияния им-
мунной системы и микроокружения опухоли [4, 29]. 
Генетические изменения включают в себя вставку он-
когена под контролем тканеспецифического промото-
ра, например промотора MMTV (специфического для 
молочной железы), или нокаут опухолевых генов-су-
прессоров, например TP53. Кроме того, с помощью 
различных препаратов, таких как эстроген, тамоксифен, 
доксициклин и тетрациклин, можно влиять на уровень 
экспрессии онкогенов и онкосупрессоров в организме 
генно-инженерного животного [29]. В последние годы 
были разработаны GEM для рака молочной, предста-
тельной, поджелудочной желез, легких, толстой кишки, 
мочевого пузыря и яичников [30].

ПРИМЕНЕНИЕ МОдЕЛЕЙ iN ViVO  
В ТЕРаПИИ
Модельные системы in vivo широко применяются 

при разработке новых методов диагностики, профи-
лактики и лечения пациентов с онкологическими за-
болеваниями. Их создание является обязательным 
этапом разработки препаратов. В частности, GEM, 
сингенные и ксеногенные модели (PDX и CDX) ис-
пользуют для оценки эффективности лучевой, таргет-
ной (синтезированные агенты, природные активные 
молекулы, моноклональные антитела и др.) терапии, 
химиотерапии и нанотехнологических разработок (на-
пример, наночастиц и гидрогелей) [31–33]. Применение 
данных моделей позволяет создавать агенты профи-
лактического характера и препараты, нацеленные как 
на первичную опухоль, так и на метастазы [34–36].

Для создания ксенографтов (PDX и CDX) использу-
ют иммунодефицитных животных, что делает невозмож-
ным изучение эффективности терапевтических агентов, 
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нацеленных на компоненты иммунной системы [37–39]. 
Однако модель PDX, созданная с применением гума-
низированных животных, позволяет оценить ответ 
на иммунотерапию [39–41]. В свою очередь, подходы 
с применением иммунокомпетентных животных, в част-
ности GEM и сингенных моделей, дают возможность 
проанализировать эффективность различных иммуно-
терапевтических методов, таких как блокада иммунных 
контрольных точек, противоопухолевые вакцины 
и CAR-T-клеточная терапия (CAR – chimeric antigen re-
ceptor, химерный антигенный рецептор) [34, 42].

Известен также более комплексный подход к оцен-
ке эффективности препаратов, при котором доклини-
ческие исследования на GEM-мышах идут параллельно 
с клиническими испытаниями I–II фазы (Co-clinical 
trial project) [43]. Эксперимент включает сбор, сравне-
ние и интеграцию данных о мутационном профиле, 
уровнях матричной РНК (мРНК), белков и метаболи-
тов, а также о чувствительности к терапевтическим 
агентам, полученных в ходе анализа опухолевого ма-
териала GEM и пациентов [43]. Окончательные ре-
зультаты, полученные на GEM, помогают определить 
молекулярно-генетические признаки, приводящие 
к развитию лекарственной устойчивости, и стратифи-
цировать пациентов в зависимости от ответа на тера-
пию [43].

Модели PDX помимо использования в разработке 
новых терапевтических средств нашли широкое при-
менение для создания аватаров пациентов, позволя-
ющих подбирать терапевтический режим индивиду-
ально для каждого больного [31, 35, 36]. Например, 
модель MiniPDX, полученная на мышах, способство-
вала улучшению прогноза у больных раком желчного 
пузыря и желудка за счет подбора персонализирован-
ного режима лечения [44–46]. Применение моделей 
PDX на рыбках данио-рерио позволило предсказать 
эффективность терапии немелкоклеточного рака лег-
кого эрлотинибом и паклитакселом, которая совпала 
с реальным ответом в клинической практике [47]. 
Важно отметить, что с помощью моделей на этих рыб-
ках была получена информация о вероятности мета-
стазирования в лимфатические узлы [47]. В другом 
исследовании гуманизированные PDX-модели мыши 
оказались эффективным инструментом для предска-
зания эффективности иммунотерапии у пациентов 
с меланомой [39, 48].

Таким образом, использование животных моделей 
является полезным и эффективным подходом к оцен-
ке эффективности новых терапевтических средств, 
принятии решений о целесообразности назначения 
таргетной и иммунотерапии и персонализации лече-
ния [37, 39].

ПРОбЛЕМы ПОИСКа ИдЕаЛьНОЙ МОдЕЛИ
Несмотря на большое количество исследований 

в области экспериментального моделирования канце-
рогенеза и метастазирования in vivo, идеальной 

(универсальной) модели все еще не существует [9]. Это 
связано с тем, что у каждого варианта есть как достоин-
ства, так и недостатки (см. таблицу). Одной из главных 
проблем является отсутствие внутриопухолевой гетеро-
генности, главным образом клонального и фенотипи-
ческого разнообразия опухолевых клеток, наблюдаемо-
го в реальной клинической практике. Соответственно, 
моделирование генетического разнообразия опухолей 
человека в животных моделях позволит более точно 
предсказывать и определять ответ на терапию. В дан-
ной ситуации необходимо правильно выбрать метод, 
который даст возможность оценить соответствие 
 генотипических и фенотипических характеристик моде-
лей и опухолей человека. Еще одна проблема – невоз-
можность воссоздания сложной структуры и клеточного 
состава микроокружения опухоли в экспериментальных 
моделях. Моделирование опухолевого микроокруже-
ния необходимо для изучения лекарственной рези-
стентности многих видов рака при использовании 
различных стратегий. Для решения обозначенной вы-
ше проблемы используют гуманизированных мышей, 
но существенными недостатками этой модели являют-
ся высокая смертность животных на ранних эмбрио-
нальных стадиях после генетического редактирования 
и развитие синдрома «трансплантат против хозяина» 
[49]. На сегодняшний день механизмы данного син-
дрома до конца не ясны, но при его наличии обнару-
живаются T-клетки, экспрессирующие CD4 и CD8. 
Введение антител против CD4 и CD8 защищает мы-
шей от гибели, но в будущем понадобятся более совер-
шенные модели опухолевой резистентности, которые 
позволят повысить эффективность ответа на терапию. 
Также к недостаткам ксеногенных, генно-инженерных 
и гуманизированных моделей относятся техническая 
сложность их создания, что требует навыков микро-
хирургии и генетического редактирования, и высокая 
стоимость, связанная с трудоемкостью и длительно-
стью реализации этих моделей. Тем не менее, несмо-
тря на многочисленные ограничения, каждая модель 
уникальна и находит свое применение в эксперимен-
тальных исследованиях в онкологии (см. таблицу).

Вероятно, недостатки моделей могут компенсиро-
вать персонализированный подход и тщательное пла-
нирование проекта с учетом конкретной задачи. Ло-
гично использовать несколько моделей, чтобы 
недостатки одной модели компенсировать достоинст-
вами другой. Однако с учетом гуманного отношения 
к животным и принципов международной конвенции 
по отношению к ним этот подход может не найти 
одоб рения в научном сообществе. Поэтому, исходя 
из минимизации использования животных, необходи-
мо создавать более сложные многокомпонентные мо-
дели, решающие сразу несколько экспериментальных 
задач. К тому же именно разработка многокомпонент-
ной животной модели с иммунной составляющей и ге-
нетическими изменениями наиболее точно имитиру-
ет онкогенез и опухолевую прогрессию. Еще одним 
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способом снижения числа животных, включенных 
в эксперимент, является прижизненный мониторинг 
заболевания с помощью флуоресцентных белков, ко-
торый позволяет оценивать в динамике взаимодейст-
вие опухоли и стромы в первичных и метастатических 
очагах [36].

Таким образом, ксенографты являются наиболее 
универсальной экспериментальной платформой 
для исследования механизмов формирования, роста 
и прогрессии опухоли и успешно применяются на эта-
пе доклинического тестирования эффективности ле-
карственных препаратов. Несмотря на критику экспе-
риментов на животных, особенно при внедрении 
научных разработок в клиническую практику, в насто-
ящее время без моделей in vivo не обойтись, хотя такие 
попытки предпринимаются посредством создания 

органоидов или математических моделей [28]. В част-
ности, подобные модели уже спроектированы для па-
пиллярной карциномы щитовидной железы [50, 51].

ЗаКЛючЕНИЕ
Модели in vivo актуальны и высокоэффективны 

в онкологии. Тем не менее не существует универсаль-
ной модели для выполнения различного рода иссле-
дований. Каждая из них разработана под конкретную 
задачу и имеет как достоинства, так и недостатки, по-
этому при выборе модельной системы необходимо 
руководствоваться рядом критериев, среди которых 
объем и содержание поставленных задач, риски, сто-
имость эксперимента, наличие подготовленных спе-
циалистов, техническая сложность и длительность 
создания модели.

Характеристики экспериментальных моделей in vivo

Characteristics of in vivo models

Модели 
Models

Достоинства 
Advantages

Недостатки 
Disadvantages

Применение 
Application

Источник 
Source

Сингенные 
Syngeneic

Доступность и большое ко-
личество исходного материала. 

Availability and large amount  
of initial material.

Простота создания 
и применения. 

Simple development and use.
Высокий уровень приживаемо-

сти клеток. 
High cell survival.

Воспроизводимый и предсказу-
емый быстрый рост 

опухолей. 
Repeatable and predictable fast tumor 

growth.
Низкая стоимость животных 

Low cost of animals

Отсутствие нативного микроокру-
жения опухоли. 

Absence of native tumor 
microenvironment.

Относительно небольшое 
разнообразие трансплантируемых 

клеточных линий. 
Relatively small variety of transplanted cell 

lines.
Отсутствие внутриопухолевой 

гетерогенности. 
Absence of intratumoral heterogeneity.

Невозможность трансляции 
результатов в клинические 

исследования 
Impossible to translate results  

into clinical trials

Оценка токсичности 
и эффективности препара-

тов. 
Evaluation of drug toxicity and 

effectiveness.
Изучение биологии 

опухолевых роста и про-
грессии 

Study of biology of tumor growth 
and progression

[52, 53] 

Ксеноген-
ные модели 
CDX 
Xenogeneic 
CDX models

Быстрый рост опухоли. 
Fast tumor response.

Относительная простота 
создания ксенографта. 

Relative simplicity of xenograft 
development.

Возможность отслеживания 
миграции клеток за счет 
флуоресцентных белков. 

Opportunity to follow cell migration 
using fluorescent proteins.

Высокая воспроизводимость 
результатов 

High repeatability of results

Отсутствие операционного матери-
ала в эксперименте. 

Absence of surgical material  
in the experiment.

Отсутствие взаимодействия 
опухолевых клеток и стромы. 

Absence of interactions between tumor  
and stroma.

Отсутствие взаимодействия 
опухолевых клеток и иммунной 

системы 
Absence of interactions between  

tumor and immune cells

Оценка токсичности 
и эффективности 

препаратов. 
Evaluation of drug toxicity and 

effectiveness.
Изучение биологии 

опухолевых роста и про-
грессии. 

Study of biology of tumor growth 
and progression.

Разработка и доклиничес-
кие исследования новых 

препаратов. 
Development and preclinical 

trials of new drugs.
Подбор персонализирован-

ной терапии (создание 
аватара пациента) 

Selection of personalized therapy 
(development of a patient avatar)

[12, 54] 



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 

  2
, 

2
0

2
3

14 ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ | REVIEW ТОМ 10 / VOL. 10

Модели 
Models

Достоинства 
Advantages

Недостатки 
Disadvantages

Применение 
Application

Источник 
Source

Ксеноген-
ные модели 
PDX 
Xenogeneic 
PDX model

Отражение гетерогенности 
опухоли. 

Reflects tumor heterogeneity.
Трансплантация человеческого 

опухолевого материала. 
Transplantation of human tumor 

material.
Изучение взаимодействия 

между опухолевыми и иммун-
ными клетками и микроокруже-

нием опухоли 
Study of interaction between tumor 
cells and immune cells and tumor 

microenvironment

Низкая доступность и сложность 
хранения / транспортировки 
операционного материала.

Сложность создания ксенографта, 
необходимость навыков микрохи-

рургии. 
Low availability and complicated 

storage / transport of surgical materials. 
Complicated xenograft development, 

necessity of microsurgical skills

Оценка токсичности 
и эффективности 

препаратов. 
Evaluation of drug toxicity and 

effectiveness.
Изучение биологии 

опухолевых роста и про-
грессии. 

Study of biology of tumor growth 
and progression.

Разработка и доклиничес-
кие исследования новых 

препаратов. 
Development and preclinical 

trials of new drugs.
Подбор персонализирован-

ной терапии (создание 
аватара пациента) 

Selection of personalized therapy 
(development of a patient avatar)

[12, 54]

Генно-ин-
женерные 
Genetically 
engineered

Изучение взаимодействия 
опухоли со стромой. 

Study of tumor interaction with stroma.
Возможность отслеживания 

поэтапного развития опухоли. 
Opportunity to follow stages of tumor 

development.
Изучение взаимодействия 

между опухолевыми и иммун-
ными клетками, микроокруже-

нием опухоли 
Study of interaction between tumor 
cells and immune cells and tumor 

microenvironment

Высокая эмбриональная 
смертность животных при создании 

модели. 
High embryonic mortality of animals 

during model creation.
Изменчивость фенотипического 

проявления встроенных и нокаути-
рованных генов. 

Variability of phenotypical manifestation  
of introduced and deactivated genes.

Высокая стоимость животного. 
High cost of animals.

Длительность создания 
и поддержания модели 

Long time for model creation 
and maintenance

Исследование роли генов
в онкогенезе. 

Study of gene role  
in oncogenesis.

Изучение биологии 
опухолевых роста и про-

грессии. 
Study of biology of tumor growth 

and progression.
Разработка новых 

препаратов. 
Development of new drugs.

Оценка эффективности 
иммунотерапии 

Evaluation of immunotherapy 
effectiveness

[55, 56] 

Гуманизи-
рованные 
Humanized

Изучение взаимодействия 
между опухолевыми и иммун-

ными клетками, микроокруже-
нием опухоли. 

Study of interaction between tumor 
cells and immune cells and tumor 

microenvironment.
Приближение к физиологии 

и патологии человека 
Close to human physiology and 

pathology

Высокая смертность животных 
в связи с синдромом «трансплантат 

против хозяина». 
High animal mortality due to transplant 

versus host syndrome.
Высокая стоимость животных 

и создания модели. 
High cost of animals and model 

development.
Сложность работы 

и поддержания модели 
Complicated use and model maintenance

Разработка и доклиничес-
кие исследования новых 

препаратов. 
Development and preclinical 

study of new drugs.
Поиск новых мишеней 

для терапии. 
Search for new therapy targets.

Изучение биологии 
опухолевых роста 

и прогрессии, прогнозиро-
вание течения заболевания. 
Study of biology of tumor growth 

and progression, prediction  
of disease progression.

Оценка эффективности 
иммунотерапии 

Evaluation of immunotherapy 
effectiveness

[57] 

Примечание. CDX – cell line derived xenograft, модель ксенографта с использованием клеточных культур; PDX – patient-derived 
xenograft, ксенотрансплантаты от клеток опухоли пациентов. 
Note. CDX – cell line derived xenograft; PDX – patient-derived xenograft.

Окончание таблицы

The end of table
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Гастроинтестинальные стромальные опухоли (ГиСО) происходят от веретеновидных интерстициальных клеток ка-
халя и характеризуются наличием мутаций в генах KIT и PDGFRA, кодирующих одноименные тирозинкиназные ре-
цепторы. Основным принципом лекарственной терапии пациентов с данными новообразованиями (в том числе 
неоперабельных, рецидивирующих и метастатических форм) является назначение им таргетных препаратов, инги-
бирующих активность вышеуказанных рецепторных тирозинкиназ. Несмотря на высокую эффективность этих ле-
карственных средств, в первую очередь иматиниба мезилата (гливека), в лечении ГиСО, у подавляющего большин-
ства пациентов спустя 1,5–2 года после начала таргетной терапии развивается резистентность опухоли к данным 
препаратам, что диктует необходимость пересмотра тактики лечения и последующего назначения препаратов тера-
пии 2, 3 и 4-й линий. в обзоре рассматриваются основные молекулярно-генетические варианты ГиСО, современные 
принципы их лечения, а также механизмы первичной и вторичной резистентности данных новообразований к тар-
гетным препаратам. Также описываются механизмы взаимодействия клеток иммунной системы с ГиСО, взаимосвязь 
мутационного и иммунного профилей опухолей, перспективные подходы к иммунотерапии этих новообразований 
и приводятся данные о текущих клинических испытаниях, направленных на коррекцию основных звеньев иммунной 
системы у пациентов с ГиСО.

Ключевые слова: гастроинтестинальные стромальные опухоли, молекулярно-генетический профиль, первичная 
резистентность, вторичная резистентность, таргетные препараты, иммунное микроокружение, иммунотерапия
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Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are most common mesenchymal tumors in gastrointestinal tract which originate 
from interstitial cells of Cajal and characterized by the mutations in the KIT or PDGFRA tyrosine kinase receptors. Thus, 
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the common therapeutic approach for GIST therapy (including metastatic, recurrent and non-resectable forms) is based 
on inhibiton of activities of receptor tyrosine kinases indicated above by corresponding receptor tyrosine kinase inhib-
itors, including first-line therapeutic agent imatinib mesylate – Gleevec. Despite of high efficacy of IM-based therapy, 
most of GIST patients acquire resistance to this receptor tyrosine kinase inhibitor, which in turn requires second-, third- 
and fourth-line therapies. The review also describes the common molecular and genetic variants of GIST and the mech-
anisms of primary and secondary GIST resistance to the targeted-based therapies. In addition, the role of immune mi-
croenvironment in GIST and its relationship with tumor’s mutational burden are discussed in detail, thereby illustrating 
the immunotherapy as one of the attractive future directions for GIST therapy. Lastly, the manuscript provides the in-
formation about the ongoing clinical trials of GIST immunotherapy.

Keywords: gastrointestinal stromal tumors, molecular and genetic profile, primary resistance, secondary resistance, 
targeted drugs, immune microenvironment, immunotherapy

For citation: Boichuk S. V., Abduraeva S. A., Kopnin P. B. Immunotherapy of gastrointestinal stromal tumors: current view 
and future directions. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2023; 10(2):17–29. (In Russ.). 
DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-17-29

ВВЕдЕНИЕ
Гастроинтестинальные стромальные опухоли (ГИСО) 

представляют собой злокачественные мезенхималь-
ные новообразования желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ), происходящие от веретеновидных интерсти-
циальных клеток Кахаля, которые выполняют функ-
цию пейсмейкеров, регулирующих перистальтику 
ЖКТ [1]. В структуре онкологических заболеваний 
пищеварительного тракта доля ГИСО составляет не 
более 1–2 %, тем не менее они являются самыми рас-
пространенными мезенхимальными опухолями этой 
локализации (80 % случаев) [2]. Частота встречаемо-
сти ГИСО у представителей европеоидной расы в 2 ра-
за ниже, чем у представителей негроидной расы, 
и в 1,5 раза меньше, чем у представителей других рас. 
В России данная патология несколько чаще диагно-
стируется у женщин (57,5 %); средний возраст забо-
левших составляет 54,4 года [3].

Гастроинтестинальные стромальные опухоли мо-
гут развиваться в любом отделе пищеварительного 
тракта, но наиболее часто они локализуются в желуд-
ке (50–60 % случаев) и тонкой кишке (25–35 % слу-
чаев); гораздо реже данная патология обнаруживается 
в ободочной кишке (5 % случаев) и прямой кишке 
(5 % случаев). Экстрагастральные ГИСО крайне редко 
выявляют в брыжейке, сальнике и пищеводе [3–5]. 
Наиболее распространенными клиническими симпто-
мами ГИСО являются дискомфорт и боли в животе, 
тошнота, потеря массы тела, утомляемость, желудоч-
но-кишечные кровотечения. Кровотечения варьируют 
от хронических скрытых, часто приводящих к анемии, 
до острых угрожающих жизни эпизодов мелены 
или кровавой рвоты. Иногда при ГИСО наблюдаются 
другие неотложные состояния, такие как кишечная 
непроходимость или разрыв опухоли с гемоперитоне-
умом. Почти треть этих опухолей выявляют случайно 
во время хирургических, визуализирующих процедур 
или эндоскопического скрининга рака желудка. Не-
которые ректальные ГИСО обнаруживают при осмот-
ре предстательной железы или в ходе гинекологиче-
ского осмотра [6].

Большинство выявляемых в настоящее время 
 ГИСО представляют собой локализованные опухоли 
размером <5 см. В целом эти новообразования тонкой 
кишки крупнее, а количество метастазирующих опу-
холей больше по сравнению с ГИСО желудка. Брюш-
ная полость и печень являются типичными местами 
метастазирования данных опухолей, в то время 
как костные, кожные и периферические метастазы 
в мягких тканях встречаются редко. В отличие от дру-
гих разновидностей сарком злокачественные ГИСО 
очень редко метастазируют в легкие, даже если они 
имеют обширные метастазы другой локализации. 
В то время как при некоторых ГИСО метастазы раз-
виваются в течение 1–2 лет или ранее, метастатиче-
ское распространение опухоли обычно происходит 
после длительного временного интервала [6]. Это об-
условливает необходимость длительного наблюдения 
за пациентами с ГИСО. Чрезвычайная вариабельность 
клинического течения и прогноза заболевания связа-
на с разной чувствительностью к применяемой в на-
стоящее время таргетной терапии, а также с тем, 
что ГИСО представляют собой чрезвычайно гетеро-
генную группу опухолей, различающихся как по ги-
стологическому строению (эпителиоидно-клеточный, 
веретеноклеточный и смешанный типы), локализации 
и размеру новообразования, так и по молекулярно-
генетическому статусу [7].

МОЛЕКУЛЯРНО-гЕНЕТИчЕСКИЕ ВаРИаНТы 
гаСТРОИНТЕСТИНаЛьНыХ СТРОМаЛьНыХ 
ОПУХОЛЕЙ
В настоящее время установлено, что основным 

патогенетическим фактором ГИСО является наличие 
в опухолевых клетках активирующих мутаций прото-
онкогена KIT [8]. Гиперэкспрессия KIT выявляется 
в 75–85 % случаев всех ГИСО и обусловливает их ин-
тенсивное иммуногистохимическое (ИГХ) окрашива-
ние антителами к антигену CD117, являющееся в на-
стоящее время одним из основных диагностических 
критериев данной патологии [9, 10]. Паттерн мутаций 
KIT в ГИСО весьма разнообразен и включает в себя 
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более 300 разновидностей [11]. К наиболее часто встре-
чающимся из них относят мутации в 9-м и 11-м экзо-
нах KIT, кодирующих подмембранный и внеклеточ-
ный домены рецептора соответственно. Мутации 
в 11-м экзоне этого гена встречаются наиболее часто 
(60–70 % случаев ГИСО), к тому же опухоли, в кото-
рых обнаруживают делеции в данной области, в боль-
шинстве случаев клинически более агрессивны, 
чем опухоли с однонуклеотидными заменами. В свою 
очередь, миссенс-мутации в 11-м экзоне KIT ассоци-
ированы с более благоприятным прогнозом и встре-
чаются в 20–30 % случаев ГИСО. Аналогичным образом 
дупликации в 11-м экзоне этого гена – относительно 
редкие мутации, которые чаще всего наблюдаются 
в стромальных опухолях желудка и связаны с благо-
приятным прогнозом [12]. Мутации в 9-м экзоне KIT 
(до 10 % ГИСО) преимущественно встречаются в опу-
холях тонкой кишки и часто бывают ассоциированы 
с агрессивным течением заболевания [13]. Гораздо 
реже (1–2 % ГИСО) обнаруживают первичные мута-
ции в 13-м и 17-м экзонах KIT, кодирующих тирозин-
киназные домены данного рецептора, при этом основ-
ным типом мутаций являются замены (например, 
К642Е и N822K соответственно). Мутации в 13-м 
и 17-м экзонах KIT, кодирующих тирозинкиназные 
домены рецептора, встречаются преимущественно 
в опухолях тонкой кишки, так же как и дупликации 
в 9-м экзоне KIT. Большинство таких опухолей имеют 
высокую степень злокачественности, отличаются низ-
кой чувствительностью к таргетному препарату има-
тиниба мезилату (ИМ) (гливеку) и неблагоприятным 
прогнозом заболевания [14].

В 2003 г. было установлено, что помимо активиру-
ющих мутаций KIT патогенетическим фактором ГИСО 
(5–7 % случаев) может являться активирующая мута-
ция PDGFRA, кодирующего рецептор фактора роста 
тромбоцитов α [15, 16]. Важно отметить, что мутации 
в KIT и PDGFRA являются взаимоисключающими [17]. 
Паттерн мутаций в PDGFRA при ГИСО также весьма 
разнообразен, при этом в основном мутации обнару-
живаются в 18-м экзоне. В литературе описаны около 
70 разновидностей мутаций в PDGFRA, встречающих-
ся при ГИСО [18]. Мутации в PDGFRА чаще всего об-
наруживают в эпителиоидно-клеточных стромальных 
опухолях желудка, а также брыжейки и сальника; около 
80 % из них представлены точечной заменой в 18-м эк-
зоне (D842V), что обусловливает устойчивость ГИСО 
к терапии таргетным препаратом ИМ (см. ниже). Другие 
разновидности мутаций в PDGFRA в ГИСО затрагива-
ют 12-й (например, V561D) или 14-й экзон и встреча-
ются крайне редко (1–2 % ГИСО).

В 10–15 % ГИСО мутации в генах KIT и PDGFRА 
выявить не удается, и в этом случае говорят о ГИСО 
дикого типа. При молекулярно-генетическом профи-
лировании данных новообразований обнаружено, 
что они являются разнородной группой, характеризу-
ющейся различными активирующими мутациями 

в BRAF [19], PIK3CA [20] и др. Помимо этого, пациен-
ты с ГИСО дикого типа могут иметь наследственные 
синдромы (нейрофиброматоз 1-го типа, синдром Кар-
нея–Стратакиса или триаду Карнея), при которых 
обнаруживают герминальные мутации в гене NF1 или 
в SDHA, SDHB, SDHC и SDHD, кодирующих субъеди-
ницы комплекса сукцинатдегидрогеназы [21–23].

Установлено, что локализация ГИСО и характер 
мутаций в KIT и PDFGRA в опухоли коррелируют с по-
казателями общей выживаемости пациентов после 
хирургического лечения при отсутствии проведения 
адъювантной терапии, а также могут определять ха-
рактер ответа опухоли на таргетную терапию. В целом 
у пациентов с мутациями в PDGFRA показатели выжи-
ваемости выше, чем у пациентов с мутациями в KIT 
[24, 25]. Точечные мутации и дупликации в 11-м экзо-
не KIT обычно коррелируют с менее агрессивным те-
чением ГИСО по сравнению с делециями в этом же 
экзоне, в то время как мутации в 9-м экзоне данного 
гена обычно сочетаются с быстрым прогрессировани-
ем заболевания и плохим прогнозом [24, 26].

Детальный анализ взаимосвязи молекулярно-ге-
нетического профиля ГИСО и локализации опухоли, 
ее гистологического типа (эпителиоидно-клеточный, 
веретеноклеточный и др.), чувствительности к таргет-
ным препаратам не является основной задачей дан-
ного обзора. Изучению данного вопроса посвящено 
большое количество зарубежных и отечественных 
оригинальных и обзорных статей [27].

ТЕРаПИЯ гаСТРОИНТЕСТИНаЛьНыХ 
СТРОМаЛьНыХ ОПУХОЛЕЙ
В настоящее время стандартным методом лечения 

пациентов с ГИСО является радикальная резекция 
опухоли. Хирургические подходы к терапии данной 
патологии весьма разнообразны и варьируют в зави-
симости от размера и расположения опухоли. Мало-
инвазивные процедуры, такие как лапароскопия, ла-
пароскопическая и эндоскопическая совместная 
хирургия, могут применяться для лечения пациентов 
с ГИСО небольших размеров. Опухоли большого раз-
мера требуют открытого хирургического вмешатель-
ства и проведения обширных резекций, таких как дис-
тальная гастрэктомия при опухолях, поражающих 
пилорический отдел или области малой кривизны. То-
тальная гастрэктомия может потребоваться при больших 
или множественных и рецидивирующих ГИСО [28].

Внедрение в схему лечения данных больных таргет-
ных препаратов – в первую очередь ИМ (гливека), – 
используемых в адъювантном режиме, радикальным 
образом улучшило прогноз заболевания и увеличило 
продолжительность жизни пациентов с ГИСО с высо-
ким риском развития рецидива, который был страти-
фицирован путем оценки митотического индекса, 
локализации и размеров опухоли [29, 30]. Кроме того, 
ИМ оказался весьма эффективным у больных с неопе-
рабельными, метастатическими и рецидивирующими 
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формами заболевания. Результаты первого успешного 
опыта применения данного препарата в качестве 
моно терапии пациентки с метастатической и редици-
вирующей формой ГИСО (400 мг / сут) были опубли-
кованы в 2001 г. [31] и имели революционные послед-
ствия для лечения данной патологии. С момента 
появления научных публикаций в зарубежной литера-
туре [32, 33] и до настоящего времени этот мультики-
назный ингибитор эффективно используется в каче-
стве препарата терапии 1-й линии пациентов с данным 
заболеванием. Тем не менее эффективность ИМ мо-
жет существенно варьировать; главным фактором, 
предопределяющим эффективность таргетной тера-
пии ГИСО, является мутационный статус опухоли. 
В частности, было показано, что ГИСО с мутациями 
в 11-м экзоне KIT наиболее чувствительны к ингиби-
рующему действию данного препарата, в то время как 
мутации в 13-м или 17-м экзоне этого гена в делают 
опухоль устойчивой к нему [34]. Аналогичным обра-
зом мутация в 18-м экзоне PDGFRA (D842V) делает 
опухоль невосприимчивой к ИМ [35], и с 2020 г. для 
лечения таких пациентов препаратом выбора является 
авапритиниб, который будет охарактеризован ниже. 
Важно отметить, что не только локализация мутации, 
но и гистологический тип опухоли могут иметь раз-
личные предиктивные значения при оценке чувстви-
тельности ГИСО к ИМ. Например, опухоли с делеци-
ями в 18-м экзоне PDGFRA чувствительны к этому 
препарату [35], в то время как при некоторых мутаци-
ях в 11-м экзоне KIT (например, L576P) может наблю-
даться ослабление эффекта ИМ [36].

Помимо первичной резистентности ГИСО к ИМ 
в результате молекулярно-генетических особенностей 
опухоли важным клиническим аспектом в терапии 
больных ГИСО является формирование вторичной 
резистентности опухоли к данному препарату. Было 
показано, что спустя 1,5–2 года после начала лечения 
у большинства пациентов с неоперабельными и мета-
статическими формами ГИСО наблюдаются признаки 
прогрессирования заболевания, обусловленные вто-
ричной резистентностью опухоли к ИМ [37, 38]. Од-
ним из основных молекулярных механизмов такого 
явления служит формирование в опухолевых клетках 
вторичных мутаций в KIT, чаще всего представля-
ющих собой однонуклеотидные замены, затрагива-
ющие кодоны в кармане связывания аденозинтрифос-
фата (АТФ) (13-й и 14-й экзоны) и петлю активации 
киназы (17-й и 18-й экзоны) [39]. Обнаружено, что 
вторичные мутации значительно чаще встречаются при 
ГИСО с первичными мутациями в 11-м экзоне KIT, 
чем при мутациях в 9-м экзоне. В опухолях с первич-
ными мутациями в PDGFRA вторичные мутации опи-
саны редко [34]. Помимо вторичных активирующих 
мутаций в KIT вторичная резистентность ГИСО к ИМ 
может являться следствием других механизмов, среди 
которых следует отметить амплификацию генов тиро-
зинкиназных рецепторов KIT или PDGFRA [40], рецеп-

тора инсулиноподобного фактора роста 1 (IGF-1R) 
[41], мутации V600E в гене BRAF [19], гиперэкспрес-
сию киназы фокальной адгезии (focal adhesion kinase, 
FAK) [42], а также «переключение» активационного 
сигнала с KIT-сигнального пути на другой путь, обес-
печивающий высокий уровень пролиферации опухо-
левых клеток и их резистентность к ИМ [43–46].

Вышеизложенное свидетельствует о многообразии 
механизмов формирования вторичной резистентности 
ГИСО к ИМ, что обусловливает необходимость ис-
пользования дифференцированного подхода при лече-
нии пациентов с метастатическими и неоперабельными 
ГИСО, прогрессирующими на фоне продолжающейся 
терапии данным таргетным препаратом.

На сегодняшний день общепризнанным алгорит-
мом терапии пациентов с ГИСО, прогрессирующими 
на фоне продолжающегося лечения ИМ, является на-
значение в качестве препарата терапии 2-й линии 
мультикиназного ингибитора сунитиниба малата (су-
тента), ингибирующего активность тирозинкиназных 
рецепторов KIT, фактора роста тромбоцитов α 
(PDGFRA), а также факторов роста эндотелия сосудов 
(vascular endothelial growth factor, VEGFR), что способ-
ствует подавлению ангиогенеза и пролиферации опу-
холевых клеток [47]. Следует учитывать, что эффек-
тивность данного таргетного препарата также зависит 
от мутационного статуса опухоли. Например, было 
показано, что сутент активен при мутациях в 11-м эк-
зоне KIT, менее эффективен в случае ГИСО, имеющих 
вторичную резистентность после ИМ, и более эффек-
тивен при лечении ГИСО с мутациями в 9-м экзоне 
KIT или ГИСО дикого типа [48]. Более того, этот пре-
парат проявляет высокую ингибирующую активность 
в отношении ГИСО с мутациями в АТФ-связывающем 
сайте тирозинкиназного рецептора KIT (13-й экзон), 
однако его активность снижается из-за мутаций в об-
ласти петли активации (17-й и 18-й экзоны) [34].

Препаратом терапии 3-й линии ГИСО является ре-
горафениб (стривага), проявляющий ингибирующую 
активность в отношении широкого спектра молекуляр-
ный мишеней, в том числе VEGFR, PDGFR, KIT, BRAF 
и RAF, воздействуя тем самым на ангиогенез и микро-
окружение опухоли. Сообщалось также, что характер 
мутаций способен оказывать влияние на терапевтиче-
ский эффект регорафениба, который оказался успеш-
ным в терапии пациентов с ГИСО, имеющих мутации 
в 11-м экзоне KIT или дефицит сукцинатдегидрогена-
зы (SDH) [49].

В 2019 г. в качестве препарата терапии 4-й линии для 
пациентов с ГИСО, у которых заболевание прогресси-
ровало на фоне терапии ИМ, сунитинибом и регорафе-
нибом, был рекомендован рипретиниб. Это лекарст-
венное средство является эффективным в отношении 
большинства как первичных, так и вторичных мута-
ций KIT (в 9, 11, 13, 14, 17 и 18-м экзонах) и PDGFRA 
(в 18-м экзоне), включая мутацию D816V в гене KIT 
и мутацию D842V в гене PDGFR2A, обусловливающих 
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резистентность опухолей к ранее использованным 
таргетным препаратам. Результаты двойного слепого 
рандомизированного плацебо-контролируемого ис-
следования у пациентов с ГИСО, прогрессировавших 
на фоне терапии препаратами 1–3-й линий, показали 
значительное увеличение продолжительности перио-
да заболевания без его прогрессирования на фоне те-
рапии рипретинибом по сравнению с контрольной 
группой [50].

В 2020 г. на основе результатов многоцентрового 
клинического исследования NAVIGATOR, в ходе ко-
торого определялась эффективность лечения пациен-
тов с неоперабельными, метастатическими и редици-
вирующими ГИСО с мутациями в 18-м экзоне 
PDGFRA (в том числе D842V), был одобрен аваприти-
ниб, который в настоящее время является препаратом 
терапии 1-й линии для данной группы больных, ранее 
не реагировавших на вышеуказанные ингибиторы ре-
цепторных тирозинкиназ [51].

ИММУННОЕ МИКРООКРУжЕНИЕ 
гаСТРОИНТЕСТИНаЛьНыХ СТРОМаЛьНыХ 
ОПУХОЛЕЙ: МЕХаНИЗМы РЕгУЛЯцИИ 
И ПРОгНОСТИчЕСКОЕ ЗНачЕНИЕ
Впечатляющие успехи проведения таргетной тера-

пии пациентам с ГИСО на долгое время затмили ис-
следования, направленные на изучение иммунного 
микроокружения данных опухолей и перспективности 
иммунотерапии при этих злокачественных новообра-
зованиях. Тем не менее к настоящему времени стало 
очевидно, что ГИСО являются иммуногенными опу-
холями и характер их иммунного микроокружения 
может оказывать существенное влияние как на тече-
ние заболевания, так и на его лечение. К основным 
популяциям иммунокомпетентных клеток, выявля-
емых практически во всех без исключения ГИСО, от-
носят CD4+- и СD8+-T-лимфоциты. В значительно 
меньших количествах (но во всех без исключения 
 ГИСО) обнаруживают регуляторные FoxP3+-Т-лим-
фоциты [52, 53]. Оценка соотношения регуляторных 
и цитотоксических лимфоцитов, инфильтрирующих 
опухоли, является важным критерием при оценке со-
стояния иммуносупрессии не только при данном зло-
качественном новообразовании. Например, изменение 
в таком соотношении в настоящее время расценива-
ется как показатель иммуносупрессии и рассматрива-
ется в качестве независимого прогностического при-
знака у пациентов с раком шейки матки [54]. Этой же 
научной группой в дальнейшем были выявлены почти 
6-кратные изменения в данном соотношении у больных 
ГИСО по сравнению с больными раком шейки матки, 
что может свидетельствовать о еще более выраженной 
иммуносупрессии в микроокружении ГИСО [53].

Важной составляющей иммунного микроокруже-
ния ГИСО является значительное преобладание ма-
крофагов 2-го типа (М2), экспрессирующих специфи-
ческий маркер CD163 на фоне отсутствия экспрессии 

молекулы CD14, характерной для макрофагов 1-го типа 
(М1) [53]. Примечательно, что количество М2 в пер-
вичных ГИСО коррелирует с численностью регулятор-
ных Т-лимфоцитов и значительно выше в областях 
метастатических поражений по сравнению с первич-
ными ГИСО. Это, в свою очередь, может свидетель-
ствовать о том, что M2 способствуют хемотаксису ре-
гуляторных Т-лимфоцитов в опухоль, усиливая тем 
самым иммуносупрессию в опухолевом микроокруже-
нии. Прогностическая значимость подсчета количе-
ства M2-макрофагов в опухолях была впервые пока-
зана при других злокачественных новообразо ваниях, 
например глиобластомах и саркомах [55, 56], что под-
тверждает точку зрения об иммунном микроокружении 
опухоли как о факторе, способном оказывать сущест-
венное влияние на характер течения онкологических 
заболеваний и их прогноз. Об этом свидетельствуют 
также данные об обратной корреляции между размером 
ГИСО, продолжительностью безрецидивного периода 
и количеством CD3+-лимфоцитов, инфильтрировав-
ших опухоль [57, 58]. В отличие от CD3+-лимфоци-
тов, массивной инфиль трации ГИСО натуральными 
киллерами (NK) обычно не наблюдается. Тем не менее 
обнаружена обратная зависимость между данным по-
казателем иммунного микроокружения этих новобра-
зований и вероятностью развития рецидива опухоли 
и ее пролиферативным индексом [57]. В первичных 
ГИСО B-лимфоциты обнаруживают в малых количе-
ствах, в метастатических местах их количество увели-
чивается, но не пре вышает 2 % от общей численности 
иммунных клеток [58]. Однако роль B-лимфоцитов 
в микроокружении ГИСО не следует недооценивать 
в силу способности B-клеток регулировать противо-
опухолевый гуморальный иммунный ответ посредст-
вом активации процессов антителозависимой и ком-
племент-опосредованной цитотоксичности [57, 59].

О большой роли иммунного микроокружения 
в патогенезе ГИСО также косвенно свидетельствуют 
данные о высокой частоте встречаемости этих опухо-
лей у пациентов с аденокарциномой желудка. Приме-
чателен даже не сам факт наличия 2 типов рядом рас-
полагающихся злокачественных новообразований, 
а то, что в большинстве случаев у больных аденокар-
циномой желудка обнаруживают микро-ГИСО (≤2 см 
в диаметре), имеющие веретеноклеточный гистологи-
ческий тип и чрезвычайно низкий риск рецидивиро-
вания. Более того, размеры ГИСО у данных пациентов 
находятся в обратной зависимости от их расстояния 
до аденокарциномы [60].

Еще одним важным фактором, оказывающим не-
посредственное влияние на иммунное микроокружение 
ГИСО, является их мутационный статус. Действительно, 
характер инфильтрации ГИСО иммунокомпетентны-
ми клетками может существенным образом варьиро-
вать и зависеть в том числе от молекулярно-генетиче-
ского профиля опухолей. О пользе существования 
данной взаимосвязи на первый взгляд косвенно сви-
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детельствуют результаты клинических наблюдений 
за пациентами с ГИСО с мутациями в PDGFRA. Было 
показано, что примерно 50 % всех случаев ГИСО с та-
кими мутациями приходится на опухоли, содержащие 
точечную замену в 18-м экзоне (D842V), что обуслов-
ливает резистентность опухоли к ИМ [35]. На этом 
фоне выглядят парадоксальными лучшие показатели 
безрецидивной выживаемости у данных пациентов 
по сравнению с пациентами с ГИСО, в которых были 
обнаружены мутации в гене KIT [61]. Это позволяет 
сделать предположение о том, что мутационный статус 
опухоли не только играет большую предиктивную роль 
в ее ответе на таргетную терапию, но и способен ока-
зывать влияние на иммунное микроокружение опухоли 
и характер иммунного ответа. Действительно, в пе-
риваскулярных зонах ГИСО с мутациями в PDGFRA 
было выявлено значимое повышение количеств CD8- 
и СD45-положительных клеток, коррелировавшее 
с уровнем экспрессии их мРНК [62]. Эти количествен-
ные различия в субпопуляционном составе лимфоци-
тов между KIT- и PDGFRA-мутантными ГИСО могли 
явиться следствием повышенного уровня экспрессии 
хемокиновых генов, таких как CCR4, CCR5, XCL11, 
CXCR4 и особенно СХСL14. Уровень экспрессии 
СХСL14 в ГИСО с мутациями в PDGFRA был повышен 
более чем в 10 раз во всех без исключения исследуемых 
образцах опухолей, что указывает на взаимосвязь 
уровня экспрессии отдельных хемокинов в опухоли 
и типа онкогена в ГИСО. С учетом того, что гиперэкс-
прессия CXCL14 в опухолях играет большую роль 
в привлечении NK+-, CD4+-, CD8+-клеток и регуля-
торных T-клеток, а также коррелирует с уменьшением 
размеров экспериментальных опухолей [63, 64], уве-
личение уровня экспрессии данного хемокина 
в PDGFRA-мутантных опухолях может также объяс-
нять более благоприятный прогноз при данном моле-
кулярно-генетическом варианте заболевания. Кроме 
того, в опухолях с мутациями в PDGFRA выявлено зна-
чимое повышение уровня экспрессии CD96, явля-
ющегося мембранным белком из семейства иммуно-
глобулинов, обеспечивающих инфильтрацию опухоли 
NK-клетками. Поскольку инфильтрация ГИСО NK-
клетками рассматривается в качестве одного из фак-
торов, обусловливающих увеличение общей продол-
жительности жизни пациентов с ГИСО [65], значимые 
различия в уровне экспрессии CD96 между KIT- 
и PDGFRA-мутантными ГИСО также могут объяснять 
разницу в течении и прогнозе заболевания, несмотря на 
наличие мутаций, обеспечивающих невосприимчивость 
опухоли к ИМ. Помимо CD96 в этом же исследовании 
в ГИСО с мутациями PDGFRA была обнаружена повы-
шенная экспрессия некоторых иммуносупрессив-
ных молекул (иммунных чек-пойнтов), таких как BTLA 
(B- and T-lymphocyte attenuator), TIGIT (T cell immuno-
receptor with Ig and ITIM domains), ТNFRSF9 (tumor 
necrosis factor receptor superfamily member 9). Это, 
в свою очередь, может свидетельствовать о том, что 

ГИСО с мутациями в PDGFRA могут быть более вос-
приимчивы к терапии ингибиторами вышеуказанных 
иммунных чек-пойнтов, а также PD-1 (programmed 
cell death 1, рецептор программируемой клеточной ги-
бели 1) / PD-L1 (programmed cell death-ligand 1, лиганд 
рецептора программируемой клеточной гибели 1) (см. 
ниже).

Также является очевидным, что уровень антиген-
ной нагрузки в опухоли тем выше, что большее коли-
чество мутаций в ней присутствует. Это, в свою очередь, 
должно накладывать отпечаток на степень выражен-
ности иммунного ответа при злокачественных заболе-
ваниях, а следовательно, определять эффективность 
проводимой иммунотерапии [66].

Помимо вышеуказанных факторов на характер 
иммунного микроокружения ГИСО и функциональ-
ную активность иммунокомпетентных клеток могут 
влиять таргетные препараты, используемые в настоя-
щее время в терапии пациентов с данной патологией. 
Результаты исследований показали способность этих 
лекарственных средств (в первую очередь ИМ и суни-
тиниба) оказывать воздействие на иммунное микро-
окружение ГИСО и функциональную активность им-
мунных клеток (см. подробнее [67]). Например, было 
показано, что ИМ усиливает межклеточные взаимо-
действия дендритных клеток и NK, что приводит к ги-
перпродукции последними интерферона γ (interferon γ, 
IFN-γ) [68]. У пациентов с диссеминированными фор-
мами ГИСО активация NK-клеток спустя 2 мес после 
начала таргетной терапии ИМ рассматривалась 
как благоприятный и независимый прогностический 
фактор [65].

Введение ИМ трансгенным мышам (Kit V558Δ / +), 
у которых спонтанно возникают ГИСО вследствие 
активирующей мутации в KIT, приводило к быстрому 
уменьшению размеров опухоли, что сопровождалось 
выраженной инфильтрацией опухоли и мезентериаль-
ных лимфатических узлов активированными опухоль-
специфичными CD8+-лимфоцитами, экспрессиро-
вавшими молекулу CD69. Важно отметить, что 
введение животным нейтрализующих анти-CD8-ан-
тител (но не анти-CD4- или NK-антител) практически 
нивелировало противоопухолевый эффект ИМ. Это 
свидетельствовало об активации цитотоксического 
иммунного ответа как фактора, необходимого для 
обеспечения максимального эффекта для данного тар-
гетного препарата [69]. В то же время введение живот-
ным ИМ приводило к апоптозу регуляторных Foxp3+-
T-лимфоцитов в опухоли, но не в региональных 
лимфатических узлах. Это являлось следствием сни-
жения экспрессии в опухоли фермента индоламин- 
2,3-диоксигеназы (indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO), 
оказывающего иммуносупрессивное действие. В ре-
зультате этого под действием ИМ в ГИСО происходило 
значимое увеличение соотношения цитотоксических 
и регуляторных лимфоцитов, что расценивалось как 
благоприятный иммунологический признак при 
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злокачественных новообразованиях [70, 71]. Экспери-
ментальные данные были подтверждены и на первич-
ном опухолевом материале: соотношение вышеука-
занных субпопуляций лимфоцитов коррелировало 
с чувствительностью / резистентностью ГИСО к тера-
пии ИМ. Таким образом, было сделано резонное пред-
положение о том, что терапевтический эффект ИМ 
в отношении ГИСО не ограничивается ингибированием 
KIT- или PDGFRA-сигнальных путей и может быть 
обусловлен способностью таргетного препарата сти-
мулировать цитотоксический противоопухолевый им-
мунный ответ. Подтверждением данного предположе-
ния явилось значимое усиление цитотоксического 
эффекта ИМ в отношении экспериментальных ГИСО 
при использовании этого препарата в комбинации 
с блокирующими анти-CTLA-4 АТ, что приводило 
к увеличению в опухоли количества CD8+-лимфоци-
тов и гиперпродукции IFN-γ [69].

Вышеизложенное свидетельствует о том, что им-
мунное микроокружение ГИСО играет далеко не вто-
ростепенную роль в патогенезе данного заболевания 
и, следовательно, может быть перспективной терапев-
тической мишенью, создавая предпосылки для имму-
нотерапии.

ОСНОВНыЕ НаПРаВЛЕНИЯ ИММУНОТЕРаПИИ 
гаСТРОИНТЕСТИНаЛьНыХ СТРОМаЛьНыХ 
ОПУХОЛЕЙ
Исследования, направленные на изучение стиму-

ляции иммунного ответа у пациентов с ГИСО, разви-
ваются в нескольких направлениях, среди которых 
следует выделить цитокинотерапию, использование 
ингибиторов так называемых иммунных контрольных 
точек (или чек-пойнтов), введение специфических 
антител (например, анти-KIT), клеточную иммуноте-
рапию (введение генетически модифицированных 
цитотоксических лимфоцитов, экспрессирующих хи-
мерный анти-KIT-рецептор) и др. В настоящее время 
в зарубежной научной литературе имеется большое 
количество экспериментальных и клинических иссле-
дований, посвященных изучению эффективности им-
мунотерапии в лечении пациентов с ГИСО. Результа-
ты этих работ были также представлены и обсуждены 
в обзорных статьях [72–76].

Ниже представлены основные текущие и перспектив-
ные направления иммунотерапии пациентов с ГИСО.

Цитокинотерапия. Данная терапия заключается 
в системном воздействии на иммунную систему, сти-
мулировании Th1-звена этой системы и активации 
специфического противоопухолевого иммунитета. 
Например, исследования, в которые были включены 
8 пациентов с распространенными и метастатически-
ми формами ГИСО (стадии III и IV), показали, что 
введение пегилированного INF-α-2b в комбинации 
с ИМ больным ГИСО приводило к значимому повы-
шению количеств CD4+-, CD8+- и NK-клеток в пе-
риферической крови и сопровождалось гиперпродук-

цией IFN-γ. Кроме того, на фоне лечения у пациентов 
наблюдалась массивная инфильтрация опухоли лим-
фоцитами, активно продуцирующими IFN-γ, что 
 свидетельствовало о стимулировании Th1-звена им-
мунной системы. В результате проведенной комбини-
рованной терапии у большинства пациентов зареги-
стрирован полный или частичный ответ и отмечено 
увеличение продолжительности периода заболевания 
без прогрессирования, вплоть до 3,5 лет. В ходе лече-
ния наиболее часто наблюдались такие побочные эф-
фекты, как субфебрилитет и гриппоподобные симпто-
мы, в то время как серьезных осложнений выявлено 
не было [77].

Ингибиторы контрольных иммунных точек. Несмо-
тря на то что экспрессия PD-L1 в опухоли обусловли-
вает формирование иммуносупрессии в ее микроокру-
жении, согласно некоторым данным, повышенный 
уровень экспрессии данного маркера ассоциируется 
с более благоприятным прогнозом у пациентов с ГИСО 
[78]. Объяснение данному парадоксальному факту мо-
жет быть связано с реакциями опухолевых клеток на 
развитие противоопухолевого иммунного ответа у боль-
ных ГИСО. Об этом свидетельствует то, что уровень 
экспрессии PD-1 в CD4+- и CD8+-лимфоцитах, ин-
фильтрирующих опухоль, был значительно выше по 
сравнению с лимфоцитами периферической крови. 
Также данное предположение подтверждается резуль-
татами исследований in vitro, показавшими способ-
ность IFN-γ индуцировать экспрессию PD-L1 во мно-
гих клеточных линиях ГИСО (например, GIST-T1, 
GIST-882 и др.) [79]. Следовательно, если формиро-
вание иммуносупрессивного ответа со стороны опу-
холевых клеток посредством гиперэкспрессии PD-L1 
является вторичным событием, воздействие на него 
должно расцениваться как перспективный терапевти-
ческий подход в лечении ГИСО. Об этом свидетель-
ствуют результаты исследований о значимом повыше-
нии эффективности ИМ в отношении ксенографтных 
ГИСО на фоне введения животным блокирующих 
анти-PD-1- или анти-PD-L1-антител. В этом же ис-
следовании не было обнаружено зависимости между 
уровнем экспрессии молекулы PD-1 и мутационным 
статусом опухоли, ее локализацией, размером и мито-
тическим индексом, что позволяет говорить об экс-
прессии PD-1 как о независимом прогностическом 
маркере при ГИСО [79].

Вышеизложенное также свидетельствует о пер-
спективности использования ингибиторов иммунных 
чек-пойнтов в терапии пациентов с ГИСО. Потенци-
альными молекулярными мишенями при применении 
данных препаратов являются белок PD-1 и его лиганды 
(PDL-1 / PDL-2), CTLA-4, Т-клеточный иммуногло-
булин, муциновый белок 3 (Tim3) и его лиганд галек-
тин-9 [69, 80, 81]. В настоящее время эффективность 
ингибиторов иммунных контрольных точек в терапии 
пациентов с ГИСО является предметом клинических 
исследований, большинство из которых направлено 
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на оценку эффективности использования данных пре-
паратов в комбинации друг с другом или одного из них 
в комбинации с ингибиторами рецепторных тиризин-
киназ. Например, в настоящее время проводится кли-
ническое испытание по изучению эффективности 
применения ипилимумаба в комбинации с ИМ. На 
момент подготовки данной публикации к печати ста-
билизация опухолевого процесса была достигнута 
лишь у 1 из 35 пациентов с ГИСО [82]. Примечательно, 
что у данного больного обнаружен дикий тип ГИСО 
[83]. Исследование продолжается, окончательные ре-
зультаты будут представлены в 2024 г. Аналогичные 
данные были получены при оценке эффективности 
использования ипилимумаба с мультикиназным ин-
гибитором дазатинибом. У 3 из 20 пациентов с мета-
статическими и неоперабельными ГИСО с мутациями 
в KIT или PDGFRA, обусловливающими резистент-
ность опухоли к ИМ, наблюдались признаки стабили-
зации опухолевого процесса на фоне комбинирован-
ной терапии. Наилучший ответ отмечен у пациента 
с мутацией в 18-м экзоне PDGFRA (D842V). У 7 боль-
ных наблюдался частичный ответ на комбинирован-
ное лечение [84, 85].

В 2017 г. начато исследование II фазы клинических 
испытаний по изучению результатов использования 
комбинации препаратов эпакадостата (ингибитора 
индоламин-2,3-диоксигеназы) и пембролизумаба (мо-
ноклональные антитела (мАТ), направленные против 
PD-1) у пациентов с резистентными к ИМ формами 
ГИСО. Однако оно было досрочно прекращено из-за 
недостаточности доказательств клинической эффек-
тивности комбинированной терапии по сравнению 
с монотерапией пембролизумабом [86]. Следует отме-
тить, что, несмотря на многообещающие прогнозы 
эффективности ингибиторов индоламин-2,3-диокси-
геназы в отношении иммуногенных опухолей, в на-
стоящее время не получено ни одного доказательства 
их клинической эффективности. При этом наиболее 
неутешительными оказались результаты III фазы кли-
нических испытаний ECНО-301 / KEYNOTE-252, по-
казавшие отсутствие преимуществ использования 
комбинации вышеуказанных препаратов по сравне-
нию с монотерапией пембролизумабом при достиже-
нии контрольной точки исследования (улучшения 
показателя выживаемости без прогрессирования). 
В данном исследовании участвовали более 700 паци-
ентов с неоперабельной или метастатической мелано-
мой III–IV стадии, не получавшие ранее системного 
лечения [87].

В настоящее время проходят несколько клиниче-
ских исследований по изучению эффективности ин-
гибиторов рецепторных тирозинкиназ (в первую оче-
редь ИМ), используемых в сочетании с ингибиторами 
контрольных иммунных точек. Например, продолжа-
ется II фаза клинических испытаний, направленных на 
изучение эффективности ИМ, используемого в ком-
бинации с партализумабом (мАТ к молекуле PD-1) 

у больных с метастатическими формами ГИСО, рези-
стентными к препаратам 1, 2 и 3-й линий терапии 
(ИМ, сунитинибу и регорафенибу соответственно) [88]. 
Помимо молекулы PD-1 привлекательной мишенью 
для клинических исследований также является PD-L1. 
В 2021 г. было начато многоцентровое рандомизи-
рованное исследование ATEZOGIST, направленное 
на определение преимуществ применения ИМ в комби-
нации с атезолизумабом (мАТ к PD-L1) по сравнению 
с монотерапией ИМ у пациентов с метастатическими 
и нерезектабельными ГИСО, рефрактерными к препа-
ратам 1-й и 2-й линий терапии [89]. Также продолжается 
II фаза клинического испытания REGOMUNE по изу-
чению эффективности авелумаба (мАТ к молекуле 
PD-L1), используемого в комбинации с регорафени-
бом у пациентов с солидными новообразованиями, 
в том числе ГИСО [90]. Данное мАТ также включено 
в клиническое испытание AXAGIST для изучения его 
эффективности в отношении пациентов с ГИСО, у ко-
торых наблюдалось прогрессирование заболевания 
на фоне терапии препаратами 1-й и 3-й линий (т. е. 
сунитинибом и регорафенибом соотвественно). Эф-
фективность данного таргетного препарата оценива-
ется в комбинации с акситинибом, являющимся се-
лективным ингибитором тирозинкиназы всех 3 типов 
рецепторов фактора VEGF (VEGFR 1–3) [91].

Помимо эффективности использования комбина-
ции ингибиторов рецепторных тирозинкиназ и конт-
рольных иммунных точек также изучается эффектив-
ность применения ингибиторов контрольных иммунных 
точек в виде монотерапии и в комбинации друг с дру-
гом». Например, в 2016 г. было проведено рандомизи-
рованное исследование в рамках II фазы клиническо-
го испытания [92], в ходе которого сравнивалась 
эффективность применения ниволумаба (мАТ, связы-
вающее антиген PD-1) в качестве монотерапии и дан-
ного препарата в комбинации с ипилимумабом (мАТ, 
комплементарно связывающее антиген CTLA-4). 
В исследование вошли пациенты с метастатическими 
или неоперабельными ГИСО, ранее в течение продол-
жительного времени получавшие таргетную терапию 
ИМ и имеющие признаки прогрессирования заболе-
вания, что свидетельствовало о развившейся вторич-
ной резистентности ГИСО к данному препарату. Важным 
результатом данных испытаний явилось достижение 
полного или частичного ответа на лечение у большин-
ства пациентов, что сопровождалось увеличением 
продолжительности периода заболевания без призна-
ков прогрессирования на 8 и 9 нед соответственно. 
Кроме того, отмечена стабилизация опухолевого про-
цесса почти у 46,7 % пациентов, получавших моно-
терапию ниволумабом. На этом фоне комбинирован-
ное лечение не только не давало дополнительных 
преимуществ, но и приводило к снижению числа боль-
ных со стабилизацией опухолевого процесса до 16,7 %. 
Тем не менее именно у этих пациентов с мутациями 
в 17-м экзоне KIT наблюдалось значительное (до 70 %) 
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уменьшение размеров первичной опухоли. В ходе про-
веденных исследований не было отмечено серьезных 
побочных эффектов. Среди нежелательных явлений 
отмечены диарея, утомляемость, сыпь и гиперглике-
мия [93].

Моноклональные антитела. Первым эксперимен-
тальным доказательством перспективности примене-
ния анти-KIT-мАТ в отношении ГИСО явились опу-
бликованные в 2013 г. результаты исследований, 
проведенных в лаборатории Дж. Флетчера. Была об-
наружена активность анти-KIT-мАТ (SR1) в отноше-
нии как чувствительных к ИМ, так и резистентных 
к этому препарату ГИСО in vitro. Это проявлялось 
в значительном уменьшении уровня экспрессии дан-
ного рецептора в опухолевых клетках и (как следствие 
данного события) приводило к снижению скорости 
их пролиферации. Данные результаты нашли под-
тверж дение на ксенографтных моделях ГИСО, раз-
мер ко торых существенно сокращался после введе-
ния лабораторным животным вышеуказанных мАТ. 
Также было обнаружено, что противоопухолевый эф-
фект анти-KIT-мАТ мог быть обусловлен усилением 
антителозависимого фагоцитоза опухолевых клеток 
макрофагами [94]. В дополнение к этим результатам 
мно гообещающе выглядят данные, полученные 
в ходе доклинических исследований, показавших 
высокую антипролиферативную активность химио-
препарата майстантин, дестабилизирующего микро-
трубочки веретена деления, конъюгированного 
с анти- KIT-мАТ. Активность антител была выявлена 
в отношении опухолевых клеток, экспрессирующих 
KIT, в том числе ГИСО, резистентных к ИМ. После-
дующие исследования, проведенные на приматах, 
показали хорошую переносимость данного конъю-
гата [95].

Кроме KIT другой привлекательной терапевтиче-
ской мишенью для МАТ в ГИСО являются рецепторы 
соматостатина (SSR). Обнаружено, что помимо ней-
роэндокринных опухолей данный тип рецепторов так-
же довольно широко представлен в ГИСО (до 87 % 
всех случаев). Более того, высокий уровень его экс-
прессии в ГИСО обычно ассоциирован с плохим про-
гнозом заболевания [96]. В связи с этим весьма при-
влекательным выглядит анонсированное в 2018 г. 
клиническое испытание I фазы биспецифических мАТ 
к молекулам CD3 и SSR для пациентов с нейроэндо-
кринными опухолями и ГИСО [97]. Ожидается, 
что результаты данного исследования будут опублико-
ваны в 2023 г.

Противоопухолевые генетически модифицированные 
Т-лимфоциты. Получены экспериментальные доказа-
тельства того, что САR-T-лимфоциты с анти-KIT-ре-
цептором проявляли противоопухолевое действие in vitro 
и in vivo, в том числе в отношении опухолевых клеток, 
резистентных к ИМ [98].

Помимо рецептора KIT другой перспективной те-
рапевтической мишенью для CAR-T-клеток может 
стать протеогликан CSPG4, гиперэкспрессированный 
в некоторых опухолях и играющий большую роль как 
в их фенотипических характеристиках, так и их им-
мунном микроокружении [99]. Действительно, были 
обнаружены значительные различия в данном пока-
зателе между опухолями с высоким и низким уров-
нями экспрессии CSPG4. Гиперэкспрессия CSPG4 
в опухолях сопровождалась выраженной инфильтра-
цией опухолей иммунными клетками, в том числе 
дендритными, а также NK- и цитотоксическими 
CD8+-лимфоцитами с более высокой цитолитической 
активностью [100]. Поэтому  Т-клеточная терапия 
на основе созданных CSPG4-специфических химер-
ных рецепторов (CSPG4-CAR, CIKs) может рассма-
триваться в качестве альтернативной разновидности 
иммунотерапии некоторых солидных опухолей, в том 
числе сарком мягких тканей и ГИСО [101].

ЗаКЛючЕНИЕ
Таким образом, результаты экспериментальных 

и клинических исследований по изучению иммунного 
микроокружения ГИСО указывают на иммуноген-
ность данных злокачественных новообразований, 
что подтверждается инфильтрацией опухолей различ-
ными типами иммунных клеток, в первую очередь 
цитотоксическими CD8-лимфоцитами, дендритными 
и NK-клетками. Несмотря на это, опухолевые клетки 
ускользают от иммунного надзора, используя много-
численные иммуносупрессивные механизмы, вклю-
чающие продукцию опухолевыми клетками индола-
мин-2,3-диоксигеназы, экспрессию на их поверхности 
молекул контрольных иммунных точек, потерю экс-
прессии молекул гистосовместимости I типа, а также 
инфильтрацию опухоли регуляторными Т-клетками 
и M2 с выраженными иммуносупрессивными свойст-
вами. Все это наглядно демонстрирует безусловную 
перспективность терапевтического вмешательства 
в вышеуказанные механизмы. Также заслуживает вни-
мания способность таргетного препарата ИМ модули-
ровать цитотоксическую активность CD8-лимфоцитов 
в ГИСО, что объясняет правомочность проведения 
клинических испытаний по оценке эффективности 
иммунотерапии в комбинации с ИМ у пациентов 
с ГИСО, рефрактерных к препаратам 1, 2 и 3-й линий 
терапии. Несмотря на отсутствие впечатляющих резуль-
татов ряда уже завершенных клинических испытаний 
на момент написания данного обзора, большинство 
из них находится в активной фазе, а некоторые иници-
ированы в 2021 и 2022 гг., что указывает на перспектив-
ность данного подхода в терапии пациентов с метаста-
тическими, рецидивирующими и нерезектабельными 
ГИСО при наличии резистентности опухоли к исполь-
зуемым в настоящее время таргетным препаратам.
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Механизмы действия растительных полифенолов 
на инициацию канцерогенеза

А. В. Любителев1, А. Л. Сивкина1, О. А. Власова2, Г. А. Белицкий2, В. М. Студитский1, 3

1Кафедра биоинженерии ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»; Россия, 119234 
Москва, Ленинские горы, 1, стр. 12; 
2ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115522 Москва, Каширское шоссе, 24; 
3Fox Chase Cancer Center; 333 Cottman Ave, Philadelphia 19111, Pennsylvania, USA

К о н т а к т ы : александр викторович любителев varanus.storri@gmail.com

Генетический аппарат клеток человеческого организма находится под постоянным воздействием большого спектра 
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ВВЕдЕНИЕ
Патогенез большинства злокачественных ново-

образований (ЗНО) связывают с генетическими и эпи-
генетическими нарушениями, в результате которых 
клетка приобретает определенные фенотипические 
характеристики. Ключевыми среди них являются:

• повышенная пролиферативная активность;
• автономный рост;
• генетическая нестабильность;
• подавление апоптоза;
• отсутствие репликативного старения;
• особенности метаболизма, включая эффект Вар-

бурга;
• способность к инвазии и метастазированию;
• способность к стимулированию ангиогенеза;
• уход от иммунного надзора и др.;
• активация воспаления [1].

К этиологическим факторам ЗНО, обусловлива-
ющим появление соответствующих мутаций и нару-
шений эпигенетической регуляции экспрессии генов, 
относят канцерогенные химические соединения [2], 
физические воздействия [3], а также онкогенные ви-
русы [4]. Наиболее распространенными канцероген-
ными агентами являются химические соединения. 
Химические канцерогены бывают экзогенными и эн-
догенными. Кроме того, мутации могут возникать 
в результате ошибок ДНК-полимераз в процессе ре-
пликативного и репаративного синтеза биополимера 
[5]. Репликативная полимераза человека допускает 
около 3 ошибок на клетку при каждом удвоении гено-
ма перед делением [5]. Наследственные особенности 
[6] и ошибки, возникающие при репликации ДНК, 
невозможно устранить проведением каких-либо про-
филактических мероприятий, тогда как интенсивность 
экспозиции организма к различным видам излучений 
и канцерогенным веществам может быть снижена 
за счет применения специальных средств защиты 
и введения контролируемых норм, регламентирующих 
канцерогеноопасные загрязнения. Осуществляемая 
таким образом профилактика рака считается перспек-
тивным подходом к снижению смертности от ЗНО. 
Согласно результатам исследований эпидемиологов, 
эффективные профилактические мероприятия могут 
позволить снизить частоту развития ЗНО более чем 
на 45 % [7]. Ограничение или предотвращение экспози-
ции к канцерогенным веществам и излучениям является 
самым прямым и очевидным подходом к профилактике 
рака. Однако этот способ не всегда применим, по-
скольку значительная часть синтезируемых соедине-
ний не изучена на предмет канцерогенности [8]. Дан-
ный подход нельзя использовать и в отношении 
эндогенных химических соединений, также поврежда-
ющих ДНК.

Поскольку генотоксическое действие канцероген-
ных соединений связано с образованием высокореак-
ционноспособных промежуточных метаболитов, эф-
фекты которых можно снизить с помощью приема 

антиоксидантов, а ключевые изменения в гомеостазе 
опухолевых клеток – модулировать биологически ак-
тивными соединениями, актуальным направлением 
современной профилактики рака становится химио-
профилактика. Злокачественная трансформация 
и метастазирование происходят в течение продолжи-
тельного интервала времени, поэтому для нивелиро-
вания действия канцерогенных агентов необходимо 
использовать соединения, не вызывающие побочных 
эффектов в организме при их длительном приеме. Это 
определяет требования, выдвигаемые в отношении 
соединений, рассматриваемых в качестве химиопро-
филактических [9].

За последние 50 лет в ходе эпидемиологических 
исследований онкологов была выявлена зависимость 
частоты возникновения различных форм ЗНО от ди-
еты. В частности, было показано, что у людей, регу-
лярно употребляющих в пищу много продуктов расти-
тельного происхождения, вероятность развития ЗНО 
снижена. Одной из возможных причин, объясняющих 
такую зависимость, является насыщенность диеты ра-
стительными полифенолами – соединениями, отно-
сящимися к обширной группе вторичных метаболитов 
растений. Для этих соединений характерно наличие 
одного или нескольких ароматических колец с различ-
ными гидроксильными группами, обусловливающими 
их химические свойства и биологические эффекты. 
Исследования влияния этих соединений показали, что 
они способны вызывать гибель опухолевых клеток 
и препятствовать формированию их клонов и опухоле-
вой прогрессии. При этом токсичные дозы соединений 
как для условно нормальных клеток, культивируемых 
in vitro, так и для организма в целом значительно пре-
вышают необходимые для проявления антиканцеро-
генного действия.

В данном обзоре представлен анализ современных 
данных о влиянии растительных полифенолов, обла-
дающих антиканцерогенным действием, на инициа-
цию процесса канцерогенеза, а именно на ферменты 
метаболической активации проканцерогенов, способ-
ность проявлять антиоксидантные свойства и на ми-
кробиоту, также участвующую в метаболических пре-
вращениях проканцерогенов.

СТРОЕНИЕ И СВОЙСТВа РаСТИТЕЛьНыХ 
ПОЛИфЕНОЛОВ
Одной из наиболее значительных особенностей 

биохимии растений, практически не характерной 
для представителей царства животных, является спо-
собность синтезировать огромное количество различ-
ных малых органических молекул разнообразного 
химического строения, известных под собирательным 
названием вторичных метаболитов [10]. На сегодняш-
ний день обнаружены более 200 тыс. представителей 
этой обширной группы соединений [11]. Вторичные 
метаболиты растений выполняют различные функ-
ции, среди которых защита от ультрафиолетового 
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излучения, регуляция физиологических процессов, 
обеспечение устойчивости к физическим воздейст-
виям и различных способов взаимодействия с живот-
ными [12].

Растительные полифенолы являются одной из наи-
более многочисленных групп вторичных метаболитов: 
к ней относится более 8000 химических веществ раз-
личной структуры [13]. Соединения этого типа могут 
существенно различаться по химическому строению 
и молекулярной массе, но всегда имеют в своем соста-
ве по меньшей мере одно ароматическое кольцо и ги-
дроксильную группу [14]. Существуют несколько ва-
риантов классификации полифенолов, среди которых 
одной из наиболее распространенных является деле-
ние на флавоноидные и нефлавоноидные соединения 
[15]. Флавоноиды представляют собой производные 
ароматических аминокислот и имеют трициклическую 
структуру вида C6-C3-C6 [16]. К ним относят флаво-
нолы, флавоны, изофлавоны, флаваноны, флаванолы, 
гликозилированные антоцианины и их агликоны ан-
тоцианидины [17]. Группа нефлавоноидных соедине-
ний включает фенолокислоты, ксантоны, стильбены, 
танины и лигнаны (рис. 1) [18].

Полифенольные соединения в изобилии встреча-
ются в плодах, листьях и других органах растений, 
употребляемых человеком в пищу [19]. Полифенолами 
богаты фрукты, ягоды, бобы и некоторые другие про-

дукты растительного происхождения [20], такие 
как чай, вино, оливковое масло и приправы. Еще од-
ним источником полифенолов являются лекарствен-
ные растения [21]. В разных регионах планеты среднее 
количество содержащих полифенольные соединения 
растительных продуктов, используемых людьми, су-
щественно различается [22]. Было отмечено, что дли-
тельное употребление большого количества богатых 
этими соединениями продуктов снижает вероятность 
развития целого ряда тяжелых хронических заболева-
ний, в число которых входят не только ЗНО [23], 
но и метаболический синдром, сахарный диабет 2-го 
типа, нейродегенеративные амилоидозы, сердечно-
сосудистые и некоторые другие заболевания [24].

Ряд исследований, в том числе клинические и  пред-
клинические испытания, позволил подтвердить нали-
чие у полифенольных соединений противоопухолевой 
и антиканцерогенной активности [25, 26]. Так, при ис-
пользовании культивируемых in vitro опухолевых кле-
ток, полученных от пациентов с различными ЗНО, 
было установлено, что полифенолы могут проявлять 
проапоптотическую, антиангиогенную и антипроли-
феративную активность, а также способны ингибиро-
вать прохождение клеточного цикла [27]. Это также 
было продемонстрировано в отношении клеток линии 
рака молочной железы MCF-7 [28] и нескольких ли-
ний рака предстательной железы [29].

Рис. 1. Строение и классификация растительных полифенолов: а – структуры представителей основных классов полифенольных соединений; 
б – структура С6-С3-С6 (общая для всех флавоноидных соединений)
Fig. 1. Structure and classification of plant polyphenols: а – structures of the representatives of the main classes of natural polyphenolic compounds;  
б – C6-C3-C6 structure (common for all flavonoids)
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Антиангиогенная активность полифенольных со-
единений была выявлена на культурах нормальных 
и опухолевых клеток мышей [30] и человека [31]. Ан-
тиканцерогенная активность растительных полифе-
нолов была показана в экспериментах in vivo с исполь-
зованием моделей индуцированного канцерогенеза, 
а химиотерапевтическая – на опухолевых ксенографтах 
[32]. Наконец, эффективность полифенолов в качестве 
потенциальных противоопухолевых и антиканцеро-
генных препаратов была изучена в ряде доклиничес-
ких и клинических исследований [33]. Полифенольные 
соединения и их синтетические аналоги проявляли 
соответствующую активность как сами по себе, так 
и в комбинации с другими препаратами [34]. Вместе 
с тем в отдельных клинических испытаниях выявлен-
ные положительные изменения не были статистиче-
ски значимыми. В частности, в группе пациентов 
c аденокарциномой предстательной железы, получав-
ших в течение 3–6 нед до операции эпигаллокатехин 
галлат (ЭГКГ), доля больных со снижением баллов 
по шкале Глисона между биоптатами и операционны-
ми образцами оказалась больше, чем в группе пациен-
тов, получавших плацебо, но эти различия не были 
статистически значимыми [35]. Препарату, содержав-
шему данный полифенол, не удалось продемонстриро-
вать значимых антиканцерогенных свойств у пациентов 
с интраэпителиальной неоплазией предстательной же-
лезы высокой степени (HG-PIN) [36]. Однако авторы 
обоих исследований по терапии и профилактике рака 
предстательной железы связывают полученный ре-
зультат с небольшой продолжительностью наблюде-
ний. Авторы химиопрофилактического исследования 
также указывают на недостаточное количество паци-
ентов в анализируемых выборках, поскольку протокол 
испытания был основан на предыдущих не совсем 
точных опубликованных данных о вероятности малиг-
низации предраковых изменений предстательной же-
лезы. По-видимому, более эффективным может быть 
действие комплекса растительных флавоноидов. Так, 
диета, богатая полифенолами граната, зеленого чая, 
брокколи и куркумы, тормозила повышение уровня 
простатического специфического антигена (ПСА) 
у больных раком простаты. В группе полифенолов 
за время наблюдения оно составило 14,7 %, а в группе 
плацебо – 78,5 % [36].

Подтвержденная противоопухолевая и антиканце-
рогенная активность полифенолов стала основой для 
выявления конкретных молекулярных механизмов их 
действия. В отличие от многих других применяемых 
в медицинской практике вторичных метаболитов ра-
стений, взаимодействующих с одной или несколькими 
конкретными мишенями, полифенольные соединения 
способны взаимодействовать с макромолекулами раз-
ных классов [37]. Так, продемонстрировано, что про-
тивоопухолевая активность полифенолов может быть 
обусловлена их специфическим взаимодействием 
с белками [38] и неспецифической шаперонной актив-

ностью [39]. Показана способность полифенолов се-
лективно накапливаться в липидных рафтах клеточ-
ных мембран, что приводит к изменению экспрессии 
поверхностных рецепторных белков [40]. Еще одной 
мишенью этих соединений являются нуклеиновые 
кислоты. Полифенолы способны взаимодействовать 
с двуцепочечной ДНК, выступая при этом в качестве 
как интеркаляторов, так и лигандов большой и малой 
бороздок [41]. Кроме того, они могут взаимодействовать 
с различными вторичными структурами нуклеиновых 
кислот, таких как гуаниновые квадруплексы [42].Та-
ким образом, современная информация относительно 
антиканцерогенной активности растительных поли-
фенольных соединений позволяет рассматривать 
их в качестве перспективной основы для разработки 
химиопрофилактических препаратов.

ПОЛИфЕНОЛы И МЕТабОЛИчЕСКаЯ 
аКТИВацИЯ ПРОКаНцЕРОгЕНОВ
Метаболизм канцерогенов, как и многих других 

ксенобиотиков, включает стадии: 1) метаболической 
активации и 2) детоксикации и последующего выве-
дения из организма [43]. Ключевую роль в регуляции 
метаболизма ксенобиотиков играет цитоплазматиче-
ский рецептор ароматических углеводородов AhR, 
запускающий экспрессию ферментов метаболизма 
ксенобиотиков [44]. После взаимодействия с лигандом 
комплекс AhR с белками-шаперонами, включая p23 
и Hsp90, перемещается в ядро и в результате конфор-
мационных изменений диссоциирует с высвобожде-
нием AhR. В ядре рецептор формирует активный ге-
теродимер с белком Arnt, который взаимодействует 
с соответствующими респонсивными элементами XRE 
(xenobiotic response elements) генов ферментов метабо-
лизма ксенобиотиков. Основными лигандами AhR 
являются соединения с несколькими ароматическими 
кольцами, к которым относятся и многие раститель-
ные полифенолы [45]. Взаимодействие с растительны-
ми полифенолами способно изменять активность AhR 
в клетке по нескольким различным механизмам, са-
мым изученным из которых является прямое конку-
рентное ингибирование. Так, продемонстрировано, 
что препятствовать активации AhR полициклически-
ми органическими соединениями в клеточных экс-
трактах способны куркумин [46], кверцитин [47], 
ресвератрол [48], а также флавоны, апигенин, лютео-
лин и галангин (рис. 2) [49]. Диапазон концентраций 
полифенолов в этих экспериментах составлял от 0,019 
до 50 µМ. Подавлять вызванную диоксином актива-
цию регулируемого AhR гена цитохрома CYP1A1 
в культуре клеток карциномы толстой кишки человека 
Caco2 оказались способны кемпферол, лютеолин, 
апигенин и физетин. При этом обработка данной 
культуры клеток кверцитином, робинетином, мори-
ном и таксифолином как в отдельности, так и в ком-
бинации с диоксином не только не снижала экспрессии 
регулируемых AhR генов, но и значительно усиливала 
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ее [50]. Активация AhR была продемонстрирована 
на трансгенной культуре клеток мыши H1L6.1c2 с по-
мощью репортерного люциферазного анализа для 
кверцитина, нарингина, гесперидина и гесперитина 
[51]. Авторы отмечают, что агонистами AhR оказались 
только флавоноиды с 5 гидроксильными остатками, 
тогда как соединения с большим или меньшим числом 
этих заместителей действовали как антагонисты или 
вообще не проявляли активности в отношении AhR-
рецептора. Анализ полученных в ходе многолетних 
исследований данных о зависимости закономерностей 
взаимодействия растительных полифенолов с рецеп-
тором AhR от их структурных характеристик позволил 
разработать молекулярные модели, с высокой точно-
стью предсказывающие способность полифенольных 
соединений быть агонистами рецептора в системах in 
vitro [52]. Тем не менее общие механизмы действия 
и закономерности влияния растительных полифено-
лов на функционирование AhR в настоящий момент 
не могут быть однозначно сформулированы [53]. По-
мимо огромного разнообразия полифенолов ситуация 
осложняется еще и тем, что в разных эксперименталь-
ных условиях одни и те же соединения могут демон-

стрировать в отношении этого рецептора разнона-
правленные эффекты.

Влияние данных соединений на активность AhR, 
однако, не исчерпывается прямым конкурентным ин-
гибированием или активацией. Полифенолы способ-
ны влиять на несколько стадий передачи сигнала этим 
рецептором. Так, продемонстрировано, что в культу-
рах клеток MCF-7 и Hepa-1c1c7 галангин, апигенин, 
лютеолин, флавон, кемпферол [54], куркумин [55] 
и ресвератрол [48] в концентрациях от 5 до 50 µМ пре-
пятствуют транслокации активированного AhR в ядро. 
Установлено также, что обработка клеток полифено-
лами может мешать формированию активного ком-
плекса AhR и Arnt. В клетках Hepa-1c1c7 подобную 
активность проявляют галангин [56], нарингенин, 
кемпферол, апигенин [54] и ЭГКГ [54, 57]. При этом 
галангин и ЭГКГ препятствовали димеризации AhR 
и Arnt, блокируя диссоциацию комплексов шаперонов 
и AhR, а апигенин и кемпферол стабилизировали 
трехсоставный комплекс AhR, Arnt и шаперона. На-
рингенин, кемпферол, апигенин и ЭГКГ мешали фос-
форилированию Arnt, что необходимо для димериза-
ции рецептора. Активный гетеродимер AhR-Arnt 

Рис. 2. Взаимодействие растительных полифенолов с механизмами метаболической активации ксенобиотиков
Fig. 2. Interactions between plant polyphenols and mechanisms of metabolic activation of xenobiotics
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также является мишенью для нескольких полифено-
лов, препятствующих его взаимодействию с респон-
сивными элементами промоторов таргетных для AhR 
генов. В культурах опухолевых клеток мешать связы-
ванию димера с ДНК способны ресвератрол [58], кур-
кумин [55], кверцитин, кемпферол [47] и галангин 
[56]. Препятствовать активации транскрипции с регу-
лируемых AhR генов полифенолы могут и путем вза-
имодействия с корегуляторами, такими как рецептор 
эстрогена α (ERα), что продемонстрировано для ресве-
ратрола [48] и генистеина [59]. Кемпферол [60] оказал-
ся способен предотвращать привлечение к связавше-
муся с ДНК комплексу AhR-Arnt таких коактиваторов, 
как CREB-связывающий белок и коактиватор ядерных 
рецепторов 3 (nuclear receptor co-activator 3, NCoA3), 
однако степень влияния вызываемых полифенолами 
изменений во взаимодействии корегуляторов с AhR 
на эффективность транскрипции остается неясной. 
Необходимо отметить, что в некоторых случаях обра-
ботка полифенолами не подавляла, а усиливала ту или 
иную стадию передачи сигнала рецептором AhR. Так, 
обработка клеток Hepa-1c1c7 куркумином способст-
вовала транслокации рецептора, связавшего лиганд, 
в ядро [55]. Вместе с тем куркумин эффективно инги-
бирует стадии активации AhR, в частности образова-
ние гетеродимера с Arnt.

Активация рецептора AhR усиливает экспрессию 
генов ряда ферментов, важнейшими из которых явля-
ются белки семейства цитохрома P450. У человека из-
вестны 57 генов и 59 псевдогенов белков этого семейст-
ва, а сами эти белки вовлечены в большое количество 
разнообразных окислительно-восстановительных 
реакций, необходимых не только для метаболизма ксе-
нобиотиков, но и для биосинтеза желчных кислот 
и холестерина, окисления ненасыщенных жирных 
кислот, метаболизма стероидных гормонов и витами-
нов [61]. Реакции метаболической активации низко-
молекулярных органических веществ, приводящие 
в том числе к активации проканцерогенов, осуществ-
ляют ферменты, принадлежащие к семействам цито-
хромов 1, 2 и 3, важнейшими из которых являются 
CYP1A1, A2, A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2C9 и CYP3A4 
[62]. Следует отметить, что полифенолы не только 
способны влиять на профиль и интенсивность экс-
прессии генов цитохромов Р450, но и в результате не-
посредственного взаимодействия могут ингибировать 
активность белков этого семейства. Так, с помощью 
спектрофотометрии и молекулярного моделирования 
было установлено, что целый ряд природных флаво-
ноидов и их производных способен взаимодействовать 
с активными центрами цитохромов CYP1A1, 1A2, 1B1, 
2C9 и 3A4 [63]. Для двух последних изоформ было так-
же установлено, что ингибирование их активности 
флавоноидами проходит как по конкурентному, так 
и по неконкурентному механизмам [64]. Важно отме-
тить, что для некоторых флавоноидов, таких как амен-
тофлавон, апигенин и галангин, измеренная в ходе 

соответствующих исследований концентрация полу-
максимального ингибирования оказалась существен-
но ниже их зарегистрированной ранее концентрации 
в плазме крови человека, что указывает на физиоло-
гическую значимость влияния полифенолов на фер-
ментативную активность цитохромов.

ПОЛИфЕНОЛы И ОКИСЛИТЕЛьНыЙ СТРЕСС
Эндогенным источником повреждений ДНК яв-

ляются активные формы кислорода (АФК), постоянно 
образуемые в организме в ходе окислительно-восста-
новительных реакций метаболизма, оксид азота (NO), 
продуцируемый NO-синтазами и участвующий в ре-
гуляции гомеостаза целого ряда жизненно важных 
систем организма, высокореакционноспособные про-
межуточные метаболиты холестерина, желчных кис-
лот, триптофана, тирозина и некоторых других орга-
нических соединений [65]. Источниками свободных 
радикалов в клетках человека являются не только 
окислительно-восстановительные реакции метаболизма, 
но и воздействие различных видов электромагнитного 
излучения. Они образуются также в ходе реакций, ка-
тализируемых ионами переходных металлов, таких 
как железо и медь [66]. Уровень их содержания влияет 
не только на стабильность ДНК, но и на метаболиче-
скую активацию экзогенных проканцерогенов [67]. 
Помимо ДНК, свободные радикалы способны повреж-
дать и клеточные белки, вызывая утрату ими своих 
функций [68]. Поскольку эндогенные источники 
свободных радикалов принципиально неустранимы, 
существование живых организмов невозможно без 
развития систем их нейтрализации, состоящих из 
окислительно-восстановительных ферментов и их 
кофакторов, каталитически реагирующих со свобод-
ными радикалами и таким образом нейтрализующих 
их [69]. Растительные полифенолы, имея многочис-
ленные гидроксильные группы и некоторые другие 
фрагменты структуры, могут взаимодействовать со 
свободными радикалами [70]. Известны 4 различных 
типа подобных реакций, 3 из которых представляют 
собой перенос протона или электрона с полифенола на 
радикал по различным механизмам; 4-й тип – это фор-
мирование аддукта полифенола с радикалом [71].

В экспериментах in vitro показано, что катехины 
и их производные обладают антиоксидантной актив-
ностью [72] как в виде чистых соединений, так и в со-
ставе экстрактов из растительного сырья. Эпигалло-
катехин галлат демонстрировал антиоксидантную 
активность и существенно снижал эффект индукции 
неорганических радикалов фторидом натрия в экспе-
риментах на животных [73]. Галловая кислота предот-
вращала развитие инициируемой диметилгидразином 
карциномы толстой кишки у крыс за счет уменьшения 
вызываемого этим канцерогеном окислительного 
стресса [74]. Кверцитин проявил похожую активность, 
снижая интенсивность окислительного стресса и пре-
дотвращая развитие индуцируемой высокими дозами 
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тестостерона карциномы предстательной железы 
у крыс [75]. Фенольные соединения в составе экстрак-
тов листьев зеленого чая оказались способны повы-
шать антиоксидантные свойства плазмы крови здоровых 
добровольцев [76]. По данным целого ряда клиниче-
ских исследований, употребление антоцианинов как 
в чистом виде, так и в составе сложных смесей и про-
дуктов питания снижало концентрацию биомаркеров 
окислительного стресса, таких как малоновый диаль-
дегид и окисленные липопротеины низкой плотности 
[77]. При этом было отмечено, что активность глута-
тионпероксидазы и супероксиддисмутаз увеличивает-
ся наряду с повышением общей антиоксидантной 
активности и что у пациентов с различными заболева-
ниями прием антоцианинов оказывал более выражен-
ное влияние на окислительно-восстановительное рав-
новесие, чем у здоровых испытуемых.

Растительные полифенолы предотвращают окис-
лительный стресс, не только нейтрализуя уже сущест-
вующие свободные радикалы, но и препятствуя их 
образованию. Так, установлено, что фенольные соеди-
нения способны выступать в качестве хелаторов ионов 
металлов и снижать таким образом интенсивность 
катализируемых ими реакций, продуцирующих сво-
бодные радикалы. Подобная активность была выявлена 
как для флавоноидов [78], так и для нефлавоноидных 
полифенолов, в числе которых оказались фенолокис-
лоты, структура которых включает только одно арома-
тическое кольцо [79].

Несмотря на то что в экспериментах in vitro и неко-
торых исследованиях с использованием культур клеток 
и подопытных животных полифенолы демонстрировали 
антиоксидантную активность, позднее было установле-
но, что их влияние на окислительно-восстановительный 
статус клетки может быть и более сложным; в ряде слу-
чаев они оказались прооксидантами [80]. Эти соедине-
ния проявляют прооксидантные свойства при высоких 
концентрациях, значениях pH или в присутствии ионов 
некоторых переходных металлов [81]. Парадоксально, 
но такая активность полифенолов также в конечном сче-
те может способствовать усилению защиты клетки от 
окислительного стресса: количества образующихся 
под влиянием физиологических концентраций полифе-
нолов АФК недостаточно для индукции генетических 
нарушений, однако это приводит к активации много-
численных сигнальных путей, участвующих в регуляции 
уровня этих форм кислорода [82].

Примечательно, что одним из прооксидантных 
полифенолов оказался ЭГКГ, ранее рассматриваемый 
как сильный антиоксидант. Также было установлено, 
что в силу многочисленных изменений в регуляции 
сигнальных путей в опухолевых клетках их обработка 
полифенолами вместо снижения окислительного 
стресса и уменьшения концентрации свободных ра-
дикалов приводила к увеличению этих параметров 
и последующему снижению интенсивности пролифе-
рации и индукции апоптоза [81].

Помимо прямого взаимодействия со свободными 
радикалами, полифенолы способны влиять на их со-
держание в клетках путем изменения интенсивности 
различных клеточных метаболических процессов, как 
генерирующих свободные радикалы, так и нейтрали-
зующих их. Одним из ключевых регуляторных белков, 
отвечающих за активацию транскрипции генов, коди-
рующих факторы ответа на окислительный стресс, 
является транскрипционный фактор Nrf2. Окисли-
тельный стресс вызывает диссоциацию связанного 
с этим белком репрессора Keap1, убиквитинилирова-
ние которого в норме индуцирует протеасомную де-
градацию всего комплекса, что ведет к накоплению 
активного Nrf2 в ядре и активации регулируемых им 
генов [83]. Установлено, что кверцитин может препят-
ст вовать убиквитинилированию Keap1, содействуя 
сохранению и активации Nrf2 [84]. Эпигаллокатехин 
галлат оказался способен усиливать активность Nrf2 
в легочной ткани крыс, что вызывало снижение окис-
лительного стресса, индуцируемого ионами фтора [73]. 
Согласно данным молекулярного докинга, этот эф-
фект может быть обусловлен взаимодействием ЭГКГ 
с Keap1, что мешает формированию комплекса дан-
ного белка с Nrf2 и таким образом предотвращает про-
теасомную деградацию последнего. Аналогичные дан-
ные были получены в отношении галловой кислоты, 
которая делала невозможным индуцируемый трет-бу-
тилгидропероксидом окислительный стресс в культуре 
клеток печени человека L02 за счет нарушения ком-
плексообразования между Nrf2 и Keap1 [85]. Способ-
ность повышать концентрацию Nrf2 в клетке, снижая 
таким образом вызванный диетой с высоким содержа-
нием фруктозы окислительный стресс у мышей, про-
демонстрирована и для апигенина [86]. Как и в двух 
предыдущих исследованиях, данные молекулярного 
моделирования свидетельствуют о способности апи-
генина взаимодействовать с Keap1.

Помимо комплекса Nrf2 / Keap1, растительные по-
лифенолы способны влиять и на другие белки, участ-
вующие в регуляции окислительно-восстановительно-
го баланса клетки. Так, смесь полифенолов зеленого чая 
ингибировала экспрессию субъединиц НАДФ-Н-ок-
сидазы, снижая таким образом продукцию АФК. Про-
демонстрирована способность ЭГКГ и теафлавин-
3,3’-дигаллата ингибировать стимулируемую липопо- 
лисахаридами экспрессию индуцибельной синтазы 
оксида азота (iNOS) [87, 88]. При рассмотрении анти-
оксидантной активности полифенолов в качестве про-
тивоопухолевой и химиопрофилактической мер необ-
ходимо учитывать, что АФК и NO не только являются 
объектами строгой регуляции, но и вовлечены в регу-
ляцию множества клеточных процессов [89]. Сущест-
вуют также обоснованные сомнения относительно 
корректности прямой экстраполяции антиоксидантной 
активности различных веществ in vitro на их биологи-
ческие эффекты in vivo [90]. Эти обстоятельства застав-
ляют относиться с осторожностью к применению 
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высоких доз полифенолов с антиоксидантной актив-
ностью в качестве противоопухолевых препаратов [91], 
особенно в комбинации с другими лекарственными 
и физиотерапевтическими подходами, некоторые 
из которых основаны на индукции образования боль-
ших количеств реакционноспособных радикалов, вы-
зывающих гибель злокачественных клеток [92, 93]. 
Таким образом, при использовании полифенолов в ка-
честве противоопухолевых или химиопрофилактиче-
ских препаратов следует учитывать их антиоксидант-
ную активность [94].

ВЗаИМОдЕЙСТВИЕ ПОЛИфЕНОЛьНыХ 
СОЕдИНЕНИЙ С МИКРОфЛОРОЙ ПацИЕНТОВ
При рассмотрении возможности применения пре-

паратов полифенолов для химиопрофилактики кан-
церогенеза необходимо учитывать их взаимодействие 
с микрофлорой. Большую часть микрофлоры челове-
ческого организма составляет микробиота кишечника, 
именно она оказывает самое значимое влияние на ме-
таболизм и физиологическое действие поступающих 
в организм полифенолов. Известно, что продукты 
бактериального метаболизма фенольных соединений 
могут проявлять активность, отличающуюся от тако-
вой у исходного вещества [95]. Наиболее известными 
примерами таких метаболитов являются эквол [96] 
и уролитины [97], синтезируемые кишечной микро-
биотой из даидзеина и эллагитаннинов соответствен-
но. Ряд исследований указывает на их противоопу-
холевую и антиканцерогенную активность.

Продемонстрировано, что обработка экволом клеток 
аденокарциномы молочной железы MCF-7 подавляет 
рост культуры и индуцирует апоптоз за счет стимуля-
ции экспрессии микроРНК miR-10a-5p и последу-
ющего ингибирования сигнального пути PI3K (фос-
фоинозитид-3-киназа) / AKT (протеинкиназа В) [98]. 
В культуре клеток аденокарциномы толстой кишки 
HCT-15 эквол оказался способен усиливать экспрес-
сию фактора Nrf2, подавляя тем самым пролифератив-
ную активность этой культуры [99]. Эквол проявлял 
также антиканцерогенную активность: диета с высо-
ким содержанием данного фенольного соединения 
снижала эффективность индукции злокачественных 
опухолей молочных желез диметилбензантраценом 
у крыс [100]. В случае индукции ЗНО легких уретаном 
у мышей аналогичная диета также снижала интенсив-
ность канцерогенеза, одновременно повышая концент-
рацию сывороточной супероксиддисмутазы и уменьшая 
концентрацию маркеров окислительного стресса [101].

Противоопухолевая активность обнаружена также 
и для уролитинов: обработка уролитином А культур 
клеток карцином предстательной железы 22RV1 и LNCaP 
индуцировала апоптоз и повышала экспрессию цито-
хрома p53 [102]. Сходное влияние уролитинов на экс-
прессию p53 было показано и для культур клеток ЗНО 
толстой кишки [103]. Обработка уролитином этих 
культур также вызывала остановку клеточного цикла, 

индуцировала апоптоз и повышала выработку актив-
ных форм кислорода. Примечательно, что в культурах 
нормальных фибробластов человека обработка этим 
соединением оказывала на содержание АФК обратный 
эффект [104]. Зависимость направленности модуля-
ции окислительного стресса уролитинами от типа кле-
точной культуры была продемонстрирована много-
кратно; ее причины носят комплексный характер 
и включают в себя как состояние антиоксидантных 
механизмов клетки, так и тип индуцирующего окис-
лительный стресс воздействия [105]. Проапоптотичес-
кий и антипролиферативный эффекты уролитинов 
обусловлены не только упомянутыми механизмами: 
эти вещества способны влиять на передачу сигнала 
через пути PI3K / AKT, NF-κB (nuclear factor κB, транс-
крипционный ядерный фактор κB) и WNT / β-кате-
нин [106].

Немаловажное значение для профилактики кан-
церогенеза имеет поддержание благоприятного соста-
ва кишечной микробиоты человека. Хорошо известно, 
что присутствие в ее составе определенных видов и штам-
мов микроорганизмов, таких как Helicobacter pylori 
(H. pylori) или продуцирующие колибактин предста-
вители семейства Enterobacteriaceae, ассоциировано 
с повышенным риском возникновения злокачествен-
ных опухолей [107]. Полифенолы обладают подтвер-
жденными антибактериальными свойствами [108], 
благодаря которым способны модулировать состав 
кишечной микрофлоры. Так, силибинин может подавлять 
рост H. pylori в культуре, вызывая изменения в морфо-
логии клеток и ингибируя их деление [109]. Байкалин 
и байкалеин продемонстрировали антибактериальную 
активность в отношении этого микроорганизма не 
только in vitro, но и in vivo, уменьшая бактериальную 
нагрузку инфицированных мышей за счет снижения 
адгезивности и инвазивности бактериальных клеток 
[110]. В отношении Enterobacteriaceae была показана 
способность генистеина предотвращать увеличение 
присутствия этой группы микроорганизмов в микро-
флоре потомства самок крыс при диете с высоким со-
держанием жиров, что сочеталось со снижением риска 
развития рецидива ЗНО молочной железы [111].

Высокая интенсивность химической модифика-
ции полифенолов кишечной микробиотой наряду 
с низкой растворимостью обусловливает существен-
ное препятствие на пути терапевтического примене-
ния этих веществ – их низкую биодоступность. Это 
относится к фенольным соединениям как в составе 
продуктов питания и растительных экстрактов, так 
и в виде препаратов, содержащих чистые вещества. 
В некоторых случаях не удавалось добиться значимого 
повышения концентрации полифенолов в плазме крови 
испытуемых даже после приема большого количества 
этих соединений [112]. С целью преодоления данной 
проблемы ведутся разработки новых лекарственных 
форм для растительных фенольных соединений, таких 
как различные наночастицы или липосомы [113].
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ЗаКЛючЕНИЕ
Растительные полифенолы обладают антиканце-

рогенной и противоопухолевой активностью. Они 
способны влиять на метаболическую активацию про-
канцерогенов и снижать содержание реакционноспо-
собных соединений в клетках, предотвращая тем са-
мым повреждение клеточных макромолекул. В связи 
с этим полифенолы могут рассматриваться в качестве 
потенциальных средств профилактики рака, направ-
ленных на ингибирование метаболической активации 
проканцерогенов или детоксикацию путем образова-
ния нейтральных комплексов с последующей экскре-
цией. В то же время в определенных условиях полифе-
нольные соединения способны оказывать прямо 
противоположное действие на процесс канцерогенеза. 

В частности, они могут быть не только антагонистами 
AhR и подавлять регулируемую им экспрессию фер-
ментов I фазы метаболизма ксенобиотиков, но и ак-
тивировать этот рецептор. Аналогично их влияние 
и на окислительный стресс. Результат действия поли-
фенолов зависит от их химической структуры, типа 
опухолей, в отношении которых требуется проведение 
профилактических мероприятий, состояния микро-
биоты организма и других факторов. В связи с этим 
механизмы действия данных соединений и условия 
их применения требуют дальнейшего изучения. Од-
ним из перспективных путей достижения названной 
цели является использование высокопроизводитель-
ных омиксных подходов, позволяющих проводить 
интегральную оценку эффекта ксенобиотика [114].
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адренокортикальный рак – редко встречаемая опухоль, происходящая из кортикальных клеток надпочечников, 
характеризующаяся агрессивным потенциалом, быстро прогрессирующим течением и неблагоприятным прогнозом. 
Сложность ранней диагностики заболевания обусловлена несколькими факторами: вариабельностью клинических 
проявлений, связанной с изначальным мультирегуляторным влиянием стероидных гормонов на гомеостаз организ-
ма, а также редкостью опухоли и, как следствие, малоизученностью молекулярных механизмов ее канцерогенеза.
возросший за последние годы интерес онкологов и эндокринологов к пониманию фундаментальных и клинических 
аспектов адренокортикального рака и поиск потенциальных мишеней для новых лекарственных препаратов приве-
ли к детальному изучению клеточных и молекулярно-генетических механизмов, участвующих в нормальном онто-
генезе надпочечников, и их роли в опухолевой трансформации. в данном обзоре представлены известные на на-
стоящий момент молекулярно-генетические процессы и опосредующие их ауто-, пара- и эндокринные факторы, 
задействованные в нормальном надпочечниковом онтогенезе и канцерогенезе. в работе проанализированы ре-
зультаты исследований, опубликованных в зарубежных и отечественных журналах по молекулярной онкологии 
и эндокринологии, представленных в базах данных PubMed, CyberLeninka, Web of Science, Science Direct и eLIBRARY.

Ключевые слова: адренокортикальный рак, онтогенез надпочечников, опухолевая трансформация, сигнальные 
пути, стероидный фактор 1, Sonic Hedgehog, сигнальный путь Wnt / β-катенин, сигнальный путь SMAD, факторы роста, 
инсулиноподобный фактор роста 2, трансформирующий фактор роста β, miRNA
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Adrenocortical cancer is a rare tumor originating from cortical adrenal cells, endowed with aggressive potential, a rap-
idly progressing course and an unfavorable prognosis. The complexity of early diagnosis of the disease is due to several 
factors: the variability of clinical manifestations associated with the initial multiregulatory influence of steroid hormones 
on the body’s homeostasis, the rare occurrence of the tumor and, as a result, the lack of understanding of the molecular 
mechanisms of its carcinogenesis.
The increased interest in recent years among oncologists and endocrinologists in understanding the fundamental and 
clinical aspects of adrenocortical cancer and the search for potential targets for new drugs has led to a detailed study 
of the cellular and molecular genetic mechanisms involved in normal adrenal ontogenesis and their role in tumor trans-
formation. This review presents the currently known molecular genetic processes and their mediating auto-, para-, en-
docrine factors involved in normal adrenal ontogenesis and carcinogenesis. The paper analyzes results of trials published 
in international and Russian journals on molecular oncology and endocrinology indexed in the PubMed, CyberLeninka, 
Web of Science, Science Direct and eLIBRARY databases.
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ВВЕдЕНИЕ
Адренокортикальный рак (АКР) – редкая опухоль 

(0,5–2 случая на 1 млн населения в год), происходя-
щая из клеток коркового слоя надпочечников и харак-
теризующаяся агрессивным и быстропрогрессиру-
ющим течением и неблагоприятным прогнозом [1, 2]. 
Заболевание встречается в 2 вариантах: АКР, ассоци-
ированный с опухолями других локализаций, с фор-
мированием наследственных синдромов (превалирует 
в педиатрической практике), спорадический случай, 
наиболее распространенный среди взрослых. Это, 
по-видимому, объясняет бимодальный характер воз-
растного распределения заболевания, первый пик ко-
торого наблюдается в детской популяции в возрасте 
от 3 до 5 лет, а второй приходится на 4–5-е десятиле-
тия жизни [2, 3].

В стратегии лечения пациентов с АКР, включа-
ющей хирургический и химиотерапевтический мето-
ды, наибольшее значение имеет хирургическое удале-
ние опухоли [1, 4, 5]. Однако из-за трудностей ранней 
диагностики, связанных с вариабельностью клиниче-
ских проявлений, мультирегуляторным влиянием сте-
роидных гормонов на гомеостаз организма, редкой 
встречаемостью опухоли заболевание обнаруживается 
на поздних стадиях [5, 6]. В связи с этим АКР зачастую 
нерезектабелен, пациенты неоперабельны. Вышеска-
занное обусловливает актуальность поиска биомар-
керов ранней диагностики и прогноза, а также моле-
кулярных мишеней для эффективных лекарственных 
препаратов, для чего необходимо детальное изучение 
молекулярно-генетических процессов, опосредующих 
нормальное развитие коры надпочечника и ее опухо-
левую трансформацию.

НОРМаЛьНыЙ ОНТОгЕНЕЗ  
НадПОчЕчНИКОВ
Надпочечники – это парная эндокринная железа, 

представленная 2 разными гистогенетическими и функ-
циональными слоями [5–7]. Их развитие опосредова-
но последовательными процессами пролиферации, 
морфофункциональной дифференцировки и мигра-
ции клеток, направление которых модулируется как 
локально экспрессируемыми сигнальными молекула-
ми, так и эндокринными факторами. Физиологиче-
ский и биологический смысл данных процессов изме-
няется в зависимости от периода онтогенеза. Так, 
в эмбриональном периоде итогом последовательной 
перестройки стволовых клеток становятся образование 
эмбрионального надпочечника и последующее его раз-
витие с формированием тканевого субстрата для бу-

дущего «взрослого надпочечника». После рождения 
за счет аналогичных процессов происходит только 
обновление клеточной популяции, лежащей в основе 
поддержания тканевого надпочечникового гомеостаза 
[8–10].

В эмбриональном периоде образование надпочеч-
ника имеет 2 критических порога, определяющих 
судьбу клеток адренокортикальной линии. Формиро-
вание надпочечника начинается с образования адрено-
генитального зачатка (AGP) к 3–4-й неделям гестации. 
Он представлен смешанной популяцией клеток-пред-
шественников адренокортикальной ткани и гонад, 
происходящей из целомического эпителия урогени-
тального тракта промежуточной мезодермы. Последу-
ющее «расслаивание» AGP с образованием 2 самосто-
ятельных зачатков (адренокортикального и гонадного) 
зависит от экспрессии клетками стероидного фактора 1 
(SF-1) [7, 8–10]. И это становится первым критическим 
моментом адренокортикальной судьбы. Стероидный 
фактор 1 представляет собой транскрипционный фак-
тор ядерного рецептора (ген NR5A1) с мультинаправ-
ленной регуляторной способностью в отношении 
транскрипции генов, кодирующих ключевые фермен-
ты биосинтеза стероидных гормонов, а также клеточ-
ный цикл, апоптоз и адгезию клеток к внеклеточному 
матриксу, т. е. опосредует пролиферацию, морфофунк-
циональную дифференцировку и выживаемость сте-
роидогенных клеток. Пролиферация пула клеток адре-
нокортикального зачатка, положительно зависимая 
от SF-1, приводит к образованию зоны плода (FZ) [8–13]. 
Свой стероидогенный потенциал клетки FZ реализуют 
посредством экспрессии фермента цитохрома P450 
CYP17α, совмещающего в себе активность CYP11A 
(20,22-десмолаза) и CYP17 (17α-гидроксилаза) и спо-
собствующего превращению холестерина в дегидроэпи-
андростерон (DHEA) и дегидроэпиандростерон-сульфат 
(DHEA-S), метаболизируемые плацентой в эстрогены, 
которые поддерживают гестацию [9, 10].

Одновременно с формированием FZ происходят 
2 значимых процесса: миграция в центр FZ клеток-
предшественников хромаффинной ткани (мозговое 
вещество), происходящих из нервного гребня, и появ-
ление дефинитивной зоны (DZ), представленной ак-
тивно пролиферирующими, положительными в отно-
шении экспрессии SF-1 клетками [11–13].

В итоге такой последовательной перестройки 
и миграции клеток промежуточной мезодермы (кор-
ковое вещество) и нервного гребня (мозговое вещест-
во) к 8-й неделе гестации образуется инкапсулирован-
ный (эмбриональный) надпочечник [8, 9].

Keywords: adrenocortical cancer, adrenal ontogenesis, tumor transformation, signaling pathways, steroidogenic factor 1, 
Sonic Hedgehog, signaling pathways Wnt / β-catenin, signaling pathway SMAD, growth factors, insulin-like growth factor 
2, transforming growth factor β, miRNA

For citation: Yashina D. P., Afanasyeva Z. A. Molecular genetic aspects of adrenocortical cancer. Uspekhi molekulyarnoy onko-
logii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(2):42–57. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-42-57
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Еще одной сигнальной молекулой, важной для 
развития адренокортикальной ткани и секретируемой 
в раннем эмбриогенезе, является Wnt. Лиганд Wnt, ис-
пользуя в качестве трансдукции канонический сиг-
нальный путь Wnt / β-catenin, активирует пролифера-
цию недифференцированных / стволовых клеток 
эмбрионального надпочечника, т. е. поддерживает вы-
живаемость эмбриональных клеток [8, 9, 14, 15].

По мере увеличения срока гестации наблюдается 
рост эмбрионального надпочечника, преимущественно 
за счет расширения DZ. Клетки DZ активно пролифе-
рируют и приобретают стероидогенный потенциал, 
реализуемый возможностью синтезировать и секрети-
ровать кортизол. Индуцируют рост DZ факторы рос-
та – инсулиноподобный фактор роста 2 (insulin-like 
growth factor 2, IGF-2), трансформирующий фактор 
роста β (transforming growth factor β, TGF-β) – и адре-
нокортикотропный гормон гипофиза (АКТГ).

Клеточный ответ на действие АКТГ реализуется 
после его связывания с трансмембранным специфи-
ческим рецептором меланокортина 2 (MC2R) на клет-
ках DZ с последующей активацией цАМФ-зависимой 
(цАМФ – циклический аденозинмонофосфат) проте-
инкиназы А (cAMP / PKA). Результатом передачи сиг-
нала становится активация генов, кодирующих ключе-
вые ферменты синтеза кортизола, и коэкспрессия SF-1. 
Еще один путь АКТГ-индуцированного роста DZ опо-
средован его костимулирующим влиянием на экспрес-
сию IGF-2 [8–17]. Схема пренатального адренокорти-
кального онтогенеза представлена на рис. 1.

После рождения эмбриональный надпочечник 
подвергается значительному ремоделированию, вклю-
чающему регрессию FZ (апоптоз клеток) и трехуров-
невое зональное «расслаивание» DZ в зависимости 
от морфологической и функциональной принадлеж-
ности клеток на корковую / гломерулозную (ZG), пуч-
ковую / фасцикулятную (ZF), сетчатую / ретикулярную 
(ZR) зоны, окончательно формирующиеся в пубертат-
ном периоде. Далее, на протяжении всей жизни, зо-
нальное распределение поддерживается за счет непре-
рывного обновления адренокортикальной клеточной 
популяции в зависимости от физиологической по-
требности организма в стероидных гормонах. Такой 
принцип лежит в основе тканевого кортикального 
гомеостаза [8–10, 16, 18].

Обновление адренокортикальных клеток и их зо-
нирование подчиняются центростремительной модели 
развития, предполагающей перемещение от капсулы 
(через все слои коры) до кортико-медуллярной грани-
цы с последующим апоптозом старых клеток. Точкой 
приложения для модулированного сигнальными мо-
лекулами запуска самообновления служит ниша ство-
ловых / прогениторных клеток, образованных субпо-
пуляциями капсульных и субкапсульных клеток. Они 
представлены недифференцированными клетками, 
наделенными свойством мультипотентности и проли-
феративным потенциалом, но ограничены в биосин-
тезе стероидов [16, 18]. Между субпопуляциями ство-
ловых клеток имеются сложные взаиморегуляторные 
отношения. Так, клетки субкапсулы экспрессируют 

Рис. 1. Схема пренатального адренокортикального онтогенеза. SF-1 – стероидный фактор; АКТГ – адренокортикотропный гормон; IGF-2 – 
инсулиноподобный фактор роста 2; TGF-β – трансформирующий фактор роста β; AGP – адреногенитальный зачаток; FZ – зона плода; MZ – зона 
хромаффинных клеток; CYP17α – фермент цитохрома P450; DHEA – дегидроэпиандростерон; DHEA-S – дегидроэпиандростерон-сульфат
Fig. 1. Scheme of prenatal adrenocortical ontogenesis. SF-1 – steroid factor; ATHС – adrenocorticotropic hormone; IGF-2 – insulin-like growth factor 2; 
FGF-β – transforming growth factor β; AGP – adrenogonadal primordium; FZ – fetal zone; MZ – zone of chromaffin cells; CYP17α – cytochrome P450 
enzyme; DHEA – dehydroepiandrosterone; DHEA-S – dehydroepiandrosterone sulfate
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гликопротеин Sonic Hedgehog (SHH), паракринно сти-
мулирующий пролиферацию капсульных стволовых 
клеток. В некоторых источниках описывается также 
коэкспрессирующее влияние сигнального лиганда 
на экспрессию SF-1. Важно отметить, что пролифери-
рующие клетки теряют чувствительность к действию 
SHH, а его экспрессия строго ограничена субкапсу-
лой. Последующее «расслаивание» морфологически 
зрелых, но лишенных стероидогенной функции кле-
ток модулируется АКТГ и ангиотензином II. Функци-
ональная принадлежность клеток каждой зоны опре-
деляется наличием специфичных внутриклеточных 
ферментов биосинтеза соответствующих стероидов. 
Так, например, фермент конечного этапа синтеза альдо-
стерона, альдостеронсинтаза, экспрессируется строго 
в клубочковой зоне. Принцип центростремительной 
модели клеточного обновления соблюдается за счет 
конверсии клеток ZG в клетки ZF. Это возможно за 
счет антагонистичности в отношении друг друга сиг-
нальных путей эндокринных факторов, поддержива-
ющих функциональную дифференцировку [8, 9, 19, 20]. 
«Взрослый» надпочечник представлен на рис. 2. 
Действие паракринных и эндокринных факторов на 
адренокортикальные клетки детально описано в тек-
сте, а также представлено на рис. 3.

Гормон ангиотензин II посредством сигнальной мо-
ле кулы Wnt и ее канонического сигнального Wnt / β-ca-
te nin запускает транскрипцию гена, кодирующего 
фермент альдостеронсинтазу. Формирование пучко-
вой зоны регулируется АКТГ-сигналингом, который 
ре ализуется тем же путем, что и в эмбриональном над-
почечнике. Время действия гормона ограничено петлей 
обратной связи, подчиняющейся канонической схеме 

гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси. Ин-
тересно, что «молекулярная связка» Wnt / β-catenin под-
держивает выживаемость гломерулярных клеток, при 
этом ингибируя передачу сигнала пути cAMP / PKA, 
используемого АКТГ. Аналогичным путем ингибиру-
ется путь Wnt / β-catenin при активировании сигнально-
го каскада cAMP / PKA [8, 9, 17, 20]. В физиологическом 
смысле такой принцип необходим для обеспечения 
равномерной зональной дифференцировки и адрено-
кортикальной архитектоники (см. рис. 3).

Таким образом, онтогенез надпочечников склады-
вается из эмбрионального органогенеза и постнаталь-
ного гомеостаза.

адРЕНОКОРТИКаЛьНыЙ КаНцЕРОгЕНЕЗ
Понимание молекулярно-генетических механиз-

мов, поддерживающих нормальное адренокортикаль-
ное развитие и тканевой гомеостаз на протяжении 
жизни, позволяет предположить пути опухолевой 
трансформации адренокортикальных клеток, меха-
низмы их выживания, инвазии и метастазирования, 
выявить биомаркеры ранней диагностики и рецидива, 
определить потенциальные терапевтические мишени, 
а также прогностическую ценность. Наиболее значи-
мые в адренокортикальной судьбе сигнальные моле-
кулы и ростовые факторы детально описаны ниже. 
На рис. 4 наглядно представлены сигнальные пути 
передачи регуляторных молекул и факторов.

СТЕРОИдНыЙ фаКТОР 1 
В адРЕНОКОРТИКаЛьНОМ КаНцЕРОгЕНЕЗЕ
Стероидный фактор 1 представляет собой крити-

чески важный фактор, регулирующий развитие 

Рис. 2. Строение «взрослого» надпочечника. SHH – Sonic Hedgehog; АКТГ – адренокортикотропный гормон; AT II – ангиотензин II
Fig. 2. The structure of the «adult» adrenal gland. SHH – Sonic Hedgehog; ACTH – adrenocorticotropic hormone; AT II – angiotensin II

SHH

AT II

АКТГ / ACTH

Клетки капсулы / Capsule cells

Клетки субкапсулы / Subcapsular cells

Клубочковая зона / Zona glomerulosa

Пучковая зона / Zona fasciculata

Сетчатая зона / Zona reticularis

хромаффинная ткань мозгового вещества / 
Chromaffin tissue of the medulla
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Антагонистические отношения 
между сигнальными путями / 
Antagonistic relationships between 
signaling pathways

Пролиферация (функционально 
незрелые клетки) / Proliferation 
(functionally immature cells)

Рис. 3. Сигнальные пути эндокринных факторов. Конверсия клеток. АКТГ – адренокортикотропный гормон; MC2R – рецептор меланокортина 2; 
cAMP / PKA – цАМФ-зависимая протеинкиназа A; SHH – Sonic Hedgehog; Pathed 1 – рецептор SHH; Gli1 – транскрипционный фактор сигналь-
ного пути SHH; AT II – ангиотензин II; R – рецептор ангиотензина II; SF-1 – стероидный фактор 1; CYP11A – фермент биосинтеза стероидов; 
CYP11B2 – альдостеронсинтаза; IGF-2 – инсулиноподобный фактор роста 2; CDKN1C – циклинзависимый ингибитор киназы 1C
Fig. 3. Signaling pathways of endocrine factors. Cell conversion. ACTH – adrenocorticotropic hormone; MC2R – melanocortin receptor 2; cAMP / PKA – 
cAMP-dependent protein kinase A; SHH – Sonic Hedgehog; Pathed 1 – receptor of SHH; Gli1 – SHH signaling pathway transcription factor; AT II – 
angiotensin II; R – angiotensin II receptor; SF-1 – steroid factor 1; CYP11A – enzyme of steroid biosynthesis; CYP11B2 – aldosterone synthase; IGF-2 – 
insulin-like growth factor 2; CDKN1C – cyclin-dependent kinase 1C inhibitor

AT II

R

SHH

Pathed 1

Gli1

cAMP / PKA

АКТГ / ACTH

MC2R

Wnt / β-catenin

CyP11B2SF-1, 
CyP11A

Транскрипция / Transcription

Локус p15.5 11-й хромосомы 
(IGF-2/CDkN1C/H19) /  

Locus р15.5 of 11th chromosome 
(IGF-2/CDKN1C/H19)

Пучковая зона / Zona fasciculate
Клубочковая зона / Zona glomerulosa

адренокортикальной ткани на всех этапах ее онтоге-
неза. В раннем эмбриогенезе «расслаивание» клеток 
адреногонадного зачатка строго ограничено экспрес-
сией SF-1 и становится критическим моментом, опре-
деляющим возможность дальнейшего адренокорти-
кального онтогенеза. В ряде экспериментов было 
показано, что в случае потери SF-1 в эмбриональном 
периоде наблюдается агенезия коры надпочечников 
и половых желез, а при повышенной экспрессии SF-1 – 
избыточная пролиферация и, как результат, увеличение 
адренокортекса за счет пучковой зоны [8, 9, 20, 21].

Регуляция экспрессии SF-1 имеет сложный, мно-
гоэлементный механизм и включает энхансер плода 
FAdE, белки транскрипционного комплекса, состоя-
щего из гомеобоксного белка PKNOX1 (Prep1), гомео-
боксного гена 9b (Hox9b) и фактора транскрипции 
пре-В-клеточной лейкемии 1 (PBX1). Однако стоит 
отметить, что активаторы транскрипции SF-1 имеют 
строго зонозависимую ограниченность. Так, энхансер 
FAdE-опосредованная экспрессия SF-1 локализована 
в FZ и имеет ауторегуляторный активирующий меха-
низм. В клетках DZ, по-видимому, присутствует иной 
механизм экспрессии фактора, остающийся на данный 
момент неизвестным. Кроме того, в ряде эксперимен-
тов была подтверждена связь между SF-1-положитель-
ными эмбриональными клетками DZ и капсульными 
стволовыми клетками, которые, вероятно, являются 
их потомками [20, 21].

Естественным ингибитором транскрипционных по-
следствий SF-1 является бесхозный ядерный рецептор 
DAX-1. Механизм его репрессорного действия связан 
с блокированием SF-1-опосредованной транскрипции 
генов. Экспрессия DAX-1 находится под контролем са-
мого SF-1, что формирует обратный регуляторный кон-
тур Wnt / β-catenin-сигналинга и ингибина [11, 21].

Среди нарушений, вызывающих повышенную 
экспрессию SF-1, наблюдаются амплификация и му-
тация кодирующего гена, а также нарушение регуля-
торных взаимоотношений между SF-1 и DAX-1. Ито-
гом такой сверхэкспрессии становятся усиленная 
пролиферация и функциональная дифференцировка 
адренокортикальных клеток, а также угнетение апоп-
тоза. Наиболее часто данный механизм кортикальной 
неоплазии с развитием аденом и карцином надпочеч-
ника наблюдается в педиатрической практике и кор-
релирует с плохим прогнозом [21–24].

Также предполагается роль SF-1 как предиктора 
ответа на системную терапию адренолитиком митота-
ном; определение его экспрессии в опухолевых клет-
ках может прогнозировать ответ на терапию при ме-
тастатическом варианте АКР [25].

СИгНаЛьНыЕ ПУТИ адРЕНОКОРТИКаЛьНОгО 
КаНцЕРОгЕНЕЗа
Sonic Hedgehog. Sonic Hedgehog представляет собой 

гликопротеин из семейства Hedgehog, представители 
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которого вовлечены в развитие и поддержание клеточ-
ных популяций многих тканей организма, в том числе 
адренокортикальной. Он экспрессируется субкапсуль-
ными стволовыми клетками и паракринным путем 
активирует пролиферацию капсульных клеток. Для 
своей трансдукции данный гликопротеин использует од-
ноименный сигнальный путь. Полипептидная моле-
кула SHH связывается с трансмембранным рецептором 
Pathed 1 (PTCH) с образованием лиганд-рецепторного 
комплекса, снимая «блок» с цитоплазменного транс-
крипционного фактора Gli1. Разблокированный 
транскрипционный фактор транслоцируется в ядро 
клетки, где активирует экспрессию многих генов, 
в том числе ответственных за пролиферацию недиф-
ференцированных стволовых клеток капсулы, и угне-
тает транскрипцию гена р53, ответственного за апоптоз. 
Пролиферирующие клетки выступают морфологическим 
субстратом для последующей конверсии в клетки ZG. Это 

и составляет основу анатомической и функциональ-
ной регенерации коркового вещества [8–10, 26].

Изменение активирующего влияния SHH на ство-
ловые клетки с образованием клеток ZG может наблю-
даться в 2 случаях: при блокировании основного 
транскрипционного фактора, транслокации Gli1 или 
изменении экспрессии самого гликопротеина. Увели-
чение экспрессии SHH субкапсульными клетками 
может наблюдаться при органическом повреждении 
надпочечника или его функциональном истощении. 
Например, матриксные металлопротеазы 2,9, проду-
цируемые клетками в очаге воспаления, могут послу-
жить стимулом для активации синтеза этого гликопро-
теина [26].

На способность транслокации транскрипционно-
го фактора Gli1 влияет ряд других сигнальных путей. 
Положительное влияние оказывают белок Ras, сиг-
нальные пути SMAD, PI3K (фосфоинозитид-3-киназа) /  

Рис. 4. Сигнальные пути в клетках адренокортикальной карциномы. Дисфункциональные молекулярные пути при адренокортикальном канцеро-
генезе описаны в тексте. Цветом обозначены передача сигнала от регуляторного фактора до его ядерной реализации и клеточный ответ. Стрел-
ки указывают на соответствующие изменения эффектов в зависимости от сверхэкспрессии каждого фактора. Эпигенетическая регуляция 
представлена miRNA-485-5р (онкогенный эффект) и miRNA-99 / 100 (онкосупрессивный эффект). P13K / AKT / mTOR – фосфоинозитид-3-кина-
за / протеинкиназа В / мишень рапамицина млекопитающих; MARK – митоген-активируемая протеинкиназа; SHH – Sonic Hedgehog; IGF-1R – 
рецептор инсулиноподобного фактора роста 1; IGF-2 – инсулиноподобный фактор роста 2; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; VEGF-A – 
фактор роста эндотелия сосудов A; R1 / R2 – рецепторы фактора роста эндотелия сосудов; TGF-β – трансформирующий фактор роста β; 
Pa thed 1 – рецептор SHH; Gli1 – транскрипционный фактор сигнального пути SHH
Fig. 4. Signaling pathways in adrenocortical carcinoma cells. Dysfunctional molecular pathways in adrenocortical carcinogenesis are described in the text. The 
color scheme depicts signal transduction from the regulatory factor to its nuclear implementation and cellular response. The direction of the arrows indicates 
the corresponding changes in effects depending on the overexpression of each factor. Epigenetic regulation is represented by miRNA-485-5p (oncogenic effect) 
and miRNA-99 / 100 (oncosuppressive effect). P13K / AKT / mTOR – phosphoinositide 3-kinases / protein kinase B / mammalian target of rapamycin; MARK – 
mitogen-activated protein kinase; SHH – Sonic Hedgehog; IGF-1R – insulin-like growth factor 1 receptor; IGF-2 – insulin-like growth factor 2; VEGF – 
vascular endothelial growth factor; VEGF-A – vascular endothelial growth factor A; R1 / R2 – vascular endothelial growth factor receptors; TGF-β – 
transforming growth factor β; Pathed 1 – receptor of SHH; Gli1 – SHH signaling pathway transcription factor
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AKT (протеинкиназа В, протеинкиназа Сα), а негатив-
ное – белок р53, продукт одноименного гена, и про-
теинкиназа А. Отметим, что данные молекулярные 
посредники являются сигнальными путями IGF-2, 
TGF-β2, и других факторов роста, а также гормона АКТГ 
[8–10, 19, 27].

В ряде экспериментов при потере SHH наблюда-
лись полная аплазия коры надпочечников плода 
и атрофия клубочковой зоны «взрослого» надпочеч-
ника вследствие снижения репаративной способности 
клеток при повреждении или хроническом воспале-
нии в ткани [26].

Повышенная экспрессия SHH наблюдается при АКР 
у взрослых, в то время как в педиатрической практике, 
наоборот, встречается снижение экспрессии этого гли-
копротеина [8–10].

Сигнальный путь Wnt. Роль лиганда Wnt и его ка-
нонического сигнального пути Wnt / β-catenin в разви-
тии и поддержании адренокортикальных клеток варь-
ирует в зависимости от периода онтогенеза. В раннем 
эмбриогенезе секретируемый субкапсульными клет-
ками надпочечника плода Wnt паракринным путем 
стимулирует пролиферацию недифференцированных 
клеток и тем самым поддерживает выживаемость пула 
стволовых клеток. В постнатальном периоде Wnt прини-
мает участие в поддержании выживаемости клеток ZG 
и стероидогенезе путем регуляции экспрессии гена, 
кодирующего фермент синтеза альдостерона, а также 
посредством инактивации конверсии клеток в клетки 
пучковой зоны [8–10, 13–15].

Секретируемые молекулы Wnt связываются с ре-
цепторами Frizzled на поверхности морфологически 
зрелых клеток с образованием лиганд-рецепторного 
комплекса. Этот комплекс способен инактивиро-
вать «блокирующий комплекс» цитоплазменного бел-
ка β-catenin. «Молекулярная связка» Wnt / β-catenin – 
это канонический путь трансдукции сигнала лиганда 
Wnt. Разблокированный β-catenin связывается с ядерным 
рецептором TCF / LEF, активируя транскрипцию генов, 
ответственных за ангиогенез, клеточный цикл, адгезию 
клеток к внеклеточному матриксу, апоптоз [14].

В комплекс «блокирующих белков» β-catenin вхо-
дит продукт гена-онкосупрессора APC (adenomatosis po-
lyposis coli). Интересно, что в случае мутации этого гена 
наблюдается инактивация блокирующего комплекса. 
Это приводит к избыточной активации β-catenin, ито-
гом чего становится повышенная пролиферация клеток. 
Такой механизм онкогенеза лежит в основе синдрома 
Гарднера, характеризующегося многочисленными ко-
лоректальными полипами и карциномами в сочетании 
с АКР в некоторых случаях. Также избыточная актив-
ность β-catenin наблюдалась в случае мутации кодиру-
ющего его гена, что, по некоторым данным, составля-
ет около 16 % случаев АКР [14].

В экспериментах на мышах показано, что нарушение 
канонической передачи сигнала приводит к развитию 
аплазии надпочечника плода и атрофии «взрослого» 

надпочечника, которая гистологически характеризу-
ется надпочечниковой недостаточностью [8–10].

Подобные мутации, влияющие на активность 
Wnt / β-catenin, часто встречаются в адренокортикаль-
ных карциномах и коррелируют с неблагоприятным 
прогнозом.

РОЛь РОСТОВыХ фаКТОРОВ 
В адРЕНОКОРТИКаЛьНОМ КаНцЕРОгЕНЕЗЕ
Инсулиноподобный фактор роста 2. Это полипеп-

тид, представитель семейства инсулиноподобных фак-
торов роста. Свое название IGF-2 получил из-за струк-
турного и функционального сходства с молекулой 
инсулина. Этот фактор играет решающую роль в регу-
ляции роста, миграции и выживания эмбриональных 
клеток, выступая в качестве сильного митогенного 
стимула. В норме его наибольшая концентрация на-
блюдается именно в эмбриональном периоде, а после 
рождения значительно снижается. Свои эффекты на 
клетку IGF-2 реализует после связывания с несколь-
кими рецепторами – рецепторами инсулиноподоб-
ного фактора роста 1 (IGF-1R) и 2 (IGF-2R), к которым 
он имеет разную аффинность, и активирует 2 сигналь-
ных пути: PI3K / AKT и MAPK (mitogen-activated pro-
tein kinase, митоген-активируемая протеинкиназа). 
Рецепторы IGF экспрессируются во всех зонах надпо-
чечников, однако наиболее обогащенной IGF-1R об-
ластью является субкапсула. Сигнальный путь 
PI3K / AKT транскрибирует целевые гены, продукты 
которых способствуют усиленному поглощению глю-
козы клетками. Другому сигнальному пути – MAPK – 
отводится роль активации транскрипции генов, уча-
ствующих в митозе [5, 8–10, 27–29].

Ген, кодирующий IGF-2, находится в локусе р15.5  
11-й хромосомы и включает в себя также CDKN1C, 
который кодирует циклинзависимый ингибитор ки-
назы 1C (также известный как p57Kip2) и H19, который 
транскрибируется в нетранслируемую РНК [6–10]. Му-
тации в данном гене сопряжены с развитием синдрома 
Беквита–Видемана, включающего АКР, а также ма-
кроглоссию, гемигипертрофию и эмбриональные опу-
холи (нефро- и гепатобластому) [1, 5, 6, 8–10].

В случае спорадического АКР гиперэкспрессия 
IGF-2 может быть связана с увеличением его синтеза 
гепатоцитами, эпителиальными клетками мозговых 
оболочек и церебральным сосудистым сплетением. 
Усиливают синтез ростового фактора половые гормо-
ны (эстрогены и андрогены), инсулин, тиреоидные 
гормоны, а угнетают – глюкокортикостероиды. По-
видимому, некоторые препараты, влияющие на син-
тетическую функцию печени, косвенно могут стать 
причиной опухолей надпочечников.

Значимость определения IGF-2 в настоящий мо-
мент сводится к прогностической ценности и ранней 
выявляемости АКР [1, 5].

Трансформирующий фактор роста β. Это цитокин, 
представитель суперсемейства трансформирующих 
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факторов роста, в число которых входят 3 изоформы 
TGF-β, ингибины, активины, костный морфологиче-
ский белок (ВМР), глиальный нейротрофический 
фактор и т. д. [30, 31]. Данный фактор роста обладает 
мультинаправленностью в отношении контроля кле-
точных функций. Клеточный ответ на воздействие 
TGF-β зависит от типа клеток и цикла их развития. 
Так, например, в мезенхимальных клетках он высту-
пает стимулятором клеточного деления, активируя 
пролиферацию фибробластов, а в отношении эпите-
лиальных, гемопоэтических, нервных и иммунных 
клеток – мощным ингибитором.

Синтез белков подсемейства TGF-β начинается 
с образования в разных типах клеток его неактивного 
предшественника, затем путем протеолитического 
действия ферментов образуется активный ростовой 
фактор. Однако во внеклеточном матриксе этот фак-
тор роста находится в ассоциированном состоянии 
со связывающим белком, образуя таким образом ла-
тентную форму. Реализовывать свои эффекты в клет-
ках TGF-β может после образования своей активной 
формы – комплекса лиганд – рецептор. Диссоциацию 
латентного TGF-β способны вызвать некоторые про-
теазы, такие как плазмин, матриксные металлопроте-
азы 2 и 9, тромбоспондин 1, активные формы кисло-
рода, кислая среда (рН <6,0) [31, 32].

Свои эффекты на клетку TGF-β реализует путем 
активации белков SMAD. Белки этой системы по сво-
ей функциональной принадлежности подразделяются 
на 3 группы: регулируемые рецептором (R-SMAD), 
которые включает в себя SMAD1, SMAD2, SMAD3, 
SMAD5, SMAD8; общие SMAD (Co-SMAD), пред-
ставленные SMAD4; ингибирующие SMAD (I-SMAD), 
включающие SMAD6 и SMAD7. Выбор направления 
активации пути зависит от типа рецептора, с которым 
связывается лиганд [5, 7].

Активация сигнального пути SMAD начинается 
с фосфорилирования SMAD2 и / или SMAD3 рецептор-
ной киназой, в конце образуется комплекс с SMAD4, 
который впоследствии транспортируется в ядро, где 
он связывается со специфическими факторами транс-
крипции и индуцирует транскрипцию TGF-β-за-
висимых генов. Транскрипция генов-мишеней, таких 
как р15 и р21, продуктом которых являются одноимен-
ные белки, приводит к остановке клеточного цикла 
в фазе G1 за счет подавления CDK (cyclin-dependent 
kinase, циклинзависимые киназы) и ингибирования 
экспрессии c-Myc [30, 31]. Таким образом опосреду-
ются противоопухолевый и антипролиферативный 
эффекты TGF-β.

Важно отметить, что в механизме опухолевой 
трансформации, приводящей к развитию АКР, имеет-
ся определенная взаимосвязь IGF-2 и TGF-β. По-
скольку данные факторы роста оказывают антагони-
стическое действие на адренокортикальные клетки, 
логично, что их сигнальные пути могут взаимно инги-
бировать друг друга. Ингибирующее влияние реализу-

ется на посттранскрипционном уровне при участии 
микроРНК (miRNA). Они представляют собой корот-
кие некодирующие участки РНК, способные изменять 
экспрессию белков на посттранскрипционном уровне. 
МикроРНК – уникальные кандидаты для таргетной 
терапии, так как обладают возможностью воздейство-
вать на многие молекулы одного сигнального пути.

Ген IGF-2, расположенный в локусе р15.5 11-й хро-
мосомы, содержит интроны с информацией о miRNA-
485р. Данная miRNA способна угнетать трансляцию 
матричной РНК (мРНК), несущую в себе закодиро-
ванную последовательность о SMAD4. Как следствие, 
при снижении уровня SMAD4 – посредника передачи 
сигнала TGF-β – наблюдается снижение его антипро-
лиферативного эффекта на адренокортикальные клет-
ки [2, 5, 6].

Фактор роста эндотелия сосудов. Этот фактор роста 
обеспечивает ангиогенез в нормальных тканях, а так-
же при патологических процессах. Лиганд реализует 
свои клеточные эффекты путем связывания с одно-
именными рецепторами VEGFR-1, VEGFR-2 с после-
дующей трансдукцией сигнала через активацию PI3K /  
AKT и MAPK, а также фосфолипазу С [33], обеспечи-
вая таким образом миграцию, пролиферацию и выжи-
вание клеток. В нормальных адренокортикальных 
клетках плода наибольшая концентрация VEGF-A 
выявлена в областях капсулы и субкапсулы, т. е. в зо-
не активной пролиферации [33, 34]. В клетках коры 
надпочечника взрослого человека уровень экспрессии 
VEGF-А и его рецепторов высок и обеспечивает под-
держание развитой сосудистой сети [34]. В клетках 
адренокортикальной карциномы повышение экспрес-
сии VEGF-А было продемонстрировано в 8 из 9 ис-
следований. При этом сверхэкспрессия наблюдалась 
в адренокортикальных карциномах (по сравнению 
с нормальными надпочечниками и аденомами), а также 
среди функционально активных карцином (по сравне-
нию с нефункционирующими карциномами) [35–40].

Таким образом, модуляторы выступают в качестве 
ключевых факторов, предопределяющих судьбу клеток 
адренокортикальной линии, и включают гетероген-
ную группу сигнальных молекул: транскрипционный 
фактор SF-1 и регуляторы его экспрессии, локально 
экспрессируемые сигнальные молекулы, их пути транс-
дукции (SHH, Wnt / β-catenin), факторы роста (IGF-2, 
TGF-β) и эндокринные факторы (АКТГ, ангиотен-
зин II). Повреждение генов, кодирующих компоненты 
путей, участвующих в развитии и поддержании адре-
нокортикальных клеток в онтогенезе, может приво-
дить к изменению дифференцировки клеток и их уси-
ленной пролиферации.

ОМИКСНыЕ ИССЛЕдОВаНИЯ
Омиксные исследования – технологии, основан-

ные на достижениях геномики, транскриптомики, 
протеомики, метаболомики и метилома. Они предпо-
лагают изучение генома и продуктов его реализации 
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в целом, а не отдельных генов, молекул мРНК, кле-
точных белков и метаболитов [41]. Такой подход це-
лостного исследования молекулярно-генетических 
патологических механизмов адренокортикального 
онкогенеза позволяет выявить новые биомаркеры 
дооперационной диагностики, создать прогностиче-
скую кластеризацию АКР с учетом биологического 
поведения опухолевых клеток [42, 43].

Эпигенетические изменения в клетках адренокорти-
кальной карциномы. Эпигенетика – раздел генетики, 
изучающий изменение активных генов во время рос-
та и деления клеток. Эпигенетическое наследование 
представляет собой изменение синтеза белков, выз-
ванных механизмами, не нарушающими последо-
вательность и целостность ДНК. Эпигенетические 
механизмы регуляции могут сохраняться в ряде мито-
тических делений соматических клеток с последующей 
передачей новым поколениям. Выделяют 2 эпигене-
тические модификации, приводящие к изменению 
экспрессии генов при раке: дифференциальную экс-
прессию miRNA и изменение статуса метилирования 
CpG-островков ДНК [2, 5, 6, 43].

Метилом ДНК. Метилирование определенного 
участка ДНК – один из механизмов регуляции экс-
прессии генов. CpG-островки (CIMP) гена представ-
ляют собой неметелированные динуклеотиды, кото-
рые присутствуют в регуляторных областях генов. 
Изменение статуса метилирования CpG-островков 
(гиперметилирование одних участков и гипометили-
рование других) может модулировать экспрессию генов. 
Например, гиперметилирование Н19 (участок в локу-
се 11р15, ингибирующий экспрессию IGF-2) может 
приводить к сверхэкспрессии ростового фактора. 
По уровню метилирования в клетках АКР выделяют 
2 подгруппы CIMP: высокого (CIMP-high) и низкого 
(CIMP-low) уровней метилирования, которые тесно 
связаны с выживаемостью и биологическим поведе-
нием опухоли [43].

Некодирующие молекулы РНК. Некодирующие мо-
лекулы РНК, или микроРНК, представляют собой 
молекулы РНК, которые не кодируют белки, но уча-
ствуют в регуляции экспрессии генов путем модуля-
ции трансдукции сигнала в разных молекулярных пу-
тях, в основном на посттранскрипционном уровне. 
МикроРНК включает 18–25 нуклеотидов. Являясь 
частью эпигенетического аппарата, клетки микроРНК 
участвуют в физиологических процессах, регулируют 
клеточный цикл, пролиферацию клеток и апоптоз 
[43–45]. В настоящий момент существуют данные 
о примерно 200 микроРНК, изменение регуляторного 
влияния которых может быть задействовано в патоге-
незе различных заболеваний, включая онкологиче-
ские. МикроРНК плейотропны по своей природе. Они 
могут выступать в качестве как онкосупрессора (в фи-
зиологических концентрациях), так и онкогена (при 
сверхэкспрессии). Направление клеточного эффекта 
зависит от ткани: в каком-то типе ткани одна и та же 

микроРНК может выступать в качестве онкогена, 
а в каком-то – в качестве онкосупрессора (свойство 
тканеспецифичности). В связи с этим изменение экс-
прессии конкретной некодирующей РНК и ее вери-
фикация путем исследования методом полимеразной 
цепной реакции, микрочипов и секвенирования но-
вого поколения могут быть полезны при определении 
гистогенетической принадлежности опухоли в спор-
ных случаях. В клетках адренокортикальной карцино-
мы miRNA-483-3р и miRNA-485-5р наиболее изучены. 
Их сверхэкспрессия обеспечивает повышенную про-
лиферацию и угнетение апоптоза. Сверхэкспрессия 
miRNA-483-3р угнетает проапоптотическую мРНК 
р53-активируемого модулятора апоптоза PUMA (рис. 5). 
В свою очередь, miRNA-485-5р способствует пролифе-
рации клеток и не влияет на апоптоз за счет регуляции 
экспрессии IGF-2. Противоопухолевая активность 
связана с miRNA-195, нацеленной на ZNF367 (белок 
цинковых пальцев 367), обеспечивающих клеточную 
инвазию. Подавленная экспрессия miRNA-195 кор-
релирует с повышенной клеточной инвазией и про-
лиферацией в опухолевых клетках. Экспрессия miR-
NA-205 и miRNA-99 / 100 регулирует экспрессию 
Bcl-2, IGF-2 и mTOR (mammalian target of rapamycin, 
мишень рапамицина млекопитающих) соответствен-
но, выступая в качестве онкосупрессора, путем ини-
циирования апоптоза и блокирования пролиферации 
клеток [46–50]. Эпигенетическая регуляция представ-
лена на рис. 4 и 5.

Также важно отметить, что микроРНК циркули-
руют в разных биологических жидкостях и, следова-
тельно, могут быть использованы для неинвазивной 
дифференциальной и ранней диагностики АКР и его 
рецидива. Уровень содержания определенных микро-
РНК может быть применен в целях стратификации 
риска и прогноза. На данный момент микроРНК 
с учетом их эпигенетического регуляторного потенци-
ала могут быть рассмотрены как уникальные мишени 
для таргетной терапии. Сегодня представлены докли-
нические исследования, сосредоточенные на прогно-
стической значимости и биологическом поведении 
адренокортикальных карцином в зависимости от из-
менения экспрессии различных микроРНК. В ряде работ 
показано влияние изменений экспрессии на модулиро-
вание чувствительности и устойчивости к цитостатику 
цисплатину, входящему в схему лечения метастатических 
и местно-распространенных форм АКР [49, 50].

Метаболомика стероидных гормонов в опухолевых 
адренокортикальных клетках. Адренокортикальные 
карциномы в 60–70 % случаев являются функцио-
нально активными образованиями [1]. Даже при не-
выраженной клинической симптоматике и отсутствии 
лабораторного биохимического повышения уровня 
3 основных стероидных гормонов не исключается из-
быточная стероидопродуцирующая способность кар-
цином. Как правило, это предшественники и метабо-
литы промежуточного этапа биосинтеза стероидов, 
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идентификация которых затруднена при применении 
рутинных методов клинической биохимии [51].

Поскольку окончательный синтез стероидных гор-
монов зависит от зоноспецифичной экспрессии фер-
ментов, то логично, что в незрелых дедифференциро-
ванных адренокортикальных клетках наблюдается 
снижение экспрессии «зрелых» ферментов биосинте-
за. Несовершенный стероидогенез в опухолевых клет-
ках был экспериментально доказан путем иммуноги-
стохимического исследования [52]. Авторы изучили 
паттерн экспрессии основных ферментов стероидного 
каскада: альдостеронсинтазы (CYP11B2), 11β-гидрокси-
лазы (CYP11B1, кортизол-синтезирующего фермента), 
3β-гидроксистероида HSD-дегидрогеназы (3β-гидро кси-
стероид-HSD-дегидрогеназы – фермента для CYP11B2 
и CYP11B1) и 17α-гидроксилазы / C17–20 лиазы (CYP17 – 
вышестоящего фермента для CYP11B1, но не для 
CYP11B2). По данным исследования, в нормальных 
адренокортикальных клетках и доброкачественных 
аденомах стероидогенез был скоординирован, в то 
время как в адренокортикальной карциноме выявлена 
нескоординированная экспрессия ферментов. В опу-
холевых клетках присутствовала экспрессия CYP17 
во всех участках и одновременная хаотичная экспрес-
сия CYP11B2 и CYP11B1.

Ранее в аналогичном иммуногистохимическом 
исследовании описывались схожие результаты [53]. 
Так, в ходе такого исследования в опухоли могла об-
наружиться экспрессия фермента 3β-гидроксистероид 
HSD-дегидрогеназы, но отсутствовала экспрессия ни-
жележащего более «зрелого» фермента CYP21. После-
дующие работы имели схожие результаты [51, 52, 54].

Наличие дезорганизованного стероидогенеза в опу-
холевых клетках объясняет фенотипические различия 
карцином в клинической практике.

Исследование метаболома стероидов в биологиче-
ских жидкостях (плазме крови, моче, слюне и др.) ста-
ло новым диагностически значимым направлением 
дооперационного определения злокачественного по-
тенциала новоообразования и установления рецидива. 
Профилирование стероидов в моче наиболее пред-
почтительно в связи с суточным колебанием в сыво-
ротке крови секреции гормонов. Долгие годы, начиная 
с 60-х годов XX в., исследование метаболома стероидов 
осуществлялось посредством иммунного анализа, что 
ограничивало обнаружение всех метаболитов. Однако 
появление в начале XXI в. таких методов омиксных 
исследований, как газовая хроматография в сочетании 
с масс-спектрометрией, и других видов хроматогра-
фии позволило преодолеть ограничения в определе-
нии стероидного профиля [55–59].

В ходе проспективного валидационного много-
центрового исследования EURINE-ACT, направлен-
ного на изучение профилирования стероидов в моче 
с целью дооперационного определения злокачествен-
ности («злокачественного отпечатка») новообразования 
при помощи газовой хромато-масс-спектрометрии, 
было выявлено, что чувствительность и специфич-
ность этого метода составили 90 %, в то время как 
при рутинном биохимическом исследовании избыток 
стероидов наблюдался в 73 % случаев. К «злокачест-
венным стеро идным отпечаткам» можно отнести эти-
охоланолон, прегнентриол, прегнендиол, прегнан-
диол, 17-гидрокси пре гнанолон, прегнантриол 

Рис. 5. Эпигенетическая регуляция апоптоза. Черным крестиком обозначено блокирование антиапоптотического комплекса Bcl-2, красным – 
блокирование матричной РНК проапоптотического белка PUMA, активируемого p53. Черными стрелками отмечен физиологический путь PUMA-инду-
цированного апоптоза. Красными стрелками обозначен онкогенный эффект miRNA-483-3р, зелеными – онкосупрессивный эффект miRNA-205
Fig. 5. Epigenetic regulation of apoptosis. The black cross indicates the blocking of the anti-apoptotic complex Bcl-2, the red one indicates the blocking of the 
matrix RNA of the proapoptotic protein PUMA activated by p53. The black arrows indicate the physiological pathway of PUMA induced apoptosis. The red 
arrows indicate the oncogenic effect of miRNA-483-3p, the green ones indicate the oncosuppressive effect of miRNA-205

Апоптоз / Apoptosis

Путь каспаз / Caspase pathway

Цитохром C / Cytochrome C

Митохондрия / Mitochondria

Ядро / 
Nucleus

miRNA-205

Bcl-2 p53

PUMA

miRNA-483-3р

ДНК / DNA
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и тетрагидро-11-дезоксикортизол [60]. Схема нор-
мального стероидогенеза и «злокачественных стеро-
идных отпечатков» в клетках адренокортикальной 
карциномы представлена на рис. 6.

Таким образом, исследование метаболома стеро-
идов в моче у пациентов с АКР с помощью новых 
омиксных технологий является эффектной и неинва-
зивной диагностической процедурой, доказавшей 
свой диагностический потенциал, особенно в клини-
ческих ситуациях, когда определение злокачественно-
го новообразования или рецидива ограничено визу-
альными методами диагностики [55, 60].

СИСТЕМНаЯ ТЕРаПИЯ 
адРЕНОКОРТИКаЛьНОгО РаКа
Предпочтительным методом лечения пациентов 

с АКР по-прежнему остается радикальная хирургичес-
кая резекция. Однако такой подход эффективен в от-
ношении локализованных форм заболевания. Систем-
ная терапия используется в качестве адъюванта 
в ситуациях неполной хирургической резекции (R1), 
а также при Ki-67 >10 %. При прогрессировании 
или первично-распространенном варианте АКР дан-
ная терапия остается единственным вариантом. Ее 
1-я линия включает адренолитический препарат ми-
тотан в сочетании с доксорубицином, цисплатином 
и этопозидом (EDP-M), однако ответ на лечение со-
ставляет только 23 % [61, 62].

С учетом достижений в изучении молекулярных 
сигнатур в клетках адренокортикальной карциномы, 
произошедших в последние десятилетия, логичным 
является определение целевой мишени для создания 
таргетных препаратов. Первое крупное рандомизиро-
ванное проспективное исследование было завершено 
в 2012 г. (FIRM-ACT). Его целью было сравнение 2 схем 
химиотерапии – EDP-M и митотан + стрептозицин, 
а также их влияния на опухолевый ответ и общую вы-
живаемость. Исследование продемонстрировало луч-
шие показатели в группе EDP-M, что обусловило при-
менение этой схемы лечения. В настоящий момент 
продолжается крупное проспективное исследование 
ADIUVO-2, в ходе которого проводится сравнение 
EDP-M и монотерапии митотаном [60, 63]. Также ак-
туальным направлением является определение эффек-
тивности комбинации митотана с цитостатическими 
и таргетными препаратами с целью преодоления 
химиорезистентности [62, 64–76]. Иммунотерапия – 
одно из ведущих направлений в лечении онкологиче-
ских заболеваний, однако, согласно данным иссле-
дований, при АКР она не очень эффективна [77–79]. 
Ген-кандидатный подход, нацеленный на ростовые 
факторы и их сигнальные пути, в настоящий момент 
не дал положительных результатов, в связи с чем ни 
один препарат не может быть рекомендован к исполь-
зованию в системной терапии АКР [62]. Прицельное 
описание механизмов лекарственных препаратов 

Рис. 6. Нормальный стероидогенез и «злокачественный стероидный отпечаток» в клетках адренокортикальной карциномы
Fig. 6. Normal steroidogenesis and «malignant steroid imprint» in adrenocortical carcinoma cells
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Наиболее значимые клинические исследования, посвященные оценке эффективности системной и таргетной терапии при адренокортикальной 
карциноме

The most important clinical trials of systemic chemotherapy and targeted therapy in adrenocortical carcinoma

Направление 
химиотерапии 

Direction 
of chemotherapy

Количество 
исследова-

ний 
Number  

of studies

Фаза 
испыта-

ний 
Study  
type

Дизайн исследования 
Study design 

Препарат 
Drug

Источники 
References

Ингибиторы IGF-2 
и его рецепторы 
Inhibitors of IGF-2 and 
its receptors

3 II–III
Рандомизированное II фазы 

проспективное 
Phase II randomized prospective

Циксутумумаб + митотан 
Cixutumumab + mitotan

Линситиниб 
Linsitinib

Фигутумумаб 
Figutumumab

[64–66]

Мультикиназные 
ингибиторы 
Multikinase inhibitors

4 II

Рандомизированное 
II фазы одногрупповое  

открытое 
Phase II randomized single-arm 

open label clinical trial
Обсервационное ретроспек-

тивное когортное 
Observational retrospective cohort 

Сунитиниб 
Sunitinib

Сорафениб 
Sorafenib

Кабозантиниб 
Cabozantinib

Ленватиниб (+ пембролизумаб) 
Lenvatinib (+ pembrolizumab)

[67–70, 74]

VEGF-А: 
VEGF-А:

селективные 
ингибиторы 
VEGFR-1, -2, -3 
selective inhibitor  
of VEGFR-1, -2, -3
иммуномодулиру-
ющий агент  
immunomodulatory 
agent
моноклональное 
антитело против 
VEGF 
monoclonal anti-
VEGF antibody

3 II

II фазы одногрупповое 
открытое клиническое 

Phase II, single-arm, open label 
clinical trial

Обсервационное 
ретроспективное когортное 
Observational retrospective cohort 

Акситиниб 
Axitinib 

Талидомид 
Thalidomide 

Бевацизумаб (+ капецитабин) 
Bevacizumab (+ capecitabine)

[71–73]

Иммунотерапия: 
Immunotherapy:
PD-1

PD-L1 

3

II

Ib

Рандомизированное 
проспективное 

Randomized prospective 

Пембролизумаб 
Pembrolizumab
Ниволумаб 

Nivolumab
Авелумаб 
Avelumab 

[70, 75, 
77, 78]

ADIUVO-2 (сравне-
ние монотерапии 
митотаном и его 
комбинации с цито-
статиками) 
ADIUVO-2 
(comparison of mitotane 
monotherapy and its 
combination with 
cytostatics)

1 III

Проспективное рандомизи-
рованное открытое парал-

лельное исследование 
у пациентов с адренокорти-

кальной карциномой 
I–III стадии и высоким 

риском развития рецидива 
Prospective  randomized  
open-label  parallel study  

in patients with stage ACC I–III 
at high risk of recurrence

Цисплатин, этопозид, мито-
тан + монотерапия митотаном/ 

Cisplatin, etoposide, mitotan + mitotane 
monotherapy

[63]

Цитостатик 
таксанового ряда 
Cytostatic of the taxane 
series

1 II

Проспективное 
нерандомизированное 

открытое одногрупповое 
исследование 

Prospective, non-randomized, 
open-label, single-arm study

Кабазитаксел 
Сabazitaxel

[74]
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и фармакологических исследований выходит за рамки 
данного обзора. Однако с целью ознакомления в таб-
лице приведены наиболее значимые клинические ис-
следования, посвященные оценке эффективности 
системной и таргетной терапии при адренокортикаль-
ной карциноме. Точки приложения таргетных препа-
ратов представлены на рис. 4.

ЗаКЛючЕНИЕ
Понимание молекулярно-генетических механиз-

мов адренокортикальных онтогенеза, гомеостаза и он-
когенеза существенно расширилось за последние 
десяти летия. На основе полученных результатов поя-
вились представления о биологическом потенциале 
клеток адренокортикальных карцином, что позволило 
выделить потенциальные биомаркеры ранней диагно-

стики этого заболевания, прогностические факторы 
и потенциальные мишени для таргетной терапии. Од-
нако, несмотря на достигнутые успехи, АКР остается 
агрессивной эндокринной опухолью, характеризую-
щейся поздней выявляемостью и неблагоприятным 
исходом. По-видимому, гетерогенный ландшафт мо-
лекулярных и генетических изменений формирует 
более сложный механизм, который не позволяет достичь 
значительного терапевтического прорыва. Пангеномные 
исследования, возможные в связи с внедрением омикс-
ных технологий, являются перспективными и много-
обещающими для освоения новой и сложной фазы 
адренокортикального канцерогенеза. Анализ взаимо-
связанных генетических изменений на разных уров-
нях регуляции может привести к интересным заклю-
чениям.
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Диагностический и терапевтический потенциал 
белков экзосом при раке молочной железы
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экзосомы представляют собой мембранные везикулы размером 30–150 нм, которые высвобождаются клетками 
при слиянии мультивезикулярных телец с плазматической мембраной. Отличительной чертой этих везикул является 
наличие в них поверхностных тетраспанинов CD9, CD63 и CD81. Семейство малых ГТфаз Rab, включая Rab27A и Rab27B, 
контролирует различные этапы высвобождения экзосом, в том числе транспорт мультивезикулярных телец и слияние 
мультивезикулярного тельца с плазматической мембраной. На сегодняшний день принято считать экзосомы основ-
ными переносчиками информации между клетками в физиологических условиях, таких как развитие молочной 
железы и лактация, и при патологии, например при раке молочной железы. в обзоре рассмотрены особенности 
формирования, секреции и транспорта экзосом, их состав и роль в норме и при раке молочной железы, а также 
перспективы использования этих везикул для разработки ранней неинвазивной диагностики и повышения эффек-
тивности противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: экзосомы, рак молочной железы, диагностика рака молочной железы, терапия рака молочной 
железы
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The diagnostic and therapeutic potential of exosomal proteins in breast cancer
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Exosomes are membrane vesicles 30–150 nm in size released by cells upon fusion of multivesicular bodies with the 
plasma membrane. A distinctive feature of these vesicles is the presence of the surface tetraspanins CD9, CD63, and CD81. 
The Rab family of small GTPases, including Rab27A and Rab27B, controls various steps in exosome release, including 
transport of multivesicular bodies and fusion of the multivesicular body to the plasma membrane. It is commonly ac-
cepted to date that exosomes are the main carriers of information between cells under physiological conditions, such as 
mammary development and lactation, and under pathological conditions, such as breast cancer. This review considers 
the peculiarities of exosome formation, secretion and transport, their composition and role in normal and breast cancer, 
as well as the prospects for using these vesicles to develop early non-invasive diagnostics and improve the effectiveness 
of anti-tumor therapy.

Keywords: exosomes, breast cancer, breast cancer diagnosis, breast cancer therapy
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ВВЕдЕНИЕ
Экзосомы представляют собой внеклеточные ве-

зикулы, окруженные мембраной диаметром 30–150 нм. 
Они отличаются от остальных малых везикул наличи-
ем поверхностных тетраспанинов CD9, CD63 и CD81 
[1, 2]. Основной функцией экзосом является транс-
порт молекул между клетками (РНК, белки, ДНК, 
липиды и метаболиты). Показано наличие экзосом 
практически во всех биологических жидкостях: эти 
везикулы секретируются клетками организма 
как в норме, так и при ряде патологических состояний 
[3, 4]. Кроме того, выявлено повышение концентра-
ции экзосом в биологических жидкостях, а также су-
щественное изменение их состава при наличии в ор-
ганизме злокачественных опухолей, в частности рака 
молочной железы (РМЖ) [2, 5]. За последние 10 лет 
появилось много публикаций, посвященных изучению 
экзосом: согласно базе данных Pubmed (https://pubmed. 
ncbi.nlm.nih.gov / ), с 2013 по 2022 г. их количество вы-
росло с 661 до 5134. Несмотря на интенсивность ис-
следований, до сих пор остаются неясными многие 
функции экзосом. Известно, что данные везикулы 
отражают состав секретирующих их клеток и играют 
ключевую роль в межклеточной коммуникации, пере-
даче сигналов, поддержке и ремоделировании внекле-
точного матрикса, а также в других физиологических 
процессах. Таким образом, транспорт биологически 
активных веществ посредством экзосом имеет боль-
шое значение в основных клеточных процессах, вклю-
чая иммунный ответ, гомеостаз и регенерацию. В то же 
время в крови онкологических больных выявлено по-
вышение концентрации этих везикул и существенное 
изменение их состава [5]. На сегодняшний день ведет-
ся активный поиск диагностически значимых марке-
ров в составе экзосом крови для разработки жидкой 
биопсии РМЖ, а также предпринимаются попытки 
их использования для повышения эффективности 
противоопухолевой терапии.

Цель работы – анализ состава и роли экзосом 
в норме и при РМЖ, а также перспективы использо-
вания этих везикул для разработки ранней неинвазив-
ной диагностики и повышения эффективности про-
тивоопухолевой терапии. 

бИОгЕНЕЗ ЭКЗОСОМ
Экзосомы представляют собой везикулы эндоци-

тозного происхождения, окруженные липидной мембра-
ной, имеющие, по разным оценкам, размер 30–100 нм [6] 
или 30–150 нм [7] (что, вероятно, связано с различны-
ми методами анализа этих везикул) и несущие на сво-
ей поверхности тетраспанины CD9, CD63, CD81 (рис. 1). 
Помимо экзосом к мембранным везикулам относят 
микровезикулы (размер 100–1000 нм) и апоптотиче-
ские тельца (размер 50–500 нм) [2, 8].

Формирование экзосом начинается с инвагинации 
плазмалеммы и образования ранней эндосомы, кото-
рая может либо снова слиться с мембраной (в таком 

случае она называется циркулирующей эндосомой), 
либо претерпеть ряд изменений, превратившись 
в мультивезикулярное тельце. Основными регулято-
рами перехода от ранней эндосомы к мультивезику-
лярному тельцу являются малая ГТФаза Rab5 и эф-
фектор VPS34 / p150 [9]. После связывания с Rab5 
начинают работу эффекторные белки: фосфоинози-
тол-3-киназа, ранний эндосомальный антиген 1 и ра-
бенозин-5, которые стабилизируют активную форму 
Rab5, способствуя дальнейшему узнаванию доменом 
цинкового пальца FYVE, входящим в состав эндосо-
мального сортировочного комплекса (ESCRT). Ком-
плекс ESCRT-0 узнает убиквитинизированные белки 
с помощью гетеродимера HRS и STAM1 / 2 [10]. 
ESCRT-0 привлекает комплексы ESCRT-I и ESCRT-II, 
которые индуцируют формирование экзосом из мем-
браны мультивезикулярного тельца. Далее привлека-
ется комплекс ESCRT-III, который способствует от-
креплению экзосом от мембраны и высвобождению 
везикул внутрь мультивезикулярного тельца [11]. По-
сле этого мультивезикулярное тельце может либо по-
терять убиквитиновую метку при помощи группы 
белков, либо слиться с лизосомой и деградировать. 
Далее при помощи белков Rab27A и Rab27B данное 
тельце перемещается к периферии клетки и сливается 
с мембраной [2, 12].

Стоит отметить, что при инактивации белков 
Rab27A и Rab27B секреция экзосом снижается лишь 
наполовину, из чего следует вывод о существовании 
альтернативных путей реализации секреции. Помимо 
Rab27A и Rab27B показано влияние на секрецию эк-
зосом белков Rab5A, Rab9A и Rab2 [2, 12] (см. рис. 1). 
Кроме того, было обнаружено, что как нормальные, 
так и опухолевые клетки увеличивают уровень секре-
ции экзосом в неблагоприятных условиях (гипоксия, 
тепловой шок и т. д.) [5].

Рис. 1. Состав экзосом
Fig. 1. Exosome structure
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Существует также ESCRT-независимый путь фор-
мирования экзосом, в котором основным регулятор-
ным белком выступает белок Rab31, фосфорилиру-
ющийся рецептор эпидермального фактора роста 
(epidermal growth factor receptor, EGFR) и способству-
ющий экспорту EGFR внутрь мультивезикулярного 
тельца при помощи белков-флотилинов. После этого 
Rab31 инактивирует Rab7 посредством белка TBC1D2B, 
что не позволяет мультивезикулярному тельцу дегра-
дировать, слившись с лизосомой, а дает ему возмож-
ность выйти из клетки [13]. Также было показано, что 
в сформированных ESCRT-независимым путем экзо-
сомах повышено содержание церамида [14].

Секреция экзосом во внеклеточное пространство 
происходит непосредственно за счет слияния поздней 
эндосомы с плазмалеммой. Процесс слияния начинает-
ся с взаимодействия белка синаптотагмина с кальциевы-
ми рецепторами, в результате чего мультивезикулярное 
тельце связывается с транс-SNARE-комплексом, после 
которого экзосомы секретируются во внеклеточную сре-
ду [2, 12].

Известно, что экзосомы могут оказывать как ло-
кальное воздействие на близлежащие клетки, так и ди-
стально влиять на клетки, разносясь вместе с током 
крови и лимфы к тканям. Экзосомы обнаруживаются 
в слюне [15], спинномозговой и вагинальной жид-
костях [16], крови [17], моче [4], слезе [18], а также 
в грудном молоке [19]. Согласно данным литературы, 
на 1 мкл крови приходится от 3 до 50 млн экзосом [3]. 
В состав экзосом входят белки, РНК, ДНК, липиды 
и метаболиты. Основной функцией экзосом является 
обеспечение межклеточных коммуникаций путем 
транспортировки функционально активных соедине-
ний от клеток-доноров к клеткам-реципиентам [2, 20]. 
При этом показано, что экзосомы способны оказывать 
как локальное воздействие – путем диффузии в жид-
костях организма, так и дистальное, перемещаясь с то-
ком крови и лимфы на большие расстояния. Недавно 
было выявлено, что экзосомы могут связываться с по-
верхностью форменных элементов крови и в таком 
виде длительно циркулировать [21].

СОСТаВ ЭКЗОСОМ
К наиболее характерным для экзосом белкам от-

носят мембранные тетраспанины CD63, CD9, CD81, 
за счет которых в том числе осуществляется связыва-
ние везикул с клеткой-мишенью (см. рис. 1). В то же 
время белковый состав экзосом может сильно разли-
чаться, отражая состав клеток-доноров. Например, 
на поверхности экзосом HER2 / neu-положительной 
(HER2 – human epidermal growth factor receptor 2, ре-
цептор эпидермального фактора роста, тип 2) карци-
номы молочной железы обнаруживается HER2 [22]. 
Также экзосомы несут в себе набор различных фер-
ментов (одни из важнейших – ГТФазы Rab, способст-
вующие слиянию мембран), белки цитоскелета (тубулин, 
актин), комплекса гистосовместимости (MHC I и II), 

теплового шока (Hsp70, Hsp90), сигнальные белки 
и т. д. [9, 10, 12, 13]. На основе базы данных ExoCarta 
(www.exocarta.org), включающей сведения независи-
мых исследований о содержащихся в экзосомах бел-
ках, липидах, микроРНК и матричных РНК (мРНК) 
(на конец 2022 г.), можно выделить 20 наиболее ха-
рактерных для экзосом белков (табл. 1). Некоторые 

Таблица 1. Наиболее представленные белки в составе экзосом по дан-
ным ExoCarta на конец 2022 г.

Table 1. The most abundant proteins in exosomes per ExoCarta data from 
the end of 2022

Белок 
Protein

Количество 
идентификаций 

Number  
of identifications

CD9 98

TIAM1 96

CA125 (опухолевый маркер, связанный 
с раком яичников) 
CA125 (ovarian cancer related tumor marker) 

96

Изоформа X2 белка цинкового 
пальца GLI2 
Zinc finger protein GLI2 isoform X2

95

Предшественник изоформы В ашерина 
Usherin isoform B precursor

93

Субъединица 5 НАДН-дегидрогеназы 
NADH dehydrogenase subunit 5

83

CD63 82

Ламинин альфа-5, изоформа CRA_b 
Laminin, alpha 5, isoform CRA_b

78

ENO1 78

Изоформа калирина 
Kalirin isoform

77

TSG101 75

PKM 72

Титин, изоформа IC 
Titin isoform IC

72

Е3 убиквитин-протеинлигаза UBR4 
E3 ubiquitin-protein ligase UBR4

71

Нетрадиционный миозин-XVI 
Unconventional myosin-XVI

69

PGK1 69

EEF2 69

Цепь А, интегрин-связанной киназы 
Chain A, Integrin-linked kinase

69

Мидазин 
Midasin

67

Цитохром b 
Cytochrome b

67

http://www.exocarta.org
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из этих белков рассматриваются в литературе как 
 связанные с развитием злокачественных новообразо-
ваний. Так, CA125 является одним из классических 
маркеров рака яичников [2, 23], а 5 субъединиц 
NADH-дегидрогеназы – белки, увеличивающие вы-
живаемость при миелоидной лейкемии [24]. Описано, 
что ламинин альфа-5 является регулятором клеточной 
адгезии и стимулятором метастазирования при коло-
ректальном раке [25], а ENO1 может регулировать он-
когенез, эпителиально-мезенхимальный переход, рост 
опухоли, метастазирование и супрессию ферроптоза 
при различных видах рака [26–29].

Для PKM показана способность индуцировать 
рост опухолевой массы при колоректальном раке [30], 
а для PGK1 – регулировать этот рост [31].

В литературе показаны роль интегрин-связанной 
киназы в метастазировании рака простаты [32] и ги-
перэкспрессия цитохрома b при РМЖ [33]. Остальные 
белки не были ранее отмечены как вовлеченные в про-
цесс канцерогенеза.

Анализ данных белков с помощью программного 
обеспечения STRING (https://string-db.org / ) показал 
их взаимосвязь и вовлеченность в единые процессы 
(рис. 2).

Липидный состав экзосом отчасти отражает состав 
мембраны секретирующих их клеток. В частности, со-
отношение холестерола, церамидов, фосфатидилсе-
рина и сфингомиелинов более сбалансировано и рав-
номернее распределено между внутренней и внешней 

поверхностями мембраны экзосом, чем в мембранах 
родительских клеток [34]. Как следствие, мембраны 
экзосом больше склонны к выворачиванию, что 
сближает их по свойствам и составу с мембранами 
органелл. Также для экзосом характерно повышенное 
содержание фосфатидилинозитола и сфингомиели-
на, что, вероятно, необходимо для защиты от дегра-
дации и повышенной устойчивости к рН биологи-
ческих жидкостей [2, 35]. Чаще всего в экзосомах 
обнаруживаются сфингомиелин, фосфолипиды, ган-
глиозид GM3 и холестерол [36–38]. Было показано, 
что экзосомы астроцитов могут повышать содержание 
церамидов и PAR-4 и индуцировать апоптоз в клетках-
реципиентах [14, 39].

В ранних работах авторы отмечали наличие ДНК 
в составе экзосом [40]. Вероятно, это связано с ис-
пользованием методов выделения экзосом, содержащих 
примеси апоптотических телец и везикул большего 
размера. Например, в составе экзосом, секретируемых 
фибробластами, выявлены ретротранспозоны, а в эк-
зосомах некоторых клеток медуллобластомы – ДНК 
онкогена c-Myc [41]. Работы последних лет демон-
стрируют наличие ДНК, связанной с белками на по-
верхности экзосомальной мембраны, однако доля этой 
ДНК не превышает 0,5 % всей выявленной ДНК кро-
ви. Также отмечается присутствие на поверхности эк-
зосом белков, не обеспечивающих связывания с ДНК, 
но связывающихся с нуклеопротеиновыми комплек-
сами [2, 42].

Рис. 2. Взаимосвязь наиболее характерных белков экзосом
Fig. 2. Relationships between the most characteristic exosomal proteins
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В состав экзосом также могут входить мРНК, 
длинная некодирующая РНК и микроРНК; при этом 
после переноса из одной клетки в другую эти РНК 
способны к нормальному функционированию [43–45]. 
Например, экзосомальная микроРНК-212-3р ингиби-
рует транскрипционный фактор МНС-II, а микро-
РНК-222-3р – SOCS3 [46, 47]. Известно, что РНК 
в составе экзосом способны индуцировать эпителиаль-
но-мезенхимальный переход (miRNA-210, miRNA-191, 
miRNA-23a), клеточную подвижность (miRNA-195, 
miRNA-128, miRNA-188), ангиогенез (miRNA-30c, 
miRNA-424, miRNA-let-7f) и лекарственную устойчи-
вость (miRNA-21, miRNA-155, miRNA-222) [2, 48]. 
Экзосомы также способны переносить мРНК, повы-
шая таким образом уровень синтеза белков в клетках-
реципиентах; кроме того, данные мРНК можно ис-
пользовать в качестве онкомаркеров [49].

РОЛь ЭКЗОСОМаЛьНыХ бЕЛКОВ  
В РаЗВИТИИ РаКа МОЛОчНОЙ жЕЛЕЗы
При РМЖ, помимо участия в начальной злокаче-

ственной трансформации, экзосомы могут передавать 
сигнальные молекулы клеткам опухолевого микро-
окружения, не только помогая раковым клеткам укло-
няться от иммунного ответа, но и способствуя инвазии 
и метастазированию опухоли путем реконструирова-
ния микросреды и стимулирования ангиогенеза.

Анализ белков экзосом клеток MCF-7, характери-
зующихся низким метастатическим потенциалом, по-
казал повышенное содержание белков суперсемейства 
тетраспанинов (тетраспанин-14, CD9, CD63 и CD81) 
[50], которые усиливают клеточную адгезию и умень-
шают склонность к миграции и метастазированию. 
В экзосомах линии MDA-MB-231, имеющей большой 
метастатический потенциал, была повышена пред-
ставленность белков, усиливающих клеточную по-
движность (виментин, галектин-3-связывающий бе-
лок (galectin-3-binding protein), аннексин A1 (annexin A1), 
плектин (plectin), белок CYR61, EGF-подобный по-
втор и дискоидин I-подобный домен, содержащий 
белок (EGF-like repeat and discolding I-like domain con-
taining protein), филамин D (filamin D), глютамин гам-
ма-глутамилтрансфераза 2 (protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 2)) [51]. Также было показано, что 
экзосомы переносят сурвивин, который усиливает 
экспрессию SOD1, контролирующего дифференци-
ровку клеток фибробластического ряда в миофибро-
бласты, нарушает адгезию фибробластов, позволяя 
метастазирующим опухолевым клеткам встраиваться 
в новые участки, а также усиливает пролиферацию 
клеток РМЖ [52]. В метастазирование РМЖ также 
вовлечена экзосомальная аспартат-β-гидроксилаза: 
было выявлено, что фермент запускает Notch-сигналь-
ный путь, индуцирующий секрецию экзосом и повы-
шающий агрессивность клеток [53]. В одной из работ 
продемонстрировано, что экзосомы, секретируемые 
линией MDA-MB-231 (подлиния SCP28), для которой 

характерен крайне высокий метастатический потен-
циал, влияют на активность остеокластов в экспери-
менте на мышах in vivo, что в свою очередь способст-
вует формированию преметастатических ниш в костях 
[54]. Кроме того, в экзосомах метастатически актив-
ных подтипов РМЖ обнаруживается повышение со-
держания тромбоспондина-1, являющегося регулятором 
клеточной подвижности и инвазии [2, 55]. Помимо 
данных о том, что опухолеассоциированные экзосомы 
способствуют инвазии опухолевых клеток и метаста-
зированию, есть сведения о способности этих везикул 
изменять ансамбль экспрессируемых белков неопухо-
левых клеток, усиливая их инвазию в преметастатиче-
ские ниши [56]. В частности, обработка клеток линии 
MDA-MB-231 экзосомами крови больных РМЖ по-
вышает клеточную миграцию [57].

Опухолевые экзосомы также способны взаимодей-
ствовать с макрофагами, изменяя их фенотип. В част-
ности, было показано, что экзосомы, секретируемые 
клетками РМЖ, несут в себе гликопротеин 130 
(gp130), который совместно с miR-301a-3p вызывает 
активацию сигнального пути STAT3, в результате чего 
в макрофагах повышается концентрация активных 
форм кислорода [58]. Кроме того, после взаимодейст-
вия с опухолевыми экзосомами в макрофагах усили-
вается секреция интерлейкина-6, фактора некроза 
опухоли α (TNF-α) и CCL2. Также было выявлено, что 
при ингибировании gp130 макрофаги дифференциру-
ются по обычному пути. Поглощение ими опухолевых 
экзосом приводит к потере антигена HLA-DR и повы-
шению экспрессии CD14, т. е. к смене фенотипа на 
иммуносупрессорный [59]. Помимо влияния на ма-
крофаги опухолевые экзосомы способны индуциро-
вать апоптоз активированных Т-клеток, несущих 
CD8-рецептор [60]. Данный эффект может быть свя-
зан с экспрессией на поверхности экзосомальной мем-
браны МНС-I, который запускает апоптоз Т-лимфо-
цитов через сигнальный путь FasL / Fas [60]. Также 
была показана способность секретируемых опухолями 
экзосом индуцировать распространение клеток-су-
прессоров миелоидного происхождения, повышая 
их иммуносупрессорные способности за счет проду-
цирования множества факторов, вызывающих апоптоз 
Т-клеток [2, 61].

Большую роль в подавлении иммунного ответа 
играет лиганд рецептора программируемой клеточной 
гибели 1 (programmed death-ligand 1, PD-L1), который 
связывается с рецептором программируемой клеточ-
ной гибели 1 (programmed death 1, PD-1) на поверхно-
сти Т-клеток, подавляя их пролиферацию и секрецию 
цитокинов. PD-L1 был обнаружен в экзосомах совмес-
тно с галектином-9, который, взаимодействуя с экзо-
сомальным белком Tim-3, подавляет пролиферацию 
Т-клеток [2, 62].

Экзосомы способны подавлять лекарственное воз-
действие за счет конкурентного ингибирования анти-
тел. В частности, для 1-й линии терапии больных 
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с HER2 / neu-положительными подтипами РМЖ ис-
пользуются моноклональные антитела к рецептору 
HER2 [63]. Однако примерно через год после оконча-
ния лечения большинство пациентов становятся не-
восприимчивыми к препарату моноклональных анти-
тел [64]. На клеточных линиях SK-BR-3 и BT-474 in vitro 
было показано, что экзосомы гиперэкспрессируют 
HER2 и способны селективно связываться с монокло-
нальными антителами [64]. Аналогичные результаты 
были получены и для экзосом, выделенных из крови 
пролеченных пациентов [63]. Вероятно, экзосомы 
HER2-положительных подтипов РМЖ конкурентно 
ингибируют моноклональные антитела, снижая их те-
рапевтический эффект. Дополнительно было показа-
но, что устойчивость к анти-HER2-препаратам связа-
на с повышенным уровнем трансформирующего 
ростового фактора β-1 (transforming growth factor β, 
TGF-β1) и PD-L1 [2, 62]. Также выявлено, что при об-
работке клеточной линии MCF-7, не резистентной 
к гормональным препаратам, экзосомами подлиний 
MCF-7 с резистентностью к тамоксифену или метфор-
мину наивная линия MCF-7 также приобретает рези-
стентность к соответствующим препаратам [65, 66]. 
Показано, что чувствительность наивной линии к мет-
формину восстанавливается через несколько суток 
после прекращения обработки экзосомами [67].

бЕЛКИ ЭКЗОСОМ КРОВИ КаК МаРКЕРы РаКа 
МОЛОчНОЙ жЕЛЕЗы дЛЯ жИдКОЙ бИОПСИИ
Поскольку состав экзосом зависит от состава про-

дуцирующих их клеток, эти везикулы являются пер-
спективным объектом для поиска опухолевых марке-
ров и разработки тест-систем для жидкой биопсии. 
Преимуществом использования экзосом в качестве 
источника диагностического материала по сравнению 
с циркулирующими опухолевыми клетками является 
их высокая концентрация в биологических жидкостях: 
~108 / мл крови и не более ~10 / мл крови соответственно 
[2, 4, 5]. На сегодняшний день в реестре ClinicalTrials.gov 
зарегистрированы 3 испытания систем диагностики 
РМЖ, основанных на белках экзосом, 2 из которых 
были начаты в январе 2023 г.

По данным ряда исследований, для опухолевых 
экзосом характерна повышенная концентрация белка 
Hsp70 [68]. Также в экзосомах крови больных РМЖ 
обнаруживаются фибронектин, Del-1 и альтернативно 
сплайсированный сурвивин [69], а содержание глипи-
кана-1 в этих везикулах возрастает на 75 % по сравне-
нию со здоровыми женщинами [2, 70].

Кроме того, на поверхности экзосом крови боль-
ных РМЖ всех подтипов выявлено снижение содер-
жания CD82 по сравнению со здоровыми женщинами. 
Причем чем ниже содержание этого тетраспанина 
в экзосомах, тем выше метастатический потенциал 
опухоли [2, 71].

Несмотря на высокую гетерогенность белков эк-
зосом как в норме, так и при патологии, можно выде-

лить белки, характерные лишь для одной из групп. 
В частности, из 257 идентифицированных в составе 
экзосом крови белков универсальными для здоровых 
женщин и больных РМЖ оказался лишь 21 (8,2 %) бе-
лок; уникальные для экзосом крови пациентов с РМЖ 
белки представлены в табл. 2 [2, 72, 73]. Также в ходе 
исследования О. С. Тутанова и соавт. [72] отмечено по-
вышенное содержание тетраспанин-ассоциированной 
шеддазы ADAM-10 на поверхности экзосом крови 
больных РМЖ люминального подтипа.

В одной из последних работ показано, что в крови 
больных с трижды негативным РМЖ, а также в клетках, 
отражающих данный молекулярный подтип, повышает-
ся содержание CD151. Данный тетраспанин влияет 
на сортировку белков в ходе секреции экзосом, повышая 
количество прометастатических белков в этих везикулах. 
Показано, что CD151-положительные экзосомы повы-
шают метастатический потенциал in vitro [74]. Также бы-
ло выявлено, что в экзосомах активно метастазирующих 
опухолей увеличивается содержание периостина [75].

На данный момент известно, что на поверхности 
экзосом, обнаруживаемых в асцитной жидкости и кро-
ви больных РМЖ, присутствует рецептор CD24 и от-
сутствует рецептор EpCAM, при этом при инвазии 
опухоли в легкие на поверхности экзосом идентифи-
цируются оба рецептора, что может быть использова-
но для раннего выявления инвазии [2, 76].

В ходе масштабного межлабораторного исследо-
вания, проведенного в 2020 г., A. Hoshino и соавт. [77] 
проанализировали 426 образцов экзосом из различных 
источников и выявили как новые специфические мар-
керные белки экзосом (ACTB, MSN, RAP1B), так 
и панели белков-маркеров в составе экзосом плазмы 
и в опухолевых тканях, полученных от больных РМЖ, 
колоректальным раком, меланомой, мезотелиомой, 
раком легкого и поджелудочной железы. С помощью 
метода машинного обучения обнаруженные опухоле-
вые маркеры позволяют с чувствительностью 90 % 
и специфичностью 94 % дифференцировать норму 
и злокачественное заболевание [77].

Результаты вышеописанных и других перспектив-
ных протеомных исследований экзосом позволяют 
выделить ряд претендентов на роль белковых онко-
маркеров в составе экзосом (см. табл. 2).

Мы оценили взаимосвязь экзосомальных белков, 
представленных в табл. 2, с помощью программного 
обеспечения STRING (рис. 3). Выявлено, что боль-
шинство проанализированных белков (67 / 75) взаимо-
действуют друг с другом, поскольку вовлечены в об-
щие процессы.

Протеомные исследования экзосом позволят уве-
личить набор белковых маркеров и выявить их комби-
нации, наиболее ценные с точки зрения диагностики. 
Однако для широкого применения в медицине необ-
ходимы обширные исследования, которые подтвердят 
диагностическую ценность новых маркеров на основе 
белков экзосом.
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Таблица 2. Потенциальные протеомные маркеры злокачественных новообразований в составе экзосом крови больных раком молочной железы (РМЖ)

Table 2. Potential proteomic markers of malignant neoplasms in blood exosomes from patients with breast cancer

Белок 
Protein

Источник экзосом 
Exosome source

Ссылка 
Reference

CD82 98 больных РМЖ и 80 здоровых доноров 
98 patients with breast cancer and 80 healthy donors

[71] 

CD151

12 больных РМЖ и 12 здоровых доноров; 
клеточные линии BT5-49, MDA-MB-468, 

MDA-MB-231, T47-D, MCF-7 
12 patients with breast cancer; BT5-49, MDA-

MB-468, MDA-MB-231, T47-D, MCF-7 cell lines

[74] 

CD24+
EpCAM

Первичные клеточные культуры больных 
РМЖ и здоровых доноров 

Primary cells lines from patients with breast cancer 
and healthy donors

[76] 

HER2 Клеточные линии SK-BR-3 и BT-474 
SK-BR-3 and BT-474 cell lines

[66] 

OSF-2
Клеточные линии MCF-7 и MDA-MB-231, 

67NR и 4T1 
MCF-7 и MDA-MB-231, 67NR and 4T cell lines

[75] 

HSP70, Del-1, FN1, альтернативно сплайсированый сурвивин 
HSP70, Del-1, FN1, alternatively spliced survinin

20 больных РМЖ и 14 здоровых доноров 
20 patients with breast cancer and 14 healthy donors

[68, 69] 

GPC1 Клеточные линии MDA-MB-231, MCF-10A 
MDA-MB-231, MCF-10A cell lines

[70] 

IGHV3-74, C11orf97, TRBV4-3, SOCS3, PDZD2, SPTBN2, ERC2, 
COX7A2P2, SERPINB7, MBD4, PCNT, KRT6A, A1BG, KRT6B, 
KRT1, HMOX1, BMP1, PNLIP, KRT9, GLRB, CLK3, GATM, 
ELL2, UBA52, PPM1A, ATR, IL16, FAM50A, ITPR2, ITIH4, 
EXOSC7, SKIV2L, HAGH, TPD52L1, ZNF630, CCDC152, 
ZNF585B, RABGAP1L, PRAMEF9, DUPD1, PLB1, LPCAT2, 
MAEA, SSX9P, EPHX4, CKAP2L, CCDC146, C1orf131, SRARP, 
MYO3B, CACNG8, RUBCN, APPBP2, PHB2, TOR3A, PRDM12, 
COG4, MIEF1, FARSB, SACS, CABP1, ZNF451

23 больных РМЖ и 21 здоровый донор 
23 patients with breast cancer and 21 healthy donors

[72] 

FGB, FGA, FGG, CFH, PLG, IGHV3-53, APCS, CFHR1, 
IGHV3-48, CFHR2, IGHV4-59, IGHV3-11, IGHG3

18 больных РМЖ и 43 здоровых донора 
18 patients with breast cancer and 43 healthy donors

[77] 

ТЕРаПЕВТИчЕСКИЙ ПОТЕНцИаЛ ЭКЗОСОМ
В большинстве исследований отмечается способ-

ность экзосом проявлять селективность к клеткам-ми-
шеням [78, 79], что теоретически может быть исполь-
зовано для разработки методов таргертной доставки 
препаратов для лечения различных заболеваний. 
На данный момент существуют методы прямого наце-
ливания экзосом на конкретные типы клеток путем 
добавления на поверхность везикул лигандов к рецепто-
рам, экспрессируемых определенными клетками [6].

Также показана способность терапевтических 
 экзосом воздействовать на различные типы рака, 
в частности на РМЖ [80], снижая пролиферацию 
и миграционный потенциал in vitro. Уже сейчас ряд 
исследований подтверждает возможность использова-
ния экзосом как терапевтических агентов при лечении 
трижды негативного РМЖ. В частности, было показа-
но, что экзосомы, обогащенные ММР-15 и несущие 
доксорубицин, способны таргетно воздействовать 

на клетки трижды негативного РМЖ как in vitro, так 
и in vivo [81]. Аналогичный эффект был получен 
при использовании экзосом, обогащенных фолатом 
и имеющих в своем составе эрастин, который может 
вызывать ферроптоз в клетках РМЖ [82]. В обоих слу-
чаях данная терапия приводила к снижению скорости 
прогрессии опухоли [83, 84].

Доставка лекарственных препаратов путем их за-
грузки в экзосомы дает такое значимое преимущество, 
как адресность, и, как следствие, приводит к значи-
тельному снижению неспецифического воздействия 
на клетки. Однако существенными недостатками та-
кого метода является сложность наполнения экзосом, 
а также быстрое выведение чужеродных экзосом из 
организма. К сожалению, авторы [80–84] не приводят 
информацию о длительности хранения и устойчивости 
экзосом, нагруженных лекарственными препаратами. 
Также в литературе недостаточно данных об иммуно-
генности этих везикул.
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Рис. 3. Взаимосвязь экзосомальных белков – потенциальных маркеров рака молочной железы
Fig. 3. Associations between exosomal proteins – potential markers of breast cancer
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Для модификации экзосом с целью их последу-
ющего использования в доставке лекарственных пре-
паратов применяют различные подходы. Одним из 
до сих пор актуальных методов нагрузки экзосом те-
рапевтическим агентом является длительное культи-
вирование клеток-продуцентов в среде, содержащей 
лекарственное средство. Эффективность такой техно-
логии ограничена проницаемостью клеточных мембран, 
а так же эффектом терапевтического препарата на 
клетки-продуценты [85].

Для создания экзосом заданного состава также 
была предложена технология EXOPLEX. Ее суть за-
ключается в добавлении искусственных липосом, не-
сущих необходимый терапевтический агент, к содер-
жащей экзосомы среде; в результате слияния везикул 
формируются новые везикулы с гибридной мембра-
ной, несущие лекарственный препарат. В экспериментах 
на мышах было показано, что полученные по техноло-
гии EXOPLEX везикулы способны циркулировать 
в крови значительно дольше экзогенных экзосом [86].

Еще одним наиболее используемым на сегодняш-
ний день подходом получения везикул, содержащих 
лекарственный препарат, является внедрение транс-
гена в секретирующую экзосомы клетку, в результате 
чего можно получать экзосомы, несущие необходимые 
белки и РНК [87–89]. Следует отметить, что внедрение 
трансгена в клетку может изменять не только внутрен-
ний состав экзосомальной мембраны, но и компози-
цию белков, экспрессируемых в ее составе. Благодаря 
этому в него могут включаться белки, нехарактерные 
для экзосомальной мембраны [90, 91]. Данный подход 
получил название «экзосомальный дисплей» и может 
быть использован как для отбора экзосом, несущих 
трансген, так и для более специфического нацелива-
ния на клетки-мишени [85, 92].

Как уже было отмечено ранее, экзосомы играют 
большую роль во всех процессах развития опухоли, 
в том числе в формировании лекарственной устойчи-
вости. Исследования, направленные на подавление 
вклада экзосом в опухолевые процессы, имеют 3 на-
правления: 1) подавление секреции экзосом; 2) сниже-
ние эффективности поглощения экзосом клетками-ре-
ципиентами; 3) элиминация экзосом из биологических 
жидкостей [93].

Удаление экзосом из биологических жидкостей 
может происходить путем использования антител про-
тив характерных для экзосом тетраспанинов CD9 
и CD63; также показана возможность удаления из 
циркуляции экзосом, несущих в своем составе TGF-β 
[94, 95]. Примером снижения эффективности погло-
щения экзосом клетками-реципиентами является ис-
пользование антител против CD9 [96]. В работе Z. Wei 
и соавт. показано, что экзосомы с гиперэкспрессией 
CD47 не способны эффективно связываться с макро-
фагами и осуществлять воздействие на иммунную си-
стему [97]. К сожалению, на данный момент в литера-
туре отсутствует информация об эффективных 
способах снижения уровня секреции экзосом, что, 
по-видимому, связано с недостаточной изученностью 
механизмов секреции [98].

Таким образом, несмотря на большое число спе-
куляций в литературе, разработка векторной доставки 
лекарственных препаратов на основе экзосом до сих 
пор находится в зародышевом состоянии. Вероятно, это 
связано со сложностью разработки как продуцентов век-
торов, так и методов селективного отбора экзосом, не-
сущих необходимый терапевтический агент. Активно 
развивающиеся молекулярно-биологические методы 
и повышенный интерес к экзосомам как новым терапев-
тическим агентам не оставляют сомнений в появлении 
в ближайшие 5 лет эффективных стратегий противоопу-
холевой терапии, увеличивающих качество и продолжи-
тельность жизни онкологических больных.

ЗаКЛючЕНИЕ
Несмотря на эффективность инструментальных 

методов диагностики РМЖ, существует ряд ограниче-
ний в выявлении новообразования на I стадии и in situ, 
дифференциации доброкачественных и злокачествен-
ных новообразований, скрининге здоровых женщин 
и онкологических больных после курсов терапии. Од-
ним из наиболее перспективных подходов к поиску 
маркеров РМЖ методами жидкой биопсии является 
анализ опухолевых белков, входящих в состав экзосом 
крови. Активно развивающиеся методы молекулярной 
биологии уже сегодня закладывают базу для создания 
новых методов снижения опухолевой диссеминации 
на молекулярном уровне.
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Экспрессия лиганда рецептора программируемой 
клеточной гибели 1 (PD-L1) при раке желудка: 
обзор литературы

Т. Н. Сотникова1, Н. В. Данилова2, П. Г. Мальков2, Т. В. Полушкина1, 2

1ГБУЗ «Городская клиническая больница им. И. В. Давыдовского Департамента здравоохранения г. Москвы»;  
Россия, 109240 Москва, ул. Яузская, 11; 
2Медицинский научно-образовательный центр ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова»; 
Россия, 119234 Москва, Ленинские горы, 1, стр. 53

К о н т а к т ы :  Татьяна валерьевна полушкина peperonya1173@yandex.ru

Рак желудка в настоящее время является одним из самых распространенных онкологических заболеваний, что об-
условливает значимость и актуальность исследований в этой области. ингибиторы иммунологических контрольных 
точек ранее продемонстрировали свою эффективность и безопасность при различных солидных опухолях, однако, 
что касается рака желудка, на сегодняшний день представлены неоднозначные результаты. клетки опухоли экспрес-
сируют лиганд запрограммированной смерти 1 (PD-L1), который связывается с рецептором запрограммированной 
смерти 1 (PD-1). иммунная защита играет ключевую роль в инициации и прогрессировании заболевания. понима-
ние регуляторного механизма PD-L1 при раке желудка может привести к существенному прогрессу в иммунотерапии, 
а также способствовать адекватному отбору пациентов для лечения ингибиторами иммунологических контрольных 
точек. в обзоре мы провели углубленное исследование экспрессии PD-L1 и регуляторных иммуносупрессивных 
механизмов при раке желудка, методов оценки PD-L1-статуса, а также изучили результаты текущих клинических 
испытаний, в которых были рассмотрены ингибиторы иммунологических контрольных точек в комбинации с химио-
терапией и без нее при данной онкологической патологии.

Ключевые слова: рак желудка, иммунные клетки, лиганд программируемой клеточной гибели 1, опухоль, рецепто-
ры, сигнальные пути
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программируемой клеточной гибели 1 (PD-L1) при раке желудка: обзор литературы. Успехи молекулярной онкологии 
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Programmed death ligand 1 (PD-L1) expression in gastric cancer: literature review

T. N. Sotnikova1, N. V. Danilova2, P. G. Malkov2, T. V. Polushkina1, 2

1I.V. Davydovsky City Clinical Hospital of the Moscow Healthcare Department; 11 Yauzskaya St., Moscow 109240, Russia; 
2Medical Scientific and Educational, Lomonosov Moscow State University; Bld. 53, 1 Leninskie Gory, Moscow 119234, Russia

C o n t a c t s :  Tatiana Valeryevna Polushkina peperonya1173@yandex.ru

Gastric cancer is one of the most common oncological diseases at the present time, so research in this area is very sig-
nificant and relevant. Immunological checkpoint inhibitors have previously demonstrated their effectiveness and 
safety in various solid tumors, however, with regard to stomach cancer, to date, ambiguous results have been presented. 
Tumor cells express programmed death ligand 1 (PD-L1), which binds to its programmed death receptor 1 (PD-1). Immune 
defense plays a key role in the initiation and progression of the disease. Understanding the regulatory mechanism of PD-L1 
in gastric cancer can lead to significant progress in immunotherapy, as well as contribute to the adequate selection of 
patients treated with checkpoint inhibitors. In the review, we conducted an in-depth study of PD-L1 expression and 
regulatory immunosuppressive mechanisms in gastric cancer and methods for assessing PD-L1 status, and also studied 
the results of current clinical trials in which inhibitors of immunological control points were considered in combination 
with and without chemotherapy for this oncopathology.

Keywords: gastric cancer, immune cells, ligand of programmed cell death, tumor, programmed death ligand 1, receptors, 
signaling pathways
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ВВЕдЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) находится на 5-м месте по рас-

пространенности и на 3-м – по уровню летальности 
среди онкологических заболеваний в мире [1]. По дан-
ным официальной статистики по злокачественным 
новообразованиям (ЗНО), в Российской Федерации 
за последние годы распространенность РЖ составила 
в среднем 93–95 случаев на 100 тыс. населения [2]. Не-
смотря на то что показатель заболеваемости к 2018 г. 
снизился на 12,62 % по сравнению с 2008 г. (25,16 
и 28,61 случая на 100 тыс. населения соответственно), 
абсолютное число новых случаев этой патологии со-
ставляет порядка 35–40 тыс. в год [3]. Принимаемые 
меры по активному выявлению онкологических забо-
леваний привели к некоторому увеличению доли ран-
них стадий (I–II) в общей структуре заболеваемости 
РЖ (с 25,1 до 35,1 % за период с 2008 по 2018 г.), одна-
ко по-прежнему значительное число его случаев диаг-
ностируется на поздних стадиях (в 2018 г. РЖ обнаружен 
на III и IV стадии в 22,9 и 39,9 % случаев соответствен-
но) [2]. Летальность в течение 1-го года после установ-
ления диагноза приближается к 50 % [2].

Прогноз при распространенном и метастатиче-
ском РЖ остается неблагоприятным: медиана выжи-
ваемости колеблется в пределах нескольких месяцев. 
Препараты платины в сочетании с фторпиримидина-
ми применяются в качестве стандартной терапии 1-й 
линии для лечения пациентов с этими формами РЖ. 
При неэффективности или непереносимости данной 
терапии применяют доцетаксел, паклитаксел или ири-
нотекан в качестве монотерапии, а также рамуцирумаб 
в качестве монотерапии или в комбинации с пакли-
такселом. Практически у всех пациентов с РЖ поздних 
стадий наблюдается прогрессирование заболевания 
на фоне лечения.

Поиск новых терапевтических возможностей 
основывается на изучении сложной биологии ЗНО, 
понимании тонких генетических и иммунологических 
механизмов их развития и прогрессирования.

МЕХаНИЗМ МОдУЛЯцИИ Т-КЛЕТОчНОгО 
ИММУННОгО ОТВЕТа
Согласно современным представлениям, степень 

выраженности иммунного ответа на антиген модули-
руется системой стимулирующих и ингибирующих 
корецепторных взаимодействий. Так, для активации 
Т-лимфоцита, помимо связывания Т-клеточного ре-
цептора со специфическим антигеном, требуется свя-
зывание стимулирующего корецептора CD28 с лиган-
дом B7 на поверхности антигенпрезентирующих 
клеток. Кроме того, активность иммунной системы 
контролируется системой ингибирующих корецепто-

ров, так называемых иммунологических контрольных 
точек (immune checkpoints, ИКТ), что необходимо для 
регуляции численности пролиферирующих клеточных 
популяций и элиминации аутореактивных клонов. 
Цитотоксический Т-лимфоцит-ассоциированный 
 белок 4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4, 
CTLA-4) – ингибирующий корецептор Т-лимфоци-
тов – конкурирует с CD28 за лиганды на поверхности 
антигенпрезентирующих клеток. Таким образом, адек-
ватный иммунный ответ достигается благодаря динами-
ческому балансу между CD28-зависимой костимуляци-
ей активации и CTLA-4-зависимым ингибированием 
пролиферации Т-лимфоцитов. В отсутствие костиму-
лирующего сигнала CD28 наблюдается анергия лим-
фоцитов, а при дефекте гена CTLA-4 – неконтролиру-
емая пролиферация цитотоксических Т-лимфоцитов.

РОЛь ЛИгаНда РЕцЕПТОРа 
ПРОгРаММИРУЕМОЙ КЛЕТОчНОЙ гИбЕЛИ 1 
В ИММУННОМ ОТВЕТЕ
Рецептор программируемой клеточной гибели 1 

(programmed cell death 1, PD-1) был описан группой 
ученых под руководством Тасуку Хондзё (Tasuku Ho-
njo) в ходе изучения процессов программируемой кле-
точной гибели в культурах лимфоидных клеток. Изна-
чально предполагалось, что экспрессия PD-1 служит 
триггером апоптоза [4]. Позже было показано, что PD-1 
неотъемлемо экспрессируется на поверхности Т- 
и В-лимфоцитов при активации этих клеток антиге-
ном, что не всегда приводит к их гибели, в связи с чем 
появилась гипотеза о роли данного белка в дифферен-
цировке иммунных клеток [5].

Благодаря структурному сходству с CTLA-4 и на-
личию в его цитоплазматическом домене ингибирующих 
тирозинсодержащих аминокислотных последователь-
ностей ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
motif), PD-1 также был отнесен к ИКТ. Вскоре были 
открыты специфические лиганды PD-1 PD-L1 и PD-L2 
(programmed cell death ligand 1 и 2) [6, 7]. Их экспрессия 
наблюдается в норме на поверхности клеток жизненно 
важных органов, в том числе сердца, легких, почек 
и других, что свидетельствует о роли PD-1 / PD-L1-сиг-
нального пути в поддержании периферической ауто-
толерантности.

Экспрессия PD-L1 была обнаружена в клетках не-
которых опухолей, в связи с чем высказано предполо-
жение о возможной роли PD-1 / PD-L1-сигнального 
пути в ускользании опухолевых клеток из-под иммун-
ного надзора и вместе с тем – гипотеза о возможно-
сти терапевтического применения специфических 
антител-блокаторов ИКТ при ряде ЗНО. Вскоре 
в эксперименте было показано, что при наличии 

For citation: Sotnikova T. N., Danilova N. V., Malkov P. G., Polushkina T. V. Programmed death ligand 1 (PD-L1) expression 
in gastric cancer: literature review. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(2):70–7. 
(In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-70-77
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индуцированной экспрессии PD-L1 на клетках масто-
цитомы мыши наблюдается быстрый инвазивный рост 
опухоли при сниженной цитолитической активности 
CD8+T-лимфоцитов, а введение анти-PD-L1-антител 
приводит к существенному замедлению роста опухоли 
[8]. Это положило начало новому перспективному на-
правлению в лечении ЗНО – иммунотерапии.

Степень экспрессии PD-L1 в опухолевых клетках 
коррелирует с локальным уровнем интерферона γ 
(ИФH-γ) и плотностью лимфоцитарной инфильтра-
ции, так же как и в нормальных эпителиальных и стро-
мальных клетках при воспалении. Данная корреляция 
была показана не только между различными опухоля-
ми, но и в разных участках одной и той же опухоли. 
J. M. Taube и соавт. [9] показали, что в PD-L1+-опухолях 
наиболее выраженная экспрессия наблюдается в об-
ластях, инфильтрированных лимфоцитами, что сви-
детельствует о наличии непрерывного динамического 
процесса взаимодействия опухоли и иммунной систе-
мы, при котором секреция ИФH-γ эффекторными 
Т-лимфоцитами стимулирует экспрессию PD-L1 опу-
холевыми клетками. Такая экспрессия, в свою оче-
редь, подавляет активность PD-1+-Т-лимфоцитов.

ПЕРВыЕ ЗаРЕгИСТРИРОВаННыЕ 
ИММУНОТЕРаПЕВТИчЕСКИЕ ПРЕПаРаТы
Первым препаратом для иммунотерапии ЗНО стал 

ипилимумаб (ipilimumab), представляющий собой 
 рекомбинантные человеческие моноклональные ан-
ти-CTLA-4-антитела. Специфических лигандов для 
CTLA-4 клетки опухолей не экспрессируют, блокиро-
вание данного сигнального пути не предполагает прямо-
го воздействия на эти клетки и в целом подразумевает 
усиление эффекторной активности Т-лимфоцитов. 
Известно, что мыши, лишенные гена CTLA-4, погиба-
ют в возрасте 3–4 нед от деструктивного аутоиммун-
ного миокардита и панкреатита [10], однако при ча-
стичной блокаде CTLA-4 в ходе лечения ипилимумабом 
было показано увеличение показателей общей выжи-
ваемости или стабилизация заболевания у больных 
метастатической меланомой [11–14]. В связи с этим 
в 2011 г. данный препарат был одобрен Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и лекарственных средств (Food and Drug Admi-
nistration) США для лечения меланомы на поздних 
стадиях, несмотря на развитие тяжелых иммуноас со-
ции рованных побочных реакций у 10–15 % пациен-
тов [14].

Ниволумаб (nivolumab, человеческие монокло-
нальные антитела) стал первым анти-PD-1-агентом, 
продемонстрировавшим в исследовании, завершен-
ном в 2012 г., клиническую эффективность при лече-
нии некоторых видов рака, в том числе меланомы, 
почечно-клеточного рака и немелкоклеточного рака 
легкого [15]. Интерес представляет то, что среди па-
циентов, у которых наблюдался объективный ответ 
на терапию ингибиторами ИКТ, продолжительность 

эффекта значительно превысила период полувыведе-
ния препаратов. Больше 2 лет прожили 18 % пациентов, 
получавших ипилимумаб, тогда как в группе контроля – 
только 5 % [14]. Продолжительность объективного от-
вета >1 года после курса ниволумаба наблюдалась 
также у 20 из 31 длительно наблюдаемых больных [15]. 
О ресенсибилизирующем воздействии иммунотерапии 
на иммунную систему свидетельствует также нередко 
отсроченное наступление эффекта, вплоть до 6 мес 
после лечения [16].

Ниволумаб был одобрен FDA для лечения мела-
номы на поздней стадии онкологического процесса 
22 декабря 2014 г. В дальнейшем на основании ряда 
крупных клинических исследований, показавших вы-
сокую частоту объективного ответа и статистически 
значимое увеличение общей выживаемости, примене-
ние нескольких ингибиторов PD-1 / PD-L1 было одо-
брено для лечения многих солидных опухолей, мела-
номы и лимфомы, нечувствительных к общепринятым 
схемам химиотерапии.

Мишенью для каждого из препаратов являются 
разные эпитопы PD-1 / PD-L1, что определяет разли-
чия в их иммуногенных профилях и терапевтических 
диапазонах. Ниволумаб и пембролизумаб одобрены 
для лечения распространенного и метастатического 
РЖ при неэффективности химиотерапии.

ОПРЕдЕЛЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ЛИгаНда 
РЕцЕПТОРа ПРОгРаММИРУЕМОЙ  
КЛЕТОчНОЙ гИбЕЛИ 1
Исследования, посвященные поиску возможных 

биомаркеров эффективности иммунотерапии, пока-
зали большую вероятность ответа при положительной 
экспрессии PD-L1 в различных солидных опухолях 
[17]. Однако данные клинических исследований свиде-
тельствуют о неоднозначной прогностической ценно-
сти PD-L1 в связи с высокой гетерогенностью экспрес-
сии, в том числе в зависимости от ранее проведенного 
лечения. Недостаток надежности PD-L1 в качестве 
биомаркера усугубляется большим количеством спо-
собов выявления экспрессии и методик оценки 
и классификации PD-L1-статуса. Один и тот же клон 
антител может иметь разную способность обнаружи-
вать экспрессию PD-L1 в клетках различных видов 
опухолей, в свою очередь, различные клоны демон-
стрируют разные паттерны окрашивания в одной 
и той же опухоли. Интенсивность окрашивания спо-
собна варьировать в рамках даже 1 клинического слу-
чая. Неоднородность экспрессии затрудняет выбор 
наиболее репрезентативного участка опухоли для про-
ведения иммуногистохимического исследования. 
В большинстве случаев для определения PD-L1-ста-
туса при РЖ используется материал центральной части 
первичной опухоли, однако есть работы, в которых экс-
прессию PD-L1 наблюдали преимущественно в области 
инвазивного фронта опухоли [18]. Экспрессия, обнару-
женная в биопсийном материале, может не отражать 
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PD-L1-статуса опухоли в целом, быть неодинаковой 
в первичной и рецидивной опухолях, множественных 
опухолях, метастазах [19].

Существует довольно большое количество ком-
мерческих тест-систем, предназначенных для имму-
ногистохимического определения экспрессии PD-L1 
в опухолях. Все они относятся к одной из двух прин-
ципиально отличающихся категорий: тест-системы 
для сопровождающей диагностики и тест-системы 
для комплементарной диагностики. Классически по-
ложительный результат сопровождающего диагности-
ческого теста является необходимым условием для на-
значения определенного препарата, поскольку 
в случае отрицательного результата его применение 
может способствовать прогрессированию заболева-
ния. В ситуациях применения тест-системы для ком-
плементарной диагностики отрицательный результат 
не должен служить противопоказанием к лечению 
данным препаратом. В этом случае положительный 
результат может быть лишь предиктором большей веро-
ятности положительного ответа на такую терапию.

Сегодня разработка диагностических тест-систем 
для определения PD-L1-статуса опухолей ведется 
в основном в кооперации с производителями тех или 
иных лекарственных средств, а тестирование их чув-
ствительности и специфичности проводится в рамках 
клинических исследований соответствующего препа-
рата. Таким образом, сопровождающей тест-системой для 
определения экспрессии PD-L1 в качестве биомаркера 
эффективности конкретного препарата на сегодняшний 
день считается определенный клон анти-PD-L1-антител 
с конкретными набором реагентов и методикой приме-
нения, апробированный в клинических исследованиях 
и показавший прогностическую ценность.

Первая тест-система, одобренная FDA для со-
путствующей диагностики экспрессии PD-L1 (PD-L1 
IHC 22C3 PharmDx, Dako, США), разрабатывалась 
параллельно с изучением эффективности пемброли-
зумаба для лечения немелкоклеточного рака легкого 
в клиническом исследовании I фазы Keynote-001 [20]. 
Тестирование системы проводилось на диагностиче-
ском материале пациентов, включенных в исследова-
ние при известном исходе лечения.

При разработке системы концентрация антител 
(клон 22С3, Dako, США) и время инкубации для каж-
дого реагента подбирались таким образом, чтобы свести 
к минимуму неспецифическое окрашивание гистологи-
ческих препаратов [21]. Критерием положительного 
PD-L1-статуса было выбрано полное циркулярное 
или частичное окрашивание мембраны клеток интен-
сивностью от слабой (1+) до выраженной (3+).

МЕТОдИКИ ОцЕНКИ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ 
ЛИгаНда РЕцЕПТОРа ПРОгРаММИРУЕМОЙ 
КЛЕТОчНОЙ гИбЕЛИ 1
Были исследованы несколько методик оценки 

PD-L1-статуса опухоли и их корреляция с эффектив-

ностью лечения: 1) определение процента опухолевых 
клеток, демонстрирующих окрашивание любой ин-
тенсивности (Proportion Score 1, PS1); 2) определение 
процента опухолевых клеток, демонстрирующих уме-
ренное или выраженное окрашивание (PS2); 3) опре-
деление процента опухолевых клеток, демонстрирующих 
только выраженное окрашивание (PS3) и 4) гистохи-
мический индекс (Histochemical Score, HS) – сумма 
PS1, PS2 и PS3.

Несмотря на то что несколько лучшие результаты 
были получены с использованием HS, эта методика 
сложна для использования в рутинной клинической 
практике. В связи с этим для дальнейшей разработки 
тест-системы был выбран наиболее простой метод 
оценки PD-L1-статуса опухоли – PS1, в дальнейшем 
получивший название Tumor Proportion Score (TPS). 
На основании ROC-анализа пороговым значением 
положительного PD-L1-статуса в этом исследовании 
был выбран PS ≥50 %.

Экспрессия PD-L1 наблюдалась в опухолевых и им-
мунных клетках. Скопления иммунных клеток часто 
наблюдаются на границе между опухолью и здоровы-
ми тканями, а также в опухолевой строме, образуя ха-
рактерные пограничный или стромальный варианты 
окрашивания. Пограничное и стромальное окраши-
вание расценивалось по принципу есть / нет.

В конечном счете окрашенные иммунные клетки, 
инфильтрирующие опухоль, также как и стромальное 
и пограничное окрашивание, были исключены из 
 определения PD-L1-статуса опухоли по ряду причин: 
1) окрашивание иммунных клеток не увеличивало ко-
личества PD-L1-положительных случаев; 2) иммунные 
клетки были представлены преимущественно макро-
фагами; 3) экспрессия PD-L1 характерна для макро-
фагов, в том числе в здоровых тканях; 4) присутствие 
истинно опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов при 
немелкоклеточном раке легких незначительно [22].

В исследовании Keynote-012 [23] экспрессию PD-L1 
определяли отдельно для опухолевых (TPS) и иммун-
ных (Mononuclear Immune Cell Density Score, MIDS, 
показатель плотности инфильтрации мононуклеар-
ными иммунными клетками – отношение числа окра-
шенных иммунных клеток к общему числу опухоле-
вых клеток, умноженное на 100) клеток. Mononuclear 
Immune Cell Density Score отражает степень инфиль-
трации опухолевой ткани PD-L1+-иммунными клет-
ками. На практике этот показатель чаще оценивается 
по шкале от 0 до 4: MIDS0 означает отсутствие окра-
шивания иммунных клеток, MIDS1 – присутствие 
в препарате PD-L1+-иммунных клеток в количестве, 
не достигающем уровня MIDS2. Критерием положи-
тельного PD-L1-статуса опухоли является MIDS2, 
что соответствует наличию 1 PD-L1+-иммунной клет-
ки на 100 опухолевых клеток. Пороговыми значениями 
для MIDS3 и MIDS4 являются 10 и 100 PD-L1+-им-
мунных клеток на 100 опухолевых клеток соответст-
венно.
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Tumor Proportion Score рассчитывается по формуле:

TPS = 
Количество PD-L1+ опухолевых клеток

Общее количество опухолевых клеток
 × 100.

Mononuclear Immune Cell Density Score вычисля-
ется по формуле:

MIDS = 
Количество PD-L1+ иммунных клеток

Общее количество опухолевых клеток
 × 100.

 С учетом того что и TPS, и MIDS математически 
представляют собой частное с одинаковым знамена-
телем, эти показатели были объединены в один ком-
бинированный показатель для оценки PD-L1-статуса 
(Combined Positive / Positivity Score, CPS), который рас-
считывается по формуле:

СPS = 

Количество PD-L1+ клеток  
(опухолевых, лимфоцитов, макрофагов)

Общее количество опухолевых клеток
 × 100.

Умножение на 100 было добавлено для того, чтобы 
избежать дробных значений показателя. Таким обра-
зом, например, для препарата, в котором на 100 опу-
холевых клеток приходится 1 PD-L1+-опухолевая или 
иммунная клетка, CPS будет равен 1, а не 0,01. В ка-
честве максимального значения CPS принято считать 
100. В некоторых публикациях можно встретить пока-
затель CPS в процентах по аналогии с TPS, что не из-
меняет его сути [24].

Показатель удобен: для его оценки не требуется 
изучать препарат при разных увеличениях (при не-
большом увеличении бывает довольно сложно мор-
фологически отличить клетки низкодифференциро-
ванной аденокарциномы от макрофагов, которые 
в равной степени способны экспрессировать PD-L1 
на своей поверхности) и не зависит от архитектуры 
тканей, как в случае определения экспрессии PD-L1 
иммунными клетками по площади. Выявление 
PD-L1-статуса опухоли методом CPS избавляет от 
необходимости выбирать между экспрессией PD-L1 
опухолевыми или иммунными клетками в качестве 
возможного биомаркера эффективности иммуноте-
рапии.

РЕЗУЛьТаТы ИММУНОТЕРаПИИ ПРИ РаКЕ 
жЕЛУдКа
В мультикогортном исследовании Keynote-059 [25, 

26] частота и продолжительность объективного ответа 
больных РЖ и раком гастроэзофагеального перехода 
при лечении пембролизумабом были достоверно выше 
при положительной экспрессии PD-L1 с уровнем CPS 
≥1. Преимущество оценки PD-L1-статуса методом 
CPS по сравнению с TPS при РЖ было показано в ис-
следовании KEYNOTE-059: при пороговом значении 
CPS ≥1 метод позволил выявить 57,6 % опухолей, при 
этом объективный ответ на терапию пембролизумабом 

оказался достоверно ассоциирован с положительным 
PD-L1-статусом опухоли. Опухоли с TPS ≥1 % (12,5 %) 
не были достоверно ассоциированы с благоприятным 
исходом лечения [24].

На основании данных исследований [21, 25, 26] 
пембролизумаб был одобрен FDA [30] в США, а за-
тем и в России в качестве терапии 2-й и более поздних 
линий для лечения распространенного и метастати-
ческого РЖ, рефрактерного к химиотерапии, у па-
циентов с положительным PD-L1-статусом опухоли 
в соответствии с протоколами сопроводительной 
терапии (PD-L1 IHC 22C3 PharmDx, Dako, США; 
CPS ≥1).

В дальнейших исследованиях эффективности им-
мунотерапии при РЖ (Keynote-061 [27]) не было по-
казано преимущества применения пембролизумаба 
по сравнению с паклитакселом у пациентов с CPS ≥1, 
однако в группе больных с CPS ≥10 наблюдался более 
продолжительный ответ на лечение. Аналогично 
в Keynote-062 [28] сходные результаты были получены 
при сравнении пембролизумаба и стандартных химио-
терапевтических схем в качестве терапии 1-й линии, 
применяемых у пациентов с CPS ≥1, однако клини-
чески значимое улучшение показателей общей выжи-
ваемости наблюдали у пациентов с CPS ≥10.

Помимо данных клинических исследований, 
O’Malley и соавт. [29] изучили результаты рутинного 
определения экспрессии PD-L1 в различных опухолях 
в крупной референсной лаборатории и отметили, 
что доля положительных тестов при РЖ возрастает 
с 50,3 % при оценке методом TPS до 83,6 % при оцен-
ке методом CPS (22C3). K. Yamashita и соавт. [30] 
в 39 (20,4 %) случаях из 191 выявили положительный 
PD-L1-статус опухоли на основании TPS и в 137 
(71,7 %) случаях – на основании CPS.

Клинические исследования эффективности ис-
пользования ниволумаба у больных РЖ [31, 32] также 
не показали зависимости между успехом лечения 
и PD-L1-статусом, определявшимся методом TPS 
(PD-L1 IHC 28–8 PharmDx, Dako, США). Поскольку 
РЖ является одной из лидирующих причин смерти 
среди азиатского населения, а результаты терапии ока-
зались весьма обнадеживающими, этот препарат был 
одобрен для лечения РЖ в Японии вне зависимости 
от PD-L1-статуса опухоли, а тест-система PD-L1 IHC 
28–8 PharmDx (Dako, США) одобрена для комплемен-
тарной диагностики.

Для адекватной оценки экспрессии PD-L1, 
по мнению большинства производителей тест-сис-
тем, необходимо наличие в препарате как минимум 
100 жизнеспособных опухолевых клеток. Положи-
тельным PD-L1-статус считается при мембранном 
(линейном) окрашивании опухолевых клеток любой 
степени интенсивности, необязательно на всем про-
тяжении мембраны. Гранулярное окрашивание цито-
плазмы опухолевых клеток при оценке экспрессии 
PD-L1 не учитывается.
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ОПРЕдЕЛЕНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ЛИгаНда 
РЕцЕПТОРа ПРОгРаММИРУЕМОЙ КЛЕТОчНОЙ 
гИбЕЛИ 1 На СЕгОдНЯшНИЙ дЕНь
В настоящее время не утверждено единой мето-

дики определения уровня экспрессии PD-L1 при 
РЖ. С одной стороны, требования к сопровождаю-
щей диагностике при назначении того или иного 
препарата направлены на повышение воспроизво-
димости получаемых результатов исследования экс-
прессии PD-L1, а с другой – они ограничивают 
 доступность данного вида диагностики для лабора-
торий разного уровня и, соответственно, возмож-
ность лечения пациентов.

В 2018 г. J. Ma и соавт. опубликовали результаты 
исследования [33], в котором ретроспективно сравни-
вали экспрессию PD-L1 в препаратах РЖ, окрашен-
ных с использованием 3 тест-систем: SP142 (Ventana, 
США), 28–8 (Dako, США) и E1L3N (Cell Signaling 
Technology, США). Срезы были получены из операци-
онного материала 315 пациентов с РЖ I–III стадии, 
не получавших ранее какого-либо лечения. Экспрес-
сия PD-L1 в каждом случае оценивалась 3 методами: 
в клетках опухоли (процент опухолевых клеток, де-
монстрирующих мембранное окрашивание любой 
степени интенсивности), иммунных клетках (процент 
площади опухоли (включая прилежащую строму), за-
нятой окрашенными иммунными клетками) и среди 
всех клеток (процент окрашенных опухолевых / им-
мунных клеток от общего числа клеток).

Тест-система E1L3N показала низкую способность 
окрашивать препараты РЖ. Экспрессия PD-L1 >1 % 
(среди всех клеток) наблюдалась в 38,73 и 33,65 % слу-
чаев при окрашивании SP142 и 28–8 соответственно, 
при этом SP142 демонстрировал большую способность 
окрашивать иммунные клетки по сравнению с 28–8: 
18,41 и 7,62 % соответственно (с пороговым значени-
ем положительного ответа >1 % по площади). Экс-
прессия PD-L1 >5 % (среди всех клеток) при окраши-
вании SP142 была ассоциирована с наихудшим 
прогнозом в данной группе наблюдений.

В настоящее время готовятся к публикации ре-
зультаты первого анализа взаимозаменяемости тест-
систем 22C3 (Dako, США) и SP263 (Ventana, США) 
для оценки PD-L1-статуса при РЖ, проведенного 
Y. Park и соавт. [34]. В исследование были включены 
379 пациентов с РЖ II–III cтадии без предшествующей 
химиотерапии. Отдельно изучались образцы из цент-
ра опухоли и области ее инвазивного края.

При использовании SP263 отмечалось более яркое 
окрашивание образцов с сильнее выраженным окра-
шиванием клеточных мембран. Для каждого образца 
были посчитаны CPS и TPS. Обе тест-системы проде-
монстрировали схожие, хорошо воспроизводимые 
результаты независимо от локализации образца и ме-
тода оценки экспрессии. Количество опухолей с по-
ложительным PD-L1-статусом при CPS >1 / TPS >1 % 
оказалось несколько выше при использовании SP263, 
однако при пороговом значении CPS ≥10 22C3 позво-
лил выявить больше положительных случаев. В целом 
в данной группе больных экспрессия PD-L1 с CPS ≥10 
была ассоциирована с менее агрессивным характером 
опухоли.

Имеющиеся данные о влиянии экспрессии PD-L1 
на прогноз при РЖ противоречивы. Чаще экспрессия 
данного маркера ассоциируется с плохим прогнозом 
при этой патологии [35, 36], хотя есть сообщения о хо-
рошем [18] и нейтральном [37] значении экспрессии 
PD-L1 для прогноза. Кардинальные различия в оцен-
ке анализируемого показателя отчасти могут быть объ-
яснены разными подходами к определению положи-
тельного PD-L1-статуса опухоли, а отчасти – высокой 
степенью гетерогенности опухолей и наличием или от-
сутствием предшествующего лечения.

ЗаКЛючЕНИЕ
Как справедливо отметила группа ученых [38] 

в 2011 г., через 13 лет после открытия его группой пер-
вого PD-L1, успехи клинического применения блокады 
PD-1 и PD-L1 заметно опережают наше понимание 
многогранных механизмов действия этого сигнального 
пути. Все больший объем данных свидетельствует о том, 
что помимо сложности морфологического строения 
системы ИКТ значение имеет также динамический ха-
рактер взаимодействия опухоли и иммунной системы.

Очевидно, объем иммуногистохимических иссле-
дований экспрессии PD-L1 в качестве биомаркера 
будет увеличиваться пропорционально расширению 
показаний к иммунотерапии. Исследования, выполня-
емые в определенном, согласованном порядке с при-
менением антител, демонстрирующих наилучшую спо-
собность выявлять экспрессию PD-L1 для данного 
вида опухолей, позволят уменьшить вариабельность 
субъективной оценки PD-L1-статуса опухоли разными 
специалистами и усовершенствовать отбор пациентов, 
наиболее перспективных в отношении эффективного 
применения иммунотерапии.
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Малоинвазивная диагностика рака легкого 
на основе анализа внеклеточной микроРНК крови

М. Ю. Коношенко1, 2, П. П. Лактионов1, 2, Ю. А. Ланцухай2, С. В. Пак2, С. Э. Красильников2, О. Е. Брызгунова1, 2
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К о н т а к т ы : мария Юрьевна коношенко msol@ngs.ru

Введение. Одной из причин высокой смертности больных раком легкого (Рл) является нехватка высокочувстви-
тельных диагностических маркеров этого заболевания. в качестве таковых могут быть предложены маркеры гене-
тических и эпигенетических процессов, характерных для опухолевых клеток, например микроРНк. известно, что вне-
клеточная / циркулирующая микроРНк биологических жидкостей в комплексах с белками или упакованная 
во внеклеточные везикулы представляет интерес для диагностики опухолевых заболеваний.
Цель исследования – выполнить сравнительный анализ экспрессии микроРНк в составе внеклеточных везикул 
и супернатанта плазмы крови больных Рл и доноров и предложить на основании полученных результатов диагно-
стическую панель для выявления пациентов с данной патологией.
Материалы и методы. из образцов крови доноров и больных Рл методом последовательного центрифугирования 
была получена плазма крови. Затем из части супернатанта плазмы методом агрегации – осаждения полиэтиленгли-
колем / синим декстраном выделена фракция внеклеточных везикул (размером 40–150 нм). из обеих собранных 
фракций плазмы крови больных Рл и доноров с использованием гуанидина изотиоцианата и октановой кислоты 
получены микроРНк. экспрессия 17 микроРНк, участвующих в механизмах развития Рл, по нашим данным и данным 
литературы, в вышеупомянутых фракциях плазмы крови была проанализирована методом петлевой полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией.
Результаты. в ходе исследования во фракциях внеклеточных везикул и супернатанта плазмы крови обнаружены 
29 и 10 пар микроРНк соответственно, экспрессия которых достоверно различалась между больными немелкокле-
точным Рл и донорами. Таким образом, внеклеточные везикулы плазмы обладают большим потенциалом с точки 
зрения диагностики Рл на основе оценки относительной экспрессии микроРНк по сравнению с плазмой крови. 
Разработан диагностический алгоритм, основанный на исследовании аберрантной экспрессии 8 различных микроРНк 
(miRNA-30e, -1, -125b, -133, -222, -374, -425, -660) в составе 6 пар, позволяющий выявить немелкоклеточный Рл 
II–IV стадии в 100 % случаев.
Заключение. внеклеточные везикулы являются более перспективными, диагностически значимыми микроРНк 
по сравнению с микроРНк плазмы крови. для диагностики больных немелкоклеточным Рл предложена панель 
из 8 микроРНк, характеризующаяся 100 % чувствительностью и специфичностью.

Ключевые слова: рак легкого, немелкоклеточный рак легкого, микроРНк, диагностические маркеры, жидкостная 
биопсия, микровезикулы, плазма крови
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Introduction. The high mortality rate in patients with lung cancer (LC) is due to the lack of highly sensitive diagnostic 
markers of this disease. Genetic and epigenetic alterations in tumor cells, for example, aberrant microRNA expression, 
can be proposed. It is known that extracellular / circulating microRNA of biological fluids, in complexes with proteins, 
or packaged in extracellular vesicles is of interest for the diagnosis of tumor diseases.
Aim. To perform a comparative analysis of miRNA expression in plasma and plasma extracellular vesicles of LC patients 
and healthy donors. Based on the obtained results, to propose a diagnostic panel to identify patients with LC.
Materials and methods. Blood plasma was obtained from blood samples of healthy donors and LC patients by sequential 
centrifugation. Then, a fraction of extracellular vesicles (40–150 nm in size) was isolated from a part of the obtained 
plasma supernatant by the method of aggregation-precipitation with polyethylene glycol / blue dextran. MicroRNAs were 
isolated from both blood plasma fractions of patients and healthy donors using guanidine isothiocyanate and octanoic 
acid. Expression of 17 miRNAs most characteristic for the development of LC according to our and literature data in the 
above-mentioned blood plasma fractions was analyzed by stem-loop reverse transcription polymerase chain reaction.
Results. 29 and 10 miRNA pairs were differentially expressed in plasma extracellular vesicles and plasma of lung cancer 
patients and donors. Thus, plasma extracellular vesicles are characterized by greater potential as a source for miRNA 
based lung cancer diagnostic panels in comparison with blood plasma. Diagnostic algorithm based on aberrant miRNA 
expression of 8 different miRNAs (miRNA-30e, -1, -125b, -133, -222, -374, -425, -660) composed in 6 pairs was designed. 
This algorithm allows to diagnose 100 % of patients with lung cancer stages II–IV.
Conclusion. Extracellular plasma vesicles represent a promising source of diagnostically significant microRNAs compared 
to plasma microRNAs. For the diagnosis of patients with non-small cell lung cancer with 100 % sensitivity and specificity, 
a panel of 8 microRNAs (6 miRNA pairs) was proposed.

Keywords: lung cancer, non-small cell lung cancer, miRNA, diagnostic markers, liquid biopsy, microvesicles, blood plasma
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ВВЕдЕНИЕ
Рак легкого (РЛ) – одно из наиболее распростра-

ненных в мире онкологических заболеваний, которое 
каждый год уносит жизни все большего числа людей 
(1,8 млн человек в 2020 г. [1]). Высокую смертность 
больных РЛ связывают с распространенностью и позд-
ним выявлением заболевания, что обусловливает необ-
ходимость повышения эффективности его диагностики 
[2]. Многочисленные исследования молекулярных ме-
ханизмов развития данной патологии свидетельствуют 
о том, что анализ генетических и эпигенетических из-
менений в клетках опухоли может быть использован 
для диагностики онкологических заболеваний и разра-
ботки новых типов терапии РЛ [3].

В основе канцерогенеза лежат нарушения в регу-
ляции клеточного цикла, апоптоза, аутофагии, ангио-
генеза, механизмы, поддерживающие раковые ство-
ловые клетки, восстановление разрывов ДНК и т. д. 
Эти процессы управляются рядом сигнальных путей 
и контролируются клеточными рецепторами, транс-
крипционными факторами, а также регуляторами экс-
прессии генов, такими как модификаторы гистонов, 
метилирование ДНК и микроРНК. Многочисленные 
исследования указывают на важнейшую роль ми-
кроРНК в развитии онкологических заболеваний 
[4–6]. МикроРНК из клеток опухоли могут попадать 
во внеклеточные жидкости. Стабильность микроРНК 
в тканях и биологических жидкостях, а также малая 
инвазивность метода получения образца, простота вы-
полнения исследования и легкость детекции делают 
их привлекательными биомаркерами рака. Известно, 
что часть микроРНК внеклеточных жидкостей упако-

вана во внеклеточные везикулы (ВВ), а часть цирку-
лирует в свободном виде, как правило, в комплексах 
с белками / липопротеинами / протеогликанами [7]. 
Показано, что экспрессия микроРНК в обеих фрак-
циях плазмы крови обладает диагностическим потен-
циалом [8–10].

В настоящем исследовании предпринята попытка 
разработки диагностической панели для выявления 
больных немелкоклеточным РЛ (НМРЛ) на основе 
нескольких внеклеточных микроРНК из плазмы кро-
ви и ВВ плазмы крови. Проанализированы концент-
рации 17 микроРНК, экспрессия которых, согласно 
полученным нами ранее результатам [11, 12], а также 
анализу доступных данных литературы [13–30], корре-
лирует с развитием РЛ в целом и НМРЛ в частности.

Цель исследования – выполнить сравнительный 
анализ экспрессии микроРНК в составе ВВ и супер-
натанта плазмы крови больных РЛ и доноров и пред-
ложить на основании полученных результатов диагно-
стическую панель для выявления пациентов с данной 
патологией.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
На базе Национального медицинского исследова-

тельского центра им. акад. Е. Н. Мешалкина проана-
лизированы образцы крови доноров (n = 17, возраст 
62,9 ± 6,3 года) и первичных больных НМРЛ (табл. 1).

Образцы крови больных РЛ и доноров центрифу-
гировали в течение 20 мин при 400 g и 4 °С (центри-
фуга MLW K70D) для осаждения клеток крови. По-
лученный супернатант центрифугировали в течение 
20 мин при 1600 g и 4 °С (центрифуга MLW K70D). 
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Супернатант отбирали и центрифугировали в течение 
20 мин при 17 000 g и 4 °С для осаждения клеточного 
дебриса (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Фракцию ВВ 
получали методом последовательных агрегации в при-
сутствии голубого декстрана и осаждения 20 % поли-
этиленгликолем, как описано ранее [31].

Таблица 1. Характеристика больных немелкоклеточным раком лег-
кого (НМРЛ)

Table 1. Characteristics of non-small cell lung cancer (NSLC) patient groups

Показатель Больные НМРЛ (n = 17) 
NSLC patients (n = 17) 

Возраст, лет 
Age, years

52,6 ± 5,2

T-стадия, %: 
T-stage, %:

T2
T3
T4
N0
N1
N2
N3
M0
M1a–b

29,4
35,3
35,3
17,6
29,4
47,1
23,5
58,8
41,2

Стадия, %: 
Tumor stage, %:

IIIA
IIIB
IIIC
IVA
IVB2

17,6
17,6
17,6
23,6
3,6

Обе фракции размораживали перед применением 
1 раз. Из собранных фракций плазмы крови больных 
РЛ и доноров с использованием гуанидина изотиоци-
аната и октановой кислоты методом, описанным ранее 
[32], были выделены суммарные микроРНК. Затем 
с помощью обратной петлевой полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) была про-
анализирована экспрессия 17 микроРНК [32, 33].

Относительную экспрессию микроРНК оценива-
ли в 2 постановках (сетах). В 1-й постановке анализи-
ровали miR-19b, -74a, -324, -22-3p, -222-3p, -133, -144, 
-425, во 2-й – miR-205, -660, -30e, -125b, -92a, -378, -375, 
-27b, -31. Для дальнейшей оценки были рассчитаны 
значения ∆Ct (разница пороговых циклов) каждой па-
ры микроРНК внутри сета. Далее было проанализи-
ровано распределение значений ∆Ct. Достоверность 
межгрупповых различий оценена с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA 
(программа MedCalc).

РЕЗУЛьТаТы
Значения порогового цикла (Ct), полученные по-

сле профилирования микроРНК, нормализовали с по-
мощью метода попарных отношений, который по-
зволяет эффективно оценивать экспрессию всех 

возможных комбинаций 2 микроРНК [34]. С помощью 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
были выявлены пары микроРНК, характеризующи-
еся различной экспрессией у больных РЛ и доноров 
(табл. 2).

Обнаружено, что пар микроРНК, достоверно раз-
личающихся по экспрессии у больных НМРЛ и доно-
ров, существенно больше во фракции ВВ плазмы кро-
ви, чем в супернатанте плазмы. Кроме того, различия 
относительной экспрессии в составе ВВ характеризу-
ются большей достоверностью (пары микроРНК 
с p <0,001). В плазме крови были обнаружены достовер-
ные различия по 10 парам микроРНК (p <0,05 – 8 пар; 
p <0,01 – 2 пары), в то время как во фракции ВВ – 
по 29 (p <0,05 – 7 пар; p <0,01 – 7 пар; p <0,001 – 15 пар) 
(табл. 2; рис. 1).

Наибольший интерес с точки зрения разработки 
надежных и диагностически устойчивых панелей 
представляют собой пары микроРНК, которые харак-
теризуются наименьшим значением p и наибольшим 
значением ∆Ct. К таким парам относятся miR-133 / -222, 
miR-133 / -374, miR-133 / -425, miR-205 / -125, miR-205 / -30, 
miR-205 / -378, miR-30 / -660 и miR-125 / -660 (при оценке 
их относительной экспрессии в ВВ плазмы). Резуль-
таты анализа ROC-кривых, чувствительности и спе-
цифичности каждой пары микроРНК как диагнос-
тических маркеров РЛ свидетельствуют о том, что 
именно во фракции ВВ находится большинство пар 
с наилучшими диагностическими показателями (наи-
большими значениями площади под кривой (area un-
der curve, AUC) и чувствительностью при 100 % специ-
фичности) (табл. 2; рис. 2).

На основе подхода к созданию диагностических 
панелей, разработанного нами ранее [35] с использо-
ванием в качестве референсных средних значений 
∆Ct ± 2SD (SD – standard deviation, стандартное от-
клонение), была проанализирована возможность вы-
являть больных РЛ на основе оценки относительной 
экспрессии каждой пары микроРНК. Обнаружено, что 
оценка относительной экспрессии пары miR-133 /- 374 
позволяет диагностировать наибольшее количество 
больных НМРЛ – 82 %. В то же время с помощью па-
нели микроРНК, состоящей из 3 пар (miR-133 / -374, 
miR-30 / -660, miR-125 /- 660), можно выявить 100 % 
пациентов с РЛ. Для увеличения диагностической чув-
ствительности и устойчивости эта минимальная па-
нель была дополнена еще 3 парами микроРНК (miR-31 / 
 -125, miR-133 / -425, miR-133 / -222). Расширенная па-
нель позволяет диагностировать каждого исследован-
ного больного РЛ на основе оценки относительной экс-
прессии как минимум 2 различных пар микроРНК 
(от 2 до 5 различных пар микроРНК) (табл. 3).

ОбСУждЕНИЕ
Согласно данным литературы, внеклеточные микро-

РНК крови представляют собой перспективные марке-
ры для диагностики онкологических заболеваний, 
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Рис. 1. Относительная экспрессия ∆Сt некоторых микроРНК во фракции внеклеточных везикул плазмы крови доноров (Д) и больных немелкокле-
точным раком легкого (НМРЛ)
Fig. 1. ∆Сt ratios of miRNA from blood extracellular vesicles of donors (D) and non-small cell lung cancer (NSLC) patients

Рис. 2. ROC-анализ относительной экспрессии пар микроРНК во фракции внеклеточных везикул, обладающих наибольшей чувствительностью 
при 100 % специфичности
Fig. 2. ROC curve analysis of miRNA ratios with highest sensitivity and 100 % specificity in extracellular vesicles
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в частности РЛ [12–30], рака предстательной железы 
[11, 22], остеосаркомы [12], рака яичников и др. 
Тем не менее диагностические тесты на основе анали-
за аберрантной экспрессии внеклеточных микроРНК 
не нашли широкого применения в клинических диаг-
ностических лабораториях. Это может быть связано 
в том числе с методологическими особенностями ра-
боты с микроРНК, такими как нормализация данных 

об экспрессии микроРНК, недостаточная чувстви-
тельность ОТ-ПЦР, выделение образцов без наличия 
ингибиторов полимеразных реакций и т. д. [36]. В на-
стоящей работе выполнено сравнительное исследова-
ние относительных уровней экспрессии 17 микро РНК 
во фракциях ВВ плазмы крови и общей плазмы крови 
у пациентов с НМЛР и доноров. Для выделения ВВ 
из плазмы крови был выбран перспективный с точки 
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Таблица 2. Пары микроРНК, характеризующиеся различной экспрессией у больных немелкоклеточным раком легкого и доноров во фракциях  
внеклеточных везикул и супернатанта плазмы крови

Table 2. miRNA ratios with significantly different expression in extracellular vesicles and cell-free plasma of non-small cell lung cancer patients and donors

Показа-
тель 

Parameter

р <0,05 р ≤0,01 р ≤0,01 р ≤0,001

∆Ct <1 ∆Ct ≥1 1 <∆Ct <2 ∆Ct >2 1 <∆Ct <2 ∆Ct >2

Пары 
микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувствитель-
ность 

при 100 % 
специфично-

сти, % 
Sensitivity at 

100 % 
specificity, %

Пары 
микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Пары 
 микроРНК 
iRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Пары микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувствитель-
ность 

при 100 % 
специфично-

сти, % 
Sensitivity at 

100 % 
specificity, %

Пары микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Пары 
микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Внекле-
точные 
везикулы 
Extracel-
lular vesicles

miR-222 / -19
miR-30 / -92

miR-425 / -374

70
68
64

12
0

44

miR-133 / -425
miR-222 / -144
miR-27 / -125

miR-324 / -374

97
78
75
73

76
6
6

12

miR-125 / -375
miR-222 / -425
miR-660 / -92

78
85
83

12
18
6

miR-133 / -324
miR-22 / -133
miR-22 / -222

miR-324 / -222

94
85
87
80

88
0

53
35

miR-125 / -660
miR-30 / -31

miR-30 / -375
miR-31 / -125
miR-378 / -92

87
86
81
84
84

65
53
35
53
35

miR-133 / -144
miR-133 / -19

miR-133 / -222
miR-133 / -374
miR-133 / -425
miR-205 / -125
miR-205 / -30

miR-205 / -378
miR-30 / -660

miR-378 / -660

87
91

100
99
97
88
86
87

99,9
99

71
76

100
88
76
35
53
24
94
94

Суперна-
тант 
плазмы 
крови 
Cell-free 
plasma

miR-30 / -378
miR-425 / -19

71
68

29
6

miR-144 / -374
miR-222 / -19
miR-374 / -19
miR-27 / -660
miR-378 / -27

miR-378 / -375

72
68
69
65
71
72

24
29
35
47
29
29

miR-205 / -27 72 20 miR-133 / -19 79 44  –  –  –  –  –  – 

Примечание. AUC – area under curve, площадь под кривой. Note. AUC – area under curve.

зрения внедрения в клиническую практику и техно-
логически простой метод осаждения ВВ полиэтилен-
гликолем в присутствии голубого декстрана [31]. Эта 
технология не уступает по эффективности «золотому 
стандарту» выделения ВВ – ультрацентрифугиро-
ванию, но в то же время не требует сложного доро-
гостоящего оборудования, позволяет значительно 
уско рить процедуру и снизить ее стоимость и трудо-
емкость.

Обнаружено, что пар микроРНК, экспрессия ко-
торых достоверно различается у больных РЛ и доноров, 
существенно больше во фракции ВВ плазмы (29 пар: 
7 пар – p <0,05; 7 пар – p <0,01; 15 пар – p <0,01), 
чем в супернатанте плазмы (10 пар: 8 пар – p <0,05; 
2 пары – p <0,01). Таким образом, фракция микро-
РНК, обогащенная с помощью выделения ВВ, пред-
ставляет собой перспективный источник микроРНК 
и ее можно использовать для разработки диагностики 
НМРЛ. Это полностью согласуется с полученными 
нами ранее при аналогичном исследовании больных 
раком предстательной железы данными. Так, мы вы-
явили, что  фракция ВВ мочи обладает большим по-
тенциалом для разработки диагностической панели 
на основе микро РНК для рака предстательной железы 
по сравнению с бесклеточной фракцией мочи [32]. 

Уровень микроРНК в составе ВВ плазмы больных РЛ 
существенно отличается от такового у доноров [37–40]. 
Диагностический алгоритм, предложенный в настоя-
щей работе на основе оценки относительной экспрес-
сии микроРНК во фракции ВВ плазмы крови, позво-
лил диагностировать 100 % доноров, больных НМРЛ. 
Этот алгоритм заключается в сравнении относитель-
ной экспрессии 6 пар микроРНК (8 различных микро-
РНК: miRNA-30e, -31, -125b, -133, -222, -374, -425, 
-660) с референсными значениями. Кроме того, учас-
тие этих микроРНК в патогенезе РЛ подтверждено 
другими исследованиями (табл. 4).

Так, например, было показано, что экспрессия 
miR-30e была достоверно ниже в образцах тканей, 
плазмы [41] и ВВ плазмы крови больных РЛ [42]. Бо-
лее того, анализ экспрессии miR-30e в микровезикулах 
плазмы позволяет дифференцировать пациентов 
по стадии заболевания и, следовательно, по необходи-
мости и эффективности хирургического вмешатель-
ства [42]. В работах на клеточных линиях было пока-
зано, что miR-30e играет роль онкосупрессора: 
усиление экспрессии этой микроРНК приводит к сни-
жению пролиферации, миграции, инвазии, подавлению 
эпителиально-мезенхимального перехода, а также к уси-
лению апоптоза, в то время как уменьшение экспрессии 
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miRNA-30e – к противоположным результатам [43, 44]. 
В качестве механизмов онкосупрессивного действия 
miRNA-30e предлагают регуляцию осей ITGA6, USP22 
ITGA6 / PI3K / AKT и SOX9 [41, 43–45]. В связи с клю-
чевой ролью miR-30e в патогенезе РЛ было предложе-
но использовать ее для разработки таргетной терапии, 
тем более что увеличение экспрессии этой микроРНК 
усиливает чувствительность к терапии гефинитибом 
[46]. Тем не менее некоторые данные литературы про-
тиворечивы. Например, было показано, что, с одной 
стороны, miR-31 активирует опухолевый процесс, уси-
ливая пролиферацию, миграцию, развитие метастазов 
в лимфатических узлах и подавляя апоптоз, а с дру-
гой – ингибирует стволовые раковые клетки (см. табл. 4). 
Аналогично одни исследования продемонстрировали, 
что miR-222 усиливает пролиферацию, миграцию, 
инвазию, жизнеспособность опухолевых клеток и по-
давляет апоптоз, а в ходе других было выявлено, что 
повышенная экспрессия этой микроРНК снижает 
жизнеспособность опухолевых клеток (см. табл. 4). 
Подобные противоречия могут возникать при работе 
на различных моделях и при использовании разных 
источников микроРНК (ткани, клеточные линии, вне-
клеточные жидкости, микровезикулы, экзосомы), 
 методов выделения, а также в связи с ограниченной 

выборкой исследованных объектов. Внеклеточные 
везикулы плазмы крови и суммарная плазма могут со-
держать разные наборы микроРНК [47–49]. Несмотря 
на большой интерес к микроРНК биологических жид-
костей как к маркерам различных заболеваний, экс-
прессия выбранных микроРНК в плазме крови и в ВВ 
плазмы крови остается малоизученной. В настоя-
щей работе относительная экспрессия пар микроРНК 
miR-133 / -374, miR-31 / -125b, miR-133 / -425, miR-133 /-222 
была повышена, а пар miR-30e / -660, miR-125b / -660 – 
понижена во фракции ВВ плазмы крови больных РЛ 
по сравнению с донорами. Таким образом, получен-
ные результаты свидетельствуют об онкосупрессорной 
роли miR-133, -660, -31 и о том, что miR-374, -30e, 
-125b, -425 и-222 активизируют опухолевые процессы 
(хотя следует уточнить, что это некоторое упрощение, 
поскольку одна микроРНК из пары может выполнять 
лишь роль нормализатора). Эти сведения полностью 
согласуются с данными литературы о роли miR-133, 
-660, -374, miR-425, -222 в развитии РЛ, в то время как 
относительно miR-31, -30e и -125b получены проти-
воречивые результаты (см. табл. 4).

Участие выбранных микроРНК в онкогенезе РЛ под-
тверждает их перспективность в качестве диагностиче-
ских биомаркеров данной патологии и свидетель ствует 

Таблица 2. Пары микроРНК, характеризующиеся различной экспрессией у больных немелкоклеточным раком легкого и доноров во фракциях  
внеклеточных везикул и супернатанта плазмы крови

Table 2. miRNA ratios with significantly different expression in extracellular vesicles and cell-free plasma of non-small cell lung cancer patients and donors

Показа-
тель 

Parameter

р <0,05 р ≤0,01 р ≤0,01 р ≤0,001

∆Ct <1 ∆Ct ≥1 1 <∆Ct <2 ∆Ct >2 1 <∆Ct <2 ∆Ct >2

Пары 
микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувствитель-
ность 

при 100 % 
специфично-

сти, % 
Sensitivity at 

100 % 
specificity, %

Пары 
микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Пары 
 микроРНК 
iRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Пары микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувствитель-
ность 

при 100 % 
специфично-

сти, % 
Sensitivity at 

100 % 
specificity, %

Пары микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Пары 
микроРНК 
miRNA pairs

AUC

Чувстви-
тельность 
при 100 % 
специфич-
ности, % 
Sensitivity  
at 100 % 

specificity, %

Внекле-
точные 
везикулы 
Extracel-
lular vesicles

miR-222 / -19
miR-30 / -92

miR-425 / -374

70
68
64

12
0

44

miR-133 / -425
miR-222 / -144
miR-27 / -125

miR-324 / -374

97
78
75
73

76
6
6

12

miR-125 / -375
miR-222 / -425
miR-660 / -92

78
85
83

12
18
6

miR-133 / -324
miR-22 / -133
miR-22 / -222

miR-324 / -222

94
85
87
80

88
0

53
35

miR-125 / -660
miR-30 / -31

miR-30 / -375
miR-31 / -125
miR-378 / -92

87
86
81
84
84

65
53
35
53
35

miR-133 / -144
miR-133 / -19

miR-133 / -222
miR-133 / -374
miR-133 / -425
miR-205 / -125
miR-205 / -30

miR-205 / -378
miR-30 / -660

miR-378 / -660

87
91

100
99
97
88
86
87

99,9
99

71
76

100
88
76
35
53
24
94
94

Суперна-
тант 
плазмы 
крови 
Cell-free 
plasma

miR-30 / -378
miR-425 / -19

71
68

29
6

miR-144 / -374
miR-222 / -19
miR-374 / -19
miR-27 / -660
miR-378 / -27

miR-378 / -375

72
68
69
65
71
72

24
29
35
47
29
29

miR-205 / -27 72 20 miR-133 / -19 79 44  –  –  –  –  –  – 

Примечание. AUC – area under curve, площадь под кривой. Note. AUC – area under curve.



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 

  2
, 

2
0

2
3

84 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT ТОМ 10 / VOL. 10

Таблица 3. Результаты анализа микроРНК внеклеточных везикул больных немелкоклеточным раком легкого и доноров по диагностическому 
алгоритму

Table 3. The results of analysis of miRNA packed in extracellular vesicles of non-small cell lung cancer patients and donors by diagnostic algorithm

Образец 
Sample

Пороговое значение ∆Сt 
Threshold value ∆Ct

Результат 
Result

miR-133 / 
-374 >6,0

miR-30 /
 -660 <0,1

miR-125 /
 -660 <2,6

miR-31 / 
-125 >1,7

miR-133 /
 -425 > 6,0

miR-133 /
 -222 >3,2

Больной: 
Patient:

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

+
+
–
–
+
+
+
+
+
+
+
+
–
+
+
+
+

+
+
+
+
+
–
–
+
–
+
+
–
–
+
+
+
–

–
+
+
–
+
–
–
+
–
+
–
–
+
–
–
–
–

–
–
–
+
–
–
–
–
–
+
–
–
+
+
–
–
–

+
–
–
–
+
+
+
+
+
+
+
+
–
+
+
+
+

–
–
–
–
+
+
-
+
-
-
+
+
–
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Донор: 
Donor:

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

 –
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–
–

о том, что они могут иметь более широкое клиниче-
ское применение. Кроме того, выбранные микроРНК 
регулируют различные сигнальные пути, что гаранти-
рует чувствительность и стабильность диагностики. 
Несмотря на значительное количество работ, в кото-
рых описывается участие различных микроРНК в раз-
витии РЛ, наше исследование является одним из не-
многих, демонстрирующих высокий диагностический 
потенциал микроРНК, упакованных во ВВ [42, 50]. 
Таким образом, подход, основанный на анализе отно-
сительной экспрессии микроРНК из ВВ плазмы кро-
ви, набор микроРНК и разработанный нами диагно-
стический алгоритм могут быть в дальнейшем 
верифицированы на больших выборках доноров 
и определена их специфичность относительно кон-
кретного вида рака.

ЗаКЛючЕНИЕ
В ходе сравнительного исследования относитель-

ной экспрессии микроРНК ВВ и супернатанта плаз-
мы крови больных НМРЛ и доноров обнаружены 29 
и 10 пар микроРНК соответственно, относительная 
экспрессия которых у больных РЛ и доноров во фрак-
циях ВВ и супернатанта плазмы крови достоверно 
различалась. Показано, что оценка относительной 
экспрессии микроРНК ВВ плазмы имеет большую 
значимость для диагностики НМРЛ по сравнению 
с анализом относительной экспрессии микроРНК 
плазмы крови. Разработан диагностический алго-
ритм, основанный на исследовании аберрантной экс-
прессии 8 различных микроРНК в составе 6 пар микро-
РНК, позволяющий диагностировать 100 % больных 
НМРЛ II–IV стадии.
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Особенности метилирования CpG-сайтов 
некоторых генов Т-лимфоцитов периферической 
крови пациентов с раком молочной железы 
до и после лечения

Т. Г. Гончарова, Н. А. Омарбаева, Д. Р. Кайдарова, М. Г. Оразгалиева, Л. А. Малышева

Казахский научно-исследовательский институт онкологии и радиологии; Республика Казахстан, A05A2B4 Алматы, 
проспект Абая, 91

К о н т а к т ы :  Татьяна Георгиевна Гончарова goncharova.2004@mail.ru,  
Назгуль айдарбековна Омарбаева nazgulek87@mail.ru

Введение. Рост первичной заболеваемости раком молочной железы (РмЖ) за последнее десятилетие и увеличение 
числа пациентов с диссеминированным РмЖ в Республике казахстан обусловливают необходимость поиска воз-
можностей ранней диагностики злокачественных новообразований. Определение маркеров РмЖ в эпигенетических 
исследованиях позволяет использовать их в качестве диагностических показателей наличия злокачественной 
опухоли и предикторов эффективности лечения пациентов с данной патологией.
Цель исследования – поиск эпигенетических терапевтических и прогностических маркеров РмЖ.
Материалы и методы. в исследование вошли образцы биологического материала (периферическая кровь) 50 услов-
но здоровых людей и 103 больных местно-распространенным и диссеминированным РмЖ, получавших специальную 
терапию. методы проведения исследования: забор крови, выделение дНк, создание профилей метилирования дНк, 
секвенирование, статистическая обработка данных.
Результаты. Результаты поиска эпигенетических мутаций в периферической крови больных РмЖ показали их роль 
как диагностических, терапевтических и прогностических маркеров со специфичностью 91 % и чувствительностью 
94,0 %. проверена и подтверждена гипотеза о терапевтической значимости ранее обнаруженных диагностических 
маркеров для пациентов с РмЖ, а именно метилирования в островках CpG, связанных с генами JAM3, C17orf64, MSC, 
C7orf51, и в островке CpG, связанном с внутригенным участком хромосомы 5 (chr5: 77,208,034–77,329,434).
Заключение. Определена корреляционная связь между особенностями метилирования дНк и течением болезни 
на фоне лечения. данные, полученные в ходе настоящего исследования, могут быть использованы в клинической 
практике: эпигенетические маркеры, такие как метилирование в островках CpG, связанных с генами JAM3, C17orf64, 
MSC, C7orf51, и в островке CpG, связанном с внутригенным участком хромосомы 5 (chr5: 77,208,034–77,329,434), 
можно применять как прогностические маркеры и терапевтические предикторы при РмЖ.

Ключевые слова: рак молочной железы, эпигенетика, метилирование дНк, биомаркер

Для цитирования: Гончарова Т. Г., Омарбаева Н. а., кайдарова д. Р. и др. Особенности метилирования CpG-сайтов 
некоторых генов Т-лимфоцитов периферической крови пациентов с раком молочной железы до и после лечения. 
Успехи молекулярной онкологии 2023;10(2):90–9. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-90-99

The specifics of CpG islets methylation of some genes of peripheral blood T-lymphocytes 
in breast cancer patients before and after treatment

T. G. Goncharova, N. A. Omarbayeva, D. R. Kaidarova, M. G. Orazgaliyeva, L. A. Malysheva

Kazakh Institute of Oncology and Radiology; 91 Prospekt Abaya, Almaty A05A2B4, Republic of Kazakhstan

C o n t a c t s :  Tatyana Georgievna Goncharova goncharova.2004@mail.ru,  
Nazgul Aidarbekovna Omarbaeva nazgulek87@mail.ru

Introduction. The growth of primary breast tumor morbidity in the last ten years and increased number of patients with 
disseminated breast cancer in the Republic of Kazakhstan require the search for methods of early diagnosis of malignant 
tumors. Determination of breast cancer markers in epigenetic studies allows to use them as diagnostic signs of the 
presence of malignant tumor and as predictors of treatment effectiveness in patients with this pathology.
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Aim. To perform a search for therapeutic and prognostic breast cancer markers.
Materials and methods. The study included samples of biological material (peripheral blood) of 50 deemed healthy 
individuals and 103 patients with locally advanced and disseminated breast cancer receiving special therapy. The fol-
lowing methods were used: blood collection, DNA extraction, creation of DNA methylation profiles, sequencing, statisti-
cal data analysis.
Results. The results of search for epigenetic mutations in peripheral blood of patients with breast cancer showed their 
role as specific diagnostic, therapeutic and prognostic markers with specificity 0.91 % and sensitivity 0.94 %. The hy-
pothesis on therapeutic significance of identified earlier diagnostic markers in patients with breast cancer, namely 
hypermethylation of CpG islands associated with genes JAM3, C17orf64, MSC, C7orf51 and CpG island associated with 
intragene part of chromosome 5 (chr5: 77,208,034–77,329,434) was tested and confirmed.
Conclusion. A correlation between DNA methylation characteristics and disease progression during treatment was shown. 
The study results can be used in clinical practice: epigenetic markers, such as methylation in the CpG islets associated 
with the JAM3, C17orf64, MSC, C7orf51 genes, and in the CpG islet associated with the intragenic site of chromosome 5 
(chr5: 77,208,034–77,329,434) can be used as prognostic markers and therapeutic predictors of breast cancer.

Keywords: breast cancer, epigenetics, DNA methylation, biomarker

For citation: Goncharova T. G., Omarbayeva N. A., Kaidarova D. R. et al. The specifics of CpG islets methylation of some 
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ВВЕдЕНИЕ
Рост первичной заболеваемости раком молочной 

железы (РМЖ) за последнее десятилетие и увеличение 
числа больных диссеминированным РМЖ в Республи-
ке Казахстан [1, 2] обусловливают необходимость по-
иска возможностей ранней диагностики злокачествен-
ных новообразований (ЗНО). Многочисленные 
генетические исследования пациентов с онкологиче-
скими заболеваниями опираются на использование 
в качестве раннего диагностическего биомаркера на-
личия мутаций в генах.

Хотя большинство патологических процессов, 
связанных с опухолевыми новообразованиями в орга-
низме, обусловлены генетическими изменениями, 
отдельные нарушения в экспрессии генов предопре-
делены эпигенетическими трансформациями. Эпиге-
ном отличается динамичностью, которая проявляется 
в метилировании цитозин-гуаниновых островков ДНК 
(CG-динуклеотидов). Предполагается, что иммунологи-
ческие сдвиги, происходящие в организме при ЗНО, 
приводят к эпигенетическим альтерациям в клетках пе-
риферической крови [3, 4]. При этом установлено, что 
метилирование ДНК клеток мононуклеарной фракции 
периферической крови имеет корреляционные различия 
между здоровыми людьми и пациентами с ЗНО [5, 6]. 
Также признано, что эпигенетические нарушения в экс-
прессии ключевых генов, включая TSG, играют большую 
роль в канцерогенезе в целом и в развитии РМЖ в част-
ности [7–9]. Такое эпигенетическое изменение, как 
аберрантное метилирование ДНК, не предполагает из-
менений в последовательности ДНК и представляет со-
бой ковалентную химическую структуру ДНК, которая 
оказывает большое влияние на экспрессию целого гена. 
Таким образом, эта видоизмененная экспрессия генов 
приводит ко многим накопленным трансформациям, 
которые могут влиять на процесс онкогенеза [10].

Предпосылкой для планирования настоящих ис-
следований был факт обнаружения эпигенетических 

маркеров, которые можно использовать в ранней ди-
агностике ЗНО, в частности РМЖ. Стоит отметить, 
что определение профиля метилирования ДНК и ана-
лиз транскриптомов опухолей отражают специфиче-
ский иммунный почерк в зависимости от подтипа 
опухоли [11–13]. Например, R. Yang и соавт. обнару-
жили, что при РМЖ (по сравнению с контрольной 
группой) уровень метилирования CpG-островков гена 
гиалуроноглюкозаминидазы 2 (HYAL2) в перифериче-
ской крови значительно выше [14]. Поскольку в ткани 
РМЖ локус HYLA2 еще более гиперметилирован, дан-
ные убедительно свидетельствуют о том, что метили-
рование HYAL2 в лейкоцитах периферической крови 
может являться ранним биомаркером, не имеющим 
отношения к циркулирующей опухолевой ДНК. Ав-
торы пришли к выводу, что метилирование HYAL2 
лейкоцитов в крови выступает в роли раннего предик-
тора РМЖ (специфичность 90 %). Изучение статуса 
метилирования ДНК внутри и вне островков CpG от-
дельных генов показало, что метилирование некоторых 
из них связано с риском развития РМЖ. A. Kuchiba 
и соавт. обнаружили, что глобальный уровень метили-
рования ДНК лейкоцитов периферической крови по-
нижен по сравнению с нормой у пациентов с РМЖ 
и может быть потенциальным биомаркером риска 
развития данной патологии [15]. Кроме того, анализ 
данных в исследованиях S. Parashar, D. Cheishvili, 
N. Mahmood и др. выявил в Т-клетках ~10 000 сайтов, 
ассоциированных с прогрессированием РМЖ, из них 
89 сайтов CpG также сильно коррелировали с прогрес-
сированием заболевания (p <0,01; r >0,7; r <–0,7). По-
давляющее большинство этих гипометилированных 
сайтов имеют прямое отношение к генам, белки кото-
рых участвуют в функционировании иммунной сис-
темы [16].

Накопление эпигенетических нарушений в клетках 
организма со злокачественной опухолью коррелирует 
с увеличением агрессии раковых клеток, изменением 
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их поведения с повышением инвазии в близлежащие 
ткани, диссеминацией по кровеносным и / или лимфа-
тическим сосудам, что в конечном счете, при отсутст-
вии лечения, может привести к смерти пациента. По-
скольку иммунная система играет ключевую роль 
при контроле роста опухоли, различия в восприимчи-
вости к терапии и прогрессировании заболевания 
должны быть связаны с различиями в молекулярном 
программировании иммунных клеток для инициации 
опухоль-специфичного иммунного ответа. Однако 
вопрос о том, существует ли особенность в ответе 
на терапевтическое воздействие в периферических 
иммунных клетках, которая поможет при планирова-
нии курсов химиотерапии, не рассматривался.

На основе геномного анализа с использованием 
периферической крови у больных РМЖ и в контроль-
ной группе ранее нами были определены эпигенети-
ческие маркеры для выявления РМЖ. Наша гипотеза, 
основанная на предварительных исследованиях, за-
ключается в том, что в иммунных клетках перифери-
ческой крови при наличии РМЖ проявляются особен-
ности профилей метилирования ДНК, и эти сигналы 
могут служить не только самыми ранними диагностиче-
скими биомаркерами заболевания, но и предикторами 
при планировании противоопухолевой терапии [17].

Цель исследования – поиск эпигенетических тера-
певтических и прогностических маркеров РМЖ.

Эпигенетический анализ, а именно выявление 
особенностей профилей метилирования ДНК у боль-
ных РМЖ, позволит лучше понять процессы, проис-
ходящие в организме как до, так и во время лечения.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Проведено корреляционное проспективное иссле-

дование без ослепления. В исследовании участвовали 
пациентки, которые были разделены на 2 группы. 
В 1-ю (основную) группу вошли образцы крови 103 боль-
ных в возрасте 27–83 лет с местно-распространенным 
и диссеминированным РМЖ (из них 60 – для оценки 
патоморфологического ответа опухоли на фоне про-
веденного лечения) до и после противоопухолевого 
лечения, во 2-ю (контрольную) – 50 образцов крови 
здоровых женщин такого же возраста, как и пациен-
тки 1-й группы.

Всем больным после верификации диагноза про-
ведена специализированная терапия по утвержденным 
международным протоколам лечения ЗНО в Казах-
ском научно-исследовательском институте онкологии 
и радиологии.

Критерии включения: впервые выявленный местно-
распространенный и диссеминированный РМЖ, 
пред- и постклимактерический возраст, дальнейшая 
специализированная противоопухолевая терапия со-
гласно международным протоколам лечения.

Критерии исключения (для 1-й группы): любое вы-
явленное воспалительное заболевание (бактериальная 
или вирусная инфекция), диабет, астма, аутоиммунное 

заболевание, заболевание щитовидной железы в пери-
од обострения, которые могут изменять характеристи-
ки показателей иммунитета.

В электронную базу данных включены возраст па-
циенток, контактные данные, клинический диагноз, 
результаты обследований (визуальной диагностики), 
гистологическое заключение биопсийного материала, 
данные о фенотипе опухоли по результатам иммуно-
гистохимического исследования, об ответе на про-
тивоопухолевое лечение, рецидиве и прогрессирова-
нии заболевания.

Основные изучаемые параметры:
• фенотипы опухоли у больных с диссеминирован-

ным и местно-распространенным РМЖ;
• профиль метилирования ДНК в Т-клетках и моно-

цитах периферической крови пациенток с РМЖ;
• динамика в профиле ДНК-метилирования в Т-клет-

ках после проведенного специализированного 
противоопухолевого лечения;

• анализ значимости теста в прогностическом плане 
и выявление корреляций между экспрессией био-
маркеров и клиническими особенностями течения 
заболевания.
Первый забор крови проводили во время первич-

ной диагностики, второй – после окончания противо-
опухолевого лечения. Кровь забирали в количестве 
15,0 мл с использованием вакуумной системы для за-
бора крови в стерильные пробирки VenoSafe с этилен-
диаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА). Сначала про-
ведены выделение и криоконсервация лимфоцитов 
и плазмы из цельной крови с применением фикола. 
Верхний слой плазмы, который не содержит клеток, 
использовали для выделения циркулирующей ДНК, 
а слой лимфоцитов – для выделения геномной ДНК. 
Плазменную ДНК экстрагировали, используя внут-
ренний «бесклеточный протокол» экстракции ДНК 
(HKG Epitherapeutics, Гонконг). Извлеченную ДНК кон-
вертировали в бисульфит с помощью набора EZ DNA 
Methylation-Direct (ZymoResearch, Калифорния, 
США) и хранили при – 20° C до начала дальнейшей 
обработки. Количество выделенной двухцепочечной 
ядерной ДНК должно было быть не менее 20 ng.

Секвенирование проводили методом метилирования 
ДНК с помощью Infinium Methylation Epicbeadarray 
на секвенаторе нового поколения IlluminaMiSeq 
(Illumina, Калифорния, США). Для мультиплексного 
секвенирования выпоняли 2 цикла полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). Первый шаг был нацелен на ис-
следование 5 генов для образцов больных РМЖ (JAM3, 
C17orf64, MSC, C7orf51 и в островке CpG, связанном 
с внутригенным участком хромосомы 5 (chr5: 77,208,034–
77,329,434), метилирование которых обнаружено 
в клетках РМЖ. Последовательность, включенная 
в праймеры для данного этапа амплификации, соот-
ветствовала бисульфит-конвертированной версии той 
целевой последовательности, которая служила якорем 
для второй ПЦР. При второй ПЦР добавляли праймер 
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для секвенирования, который определял индексную 
последовательность, служившую уникальным иден-
тификатором для каждой пациентки. Первый цикл 
ПЦР-амплификации осуществляли в реакционных 
смесях, содержащих 2 мкл бисульфит-конвертирован-
ной ДНК и Taq ДНК-полимеразы (ThermoScientific, 
США), с применением набора обратных и прямых 
праймеров при помощи стандартной амплификации. 
Второй цикл ПЦР проводили для маркировки каждо-
го ампликона определенным штрих-кодом с исполь-
зованием серий прямого и обратного наборов штрих-
кода HKG. Контроль качества выполняли с учетом 
результатов второй ПЦР.

Библиотеку, содержащую одинаковую дозу полу-
ченных ампликонов, объединяли в соответствии 
с их концентрациями двухцепочечной ДНК (дцДНК), 
определенными с помощью набора для анализа дцД-
НКQubit™ HS (Invitrogen, США), после чего дважды 
очищали, используя очищающие шарики, и опреде-
ляли количество с помощью ПЦР в реальном времени 
(набор для количественного анализа библиотеки 
NEBNext® для Illumina, NewEnglandBiolabs, США). 
Затем проводили секвенирование на платформе 
Illumina с использованием MiSeqReagent V2 Micro 
(Illumina, США). После секвенирования файлов FastQ 
определяли уровень метилирования на всех участках 
гена для каждой пациентки. Метилирование проведено 
совместно с лабораторией HKG Epitherapeutics Limited 
(Hong Kong Science Park Shatin, Гонконг), биоинфор-
мационный анализ – в лаборатории профессора Moshe 
Szyf (Канада) с использованием ChAMP пакета в R.

Для каждого гена анализ ПЦР в реальном времени 
выполняли в 3 повторностях с использованием опреде-
ленных праймеров (табл. 1) в концентрации 0,3 мМ.

С целью парного сравнения групп для каждого 
биомаркера использовали t-критерий Стьюдента. 
Для того чтобы удостовериться в чувствительности 

и специфичности исследуемого набора маркеров ме-
тилирования ДНК при РМЖ, в качестве сравнения 
использовали открытые базы данных метилирования 
ДНК (Illumina 450K): Атлас ракового генома (The 
Cancer Genome Atlas, TCGA), GSE40279, GSE61496, 
GSE76269 и GSE66836. Для определения функцио-
нально значимых различий в метилировании ДНК 
при РМЖ проводили корреляционный анализ с опре-
делением прямой и обратной связей между различия-
ми в метилировании промотора и энхансера.

РЕЗУЛьТаТы
В основу данного исследования легли результаты 

нашей предыдущей работы [17]. У больных РМЖ бы-
ли изучены участки CpG, ассоцированные с генами 
JAM3, C17orf64, MSC и C7orf51, и в островке CpG, свя-
занном с внутригенным участком хромосомы 5 (chr5: 
77,208,034–77,329,434), в которых был зафиксирован 
определенный уровень метилирования, показавший 
дифференцированную корреляцию между образцами 
ткани опухоли и крови у больных раком молочной же-
лезы и другими злокачественными новообразования-
ми, нормальными тканями и образцами крови здоро-
вых испытуемых. Эти данные легли в основу расчетов 
чувствительности и специфичности методического 
подхода, а также сопоставлены с данными, отражен-
ными в международных базах TGCA и GSE по мети-
лированию ДНК [17].

Основной вопрос настоящего исследования: 
«Можно ли использовать исследованные метилиро-
ванные гены не только как диагностические, но и как 
прогностические маркеры у пациентов с РМЖ после 
лечения?» Был проведен анализ 103 образцов плазмы 
крови больных РМЖ, по результатам которого рассчи-
таны показатели чувствительности и специфичности 
теста для определения РМЖ (уровень метилирования 
островков CpG выбранных генов) по сравнению 

Таблица 1. Последовательность нуклеотидов праймеров для исследуемых генов

Table 1. The sequence of nucleotides of primers for the studied genes

Целевой ген 
Target gene

Последовательность нуклеотидов 
в праймерах 

The sequence of nucleotides in primers

Размер 
ампликона, п. н. 
Amplicon size, bp

Референсная 
последовательность 

Reference sequence

Размерность 
праймера, п. н. 

Tm-primers bp

JAM3_Fw CAAGTGACCCCAGGATCGAG
90 NM_032801

59,82

JAM3_Rv CCGCCAAGTCTCCCTGAATTT 60,61

C17orf64_Fw AGAAGCAGTGGGTCAGAAGC
130 NM_181707

59,96

C17orf64_Rv TTGTCACCTGCTCTAGTGGC 59,68

MSC_Fw AGTTACATCGCTCACCTGCG
84 NM_005098

60,46

MSC_Rv TGGCCATGTCAGGTTCACTG 60,25

NYAP1_Fw GGGACACCAGAGGAGGAAGA
118 NM_173564

60,25

NYAP1_Rv CCTCGACCTTGTCCAACTCC 60,04
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с раком другой локализации. Так, специфичность ме-
тилирования для дифференциации РМЖ от здоровых 
тканей и других видов рака составила 91,0 %, чувстви-
тельность – 94,0 %. С учетом результатов, полученных 
при исследовании обнаруженных метилированных 
генов как диагностических и прогностических марке-
ров РМЖ (для определения наиболее чувствитель-
ных), взвешенные показатели метилирования ДНК 
с выявлением порогового значения были включены 
в ROC-анализ с вычислением площади под ROC-кри-
вой (area under curve, AUC) для каждого из них. Ста-
тистический показатель AUC, рассчитанный соглас-
но площади под ROC-кривой, оказался равным 0,94 
(табл. 2), что подтверждает очень высокий уровень 
информативности предложенного метода.

Исследование было сфокусировано на различии 
в уровнях метилирования ДНК ранее выявленных 
биомаркеров (C7orf51, GC103, JAM3, MSC, NYAP) 
в плазме крови больных РМЖ до и после лечения. 
На рис. 1 представлены результаты исследования про-
филей метилирования ДНК в плазме пациенток 
с РМЖ и здоровых людей – тепловая карта метилиро-
вания для каждой из 5 областей биомаркеров (C7orf51, 
GC103, JAM3, MSC, NYAP). Уровень значимости мети-
лирования для клинического проявления (дифферен-
циальное метилирование) отражен в тепловой карте 
в виде оттенков красного и синего цвета: ярко-си-
ний – отсутствие метилирования (0–25 %), от голубо-
го до белого – недостаточный уровень метилирования 
(26–50 %); розовый и красный – достаточный уровень 

метилирования (51–75 %); ярко-красный – высокий 
уровень метилирования (76–100 %). Согласно уровню 
дифференциального метилирования генов (от 0 до 100 %) 
для всех больных (n = 103), они автоматически вклю-
чались в одну из 4 групп: 1-я группа – «отсутствие 
 метилирования»; 2-я – «недостаточный уровень мети-
лирования»; 3-я – «достаточный уровень метилирова-
ния»; 4-я – «высокий уровень метилирования» (рис. 2; 
табл. 3).

Согласно данным, представленным на рис. 1 
и в табл. 3, до лечения у большинства пациенток (56,9 %) 
зафиксирован высокий уровень метилирования, ко-
торый для отдельных генов, таких как C7orf51, GC103 
и NYAP, составил 82,5; 69,9 и 73,8 % соответственно. 

C7orf51

GC103

JAM3

MSC

NYAP

C7orf51

GC103

JAM3

MSC

NYAP

Рис. 1. Результаты исследования профилей метилирования ДНК в плазме больных раком молочной железы и здоровых людей. Тепловая карта 
метилирования для каждого из 5 биомаркеров. Образцы плазмы крови пациенток с раком молочной железы и здоровых людей обозначены горизон-
тальными полосами для отдельных участков метилирования в островках CpG, связанных с генами C7orf51, GC103, JAM3, MSC, NYAP, для каждой 
пациентки: a – до лечения; б – после лечения. Уровень метилирования гена отдельных пациенток обозначен цветом: от насыщенного синего (от-
сутствие метилирования) к голубому, белому и насыщенному красному цвету (высокий уровень метилирования)
Fig. 1. The results of the study of DNA methylation profiles in the plasma of breast cancer patients and healthy people. A heat map of methylation for each of 
the 5 biomarkers. Samples of breast cancer patients and healthy people are indicated by horizontal stripes for individual methylation sites in CpG islets associated 
with the genes C7orf51, GC103, JAM3, MSC, NYAP for each patient: а – before treatment, б – after treatment. Individual patient gene methylation levels 
(according to ID) are color-coded from deep blue (no methylation) to blue, white to deep red (high methylation)

Таблица 2. Чувствительность, точность и специфичность полиген-
ных эпигенетических маркеров рака молочной железы

Table 2. Sensitivity, accuracy and specificity of polygenic epigenetic 
markers of breast cancer

Показатель 
Parameter

Абс. (%) 
Abs. (%) 

Чувствительность 
Sensitivity

0,94 (94) 

Специфичность 
Specificity

0,91 (91) 

Точность 
Accuracy

0,94 (94) 

AUC 0,95 (95) 

Пациентки с раком молочной железы  /  Patients with breast cancer Здоровые 
лица  /  Healthy

Область 
гена  /  

 Gene area

0             50        100

а

б
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После лечения больных РМЖ суммарный уровень ме-
тилирования (по 5 целевым генам) уменьшился более 
чем в 3 раза, причем высокий уровень этого показате-
ля снизился за счет перехода в 1–3-ю группы. Таким 
образом, у больных РМЖ после проведенного лечения 
метилирование в исследуемых генах отсутствовало 
в 74,8 % случаев. В 7,0 % случаев наблюдался «недоста-
точный» уровень метилирования ДНК, он оставался 
«достаточным» или высоким только у 1,9 и 16,3 % па-
циенток соответственно. При этом в отношении мар-
керов JAM3 и MSC метилирование после лечения со-
хранилось только у 2 больных (см. рис. 1).

Таким образом, анализ результатов метилирования 
участков CpG, ассоцированных с генами JAM3, 
C17orf64, MSC, C7orf51, и в островке CpG, связанном 
с внутригенным участком хромосомы 5 (chr5: 
77,208,034–77,329,434), может быть полезным для 
предикативного прогнозирования ответа на лечение 
больных РМЖ уже на ранних этапах терапии.

Таблица 3. Количественный анализ образцов больных раком молочной железы (n = 103) по уровню метилирования генов (согласно данным те-
пловой карты) до и после лечения

Table 3. Quantitative analysis of samples of patients with breast cancer (n = 103) according to the level of gene methylation (according to heat map data) 
before and after treatment

Ген 
(биомаркер) 

Gene 
(biomarker) 

Общее 
количество 

исследований, 
абс. (%) 

Total number  
of studies,  
abs. (%) 

Количество образцов в группах по уровню метилирования гена, согласно данным тепловой 
карты, абс. (%) 

The number of samples in groups according to the level of gene methylation, according  
to the heat map data, abs. (%) 

Отсутствие метилирования или недостаточ-
ный уровень метилирования 

Lack of methylation or insufficient methylation

Достаточный или высокий уровень 
метилирования 

Sufficient or high level of methylation

1-я группа (0–25 %) 
Group 1 (0–25 %) 

2-я группа (26–50 %) 
Group 2 (26–50 %) 

3-я группа (51–75 %) 
Group 3 (51–75 %) 

4-я группа (76–100 %) 
Group 4 (76–100 %) 

До лечения 
Before treatment

C7orf51 103 (100) 18 (17,5) 0 0 85 (82,5) 

GC103 103 (100) 31 (30,1) 0 0 72 (69,9) 

JAM3 103 (100) 72 (69,9) 0 0 31 (30,1) 

MSC 103 (100) 74 (71,8) 0 0 29 (28,2) 

NYAP 103 (100) 27 (26,2) 0 0 76 (73,8) 

Всего 
Total

515 (100) 222 (43,1) 0 0 293 (56,9) 

После лечения 
Аfter treatment

C7orf51 103 (100) 47 (45,6) 12 (11,6) 3 (2,9) 41 (39,8) 

GC103 103 (100) 65 (63,1) 21 (20,4) 4 (3,9) 13 (12,6) 

JAM3 103 (100) 101 (98,1) 0 0 2 (1,9) 

MSC 103 (100) 101 (98,1) 0 0 2 (1,9) 

NYAP 103 (100) 71 (68,9) 3 (2,9) 3 (2,9) 26 (25,2) 

Всего 
Total

515 (100) 385 (74,8) 36 (7,0) 10 (1,9) 84 (16,3) 

Рис. 2. Распределение больных раком молочной железы по фенотипу 
опухоли. Her2 – рецептор эпидермального фактора роста, тип 2
Fig. 2. Distribution of patients with breast cancer by tumor phenotype. Her2 – 
human epidermal growth factor receptor 2

  Люминальный тип A и B / Luminal types A and B
   Люминальный тип B с гиперэкспрессией Her2 / 

Luminal type B with Her2 overexpression
  Her2-положительный тип / Her2-positive type
  Трижды негативный тип / Triple negative type

Число больных, % / Number of patients, %

56,4

17,8

10,9

14,9
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При анализе групп РМЖ больные были распре-
делены по возрасту, локальному статусу, фенотипу 
опухоли (по данным иммуногистохимического иссле-
дования), стадии заболевания, данным о рецидиве 
и прогрессировании заболевания, наличию метили-
рования ДНК.

Средний возраст пациенток с РМЖ составил 52,02 ± 
± 12,67 года (27–83 года), из них к представителям 
азиатской национальности (южносибирская раса – 
казашки) относились 82,2 % больных, европеоидной 
расы – 17,8 %. При первом обращении в 39,6 % слу-
чаев наблюдался РМЖ ранней стадии (I–IIA стадия), 
в 57,5 % – местно-распространенный РМЖ (у 16,8 % 
больных, поступивших в стационар повторно, появи-
лись метастазы в различные органы), в 2,9 % – диссе-
минированный РМЖ. Узловая форма РМЖ отмечена 
у 87,2 % пациенток, отечно-инфильтративная – 
у 10,9 %, язвенная – у 1,9 %. Люминальный А и В ти-
пы встречались в 56,4 % случаев, люминальный тип В 
c гиперэкспрессией Her2 – в 14,9 %, трижды нега-
тивный тип – в 10,9 %, Her2-позитивный – в 17,8 % 
(рис. 2).

Согласно полученным данным, наиболее высокий 
уровень метилирования (значимый в диагностическом 
плане) C7orf51 и NYAP у пациенток с РМЖ наблюдал-
ся до и после лечения в 39,8 и 25,2 % случаев соответст-
венно. Этот факт, возможно, связан с наличием либо 
остаточной опухоли, либо метастазов или циркули-
рующих опухолевых клеток. С целью установления 
динамики в профиле ДНК-метилирования в Т-клет-
ках после специализированного противоопухолевого 
лечения больных с РМЖ для оценки значимости тес-
та в прогностическом плане и выявления возможных 
корреляций между метилированием в биомаркерах 
и особенностями клинического течения заболевания 
прове ден анализ, результаты которого отражены на 
рис. 3.

Выполнен корреляционный анализ уровней мети-
лирования в генах С7orf51, GC103, JAM3, MSC и NYAP 
со следующими параметрами: возраст пациентов 
на момент постановки диагноза, стадия заболевания, 
фенотип опухоли и прогрессирование заболевания 
после лечения, результаты которого частично пред-
ставлены в предыдущих исследованиях [17]. При этом 
на основании корреляционного анализа по методу 
Спирмана, определения достоверности разницы меж-
ду исследуемыми параметрами с помощью критериев 
Краскела–Уоллиса, Пирсона и U-критерия Манна–
Уитни показана лишь достоверная положительная 
корреляция метилирования вышеописанных генов 
со средним возрастом и стадией заболевания.

Данные, полученные в ходе выявления корреля-
ций между метилированием в генах C7orf51, GC103, 
JAM3, MSC и NYAP и прогрессированием заболевания 
(параметр 629, p-value 0,79), согласно U-критерию 
Манна–Уитни, отражены на рис. 3. Несмотря на вы-
явление четкой зависимости полученных результатов 

лечения от наличия / отсутствия метилирования в ис-
следуемых генах у больных с РМЖ, необходимы даль-
нейшие исследования с увеличением размера выборки 
для того, чтобы дать корректное определение клини-
ческой значимости полученных корреляций.

Оценка патоморфологического ответа опухоли, 
индуцированного противоопухолевой терапией на фо-
не предоперационных курсов полихимиотерапии, 
и объективного ответа на лечение проведена у 60 па-
циенток с местно-распространенным и диссеминиро-
ванным РМЖ. Полный патоморфологический ответ 
при проведении комбинированных курсов полихимио-
терапии с таргетной терапией достигнут в 30,7 % слу-
чаев. На фоне лечения у 40 % пациенток с диссемини-
рованным РМЖ отмечалась стабилизация процесса, 
у 30 % – частичная регрессия метастатических очагов, 
у 30 % – прогрессирование заболевания в виде увели-
чения размеров метастатических очагов (табл. 4).

Таким образом, прогрессирование заболевания 
наблюдалось у 9 больных, что составляет 15 % (n = 60) 
от общей выборки (табл. 4). Это соответствует данным 
корреляционного анализа между метилированием 
в исследуемых маркерах и показателем наличия про-
грессирования опухолевого процесса (рис. 3).

Согласно нашим предварительным данным пред-
ложенный метод опредения профиля метилирования 
ДНК в Т-лимфоцитах и мононуклеарной фракции 
периферической крови пациентов имеет потенциал 
в качестве дополнения к стандартным методам диаг-
ностики РМЖ, а также для периодического наблю-
дения за больными, которые проходят лечение 
или находятся в ремиссии после комплексной тера-
пии.

Рис. 3. Корреляции между метилированием в генах C7orf51, GC103, 
JAM3, MSC и NYAP и наличием (да) или отсутствием (нет) прогрес-
сирования заболевания (в процентном отношении), %
Fig. 3. Correlations between methylation in the C7orf51, GC103, JAM3, MSC 
and NYAP genes and the presence (yes) or absence (no) of disease progression 
(percentage), %
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ОбСУждЕНИЕ
Многими авторами установлено, что исследование 

эпигенома клеток периферической крови обладает 
огромным диагностическим и терапевтическим по-
тенциалом и относится к малоинвазивным методам, 
поскольку для теста достаточно образца плазмы крови 
обследуемого [17–19].

Исследование эпигенетических механизмов, 
на первый взгляд, кажется второстепенным по срав-
нению с определением генетического профиля паци-
ента. Однако стандартный генетический анализ выяв-
ляет только нуклеотидную последовательность ДНК, 
но если ген-супрессор опухолевого роста метилирован 
неверно, это нарушение вызовет сбой в работе гена. 
С учетом того что нарушения в экспрессии генов по-
являются не только в злокачественных клетках, но 
и в микроокружении опухоли, обусловливая прогрес-
сирование и рецидив заболевания, эпигенетические 
маркеры могут быть полезными в лечении и реабили-
тации пациенток с РМЖ, делая возможным примене-
ние персонифицированного подхода [20]. Эпигенети-
ческий анализ в данной ситуации – метод выбора, 
позволяющий обнаружить потенциальные нарушения 
в клетках. Немаловажным различием между генетиче-
скими и эпигенетическими нарушениями является то, 
что последние могут быть скорректированы при по-
мощи лекарств, которые безрезультативны в терапии 
в случае генетических мутаций [21]. Изучение роли 
эпигенетических методов в диагностике и лечении 

ЗНО, в частности РМЖ, позволит понять процессы, 
происходящие в организме при развитии опухоли, 
и найти эффективные подходы к ее ранней диагности-
ке и лечению.

Патогенетическое многообразие форм РМЖ, с од-
ной стороны, и наличие закономерности ответной 
реакции на лечебное воздействие, с другой, дают осно-
вание не только для признания гетерогенности ЗНО, 
но и для ожидания единообразного ответа на терапию. 
При этом знание индивидуальных молекулярных ха-
рактеристик опухоли в зависимости от степени ее па-
томорфологического ответа на терапию может обес-
печить заблаговременную оценку результативности 
выбранного режима лечения с долгосрочным прогно-
зом для отдельного больного. В перспективе возможно 
управление восстанавлением исходной генетической 
программы организма под контролем тестирования 
эпигенетических изменений, что позволит улучшить 
результаты терапии ЗНО.

ЗаКЛючЕНИЕ
Полученные результаты исследования метилиро-

вания ДНК в периферической крови пациентов дают 
возможность определения их в роли не только как ди-
агностического, но и как прогностического биомаркера 
РМЖ при минимально инвазивной диагностике.

Данное исследование уникально, поскольку предо-
ставляет возможности дальнейшего глубокого изучения 
эпигенетических биомаркеров для диагностики РМЖ 

Таблица 4. Оценка патоморфологического ответа опухоли на фоне предоперационных курсов полихимиотерапии (клинический эффект) у паци-
енток с метастатическим раком молочной железы

Table 4. Assessment of the pathomorphological response of the tumor against the background of preoperative polychemotherapy courses (clinical effect) 
in patients with metastatic breast cancer

Предоперационная ПХТ 
Preoperative PCT

Клинический эффект, абс. (%) 
Clinical effect, abs. (%) 

Патоморфологический ответ, степень (%) 
Pathomorphological response, degree (%) 

НАПХТ: 
NPHT:

АС
АС + Т / АТ
D + TT
(n = 50) 

Частичная регрессия 
Partial regression

Полная регрессия 
Full regression

Стабилизация 
Stabilization

Прогрессирование 
Progression

20 (40) 

13 (26) 

11 (22) 

6 (12) 

2 (10) 

4 (30,7) 

1 (9,1) 

0

СПХТ: 
IPHT:

АС
АС + Т / АТ
D + TT
(n = 10) 

Частичная регрессия 
Partial regression

Полная регрессия 
Full regression

Стабилизация 
Stabilization

Прогрессирование 
Progression

3 (30) 

 – 

4 (40) 

3 (30) 

 – 

 – 

 – 

 – 

Примечание. НАПХТ – неоадъювантная полихимиотерапия; СПХТ – самостоятельная полихимиотерапия; АС – антраци-
клины + циклофосфамид; АС + Т / АТ – антрациклины (например доксорубицин, эпирубицин с циклофосфамидом) с переходом 
на препараты таксанового ряда или антраклины+ таксаны; D + ТТ – доцетаксел + таргетная терапия. 
Note. NAPHT – neoadjuvant polychemotherapy; IPHT – independent polychemotherapy; AS – anthracyclines + cyclophosphamide; AS + T / AT – 
anthracyclines (for example, doxorubicin, epirubicin with cyclophosphamide) with the transition to drugs of the taxane series or anthraclines+ taxanes;  
D + TT – docetaxel + targeted therapy.
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и последующего контроля за рецидивом ЗНО. Данные, 
полученные в ходе настоящего исследования, могут быть 
использованы в клинической практике: эпигенетиче-
ские маркеры, такие как метилирование в островках 
CpG, связанных с генами JAM3, C17orf64, MSC, C7orf51, 
и в островке CpG, связанном с внутригенным участком 

хромосомы 5 (chr5: 77,208,034–77,329,434), можно при-
менять как прогностические маркеры и терапевтические 
предикторы при РМЖ. Это, в свою очередь, ставит перед 
клиницистами и исследователями вопрос о возможной 
устойчивости опухоли к определенным препаратам, что 
требует отдельного исследования.
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Содержание sEMMPRIN / CD147 в сыворотке 
крови больных с опухолями костей и его связь 
с клинико-морфологическими характеристиками 
заболевания

Н. Е. Кушлинский, О. В. Ковалева, Ю. Б. Кузьмин, Е. В. Самойлова, П. Л. Прищеп,  
Е. С. Герштейн, С. Р. Варфоломеева, Д. В. Рогожин, Н. Ю. Соколов, К. А. Борзов,  
Е. А. Сушенцов, А.К. Валиев, И. С. Стилиди

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

К о н т а к т ы : кушлинский Николай евгеньевич biochimia@yandex.ru

Введение. иммуноферментный анализ биохимических маркеров является одним из важнейших методов диагно-
стики опухолей. в число таких маркеров входит индуктор экспрессии матриксных металлопротеаз EMMPRIN / CD147. 
изменение его экспрессии связано с прогрессией некоторых опухолей. Настоящее исследование является первой 
работой, посвященной изучению содержания растворимой формы трансмембранного гликопротеина EMMPRIN 
(sEMMPRIN) в сыворотке крови пациентов с различными опухолями костей.
Цель исследования – изучить содержание sEMMPRIN в сыворотке крови больных со злокачественными опухолями 
костей, его связь с клинико-морфологическими характеристиками новообразований и прогнозом.
Материалы и методы. в исследование включены 88 пациентов со злокачественными опухолями (остеосаркома – 
37 случаев, хондросаркома – 39, хордома – 5, саркома Юинга – 7) и пограничными новообразованиями костей (11 слу-
чаев), из которых 14 больных – в возрасте до 18 лет. Группу контроля составили 29 здоровых доноров, 8 из которых 
были в возрасте до 18 лет. концентрацию sEMMPRIN определяли в сыворотке больных и доноров с помощью реак-
тивов для прямого иммуноферментного анализа “Human EммPRIN” (R&D, СШа) в соответствии с инструкциями 
производителя и выражали в нанограммах (нг) на 1 мл сыворотки крови. полученные данные обрабатывали с по-
мощью программы GraphPad Prizm 9.4. для сравнения показателей и оценки их взаимосвязей использовали непа-
раметрические критерии манна–Уитни и краскела–Уоллиса. анализ общей выживаемости выполняли по методу 
каплана–майера.
Результаты. проведенный нами анализ содержания sEMMPRIN в сыворотке крови пациентов с опухолями костей 
не выявил статистически значимых различий между контрольной группой и пациентами с пограничными и злока-
чественными опухолями как у взрослых, так и у детей. вместе с тем обнаружена тенденция к снижению уровня 
sEMMPRIN в сыворотке крови при наличии злокачественного новообразования кости по сравнению с соответству-
ющей контрольной группой. дополнительно нами выявлено, что содержание sEMMPRIN ассоциировано с возрастом 
и выше в группе обследуемых в возрасте до 18 лет (как здоровых доноров, так и онкологических пациентов). 
анализ ассоциации содержания sEMMPRIN с клинико-морфологическими характеристиками не выявил статистиче-
ски значимых закономерностей, однако наблюдалась тенденция к повышению уровня маркера при прогрессирова-
нии заболевания в обеих исследованных возрастных группах, что согласуется с другими исследованиями, в которых 
анализировались иные солидные опухоли.
Заключение. С помощью иммуноферментного анализа sEMMPRIN выявлен в сыворотке крови у всех обследованных 
детей и взрослых пациентов с пограничными, злокачественными опухолями костей и у здоровых доноров. Уровни 
этого маркера в вышеуказанных группах не различались, однако отмечена тенденция к снижению его концентрации 
у больных саркомами костей по сравнению с контрольной группой независимо от возраста.

Ключевые слова: опухоли костей, sEMMPRIN / CD147, сыворотка крови

Для цитирования: кушлинский Н. е., ковалева О. в., кузьмин Ю. Б. и др. Содержание sEMMPRIN / CD147 в сыворотке 
крови больных с опухолями костей и его связь с клинико-морфологическими характеристиками заболевания. Успехи 
молекулярной онкологии 2023;10(2):100–7. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-100-107
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The content of sEMMPRIN / CD147 in the blood serum of patients with bone tumors  
and its relationship with the clinical and morphological characteristics of the disease

N. E. Kushlinskii, O. V. Kovaleva, Yu. B. Kuzmin, E. V. Samoilova, P. L. Prishchep, E. S. Gershtein, S. R. Varfolomeeva, 
D. V. Rogozhin, N. Yu. Sokolov, K. A. Borzov, E. A. Sushentsov, A.K. Valiev, I. S. Stilidy

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

C o n t a c t s : Nikolai Evgenievich Kushlinskii  biochimia@yandex.ru

Introduction. Enzyme-linked immunosorbent assay of biochemical markers is one of the most important methods for 
diagnosing tumors. One of these markers is an inducer of expression of matrix metalloproteases EMMPRIN / CD147. 
Changes in its expression are associated with the progression of some tumors. This study is the first work devoted to the 
study of the content of the soluble form of the transmembrane glycoprotein EMMPRIN (sEMMPRIN) in the blood serum 
of patients with various bone tumors.
Aim. To study the content of sEMMPRIN in the blood serum of patients with malignant bone tumors, its relationship with 
the clinical and morphological characteristics of neoplasms and prognosis.
Materials and methods. The study included 88 patients with malignant tumors (osteosarcoma – 37 cases, chondrosar-
coma – 39, chordoma – 5, Ewing’s sarcoma – 7) and borderline (11 cases) bone neoplasms, of which 14 patients were 
under the age of 18 years. The control group consisted of 29 healthy donors, 8 of which were under the age of 18 years. 
The concentration of EMMPRIN was determined in the serum of patients and donors with reagents for direct enzyme 
immunoassay “Human EMMPRIN” (R&D, USA) in accordance with the manufacturer’s instructions and expressed in na-
nograms (ng) per 1 ml of blood serum. The obtained data were processed using the GraphPad Prizm 9.4 program. When 
comparing indicators and analyzing their relationships, we used the nonparametric Mann–Whitney and Kruskal–Wallis 
tests. Overall survival was analyzed using the Kaplan–Meier method.
Results. Our analysis of the sEMMPRIN content in the blood serum of patients with bone tumors did not reveal statisti-
cally significant differences between the control group and patients with borderline and malignant tumors, both in adults 
and in children. At the same time, a trend towards a decrease in the level of sEMMPRIN in the blood serum was noted 
in the presence of a malignant neoplasm of the bone compared with the corresponding control group. Additionally, we 
found that the content of sEMMPRIN is associated with age and higher in the group of patients under 18 years of age, 
both among healthy donors and oncological patients. An analysis of the association of sEMMPRIN content with clinical 
and morphological characteristics did not reveal statistically significant patterns, however, a trend towards an increase 
in the level of the marker with disease progression in both studied age groups was observed, which is consistent with 
other studies conducted on other solid tumors.
Conclusion. ELISA revealed the marker sEMMPRIN in the blood serum of all examined children and adults with borderline 
malignant bone tumors and healthy donors. At the same time, the levels of sEMMPRIN did not differ between the above 
groups, however, there was a tendency for a decrease in the concentration of the marker in patients with bone sarcomas 
compared with the control group, regardless of age.

Keywords: bone tumors, sEMMPRIN / CD147, blood serum

For citation: Kushlinskii N. E., Kovaleva O. V., Kuzmin Yu. et al. The content of sEMMPRIN / CD147 in the blood serum of 
patients with bone tumors and its relationship with the clinical and morphological characteristics of the disease. Uspekhi 
molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(2):100–7. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-
2023-10-2-100-107

ВВЕдЕНИЕ
Индуктор экспрессии матриксных металлопротеаз 

(matrix metalloproteinases, MMP) EMMPRIN / CD147 
является трансмембранным белком семейства им-
муноглобулинов, который широко экспрессируется 
в различных тканях и клетках человека (гемопоэтиче-
ских, эпителиальных и эндотелиальных клетках, фиб-
робластах). В норме данный белок принимает участие 
в процессах эмбриогенеза и ангиогенеза, а также кле-
точной миграции и инвазии при заживлении ран. Поми-
мо участия в нормальных физиологических процессах 
EMMPRIN вовлечен в развитие различных заболеваний, 
например, он является рецептором для инвазии маля-
рийного плазмодия в эритроциты [1] и связан с прогрес-
сированием злокачественных новообразований [2–4]. 
В контексте канцерогенеза EMMPRIN / CD147 выпол-

няет следующие функции: 1) способствует секреции 
MMP-1, -9 и MT1-MMP опухолевыми и стромальными 
клетками, что приводит к деградации базальной мембра-
ны и внеклеточного матрикса (ВКМ), а также к инвазии 
и метастазированию опухоли [5]; 2) стимулирует опухо-
левый ангиогенез за счет увеличения содержания фак-
тора роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 
factor, VEGF) в опухоли [6]; 3) регулирует экспрессию 
и активность монокарбоксилатных транспортеров-1 
(MCT-1, MCT-4), которые способствуют переносу мо-
лочной кислоты, образующейся при анаэробном глико-
лизе [7]; 4) принимает участие в пролиферации посред-
ством активации фосфатидилинозитол-3-киназы 
(phosphoinositide-3-kinase, PI3K) и MAPK-киназных 
каскадов [8]; 5) регулирует адгезию путем взаимодей-
ствия с интегринами α3β1 и α6β1 [9].
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В дополнение к локализации в плазматической 
мембране EMMPRIN также идентифицирован во вне-
клеточной среде. Исследования убедительно доказали, 
что образование растворимой формы данного белка 
происходит благодаря активности MT1-MMP (MMP-14), 
которая осуществляет отрезание растворимой формы 
EMMPRIN (sEMMPRIN) от мембраносвязанного бел-
ка [10]. Высвобожденный протеолитический фрагмент 
способен взаимодействовать с мембранным EMMPRIN, 
тем самым осуществляя положительную обратную 
связь. Некоторые исследования показали, что полно-
размерный EMMPRIN может высвобождаться с по-
верхности клетки в растворимой форме как в составе 
экзосом [10], так и без участия микровезикул [11].

Для большинства солидных новообразований по-
вышенная тканевая экспрессия EMMPRIN ассоци-
ирована с более злокачественным фенотипом опухоли 
и считается фактором неблагоприятного прогноза [8]. 
Исследований, посвященных изучению растворимой 
формы данного белка, немного, и в большинстве сво-
ем они нацелены на определение его функциональной 
значимости на моделях in vitro. Таким образом, клини-
ческая и прогностическая роль sEMMPRIN для раз-
личных типов опухолей на данном этапе исследований 
неизвестна.

Цель исследования – изучение содержания sEMMPRIN 
в сыворотке крови больных злокачественными опухо-
лями костей, его связи с клинико-морфологическими 
характеристиками новообразований и прогнозом.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
В исследование включены 99 пациентов с погра-

ничными (n = 11) и злокачественными (n = 88; 50 муж-
чин и 38 женщин) новообразованиями костей (остео-
саркома – 37 случаев, хондросаркома – 39, саркома 
Юинга – 7, хордома – 5), из которых 14 больных – 
в возрасте до 18 лет. Группу контроля составили 29 здо-
ровых доноров (мужчин и женщин), 8 из которых бы-
ли в возрасте до 18 лет. Медиана возраста пациентов 
старше 18 лет составила 41,1 года (33–57 лет), в то вре-
мя как медиана возраста пациентов до 18 лет – 13,5 го-
да (11,7–15,0 лет).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием пациентов и здоровых доноров, соответст-
вуют стандартам Хельсинкской декларации 1964 г. и ее 
последующим изменениям или сопоставимым нормам 
этики. Все больные проходили обследование и лече-
ние в Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н. Н. Блохина. Клинико-рент-
генологический диагноз новообразования кости под-
твержден данными морфологического исследования 
опухоли в соответствии с Международной гистологи-
ческой классификацией опухолей костей Всемирной 
организации здравоохранения (2020). Характеристика 
участников исследования представлена в табл. 1–3.

Концентрацию EMMPRIN определяли в сыворот-
ке здоровых доноров и пациентов с пограничными 

и злокачественными опухолями костей с помощью 
набора реактивов для прямого иммуноферментного 
анализа “Human EММPRIN” (R&D, США) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Содержание 
маркеров выражали в нанограммах (нг) на 1 мл сыво-
ротки крови.

Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы GraphPad Prizm 9.4. Для сравнения пока-
зателей и анализа их взаимосвязей использовали не-
параметрические критерии Манна–Уитни и Краске-
ла–Уоллиса. Анализ общей выживаемости выполняли 
по методу Каплана–Майера. Сравнение статистиче-
ской значимости различий между показателями про-
водили с помощью логарифмического рангового кри-
терия. Различия и корреляции считали статистически 
значимыми при p ≤0,05.

РЕЗУЛьТаТы
На первом этапе исследования оценили уровень 

sEMMPRIN в контрольной группе и у пациентов с раз-
личными морфологическими вариантами опухолей ко-
стей. Медиана содержания sEMMPRIN в сыворотке 
крови здоровых доноров в возрасте 18 лет и старше со-
ставила 5,3 (4,1–5,9) нг / мл и не отличалась от группы 
больных со злокачественными опухолями костей со-
ответствующего возраста – 4,7 (4,1–5,5) нг / мл. Ре-
зультаты исследования представлены в табл. 4.

Согласно данным, представленным в табл. 4, кон-
центрация sEMMPRIN в сыворотке крови больных 
в возрасте 18 лет и старше с пограничными опухолями 
костей (5,24 нг / мл (3,6–5,9 нг / мл)) не отличались 
от этого показателя в группах злокачественных ново-
образований и контроля (5,29 нг / мл (4,1–5,9 нг / мл)). 
Однако следует отметить слабую тенденцию к сниже-
нию медиан содержания данного белка в сыворотке 
крови при развитии новообразований костей у паци-
ентов всех возрастов. Также выявлено, что концентра-
ция sEMMPRIN в сыворотке крови у детей в целом 
выше, чем у взрослых, как в группе здоровых доноров, 

Таблица 1. Характеристика всех участников исследования

Table 1. Characteristics of all study participants

Группа 
Group

Число наблюдений, n (%) 
Number of patients, n (%) 

до 18 лет 
age under 18 years

старше 18 лет 
age over 18 years

Контроль 
Control

8 (27,6) 21 (72,4) 

Пограничные 
опухоли костей 
Borderline bone tumors

 – 11 (100) 

Злокачественные 
опухоли костей 
Malignant bone tumors

14 (15,9) 74 (84,0) 
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так и в группе больных со злокачественными опухо-
лями костей (p ≤0,05).

Результаты анализа содержания sEMMPRIN в сы-
воротке крови с учетом основных клинико-морфоло-
гических характеристик пациентов в возрасте 18 лет 
и старше представлены в табл. 5.

Проведенный анализ показал отсутствие ассоци-
ации уровней sEMMPRIN в сыворотке крови с полом 
и возрастом пациентов, а также со стадией заболева-
ния, наличием регионарных и отдаленных метастазов. 
Однако наблюдалась значимая связь содержания 
sEMMPRIN с максимальным размером первичной 
опухоли: при новообразованиях большего размера вы-
явлена более высокая концентрация сывороточного 

Таблица 3. Характеристика пациентов со злокачественными ново-
образованиями костей в возрасте до 18 лет

Table 3. Characteristics of patients with malignant neoplasms of bones 
under the age of 18 years

Показатель 
Parameter

Число наблюде-
ний, n (%) 

Number of patients, 
n (%) 

Пол: 
Gender:

мужской 
male
женский 
female

8 (57,2)

6 (42,8) 

Гистологический тип: 
Histological type:

остеосаркома 
osteosarcoma
саркома Юинга 
Ewing’s sarcoma

11 (78,6)

3 (21,4) 

Стадия: 
Stage:

II
III–IV

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

Степень дифференцировки опухоли: 
Grade:

G
3

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

Наличие отдаленных метастазов: 
Metastasis:

M0
M1

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

Тип кости: 
Type of the bone:

губчатая / плоская 
spongy / flat
трубчатая 
tubular

1 (7,1)

13 (92,5) 

Локализация опухоли: 
Tumor location:

таз 
pelvis
нижняя конечность 
lower limb

1 (7,1)

13 (92,5) 

Таблица 2. Характеристика пациентов со злокачественными ново-
образованиями костей старше 18 лет

Table 2. Characteristics of patients with malignant bone neoplasms over  
the age of 18 years

Показатель 
Parameter

Число наблюдений, 
n (%) 

Number of patients, n (%) 

Пол: 
Gender:

мужской 
male
женский 
female

42 (56,8)

32 (43,2) 

Гистологический тип: 
Histological type:

остеосаркома 
osteosarcoma
хондросаркома 
chondrosarcoma
хордома 
chordoma
саркома Юинга 
Ewing’s sarcoma

26 (35,2)

39 (52,6)

5 (6,8)

4 (5,4) 

Стадия: 
Stage:

I
II
III–IV

17 (23,0)
48 (64,9)
9 (12,1) 

Степень дифференцировки 
опухоли: 
Grade:

G
1–2

G
3

NA

36 (48,7)
34 (46,0)

4 (5,3) 

Размер опухоли: 
Tumor size:

T1
T2
T3–4

12 (16,3)
57 (77,1)

5 (6,6) 

Наличие регионарных метастазов: 
Nodal status:

N0
N1

71 (95,9)
3 (4,1) 

Наличие отдаленных метастазов: 
Metastasis:

M0
M1

71 (95,9)
3 (4,1) 

Тип кости: 
Type of the bone:

губчатая / плоская 
spongy / flat
трубчатая 
tubular

37 (50,0)

37 (50,0) 

Локализация опухоли: 
Tumor location:

верхняя конечность 
upper limb
грудная клетка / позвоночник 
thoracic cage / vertebral column
таз 
pelvis
нижняя конечность 
lower limb

12 (17,2)

9 (11,1)

28 (37,9)

25 (33,8) 
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Таблица 4. Содержание sEMMPRIN у пациентов с новообразованиями костей, нг / мл

Table 4. Levels of sEMMPRIN in patients with bone neoplasms, ng / ml

Группа 
Groups

Возраст ≥18 лет 
Age ≥18 years

Возраст <18 лет 
Age <18 years

Медиана 
Median

Квартили (25–75 %) 
Quartiles

р Медиана 
Median

Квартили (25–75 %) 
Quartiles

р

Контроль 
Control

5,3 4,1–5,9  – 6,4 4,8–10,2  – 

Пограничные опухоли костей 
Borderline bone tumors

5,2 3,6–5,9 Ns  –  –  – 

Злокачественные опухоли костей 
Malignant bone tumors

4,7 4,1–5,5 Ns 5,9 5,0–8,1 Ns

Примечание. Здесь и в табл. 5–7: Ns – различия статистически незначимы. 
Note. Here and in Tables 5–7: Ns – not significant differences.

Таблица 5. Содержание sEMMPRIN у больных со злокачественными 
опухолями костей в возрасте ≥18 лет с учетом клинико-морфологи-
ческих характеристик, нг / мл

Table 5. The content of sEMMPRIN in patients with malignant bone 
tumors aged ≥18 years, taking into account the clinical and morphological 
characteristics, ng / ml

Показатель 
Parameter

Ме-
диана 
Median

Квартили 
(25–75 %) 

Quartiles
p

Возраст, лет: 
Age, years:
≤41
>41

4,6
4,7

4,1–5,9
4,2–5,2

Ns

Пол: 
Gender:

мужской 
male
женский 
female

4,7

4,7

4,1–5,2

4,1–6,3

Ns

Гистологический тип: 
Histological type:

остеосаркома 
osteosarcoma
хондросаркома 
 chondrosarcoma
хордома  
chordoma
саркома Юинга 
Ewing’s sarcoma

4,9

4,6

5,3

4,7

4,2–6,6

3,9–5,0

5,2–7,0

4,0–7,4

Ns

Стадия: 
Stage:

I 
II
III–IV

5,0
4,6
5,4

4,1–6,5
4,0–5,1
4,6–7,1

Ns

Степень дифференци-
ровки опухоли: 
Grade:

G
1–2

G
3

4,5
4,8

3,9–5,0
4,4–6,5

Ns

Размер опухоли:
Tumor size:

T1
T2
T3–4

5,1
4,6
5,7

4,6–6,4
3,9–5,1
5,1–7,6

p ≤0,05*

Наличие регионарных 
метастазов: 
Nodal status:

N0
N1

4,7
4,9

4,1–5,4
4,4–5,7

Ns

Наличие отдаленных 
метастазов: 
Metastasis:

M0
M1

4,7
6,5

4,1–5,4
4,4–17,2

Ns

Тип кости: 
Type of the bone:

губчатая / плоская 
spongy / flat
трубчатая 
tubular

4,7

4,6

4,1–6,1

4,2–5,4

Ns

Локализация опухоли: 
Location:

верхняя конечность 
upper limb
грудная клетка /
 позвоночник 
thoracic cage / vertebral 
column
кости таза 
pelvis
нижняя конечность 
lower limb

4,6

5,2

4,7

4,6

3,8–5,7

4,8–8,2

3,9–5,0

4,2–5,4

Ns

*Различия между группами Т2 и Т3–4.
Примечание. При p ≤0,05 различия статистически 
значимы. 
*Differences between the Т2 and Т3–4 groups. 
Note. Differences are statistically significant at p ≤0.05.
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sEMMPRIN. Также отмечена тенденция к повышению 
уровня исследуемого маркера в сыворотке крови па-
циентов со злокачественными опухолями костей 
с низкой дифференцировкой.

Результаты анализа уровня sEMMPRIN в сыворот-
ке крови пациентов с саркомами костей в возрасте 
до 18 лет в зависимости от основных клинико-морфо-
логических характеристик заболевания представлены 
в табл. 6.

В группе пациентов в возрасте до 18 лет не выяв-
лено значимых ассоциаций с клиническо-морфологи-
ческими характеристиками заболевания.

На втором этапе исследования оценили прогно-
стическую значимость sEMMPRIN в группе взрослых 
пациентов. Проведенный анализ показал, что высокая 
продукция sEMMPRIN может служить фактором бла-
гоприятного прогноза при опухолях костей (отноше-
ние рисков 0,166; p ≤0,05). Результаты прогностиче-
ской значимости данного маркера представлены 
на рисунке.

Данное исследование является первой работой, 
посвященной изучению содержания растворимой 
формы трансмембранного гликопротеина EMMPRIN 
в сыворотке крови пациентов с различными опухоля-
ми костей. В него включены больные с пограничными 
и злокачественными опухолями костей различных ги-
стологических вариантов: остеосаркомой, хондросар-
комой, хордомой и саркомой Юинга. Согласно данным 
литературы, тканевая экспрессия EMMPRIN повы-
шена в большинстве солидных новообразований, 
в том числе в остеосаркомах [12].

Также следует отметить, что иммуногистохимиче-
ски экспрессию этого белка наблюдали в опухолевых, 
а не стромальных клетках новообразований, и уровень 
его экспрессии коррелирует с более распространенной 
стадией заболевания и неблагоприятным прогнозом 
[13]. Исследований экспрессии EMMPRIN при других 
типах опухолей костей не проводили. Растворимая 
форма данного белка и ее содержание в биологических 
жидкостях человека изучены в значительно меньшей 
степени, чем тканевая экспрессия. Так, показано, 
что sEMMPRIN может быть более эффективным ди-
агностическим маркером гепатоцеллюлярного рака 
по сравнению с α-фетопротеином [14]. На моделях 
рака молочной железы, эпителиоидной саркомы и ла-
рингофарингеальной карциномы показано, что рас-
творимая форма EMMPRIN индуцирует экспрессию 
MMP-2 фибробластами [15–17].

Проведенный нами анализ содержания sEMMPRIN 
в сыворотке крови пациентов с опухолями костей 

Прогностическая значимость sEMMPRIN в сыворотке крови у паци-
ентов со злокачественными опухолями костей старше 18 лет относи-
тельно медианы содержания исследуемого белка
Prognostic significance of blood serum sEMMPRIN in patients with malignant 
bone tumors over the age of 18 relative to the median content of the studied 
protein

Таблица 6. Содержание sEMMPRIN у пациентов со злокачественны-
ми опухолями костей в возрасте до 18 лет с учетом клинико-морфо-
логических характеристик, нг / мл

Table 6. The content of sEMMPRIN in patients with malignant bone 
tumors under the age of 18 years, taking into account the clinical and 
morphological characteristics, ng / ml

Показатель 
Parameter

Медиана 
Median

Квартили 
(25–75 %) 

Quartiles 
(25–75 %)

p

Возраст, лет: 
Age, years:
≤13
>13

6,6
5,7

5,1–9,6
4,6–7,9

Ns

Пол: 
Gender:

мужской 
male
женский 
female

6,3

5,7

4,9–8,5

4,9–7,4

Ns

Гистологический тип: 
Histological type:

остеосаркома 
osteosarcoma
саркома Юинга 
Ewing’s sarcoma

5,8

6,6

5,1–8,7

4,2–6,7

Ns

Стадия: 
Stage:

II
III–IV

5,7
7,9

4,6–6,7
6,6–8,9

Ns

Наличие отдаленных 
метастазов: 
Metastasis:
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не выявил статистически значимых различий между 
контрольной группой и группой пациентов с погра-
ничными и злокачественными опухолями как у взрос-
лых, так и у детей. Вместе с тем отмечена тенденция 
к снижению уровня этого маркера в сыворотке крови 
при наличии злокачественного новообразования ко-
сти по сравнению с соответствующей контрольной 
группой. Дополнительно нами выявлено, что содер-
жание sEMMPRIN ассоциировано с возрастом и выше 
в группе пациентов в возрасте до 18 лет как у здоровых 
доноров, так и у онкологических пациентов. Анализ 
ассоциации содержания sEMMPRIN с клинико-мор-
фологическими характеристиками не выявил стати-
стически значимых закономерностей, однако наблю-
далась тенденция к повышению уровня этого маркера 
с прогрессией заболевания в обеих исследованных 
возрастных группах, что согласуется с другими иссле-
дованиями, проведенными на различных солидных 
опухолях [8, 18].

На заключительном этапе исследования проведен 
анализ прогностической значимости sEMMPRIN. На-
ми впервые показано, что высокое содержание этого 

маркера в сыворотке крови пациентов в случае обна-
ружения опухоли в кости является фактором благо-
приятного прогноза. В целом для большинства солид-
ных новообразований показана неблагоприятная 
прогностическая роль данного белка, однако для не-
мелкоклеточного рака легкого и рака шейки матки 
не выявлено прогностической значимости этого мар-
кера [19].

ЗаКЛючЕНИЕ
В последние годы большое внимание исследова-

телей привлекает возможность использования экзосом 
в клинической практике для проведения различных 
диагностических процедур, а также прогностического 
мониторирования. Показано, что изучение экспрес-
сии растворимой формы EMMPRIN в составе экзосом 
при злокачественных новообразованиях может не 
только иметь в перспективе диагностическую и про-
гностическую значимость, но и служить эффективным 
маркером в мониторинге ответа опухоли на терапию, 
например при колоректальном раке [20] и немелко-
клеточном раке легкого [21].

Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S

1. Crosnier C., Bustamante L.Y., Bartholdson S.J. et al. Basigin 
is a receptor essential for erythrocyte invasion by Plasmodium 
falciparum. Nature 2011;480(7378):534–7. DOI: 10.1038/
nature10606

2. Zeng W., Su J., Wu L. et al. CD147 promotes melanoma progression 
through hypoxia-induced MMP2 activation. Curr Mol Med 
2014;14(1):163–73. DOI: 10.2174/15665240113136660077

3. Kong L.M., Liao C.G., Zhang Y. et al. A regulatory loop involving 
miR-22, Sp1, and c-Myc modulates CD147 expression in breast 
cancer invasion and metastasis. Cancer Res 2014;74(14):3764–78. 
DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-13-3555

4. Kong L.M., Yao L., Lu N. et al. Interaction of KLF6 and Sp1 
regulates basigin-2 expression mediated proliferation, invasion  
and metastasis in hepatocellular carcinoma. Oncotarget 
2016;7(19):27975–87. DOI: 10.18632/oncotarget.8564

5. Grass G.D., Toole B.P. How, with whom and when: an overview 
of CD147-mediated regulatory networks influencing matrix 
metalloproteinase activity. Biosci Rep 2015;36(1):e00283. 
DOI: 10.1042/BSR20150256

6. Pinheiro C., Garcia E.A., Morais-Santos F. et al. Reprogramming 
energy metabolism and inducing angiogenesis: co-expression 
of monocarboxylate transporters with VEGF family members 
in cervical adenocarcinomas. BMC Cancer 2015;15:835. 
DOI: 10.1186/s12885-015-1842-4

7. Li S., Nguyen T.T., Bonanno J.A. CD147 required for corneal 
endothelial lactate transport. Invest Ophthalmol Vis Sci 
2014;55(7):4673–81. DOI: 10.1167/iovs.14-14386

8. Xin X., Zeng X., Gu H. et al. CD147/EMMPRIn overexpression 
and prognosis in cancer: a systematic review and meta-analysis. Sci 
Rep 2016;6:32804. DOI: 10.1038/srep32804

9. Berditchevski F., Chang S., Bodorova J., Hemler M.E. Generation 
of monoclonal antibodies to integrin-associated proteins.  
Evidence that alpha3beta1 complexes with EMMPRIN/basigin/
OX47/M6. J Biol Chem 1997;272(46):29174–80. DOI: 10.1074/
jbc.272.46.29174

10. Egawa N., Koshikawa N., Tomari T. et al. J Biol Chem 
2006;281(49):37576–85. DOI: 10.1074/jbc.M606993200

11. Sidhu S.S., Mengistab A.T., Tauscher A.N. et al. The microvesicle  
as a vehicle for EMMPRIn in tumor-stromal interactions. 
Oncogene 2004;23(4):956–63. DOI: 10.1038/sj.onc.1207070

12. Kim H.-S., Kim H.J., Lee M.R., Han I. EMMPRIn expression  
is associated with metastatic progression in osteosarcoma. BMC 
Cancer 2021;21(1):1059. DOI: 10.1186/s12885-021-08774-9

13. Lu Q., Lv G., Kim A. et al. Expression and clinical significance 
of extracellular matrix metalloproteinase inducer, EMMPRIN/
CD147, in human osteosarcoma. Oncol Lett 2013;5(1):201–7. 
DOI: 10.3892/ol.2012.981

14. Wu J., Hao Z.W., Zhao Y.X. et al. Full-length soluble CD147 
promotes MMP-2 expression and is a potential serological marker 
in detection of hepatocellular carcinoma. J Transl Med 2014;12:190. 
DOI: 10.1186/1479-5876-12-190

15. Taylor P.M., Woodfield R.J., Hodgkin M.N. et al. Breast cancer 
cell-derived EMMPRIn stimulates fibroblast MMP2 release 
through a phospholipase A(2) and 5-lipoxygenase catalyzed 
pathway. Oncogene 2002;21(37):5765–72. DOI: 10.1038/sj.onc. 
1205702

16. Hanata K., Yamaguchi N., Yoshikawa K. et al. Soluble 
EMMPRIn (extra-cellular matrix metalloproteinase inducer) 
stimulates the migration of HEp-2 human laryngeal carcinoma 
cells, accompanied by increased MMP-2 production in fibroblasts. 
Arch Histol Cytol 2007;70(5):267–77. DOI: 10.1679/aohc.70.267

17. Koga K., Nabeshima K., Aoki M. et al. Emmprin in epithelioid 
sarcoma: expression in tumor cell membrane and stimulation 
of MMP-2 production in tumor-associated fibroblasts. Int J Cancer 
2007;120(4):761–8. DOI: 10.1002/ijc.22412

18. Kong L.M., Liao C.G., Chen L. et al. Promoter hypomethylation 
up-regulates CD147 expression through increasing Sp1 binding and 
associates with poor prognosis in human hepatocellular carcinoma. 
J Cell Mol Med 2011;15(6):1415–28. DOI: 10.1111/j.1582-4934. 
2010.01124.x



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 

   
2

, 
2

0
2

3

107ТОМ 10 / VOL. 10  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Вклад авторов
Н.Е. Кушлинский, О.В. Ковалева: разработка дизайна исследования, написание текста статьи;
Ю.Б. Кузьмин, Е.В. Самойлова, П.Л. Прищеп: получение данных для анализа; 
Е.С. Герштейн, С.Р. Варфоломеева, Д.В. Рогожин, Н.Ю. Соколов: анализ полученных данных;
К.А. Борзов, Е.А. Сушенцов, А.К. Валиев: планирование исследования, обсуждение результатов, редактирование;
И.С. Стилиди: обсуждение дизайна исследования и результатов.
Authors’ contributions
N.E. Kushlinskii, O.V. Kovaleva: development of the design of the study, article writing;
Yu.B. Kuzmin, E.V. Samoilova, P.L. Prishchep: obtaining data for analysis;
E.S. Gershtein, S.R. Varfolomeeva, D.V. Rogozhin, N.Yu. Sokolov: analysis of the obtained data;
K.A. Borzov, E.A. Sushentsov, А.К. Valiev: planning the study, discussing the results, editing;
I.S. Stilidy: discussion of study design and results.

ORCID авторов / ORCID authors
Н.Е. Кушлинский / N.E. Kushlinskii: https://orcid.org/0000-0002-3898-4127
О.В. Ковалева / O.V. Kovaleva: https://orcid.org/0000-0001-6132-9924
Ю.Б. Кузьмин / Yu.B. Кuzmin: https://orcid.org/0000-0001-9684-2509
Е.В. Самойлова / E.V. Samoilova: https://orcid.org/0000-0003-3178-8331
П.Л. Прищеп / P.L. Prishchep: https://orcid.org/0000-0003-0810-8238
Е.С. Герштейн / E.S. Gershtein: https://orcid.org/0000-0002-3321-801X
С.Р. Варфоломеева / S.R. Varfolomeeva: https://orcid.org/0000-0001-6131-1783
Д.В. Рогожин / D.V. Rogozhin: https://orcid.org/0000-0003-0777-9152
Н.Ю. Соколов / N.Yu. Sokolov: http://orcid.org/0000-0002-0706-9575
К.А. Борзов / K.A. Borzov: https://orcid.org/0000-0002-3512-0390
Е.А. Сушенцов / E.A. Sushentsov: https://orcid.org/0000-0003-3672-1742
А.К. Валиев / А.К. Valiev: https://orcid.org/0000-0002-2038-3729
И.С. Стилиди / I.S. Stilidi: shttps://orcid.org/0000-0002-0493-1166

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

Финансирование. Исследование проведено без спонсорской поддержки.
Funding. The study was perfomed without external funding.

Соблюдение прав пациентов и правил биоэтики
Протокол исследования одобрен комитетом по биомедицинской этике ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр 
онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России.
Все пациенты подписали информированное согласие на участие в исследовании.
Compliance with patient rights and principles of bioethics
The study protocol was approved by the biomedical ethics committee of N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry 
of Health of Russia.
The patients gave written informed consent to the publication of their data.

Статья поступила: 02.03.2023.  Принята к публикации: 02.05.2023.
Article submitted: 02.03.2023.  Accepted for publication: 02.05.2023.

19. Hakuma N., Betsuyaku T., Kinoshita I. et al. High incidence 
of extracellular matrix metalloproteinase inducer expression  
in non-small cell lung cancers. Association with clinicopatho-
logical parameters. Oncology 2007;72(3–4):197–204. 
DOI: 10.1159/000112826

20. Yoshioka Y., Kosaka N., Konishi Y. et al. Ultra-sensitive  
liquid biopsy of circulating extracellular vesicles using  

ExoScreen. Nat Commun 2014;5:3591. DOI: 10.1038/ 
ncomms4591

21. Qiao X., Gu Y., Yu J. et al. The combination of CD147  
and MMP-9 Serum levels is identified as novel chemotherapy 
response markers of advanced non-small-cell lung cancer.  
Dis Markers 2020;2020:8085053. DOI: 10.1155/2020/ 
8085053

https://orcid.org/0000-0001-6132-9924
https://orcid.org/0000-0001-6131-1783
https://orcid.org/0000-0002-0493-1166


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 

  2
, 

2
0

2
3

108 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT ТОМ 10 / VOL. 10

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-108-116 4.0

Сравнительная оценка уровней 
опухолеассоциированных микроРНК экзосом 
плазмы крови и асцитической жидкости 
пациентов с раком яичников

Е. И. Джугашвили1, Н. В. Юнусова2, А. И. Яловая3, А. Е. Григорьева3, Е. Е. Середа2, Л. А. Коломиец2, 
С. Н. Тамкович1, 3

1ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский государственный университет»; Россия, 630090 Новосибирск, 
ул. Пирогова, 2; 
2Научно-исследовательский институт онкологии ФГБНУ «Томский национальный медицинский исследовательский центр 
Российской академии наук»; 634009 Томск, пер. Кооперативный, 5; 
3ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук»; 
Россия, 630090 Новосибирск, проспект Академика Лаврентьева, 8

К о н т а к т ы : Светлана Николаевна Тамкович s.tamkovich@g.nsu.ru

Введение. Рак яичников (Ря) входит в число злокачественных новообразований женской репродуктивной системы 
с высокой летальностью. применяемые в настоящие время онкомаркеры данной патологии не обладают высокими 
чувствительностью и специфичностью. в связи с этим перспективными направлениями молекулярной онкологии 
являются исследование механизмов канцерогенеза Ря и поиск новых биомаркеров жидкостной биопсии для ранней 
неинвазивной диагностики новообразований. известно, что опухолевые клетки активно секретируют во внеклеточ-
ное пространство экзосомы, в состав которых входят биологически активные молекулы, участвующие в канцеро генезе 
и претендующие на роль диагностических маркеров. Ранее было показано, что микроРНк-24 (miR-24) и микро-
РНк-101 (miR-101) переносятся в составе экзосом при Ря и участвуют в процессе деградации внеклеточного мат-
рикса, ремоделировании стромы, ангиогенезе и подвижности раковых клеток.
Цель исследования – оценка представленности и диагностической значимости miR-24 и miR-101 в экзосомах 
плазмы и асцитической жидкости больных Ря.
Материалы и методы. в исследование включены образцы крови и асцитической жидкости больных Ря (n = 20) 
и образцы крови здоровых женщин (n = 19). экзосомальную природу везикул подтверждали с помощью трансмис-
сионной электронной микроскопии, трекового анализа и проточной цитофлуориметрии. после выделения экзосо-
мальной РНк определяли относительный уровень микроРНк с использованием обратной транскрипции и полиме-
разной цепной реакции в реальном времени.
Результаты. Наибольшая концентрация экзосом выявлена в асцитической жидкости больных Ря, при этом концен-
трация экзосом в плазме крови этих пациенток оказалась достоверно выше, чем у здоровых женщин. Относительные 
уровни miR-24 и miR-101 в экзосомах плазмы крови здоровых женщин были достоверно выше, чем в экзосомах 
плазмы крови и асцитической жидкости больных Ря; при этом уровни этих микроРНк в экзосомах плазмы и асци-
тической жидкости пациентов достоверно не различались.
Заключение. полученные результаты подтверждают перспективность экзосомальных miR-101 и miR-24 для диаг-
ностики Ря методом жидкостной биопсии.

Ключевые слова: экзосомы, плазма, асцит, опухолеассоциированные микроРНк, miR-24-3p, miR-101, рак яичников

Для цитирования: джугашвили е. и., Юнусова Н. в., яловая а. и. и др. Сравнительная оценка уровней опухолеассо-
циированных микроРНк экзосом плазмы крови и асцитической жидкости пациентов с раком яичников. Успехи 
молекулярной онкологии 2023;10(2):108–16. DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-108-116

Comparative assessment of the exosomal tumor-associated microRNA levels in blood plasma 
and ascitic fluid in ovarian cancer patients
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Introduction. Ovarian cancer (OC) is one of the malignant neoplasms of the female reproductive system with a high 
mortality rate. Currently used tumor markers of this pathology do not have high sensitivity and specificity. In this regard, 
promising areas of molecular oncology are the study of the mechanisms of carcinogenesis of OC and the search for new 
biomarkers of liquid biopsy for early non-invasive diagnosis of neoplasms. It is known that tumor cells actively secrete 
exosomes into the extracellular space, which include biologically active molecules involved in carcinogenesis and claim-
ing to be diagnostic markers. It was previously shown that microRNA-24 (miR-24) and microRNA-101 (miR-101) are 
transported as part of exosomes in OC and are involved in the degradation of the extracellular matrix, stromal remodeling, 
angiogenesis, and cancer cell motility.
Aim. To evaluate the representation and diagnostic significance of miR-24 and miR-101 in plasma exosomes and ascit-
ic fluid of OC patients.
Materials and methods. The study included blood and ascitic fluid samples from OC patients (n = 20) and blood samples 
from healthy women (n = 19). The exosomal nature of the vesicles was confirmed by transmission electron microscopy, 
nanotracing analysis, and flow cytometry. After isolation of exosomal RNA, the relative level of miRNA was determined 
using reverse transcription and real-time polymerase chain reaction.
Results. The highest concentration of exosomes was found in the ascitic fluid of OC patients, while the concentration 
of exosomes in the blood plasma of these patients was significantly higher than in healthy women. Relative levels of 
miR-24 and miR-101 in exosomes of blood plasma of healthy women were significantly higher than in exosomes of blood 
plasma and ascitic fluid of OC patients; at the same time, the levels of these miRNAs in exosomes of plasma and ascitic 
fluid of patients did not differ significantly.
Conclusion. The results obtained confirm the promise of exosomal miR-101 and miR-24 for the diagnosis of OC by liquid 
biopsy.

Keywords: exosomes, plasma, ascites, tumor-associated microRNAs, miR-24-3p, miR-101, ovarian cancer

For citation: Dzhugashvili E. I., Yunusova N. V., Yаlovaya A. I. et al. Comparative assessment of the exosomal tumor-asso-
ciated microRNA levels in blood plasma and ascitic fluid in ovarian cancer patients. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = 
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ВВЕдЕНИЕ
Частота развития перитонеальной диссеминации 

при первичном раке яичников (РЯ) достигает высоких 
значений, в том числе из-за поздней диагностики забо-
левания, что в дальнейшем отрицательно влияет на эф-
фективность хирургического и химиотерапевтического 
лечения [1]. Отсутствие высокочувствительных и специ-
фичных онкомаркеров для раннего выявления РЯ при-
водит к тому, что 5-летняя выживаемость пациенток 
не достигает 30 % [2]. Асцитическая жидкость в малом 
количестве обнаруживается уже на начальных стадиях 
онкологического процесса, причем по мере прогресси-
рования РЯ ее объем увеличивается. Известно, что ас-
цитическая жидкость является средой с уникальным 
опухолевым микроокружением и содержит как биоло-
гически активные молекулы, так и секретируемые 
опухолевыми клетками внеклеточные везикулы [3]. 
Среди внеклеточных везикул наибольший интерес 
представляют экзосомы – мембранные везикулы разме-
ром 30–150 нм, несущие на своей поверхности тетра-
спанины CD9, CD63 и CD81 [4]. Экзосомы не только 
паракринно влияют на окружающие клетки, но и пере-
дают информацию клеткам отдаленных органов. Пока-
зано, концентрация экзосом в крови повышается при 
различных злокачественных новообразованиях [5–8], 
при этом в асцитической жидкости больных РЯ их 

 содержание выше, чем в плазме крови [9]. Липидный 
бислой защищает экзосомальные микроРНК от гидро-
лиза нуклеазами, что увеличивает время циркуляции 
таких РНК в отличие от свободно циркулирующих 
 микроРНК в крови и других биологических жидкостях 
[10, 11]. На сегодняшний день неизвестно, как именно 
происходит сортировка некодирующих РНК в экзосо-
мы, тем не менее информация об опухолеассоциирован-
ных микроРНК увеличивается с каждым годом. На раз-
личных клеточных моделях и тканях опухолей было 
показано, что miR-24-3р и miR-101 участвуют в эпите-
лиально-мезенхимальном переходе (ЭМП), ингибируют 
апоптоз, стимулируют пролиферацию и ангиогенез, 
а также участвуют в клеточной миграции и метастазиро-
вании [12–14]. Однако до сих пор неизвестны представ-
ленность и диагностическая значимость данных микро-
РНК в экзосомах плазмы и асцитической жидкости 
больных РЯ. Поскольку при РЯ микроРНК-24 (miR-24) 
и микроРНК-101 (miR-101) вовлечены в механизмы 
канцерогенеза и метастазирования, представляется ак-
туальным провести сравнительную оценку уровней дан-
ных микроРНК в составе экзосом биологических жид-
костей у здоровых женщин (ЗЖ) и пациенток с РЯ для 
оценки их применимости в качестве биомаркеров для 
жидкостной биопсии, а также в качестве прогностиче-
ских маркеров агрессивного течения заболевания.

mailto:s.tamkovich@g.nsu.ru
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Цель исследования – оценка представленности и ди-
агностической значимости miR-24 и miR-101 в экзосо-
мах плазмы и асцитической жидкости больных РЯ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Пациенты. Образцы крови ЗЖ, не имевших онко-

логической патологии и заболеваний репродуктивной 
системы, а также генетически не предрасположенных 
к ним (n = 19; средний возраст 43 года), получены 
из ГБУЗ НСО «Центральная клиническая больница», 
образцы крови и асцитической жидкости первичных 
больных РЯ (n = 20; средний возраст 56 лет) – из от-
деления гинекологии Научно-исследовательского ин-
ститута онкологии Томского национального медицин-
ского исследовательского центра. Характеристика 
пациенток с РЯ представлена в табл. 1.

Таблица 1. Характеристика пациенток с раком яичников (n = 20)

Table 1. Characteristics of the patients with ovarian cancer (n = 20)

Показатель 
Parameter

Число больных, n (%) 
Number of patients, n (%) 

Серозная карцинома 
Serous carcinoma

20 (100) 

Стадия по классификации FIGO 
(2013): 
FIGO (2013) stage:

IIB
IIIВ
IIIC

2 (10)
3 (15)

15 (75) 

Высокая степень злокачественно-
сти 
High malignancy grade

20 (100) 

Объем асцитической жидкости, мл: 
Ascitic fluid volume, mL:

<200
200–1000
>1000

5 (25)
5 (25)

10 (50) 

Примечание. Здесь и в табл. 3 и 4: FIGO – Международная 
федерация акушерства и гинекологии (International 
Federation of Obstetrics and Gynecology). 
Note. Here and in Tables 3 and 4: FIGO – International Federation  
of Obstetrics and Gynecology.

Кровь и асцитическая жидкость больных РЯ были 
собраны до начала лечения. Объем асцитической жид-
кости оценивали с помощью ультразвукового иссле-
дования. Были сформированы клинические подгруппы 
больных РЯ с малым (<200 мл), средним (200–1000 мл) 
и большим (>1000 мл) объемами асцитической жид-
кости. Для определения индекса перитонеального 
канцероматоза (peritoneal cancer index, PCI) использо-
вали компьютерную томографию и / или диагностиче-
скую лапароскопию. Значение этого показателя 
у включенных в исследование больных было в диапа-
зоне от 8 до 16 баллов. Устанавливали наличие в се-
мейном анамнезе РЯ или РЯ в сочетании с раком мо-
лочной железы.

Выделение и характеризация экзосом. Экзосомы 
выделяли из плазмы (из 18 мл венозной крови) и ас-
цитической жидкости (из 18–20 мл) с помощью уль-
трафильтрации и последующего ультрацентрифугиро-
вания, как описано ранее [15]. Образцы экзосом 
ресуспендировали в 400 мкл фосфатного буфера (10 мМ 
фосфатный буфер; 0,15 М NaCl; рН 7,5), аликвотиро-
вали и хранили при температуре –80 °C или в жидком 
азоте. Аликвоты размораживали 1 раз перед использо-
ванием.

Размер везикул и целостность их мембран оцени-
вали с помощью трансмиссионной электронной ми-
кроскопии (ТЭМ), как описано ранее [16].

Трековый анализ проводили на анализаторе час-
тиц NanoSight® LM10 с использованием голубого ла-
зера (45мВ на длине волны 488 нм) и камеры C11440-5B. 
Измерение проводили трижды согласно инструкциям 
по использованию прибора: длительность записи 1 мин, 
чувствительность камеры 15 у. е., пороговый уровень 
5 у. е. На видео анализировали не менее 200 треков. 
Для оценки данных использовали программное обес-
печение NTA версии 2.3.

Концентрацию экзосомального белка определяли 
с помощью коммерческого набора NanoOrange Protein 
(Molecular Probes, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Оценку CD9 / CD63 / CD81 /  
CD24 субпопуляций экзосом плазмы крови и асци-
тической жидкости проводили методом проточной 
цитофлуориметрии, как описано ранее [9], в ЦКП «Ме-
дицинская геномика» Томского национального иссле-
довательского медицинского центра. Среднюю интен-
сивность флуоресценции (mean fluorescence intensity, 
MFI) анализировали и сравнивали с изотип-контро-
лем (BD bioscience, Германия) и отрицательным конт-
ролем.

Оценка относительных уровней микроРНК. РНК 
выделяли из 66 мкл экзосом плазмы и асцитической 
жидкости (полученных из 3 мл крови или асцитиче-
ской жидкости для исследования уровня 3 микроРНК) 
с использованием коммерческого набора (Biosilica, 
Россия) в соответствии с протоколом производителя. 
Выделенную РНК концентрировали осаждением 
с гликогеном и изопропанолом и растворяли в 35 мкл 
воды [15]. Количество выделенной РНК определяли 
спектрофотометрически с помощью Nanodrop ND-1000 
(Thermo Scientific, США).

Реакцию обратной транскрипции по матрице 
микро РНК проводили по ранее описанному протоко-
лу [17]. Праймеры и флуоресцентные зонды для обрат-
ной транскрипции и TaqMan полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) были синтезированы в лаборатории 
медицинской химии Института химической биологии 
и фундаментальной медицины Сибирского отделения 
Российской академии наук (Новосибирск). Реакцию 
обратной транскрипции проводили в 10 мкл, содержащих 
4,5 мкл РНК, 25 нмоль каждого из микроРНК-специ-
фичных праймеров, 0,5 единиц RiboLock ингибитора 
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РНКазы (Fermentas, Литва), 50 единиц M–MuLV-RH 
ревертазы (Fermentas, Литва), 2,5 мкл 5 × MMLV реак-
ционного буфера (Fermentas, Литва) и 125 ммоль каждо-
го dNTP. Реакцию проводили при 16 °C в течение 30 мин, 
затем при 42 °C в течение 30 мин и при 70 °C в течение 
10 мин. В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали воду.

Полимеразную цепную реакцию в режиме реаль-
ного времени выполняли на анализаторе LightCycler 
480 II (Roche, Швейцария). Все реакции проводили 
в дублях в 49 мкл, содержащих 9 мкл реакционной 
смеси после обратной транскрипции, 1 мкл (1 единица) 
Taq-ДНК-полимеразы (Fermentas, Вильнюс, Литва), 
2,4 мкл 10 × ПЦР-буфера (750 мМ Трис-HCl (pH 8,8 
при 25 °C), 32 мМ MgCl

2
, 200 мМ (NH

4
)

2
SO

4
, 0,1 % 

Tвин-20), 200 мМ каждого dNTP, 480 нМ микроРНК-
специфичного прямого праймера, 640 нМ универсаль-
ного обратного праймера и 240 нМ специфичного 
TaqMan флуоресцентного зонда. После первой дена-
турации при температуре 95 °C в течение 3 мин реак-
цию проводили за 45 циклов при температуре 95 °C 
в течение 15 с и 60°C в течение 45 с. Полученные значе-
ния уровня РНК-мишени нормализовали на miR-16, 
вычисляя dCt, как было описано ранее [18].

Статистическая обработка данных. Статистическую 
обработку проводили с помощью программы Statisti-
ca 6.0. Выполнен анализ данных на соответствие вы-
борки нормальному распределению с использованием 
критерия Шапиро–Уилка. Все данные выражены как 
медианы с межквартильным размахом или в виде сред-
них значений со стандартными ошибками. Достовер-
ность различий оценивали с помощью U-критерия 
Манна–Уитни и критерия Краскела–Уоллиса. Разли-
чия считали достоверными при р ≤0,05. Достоверность 
корреляции оценивали с помощью коэффициента 
корреляции Спирмена. При анализе учитывали толь-
ко статистически значимые корреляционные связи 
(p <0,05). С целью прогнозирования риска развития 

РЯ использовался метод полиноминальной логисти-
ческой регрессии.

РЕЗУЛьТаТы
Характеризация экзосом. Размер везикул и целост-

ность их мембран оценивали с помощью ТЭМ (рис. 1).
В образцах плазмы крови ЗЖ и плазмы крови и ас-

цитической жидкости пациенток с РЯ обнаружены 
везикулы размером ≤100 нм с характерными для экзо-
сом чашеобразной формой и низкой электронной 
плотностью [5, 19].

С помощью трекового анализа было показано, что 
экзосомы в плазме и асцитической жидкости больных 
РЯ несколько крупнее, чем в плазме ЗЖ (различия 
недостоверны) (рис. 2). Впервые установлено, что кон-
центрация экзосом в асцитической жидкости досто-
верно выше (р <0,05), чем в плазме крови больных РЯ 
(35,7 ± 6,5 × 1010 и 14,1 ± 3,4 × 1010 везикул / мл соот-
ветственно), а также выше, чем в плазме крови ЗЖ 
(6,0 ± 1,4 × 1010 везикул / мл).

Для подтверждения экзосомальной природы вы-
деленных везикул с помощью проточной цитофлуо-
риметрии выявлены экзосомальные маркеры CD9, 
CD24, CD63 и CD81. Сочетание неконъюгированных 
и конъюгированных с FITC антител позволяет иден-
тифицировать различные субпопуляции экзосом. По 
снижению MFI субпопуляции экзосом распределя-
лись следующим образом: экзосомы плазмы крови ЗЖ 
и больных РЯ – CD9 / СD24>СD9 / СD81>CD9 / CD63, 
экзосомы асцитической жидкости – CD9 / СD24>СD9 /  
СD81≈CD9 / CD63 (рис. 3). Средняя интенсивность 
флуоресценции отрицательного и изотипического 
контролей составила 145 и 155 соответственно.

Экспрессия CD24, CD63 и CD81 на поверхности 
CD9-положительных экзосом у пациенток с РЯ была 
выше, чем у ЗЖ, однако статистически значимые раз-
личия (p <0,05) выявлены только между экспрессией 
тетраспанина CD24 на экзосомах плазмы крови ЗЖ 

Рис. 1. Общий вид препаратов экзосом, полученных из плазмы крови здоровых женщин (а), плазмы крови (б) и асцитической жидкости (в) больных 
раком яичников. Трансмиссионная электронная микроскопия, негативное контрастирование фосфорно-вольфрамовой кислотой. На вставках 
и стрелками отмечены экзосомы. Масштаб шкалы соответствует 100 нм
Fig. 1. General appearance of exosome samples obtained from plasma of healthy women (а), plasma (б) and ascitic fluid (в) of patients with ovarian cancer. 
Transmission electron microscopy, phosphotungstic acid negative staining. Panels and arrows show exosomes. Scale is 100 nm

а б в
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и больных РЯ (1080 ± 162 и 1400 ± 238 соответственно), 
а также на экзосомах плазмы крови и асцитической 
жидкости больных РЯ (1400 ± 238 и 2300 ± 276 соот-
ветственно).

Уровень экзосомальных miR-24 и miR-101 у здоро-
вых женщин и больных раком яичников. Ранее было 
показано, что экспрессия miR-24 и miR-101 по срав-
нению с парными образцами достоверно снижена 
в тканях карцином высокой степени злокачественно-
сти, в том числе РЯ [12]. Поскольку уровень miR-16 
в составе экзосом здоровых доноров и онкологических 
больных достоверно не различался, данная микроРНК 
была выбрана для нормировки уровней микроРНК-
мишеней [20–22]. Действительно, для экзосомальной 
miR-16 показатели Ct в норме и при РЯ составили 
32,09 и 31,89 соответственно. Полимеразную цепную 
реакцию в реальном времени проводили в рабочем 
диапазоне Ct 23,15–34,35; экзогенная контрольная cel-
miR-39 была обнаружена во всех образцах (Ct 25 ± 1). 
Относительные уровни miR-24-3p и miR-101 в образцах 
экзосом ЗЖ и больных РЯ представлены в табл. 2.

Относительный уровень miR-24-3р в экзосомах 
плазмы крови больных РЯ был достоверно ниже по 
сравнению с данным показателем у ЗЖ (p <0,01) 
(см. табл. 2), при этом уровень этой микроРНК не раз-
личался в экзосомах плазмы крови и асцитической 

Таблица 2. Относительные уровни miR-24-3р и miR-101 в составе экзосом плазмы крови здоровых женщин (ЗЖ), плазмы крови и асцитической 
жидкости больных раком яичников (РЯ), медиана и диапазон значений (минимальное; максимальное)

Table 2. Relative miR-24-3р and miR-101 levels and ranges (minimum, maximum) in exosomes from plasma of healthy women (HW), plasma and ascitic 
fluid of patients with ovarian cancer (OC)

микроРНК 
microRNA

Плазма ЗЖ 
HW plasma

Плазма больных РЯ 
OC patient plasma

Асцитическая жидкость больных РЯ 
OC patient ascitic fluid

miR-24 –4,20 (–8,24; –0,12) –6,68* (–9,35; –0,80) –5,44 (–10,84; –2,10) 

miR-101 8,77 (3,29; 11,14) 7,18* (5,50; 8,35) 6,92 (3,49; 8,80) 

*р <0,05 при сравнении уровня микроРНК-мишени в экзосомах плазмы больных РЯ и ЗЖ. 
*р <0.05 for comparison of target microRNA level in exosomes of OC patients and HW.

Рис. 2. Результаты трекового анализа экзосом из индивидуальных образцов плазмы крови здоровых женщин (а), плазмы крови (б) и асцитической 
жидкости (в) больных раком яичников
Fig. 2. Results of tracking analysis of exosomes from individual plasma samples of healthy women (а), plasma (б) and ascitic fluid (в) samples of patients with 
ovarian cancer

Рис. 3. Экспрессия CD24, CD63 и CD81 на поверхности CD9-положи-
тельных экзосом плазмы крови здоровых женщин (ЗЖ) и экзосом плаз-
мы крови и асцитической жидкости больных раком яичников (РЯ). 
Средняя интенсивность флуоресценции
Fig. 3. CD24, CD63 and CD81 expression on the surface of CD9-positive exoso-
mes from plasma of healthy women (HW) and exosomes from plasma and 
ascitic fluid of patients with ovarian cancer (OC). Mean fluorescence intensity
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жидкости больных РЯ. Аналогичная картина наблю-
далась для miR-101 (p <0,01) (см. табл. 2). У онкологи-
ческих больных выявлена достоверная сильная (по 
шкале Чеддока) прямая корреляция между относитель-
ными уровнями опухолеассоциированных микроРНК 
в экзосомах плазмы крови и экзосомах асцитической 
жидкости (R = 0,7995 и R = 0,9983 для miR-24 и для 
miR-101 соответственно).

Не выявлено взаимосвязи между уровнями miR-24 
и miR-101 в экзосомах плазмы крови и асцитической 
жидкости с возрастом, семейным анамнезом, объемом 
асцита и PCI у больных РЯ, однако уровень miR-101 
в экзосомах асцитической жидкости коррелировал 
со стадией по FIGO (p = 0,03) (табл. 3 и 4).

Логистический регрессионный анализ был вы-
полнен для оценки возможности использования 
уровня микроРНК в экзосомах плазмы крови для 
прогнозирования риска развития РЯ. В первую рег-
рессионную модель в качестве предикторов вклю-
чены возраст, наличие в семейном анамнезе РЯ или 
РЯ в сочетании с раком молочной железы, а также 
уровни miR-24 и miR-101 в плазме крови. Также бы-
ла построена вторая прогностическая модель, вклю-
чающая меньшее количество анализируемых пара-
метров (без учета возраста), но обладающая более 
высокой чувствительностью.

Обе модели оказались статистически значимыми. 
Чувствительность первой модели составила 80 %, специ-
фичность – 77 %, статистическая значимость – р = 0,001; 
χ2 = 19,927. Чувствительность второй модели оказалась 
равной 87 %, специфичность – 79 %, статистическая 
значимость – р = 0,000; χ2 = 19,412.

ОбСУждЕНИЕ
Хотя основным источником онкогенеза являются 

злокачественные клетки, их взаимодействие с микро-
окружением опухоли имеет решающее значение для 
прогрессирования от одиночной опухолевой массы 
до отдаленных метастазов. Экзосомы опухолевого 
происхождения опосредуют ЭМП, пролиферацию 
и повышенную подвижность раковых клеток, а также 
стимулируют ангиогенез и ускользание от иммунного 
ответа [23–25]. Поскольку доля экзосомальной ДНК 
незначительна [16], ключевую роль в трансформации 
экзосомами клеток-реципиентов отводят РНК и бел-
кам в их составе [26, 27]. Предположительно, рибону-
клеиновые кислоты (длинная некодирующая РНК 
и микроРНК) действуют на клетку-мишень совместно 
с биологически активными белками, однако в литера-
туре до сих пор отсутствуют данные о синергетическом 
действии опухолеассоциированных РНК и белков 
в составе экзосом.

Таблица 3. Взаимосвязь уровня miR-24 в экзосомах плазмы и асцитической жидкости больных раком яичников с клиническими показателями, 
медиана [27–75 %]

Table 3. Correlation of miR-24 levels in exosomes from plasma and ascitic fluid of patients with ovarian cancer with clinical characteristics, median 
[27–75 %]

Показатель 
Parameter

Уровень miR-24 
в экзосомах плазмы 

miR-24 level in plasma exosomes
р

Уровень miR-24 в экзосомах 
асцитической жидкости 

miR-24 level in ascitic fluid exosomes
р

Возраст, лет: 
Age, years:

<56 (n = 10)
≥56 (n = 10) 

 –6,5 [–7,4; –5,8]
–6,4 [–9,1; –4,8] 

0,67 –5,7 [–8,6; –3,6]
–5,5 [–9,0; –5,0] 

0,75

Стадия по классификации FIGO: 
FIGO stage:

IIB – IIIAB (n = 5)
IIIC (n = 15) 

–6,9 [– 8,0; –0,8]
–6,4 [– 7,6; –5,8] 

0,89 –3,8 [–10,8; –2,2]
–5,7 [–8,8; –5,0] 

0,78

Рак яичников в семейном анамнезе: 
Ovarian cancer in family history:

есть (n = 4) 
present (n = 4)
нет (n = 16) 
absent (n = 16) 

–5,8 [– 8,0; –5,2]

–6,5 [– 8,0; –4,8] 

1,00 –3,6 [–4,5; –3,4]

–5,7 [–9,0; –3,8] 

1,00

Объем асцитической жидкости, мл: 
Ascitic fluid volume, c. u.:

<200 (n = 5)
200–1000 (n = 5)
>1000 (n = 10) 

–6,0 [– 6,3; –5,8]
–7,9 [– 8,7; –6,2]
–6,5 [– 7,4; –4,3] 

0,35 –5,5 [–5,7; –3,6]
–8,9 [–9,6; –5,6]
–5,3 [–8,6; –3,8] 

0,43

Индекс перитонеального канцероматоза, у. е.: 
Peritoneal cancer index, c. u.:
≤9 (n = 10)
>9 (n = 10) 

 –7,8 [–8,2; –6,0]
–6,4 [–7,4; –4,8] 

0,35 –8,9 [–10,1; –5,7]
–5,3 [–8,6; –3,6] 

0,22
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Согласно базе данных Exocarta (www.exocarta.org, 
данные на 18.03.2023), экзосомы участвуют в транс-
порте 2838 микроРНК. При исследовании механизмов 
канцерогенеза было показано, что повышенная экспрес-
сия miR-101 значительно снижает способность клеток 
РЯ к пролиферации и инвазии in vitro путем ингиби-
рования SOCS2, который является геном-супрессором 
и регулирует процессы клеточной пролиферации и апо-
птоза [28]. Кроме того, продемонстрировано, что фак-
торы транскрипции ZEB1 и ZEB2 также являются ми-
шенями miR-101 и их взаимодействие подавляет ген 
Е-кадерина. Это приводит к подавлению ЭМП, клеточ-
ной миграции и инвазии [13, 29]. При РЯ характерна 
пониженная экспрессия этой микроРНК [30], что кор-
релирует с низкой дифференцировкой опухоли и рези-
стентностью к цисплатину [31].

MiR-24-3p также играет большую роль в пролифе-
рации, инвазии и миграции клеток карциномы чело-
века [32]. С помощью анализа in silico путем интегра-
ции данных о взаимодействиях микроРНК и мишени, 
белок-белковых взаимодействиях и связях генов с за-
болеваниями была выявлена ассоциация между РЯ 
и экспрессией miR-24. В частности, повышенная экс-
прессия miR-24 в клетках ассоциируется со значитель-
ной индукцией клеточного апоптоза [33]. В дальнейших 

исследованиях с помощью биоинформатического ана-
лиза было установлено, что miR-24 способствует ре-
зистентности клеток РЯ к цисплатину, опосредуя мо-
дули связанных с резистентностью к этому препарату 
генов культуры клеток OVCAR-8R, которые участвуют 
в процессах, тесно связанных с апоптозом, клеточным 
циклом и адгезией [14]. В прошлом году было обнару-
жено, что miR-24 способна подавлять метастазирова-
ние РЯ, поскольку действует на ЭМП клеток опухоли 
[34]. Несмотря на значительное число исследований, 
посвященных роли miR-24-3р в канцерогенезе и уров-
ню ее экспрессии в экзосомах, данные литературы 
о наличии этой микроРНК в экзосомах плазмы крови 
и асцитической жидкости пациенток с РЯ немного-
численны.

Настоящее исследование показало, что экзосомы 
как асцитической жидкости, так и плазмы крови боль-
ных РЯ несут опухолеспецифические микроРНК. 
Сравнительный анализ miR-24-3p и miR-101 в экзо-
сомах этих биологических жидкостей показал возмож-
ность выявления РЯ до развития асцита, что позволит 
в дальнейшем использовать данные экзосомальные 
маркеры крови для ранней диагностики и оценки эф-
фективности противоопухолевой терапии с помощью 
жидкой биопсии.

Таблица 4. Уровень miR-101 в экзосомах плазмы и асцитической жидкости больных раком яичников в зависимости от клинических пара-
метров, медиана [27–75 %]

Table 4. miR-101 levels in exosomes from plasma and ascitic fluid of patients with ovarian cancer depending on clinical characteristics, median [27–75 %]

Показатель 
Parameter

Уровень miR-101 
в экзосомах плазмы 
miR-101 level in plasma 

exosomes

р

Уровень miR-101 в экзосомах 
асцитической жидкости 
miR-101 level in ascitic fluid 

exosomes

р

Возраст, лет: 
Age, years:
<56 (n = 10)
≥56 (n = 10) 

7,0 [6,4; 7,7]
7,3 [6,1; 7,8] 

0,89 6,8 [5,7; 7,2]
6,9 [6,4; 8,1] 

0,42

Стадия по классификации FIGO: 
FIGO stage:

IIB–IIIAB (n = 5)
IIIC (n = 15) 

7,3 [5,8; 7,8]
7,0 [6,4; 7,6] 

0,94 5,4 [3,5; 6,1]
7,1 [6,5; 7,4] 

0,03

Рак яичников в семейном анамнезе: 
Ovarian cancer in family history:

есть (n = 4) 
present (n = 4)
нет (n = 16) 
absent (n = 16) 

6,7 [5,7; 7,6]

7,2 [6,4; 7,2] 

0,63 7,1 [7,0; 7,2]

6,67 [5,9; 7,5] 

0,63

Объем асцитической жидкости, мл: 
Ascitic fluid volume:

<200 (n = 5)
200–1000 (n = 5)
>1000 (n = 10) 

6,5 [6,0; 6,9]
6,9 [6,1; 7,8]
7,6 [5,8; 7,7] 

0,53 6,1 [5,5; 6,8]
7,6 [6,7; 8,6]
7,2 [6,3; 7,4] 

0,14

Индекс перитонеального канцероматоза, у. е.: 
Peritoneal cancer index, c. u.:
≤9 (n = 10)
>9 (n = 10) 

7,0 [6,4; 7,8]
7,2 [6,0; 7,7] 

0,80 6,7 [5,7; 8,0]
7,1 [6,8; 7,3] 

0,44

http://www.exocarta.org
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Построенные для прогнозирования риска раз-
вития РЯ регрессионные модели оказались стати-
стически значимыми. Мы рассматриваем полученные 
результаты по использованию микроРНК в экзосо-
мах плазмы крови для прогнозирования риска разви-
тия РЯ как предварительные, однако весьма обнаде-
живающие. В перспективе оценка уровней miR-24-3p 
и miR-101 в экзосомах плазмы крови может быть 
применена для прогнозирования риска возникно-
вения РЯ в общей популяции женщин с учетом и без 
учета возраста в дополнение к тестированию на му-
тации BRCA1 /BRCA2, особенно при наличии в се-
мейном анамнезе РЯ или рака молочной железы 
в сочетании с РЯ.

ЗаКЛючЕНИЕ
В ходе настоящего исследования выявлено досто-

верное изменение уровней опухолеассоциированных 
микроРНК в составе экзосом плазмы крови больных 
РЯ по сравнению с этим показателем у ЗЖ. Показана 
прямая достоверная корреляция уровней miR-24-3p 
и miR-101 в экзосомах крови с уровнем этих микроРНК 
в экзосомах асцитической жидкости онкологических 
больных, что указывает на перспективность экзосо-
мальных miR-101 и miR-24-3p для диагностики РЯ ме-
тодом жидкостной биопсии. Полученные результаты 
расширяют наше понимание биологии канцерогенеза 
и являются еще одним шагом на пути к разработке но-
вых методов диагностики и лечения РЯ.
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Идентификация предиктивных маркеров 
в спинномозговой жидкости больных 
глиобластомой

Н. Е. Арноцкая, Т. И. Кушнир, И. А. Кудрявцев, А. А. Митрофанов, А. Х. Бекяшев, В. Е. Шевченко

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

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

Введение. Глиобластома (ГБ) пока неизлечима, несмотря на достижения в терапии других злокачественных солид-
ных опухолей. Тактика лечения ГБ основывается исключительно на гистопатологических признаках, томографиче-
ской визуализации опухоли и ее геномном анализе (соматические мутации в генах изоцитратдегидрогеназы, статус 
метилирования промотора гена O6-метилгуанин-дНк-метилтрансфераза). для адаптации лечения к самой последней 
эволюции опухоли молекулярная информация должна поступать регулярно на протяжении всего курса терапии. 
Однако опухолевая ткань часто недоступна для диагностики при прогрессировании заболевания. в связи с этим 
актуальной становится разработка менее инвазивных методов, например анализа протеома биологических жидко-
стей пациентов. Особый интерес представляет спинномозговая жидкость (СмЖ) – важный источник биомаркеров 
заболевания для мониторинга наличия и прогрессирования заболевания.
Цель исследования – идентификация протеомных предиктивных биомаркеров в СмЖ больных ГБ.
Материалы и методы. в ходе исследования были использованы образцы СмЖ пациентов, протеомная масс-спек-
трометрия высокого разрешения, современные биохимические методы и биоинформатические технологии.
Результаты. впервые проведен анализ протеомов образцов СмЖ больных ГБ, полученных до и спустя 7 дней после 
удаления первичной опухоли. идентифицированы потенциальные биомаркеры ГБ. после их валидации с исполь-
зованием открытых баз данных отобраны 11 протеомных предиктивных маркеров ГБ (S100A9, S100A8, PLA2G15, 
PPIB, LTBP2, VIM, LAMB1, STC1, NRP1, COL6A1, HSPA5) и проведена оценка их роли в молекулярных механизмах глио-
магенеза.
Заключение. предложенная панель протеомных предиктивных биомаркеров СмЖ больных ГБ может в дальнейшем 
использоваться при разработке тест-систем для оценки эффективности терапии и раннего выявления рецидивов 
заболевания.

Ключевые слова: глиобластома, протеом, спинномозговая жидкость, масс-спектрометрия

Для цитирования: арноцкая Н. е., кушнир Т. и., кудрявцев и. а. и др. идентификация предиктивных маркеров в спин-
номозговой жидкости больных глиобластомой. Успехи молекулярной онкологии 2023;10(2):117–25. DOI: 10.17650 / 2313-
805X-2023-10-2-117-125

Identification of predictive markers in the cerebrospinal fluid of patients with glioblastoma

N. E. Arnotskaya, T. I. Kushnir, I. A. Kudryavtsev, A. A. Mitrofanov, A. Kh. Bekyashev, V. E. Shevchenko

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

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

Introduction. Glioblastoma (GB) is not yet curable despite recent advances in the treatment of other malignant solid 
tumors. The management of GB is based solely on histopathological features, imaging of the tumor and its genomic 
analysis (somatic mutations in the isocitrate dehydrogenase genes, methylation status of the O6-methylguanine-DNA 
methyltransferase gene promoter). To adapt the treatment to the most recent tumor evolution, molecular information 
should be received regularly throughout the course of therapy. However, tumor tissue is often not available for diagno-
sis as the disease progresses. In this regard, the development of less invasive methods, such as analysis of the proteome 
of biological fluids of patients, is of particular interest. Cerebrospinal fluid (CSF) is an important source disease biomark-
ers to monitor the presence and progression of the disease.
Aim. To identify proteomic predictive biomarkers in the CSF of patients with GB.

mailto:vshev2015@yandex.ru
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Materials and methods. During the study, samples of patients’ CSF samples, high-resolution proteomic mass spectro metry, 
modern biochemical methods and bioinformatic technologies were used.
Results. For the first time, the analysis of proteomes of CSF samples of patients with GB obtained before and 7 days after 
the removal of the primary tumor was carried out. Potential biomarkers of GB have been identified. After their validation 
using open databases, 11 proteomic predictive markers of GB (S100A9, S100A8, PLA2G15, PPIB, LTBP2, VIM, LAMB1, STC1, 
NRP1, COL6A1, HSPA5) were selected and their role in the molecular mechanisms of gliomagenesis was assessed.
Conclusion. The proposed panel of proteomic predictive CSF biomarkers in GB patients can be further used in the devel-
opment of test systems for assessing the effectiveness of therapy and early detection of disease relapses.

Keywords: glioblastoma, proteome, cerebrospinal fluid, mass spectrometry

For citation: Arnotskaya N. E., Kushnir T. I., Kudryavtsev I. A. et al. Identification of predictive markers in the cerebrospi-
nal fluid of patients with glioblastoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2023;10(2): 
117–25. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-117-125

ВВЕдЕНИЕ
Наиболее распространенная и агрессивная пер-

вичная опухоль головного мозга глиобластома (ГБ) 
пока неизлечима, несмотря на достижения в терапии 
других злокачественных солидных опухолей. Общая 
выживаемость пациентов с этой патологией остается 
на уровне 15–20 мес [1]. Диагностика ГБ и последу-
ющая тактика ее лечения долгое время основывались 
исключительно на гистопатологических признаках. 
Полногеномный анализ глиом выявил знаковые со-
матические мутации в генах изоцитратдегидрогеназы 
(IDH) [2], идентифицировал транскрипционно и эпи-
генетически определенные подмножества глиом [3] 
и пролил свет на их мутационный ландшафт [4]. Тем 
не менее статус метилирования промотора гена MGMT 
(O6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза) остается 
основным параметром, определяющим тактику лече-
ния больных глиомами, и предиктором их выживаемо-
сти [5]. Однако метилирование ДНК MGMT может быть 
прогностическим биомаркером для ответа на лечение 
только у пациентов с ГБ классического подтипа [6].

Терапия ГБ начинается с нейрохирургической ре-
зекции опухоли с последующими лучевой терапией 
и введением темозоломида [6]. Несмотря на этот ре-
жим, данная опухоль практически всегда рецидиви-
рует, что связано с различными механизмами рези-
стентности к терапии [7]. Для того чтобы адаптировать 
лечение к самой последней эволюции опухоли, моле-
кулярная информация должна поступать регулярно на 
протяжении всего курса терапии. Однако опухолевая 
ткань часто недоступна для диагностики при прогрес-
сировании ГБ, так как повторные операции трудно-
выполнимы, сопряжены с риском и часто не приносят 
пользы больному с точки зрения выживаемости по 
сравнению с удалением первичной опухоли [8].

В связи с вышесказанным необходимо разработать 
менее инвазивные методы, например анализ протеома 
биологических жидкостей пациентов. Однако иденти-
фикация белковых маркеров часто затрудняется ис-
пользованием антител, которые позволяют одновре-
менно обнаруживать только ограниченное количество 
белков. Протеомная масс-спектрометрия (МС) стала 
мощной технологией, преодолевшей эти ограничения. 

Данный метод позволяет идентифицировать и коли-
чественно определять тысячи белков в однократном 
эксперименте [9]. Протеомная МС уже использова-
лась при открытии предиктивных биомаркеров неко-
торых онкологических заболеваний, таких как гепато-
целлюлярная карцинома [10] и рак яичников [11].

Особый интерес представляют проксимальные жид-
кости, такие как спинномозговая жидкость (СМЖ) 
и кистозная жидкость, являющиеся важным источни-
ком биомаркеров заболевания для мониторинга нали-
чия и прогрессирования заболевания. Спинномозговая 
жидкость – внеклеточная жидкость, циркулирующая 
в подпаутинном (субарахноидальном) пространстве 
головного и спинного мозга, желудочках и цистернах 
головного мозга. Она транспортирует биологические 
вещества, удаляет отходы и токсины, выделяемые моз-
гом. Исследование СМЖ имеет большое значение 
в диагностике многих неврологических заболеваний 
воспалительной и инфекционной природы, а также 
ряда опухолевых процессов.

В настоящем исследовании впервые проведен ана-
лиз протеомов образцов СМЖ больных ГБ, полученных 
до и после удаления первичной опухоли. Статистиче-
ски значимые карты дифференциально экспрессиро-
ванных белков (ДЭБ) использовались для идентифи-
кации потенциальных предиктивных биомаркеров 
заболевания и оценки их роли в молекулярных меха-
низмах глиомагенеза. После их валидации с исполь-
зованием открытых баз данных были отобраны 11 про-
теомных маркеров СМЖ, которые, по нашему мнению, 
могут применяться для оценки эффективности терапии 
ГБ и раннего выявления рецидивов заболевания.

Цель исследования – методом протеомной МС вы-
сокого разрешения провести картирование протеома 
СМЖ больных ГБ для идентификации потенциальных 
предиктивных маркеров заболевания.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Получение клинических образцов. Образцы СМЖ 

больных ГБ получали в отделении нейрохирургии На-
учно-исследовательского института клинической он-
кологии ФГБУ «Национальный медицинский иссле-
довательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» 
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Минздрава России. Проводилась люмбальная пункция 
до удаления первичной опухоли и спустя 7 дней после 
операции. Клинические данные пациентов, участво-
вавших в исследовании, представлены в табл. 1.

Приготовление образцов спинномозговой жидкости 
для масс-спектрометрии. Спинномозговую жидкость 
центрифугировали при 10 000 об. / мин в течение 10 мин, 
аликвотировали и хранили при температуре –80 °C. 
Две объединенные аликвоты СМЖ до (СМЖ

до
) и по-

сле (СМЖ
после

)
 
хирургического вмешательства готови-

ли из 9 образцов СМЖ, взятых у больных ГБ до и после 
операции: первая содержала 950 мкг, вторая – 975 мкг 
белка соответственно. Спинномозговую жидкость под-
вергали ультрафильтрации для удаления низкомолеку-
лярных соединений ранее описанным методом [12].

Таблица 1. Клинические данные больных глиобластомой (ГБ), участ-
вовавших в исследовании

Table 1. Clinical data of patients with glioblastoma (GB) participating in the study

Паци-
ент 

Patient

Клинический диагноз 
Clinical diagnosis

Пол 
Sex

Воз-
раст 
Age

1
ГБ левой височной доли головного 

мозга 
GB of the left temporal lobe of the brain

М 
M

58

2

ГБ левой теменно-затылочной 
области головного мозга 

GB of the left parieto-occipital region  
of the brain

Ж 
F

65

3
ГБ правой височной доли головного 

мозга 
GB of the right temporal lobe of the brain

М 
M

78

4

ГБ правой теменно-затылочной 
области головного мозга 

GB of the right parietal-occipital region  
of the brain

М 
M

57

5
ГБ правой затылочной доли 

головного мозга 
GB of the right occipital lobe of the brain

М 
M

58

6

ГБ левой лобной доли 
головного мозга 

с кровоизлиянием 
GB of the left frontal lobe of the brain with 

hemorrhage

Ж 
F

63

7
ГБ правой лобной доли головного 

мозга 
GB of the right frontal lobe of the brain

Ж 
F

57

8

Анапластическая астроцитома 
правой лобной доли головного 

мозга 
Anaplastic astrocytoma of the right frontal 

lobe of the brain

Ж 
F

34

9
ГБ правой лобной доли головного 

мозга 
GB of the right frontal lobe of the brain

М 
M

68

После трипсинолиза объединенных образцов 
СМЖ [12] их упаривали при +30 °С в центрифужном 
концентраторе Labconco CentriVap (США) и исполь-
зовали для предварительного фракционирования 
триптических пептидов.

Фракционирование продуктов трипсинолиза биооб-
разцов. Продукты трипсинолиза образцов СМЖ (100 мкг) 
растворяли в 50 мкл 0,1 % муравьиной кислоты 
и фракционировали на колонке Zorbax 300 Extend-C18 
(2,1 × 500 мм; 3,5 мкм, Agilent, США) на модульном 
хроматографе для высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) Agilent 1100 (Agilent, США), 
оборудованном коллектором фракций и ультрафиолето-
вым (УФ) детектором. Объем введенной пробы состав-
лял 20 мкл, температура колонки – 25 °C; детектирова-
ние проводили по УФ-поглощению при длине волны 
214, 254 и 280 нм. Подвижная фаза состояла из фаз A 
(20 мМ NH

4
OH, рН 10) и B (20 % фазы A плюс 80 % 

ацетонитрила). Колонку уравновешивали фазой А 
в течение 30 мин перед вводом образца. Градиент по-
движной фазы при скорости потока 300 мкл / мин уста-
навливали следующим образом: a) от 0 до 5 мин – 0 % 
фазы B; б) от 5 до 35 мин – от 0 до 35 % фазы B; в) от 35 
до 45 мин – от 35 до 100 % фазы B; г) от 45 до 60 мин – 
100 % фазы B; д) от 60 до 70 мин – от 100 до 0 % фазы B. 
Всего было собрано 12 фракций от 0 до 50 мин с ин-
тервалами 1,5 и 3 мин. Фракции упаривали досуха 
при 30 °С на центрифужном концентраторе Labconco 
CentriVap (Labconco, США) и повторно разбавляли 
100 мкл 0,1 % муравьиной кислоты для МС-анализа.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ трипти-
ческих пептидов проводили с использованием нано-
ВЭЖХ-Dionex Ultimate 3000 и масс-спектрометра LTQ 
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., США) 
с источником ионизации NanoSpray [12]. Масс-спектро-
метрические данные обрабатывали с помощью про-
грамм MaxQuant 1.6.17.0 (Biochemistry Computational 
Systems, Biochemistry Max Planck, Martinsried, Герма-
ния) и Perseus 1.6.0.7 (Max Planck Institute of Bioche-
mistry, Германия).

Биоинформатический анализ. Биоинформатиче-
ский анализ проводили c использованием программы 
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Inte-
grated Discovery; https://david.ncifcrf.gov), а также от-
крытой базы данных PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov / 
 pubmed). Информацию по экспрессии матричной 
РНК (мРНК) и белков в опухолевой и нормальной 
тканях получали из баз «Атлас ракового генома» (The 
Cancer Genome Atlas, TCGA), Clinical Proteomic Tumor 
Analysis Consortium (CPTAC) и International Cancer 
Proteogenome Consortium (ICPC). Анализ данных для 
группы мРНК в базе TCGA с учетом субтипов ГБ вы-
полняли с помощью программы Glioblastoma BioDis-
covery Portal (GBM-BioDP) (https://gbm-biodp.nci.nih.gov / 
 #genes). Корреляцию между экспрессией генов и их 
клинической значимостью анализировали с использо-
ванием UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu/index.html).

https://gbm-biodp.nci.nih.gov/#genes
https://gbm-biodp.nci.nih.gov/#genes
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РЕЗУЛьТаТы
Картирование протеома спинномозговой жидкости 

больных глиобластомой до и после хирургического вме-
шательства. Для идентификации потенциальных пре-
диктивных маркеров ГБ в настоящей работе впервые 
выполнен сравнительный протеомный анализ объ-
единенных образцов СМЖ

до
 и СМЖ

после
 9 больных ГБ 

(см. табл. 1), полученных до и после хирургического 
удаления первичной опухоли. Мы использовали label-
free количественный метод ВЭЖХ с масс-спектроме-
трическим детектированием (нано-ВЭЖХ-МС / МС) 
для панорамного картирования протеомов 2 типов 
образцов (в триплетах) без предварительного сниже-
ния уровней высокопредставленных белков.

Протеомный анализ триптических пептидов 2 об-
разцов СМЖ с использованием программы MaxQuant 
позволил идентифицировать в общей сложности 911 
белков путем сопоставления тандемных (МС / МС) 
масс-спектров с пептидными последовательностями 
в базе данных UniProtKB_human с ложным уровнем 
обнаружения (false discovery rate, FDR) 1 % для трой-
ных повторов 2 видов образцов. В ходе обработки дан-
ных с помощью программы Perseus было распознано 
следующее количество белков: образец 01 (СМЖ

до
) – 

691 белок по 5176 пептидам (2605 уникальных пепти-
дов); образец 02 (СМЖ

после
) – 837 белков по 5411 пептидам 

(2787 уникальных пептидов). Из них 69 % протенинов 
идентифицировали по совпадению 2 и более пептидов 
и 31 % – по совпадению 1 пептида. Процент сиквенс-по-
крытия исследуемых белков изменялся от 0,2 до 97,4 %. 
Коэффициент корреляции Пирсона между образцами 
СМЖ

после
 и СМЖ

до
 варьировал от 0,81 до 0,90.

Дифференциально экспрессированными оказались 
266 протеинов; они присутствовали в обоих образцах 
СМЖ и имели статистически значимые изменения 
экспрессии в СМЖ

до
 по сравнению с СМЖ

после
 (p <0,05) 

c кратностью изменения >2 или <0,5. Экспрессия 
128 белков была выше, а 138 белков – ниже в СМЖ

до
 

по сравнению с СМЖ
после

. Увеличение экспрессии бо-
лее чем на порядок наблюдали у 28 ДЭБ, включая 
HSP90AA1, LTF, GOLPH2, CCDC42, ATL2, ARFIP1 
и MERP1. Одновременно снижение экспрессии более чем 
на порядок отмечали для 31 ДЭБ, включая GPR37, 
VCAN, F10, SHISA5, MRC1L1, ATP1A3 и TGOLN2.

Результаты биоинформатического анализа. Данные 
протеомного картирования ДЭБ СМЖ до и после уда-
ления первичной опухоли подвергали сравнительному 
биоинформатическому анализу. Каждый из 266 ДЭБ 
классифицировали по клеточной локализации с ис-
пользованием открытых баз данных, указанных выше. 
Если один белок был обнаружен более чем в одном 
клеточном компартменте, он также учитывался. Боль-
шую часть ДЭБ составляли сигнальные протеины 
(63,1 %). Белки СМЖ в основном были локализованы 
во внеклеточной области (49,4 %), межклеточном про-
странстве (13 %), экзосомах (43,9 %), лизосомах (32,4 %) 
и плазматичеcкой мембране (37,5 %).

Классификация белков СМЖ по биологическим 
процессам показала, что большинство протеинов во-
влечены в сигнальную трансдукцию (28,1 %), клеточную 
коммуникацию (27,3 %), рост клеток и их развитие 
(16,1 %), метаболизм белков (15 %) и общий метабо-
лизм (12,7 %).

Основная часть белков СМЖ выполняла молеку-
лярные функции, проявляя активность клеточных 
адгезивных молекул (7,9 %), внеклеточных матрикс-
ных компонентов (6,7 %), рецепторную (6 %) и ката-
литическую (4,9 %).

Идентификация потенциальных предиктивных мар-
керов глиобластомы. Проводили сравнительный анализ 

Таблица 2. Изменение экспрессии потенциальных предиктивных 
маркеров спинномозговой жидкости (СМЖ) после хирургического 
удаления первичной глиобластомы (p <0,05)

Table 2. Changes in the expression of potential predictive cerebrospinal fluid 
(CSF) markers after surgical removal of the primary glioblastoma (p <0.05)

Ген 
Gene

Белок 
Protein

СМЖ
до

 / 
СМЖ

после
 

CSF
before 

/  
CSF

after

S100A9 Протеин S100-A9 
Protein S100-A9

13,7

PLA2G15 Группа XV фосфолипаза A2 
Group XV phospholipase A2

6,2

PPIB
Пептидил-пролил-цис-транс-

изомераза B 
Peptidyl-prolylcis-trans isomerase B

5,8

LTBP2

Бета-связывающий белок 2 
латентного трансформирующего 

фактора роста 
Latent-transforming growth factor 

beta-binding protein 2

4,2

VIM Виментин 
Vimentin

3,1

LAMB1 Субъединица ламинина бета-1 
Laminin subunit beta-1

2,6

STC1 Станниокальцин-1 
Stanniocalcin-1

2,6

S100A8 Протеин S100-A8 
Protein S100-A8

2,2

NRP1 Нейропилин-1 
Neuropilin-1

2,2

COL6A1 Цепь коллагена альфа-1 (VI) 
Collagen alpha-1 (VI) chain

1,8

HSPA5
Белок 78 кДа, регулируемый 

глюкозой 
78 kDa glucose-regulated protein

1,5

Примечание. СМЖ
до

 – образцы СМЖ, взятые до операции; 
СМЖ

после 
–

 
образцы СМЖ, взятые после операции. 

Note. CSF
before

 – CSF samples taken before surgery; CSF
after

 – CSF 

samples taken after surgery.
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протеомных карт СМЖ больных ГБ, полученных 
до удаления первичной опухоли и спустя 7 дней после 
операции. Повышенное внимание уделяли 128 ДЭБ, 
экспрессия которых снижалась после хирургического 
вмешательства. Дополнительную фильтрацию канди-
датных протеинов осуществляли с учетом их участия 
в патогенезе ГБ или других злокачественных новооб-
разований (PubMed), уровней этих белков и экспрес-
сии их мРНК в опухолевой ткани по сравнению с нор-
мальной тканью головного мозга, взятой в районе 
первичной опухоли (базы TCGA, CPTAC, ICPC), 
а также клинической значимости. В результате были 
отобраны 11 кандидатных маркеров, включая 9 ДЭБ 
и COL6A1, HSPA5, данные по которым представлены 
в табл. 2. Проведенный анализ показал, что уровни 3 бел-
ков из этого списка (S100A9, PLA2G15, PPIB) в СМЖ 
больных ГБ после удаления опухоли снижались более 
чем в 5 раз.

Для оценки клинической значимости панели ге-
нов, кодирующих группу потенциальных предиктив-
ных маркеров ГБ (S100A9, PLA2G15, PPIB, LTBP2, 
VIM, LAMB1, STC1, S100A8, NRP1, COL6A1, HSPA5), 
с помощью программы GBM-BioDP строили кривые 
Каплана–Майера для 4 субтипов ГБ (классического, 
мезенхимального, пронейрального и нейрального) на 
основе мультигенного прогностического индекса от-
ношения рисков (ОР) (отношения риска события 
в определенный момент времени (t) в одной и другой 
группах) (рис. 1). Показатель относится к методам 
оценки выживаемости и оценивается при проведении 
регрессионного анализа. Отношение рисков связано 
с вероятностью того, что событие, не произошедшее 
к определенному моменту времени, случится в следу-
ющий интервал времени. Вероятность того, что собы-
тие в одной группе наступит раньше, чем в другой, 
может быть рассчитана на основании показателя ОР 
по формуле:

р = ОР / (1 + ОР).

Согласно данным, представленным на рис. 1, для 
всех субтипов ГБ наблюдаются статистически значимые 
значения HR c диапазоном изменения величин от 1,84 
до 8,38, что указывает на достоверное увеличение по-
казателей общей выживаемости больных ГБ при сни-
жении мультигенного параметра.

ОбСУждЕНИЕ
На протяжении последних лет СМЖ активно изу-

чается как перспективный источник биомаркеров гли-
ом [13]. Протеомный анализ ликвора дал много полез-
ной информации о потенциальных маркерах этих 
заболеваний, однако, к сожалению, большинство из них 
оказались низкоспецифичными и не нашли примене-
ния в клинической практике [14]. Описанная ситуация 
оправдывает необходимость продолжения исследова-
ний в данном направлении и поиска причин отрица-

тельного результата. Анализ литературы показал, 
в частности, что во всех более ранних работах в каче-
стве контроля использовались образцы ликвора 
от больных неонкологическими патологиями, а вектор 
исследований в основном был направлен на иденти-
фикацию диагностических биомаркеров глиом.

В данном исследовании впервые выполнен срав-
нительный протеомный анализ СМЖ больных ГБ 
до и после хирургического удаления первичной опу-
холи. Такой подход позволяет более точно обнаружи-
вать ДЭБ, имеющие отношение к опухолевому про-
цессу, и формировать панель предиктивных маркеров. 
Полученные результаты указывают на значительные 
изменения в протеомном составе СМЖ пациентов 
спустя 7 дней после оперативного вмешательства, 
что подтверждается довольно большим количеством 
ДЭБ. Из 911 идентифицированных протеинов 14 % 
снижали экспрессию, а 15 % – повышали (p <0,05) 
более чем в 2 раза. Важно отметить, что внеклеточные 
белки составляли основную часть протеома СМЖ че-
ловека. Большая часть ДЭБ (55,4 %) участвовала в сиг-
нальной трансдукции и клеточной коммуникации.

При идентификации потенциальных предиктив-
ных маркеров основное внимание уделялось ДЭБ, 
уровни которых снижались после удаления первичной 
опухоли. В процессе отбора кандидатных белков про-
водили их многоступенчатую фильтрацию с примене-
нием открытых баз данных. Во-первых, оставили 
группу белков, уровни которых были значительно по-
вышены в опухолевой ткани по сравнению с нормаль-
ной тканью головного мозга (базы CPTAC и ICPC). 
Во-вторых, из полученного списка отобрали только 
белки с увеличенной экспрессией их мРНК в опухолевой 
ткани по отношению к норме (база TCGA). В-третьих, 
исключили протеины, для мРНК которых кривые 
Каплана–Майера статистически значимо не показы-
вали увеличение показателей общей выживаемости 
больных ГБ. В результате получили список из 11 потен-
циальных предиктивных маркеров ГБ (S100A9, PLA2G15, 
PPIB, LTBP2, VIM, LAMB1, STC1, S100A8, NRP1, 
COL6A1, HSPA5).

Мультигенный анализ клинической значимости 
полученной тест-системы, по данным TCGA 
(AgilentG4502A_07_1 / 2; 497 больных ГБ), выполнили 
с помощью программы GBM-BioDP с использовани-
ем модели пропорциональных интенсивностей Кокса. 
Согласно данным, представленным на рис. 1, сниже-
ние в опухоли экспрессии мРНК, отвечающих пере-
численным выше белкам, приводит к увеличению 
показателей общей выживаемости пациентов с ГБ. 
Наибольший эффект наблюдался у больных с проней-
ральным и нейральным субтипами ГБ.

Согласно данным, представленным в табл. 2, при 
удалении первичной опухоли уровни белков S100A8 
и S100A9 в СМЖ больных ГБ снижались в 2,2 и 13,7 ра-
за соответственно. Экспрессия S100A8 / A9 значительно 
увеличена в мезенхимальном субтипе ГБ и в подгруппе 
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дикого типа IDH1, более агрессивном и с плохим про-
гнозом [15]. Концентрации S100A8 / 9 повышены в сы-
воротке крови больных ГБ, но только уровни S100A8 
коррелировали с выживаемостью пациентов [15]. 
S100A8 / А9 высоко экспрессируются в опухолевых 
стволовых клетках и стимулируют миграцию и инва-
зию клеток глиомы [15].

Гипоксия идентифицирована как новый регулятор 
экспрессии S100A8 / A9. В отличие от S100A8, уровни 
S100A9 и фактора, индуцируемого гипоксией, 1-α (hypo-
xia-induced factor-1α, HIF-1α) заметно коррелировали 
со временем до рецидива [16].

LYPLA3. Этот белок кодируется геном PLA2G15, 
участвует в метаболизме липидов, обладает кальций-
независимой активностью, опосредует внутри- и вне-
клеточную передачу сигналов и влияет на различные 
онкогенные процессы, включая миграцию клеток, 
инвазию, пролиферацию и ангиогенез [17]. J. E. Jang 
и соавт. обнаружили, что NFATC3-PLA2G15 FT (транс-
крипт слияния) регулирует клеточную пролиферацию 
в качестве гена-драйвера в клеточных линиях колорек-

тального рака, однако функциональные механизмы 
этого процесса пока не раскрыты [17].

PPIB. Данный белок регулирует свойства глиаль-
ных клеток, ускоряя в них превращение транс-кон-
формации в цис-конформацию протеинов, таких как 
GFAP и NDRG2, что приводит к изменению активно-
сти глиальных клеток [18]. В базах данных TCGA, 
Lembrandt и Severance отмечено увеличение экспрес-
сии PPIB в зависимости от степени злокачественности 
глиомы. Клетки U87 и TS15–88 имели высокий уро-
вень PPIB, коррелирующий с пролиферацией клеток 
ГБ. Также этот маркер регулирует рост глиомасфер 
через процесс убиквитинирования с помощью лигазы 
E3 [18].

LTBP2. Этот протеин является членом суперсемей-
ства белков внеклеточного матрикса фибриллин /  
LTBP [19], играет большую роль в клеточной адгезии [20] 
и может косвенно модулировать активность трансфор-
мирующего фактора роста β (transforming growth 
factor-β, TGF-β), высвобождая LTBP1 из микрофиб-
рилл. Участие LTBP2 в патогенезе злокачественных 
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Анализ выживаемости 497 больных с классическим (а), мезенхимальным (б), пронейральным (в) и нейральным (г) субтипами глиобластомы на ос-
нове мультигенного прогностического индекса отношения рисков с использованием данных по матричным РНК потенциальных предиктивных 
маркеров из базы «Атлас ракового генома» (https://gbm-biodp.nci.nih.gov / #genes)
Survival analysis of 497 patients with with classical (a), mesenchemal (б), pronural (в), and neural (г) subtypes of glioblastoma based on the multigenic 
prognostic index Hazard ratio using matrix RNA data of potential predictive markers from The Cancer Genome Atlas Database (https://gbm-biodp.nci.nih.
gov / #genes)

Логарифмическое значение величины p: 
0,002 / Logrank p-value: 0.002

Прогностический индекс отношения 
рисков: 3,27; p = 0,003 / Predictive index 

hazard ratio: 3.27; p = 0.003

Логарифмическое значение величины p:  
0,037 / Logrank p-value: 0.037

Прогностический индекс отношения рисков: 
1,84; p = 0,037 /  

Predictive index hazard ratio: 1.84; p = 0.037

Логарифмическое значение величины  
p: 0 / Logrank p-value: 0

Прогностический индекс отношения 
рисков: 2,66; p = 0,002 / Predictive index 

hazard ratio: 2.66; p = 0.002
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значение  
величины p: 0 /  
Logrank p-value: 0
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опухолей остается неясным. Предложены молекуляр-
ные механизмы, объясняющие роль этого маркера 
как в развитии опухоли, так и в подавлении ее роста 
[19]. Показано, что экспрессия LTBP2 повышается 
в тканях и клеточных линиях рака желудка и связана 
с глубиной инвазии опухоли и стадией метастазирова-
ния. Кроме того, снижение экспрессии LTBP2 в клетках 
рака желудка эффективно подавляет их пролифера-
цию, миграцию, инвазию и эпителиально-мезенхи-
мальный переход, супрессирует активность GSH 
и GPX4, приводя к ферроптозу [21].

Виментин. В настоящее время виментин (VIM) рас-
сматривается как маркер высокоагрессивных и мета-
статических форм почти всех видов рака. Более высокая 
экспрессия VIM связана с прогрессированием ГБ и сни-
жением показателей выживаемости у пациентов. Актива-
ция этого белка наблюдалась в классическом и мезенхи-
мальном подтипах ГБ, а переходы от классической 
к мезенхимальной ГБ коррелировали с более высокой 
экспрессией VIM и повышенной пролиферацией и миг-
рацией клеток опухоли [22]. Подавление экспрессии VIM 
снижало инвазию и миграцию опухолевых клеток, дейст-
вуя как регулятор AXL рецептора тирозинкиназы [23].

Гипоксия вызывает изменения в локализации сети 
промежуточных филаментов VIM [24], а экспрессия 
HIF-1α положительно коррелирует с уровнями марке-
ров эпителиально-мезенхимального перехода (LOX 
и VIM) в клетках ГБ [25].

LAMB1. Этот белок участвует во многих биологи-
ческих процессах, включая клеточную адгезию, диф-
ференцировку, миграцию, передачу сигналов и мета-
стазирование [26]. LAMB1 высоко экспрессирован 
в глиомах высокой степени злокачественности, что 
предполагает его участие в прогрессировании опухо-
левого процесса [27]. Этот белок взаимодействует 
с интегринами на поверхности опухолевых клеток [28], 
способствуя их адгезии и миграции. Кроме того, 
LAMB1 влияет на экспрессию факторов роста и про-
моторов инвазии, таких как фактор роста эндотелия 
сосудов (vascular endothelial growth factor, VEGF), 
TGF-β и матриксная металлопротеиназа 2 (MMP-2), что 
усиливает процессы ангиогенеза и инвазии [27].

STC1. Этот гликопротеин связан с ангиогенезом, 
клеточной пролиферацией, инвазией, метастазирова-
нием, апоптозом и воспалением [29, 30]. Повышенная 
экспрессия STC1, наблюдаемая при ГБ, способствует 
прогрессированию заболеваний [30]. Кроме того, экс-
прессия STC1 увеличивается в условиях гипоксии, 
а HIF1-α активирует STC1 в опухолевых клетках [31, 32]. 
Концентрация этого гликопротеина в СМЖ при ГБ 
выше, чем при глиоме низкой степени злокачествен-
ности [32]. Сообщается, что STC1 активирует сигналь-
ный каскад PI3K (phosphoinositide-3-kinase, фосфои-
нозитид-3-киназа) / Akt и JNK [33].

NRP1. Этот белок высоко экспрессируется в клет-
ках ГБ [34], и его повышенная экспрессия связана 
с плохим прогнозом у пациентов [35]. NRP1 регулиру-

ет ангиогенез и действует как корецептор для TGF-β, 
фактора роста тромбоцитов (platelet-derived growth 
factor) и нейротрофического фактора глиальной кле-
точной линии (glial cell line-derived neurotrophic factor, 
GDNF) [34]. GDNF увеличивает экспрессию мРНК 
и белка NRP1 и способствует прогрессированию ГБ [34]. 
Сообщается, что субпопуляция клеток NRP1+ демон-
стрирует повышенную экспрессию маркеров плюри-
потентности и высокие способности клеток к миграции 
и самообновлению. Помимо этого, NRP1 является 
прямой мишенью HIF-1α, повышающего экспрессию 
E-кадгерина, MMP-2 и VIM в условиях гипоксии [36].

COL6A1. Этот белок участвует в миграции и инва-
зии опухолевых клеток [37, 38], а его экспрессия в глио-
ме значительно выше, чем в окружающих нормальных 
тканях [38]. COL6A1 связан с ангиогенезом в условиях 
гипоксической микросреды через VEGF и сигнальный 
путь PI3K / Akt [37, 38]. Под контролем P4HA1 в усло-
виях гипоксии COL6A1 повышает экспрессию CD31 
и дифференцировку опухолевых стволовых клеток 
в эндотелиальные клетки в опытах in vitro и in vivo. 
Предполагается, что сигнальный путь PH4A1 / COL6A1 
является адаптивным ответом на гипоксическую ми-
кросреду [37].

HSPA5. Данный белок индуцирует окислительный 
стресс, гипоксию [39] и способствует агрессивному 
росту и радиорезистентности ГБ. HSPA5 может акти-
вировать онкогенные пути, участвуя в регуляции про-
лиферации, апоптоза и подвижности опухолевых кле-
ток [40]. По сравнению с первичными глиомами этот 
белок высоко экспрессирован в рецидивирующих 
глиомах и, как полагают, является потенциальным 
предиктивным маркером [39]. Таргетирование HSPA5 
подавляет самообновление и радиорезистентность 
опухолевых стволовых клеток (особенно мезенхималь-
ного подтипа) in vitro и in vivo, что сопровождается по-
давлением путей STAT3, ядерного фактора каппа-би 
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells, NF-κB) и C / EBPβ [40].

На основе полученных результатов можно сделать 
вывод о том, что СМЖ является уникальным биоло-
гическим объектом для открытия протеомных марке-
ров ГБ. Удаление первичной опухоли приводит к из-
менению протеомного ландшафта СМЖ больных ГБ, 
что может успешно использоваться для идентифика-
ции потенциальных предиктивных маркеров заболе-
вания, играющих важную роль в глиомагенезе. Био-
информатический комплексный анализ протеомных 
карт СМЖ, полученных на разных этапах терапии ГБ, 
представляет новые возможности для оценки эффек-
тивности терапии и предсказания рецидива заболева-
ния. Открытые протеомные и геномные базы облегча-
ют отбор и валидацию потенциальных биомаркеров ГБ.

ЗаКЛючЕНИЕ
Спинномозговая жидкость – уникальный источ-

ник биомаркеров ГБ для мониторинга наличия и про-
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грессирования заболевания. В настоящем исследовании 
впервые проведено картирование протеома СМЖ боль-
ных ГБ до и после хирургического удаления первичной 
опухоли. В целом идентифицированы 911 протеинов, 
266 из которых являлись ДЭБ. Полученные результаты 
указывают на значительные изменения в протеомном 
составе СМЖ больных ГБ после оперативного вмеша-
тельства, что может успешно использоваться для иден-

тификации потенциальных предиктивных маркеров. 
В результате комплексного биоинформатического ана-
лиза ДЭБ с использованием открытых баз данных пред-
ложена основа для создания тест-системы из 11 потен-
циальных предиктивных маркеров ГБ (S100A9, PLA2G15, 
PPIB, LTBP2, VIM, LAMB1, STC1, S100A8, NRP1, 
COL6A1, HSPA5) для оценки эффективности терапии 
и предсказания рецидива заболевания.
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Взаимосвязь хинолоновых регуляторов 
Pseudomonas aeruginosa и уровня 
иммуноглобулинов в крови больных раком легких
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Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, 63

К о н т а к т ы : вадим вячеславович давыдов vaddavydov@mail.ru

Введение. Большой интерес у исследователей в области онкологии вызывает вопрос о роли микроорганизмов 
в развитии злокачественных новообразований.
Цель исследования – изучить содержание 2-гептил-3-гидрокси-4-хинолона (PQS) и 2-гептил-4-хинолона (HHQ), 
продуцируемых Pseudomonas aeruginosa, в крови больных раком легких и проанализировать взаимосвязь этого 
показателя с изменением уровня иммуноглобулинов и фактора роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 
factor, VEGF) в крови.
Материалы и методы. выполнены количественное определение PQS и HHQ в крови больных с помощью высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии, а также анализ иммуноглобулинов класса G (IgG), секреторного иммуногло-
булина а (s-IgA) и VEGF с помощью твердофазного иммуноферментного анализа.
Результаты. исследования показали, что уровень PQS в крови больных раком легких в 2 раза выше, чем у обследо-
ванных контрольной группы. На фоне данного сдвига наблюдаются снижение уровня иммуноглобулинов IgG, а так-
же повышение содержания s-IgA и VEGF в крови.
Заключение. У больных раком легких происходит повышение уровня PQS в крови, что формирует предпосылки 
для отягощения течения основного заболевания и ухудшения его прогноза.

Ключевые слова: рак легких, 2-гептил-3-гидрокси-4-хинолон, 2-гептил-4-хинолон, цитокины, иммуноглобулины, 
Pseudomonas aeruginosa, кворум-сенсинг
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Interrelation between Pseudomonas aeruginosa quinolone signal and the level 
of immunoglobulins in the blood of patients with lung cancer
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Introduction. Researchers in the field of oncology have a significant interest in the role of microorganisms in develop-
ment of malignant neoplasms.
Aim. To study the levels of 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) and 2-heptyl-4-quinolone (HHQ) produced by Pseudo­
monas aeruginosa in the blood of patients with lung cancer and to analyze the relation between their changes and chang-
es in the level of immunoglobulins and vascular endothelial growth factor (VEGF) in the blood of patients with lung cancer.
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Materials and methods. PQS and HHQ were quantified in the blood of patients using high performance liquid chroma-
tography. The levels of immunoglobulins G (IgG), secretory immunoglobulin A (s-IgA), and VEGF in the blood were de-
termined using ELISA.
Results. Analysis have shown that the level of PQS in the blood of patients with lung cancer is 2-fold higher than in the 
control group. This change is accompanied by a decrease in the level of immunoglobulins IgG, as well as an increase in 
the content of s-IgA and growth factor VEGF in the blood.
Conclusion. PQS level in the blood of patients with lung cancer is elevated creating conditions aggravating the course 
of the main disease and worsening its prognosis.

Keywords: lung cancer, 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone, 2-heptyl-4-quinolone, cytokines, immunoglobulins, Pseu­
domonas aeruginosa, quorum sensing

For citation: Shestopalov A. V., кit O. I., Davydov V. V. et al. Interrelation between quinolone signal of Pseudomonas 
aeruginosa and the level of immunoglobulins in the blood of patients with lung cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = 
Advances in Molecular Oncology 2023;10(2):126–31. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023-10-2-126-131

ВВЕдЕНИЕ
В настоящее время активно проводятся исследо-

вания, связанные с выяснением роли микрофлоры 
в развитии злокачественных новообразований у чело-
века [1–4]. Одним из микроорганизмов, способст-
вующих возникновению данной патологии, является 
Pseudomonas aeruginosa. Эта бактерия проявляет троп-
ность к бронхам, в связи с чем играет большую роль 
в развитии внутрибольничных пневмоний [5, 6]. До-
казано также участие Pseudomonas aeruginosa в форми-
ровании хронической обструктивной болезни легких [7] 
как одного из предраковых заболеваний [8, 9].

В процессе метаболизма триптофана у Pseudomonas 
aeruginosa синтезируются 2-гептил-4-хинолон (HHQ) 
и 2-гептил-3-гидрокси-4-хинолон (PQS). Эти метабо-
литы выступают в роли хинолиновых регуляторов 
и играют важную роль в формировании социального 
поведения бактерий (кворум-сенсинга) и, как следст-
вие, в образовании бактериальных пленок [10, 11]. Они 
выступают в качестве индуктора целого ряда генов 
и обеспечивают повышение вирулентности микроор-
ганизма, а также усиление его негативного эффекта 
на организм-хозяин. Следствием этого становятся 
 угнетение иммунной системы и формирование воспа-
лительных изменений в бронхах [12–14]. Однако, не-
смотря на все эти хорошо известные факты, до сих пор 
все еще не предприняты попытки оценить характер 
изменений уровней хинолоновых регуляторов Pseu-
domonas aeruginosa HHQ и PQS в крови больных раком 
легких и провести всесторонний анализ таких сдвигов 
с изменением уровня иммуноглобулинов и фактора 
роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 
factor, VEGF) в крови. Изучению этих вопросов и по-
священо настоящее исследование.

Цель исследования – изучить содержание PQS и HHQ, 
продуцируемых Pseudomonas aeruginosa, в крови боль-
ных немелкоклеточным раком легких (НМРЛ) и про-
анализировать взаимосвязь этих показателей с измене-
нием уровня иммуноглобулинов и VEGF в крови.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Исследования проводились в 2020–2022 гг. в На-

циональном медицинском исследовательском центре 

онкологии Минздрава России (Ростов-на-Дону). В ис-
следование включены 40 больных НМРЛ (22 мужчины 
и 18 женщин; средний возраст 62,1 ± 6,4 года) и 23 здо-
ровых донора (7 мужчин, 16 женщин; средний возраст 
40,4 ± 4,1 года). Первая стадия НМРЛ диагностирована 
у 4  пациентов, II стадия – у 11, III стадия – у 15, IV ста-
дия – у 10. Все больные получали комплексное проти-
воопухолевое лечение по стандартным протоколам.

Критериями включения в группу больных НМРЛ 
были возраст 18–80 лет, отсутствие инфекционных 
заболеваний и приема антибактериальных и пробио-
тических препаратов в течение последних 3 мес.

Пациенты с НМРЛ не включались в исследование 
при их тяжелом общем состоянии вследствие основ-
ного заболевания или осложнений, вызванных им, 
наличии инфекционных заболеваний в течение по-
следних 3 мес и приеме антибактериальных и пробио-
тических препаратов в течение последних 3 мес.

Критериями включения в группу условно здоровых 
доноров были возраст 18–80 лет, отсутствие инфекци-
онных, иммунопатологических и онкологических 
 заболеваний, приема антибактериальных и пробиоти-
ческих препаратов в течение последних 3 мес, бере-
менности и кормления грудью.

После формирования списка донорам и больным 
присваивали порядковый номер, пробам – лаборатор-
ный номер. Образцы сывороток хранились до момента 
исследования в биобанке Национального медицин-
ского исследовательского центра онкологии Минздра-
ва России при –80 оС.

Для определения содержания PQS и HHQ к 300 мкл 
плазмы крови добавляли внутренний стандарт 4-гид-
рокси-2-метил-хинолон до концентрации 2 нг / мл (6 мкл 
раствора в ацетонитриле с концентрацией 100 нг / мл) 
и 1 мл 0,5 М карбонатного буфера (рН 10). После пе-
ремешивания экстрагировали смесью 1 мл этилацета-
та и 1 мл диэтилового эфира в течение 10 мин. Цент-
рифугировали 5 мин при 3000 об. / мин и отбирали 
верхний органический слой. Пробу выпаривали досуха 
при температуре 60 оС в токе азота. Сухой остаток сме-
шивали с 100 мкл смеси пропилового ангидрида и пи-
ридина в соотношении 3:2, после чего нагревали при 
80 оС в течение 30 мин. Полученную смесь выпаривали 
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при температуре 80 оС. Сухой остаток растворяли 
в 100 мкл ацетонитрила и анализировали методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с тан-
демным масс-спектрометрическим детектированием 
(ВЭЖХ-МС / МС). Хроматографическое разделение 
проводили при помощи хроматографа Agilent 1200 
(Agilent Tech., США) с использованием колонки Zor-
bax Eclipse Plus C18 (2,1 × 50 мм, 1,8 um, 80A). Темпе-
ратура колонки – 40 оС. Подвижная фаза А – 0,1 % 
раствор муравьиной кислоты в воде, В – ацетонитрил. 
Градиент подвижной фазы – от 2 % В до 90 % в тече-
ние 5 мин и далее до 90 % к 10-й минуте анализа. Ско-
рость потока – 0,3 мл / мин.

Для детектирования использовали масс-спектро-
метрический детектор с тройным квадруполем Agilent 
6465 с источником ионизации «электроспрей» в режи-
ме MRM (положительная область). Характерные масс-
спектрометрические переходы: 244,1 → 159,1 (HHQ), 
260,1 → 175,1 (PQS), 160,1 → 77,1 (внутренний стан-
дарт). Температура осушающего газа – 300 оС, поток – 
8 л / мин, давление в небулайзере – 20 psi.

Для обработки полученных данных использовали 
программное обеспечение MassHunter (Agilent Tech., 
США). Калибровочные кривые построены методом 
внутреннего стандарта. Они были линейны в диапазоне 
концентраций 1–200 пг / мл для PQS и 10–500 пг / мл 
для HHQ.

В сыворотке здоровых доноров и больных НМРЛ 
методом твердофазного иммуноферментного анализа 
(ИФА) определяли концентрацию VEGF с использо-
ванием тест-систем производства АО «Вектор-Бест» 
(Новосибирск, Россия), а также иммуноглобулинов 

класса G (IgG) и секреторного иммуноглобулина А (s-IgA) 
с применением тест-систем ООО «ХЕМА» (Россия) 
в соответствии с инструкциями производителей.

При проведении статистического анализа исполь-
зовали пакеты программ MedCalc и Statistica 13.3 
(StatSoft Inc., США). В связи с ненормальным распре-
делением полученных данных (что было установлено 
с помощью критерия Шапиро–Уилка) результаты ис-
следований представляли в форме медианы (Me) 
и межквартильного размаха – 25-й и 75-й процентили 
(Ме (нижний квартиль – верхний квартиль)). Досто-
верность различий между группами оценивали на ос-
новании U-критерия Манна–Уитни. Различия счита-
ли достоверными при p <0,05. Для изучения характера 
взаимосвязей между исследованными показателями 
использовали корреляционный анализ с вычислением 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена.

РЕЗУЛьТаТы
Проведенные исследования показали, что в крови 

больных НМРЛ наблюдается уменьшение концентра-
ции IgG на 14 %, а также увеличение уровней s-IgA 
и VEGF на 125 и 43 % соответственно по сравнению 
с этими показателями здоровых обследуемых (см. таб-
лицу).

Обнаруженные сдвиги свидетельствуют о том, что 
в организме больных НМРЛ происходят активные 
процессы, связанные с ростом злокачественных клеток, 
воспалением, угнетением гуморального иммунитета 
и тканевой гипоксией. Все они вполне укладываются 
в рамки современных представлений о характере из-
менений со стороны иммунной системы и продукции 

Изменение уровней хинолоновых регуляторов Pseudomonas aeruginosa, иммуноглобулинов и фактора роста эндотелия сосудов (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) в крови больных раком легких
Changes in the levels of quinolone regulators of Pseudomonas aeruginosa and the level of immunoglobulins and vascular endothelial growth factor (VEGF)  
in the blood of patients with lung cancer

Показатель 
Parameter

Контроль, медиана (нижний 
квартиль : верхний квартиль) 

Сontrol, median (lower quartile: 
upper quartile) 

Рак легких, медиана (нижний 
квартиль : верхний квартиль) 

Tumor of lung median (lower 
quartile: upper quartile) 

р

Корреляционная взаимосвязь 
с изменением уровня PQS 

Correlation interrelation with change 
level of PQS

PQS, пг / мл 9,4
(5 : 23) 

18
(10 : 21) 0,02  – 

HHQ, пг / мл 10
(10; 21) 

10
(10 : 23) 0,9 0,077

0,066

IgG, г / л 20,4
(18 : 22) 

17,6
(15 : 20,2) 0,04 0,313

0,027

s-IgA, г / л 3,15
(2,4 : 4,0) 

7,1
(4,7 : 11,5) 0,0001 0,722

0,011

VEGF, пг / мл 239
(108 : 409) 

344
(23 : 543) 0,0004 0,309

0,071

Примечание. PQS – 2-гептил-3-гидрокси-4-хинолон; HHQ – 2-гептил-4-хинолон; IgG – иммуноглобулины класса G; s-IgA – 
секреторный иммуноглобулин А. р – достоверность по отношению к контрольной группе. 
Note. PQS – 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone; HHQ – 2-heptyl-4-quinolone; IgG – class G immunoglobulins; s-IgA – secretory immunoglobulin A. The 
p-value in relation to the control group.
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проангиогенных факторов при злокачественных но-
вообразованиях [15, 16]. С целью углубления сущест-
вующих представлений о механизмах формирования 
подобных изменений при НМРЛ было изучено содер-
жание в крови больных продуктов катаболизма трип-
тофана Pseudomonas aeruginosa HHQ и PQS.

Проведенные исследования показали, что содер-
жание HHQ в крови больных НМРЛ не отличается от 
такового у здоровых обследуемых. В то же время уро-
вень PQS в крови у них в 2 раза выше, чем в контроль-
ной группе.

Согласно современным представлениям HHQ 
и PQS не продуцируются клетками тканей организма 
человека. Они являются биологически активными 
продуктами метаболизма триптофана у Pseudomonas 
aeru ginosa. Более того, эти бактерии используют их 
в ка честве аутоиндукторов, которые выступают в роли 
своеобразного химического сигнала, обеспечивающе-
го межклеточные коммуникации бактерий (кворум-
сенсинг) за счет регуляции скорости экспрессии 
соответст вующих генов и связанной с ним регуляции 
вирулентности микроорганизма и его устойчивости 
к антибиотикам, а также повреждение тканей орга-
низма-хозяина, угнетение его иммунной системы 
и задержку репарации эпителия дыхательных путей 
[13, 14, 17]. Об этом, а также о повышении проница-
емости сосудов, по-видимому, говорит наблюдаемое 
увеличение уровней VEGF и s-IgA в сыворотке наря-
ду с неглубоким, хотя и статистически значимым сни-
жением уровня IgG у больных по сравнению с доно-
рами. Судя по таким данным, ответ на Pseudomonas 
aeruginosa у больных происходит преимущественно 
за счет воспалительной, а не иммунной реакции.

Согласно результатам исследований, активность 
PQS как аутоиндуктора многократно превышает таковую 
у HHQ, который, в свою очередь, выступает в качестве 
предшественника в процессе синтеза PQS [17, 18].

С учетом данных литературы о влиянии PQS на со-
стояние показателей гуморального иммунитета и уровень 
цито- и хемокинов как факторов воспаления [18, 19] 
мы провели корреляционный анализ изменений со-
держания PQS, иммуноглобулинов и VEGF в крови 
больных НМРЛ. В ходе исследования выявлена суще-
ственная корреляция между уровнем PQS и содержа-
нием в крови IgG (r = 0,313) и s-IgA (r = 0,722). У боль-
ных НМРЛ обнаружена умеренная корреляционная 
связь между уровнями PQS и VEGF (r = 0,309).

Установленная обратная корреляционная зависи-
мость между повышением уровня PQS и изменением 
содержания IgG в крови больных НМРЛ подтвержда-
ет известный факт влияния данного бактериального 
метаболита на иммунный ответ организма-хозяина 
[17, 18, 20]. В то же время корреляция между уровнями 
PQS и s-IgA указывает на вероятное участие PQS в регу-
ляции возникновения острой фазы воспаления слизис-
тых оболочек, о чем говорит значительное количество 
s-IgA в крови, связанное с повышением проницаемо-

сти капилляров и нарушением мукозальных барьеров 
при НМРЛ. Предположение о возможной роли PQS 
в развитии воспалительного процесса, в том числе 
в слизистой бронхов, подтверждается корреляционной 
взаимосвязью между его уровнем и содержанием 
VEGF в крови. Более того, возникающий сдвиг со сто-
роны VEGF позволяет думать о существовании опре-
деленной зависимости между величиной накопления 
PQS в крови и выраженностью гипоксии в тканях.

Полученные данные указывают на особую роль 
PQS в развитии злокачественного процесса в организ-
ме. При этом возникает вопрос о причинах повышения 
уровня данного метаболита в крови больных НМРЛ. 
Согласно результатам исследования, присутствие по-
добного сдвига в крови связано с метаболизмом Pseudo-
monas aeruginosa как одного из потенциально патогенных 
представителей микрофлоры в организме человека. 
Можно предположить, что при раке легких ее рост 
усиливается, что отягощает течение основного забо-
левания.

Известно, что Pseudomonas aeruginosa способна 
образовывать бактериальные пленки в бронхах. След-
ствием этого являются формирование воспалительных 
изменений в бронхах, нарушение процессов их реге-
нерации, торможение местной иммунной реакции 
и злокачественная трансформация клеток бронхиаль-
ного эпителия [12, 14, 18].

В настоящее время в литературе активно обсужда-
ется вопрос об участии микроорганизмов в развитии 
злокачественных заболеваний [1–4]. Однако сведения 
о том, что Pseudomonas aeruginosa способствует возник-
новению опухолевых процессов, отсутствуют. Полу-
ченные же нами данные позволяют предположить 
определенное значение данного микроорганизма 
в прогрессировании НМРЛ.

Еще одной вероятной причиной увеличения про-
дукции PQS и роста Pseudomonas aeruginosa может быть 
проведение больным НМРЛ химиотерапии. Приме-
нение отдельных химиотерапевтических средств, в том 
числе антибиотиков, способствует развитию устойчи-
вости микроорганизма к их эффекту [21], повышению 
вирулентности, усилению их роста и формированию 
в бронхах бактериальных пленок [12, 14, 20]. Одним из 
последствий этого могут быть описанные изменения.

ЗаКЛючЕНИЕ
Уровень PQS в крови больных НМРЛ в 2 раза пре-

вышает таковой у обследованных контрольной груп-
пы. На фоне данного сдвига у пациентов выявляется 
снижение содержания IgG, а также повышение уров-
ней s-IgA и VEGF в крови. Все это отражает вероятный 
эффект данного бактериального метаболита на им-
мунный ответ организма-хозяина, его роль в регуля-
ции острой фазы воспаления слизистых оболочек 
и выраженность тканевой гипоксии при НМРЛ.

С учетом того, что PQS в организме человека син-
тезируется только в процессе обмена триптофана бак-
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териями Pseudomonas aeruginosa как постоянными пред-
ставителями микрофлоры, можно прийти к заключению 
об усилении их роста в бронхах при НМРЛ. Независимо 
от причины появления подобного сдвига, его возник-
новение формирует предпосылки для отягощения те-
чения основного заболевания и ухудшения прогноза. 
Несомненно, для проверки высказанных предположе-

ний о возможных причинах усиления продукции PQS 
и соответственно повышения роста Pseudomonas aeru-
ginosa в организме больных НМРЛ необходимы специ-
альные исследования. Всестороннее изучение данного 
вопроса позволит разработать принципиально новые 
подходы к терапии НМРЛ, поэтому оно станет предме-
том наших дальнейших исследований.
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