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Потенциал использования биомаркеров метилирования для 
диагностики и прогноза гепатоцеллюлярной карциномы 

методом жидкостной биопсии
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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) – самый распространенный тип рака печени, диагностируемый в основном на поздних ста-
диях. Применяемые в настоящее время в клинической практике молекулярные маркеры этого заболевания имеют недостаточную 
чувствительность для эффективной диагностики ГК, в связи с чем ведется активный поиск новых биомаркеров. Использование 
малоинвазивного метода жидкостной биопсии позволяет детектировать в биологических жидкостях пациентов специфические 
маркеры опухолевого роста, в частности характерное для ГК нарушение паттерна метилирования генов в ДНК, циркулирующей 
в крови. В настоящем обзоре рассмотрены наиболее перспективные для диагностики и прогноза биомаркеры метилирования, опре-
деляемые в циркулирующей ДНК крови пациентов с ГК.

Ключевые слова: гепатоцеллюлярная карцинома, жидкостная биопсия, биомаркер метилирования
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Potential of the use of methylation biomarkers for diagnostics and prognosis of hepatocellular carcinoma in liquid biopsy
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common types of liver cancer that is mainly diagnosed at advanced stages. Since molec-
ular markers that are currently used in clinical practice are not sensitive enough for effective diagnosis of HCC, active search of new bio-
markers is underway. Usе of minimally invasive liquid biopsy allows to detect specific markers of tumor growth and particularly alterations  
of gene methylation patterns in cell-free DNA distinctive for HCC, in biological liquids of patients. In the present review the most promising 
diagnostic and prognostic methylation biomarkers that were detected in cell-free DNA of HCC patients are being considered. 
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Введение
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГК) – эпителиаль-

ная опухоль, возникающая из зрелых гепатоцитов 
или стволовых клеток печени, является самой частой 
формой злокачественных опухолей печени. По данным 
Всемирной организации здравоохранения по состоя-
нию на 2018 г., ГК занимает 6-е место в мире по рас-
пространенности и 2-е место по уровню смертности 
от онкологических заболеваний со значительным пре-
обладанием в странах Восточной, Юго-Восточной 

Азии и Северной Африки [1]. Ежегодно в мире фик-
сируется 600–800 тыс. новых случаев данного заболе-
вания и примерно столько же смертельных исходов [1]. 
В России ежегодно диагностируется около 5 тыс. новых 
случаев ГК, причем динамика повышения заболева-
емости непрерывно растет и составляет по разным 
оценкам от 18 до 34 % за 10 лет [2]. Пятилетняя выжи-
ваемость пациентов с ГК не превышает 15 %. Высокая 
смертность и низкая эффективность лечения ГК опре-
деляются поздними сроками выявления заболевания 
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и устойчивостью к химиотерапии [3]. Риск развития 
ГК значительно повышен у лиц, инфицированных 
вирусами гепатита В (HBV) или С (HCV), системати-
чески злоупотребляющих алкоголем, страдающих ме-
таболическим синдромом и некоторыми наследствен-
ными генетическими заболеваниями (гемохроматоз, 
дефицит α-1-антитрипсина и др.) [4].

При дифференциальной диагностике ГК наряду 
с инструментальными методами исследования (уль-
тразвуковое исследование, или компьютерная томо-
графия, или магнитно-компьютерная томография 
с контрастированием), позволяющими оценить мор-
фологию патологического образования, используется 
определение уровня онкомаркера α-фетопротеина 
(АФП) в сыворотке крови. АФП синтезируется в клет-
ках гепатоцитарного ряда в эмбриональной печени 
и при канцерогенезе [5]. Для АФП, единственного 
диагностического маркера ГК, одобренного для кли-
нического использования, характерна высокая (80–
94 %) специфичность, но недостаточная (41–65 %) 
чувствительность [6]. Таким образом, поиск дополни-
тельных маркеров для диагностики ГК остается акту-
альной проблемой современной онкологии.

Наиболее эффективными методами лечения ГК 
являются хирургическая резекция, радиочастотная 
аблация или трансплантация; на неоперабельных ста-
диях возможно лечение мультикиназными ингибито-
рами (сорафениб, регорафениб), эффективное лишь 
для небольшой части больных. Надежных прогности-
ческих маркеров, которые бы способствовали выбору 
оптимальных схем терапии ГК или обеспечивали эф-
фективный мониторинг течения заболевания, пока 
не предложено [4].

Значительный прорыв в этом направлении может 
быть достигнут благодаря развитию малоинвазивных 
методов жидкостной биопсии, которые позволяют 
определять в биологических жидкостях организма 
(плазма / сыворотка крови, моча и др.) циркулирующие 
опухолевые клетки (цОК), фрагменты геномной ДНК, 
разные типы внеклеточных РНК, экзосомы и другие 
микрочастицы, содержащие элементы нормальных 
и опухолевых клеток организма. Поскольку время жиз-
ни свободно циркулирующих биомаркеров невелико 
(от нескольких минут до нескольких часов), наличие 
или отсутствие этих молекул в крови отражает акту-
альное состояние пациента на момент взятия матери-
ала. Жидкостная биопсия, направленная на обнару-
жение или количественный анализ в биологических 
жидкостях специфических биомаркеров опухолевого 
роста, может использоваться как для ранней диагно-
стики, так и при прогнозировании течения заболева-
ния (появление рецидивов и метастазов) или монито-
ринге результатов лечения и выборе оптимальных 
для конкретного пациента схем лекарственной тера-
пии. К несомненным преимуществам этого подхода 
относятся возможность получения материала для ис-
следования без проведения операции или биопсии, 

динамическое наблюдение состояния пациента, ни-
велирование эффекта внутриопухолевой гетерогенно-
сти [7–9].

В этом обзоре мы рассмотрим возможности при-
менения жидкостной биопсии для поиска специфи-
ческих биомаркеров ГК.

Циркулирующие опухолевые клетки
Впервые цОК в крови пациента с метастатической 

опухолью были описаны Эшвордом в 1869 г. как клет-
ки, фенотипически похожие на клетки первичной 
опухоли. Пул цОК очень невысок – 1–10 клеток 
на миллион клеток крови у пациентов с метастатиче-
скими опухолями. На сегодняшний день разработаны 
системы (CellSearch, СTС-Сhip и др.), позволяющие 
выделять цОК из небольшого объема сыворотки кро-
ви. Обогащенная фракция цОК может быть исследо-
вана с помощью методов гибридизации in situ, проточ-
ной цитометрии, секвенирования, полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени [10, 11].

Результаты метаанализа 23 исследований показы-
вают, что присутствие цОК в крови больных ГК ассо-
циировано с худшей общей и безрецидивной выжива-
емостью, более высокой стадией по классификации 
TNM, наличием сосудистой инвазии и большим раз-
мером опухоли [12].

Циркулирующие опухолевые нуклеиновые кислоты
Свободные нуклеиновые кислоты, циркулирующие 

в сыворотке / плазме крови, включают сильно фрагмен-
тированную (около 160 п.н.) геномную циркулирую-
щую ДНК (ц-ДНК), циркулирующие матричные РНК 
(ц-мРНК) и циркулирующие микроРНК, которые 
попадают в кровоток из живых, апоптотических 
или некротических клеток. Впервые нуклеиновые кис-
лоты, циркулирующие в крови, были описаны в 1948 г. 
[13], но только спустя 50 лет, после того как в сыво-
ротке крови больных лейкемией и раком поджелу-
дочной железы были выявлены мутантные последо-
вательности генов семейства RAS, циркулирующие 
опухолевые ДНК стали рассматриваться как потенци-
альные опухолевые биомаркеры [14, 15].

Циркулирующие опухолевые РНК. Несмотря на то, 
что фракция ц-мРНК в периферической крови доста-
точно быстро разрушается под действием рибонукле-
аз, многие исследователи подтверждают стабильное 
присутствие ц-мРНК опухолевого происхождения 
в сыворотке крови пациентов с меланомой, опухолями 
молочной железы, толстой кишки и предстательной 
железы. Вероятно, ц-мРНК преимущественно упако-
ваны в экзосомы и микровезикулы, что спасает 
их от разрушения в кровяном русле. По данным раз-
личных исследовательских групп, в крови пациентов 
с ГК циркулирующие опухолевые мРНК выявляются 
на очень низком уровне [10, 11].

Циркулирующие опухолевые микроРНК. Наиболее 
изученным классом циркулирующих опухолевых РНК 
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на сегодняшний день являются некодирующие цир-
кулирующие опухолевые РНК, в частности циркули-
рующие опухолевые микроРНК. В отличие от цирку-
лирующих опухолевых ДНК и циркулирующих 
опухолевых мРНК, количество циркулирующих опу-
холевых микроРНК, определяемых в крови, значи-
тельно выше. МикроРНК – класс высококонсерва-
тивных некодирующих одноцепочечных молекул РНК 
размером 20–25 нуклеотидов. Они вовлечены в регу-
ляцию множества клеточных процессов – дифферен-
цировки, апоптоза, пролиферации, а также могут 
выполнять онкогенные или онкосупрессорные функ-
ции. В крови эндогенные микроРНК находятся в свя-
занном с белками или липопротеинами состоянии, 
что повышает их стабильность. Изучение профилей 
экспрессии микроРНК в разных типах опухолей вы-
явило тканевую специфичность экспрессии ми-
кроРНК, а также корреляцию уровня их экспрессии 
с диагнозом, TNM-стадией и прогрессированием за-
болевания [10].

К настоящему времени в качестве диагностических 
или прогностических биомаркеров предложено более 
70 микроРНК, экспрессия которых изменяется в ГК. 
J. Zhou и соавт. предложили диагностическую панель 
из 7 микроРНК (микроРНК-21, -26а, -27а, -122, -223, 
-192, -801), позволяющую дифференцировать ГК 
от случаев гепатита В и цирроза печени, при исполь-
зовании жидкостной биопсии [16].

Изменение уровня ряда микроРНК может найти 
применение в качестве фактора прогноза течения за-
болевания. Так, высокий уровень микроРНК-17-5р 
в сыворотке может быть фактором неблагоприятного 
прогноза для пациентов с ГК, перенесших резекцию 
печени, а высокая экспрессия микроРНК-122 – низ-
кой выживаемости пациентов с опухолями, ассоци-
ированными с инфекцией HBV. Показано, что ми-
кроРНК-224 может служить индикатором наличия 
остаточных опухолей при нехирургическом лечении 
ГК [11].

Циркулирующие опухолевые ДНК. В плазме кро-
ви здоровых доноров концентрация ц-ДНК колеблет-
ся в пределах 1–10 нг / мл, в крови онкологических 
больных ее содержание значительно выше и может 
достигать 100 нг / мл. Даже с учетом того факта, 
что опухолевая ДНК составляет лишь часть всей низ-
комолекулярной ДНК, циркулирующей в кровотоке, 
этого количества может быть достаточно не только 
для качественного, но и для количественного опре-
деления специфических для опухолевой ткани по-
следовательностей в общем пуле ц-ДНК при жид-
костной биопсии. Выделенная из плазмы крови 
ц-ДНК может быть исследована на наличие генети-
ческих аберраций – точечных мутаций и полимор-
физмов (SNP), микросателлитной нестабильности, 
потери гетерозиготности, делеций, амплификаций, 
а также эпигенетических изменений, характерных 
для опухолевой ткани.

Выявление соматических мутаций  
в циркулирующей ДНК
Для выявления характерных для опухолевой ткани 

генетических нарушений в пуле ц-ДНК используют 
2 подхода – массовое параллельное секвенирование 
и различные варианты ПЦР, каждый из которых име-
ет свои преимущества и недостатки и может приме-
няться в различных модификациях. Дорогостоящее 
высокопроизводительное секвенирование использу-
ется преимущественно в фундаментальных исследо-
ваниях, проводимых на выборках пациентов с опреде-
ленным типом опухолей. Это позволяет определить 
большое количество мутаций, характерных для данно-
го заболевания, выявить неизвестные ранее генетиче-
ские нарушения. Метод ПЦР, более быстрый и эконо-
мичный, используется для выявления в ц-ДНК 
конкретного пациента ранее охарактеризованной му-
тации для принятия решения о тактике лечения. Так, 
в клинической практике уже используется определение 
мутации T790M в гене EGFR в плазме крови больных 
немелкоклеточным раком легкого для контроля раз-
вития резистентности к терапии ингибиторами тиро-
зинкиназ 1-го и 2-го поколения. L. A. Diaz и соавт. 
описали появление в крови больных колоректальным 
раком (КРР) мутантных вариантов гена КRAS при раз-
витии резистентности к таргетной анти-EGFR-тера-
пии [17].

Гепатоцеллюлярная карцинома характеризуется 
крайне гетерогенным профилем генетических наруше-
ний – в среднем экзом ГК содержит от 40 до 80 сома-
тических мутаций. Наиболее часто при гепатоканцеро-
генезе выявляются мутации промоторной области гена 
TERT, гена β-катенина (CTNNB1) (около 25 %, чаще 
всего в вирус-ассоциированных ГК) и опухолевого су-
прессора ТР53 (25–40 %), которые в большинстве слу-
чаев являются взаимоисключающими. Среди других 
генов опухолевых супрессоров, мутации которых с на-
ибольшей частотой выявляются в клинических образцах 
ГК: CDKN2A, кодирующий ингибиторы циклинзави-
симых киназ Cdk4 и Cdk2 – p16INK4а (6–17 %) и p14ARF 
(5 %), AXIN1 (5–15 %), AXIN2 (2–10 %), IGFR2 (10–
20 %), KLF6 (15 %), CASP8 (13 %), PTEN (5–8 %), HNF1α 
(3 %), SMAD2 (2 %) и SMAD4 (5 %) и др. [18].

В настоящий момент в научной литературе опу-
бликовано несколько статей, посвященных выявле-
нию мутаций, характерных для опухолевой ткани ГК, 
в ц-ДНК тех же пациентов, и продемонстрирована 
принципиальная возможность мониторинга течения 
заболевания в отдельных случаях [19]. В исследовании, 
опубликованном в 2018 г., проведено ультраглубокое 
(5500×) секвенирование образцов ц-ДНК 8 пациентов 
с ГК с использованием специально разработанной 
для ГК таргетной панели, включающей 58 генов [20]. 
Достоверное присутствие мутантного аллеля хотя бы 
одного из исследованных генов было выявлено 
в 4 (50 %) случаях ГК, причем все они были ассоции-
рованы с инфекцией HBV или HCV. В 2 случаях 



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
1

8

11ТОМ 5 / VOL. 5  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

«диагностических» мутаций не обнаружено даже 
при секвенировании опухолевой ткани тех же паци-
ентов. Это первое исследование, в котором методом 
жидкостной биопсии удалось идентифицировать му-
тацию в гене JAK1, обладающую потенциальной тера-
певтической значимостью, однако в целом его резуль-
таты неутешительны: панельное секвенирование 
конкретных наборов генов при ГК позволяет выявить 
лишь малую долю генетических нарушений только 
в половине случаев, к тому же в ассоциированных с ви-
русной инфекцией.

Приведенные данные свидетельствуют о том, 
что применение методов жидкостной биопсии для ана-
лиза опухоль-специфических нарушений генома име-
ет значительный клинический потенциал, однако 
нуждается в разработке новых подходов к персонали-
зированному выбору генетических нарушений, кото-
рые могут быть использованы в качестве биомаркеров 
для выявления в опухоль-специфической ц-ДНК. Та-
ким образом, в настоящий момент выявление набора 
соматических мутаций в ц-ДНК, характерных для ГК, 
не является достаточно эффективным методом для ис-
пользования в диагностике этого заболевания.

Выявление эпигенетических изменений  
циркулирующей ДНК
ДНК-метилирование – важный эпигенетический 

феномен, определяющий транскрипционную актив-
ность генома. Метилирование цитозина в положении 
5’ в составе CpG-динуклеотидов является одной из наи-
более распространенных модификаций ДНК, около 
70 % динуклеотидов в геноме человека метилированы. 
CpG-островки, GC-богатые последовательности ДНК 
длиной от 200 пар нуклеотидов, часто встречаются 
в областях с промоторов и первых экзонов генов. При-
нято считать, что гиперметилирование CpG-островков 
в составе промоторов генов связано с транскрипцион-
ной репрессией гена, а метилирование кодирующих 
участков гена повышает уровень транскрипции. Таким 
образом, метилирование отдельных участков генома 
может приводить как к супрессии, так и к активации 
генов в зависимости от локализации сайтов метили-
рования. Контроль экспрессии генов за счет эпигене-
тических модификаций различных последовательно-
стей ДНК является фундаментальным процессом, 
который влияет на эмбриональное развитие, клеточ-
ную дифференцировку, старение и другие ключевые 
биологические процессы. Изменение профиля мети-
лирования ДНК играет существенную роль в возник-
новении и прогрессии опухолей. Геном опухолевых 
клеток имеет тенденцию к гипометилированию, на-
ряду с гиперметилированием промоторов генов и спе-
цифических межгенных сайтов метилирования [10, 21].

Анализ метилирования ДНК проводят с помощью 
химической модификации цитозиновых оснований. 
На 1-м этапе в большинстве методов осуществляется 
бисульфитная конверсия денатурированной ДНК, 

описанная M. Frommer и соавт. в 1992 г. [22]. Основой 
метода бисульфитной конверсии служит сульфониро-
вание цитозина в 6-м положении и последующие де-
заминирование цитозин-сульфоната и образование 
урацил-сульфоната, который при дальнейшей инку-
бации со щелочью превращается в урацил. Конверсии 
подвергается только неметилированный цитозин, 
5-метилцитозин практически не взаимодействует с би-
сульфитом. На 2-м этапе в ходе ПЦР комплементарно 
урацилу включается тимин, а метилированному цито-
зину на комплементарной цепи соответствует гуанин 
[23]. Далее проводится анализ продукта амплификации 
и определяется соотношение цитозин / тимин для оцен-
ки числа 5-метилцитозина к общему числу цитозина. 
Для качественного анализа достаточно обнаружения 
ПЦР-продукта с помощью агарозного гель-электро-
фореза. В онкологии этот метод успешно применяют 
для изучения статуса метилирования отдельных генов, 
например генов TP53, RB1, CDKN2A, CDKN2B и др. [24, 
25]. Для количественной оценки метилирования может 
быть использована ПЦР в реальном времени [26].

Существует также методика, сочетающая бисуль-
фитную конверсию и применение рестриктаз, специ-
фичных к сайтам с неметилированным цитозином 
(Combined Bisulphite Restriction Analysis – комбинатор-
ный бисульфитный рестрикционный анализ) [27].

В последние годы для крупномасштабного анали-
за метилирования ДНК чаще всего применяют различ-
ные методы секвенирования. После бисульфитной 
конверсии и амплификации интересующей области 
фрагменты ДНК могут быть секвенированы по Сэн-
геру, подвергнуты пиросеквенированию или высоко-
производительному параллельному секвенированию. 
Каждая из этих технологий имеет свои преимущества 
и недостатки и может быть выбрана в зависимости 
от объекта и задач исследования [28].

В настоящее время на основании результатов из-
учения метиломов опухолевых и здоровых тканей па-
циентов сформированы базы данных (DiseaseMeth, 
Lnc2Meth), содержащие сведения о многочисленных 
сайтах, дифференциально метилированных в опухолях. 
Комбинации этих сайтов формируют профиль мети-
лирования опухоли и могут отражать степень прогрес-
сирования заболевания. Это открывает возможность 
для определения биомаркеров метилирования в крови 
пациентов за счет поиска сайтов, специфически ме-
тилированных в опухолях, и выявления аномально 
метилированных молекул в общем пуле ц-ДНК. 
Для введения в рутинную практику биомаркеров 
метилирования данные, полученные при изучении 
метиломов опухолевых тканей, должны пройти ва-
лидацию на большой выборке пациентов с исполь-
зованием жидкостной биопсии.

Как подтверждают результаты многочисленных 
исследований, профили метилирования ц-ДНК в кро-
ви пациентов с ГК хорошо согласуются с данными 
по метилированию ДНК в образцах опухолевой ткани 
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[29]. В связи с этим поиск опухоль-специфических 
биомаркеров метилирования в циркулирующих опу-
холевых ДНК представляется перспективным направ-
лением в диагностике и лечении ГК.

Ниже мы рассмотрим наиболее часто встречаю-
щиеся в литературе потенциально значимые для диаг-
ностики биомаркеры метилирования, выявляемые 
в ц-ДНК пациентов с ГК.

Нарушение метилирования генов-регуляторов каскада 
Wnt / β-катенин
В 20–90 % клинических образцов ГК выявляется 

активация проопухолевого пути Wnt / β-катенин [30]. 
Нарушение активности каскада происходит на ранних 
этапах гепатоканцерогенеза, способствует выживанию 
опухолевых клеток, стимулирует их пролиферацию, 
миграцию и инвазию и поддерживает рост опухоли 
за счет влияния на ее микроокружение [31].

В ГК часто наблюдается инактивация комплекса 
деградации β-катенина вследствие повреждающих му-
таций его компонентов – белка аденоматозного поли-
позного колита (Adenomatous Polyposis Coli protein 
(APC)) и аксина 1 (AXIN1) [30]. Активация сигнально-
го пути, вызванная накоплением β-катенина 

в цитоплазме и его последующей транслокацией 
в ядро, может также обусловливаться метилированием 
промоторов генов, кодирующих отрицательные регу-
ляторы каскада: APC, белки, секвестрирующие лиган-
ды Wnt – Wnt inhibitory factor 1 (WIF1) и Secreted FZD-
related protein 1 (SFRP1), или Е-кадгерин (CDH1), 
связывающий β-катенин в составе адгезионных ком-
плексов [30, 31].

По данным обширного метаанализа 144 экспери-
ментальных статей, посвященных сравнению профи-
лей метилирования ДНК в нормальных и опухолевых 
тканях печени, для тканей ГК характерно гипермети-
лирование промоторов генов APC, WIF1, SFRP1 
и CDH1. Кроме того, гиперметилирование генов WIF1 
и CDH1 часто отмечается в ц-ДНК из сыворотки кро-
ви пациентов с ГК [29].

Промоторные последовательности генов APC, 
WIF1, SFRP1 и CDH1 вошли в состав панели из 7 био-
маркеров, определение уровня метилирования которых 
предлагается использовать для оценки специфическо-
го показателя гиперметилирования генов в опухоли 
CIMP (CpG island methylator phenotype) (см. таблицу). 
Опухоли CIMP+, в которых отмечается гиперметили-
рование промоторов не менее 3 генов панели, 

Потенциальные биомаркеры метилирования, исследуемые для диагностики и прогноза гепатоцеллюлярной карциномы в циркулирующей ДНК 
из крови

Potential methylation biomarkers of circulating DNA in blood studied for diagnosis and prognosis of hepatocellular carcinoma

Иссле-
дование 

Study

Число 
случаев 

ГК 
Number 
of НСС  

cases

Источник 
циркули-
рующих 
опухоле-
вых ДНК 
Source of 
circulating 

tumor DNA

Число 
и тип 

контроль-
ных 

образцов 
Number and 

type of 
control 
samples

Метод 
анализа 
уровня 

метилирова-
ния 

Method of 
methylation level 

analysis

Биомаркеры метилирования 
Methylation biomarkers

Показатели чувствительно-
сти/специфичности для 
диагностики ГК (%) или 

прогностическая значимость 
Sensitivity/specificity for НСС  

diagnosis (%) or prognostic value

[33] 220
Сыворот-

ка 
Serum

202 ЗД 
202 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов APC, 

RASSF1, BASP1, CCND2, CFTR, 
SPINT2, SRD5A2 

Methylation sites in the APC, RASSF1, 
BASP1, CCND2, CFTR, SPINT2, 

SRD5A2 gene promoters

APC 17,6/78,6
RASSF1 83,3/58,9
BASP1 62,0/78,6
CCND2 64,8/42,9
CFTR 56,5/83,9

SPINT2 35,2/98,2
SRD5A2 8,3/92,9

[32] 108 Плазма 
Plasma

60 ЗД 
60 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов APC, WIF1, 

RUNX3, DLC1, SFRP1, DKK, 
CDH1 

Methylation sites in the APC, WIF1, 
RUNX3, DLC1, SFRP1, DKK, CDH1 

gene promoters

Статус CIMP+ (гипермети-
лирование промоторов 

≥3 генов панели) ассоции-
рован с более интенсивным 

прогрессированием 
заболевания 

CIMP+ status (hypermethylation  
of ≥3 panel gene promoters) is 
associated with more intensive 

disease progression

[56] 31 Плазма 
Plasma

10 ЗД 
10 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов ELF, 

RASSF1A, CDKN2A, GSTP1 
Methylation sites in the ELF, 

RASSF1A, CDKN2A, GSTP1 gene 
promoters

Чувствительность панели 
93,6 

Panel sensitivity 93.6
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Иссле-
дование 

Study

Число 
случаев 

ГК 
Number 
of НСС  

cases

Источник 
циркули-
рующих 
опухоле-
вых ДНК 
Source of 
circulating 

tumor DNA

Число 
и тип 

контроль-
ных 

образцов 
Number and 

type of 
control 
samples

Метод 
анализа 
уровня 

метилирова-
ния 

Method of 
methylation level 

analysis

Биомаркеры метилирования 
Methylation biomarkers

Показатели чувствительно-
сти/специфичности для 
диагностики ГК (%) или 

прогностическая значимость 
Sensitivity/specificity for НСС  

diagnosis (%) or prognostic value

[55] 50
Сыворот-

ка 
Serum

50 ЗД 
50 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов CDKN2A, 

CDKN2B, RASSF1 
Methylation sites in the CDKN2A, 
CDKN2B, RASSF1 gene promoters

Для панели биомаркеров 
84,0/94,0 

For biomarker panel 84.0/94.0

[35] 183
Сыворот-

ка 
Serum

50 ЗД 
50 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов CDH1, 

DNMT3B, ESR1 
Methylation sites in the CDH1, 

DNMT3B, ESR1 gene promoters

Для панели биомаркеров 
84,5/66,3 

For biomarker panel 84.5/66.3

[34] 98
Сыворот-

ка 
Serum

80 ЗД 
80 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайты метилирования 
в промоторах генов RASSF1, 
APC, BVES, TIMP3, GSTP1, 

HOXA9 
Methylation sites in the RASSF1, APC, 
BVES, TIMP3, GSTP1, HOXA9 gene 

promoters

RASSF1 52,0/91,5
APC 36,7/96,4

BVES 29,6/97,6
TIMP3 11,2/98,8
GSTP1 17,4/98,7
HOXA9 20,4/95,8

[50] 8
Сыворот-

ка 
Serum

10 ЗД 
10 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

RUNX3, CDKN2A, RASSF1, 
CDH1

–

[70] 1098 Плазма 
Plasma

835 ЗД 
835 HD

Таргетное 
бисульфитное 
секвенирова-

ние ДНК 
Targeted 
bisulfate 

sequencing of 
DNA

Диагностическая панель (сайт 
метилирования, хромосомный 

локус): 
Diagnostic panel (methylation site, 

chromosome locus):
cg10428836 (BMPR1A),

cg26668608 (PSD),
cg25754195 (ARHGAP25),

cg05205842 (KLF3),
cg11606215 (PLAC8),
cg24067911 (ATXN1),

cg18196829 (Chr 6:170),
cg23211949 (Chr 6:3),
cg17213048 (ATAD2),

cg25459300 (Chr 8:20).
 cg10428836 (BMPR1A),

Прогностическая панель (сайт 
метилирования, хромосомный 

локус): 
Prognostic panel (methylation site, 

chromosome locus):
cg23461741 (SH3PXD2A),

cg06482904 (C11orf9),
cg25574765 (PPFIA1),

cg07459019 (Chr 17:78),
cg20490031 (SERPINB5),
cg01643250 (NOTCH3),
cg11397370 (GRHL2),

cg11825899 (TMEM8B)

85,7–83,3/90,5–94,3

[46] 98 Плазма 
Plasma

191 ЗД 
191 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена SEPT9 

Methylation site in the SEPT9 gene 
promoter

78,4–98,0/64,4–96,4

Продолжение таблицы

Continuation of table
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характеризуются более интенсивным прогрессирова-
нием заболевания по сравнению с CIMP-вариантами 
[32]. Гиперметилирование промотора гена APC, вклю-
ченного в тестируемые в настоящее время панели био-
маркеров для диагностики ГК, характеризуется спе-
цифичностью, сопоставимой с АФП, но более низкой 
чувствительностью по сравнению с мультигенными 
панелями биомаркеров метилирования [33, 34]. 
C. Y. Dou и соавт. предлагают использовать гиперме-
тилирование промоторов генов CDH1, ДНК-метил-
трансферазы 3β DNMT3B и эстрогенового рецептора 
α ESR1, выявляемое в ц-ДНК из сыворотки крови, 
в качестве биомаркера для ранней диагностики ГК, 
ассоциированных с инфекцией HBV [35].

Иссле-
дование 

Study

Число 
случаев 

ГК 
Number 
of НСС  

cases

Источник 
циркули-
рующих 
опухоле-
вых ДНК 
Source of 
circulating 

tumor DNA

Число 
и тип 

контроль-
ных 

образцов 
Number and 

type of 
control 
samples

Метод 
анализа 
уровня 

метилирова-
ния 

Method of 
methylation level 

analysis

Биомаркеры метилирования 
Methylation biomarkers

Показатели чувствительно-
сти/специфичности для 
диагностики ГК (%) или 

прогностическая значимость 
Sensitivity/specificity for НСС  

diagnosis (%) or prognostic value

[54] 22

Плазма, 
сыворотка 

Plasma, 
serum

10 ЗД 
10 HD

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена CDKN2A 

Methylation site in the CDKN2A gene 
promoter

Чувствительность 73,0 
Sensitivity 73.0

[57] 46
Сыворот-

ка 
Serum

23 ЦП 
23 CL

МС-ПЦР 
MS-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена CDKN2A 

Methylation site in the CDKN2A gene 
promoter

47,8/82,6

[58] 66
Сыворот-

ка 
Serum

43 ЦП + 
ХГ 

43 CL + CH

МС-ПЦР, 
пиросеквени-

рование 
MS-PCR, 

pyrosequencing

Сайты метилирования 
в промоторе гена CDKN2A 

Methylation sites in the CDKN2A gene 
promoter

65,3/87,2

[64] 52
Сыворот-

ка 
Serum

16 ЗД, 30 
HCV+ 

16 HD, 30 
HCV+

ПЦР-РВ 
RT-PCR

Сайт метилирования в гене 
GSTP1 

Methylation site in the GSTP1 gene 
promoter

69,2/93,3

[69] 40 Плазма 
Plasma

20 ЗД 
20 HD

Метил-спе-
цифическая 
рестрикция 
с ПЦР-РВ 

Methyl-specific 
restriction with 

RT-PCR

Сайт метилирования в промо-
торе гена RASSF1 

Methylation site in the RASSF1 gene 
promoter

75,0/80,0

Примечание. В качестве контроля в исследованиях использовали циркулирующие опухолевые ДНК из плазмы или сыворотки 
крови здоровых доноров (ЗД), пациентов с циррозом печени (ЦП) или хроническим гепатитом (ХГ). ГК – гепатоцеллюлярная 
карцинома; МС-ПЦР – метил-специфическая полимеразная цепная реакция; ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция 
с детекцией в реальном времени; HCV+ – пациенты, инфицированные вирусом гепатита С человека. 
Note. In the studies, circulating tumor DNA from plasma or serum of healthy donors (HD), patients with cirrhosis of the liver (CL) or chronic hepatitis 
(CH) was used as control. НСС – hepatocellular carcinoma; MS-PCR – methyl-specific polymerase chain reaction; RT-PCR – real-time polymerase 
chain reaction; HCV+ – patients infected by human hepatitis C virus.

Гиперметилирование промоторов генов APC, WIF1, 
SFRP1 и CDH1 в ц-ДНК из сыворотки или плазмы кро-
ви рассматривается также в качестве потенциального 
биомаркера для диагностики КРР [36–38]. Кроме того, 
CpG-богатый участок промотора гена SFRP1 входит 
в состав панели биомаркеров метилирования, которую 
предлагается использовать для диагностики аденокар-
циномы поджелудочной железы I и II стадий [39].

SEPT9. Септин 9, кодируемый геном SEPT9, явля-
ется ГТФ-связывающим скаффолд-белком, образующим 
филаменты, участвующие в организации внутриклеточ-
ного пространства, поддержании структуры мембран 
и цитокинезе [40]. Разнородные данные о нарушении 
экспрессии гена SEPT9 в разных типах злокачественных 

Окончание таблицы

End of table
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В комбинации с другими биомаркерами определе-
ние статуса метилирования сайтов в промоторе гена 
RUNX3 в ц-ДНК из сыворотки или плазмы крови ис-
пользовали для оценки диагностического потенциала 
мультигенной панели [50] и для прогнозирования те-
чения заболевания в зависимости от уровня метили-
рования генов в опухоли [32].

По данным метаанализа J. Wen и соавт., гиперме-
тилирование промотора гена RUNX3 является одним 
из перспективных биомаркеров для диагностики рака 
желудка на основе жидкостной биопсии ввиду высоких 
показателей чувствительности и специфичности [51].

Нарушение метилирования генов CDKN2A и CDKN2В. 
Белки р16 / INK4a и p14 / ARF, кодируемые геном 
CDKN2A, и р15 / INK4b, продукт гена CDKN2В, явля-
ются регуляторами клеточного цикла. р16 / INK4a 
и р15 / INK4b ингибируют циклинзависимые киназы 4 / 6 
(CDK4 / 6); p14 / ARF обеспечивает стабилизацию р53, 
связываясь и секвестрируя его Е3-убиквитин лигазу 
MDM2 [52]. Инактивация этих опухолевых супрессоров, 
вызванная мутациями в локусе генов CDKN2A / CDKN2В 
или гиперметилированием их промоторов, характерна 
для многих типов рака, включая ГК, и связана с под-
держанием неконтролируемого деления опухолевых 
клеток [49, 52].

По данным метаанализа C. Zhang и соавт., гипер-
метилирование сайтов в промоторах генов CDKN2A 
и CDKN2В является одним из наиболее распростра-
ненных нарушений метилирования при ГК [29]. Ги-
перметилирование сайтов в промоторе гена CDKN2A, 
приводящее к снижению уровня экспрессии р16, от-
мечается в 60–80 % образцов ГК [49]. Согласно мета-
анализу W. H. Ren и соавт. гиперметилирование сайтов 
в гене CDKN2B и его промоторе выявляется в 37,5 % 
образцов ГК [53].

Корреляция уровней метилирования сайта в про-
моторе гена CDKN2A, выявляемых в образцах тканей 
ГК и в ц-ДНК из плазмы или сыворотки крови, ука-
зывает на перспективность использования этого био-
маркера для малоинвазивной диагностики ГК [29, 54].

Анализ уровня метилирования сайтов в промоторах 
генов CDKN2A и CDKN2В в комбинации с другими био-
маркерами метилирования в ц-ДНК из плазмы или 
сыворотки крови пациентов с ГК характеризуется вы-
сокими (84,0–93,6 %) показателями чувствительности 
для диагностики ГК [55, 56]. Гиперметилирование 
сайтов в промоторе гена CDKN2A в ц-ДНК также рас-
сматривается в качестве потенциального диагности-
ческого биомаркера, показатели чувствительности 
и специфичности которого составляют 47,8–73,0 
и 82,6–87,2 % соответственно [54, 57, 58].

Гиперметилирование промотора гена CDKN2A 
во внеклеточной ДНК применяется в качестве потен-
циального биомаркера при анализах мокроты для ди-
агностики рака легкого [59].

Гиперметилирование сайтов в промоторе гена GSTP1. 
Глутатион-S-трансфераза Р1 (GSTP1) относится 

новообразований и его возможной роли в канцерогене-
зе обусловлены существованием нескольких альтерна-
тивных транскриптов SEPT9, тканеспецифически экс-
прессирующихся в опухолях в зависимости от статуса 
метилирования промотора гена [41].

Гиперметилирование промотора гена SEPT9 – до-
стоверно эффективный биомаркер для малоинвазив-
ной диагностики КРР методом жидкостной биопсии. 
Разработанный компанией Epigenomics (США) тест 
Epi proColon, который основан на ПЦР-опосредован-
ном количественном определении уровня метилиро-
вания сайта CpG3 в промоторной области V2 гена 
SEPT9 в ц-ДНК из плазмы крови [42], является един-
ственным анализом крови, который был успешно апро-
бирован и одобрен для скрининга КРР Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов США [43]. По данным мета-
анализа, по сравнению с другими разработанными 
лабораторными тестами для скрининга КРР (тесты 
на скрытую кровь и ДНК в кале), тест Epi proColon 
характеризуется высокими показателями чувствитель-
ности и специфичности – 71,1–95,6 и 81,5–99,1 % 
соответственно [44].

Гиперметилирование промотора гена SEPT9 также 
характерно для ГК. По данным масштабного исследо-
вания по профилированию метилома в 221 образце ГК 
методом гибридизации ДНК со специфичными 
к участкам метилирования пробами на микрочипе 
Illumina Human Methylation 450, гиперметилирование 
промотора гена SEPT9 выявляется в 61 % исследован-
ных опухолей и рассматривается как возможный эпи-
генетический драйвер при гепатоканцерогенезе [45]. 
Определение уровня метилирования сайта CpG3 в про-
моторной области V2 гена SEPT9 в ц-ДНК из плазмы 
крови пациентов с ГК с использованием теста компа-
нии Epigenomics показало большую диагностическую 
точность по сравнению с АФП и в дальнейшем может 
найти применение в клинической практике [46].

Гиперметилирование сайтов в гене RUNX3. RUNX3 
относится к семейству транскрипционных факторов, 
содержащих домен Runt (Runt-related transcription fac-
tors) и являющихся одними из ключевых регуляторов 
экспрессии генов в процессах гематопоэза, остеогене-
за и нейрогенеза. Предполагается, что в некоторых 
типах тканей RUNX3 выполняет функцию опухолево-
го супрессора, и его инактивация может способство-
вать возникновению опухолей желудочно-кишечного 
тракта, рака молочной железы, легкого и кожи [47].

RUNX3 – негативный регулятор транскрипции 
генов, кодирующих участников процессов пролифе-
рации, апоптоза, ангиогенеза и эпителиально-мезен-
химального перехода при гепатоканцерогенезе. Сни-
жение экспрессии гена RUNX3 описано в 50–92 % 
случаев ГК [48]. Гиперметилирование сайтов в гене 
RUNX3 или его промоторе – частое событие при ГК, 
детектируемое как в опухолевой ткани, так и в ц-ДНК 
из крови пациентов [29, 49].
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к ферментам II фазы нейтрализации токсических ве-
ществ, лекарств и эндогенных метаболитов и катали-
зирует их конъюгацию с глутатионом. Гиперметили-
рование сайтов в промоторе гена GSTP1, приводящее 
к инактивации его транскрипции, выявляется при лим-
фопролиферативных заболеваниях и в солидных опу-
холях – раке предстательной железы, молочной желе-
зы и печени [60, 61]. Подавление экспрессии GSTP1 
и снижение уровня синтеза белка в ГК коррелирует 
с низкими показателями общей и безрецидивной вы-
живаемости пациентов. Гиперэкспрессия GSTP1 в клет-
ках ГК приводит к снижению их пролиферативного 
потенциала и клоногенности in vitro и замедлению 
скорости роста опухолей in vivo [62].

Метилирование сайтов в промоторе гена GSTP1 
часто детектируется в опухолевой ткани и ц-ДНК из сы-
воротки крови пациентов с ГК [29], однако уровень 
метилирования может существенно варьировать в за-
висимости от исследуемого сайта в опухолях различной 
этиологии [63]. Так, определение уровня метилирова-
ния сайта в гене GSTP1 в ц-ДНК из сыворотки крови 
при инфекции HCV показало бόльшую специфичность 
(93,3 %) по сравнению с определением сывороточного 
АФП (72,7 %) для диагностики ГК [64]. В то же время 
для пациентов с HBV-ассоциированными ГК индиви-
дуальная диагностическая значимость метилирования 
сайта в промоторе GSTP1 невысока [34]. Этот биомар-
кер может быть использован для диагностики ГК в со-
ставе мультигенных панелей: по данным W. Huang 
и соавт., такая мультигенная панель отличается более 
высоким показателем чувствительности (93,6 %) 
по сравнению с АФП (48,4 %) [56].

Гиперметилирование сайтов в промоторе гена 
GSTP1 в ц-ДНК из сыворотки / плазмы крови или мо-
чи рассматривается в качестве возможного биомаркера 
для диагностики и прогноза рака предстательной же-
лезы [65].

RASSF1. RASSF1, белок-ингибитор протоонко-
генов семейства Ras (Ras association domain-contain-
ing protein 1), является регулятором клеточного ци-
кла и рецепторзависимого пути индукции апоптоза. 
Дефицит RASSF1, вызванный потерей гетерозигот-
ности по локусу гена, гиперметилированием его 
промотора, микроРНК-опосредованной РНК-ин-
терференцией (например, за счет репрессорного 
действия микроРНК-602) или индуцированной SKP2 
(S-phase kinase-associated protein 2) убиквитинзави-
симой деградацией белка при переходе в S-фазу кле-
точного цикла наблюдается в 48–100 % случаев ГК 
[66, 67].

Гиперметилирование промотора гена RASSF1 часто 
детектируется в образцах ГК и ц-ДНК из плазмы / сы-
воротки крови и мочи пациентов с ГК [29, 49]. Гипер-
метилирование промотора гена RASSF1 в опухолевой 
ткани и ц-ДНК из сыворотки крови пациентов с ГК 
коррелирует с низким уровнем синтеза белка в ткани 
ГК и неблагоприятным прогнозом течения 

заболевания, связанным с метастазированием опухоли 
и ее инвазией в воротную вену печени [68].

Гиперметилирование сайтов в промоторе гена 
RASSF1 в ц-ДНК из крови обладает высокой диагно-
стической значимостью: показатели чувствительности 
и специфичности составляют 52–75 и 58,9–91,5 % 
соответственно [33, 34, 69]. В то же время диагности-
ческая точность панелей биомаркеров метилирования, 
в состав которых входят сайты в промоторе гена RASSF1 
(см. таблицу), превышает индивидуальные показатели 
этого биомаркера и характеризуется чувствительностью 
в диапазоне 73,5–84,0 % и специфичностью 91,1–
94,0 % [34, 55].

Оценку уровня метилирования промотора гена 
RASSF1 в ц-ДНК в комбинации с другими биомарке-
рами метилирования предлагается также использовать 
для диагностики и прогноза течения рака молочной 
железы [65].

Панели биомаркеров метилирования. В представлен-
ных исследованиях большинство биомаркеров мети-
лирования, детектируемых в ц-ДНК крови, объедине-
ны в диагностические панели, насчитывающие от 3 
до 10 сайтов метилирования в различных локусах (см. 
таблицу). Это отражает тенденцию к объединению био-
маркеров в группы для повышения диагностической 
мощности анализа: чувствительность диагностики ГК 
с использованием панелей биомаркеров колеблется 
в пределах 84,0–93,6 %, специфичность составляет 
66,3–94,3 %, что в целом превышает данные показа-
тели для индивидуальных биомаркеров. По приведен-
ным сведениям, наиболее часто в диагностические 
панели входят гены APC, CDH1, CDKN2A и RASSF1. 
Остальные гены, для которых описаны диагностиче-
ские биомаркеры метилирования ГК, описаны не бо-
лее чем в 2 исследованиях, что указывает на то, что про-
филь метилирования генов, которые могут быть 
использованы в качестве потенциальных биомаркеров 
для жидкостной биопсии ГК, пока охарактеризован 
недостаточно.

Заключение
Высокая гетерогенность и низкая частота встреча-

емости конкретных соматических мутаций в ГК по срав-
нению с другими типами рака являются существенным 
препятствием для их использования в качестве биомар-
керов для диагностики или прогнозирования течения 
заболевания. Изменение тканеспецифических паттер-
нов метилирования генов при канцерогенезе и суще-
ствование нарушений, специфических для ГК, откры-
вают возможность для использования изменений 
метилирования конкретных сайтов или участков генов 
как биомаркеров ГК. Поскольку профили метилирования 
генов в опухолевой ткани коррелируют с нарушениями, 
обнаруживаемыми в ц-ДНК из крови пациентов с ГК, 
детекция эпигенетических нарушений с помощью жид-
костной биопсии имеет несомненный потенциал для ис-
пользования в клинической практике. К настоящему 
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времени ни для одного из индивидуальных маркеров 
не описано чувствительности и специфичности, доста-
точных для надежной диагностики ГК, в то время как ис-
пользование панелей из нескольких маркеров позволяет 
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Макрофаги, ассоциированные с опухолью: современное 
состояние исследований и перспективы клинического 

использования

А.Н. Грачев, Д.В. Самойлова, М.А. Рашидова, А.А. Петренко, О.В. Ковалева
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  

Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Алексей Николаевич Грачев alexei.gratchev@gmail.com

Макрофаги являются основными клетками системы врожденного иммунитета. Одна из основных функций макрофагов – регу-
ляция воспаления. Будучи распространенными во всех тканях и органах тела человека, тканевые макрофаги контролируют их со-
стояние и гарантируют своевременную и эффективную реакцию на повреждение, проникновение патогена или трансформацию 
клетки. После устранения причины воспаления макрофаги инициируют процессы заживления и восстановления тканевого гомео-
стаза. В конце XX века была предложена концепция дихотомии активации макрофагов, которая делила их на классически (М1) 
и альтернативно (М2) активированные. Развитие данной концепции привело к тому, что на сегодняшний день в литературе 
описано множество фенотипов макрофагов с разнообразными функциональными особенностями. При этом М2 продолжают 
считаться прототипом макрофагов, ассоциированных с опухолью (МАО).
МАО являются одними из основных типов клеток опухолевого микроокружения. Как и все макрофаги, они обладают определенным 
уровнем гетерогенности и способностью адаптировать свой фенотип, который развивается под действием цитокинов и росто-
вых факторов, производимых опухолевыми клетками. МАО, в свою очередь, секретируют ростовые факторы, цитокины и ком-
поненты внеклеточного матрикса, которые поддерживают прогрессию опухоли и увеличивают ее злокачественный потенциал. 
Многочисленные клинические исследования показали, что количество МАО часто коррелирует с плохим прогнозом заболевания. 
МАО выполняют большое количество функций, необходимых для поддержания жизнедеятельности опухоли. Они способны к сти-
муляции ангиогенеза и неоангиогенеза. С того момента, как связь МАО со злокачественными опухолями стала очевидной, пред-
принимаются попытки использовать их в клинике. Можно с уверенностью утверждать, что маркеры МАО весьма привлека-
тельны в качестве диагностических и прогностических маркеров различных опухолей или в качестве перспективных мишеней 
для создания новых таргетных терапевтических препаратов.
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Tumor associated macrophages: current research and perspectives of clinical use
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Macrophages are the key cells of the innate immune system. One of the main functions of macrophages is the regulation of inflammation. Be-
ing common in all tissues and organs of the human body, tissue macrophages control their condition and guarantee a timely and effective 
response to damage, pathogen penetration or cell transformation. After eliminating the cause of inflammation, macrophages initiate the pro-
cesses of healing and restoration of tissue homeostasis. At the end of the 20th century, the concept of macrophage activation dichotomy was 
proposed, which divided them into classically (M1) and alternatively (M2) activated ones. The development of this concept has led to the 
description of a wide variety of macrophage phenotypes. At the same time, M2 continues to be considered a prototype of tumor associated 
macrophages (TAM). 
TAM represent one of the most important cell types in the tumor microenvironment. Like all macrophages, they have a certain level of hetero-
geneity and plasticity, which develop under the influence of cytokines and growth factors produced by tumor cells. TAM, in turn, produces 
growth factors, cytokines and extracellular matrix components that support the progression of the tumor and increase its malignant potential. 
Numerous clinical studies have shown that the amount of TAM is often correlated with a poor prognosis of the disease. TAM perform a large 
number of functions necessary to maintain tumor progression. They are capable of stimulating angiogenesis and reorganization of the vascu-
lar system. Since the role of TAM in tumor development has become apparent, various attempts have been made to use them in the clinic.  
It can be confidently asserted that various TAM markers are very attractive as diagnostic and prognostic markers of various tumors, and also 
as promising targets for the development of new targeted therapeutic agents. 

Key words: macrophage, cancer, tumor associated macrophage, inflammation
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Введение
Макрофаги являются основными клетками системы 

врожденного иммунитета. Они происходят из моноцитов, 
мигрирующих из кровяного русла в ткани. Макрофаги 
присутствуют во многих тканях человеческого организ-
ма: в костном мозге, соединительной ткани, легких (аль-
веолярные макрофаги), печени (купферовские клетки), 
селезенке и лимфатических узлах, серозных полостях 
(брюшной полости, полости плевры, полости перикарда), 
костной ткани (остеокласты), нервной ткани (микрогли-
альные клетки), коже (клетки Лангерганса).

В кровотоке моноциты составляют до 11 % всех бе-
лых клеток крови (лейкоцитов). Сформировавшись 
в костном мозге, моноцит находится там от 30 до 60 ч. 
После этого он делится и поступает в кровоток. Среднее 
время жизни моноцитов в кровотоке составляет 3 сут, 
в течение которых они мигрируют в ткани с последую-
щим превращением в резидентные тканевые макрофа-
ги. В отсутствие миграции и стимулов для дальнейшей 
дифференцировки моноциты погибают посредством 
запускаемого в них апоптоза. После выхода из кровя-
ного русла моноцит, как правило, больше не может вер-
нуться в циркуляцию. Важнейшая роль в процессе прев-
ращения моноцита в зрелый дифференцированный 
макрофаг принадлежит процессу аутофагии.

Макрофаги в различных тканях человеческого орга-
низма имеют ряд общих особенностей. При исследова-

For citation: A.N. Gratchev, D.V. Samoilova, M.A. Rashidova et al. Tumor associated macrophages: current research and perspectives  
of clinical use. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):20–8.

нии альвеолярных макрофагов было выявлено, что они 
поддерживают свою популяцию не только за счет обра-
зования в костном мозге, но также за счет имеющейся 
у них способности к делению и самоподдержанию. Дан-
ная отличительная черта макрофагов становится очевид-
ной в случае подавления образования данных клеток 
крови в костном мозге под влиянием облучения или пре-
паратов с цитостатическим действием.

Функции макрофагов
Одной из основных функций моноцитов и макро-

фагов является регуляция воспаления [1–3]. Будучи 
распространенными во всех тканях и органах тела че-
ловека, тканевые макрофаги контролируют их состоя-
ние и гарантируют своевременную и эффективную 
реакцию на повреждение, проникновение патогена 
или трансформацию клетки. После устранения причи-
ны воспаления макрофаги инициируют процессы за-
живления и восстановления тканевого гомеостаза [4] 
(рис. 1). Таким образом, нарушение функций макро-
фагов лежит в основе большинства иммунных рас-
стройств, таких как, например, атеросклероз [2, 5, 6]. 
Макрофаги для эффективного выполнения своих функ-
ций в процессе дифференцировки приобретают фено-
тип, характерный для конкретного микроокружения, 
т. е. способны адаптировать свой фенотип к изменяю-
щемуся микроокружению [4, 7]. В начале 90-х годов 

Рис. 1. Функции макрофагов в здоровом организме
Fig. 1. Macrophage functions in a healthy organism
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Destruction of transformed cells

Экзогенные стимулы/Exogenic stimuli

Эндогенные стимулы/Endogenic stimuli Внешние стимулы/External stimuli
Эндогенные стимулы/Endogenic stimuli

Выявление патогена / Pathogen identifica-
tion
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Активация врожденного иммунитета / 
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Регуляция регенерации ткани/Tissue regeneration regulation
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прошлого века была предложена концепция дихотомии 
фенотипа макрофагов, аналогичная Th1 / Th2-дихото-
мии Т-клеток. В рамках этой концепции выделяли 
классически (М1) и альтернативно (M2) активирован-
ные макрофаги [8–10] (рис. 2). Позднее было предло-
жено рассматривать активацию макрофагов как кон-
тинуум фенотипов с экстремальными вариантами М1 
и М2 и практически неограниченным количеством 
промежуточных состояний. Способность макрофагов 
отвечать на различные эндогенные и экзогенные про- 
и противовоспалительные стимулы обеспечивает вы-
сокую гетерогенность их фенотипа [11, 12].

К 1-му типу активации относят макрофаги, разви-
вающиеся при стимуляции Th1 цитокином интерфе-
рон γ (INF-γ) или бактериальными продуктами, таки-
ми как, например, липополисахарид (LPS). Ко 2-му 
типу активации относят макрофаги, развивающиеся 
в результате воздействия Th2-ассоциированных цито-
кинов интерлейкин 4 (IL-4), IL-13, IL-10, трансфор-
мирующего фактора роста β, и противовоспалительных 
факторов, таких как глюкокортикоиды и ретиноиды 
[13]. Макрофаги 1-го типа продуцируют провоспали-
тельные цитокины, фактор некроза опухоли (TNF) 
и IL-1β и экспрессируют Fc-γ-рецепторы на поверх-
ности клеток [10, 14]. Макрофаги 2-го типа продуци-
руют противовоспалительные цитокины и хемокины 
IL-1Ra, IL-10, CCL18, экспрессируют различные бел-
ки внеклеточного матрикса и поверхностные скавен-
джер-рецепторы, такие как макрофагальный манноз-
ный рецептор и стабилин 1 [15–17].

Механизм активации макрофагов очень сложен 
и включает несколько различных сигнальных каскадов 
[18, 19]. Однако обнаружено, что факторы, которые 
ранее рассматривались как инактивирующие (проти-
вовоспалительные факторы), зачастую приводят к спе-
цифичной активации макрофагов и приобретению ими 
новых свойств [20, 21]. Например, показано, что IL-4 
приводит к повышению продукции белков внеклеточ-
ного матрикса и ферментов для его перестройки, 
что указывает на участие макрофагов 2-го типа акти-
вации (М2

IL-4
) в заживлении повреждений [16]. 

При этом глюкокортикоиды подавляли продукцию 
компонентов внеклеточного матрикса и повышали 
экспрессию скавенджер-рецепторов, а также эндоци-
тозный и фагоцитарный потенциал макрофагов [4, 15]. 
Кроме того, обнаружено, что независимо от типа ак-
тивации макрофаги сохраняют способность реагиро-
вать на бактериальные стимулы, обеспечивая тем са-
мым достаточную иммунную защиту организма [4]. 
В целом анализ баланса про- и противовоспалительной 
активности первичных моноцитов-макрофагов чело-
века является привлекательной возможностью для вы-
явления иммунопатологий.

Несмотря на то что макрофаги впервые описаны 
более 100 лет назад, многие их свойства остаются не-
изученными. Например, в последние годы был пред-
ложен новый фенотип макрофагов (М3), сочетающий 
черты, характерные как для М1, так и для М2. Данный 
тип клеток был получен in vitro путем совместного куль-
тивирования мезенхимальных стволовых клеток 

Рис. 2. Концепция дихотомии активации макрофагов
Fig. 2. Concept of macrophage activation dichotomy
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Классическая активация макрофагов (М1) / Classical macrophage activation (M1)

Липополисахарид / Lipopolysaccharide

IFNγ

IL4

Глюкокортикоиды / Glucocorticoids

Альтернативная активация макрофагов (М2) / Alternative macrophage activation (М2)

TNFα, IL6, IL1
Fcγрецепторы I, II, III / Fc-g 
receptors I, II, III
NO, H2O2
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с первичными моноцитами [22]. М3 демонстрировали 
высокий уровень экспрессии CD206, являющегося 
маркером М2. Также они продуцировали много IL-10, 
мало IL-12 и TNF-α, что также свойственно М2-типу 
поляризации макрофагов. Одновременно с этим на-
блюдалась активная секреция IL-6, характерная 
для макрофагов 1-го типа активации. Кроме того, М3 
демонстрировали повышенную фагоцитарную актив-
ность. Таким образом, авторы работы выделяют новый 
и уникальный тип макрофагов, обладающих перспек-
тивной ролью в регенеративной медицине. Можно 
предположить, что концепция дихотомии макрофа-
гальной активации имеет лишь ограниченное право 
на существование и должна уточняться с учетом раз-
личий макрофагальных фенотипов, образующихся 
в результате стимуляции макрофагов тем или иным 
цитокином или гормоном. На сегодняшний день в ли-
тературе описано огромное количество различных 
фенотипов макрофагов [23], однако их клиническую 
значимость еще предстоит установить.

Роль макрофагов в канцерогенезе
В 1863 г. Вирхов выдвинул гипотезу возникновения 

рака в результате хронического воспаления. На сегод-
няшний день причинно-следственная связь воспале-
ния, врожденного иммунитета с опухолью стала пра-
ктически общепризнанной, несмотря на то что многие 
молекулярные и клеточные элементы механизма это-
го взаимодействия до конца не ясны. Каким же обра-
зом макрофаги, стимулирующие воспалительную ре-
акцию, способствуют возникновению опухолей? 
Статистика показывает, что возникновение более 15 % 
злокачественных опухолей может быть косвенно свя-
зано с той или иной инфекцией [24–27]. Персистиру-
ющая инфекция, как и нарушение механизмов регу-
ляции процесса воспаления, приводит к развитию 
хронического воспаления. В этой ситуации основные 
компоненты воспалительного инфильтрата – макро-
фаги и нейтрофилы – не получают ингибирующего 
сигнала достаточной силы и пребывают в состоянии 
провоспалительной активности, которое характеризу-
ется повышенной продукцией бактерицидных соеди-
нений кислорода и азота. Будучи высокоактивными, 
сами по себе эти соединения способны реагировать 
и приводить к образованию пероксонитрита, являю-
щегося мутагеном [28]. Таким образом, при хрониче-
ском воспалении в ткани одновременно активированы 
2 процесса: 1) повреждение ткани патогеном и / или 
бактерицидной активностью макрофагов; 2) стимуля-
ция регенерации. Комбинация этих процессов приво-
дит к повышенной пролиферации эпителиальных 
клеток на фоне высоких концентраций мутагенных 
соединений, что ведет к ускорению накопления таких 
геномных аберраций, как точечные мутации, делеции 
и перестройки. Результаты экспериментов показали, 
что частота мутаций гена p53, обнаруживаемых при та-
ких хронических воспалительных заболеваниях, как 

ревматоидный артрит или воспалительные заболевания 
кишечника, близка к частоте подобных мутаций в опу-
холях [29].

Наиболее сильная корреляция хронического вос-
паления с развитием злокачественных опухолей на-
блюдается в случае таких воспалительных заболеваний 
кишечника, как неспецифический язвенный колит 
и болезнь Крона. Хроническая инфекция вирусом ге-
патита С также приводит к повышению риска развития 
гепатоклеточной карциномы. Хроническое воспале-
ние, вызываемое Helicobacter pylori, считается одной 
из основных причин развития рака желудка [30]. Не-
смотря на то что прямое повреждение ДНК считается 
основным механизмом, способствующим появлению 
злокачественной опухоли на фоне хронического вос-
паления, существуют данные, позволяющие утвер-
ждать, что клетки воспалительного инфильтрата спо-
собствуют инициации опухолей и за счет секреции 
цитокинов. Так, производимый макрофагами MIF 
(macrophage inhibitory factor) подавляет активность p53 
[31], что приводит к недостаточно эффективному от-
вету на повреждение ДНК, увеличению продолжитель-
ности жизни клеток и, как следствие, к еще более эф-
фективному накоплению мутаций. Таким образом, 
можно утверждать, что нарушение функционирования 
контроля воспалительной реакции может приводить 
к инициации опухолевого роста.

Макрофаги в солидных опухолях
Солидные опухоли представляют собой гетероген-

ную популяцию, состоящую как из непосредственно 
неопластических клеток, так и из рекрутированных 
мезенхимальных и эпителиальных клеток организма, 
которые формируют так называемое опухолевое ми-
кроокружение. Известно, что злокачественность пер-
вичной опухоли и способность ее к метастазированию 
в сильной степени зависят от микроокружения.

Опухолевое микроокружение, или поддерживающая 
строма опухоли, состоит из различных специфических 
компонентов внеклеточного матрикса, фибробластов, 
эндотелиальных клеток, клеток гладкой мускулатуры 
и клеток гематопоэтической системы (в особенности 
клеток лейкоцитарного ряда, а именно нейтрофилов 
и макрофагов). Еще до недавнего времени основное 
внимание исследователей и их экспериментальные ра-
боты были сосредоточены на изучении непосредствен-
но опухолевых клеток. Только в последние 2 десятилетия 
начало появляться огромное количество исследований, 
указывающих на то, что именно клетки опухолевого 
микроокружения определяют поведение опухоли. Пара-
кринные взаимодействия клеток опухоли со своим ми-
кроокружением регулируют процессы опухолевого 
роста и прогрессии. Изменение микроокружения опу-
холевых клеток дает им возможность роста и инвазии. 
Анализ клеточного состава опухолевого микроокруже-
ния имеет большую прогностическую ценность, что 
лишний раз подчеркивает его значимость.
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Одним из основных типов клеток опухолевого ми-
кроокружения являются макрофаги, ассоциированные 
с опухолью (МАО). Как уже было сказано, макрофаги 
представляют собой многофункциональные клетки, 
фенотип которых развивается под действием факторов 
окружающей среды. Макрофаги, фенотип которых 
развивается в ответ на цитокины и ростовые факторы, 
производимые опухолевыми клетками, поддерживают 
прогрессию опухоли и увеличивают ее злокачествен-
ный потенциал [6, 32, 33]. Результаты многочисленных 
клинических исследований показали, что количество 
МАО часто коррелирует с плохим прогнозом заболе-
вания [6]. Особо следует отметить, что для тех типов 
опухолей, в которых большое количество МАО явля-
ется индикатором плохого прогноза, на плохой прогноз 
также указывает повышенная экспрессия ростовых 
факторов и хемокинов, производимых макрофагами. 
Так, β-хемокин CCL2 часто экспрессируется в опухо-
лях яичника, шейки матки, мочевого пузыря, молоч-
ной железы и глиоме, при этом в случае рака молочной 
железы, шейки матки и мочевого пузыря повышенная 
экспрессия CCL2 указывает на плохой прогноз [33–35]. 
M-CSF – цитокин, отвечающий за выживание и диф-
ференцировку макрофагов, также экспрессируется 
клетками опухолей яичника, матки, молочной железы 
и предстательной железы [26, 36–39], причем повы-
шенная экспрессия M-CSF всегда коррелирует с пло-
хим прогнозом [36, 38]. При раке молочной железы 
повышенная экспрессия M-CSF коррелирует с плохим 
прогнозом и ассоциирована с повышенной инфиль-
трацией опухоли макрофагами в 90 % исследованных 
случаев [26]. Таким образом, можно утверждать, 
что клинические исследования в полной мере поддер-
живают гипотезу о том, что в большинстве типов со-
лидных опухолей МАО поддерживают прогрессию 
опухолей за счет продукции хемокинов и ростовых 
факторов.

МАО выполняют большое количество функций, 
необходимых для поддержания ее жизнедеятельности. 
Они способны к стимуляции ангиогенеза и неоангио-
генеза. В МАО, находящихся в условиях гипоксии, 
активируется транскрипционный фактор HIF2α 
(hypoxia-inducible factor 2α). HIF2α, в свою очередь, 
активирует продукцию фактора роста эндотелия сосу-
дов (VEGF) [40]. Кроме того, продукция VEGF усили-
вается стимуляцией макрофагов M-CSF [41]. Помимо 
ангиогенной активности, VEGF обладает свойствами 
хемоаттрактанта для макрофагов [42, 43] и, таким обра-
зом, формирует положительную обратную связь, ко-
торая обеспечивает ускоренную васкуляризацию опу-
холи. Помимо VEGF, МАО производят и другие 
проангиогенные цитокины [33, 44]. Так, макрофаги 
являются основным источником TNF, экспрессия ко-
торого повышается при инвазии опухоли [45] и IL-1 
[46]. TNF, в свою очередь, активирует экспрессию 
MMP-9 – протеиназы, которая способна активировать 
латентную форму VEGF [47]. IL-1β посредством 

циклооксигеназы 2 активирует транскрипционный 
фактор HIF1, усиливающий транскрипцию VEGF [46]. 
Кроме ростовых факторов МАО производят и другие 
белки, стимулирующие ангиогенез. Урокиназный ак-
тиватор плазминогена (uPA), например, активируется 
в результате стимуляции макрофагов M-CSF [48] и / или 
TGF-β1 [49]. Экспрессия uPA и его ингибитора PAI-1 
(plasminogen-activator inhibitor type 1) имеет прогно-
стическое значение [50]. Так, uPA и его рецептор, экс-
прессируемые макрофагами в опухолях молочной же-
лезы [51], участвуют в деградации внеклеточного 
матрикса, что необходимо для прорастания новых со-
судов. Тот факт, что экспрессия рецептора uPA корре-
лирует с плотностью сосудов в опухоли и плохим про-
гнозом заболевания, служит подтверждением этой 
гипотезы [50, 52]. В дополнение к этому обнаружена 
статистически достоверная корреляция экспрессии 
PAI-1 с ростом сосудов и стадией опухолевого процес-
са [53–55]. Эти данные указывают на важность систе-
мы uPA, регулируемой МАО, в неоангиогенезе.

Еще одним важным свойством МАО является се-
креция ростовых факторов, стимулирующих рост 
и подвижность опухолевых клеток [33, 56]. Среди этих 
факторов следует отметить фактор роста фибробластов 
(FGF), фактор роста гепатоцитов (HGF), лиганды ре-
цепторов семейства EGFR, тромбоцитарный ростовой 
фактор (PDGF) и белки семейства трансформирую-
щего фактора роста β (TGFβ). Лиганды рецепторов 
семейства EGFR особенно важны для развития опу-
холей молочной железы и легкого, так как экспрессия 
рецепторов этого семейства – ERBB3 и ERBB2 – часто 
повышена в клетках опухолей, именно эти рецепторы 
используются как мишени для терапии [57]. Кроме 
того, повышенная экспрессия ERBB1 (также извест-
ного как EGFR) при раке молочной железы коррели-
рует с плохим прогнозом и имеет диагностическое 
значение [58]. МАО являются основным источником 
EGF в опухолях [59] и в комбинации с повышенной 
экспрессией EGFR [43] указывают на плохой прогноз 
заболевания. EGF способен стимулировать пролифе-
рацию опухолевых клеток и, кроме того, является хе-
моаттрактантом для клеток опухолей молочной желе-
зы [60]. На мышиной модели показано, что опухолевые 
клетки реагируют на производимый макрофагами EGF 
усилением пролиферации, инвазии и метастазирова-
ния. Эти данные хорошо согласуются с данными, по-
лученными на другой мышиной модели, в которой 
полностью отсутствуют макрофаги. У этих мышей 
развитие опухолей отличалось значительно снижен-
ным метастазированием [61].

Как уже упоминалось выше, макрофаги стимули-
руют прогрессию опухолей, а именно инвазию и экс-
травазию, путем секреции различных протеаз, таких 
как MMP-2, MMP-10, MMP-12, способных к дегра-
дации внеклеточного матрикса. В исследованиях, про-
веденных с использованием мышиных моделей [62], 
обнаружено, что в процессе инвазии МАО почти 
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всегда присутствовали в местах нарушения базальной 
мембраны и выхода опухолевых клеток. Показано, 
что МАО вызывают устойчивость опухолевых клеток 
к химио- и радиотерапии [63, 64].

Таким образом, на основании данных клинических 
и лабораторных исследований можно утверждать, 
что МАО в большинстве своем представляют собой 
макрофаги 2-го типа активации и играют немаловаж-
ную роль в прогрессии опухоли.

Перспективы клинического применения
С того момента, как связь МАО со злокачествен-

ными опухолями стала очевидной, предпринимаются 
различные попытки использовать их в клинике. Наи-
более часто различные маркеры МАО применяют в ка-
честве диагностических и прогностических маркеров 
различных опухолей или в качестве перспективных 
мишеней для создания новых таргетных терапевтиче-
ских препаратов.

Например, показано, что макрофаги CD163+ / CD14+ 
могут быть использованы в качестве потенциального 
диагностического маркера злокачественного плевраль-
ного выпота (MPE) [65]. Кроме того, количество рас-
творимого CD163 в плазме крови может служить мар-
кером множественной миеломы [66]. Также X. Tang 
и соавт. показали потенциальную возможность исполь-
зования МАО в качестве диагностического и прогно-
стического маркера при раке молочной железы [67]. 
Предпринимаются попытки поиска циркулирующих 
в кровотоке МАО, отсутствующих у здоровых доноров, 
в качестве маркеров опухолей при раке молочной, 
предстательной и поджелудочной железы [68]. Эти 
данные свидетельствуют в пользу того, что циркули-
рующие МАО могут служить диагностическими мар-
керами солидных опухолей на поздних стадиях забо-
левания.

Прогностическая значимость МАО продемонстри-
рована для большинства солидных опухолей и на се-
годняшний день практически не вызывает сомнений. 
В целом для большинства типов опухолей показана 
корреляция количества МАО различных фенотипов 
(CD68+, CD163+, CD204+, CD206+) с прогнозом те-
чения заболевания, а именно большое количество 
МАО ассоциировано с плохим прогнозом. Однако 
для некоторых типов опухолей, например для рака 
толстой кишки [69], желудка [70] и предстательной 
железы [71], показана и обратная корреляция.

Сегодня предпринимаются различные попытки 
использования таргетного воздействия на макрофаги 
в целях противоопухолевой терапии. Например, на мы-
шиной модели рака молочной железы показано, 
что привлечение макрофагов в опухоль происходит 
посредством экспрессии опухолевыми клетками хемо-
кина CCL5. После систематической обработки живот-
ных с помощью антагониста рецептора данного хемо-
кина наблюдалось значительное снижение размера 
опухоли и количества макрофагов, ее инфильтрирую-

щих [72]. Результаты недавних исследований in vivo 
показали, что совместная терапия карциномы печени 
с помощью сорафениба в комбинации с золедроновой 
кислотой значительно усиливает эффективность сора-
фениба и способствует регрессии опухоли за счет из-
менения фенотипа макрофагов ее микроокружения 
[64, 73]. Некоторые другие лекарственные препараты, 
например талидомид, пентоксифеллин и генистеин, 
также способны ингибировать макрофагальную ин-
фильтрацию опухоли, способствуя ее уменьшению. 
Большинство исследователей в качестве мишеней воз-
действия на макрофаги выбирают их рецепторы, такие 
как CSF1R (colony stimulating factor 1 receptor). Моно-
клональные антитела к CSF1R находятся на разных 
стадиях клинических испытаний [74].

Ввиду того, что фенотип МАО соответствует фе-
нотипу М2, перспективной представляется возмож-
ность перепрограммирования МАО в макрофаги 1-го 
типа. Ожидается, что лечение, направленное на инги-
бирование М2-дифференцировки, будет эффективным 
[75]. В процесс приобретения макрофагами М2-фено-
типа вовлечены несколько путей регуляции с участием 
сигнальных молекул, таких как NF-κB, Stat3, Stat6, 
c-Myc [76–79]. Известно, что транскрипционные фак-
торы NF-κB и Stat3 играют значительную роль в опу-
холевой прогрессии, и таргетные препараты к ним 
находятся в процессе разработки. В настоящее время 
уже используются лекарства, действие которых направ-
лено также и на макрофаги. Например, циклоспорин 
А и трабектидин не только ингибируют рост непосред-
ственно опухолевых клеток, но и подавляют активацию 
макрофагов [80, 81]. Бифосфонаты предотвращают 
разрушение кости остеокластами, но кроме этого, бло-
кируют приобретение МАО фенотипа макрофагов 2-го 
типа [82]. Еще одной разрабатываемой на данный мо-
мент стратегией является блокирование дифференци-
ровки макрофагов из М1- в М2-фенотип путем инги-
бирования необходимых для этого сигналов, в которых 
участвуют такие молекулы, как PPARs (proliferator-
activated receptor), HIFs и mTOR (mammalian target of 
rapamycin). PPAR-γ представляют собой транскрип-
ционный ингибитор NF-κB, а PPAR-α играет роль 
антагониста М1-состояния и поддерживает М2-статус 
[83, 84]. Показано, что нацеленное на макрофаги уда-
ление HIF1α вызывает уменьшение опухолевого роста 
у мышей [85]. Широко в опухолевой иммунотерапии 
используется GM-CSF (granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor), также способный перепро-
граммировать МАО в М1-состояние. Другой цито-
кин – IL-12 – также снижает опухолевые свойства 
макрофагов [86].

Такой уже известный таргетный препарат, как 
бевацизумаб (моноклональные антитела к VEGF), 
являющийся ингибитором ангигогенеза, поми-
мо непосредственного антиангиогенного влия-
ния, способен подавлять и миграцию макрофа-
гов [87, 88].
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Таким образом, можно выделить 4 стратегии про-
тивоопухолевой терапии, направленной на макрофаги: 
ингибирование миграции макрофагов в опухоль, по-
давление выживания МАО в опухоли, увеличение про-
тивоопухолевой активности МАО, свойственной 
М1-фенотипу, а также подавление активности МАО, 
способствующей опухолевому росту.

Нужно отметить, что накопленные за последнее 
время данные сильно изменили представление о фор-

мировании и функционировании опухоли в целом 
и о роли ее микроокружения в частности. Таким обра-
зом, исследование механизмов различных аспектов 
влияния опухолевого микроокружения на возникнове-
ние опухоли и ее прогрессию дает возможность для по-
иска новых мишеней для специфической противоопу-
холевой терапии и профилактики распространения 
опухолевых клеток, т. е. создает перспективы для борь-
бы с прогрессированием онкологических заболеваний.
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Биспецифичными называют молекулы антител, содержащие 2 разных антигенсвязывающих центра. Особый интерес к молекулам 
биспецифичных антител обусловлен их терапевтическим применением. Два препарата терапевтических биспецифичных имму-
ноглобулинов, разрешенные к применению в США и странах Европы, направлены на лечение онкологических заболеваний. Работы, 
опубликованные в последние годы, посвящены различным способам получения моноклональных биспецифичных антител, исследо-
ванию их физико-химических свойств, биологической активности, доклиническим и клиническим испытаниям. Настоящий обзор 
рассматривает различные подходы к получению противоопухолевых биспецифичных иммуноглобулинов, а также перспективы 
их практического применения.

Ключевые слова: антитела, иммуноглобулин, биспецифичный иммуноглобулин, терапевтические антитела, моноклональные ан-
титела, онкология, онкологическое заболевание

Для цитирования: Седых С.Е., Невинский Г.А. Cпособы получения и перспективы применения биспецифичных антител для лечения 
онкологических заболеваний. Успехи молекулярной онкологии 2018;5(4):30–40.

DOI: 10.17650/2313-805X-2018-5-4-30-40

Producing and prospects for the use of bispecific antibodies for the treatment of cancer

S.E. Sedykh1, 2, G.A. Nevinsky1, 2

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences;  
8 Akademika Lavrentieva Prospekt, Novosibirsk 630090, Russia; 

2Novosibirsk National State Research University; 2 Pirogova St., Novosibirsk 630090, Russia

Bispecific antibody molecules contain two different antigen-binding centers. Particular interest in bispecific antibodies is due to their thera-
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Введение
Иммуноглобулины – основные белковые компо-

ненты адаптивной иммунной системы, направленной 
против чужеродных соединений и инфекционных 
агентов. Молекула иммуноглобулина G (IgG) состоит 
из 2 легких (L) и двух тяжелых цепей (H), соединенных 
дисульфидными связями. Антигенсвязывающие цен-
тры антител (АТ) образованы гипервариабельными 
участками тяжелых и легких цепей. Таким образом, 
молекула АТ содержит 2 одинаковых антигенсвязыва-

ющих сайта (HL-фрагмента) и является моноспеци-
фичной и бивалентной [1].

Моноклональные АТ представляют собой продук-
ты секреции идентичных иммунных клеток, каждая 
из которых является клоном единственной родитель-
ской клетки. Моноклональные АТ – не просто моно-
специфичные бивалентные молекулы, они связывают 
один и тот же эпитоп (фрагмент антигена, узнаваемый 
АТ), в отличие от поликлональных АТ. В связи с этим 
моноклональные АТ широко используют для лечения 
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онкологических заболеваний. Препараты авастин (бе-
вацизумаб, АТ против фактора роста эндотелия сосу-
дов), герцептин (трастузумаб, АТ против рецептора 
HER2), ритуксан (ритуксимаб, АТ против белка CD20) 
представлены на фармацевтическом рынке более 10–
15 лет. Однако эти и другие препараты моноклональ-
ных АТ обычно не способны излечивать рак при мо-
нотерапии. Вероятно, это связано с тем, что 
Т-лимфоциты не принимают активного участия 
в уничтожении опухоли, а лишь предотвращают свя-
зывание молекул ростовых факторов с рецепторами.

Большие надежды направлены на АТ, связывающие 
2 антигена и более, а также конъюгированные с аген-
тами для химио- и радиотерапии [1–3]. Биспецифич-
ными называют АТ, содержащие 2 разных антигенсвя-
зывающих центра. В 2015 г. журнал “Nature Reviews 
Drug Discovery” назвал биспецифичные иммуногло-
булины «антителами нового поколения». Разработаны 
многочисленные противоопухолевые биспецифичные 
АТ (БсАТ), один антигенсвязывающий центр которых 
направлен против рецептора CD3 (активирует цито-
токсические Т-лимфоциты), а другой – против специ-
фических антигенов опухолевых клеток (CD19, CD20, 
CD33, CD123, Her2, EpCAM, BCMA, CEA и др.). Сбли-
жение цитотоксического Т-лимфоцита и опухолевой 
клетки в результате связывания БсАТ активирует 
Т-киллер и способствует уничтожению опухолевой 
клетки. Разработаны БсАТ для лечения остеопороза, 
гемофилии, болезни Альцгеймера, аутоиммунных за-
болеваний [4].

Препараты БсАТ имеют несколько значительных 
преимуществ перед моноспецифичными АТ. Во-пер-
вых, БсАТ направляют специфические эффекторные 
клетки иммунной системы к опухолевым клеткам-ми-
шеням, усиливая их цитотоксичность. Во-вторых, 
БсАТ могут обеспечивать большую специфичность 
связывания, так как взаимодействуют с двумя различ-
ными поверхностными антигенами. В-третьих, исполь-
зование БсАТ позволяет оптимизировать расходы 
на создание препарата путем снижения стоимости 
разработки, клинических исследований по сравнению 
с комбинированной терапией двумя моноспецифич-
ными препаратами. В-четвертых, препараты БсАТ 
могут одновременно блокировать 2 различных пути 
патогенеза [5]. В-пятых, использование БсАТ по срав-
нению с комбинированной терапией двумя моноспе-
цифичными препаратами позволяет снизить затраты 
на лечение [5, 6].

Препараты терапевтических БсАТ, разрешенные 
к медицинскому использованию, блинатумомаб и ка-
тумаксомаб предназначены для лечения гемобластозов 
(рака крови – лейкемии и лимфом). Особенностью 
таких опухолей является то, что в отличие от солидных 
(опухоли молочной железы, матки, прямой кишки), 
опухоль, которую можно механически прощупать, 
в организме часто не образуется. В связи с этим 
при лейкемии и лимфоме отсутствуют обычные 

для многих онкологических патологий симптомы. 
При этом злокачественные лейкоциты пролифериру-
ют в костном мозге и поступают в огромных количе-
ствах в кровоток в виде отдельных клеток, что позво-
ляет для терапии использовать препараты БсАТ [3].

Способы получения биспецифичных иммуноглобулинов
БсАТ 1-го поколения были получены химической 

сшивкой и методом гибридом. В настоящее время пре-
параты БсАТ в основном получают 3 способами: хи-
мической конъюгацией с помощью кросслинкеров, 
методом соматического слияния 2 линий гибридом 
(технология квадромы), генно-инженерными метода-
ми. В зависимости от способа получения и структуры 
БсАТ отличаются по числу связывающих центров, 
их геометрии, времени полужизни фармакологическо-
го препарата и эффекторным функциям. По механиз-
му действия множество современных препаратов БсАТ, 
проходящих доклинические и клинические исследо-
вания, можно классифицировать на 4 формата: биспе-
цифичные усилители Т-клеточного ответа (bispecific 
T-cell engager, BiTE), «перенацеливающие» АТ двойной 
аффинности (DART), гомодимерные АТ, а также три-
функциональные БсАТ [7]. Примеры структур БсАТ 
приведены на рис. 1.

Конъюгирование и ковалентное присоединение фраг-
ментов. БсАТ получают в результате присоединения 
к амино- или карбоксильному концу моноспецифич-
ных молекул IgG легких или тяжелых цепей с допол-
нительными антигенсвязывающими участками, одно-
доменных АТ (вариабельных фрагментов тяжелых 
или легких цепей), scFv, а также других генно-инже-
нерных конструкций [8]. Наиболее широкое приме-
нение находят IgG с двойными вариабельными домена-
ми (DVD-Ig, см. рис. 1) [9], в которых к вариабельной 
части HL-фрагмента молекулы IgG через короткий 
пептидный линкер добавлена вариабельная часть 
от другого АТ. Получаемые молекулы являются биспе-
цифичными и бивалентными для каждого антигена 
[10]. Также получены тетравалентные тетраспецифич-
ные АТ, связывающие EGFR, HER2, HER3 и VEGF, 
сконструированные сочетанием технологии DVD-Ig c 
другими подходами [11]. Одним из достоинств БсАТ, 
сконструированных по данной технологии, является 
их способность связывать одновременно антигены 
всеми вариабельными доменами. Особенно это акту-
ально в случае связывания цитокинов и других белков, 
представленных в крови в низкой концентрации, к то-
му же препараты DVD-Ig можно вводить реже [12].

Впервые химическая конъюгация для получения 
БсАТ использована в 1985 г.: два Fab

2
,

 
полученных пеп-

синолизом IgG кролика, были восстановлены, а затем 
окислены, в результате чего получены биспецифичные 
Fab

2
 [13]. Впоследствии были использованы гомо- и ге-

теробифункциональные реагенты, взаимодействующие 
с остатками цистеина, и Fab, полученные генно-ин-
женерным путем. Наиболее современным методом 
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конъюгирования для получения БсАТ является техно-
логия CovX-Body, которая заключается в сайт-специ-
фичном присоединении низкомолекулярных лигандов 
к остаткам лизина [14]. В результате период полувы-
ведения низкомолекулярных лекарственных препара-
тов значительно увеличивается за счет присоединения 
к HL-фрагментам.

Для получения Т-лимфоцитов, поверхность кото-
рых покрыта БсАТ, используют химическое конъюги-
рование АТ против CD3 и CD20. В результате получа-
ют аутологичные поликлональные активированные 
Т-лимфоциты, поверхность которых усилена антиген-
связывающими центрами против рецептора CD20 [15].

Метод Dock-and-Lock позволяет получать полива-
лентные, полиспецифичные и полифункциональные 
конструкции [16]. Для этого молекулу Fab ковалентно 
связывают линкером с доменом димеризации и докин-
га с АМР-зависимой протеинкиназы (содержит сульф-
гидрильную группу), 2-й Fab связывают с заякориваю-
щим доменом А-киназы (содержит 2 сульфгидрильные 
группы). Взаимодействие 2 доменов с АМР-зависимой 
протеинкиназы приводит к димеризации конструкций, 
несущих Fab, далее полученный фрагмент связывает 
домен А-киназы, несущий 3-й Fab. Тройная конструк-
ция далее ковалентно стабилизируется образованием 
дисульфидных связей [17]. Для полученных таким обра-
зом трифункциональных конструкций, содержащих 
4 молекулы цитокина ИФН-α2b, соединенных с АТ 
против CD20 (велтуцумаб), показана эффективность 
при неходжкинской лимфоме и множественной мие-
ломе [18]. Описано ковалентное присоединение одно-
цепочечного АТ против CD3 с димером противоопу-
холевых Fab, биспецифичное связывание конструкции 
с опухолевыми клетками и Т-лимфоцитами в резуль-
тате активирует противоопухолевую Т-клеточную ци-
тотоксичность [19].

Предложен метод ковалентного присоединения 
терапевтических АТ (scFv, диабоди) к альбумину [20] 
(см. рис. 1), а также к белкам, связывающим альбумин, 
что в результате приводит к увеличению периода полу-
выведения препаратов из крови в 5–6 раз. Получение 
подобных конструкций приводит к трудно предсказу-
емым результатам, вследствие чего биспецифичные 
молекулы, образованные в результате слияния разных 
фрагментов иммуноглобулинов или иммуноглобули-
нов с другими белками, находят малое применение 
в исследованиях и для создания новых лекарственных 
препаратов. Более того, подходы, связанные с получе-
нием конъюгатов иммуноглобулинов и их фрагментов, 
практически не используются ввиду возможности на-
работки более стабильных слитых рекомбинантных 
белков [8].

Коэкспрессия 2 генов тяжелых и легких цепей 
в 1 клетке позволяет получить иммуноглобулины 
со структурой, подобной IgG (триомаб, квадрома; см. 
рис. 1). С помощью этого подхода был создан препарат 
моноклональных БсАТ против CD3 и EpCAM (кату-
максомаб) [21]. Основная проблема коэкспрессии 2 АТ 
(например, в случае квадромы) – образование до 9 не-
целевых химерных иммуноглобулинов наряду с целе-
выми молекулами. Это является следствием того, 
что тяжелые цепи могут образовывать гомодимеры 
(вместо гетеродимеров), а легкие цепи могут случай-
ным образом связываться с тяжелыми цепями. Таким 
образом, к существенным недостаткам данного мето-
да относят низкий выход целевых БсАТ [8].

Увеличение вероятности образования гетеродиме-
ров из 2 разных тяжелых цепей может быть решено 
с применением подхода “knobs-into-holes”, при кото-
ром используют 1 тяжелую цепь с мутацией T366W 
(“knob” (ручка) – замена на более стерически громозд-
кую аминокислоту) и 2-ю с мутациями T366S, L368A, 

Рис. 1. Различные форматы терапевтических биспецифичных антител
Fig. 1. Various types of therapeutic bispecific antibodies

Триомаб, квадрома / Triomab, 
Quadroma

IgG с двойным вариабельным 
доменом / Dual variable domain IgG

Кроссмаб / Crossmab IgG из 2 HLфрагментов / IgG with 2 
HL-fragments

scFv2Fc Тандаб / Tandab

scFvальбуминscFv / scFv-albumin-
scFv

Диабо
ди / Diabody

DART Нанобо
ди / Nanobody
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Y407V (“hole” (отверстие) – замена на меньшую 
по размеру радикала аминокислоту), для которых тер-
модинамически образование гетеродимеров более 
выгодно, чем гомодимеров [22]. Наиболее широко 
в настоящее время используется получение моноспе-
цифичных АТ в 2 разных клеточных линиях, их выде-
ление и последующее объединение in vitro [23]. Пре-
имуществом данного подхода является использование 
уже хорошо охарактеризованных АТ, существенным 
недостатком – высокая стоимость и трудность полу-
чения таких БсАТ [8].

Показана возможность генерации БсАТ, содержа-
щих паратоп, распознающий 2 различных антигена, 
например, получено АТ против HER2, связывающее 
VEGF [24], а также АТ против HER3, связывающее 
EGFR [25]. Технология Кроссмаб, разработанная Roche 
(см. рис. 1), позволила получить тетраспецифичные 
АТ, связывающие EGFR, HER2, HER3 и VEGF [11]. 
Технология DutaMab (Creative Biolabs, Roche) в каждом 
антигенсвязывающем центре использует 3 участка 
для связывания одного и 3 других участков для связы-
вания 2-го антигена, таким образом формируются 
2 паратопа. Данная технология позволяет получать 
БсАТ по технологии моноспецифических АТ. Безуслов-
ным недостатком такого подхода является его неуни-
версальность – не для каждой пары антигенов возмож-
но подобрать сочетание паратопов внутри одного 
HL-фрагмента [8].

Описано несколько вариантов БсАТ, не содержа-
щих участков константных доменов, наиболее востре-
бованным является формат диабоди (см. рис. 1) – кон-
струкции, экспрессируемые в 1 клетке, в которых 
фрагменты тяжелых и легких цепей соединены корот-
кими пептидными последовательностями. Для полу-
чения таких БсАТ широко используют одноцепочечные 
фрагменты вариабельных доменов (scFv). Для получе-
ния БсАТ типа диабоди последовательности, кодиру-
ющие 2 разных scFv, объединяют в 1 конструкцию, 
в которой тяжелые цепи экспрессируются в составе 1 
полипептида и затем соединяются с соответствующи-
ми легкими цепями. Именно по технологии диабоди 
компания Amgen в эукариотических клетках получила 
первые BiTE. Это некрупные молекулы scFv, тандемно 
соединенные гибкими пептидными линкерами, содер-
жащими антигенсвязывающий центр против CD3 
и высокоаффинный поверхностный антиген опухоле-
вой клетки [26]. Недостатком таких молекул является 
их короткая продолжительность жизни в крови, кото-
рая связана с небольшим размером и отсутствием Fc. 
Преимущество данного формата – крайне высокая 
специфическая противоопухолевая активность, в кон-
центрации до 10 пг / мл (в культурах клеток) [27], по-ви-
димому, 1 молекула BiTE может несколько раз исполь-
зоваться для уничтожения опухолевых клеток 
Т-лимфоцитами [28].

Для получения БсАТ используют однодоменные 
фрагменты АТ, полученные из мышиных и человече-

ских библиотек фаговым дисплеем [29]. Нанободи – АТ, 
полученные от лам и верблюдов, содержат только 
тяжелые цепи (см. рис. 1). Для получения БсАТ на-
нободи легко связываются короткими пептидными 
линкерами [30]. Преимуществами использования од-
нодоменных фрагментов АТ являются их малый размер 
и, соответственно, легкое проникновение в клетки 
и доступ к скрытым для IgG антигенам. Существенный 
недостаток таких малых конструкций – их низкая про-
должительность полужизни в крови пациента, в резуль-
тате чего требуется более частое введение препарата 
[8]. Наиболее успешным представителем семейства 
BiTE, без сомнений, является описанный выше пре-
парат блинатумомаб [31].

Соединение 2 пар V
L
- и V

H
-доменов в 1 полипеп-

тиде позволяет получить тетравалентные молекулы 
тандаб (см. рис. 1). Описан препарат TandAb AFM13, 
сочетающий антигенсвязывающие центры против 
CD16A и CD30, усиливающий ответ натуральных кил-
леров при лимфоме Ходжкина. Два антигенсвязыва-
ющих участка против каждого из антигенов и отсутст-
вие Fc способствуют увеличению молекулярной массы 
и стабильности препарата in vivo [32].

Терапевтические биспецифичные иммуноглобулины
Препарат блинатумомаб разрешен к применению 

в США, а препарат катумаксомаб – в Европе. Большое 
количество препаратов для лечения онкологических 
заболеваний в настоящее время проходят доклиничес-
кие и клинические исследования (см. таблицу) [33]. 
Терапевтические БсАТ, представленные на рынке, 
а также проходящие клинические и доклинические 
испытания, сближают Т-лимфоциты или натуральные 
киллеры с клетками, экспрессирующими на поверх-
ности специфические антигены (противоопухолевые 
БсАТ).

Блинатумомаб. Препарат блинатумомаб (Amgen) – 
первый представитель BiTE, разрешенный к исполь-
зованию в США. Впервые эффективность блинатумо-
маба в качестве терапевтического препарата против 
В-клеточной опухоли показана в 2008 г. у 38 пациентов 
с рефрактерной неходжкинской лимфомой [34]. В кон-
це 2014 г. в США получено одобрение для лечения 
острого лимфобластного лейкоза без филадельфийской 
хромосомы в качестве препарата 2-й линии [35], 
в Евросоюзе препарат зарегистрирован в 2015 г. Тера-
пия блинатумомабом приводит к истощению числа 
В-лимфоцитов и их предшественников в перифериче-
ской крови, которое постепенно восстанавливается 
после окончания лечения [34]. Механизм действия 
препарата изображен на рис. 2.

Биспецифичная молекула блинатумомаба разра-
ботана по технологии диабоди: 1-й антигенсвязываю-
щий центр направлен против белка CD19 на поверх-
ности В-лимфоцитов, 2-й – против рецептора CD3 
поверхности цитотоксических Т-лимфоцитов. Одно-
цепочечная структура блинатумомаба, состоящего 
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из двух scFv, позволяет сравнительно легко получать 
белок в мономерной форме в значительных количест-
вах и обусловливает ее широкий терапевтический по-
тенциал применения при лимфоме и лейкемии [36]. 
К сожалению, эта же особенность является причиной, 
по которой требуется постоянное внутривенное вве-
дение препарата. Молекула блинатумомаба направля-
ет первичные CD3-положительные Т-клетки против 
CD19-положительных клеток лимфомы и обеспечи-
вает цитотоксичность препарата при очень низких 
концентрациях (10–100 пг / мл) [37]. Важным преиму-
ществом препарата является то, что он направляет 
цитотоксические Т-лимфоциты к опухолевым В-клет-
кам в обход Т-клеточного рецептора и молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости [38].

У взрослых пациентов с рецидивирующей острой 
лимфобластной лейкемией терапия блинатумомабом 
дает полностью положительный результат у 72 % боль-
ных, а достижение минимальной остаточной болезни 
(клетки опухоли, остающиеся в организме после до-
стижения ремиссии) происходит у 88 % пациентов; 
средняя продолжительность жизни после терапии со-
ставляет 9 мес [39]. У пациентов с неходжкинской 
лимфомой препарат показал хорошую эффективность 
(в клинических испытаниях при монотерапии). Тера-
пия блинатумомабом значительно превосходит тера-
пию моноклональными АТ при намного более низкой 
конечной концентрации в крови [40]. В настоящее 
время проходят клинические исследования препарата 
для лечения неходжкинских лимфом. Также продемон-
стрировано, что блинатумомаб эффективен в дости-
жении минимальной остаточной болезни у пациентов 
после индукционной и консолидационной терапии 
[41]. Показано, что причинами случаев низкой эффек-
тивности терапии блинатумомабом при рефрактерной 

и рецидивирующей острой лимфобластной лейкемии 
являются отсутствие CD19 на поверхности лимфоци-
тов и экстрамедуллярный гематопоэз (образование 
лимфоцитов вне костного мозга) [42].

После начала введения блинатумомаба число 
B-лимфоцитов в течение 2 сут снижается менее чем до 
1 кл / мкл и остается практически не детектируемым 
до конца терапии. Напротив, число Т-лимфоцитов 
снижается у всех пациентов до минимального уровня 
в течение 1 сут и затем восстанавливается до нормы 
через нескольких дней, более того, в течение 2–3 нед 
число Т-лимфоцитов удваивается [43].

Антитела против других антигенов (например, 
CD79b), разработанные по технологии BiTE, направ-
лены для лечения миелоидной лейкемии и лимфомы 
(см. таблицу) и в настоящее время проходят клиниче-
ские испытания [44].

Катумаксомаб. Препарат катумаксомаб (Removab, 
Trion Pharma) был первым биспецифичным трифунк-
циональным препаратом, одобренным в 2009 г. Ев-
ропейским медицинским агентством для лечения 
злокачественных асцитов. Показана эффективность 
препарата в отношении асцитов, вторичных к эпи-
телиальным формам рака, особенно рака желудка 
[45–48]. Катумаксомаб является полноразмерным АТ, 
произведенным по технологии квадромы: гетероди-
меры тяжелых и легких цепей мышиного моноклона 
против CD3 (IgG2a) и крысиного моноклона (IgG2b) 
против молекулы адгезии эпителиальных клеток 
(EpCAM), секретируемые соответствующими гибри-
домами, объединяют в составе одной биспецифичной 
молекулы (рис. 3), которая также связывает рецептор 
Fc [49]. Использование HL-фрагментов АТ, получен-
ных из организмов разных хозяев, позволяет снизить 
вероятность образования биспецифичных молекул 

Рис. 2. Механизм терапевтического действия препарата блинатумомаб. В результате связывания биспецифичных антител с антигеном CD19 
на поверхности опухолевых клеток и CD3 на поверхности Т-лимфоцитов происходит сближение Т-лимфоцита с опухолевой клеткой
Fig. 2. Mechanism of blinatumomab’s therapeutic action. Bispecific antibodies bind CD19 antigen on the surface of tumor cells and CD3 on the surface  
of T-cells, and the cell come together

Моноклональное антитело против CD3 
человека / Monoclonal antibody against 
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(Bispecific Tcell Engager) / Bispecific 
antibody with 2 scFv (Bispecific T-cell 

Engager)

Активация Тлимфоцита / T-cell 
activation

Блинатумомаб связывает опухолевую клетку и Тлимфо
цит, происходит выведение опухолевых Вклеток 
из кровотока / Blinatumomab binds tumor cell and T 
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CD19 поверхности опухолевой 
клетки / CD19 on the surface of a 

tumor cell
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tumor cell CD19
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с неправильно спаренными легкими цепями, так 
как легкие цепи АТ крысы преимущественно взаи-
модействуют с тяжелыми цепями крысы, и наоборот, 
легкие цепи АТ мыши предпочтительно ассоциируют 
с тяжелыми цепями мыши [49].

Успех катумаксомаба в клинических испытаниях 
и терапии, по-видимому, связан с тем, что для Т-лим-
фоцитов и данного препарата БсАТ отсутствует ка-
кой-либо барьер проникновения в асцитную опухоль. 
В отличие от блинатумомаба, противоопухолевое 
действие катумаксомаба обусловлено колокализацией 
Т-лимфоцита, опухолевой клетки, экспрессирующей 
EpCAM, и клетки, на которой находится рецептор к Fc 
(макрофаг, дендритная клетка, нормальный киллер). 
Таким образом, катумаксомаб не только сближает опу-
холевую клетку с CD3-цитотоксическим лимфоцитом, 
но и стимулирует несколько механизмов, опосредо-
ванных Fc: комплементзависимую цитотоксичность, 
АТ-зависимую цитотоксичность, а также АТ-зависи-
мый фагоцитоз [50].

Взаимодействие клеток иммунной системы паци-
ента с клетками опухоли приводит к формированию 
сложной реакции, в результате которой опухолевые 
клетки элиминируются. Результаты исследований по-
казали несколько механизмов цитотоксичности: лизис, 

опосредованный Т-лимфоцитами, действие цитокинов 
(интерлейкины 1β, 2, 6, 12; хемокин CCL18), фагоци-
тоз, а также цитотоксичность, опосредованную АТ. 
Сравнение эффективности индивидуальных монокло-
нальных АТ мыши и крысы (против CD3 и EpCAM) 
продемонстрировало намного меньший противоопу-
холевый потенциал по сравнению с БсАТ [47]. Кату-
максомаб имеет высокий терапевтический потенциал 
при весьма приемлемой безопасности: требуется вну-
трибрюшинное введение низких доз (10–100 мг) пре-
парата 4–5 раз с интервалом в 10–14 дней [31]. Инте-
ресно, что одним из побочных эффектов терапии 
катумаксомабом является образование АТ против им-
муноглобулинов мыши и крысы, причем иммунный 
ответ против иммуноглобулинов мыши коррелирует 
с положительным ответом на терапию [51].

Препараты, проходящие доклинические и клинические 
испытания
Противоопухолевые БсАТ, проходящие клиниче-

ские и доклинические испытания, как правило, содер-
жат 1 антигенсвязывающий центр против CD3, кото-
рый привлекает Т-лимфоцит к опухолевой клетке. 
Другой антигенсвязывающий центр может быть на-
правлен против опухолевых антигенов – CD19, CD20, 
CD33, CD123, HER1, HER2, CEA, GD2, простатиче-
ского специфического антигена, gpA33 и других бел-
ков. Результаты клинических испытаний БсАТ пред-
ставлены во многих источниках и частично 
суммированы в таблице.

Перспективы
Два препарата БсАТ, получивших к настоящему 

времени разрешения на применение в качестве лекар-
ственных средств, направлены на лечение онкологи-
ческих заболеваний. В перспективе можно ожидать 
создание новых платформ, которые позволят выстро-
ить полный процесс от получения до доклинических 
испытаний БсАТ. При разработке противоопухолевых 
препаратов, с одной стороны, требуется поиск новых 
комбинаций мишеней для повышения эффективности 
терапии и снижения побочных эффектов терапии, 
с другой – следует учитывать особенности конкретных 
опухолей. БсАТ могут быть использованы в комбина-
ции с другими лекарственными препаратами, напри-
мер, контролирующими клеточный цикл, ингибито-
рами индоламин-диоксигеназы и вакцинами. Сегодня 
нет сомнений в том, что для успешной борьбы с онко-
логическими заболеваниями требуется непрерывная 
разработка новых подходов к получению БсАТ.

Дизайн новых препаратов БсАТ, вероятно, будет 
включать способность связывать 2 и более опухолевых 
антигена в сочетании со сближением Т-лимфоцитов 
и вспомогательных клеток в иммунный синапс. Осо-
бенно важной представляется задача увеличения спе-
цифичности и чувствительности БсАТ, а также сниже-
ния цитотоксичности в отношении неопухолевых 

Рис. 3. Механизм терапевтического действия препарата катумаксо-
маб. Препарат связывает молекулу адгезии эпителиальных клеток 
(EpCAM) на поверхности опухолевой клетки, CD3 на поверхности Т-
лимфоцита и Fcγ-рецептор на поверхности вспомогательных иммун-
ных клеток. В результате достигается эффект элиминирования опу-
холевых клеток по механизму Т-клеточной цитотоксичности, 
токсичности цитокинов, фагоцитоза и антителозависимой клеточной 
токсичности
Fig. 3. Mechanism of catumaxomab’s therapeutic action. The drug binds 
epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) on the surface of tumor cells, CD3 
on the surface of T lymphocytes, and на Fcγ-receptor on the surface of 
accessory immune cells. As a result, tumor cells are eliminated through T-cell 
cytotoxicity, cytokine cytotoxicity, phagocytosis and antibody-dependent 
cytotoxicity mechanisms
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клеток. В настоящее время трудноразрешимой задачей 
считается увеличение выхода БсАТ из гибридом, а так-
же снижение стоимости препаратов.

Относительно универсальным является способ 
получения БсАТ в результате обмена IgG HL-фрагмен-
тами, который возможен между природными IgG4 [52], 
а также между IgG1 с мутацией в CH3-домене [53] 
и IgG2 через дисульфидные линкеры [54]. Согласно 
данным литературы обмену в крови и молоке с обра-
зованием биспецифичных молекул подвергаются IgG 
всех подклассов [55–57]. Однако обмен HL-фрагмен-
тами между терапевтическими молекулами биспеци-
фичных IgG4 и собственными IgG4 пациента приводит 
к образованию БсАТ, не обладающих изначальными 
свойствами [58], что накладывает значительные огра-
ничения на данный подход.

Заключение
Разработка новых подходов для получения БсАТ 

позволила создать различные варианты перспективных 
производных иммуноглобулинов для применения в те-
рапии. Получаемые молекулы отличаются от природных 
IgG по фармакокинетике, времени полужизни в крови, 
способности проникать в опухоль, размерам, валент-
ности и наличию Fc. Блокирование сразу нескольких 
биологических путей позволяет БсАТ проявлять синер-
гический эффект, недостижимый при введении смеси 
моноспецифических молекул. Работы последних лет 
указывают на то, что в перспективе будут получены 
БсАТ из комбинаций разработанных ранее методов, 
направленные на лечение самых разных заболеваний, 
при которых ключевую роль может играть одновремен-
ное связывание нескольких специфических антигенов.
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Обзор посвящен анализу молекулярных механизмов действия ряда природных ДНК-тропных соединений с установленной анти-
канцерогенной активностью. Приведены данные исследований антиканцерогенного действия этих соединений в экспериментах 
in vivo, рассмотрены механизмы их связывания с ДНК, влияния на метилирование ДНК и модификацию гистонов, способность 
к ингибированию функций ферментов «домашнего хозяйства». Кроме того, проанализированы возможные эффекты этих соеди-
нений на характеристики дуплекса ДНК, что должно иметь значение для эпигенетической регуляции экспрессии генов и форми-
рования топологически ассоциированных доменов.

Ключевые слова: ДНК-тропные вторичные метаболиты растений, антиканцерогенное действие природных низкомолекулярных 
соединений, интеркаляция ДНК, эпигенетическая регуляция экспрессии генов, дестабилизация хроматина
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Influence of DNA-binding compounds with cancer preventive activity on the mechanisms of gene expression regulation
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The presented review is devoted to the analysis of molecular mechanisms of action for different natural DNA-tropic compounds with estab-
lished tumor preventive activity. Here we present their cancer preventive effects observed in vivo, mechanisms of DNA binding, influence on 
epigenetic regulation and “housekeeping” protein function. Additionally, the influence of these compounds on DNA helix parameters is dis-
cussed that should impact on epigenetic regulation of gene expression and formation of topologically associated domains.

Key words: DNA-tropic secondary plant metabolites, cancer preventive activity of natural small molecules, DNA intercalation, epigenetic 
regulation of gene expression, chromatin destabilization

For citation: Kirsanov K.I., Vlasova O.A., Fetisov T.I. et al. Influence of DNA-binding compounds with cancer preventive activity  
on the mechanisms of gene expression regulation. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):41–63.

Введение
Одним из наиболее значимых факторов, определя-

ющих риск развития онкологических заболеваний, 
является пищевой рацион. Результаты подавляющего 
большинства эпидемиологических и эксперименталь-
ных исследований свидетельствуют о том, что при ак-
тивном потреблении растительной пищи наблюдается 

существенное снижение онкозаболеваемости [1]. Это 
связано с тем, что кроме жизненно необходимых сое-
динений, обеспечивающих процессы биосинтеза, фрук-
ты и овощи включают так называемые фитонутриен-
ты – вторичные метаболиты растений, обладающие 
антиканцерогенным действием у животных и человека. 
В качестве 3 основных классов вторичных метаболитов 
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растений принято выделять изопреноиды (терпены), 
фенольные соединения (гидролизуемые танины и фе-
нилпропаноиды) и азотсодержащие соединения (алка-
лоиды, полиамины, гетероциклические ароматические 
соединения) [2]. Более подробная классификация вто-
ричных метаболитов растений с соответствующими 
примерами соединений приведена в табл. 1.

Появление путей биосинтеза этих соединений ра-
стениями было эволюционно обусловлено необходи-

мостью развития различных защитных и регуляторных 
механизмов (табл. 2) [3].

В настоящее время известно более 100 тыс. вто-
ричных метаболитов растений, выполняющих следу-
ющие функции:

• защита от ультрафиолетового повреждения пу-
тем придания растению или его частям окраски;

• адаптация растений к температурным колеба-
ниям;

Таблица 1.  Химическая классификация вторичных метаболитов растений с примерами соединений

Table 1.  Chemical classification of secondary plant metabolites with examples of compounds

Группы/подгруппы вторичных метаболитов растений 
Groups/subgroups of secondary plant metabolites

Примеры соединений 
Examples of compounds

Вторичные 
метаболиты 
растений (фито-
нутриенты) 
Secondary plant 
metabolites 
(phytonutrients)

Изопреноиды (терпены) 
Isoprenoids (terpenes)

(C
5
 ед) 

(C
5
 u))

Гемитерпены 
Hemiterpenes

Ментол, карвон, борнеол, камфара 
Menthol, carvone, borneol, camphor

(C
5
H

8
)

2

Монотерпеноиды 
Monoterpenoids

Мирцен, лимонен 
Myrcene, limonene

С
15

Н
24

–
С

15
Н

32

Сесквитерпены 
Sesquiterpenes

Фарнезол 
Farnesol

(C
10

H
16

)
2

Дитерпены 
Diterpenes

Фитол, ретинол 
Phytol, retinol

(C
10

H
16

)
3

Тритерпены 
Triterpenes

Лупеол, гинсеносид 
Lupeol, ginsenoside

(C
5
H

8
)

2
n Политерпены 

Polyterpenes
Каротин 
Carotene

Азотсодержащие соединения 
Nitrogen-containing compounds

Алкалоиды 
Alkaloids

Морфин, кофеин, кокаин, стрих-
нин, хинин, никотин 
Morphine, caffeine, cocaine, strychnine, 
quinine, nicotine

Полиамины 
Polyamines

Олеил диамин 
Oleyl diamine

Гетероциклические ароматиче-
ские соединения 
Heterocyclic aromatic compounds

Хинин, морфин, акрихин, пирами-
дон 
Quinine, morphine, acrichine, pyrimidone

Фенольные 
соединения 
Phenolic 
compounds

С одним 
бензольным 
кольцом 
With one 
benzene ring

С
6
 

Фенолы фенолгли-
козиды 
Phenolic glycosides

Салидрозид 
Salidroside

С
6
–С

1

Фенолальдегиды 
Phenolic aldehydes
Фенолкарбоновые 
кислоты 
Phenolcarboxylic acids

Ванилин, кислоты: салициловая, 
галловая 
Vanillin; salicylic, gallic acids

С
6
–С

2

Фенолоспирты 
Phenols
Фенилуксусные 
кислоты 
Phenylacetic acids

п-тирозол 
p-tyrosol

С
6
–С

3

Фенилпропаноиды 
(гидроксикоричные 
кислоты) 
Phenylpropanoids 
(hydroxycinnamic acids)

Оксикоричные кислоты, кумари-
ны, хромоны 
Oxycinnamic acids, coumarins, chromones

(С
6
–С

3
)

2

Лигнаны 
Lignans

Подофиллотоксин, арктиин 
Podophyllotoxin, arctiine
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Группы/подгруппы вторичных метаболитов растений 
Groups/subgroups of secondary plant metabolites

Примеры соединений 
Examples of compounds

Вторичные 
метаболиты 
растений (фито-
нутриенты) 
Secondary plant 
metabolites 
(phytonutrients)

Фенольные 
соединения 
Phenolic 
compounds

С двумя 
бензольными 
кольцами 
With two 
benzene rings

С
6
–С

1
–C

6

Бензофеноны, 
дибензо-γ-пироны 
Benzophenones, 
dibenzo-γ-pyrones

Ксантон 
Xanthone

С
6
–С

2
–C

6

Фитоалексины 
(стильбены) 
Phytoalexins (stilbenes)

Ресвератрол 
Resveratrol

С
6
–С

3
–C

6

Флавоно-
иды 
Flavonoids

Катехи-
ны 
Catechins

EGCG, танин 
EGCC, tannin

Лейкоан-
тоциани-
дины 
Leucoan-
thocyani-
dins

Лейкоцианидин, лейкодельфини-
дин 
Leucocyanidin, leucodelphinidin

Флавано-
ны 
Flavanones

Нарингин, нарингенин 
Naringin, naringenin

Дигидро-
халконы 
Dihydro-
chalcones

Халконы 
Chalcones

Арбутин 
Arbutin

Антоциа-
ны и 
антоциа-
нидины 
Anthocya-
nins and 
anthocy-
anidins

Цианидин 
Cyanidin

Флавано-
лы 
Flavanols

Кемпферол, кверцетин, рутин 
Kaempferol, quercetin, rutin

Флавоны 
Flavons

Апигенин, тангеретин 
Apigenin, tangeretin

Изофла-
воноиды 
Isoflavo-
noids

Генистеин, генестин 
Genistein, genestine

Ауроны 
Aurones

Ауроны 
Aurones

Хиноны 
Quinones

Бензохиноны 
Benzoquinones

1,4-бензохинон 
1,4-benzoquinone

Нафтохиноны 
Naphthoquinones

Лавсон, лапачол 
Lawsone, lapachole

Антрахиноны 
Anthraquinones

Ализарин, перкин 
Alizarine, perkin

Полимерные 
фенольные 
соединения 
Polymeric 
phenolic 
compounds

(С
6
–С

1
)

n
Гидролизуемые 
танины 
Hydrolysable tannins

Танин 
Tannin

(С
6
–С

2
)

n

(С
6
–С

3
–

C
6
)

n

Конденсированные 
танины 
Condensed tannins

(С
6
–С

3
)

n

Лигнины 
Lignins

Окончание табл. 1
End of table 1



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  4
, 

2
0

1
8

44 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 5 / VOL. 5

Таблица 2. Появление вторичных метаболитов растений в эволюции 

Table 2. Appearance of secondary plant metabolites during evolution

Временная 
шкала, млн 

лет 
Time scale, 

millions of years

Эра 
Age

Период 
Period

Этап развития 
Development stage

Растения 
Plants

Эволюционный шаг 
в биосинтезе вторичных 

метаболитов 
Evolutional step in biosynthesis 

of secondary metabolites

0–23,0

Кайнозойская 
Cainozoic

Неогеновый 
Neogene

Появление цветов 
и плодов 
Appearance of flowers 
and fruits

Покрытосемянные 
Angiosperms

Биосинтез летучих 
биофлавоноидов, 
выполняющих функции 
защиты и привлечения 
опылителей 
Biosynthesis of volatile 
bioflavonoids for protection 
and attraction of pollinators

23,0–65,5 Палеогеновый 
Paleogene

65,6–145,5

Мезозойская 
Mesozoic

Меловой 
Cretaceous

Появление семян 
Appearance of seeds Голосемянные 

Gymnosperms

Биосинтез танинов, 
выполняющих защитную 
функцию 
Biosynthesis of tannins for 
protection

145,5–199,6 Юрский 
Jurassic

199,6–251,0 Триасовый 
Triassic

251,0–299,0

Палеозойская 
Paleozoic

Пермский 
Permian

Развитие корневой 
системы 
Root system development

Папоротники 
и хвощи 
Ferns and horsetails

Биосинтез изофлавонои-
дов как средства защиты 
от микробных инфекций 
Biosynthesis of isoflavonoids 
for protection against microbial 
infections

299,0–359,2
Каменноуголь-
ный 
Carboniferous

Развитие органов 
растения 
Plant organ development

Биосинтез терпенов, 
полифенолов, алкалоидов 
для защиты от травояд-
ных 
Biosynthesis of terpenes, 
polyphenols, alkaloids for 
protection against herbivores

359,2–416,0 Девонский 
Devonian

416,0–443,7 Силурийский 
Silurian

Появление много-
клеточности, 
специализация 
тканей, появление 
систем транспорта 
веществ 
Appearance of multicel-
lularity, tissue specializa-
tion, compound transport

Печеночные мхи 
Hepatics

Биосинтез лигнина как 
компонента, обеспечива-
ющего упругость 
и сохранение формы  
Biosynthesis of lignin as a 
component providing elasticity 
and allowing to retain shape

443,7–488,3 Ордовикский 
Ordovician

488,3–542,0 Кембрийский 
Cambrian

Появление зеленых 
водорослей 
Appearance of green 
algae

Красные и зеленые 
водоросли 
Red and green algae

Биосинтез фенилпропа-
ноидов, преимуществен-
но флавоноидов, 
и пентадиеновой кисло-
ты – защита от ультрафи-
олетовых лучей 
Biosynthesis of phenylpro-
panoids, mainly flavonoids, and 
pentadienoic acid for 
protection against UV radiation
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• обеспечение устойчивости к различным физи-
ческим воздействиям;

• защита от насекомых и животных, использу-
ющих растения в качестве пищи;

• привлечение насекомых-опылителей;
• регуляция межклеточных взаимодействий;
• регуляция процессов дифференцировки.
Коэволюция флоры и фауны складывалась таким 

образом, что пищевой рацион животного мира во все 
исторические периоды определялся не только кало-
рийностью потребляемых растений, но и другими 
их свойствами, способствовавшими сохранению вида. 
В частности, положительным фактором селекции бы-
ло потребление растительной пищи, содержавшей 
вещества, повышающие жизнеспособность и, в част-
ности, сопротивляемость внешним факторам. Это же 
определило и пищевые предпочтения в эволюции че-
ловека, которые сохранились до настоящего времени.

Биологическая активность вторичных метаболи-
тов, содержащихся в экстрактах различных растений, 
активно использовалась в народной медицине. В се-
редине прошлого столетия начались активный анализ 
химического состава этих экстрактов и эксперимен-
тальные исследования действия их компонентов на ор-
ганизм человека. Природные полифенолы оказались 
наиболее многочисленной группой вторичных мета-
болитов, их число насчитывает более 8000 соединений, 
и около 300 из них обладает различными лечебными 
эффектами. В свою очередь, наиболее многочисленная 

группа природных полифенолов – биофлавоноиды. 
Описанию различных механизмов действия фитонут-
риентов, в том числе антиканцерогенных, посвящен 
целый ряд обзоров, в которых авторы отмечают спо-
собность природных полифенолов взаимодействовать 
с различными биомолекулами клетки и влияние на сиг-
нальные пути регуляции транскрипции [4, 5]. Однако 
важным аспектом, который до настоящего времени 
в этих исследованиях не рассматривался, является вза-
имосвязь эффектов природных полифенолов с их спо-
собностью взаимодействовать с ДНК.

Следует отметить, что одним из наиболее значимых 
достижений последних 2 десятилетий является прогресс 
в понимании роли трехмерной организации эукарио-
тического генома в регуляции его активности [6]. Уста-
новлено, что в опухолевых клетках, наряду с появле-
нием генных мутаций и нарушениями эпигенетической 
регуляции транскрипции, изменяется процесс форми-
рования топологически ассоциированных доменов. 
Понятно, что ДНК-тропные малые молекулы, кото-
рыми являются многие вторичные метаболиты расте-
ний, взаимодействуя с ДНК, могут изменять стериче-
ские характеристики дуплекса, влиять на его гибкость, 
экранировать определенные позиции по малой борозд-
ке ДНК, конкурентно ингибируя работу ферментов 
«домашнего хозяйства». Кроме того, мишенью малых 
молекул этого класса могут быть альтернативные 
структуры ДНК, например G-квадруплексы, стабили-
зируемые этими соединениями при взаимодействии 

 Возможные механизмы влияния фитонутриентов на процесс компактизации ДНК
Possible mechanisms of phytonutrients’ action on DNA compactization process

Конкурентное ингибирование соединением взаимодействия ДНК 
с белками / The compound competitively inhibits DNA interactions with 

proteins

ДНК / DNA

Нуклеосома /  
Nucleosome

Изменение параметров дуплекса ДНК 
/ Changes in DNA duplex parameters

Стабилизация альтернативной структуры 
ДНК / Stabilization of alternative DNA structure

+ соединение / + compound

+ со
ед

инен
ие /

 + co
mpound

+ соединение / + compound

+ соединение / + compound

Снижение гибкости дуплекса / 
Decreased duplex flexibility
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(см. рисунок). Наши знания в этой области исследо-
ваний еще недостаточны и весьма разнородны. Тем 
не менее их сопоставление и систематизация необхо-
димы для более направленного проведения последу-
ющих исследований механизмов действия антиканце-
рогенных природных полифенолов и разработки 
на их основе новых противоопухолевых препаратов.

Антиканцерогенное действие вторичных 
метаболитов растений
Для оценки антиканцерогенной активности природ-

ных малых молекул эксперименты проводили с приме-
нением моделей спонтанного и химически-индуциро-

ванного канцерогенеза на грызунах. Противоопухолевую 
активность соединений оценивали по их влиянию 
на рост перевиваемых опухолей на линейных мышах 
или на рост ксенографтов, получаемых при использова-
нии клеток опухолевых линий человека (табл. 3).

У самок крыс сок цитрусовых, а также выделен-
ные из него нарингенин и его гликозид нарингин 
значительно снижали частоту возникновения и раз-
меры опухолей молочной железы, индуцированных 
7,12-диметилбенз(а)антраценом [7]. Защитное дейст-
вие изофлавонов сои, в том числе генистеина, на той же 
модели у взрослых крыс было относительно слабым. 
Скармливание же генистеина беременным животным 

Таблица 3. Антиканцерогенное действие фитонутриентов

Table 3. Antitumor effect of phytonutrients

Вещество 
Compound

Антиканцерогенный эффект 
Antitumor effect

Модель 
Model

Источник 
Source

Эпигаллакатехин 
галлат (EGCG) 
Epigallocatechin 
gallate (EGCG)

Уменьшает рост опухолей на 71 % (p <0,05) 
Decreases tumor growth by 71 % (p <0.05)

Индуцированный азоксиметаном колорек-
тальный рак у самцов крыс (KAD) 
Azoxymethane-induced colorectal cancer in male rats 
(KAD)

[8]

Уменьшает эпителиально-мезенхимальный 
переход (уменьшает ERK5) 
Decreases epithelial-mesenchymal transition 
(decreases ERK5)

Индуцированный табачным дымом рак 
желудка у мышей (BALB/c) 
Tobacco smoke-induced stomach cancer in mice 
(BALB/c)

[9]

Уменьшает все стадии канцерогенеза 
Decreases all carcinogenesis stages

Индуцированный N-нитрозодиэтиламином 
канцерогенез у мышей 
N-nitrosodiethylamine-induced carcinogenesis in 
mice

[10, 11] 

Кемпферол 
Kaempferol

Уменьшает рост опухолей 
Decreases tumor growth

Рак кожи у мышей, индуцированный 
ультрафиолетом 
UV-induced skin cancer in mice

[12]

Уменьшение роста опухолей сопоставимо 
с действием иринотекана 
Decrease in tumor growth is comparable to irinotecan 
effect

Индуцированный 1,2-диметилгидразином 
колоректальный рак у крыс Wistar 
1,2-dimethylhydrazine-induced colorectal cancer in 
Wistar rats

[6]

Кверцетин 
Quercetin

Уменьшает рост опухолей 
Decreases tumor growth

Опухоли кишечника, вызываемые азокси-
метаном 
Azoxymethane-induced intestinal cancers

[13]

Активный ингибитор 
Active inhibitor

Опухоли толстой кишки, вызываемые 
диметилгидразином у мышей 
Dimethylhydrazine-induced colon tumors in mice

[14]

Активный ингибитор 
Active inhibitor

Генотоксический стресс, индуцированный 
бензо(а)пиреном 
Benzo[a]pyrene-induced genotoxic stress

[14]

Значительно уменьшает размер опухоли 
и количество папиллом 
Significantly decreases tumor size and number  
of papillomas

Опухоли кожи у мышей, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced skin 
tumors in mice

[15]

Предотвращает прогрессирование рака 
предстательной железы, ингибируя сигналь-
ный путь EGFR и регулируя молекулы 
клеточной адгезии 
Prevents prostate cancer progression by inhibition  
of EGFR-signaling pathway and regulation of cellular 
adhesion

Опухоли предстательной железы у самцов 
крыс Sprague-Dawley 
Prostate cancers in male Sprague-Dawley rats

[16]
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Вещество 
Compound

Антиканцерогенный эффект 
Antitumor effect

Модель 
Model

Источник 
Source

Физетин 
Fisetin

Снижает рост опухолей на 36 % 
Decreases tumor growth by 36 %

Ксенографты, клетки HCT116 аденокарци-
номы толстой кишки 
Xenografts, HCT116 cells of colon adenocarcinoma

[17]

Нарингенин 
Naringenin

Значительно снижает частоту возникнове-
ния и размеры опухолей молочной железы 
Significantly decreases incidence and size of breast 
tumors

Опухоли молочной железы, индуцирован-
ные 7,12-диметилбенз(а)антраценом у крыс 
Sprague-Dawley 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced breast 
tumors in Sprague-Dawley rats

[18, 19] 

Активный ингибитор 
Active inhibitor

Опухоли толстой кишки у крыс Wistar, 
индуцированные 1,2-диметилгидразином 
1,2-dimethylhydrazine-induced colon cancers in 
Wistar rats

[19]

Ингибитор 
Inhibitor

Плоскоклеточные карциномы ротовой 
полости, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced squamous 
cell carcinomas of the oral cavity

[20]

Оказывает гастропротекторный эффект 
Gastroprotective effect

Опухоли желудка у самцов крыс Wistar, 
индуцированные N-метил-N’-нитро-N-ни-
трозогуанидином 
N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine-induced 
stomach tumors in male Wistar rats

[21]

Апигенин 
Apigenin

Значительно уменьшает объем карциномы, 
а также интенсивность и злокачественность 
опухолей 
Significantly decreases carcinoma size as well as 
tumor intensity and malignancy

Плоскоклеточные карциномы полости рта 
у хомяков, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced squamous 
cell carcinomas of the oral cavity in hamsters

[22]

Ресвератрол 
Resveratrol

Уменьшает количество опухолей, размер 
и частоту дисплазий 
Decreases tumor size and number, dysplasia rate

Опухоли толстой кишки, индуцированные 
бензо(а)пиреном, у мышей Apc Min/+ 
Benzo[a]pyrene-induced colon tumors in Apc Min/+ mice

[23]

Значительно уменьшает объем опухоли 
и частоту их появления 
Significantly decreases tumor size and incidence

Опухоли молочной железы у самцов крыс 
Sprague-Dawley, индуцированные N-метил-
N-нитрозомочевиной 
N-methyl-N-nitrosourea-induced breast tumors  
in male Sprague-Dawley rats

[24]

Эффективно уменьшает частоту и злокаче-
ственность опухолей 
Effectively decreases tumor incidence and malignancy

Опухоли щитовидной железы, индуциро-
ванные N-метил-N-нитрозомочевиной 
N-methyl-N-nitrosourea-induced thyroid tumors

[24]

Куркумин 
Curcumin

Активный ингибитор 
Active inhibitor

Опухоли толстой кишки, индуцированные 
диметилгидразином у мышей 
Dimethylhydrazine-induced colon cancer in mice

[14]

Активно уменьшает частоту появления 
опухолей и объем опухолей 
Effectively decreases tumor incidence and size

Опухоли кожи, индуцированные 12BA-
диметилбенз(а)антраценом/кротоновым 
маслом 
12BA-dimethylbenz(a)anthracene/croton oil-induced 
skin tumors

[25]

Кумарин 
Coumarin

Полностью предотвращает образование 
опухоли 
Fully prevents tumor development

Плоскоклеточные карциномы ротовой 
полости у хомяков, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced squamous 
cell carcinomas of the oral cavity in hamsters

[26]

Ингибирует образование аддуктов диметил-
бензантрацена с ДНК 
Inhibits formation of dimethylbenzenthracene-DNA 
adduct

Карциномы молочной железы, индуциро-
ванные 7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced breast 
carcinomas

[27]

Продолжение табл. 3
Continuation of table 3
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значительно повышало резистентность их потомства 
к канцерогенному действию 7,12-диметилбенз(а)ан-
трацена. Такой же эффект наблюдался, если генистеин 
давали крысятам на 2–4-й дни после рождения. В то же 
время на уже развившуюся гормонозависимую опухоль 
молочной железы генистеин, который является фито-
эстрогеном, оказывал стимулирующее действие [37]. 
Кумарин оказывал свое действие за счет ингибирова-
ния образования аддукта 7,12-диметилбенз(а)антраце-

на с ДНК [27]. При этом на модели канцерогенеза 
молочной железы у самцов крыс Sprague-Dawley, ин-
дуцированный N-метил-N нитрозомочевиной, пока-
зано, что ресвератрол значительно уменьшал объем 
опухолей и частоту их появления [24].

На модели опухолей кишечника, индуцирован-
ных азоксиметаном или 1,2-диметилгидразином, 
активными ингибиторами оказались кверцетин, ге-
нистеин, эпигаллакатехин галлат (EGCG), тимохи-

Вещество 
Compound

Антиканцерогенный эффект 
Antitumor effect

Модель 
Model

Источник 
Source

Генистеин 
Genistein

Слабое защитное воздействие, однако при 
скармливании генистеина беременным 
самкам существенное появление резистент-
ности у потомства к индуктору опухолей 
Weak protective effect but feeding genistein to 
pregnant females results in significant resistance  
to tumor inducer in their offspring

Опухоли молочной железы, индуцирован-
ные 7,12-диметилбенз(а)антраценом у крыс 
Sprague-Dawley 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced breast 
tumors in Sprague-Dawley rats

[28]

Активный ингибитор 
Active inhibitor

Опухоли кишечника, индуцированные 
азоксиметаном 
Azoxymethane-induced intestinal tumors

[29]

Гинсеносиды 
Ginsenosides

Гинсеносид Rp1 значительно снижает число 
опухолей 
Ginsenoside Rp1 significantly decreases number  
of tumors

Опухоли кожи у самцов швейцарских 
мышей-альбиносов, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced skin 
tumors in male Swiss albino mice

[30]

Тимохинон 
Thymoquinone

Значительное уменьшение размеров 
опухолей в комбинации со стандартным 
химиотерапевтическим препаратом, 
5-фторурацилом 
Significant decrease in tumor size in combination 
with standard chemotherapeutic drug 5-fluorouracil

Опухоли толстой кишки, индуцированные 
азоксиметаном у самцов крыс Wistar 
Azoxymethane-induced colon tumors in male Wistar 
rats

[31]

Значительное снижение опухолей в комби-
нации с витамином D 
Significant tumor decrease in combination with 
vitamin D

Опухоли кишечника, индуцированные 
азоксиметаном 
Azoxymethane-induced intestinal tumors

[32]

Уменьшение числа крупных полипов 
Decrease in large polyp number

Аденоматозный полипоз у мышей Apc 
Min/+ 
Adenomatous polyposis in Apc Min/+ mice

[32]

Существенное уменьшение количества 
опухолей 
Significant decrease in tumor number

Плоскоклеточные карциномы ротовой 
полости у хомяков, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced squamous 
cell carcinomas of the oral cavity in hamsters

[33]

Берберин 
Berberine

Ингибитор развития опухолей кишечника 
Inhibitor of intestinal tumor development

Опухоли толстой кишки у мышей Apc 
Min/+ 
Colon tumors in Apc Min/+ mice

[34]

Полное предотвращение развития опухолей 
Full prevention of tumor development

Плоскоклеточные карциномы ротовой 
полости у хомяков, индуцированные 
7,12-диметилбенз(а)антраценом 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced squamous 
cell carcinomas of the oral cavity in hamsters

[35]

Ингибитор роста опухолей 
Inhibitor of tumor growth

Ксенографты рака легкого A549 
Lung cancer xenografts A549 [36]

Окончание табл. 3
End of table 3
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нон, кемпферол, нарингенин, куркумин, а также 
комплексные продукты из сои и кожицы цитрусовых 
[8, 31]. Под действием ресвератрола и берберина 
при индукции рака толстой кишки у мышей Apc 
Min / + бензо(а)пиреном наблюдалось уменьшение 
частоты дисплазий, количества и размеров опухолей 
[23, 34].

Для нарингенина, апигенина, кумарина, тимо-
хинона и берберина продемонстрировано значитель-
ное ингибирование прогрессии опухолей при ин-
дукции плоскоклеточной карциномы у хомяков 
7,12-диметилбенз(а)антраценом [20, 22, 26].

Эти соединения также ингибировали возникнове-
ние опухолей кожи у мышей, индуцированных бенз(а)-
пиреном или 7,12-диметилбензантраценом, опухолей 
ротовой полости у крыс, индуцированных 4-хинолин-
1-оксидом, опухолей легких, индуцированных бенз(а)-
пиреном [10, 15, 25].

Взаимодействие вторичных метаболитов  
растений с ДНК
Способность фитонутриентов взаимодействовать 

с ДНК связана с тем, что большинство из них содержат 
бензольные кольца, соединенные между собой угле-
родной цепочкой. Такая структура за счет плоских 
ароматических фрагментов позволяет этим соедине-
ниям интеркалировать между парами оснований ДНК. 
С помощью методов ультрафиолетовой спектроскопии 
и вискозиметрии установлено, что связывание флаво-
ноидов с ДНК происходит при их добавлении в водный 
раствор ДНК клеток тимуса теленка (Ct-ДНК) при фи-
зиологических условиях (Трис-HCl, pH 7,4) (табл. 4). 
Тушение флуоресценции в системе ДНК-EtBr, свиде-
тельствующее об интеркаляции соединений, наблю-
далось для EGCG [38], кемпферола, кверцетина [39, 
40], нарингенина [41–43], апигенина, ресвератрола, 
гинсеносида Rb, генистеина [41, 43] и т. д. Более того, 
продемонстрировано, что при взаимодействии этих 
соединений с ДНК происходит частичное раскручи-
вание спирали и нарушение конформационной струк-
туры ДНК. Для куркумина [44] и кумарина [45] пока-
зана их способность взаимодействовать с узкой 
бороздкой ДНК. Для EGCG [46], нарингенина [47], 
куркумина [48], тимохинона [49] и димера алкалоида 
берберина [49], помимо связывания с двуцепочечной 
ДНК, обнаружена их способность связываться с G-
квадруплексами. Более того, было показано, что фи-
зетин и сангвинарин не только взаимодействуют с не-
каноническими структурами ДНК, но и в значительной 
степени стабилизируют их [50].

Влияние фитонутриентов на ДНК-топоизомеразы  
1-го и 2-го типов, а также на структуру хроматина
Характерной особенностью фитонутриентов явля-

ется их способность ингибировать топоизомеразы 1-го 
и 2-го типов (TOPI, TOPII) – ферменты, устраняющие 
сверхспирализацию дуплекса ДНК путем внесения 

одно- и двуцепочечных разрывов с последующим ли-
гированием.

Анализ возможных эффектов 300 растительных 
соединений (алкалоидов, флавоноидов и терпеноидов) 
на TOPI и TOPIIβ проведен методом молекулярного 
докинга. Куркумин по результатам этого анализа ока-
зался самым мощным ингибитором для всех вышепе-
речисленных ферментов [51]. С использованием им-
мунофлуоресцентного анализа in vivo было показано, 
что куркумин ингибирует взаимодействие TOPI  
и TOPII (α, β) с ДНК в клетках лейкоза человека K562 
[52], причем уровень ингибирования этих комплексов 
куркумином был выше, чем соответствующие харак-
теристики стандартных ингибиторов [53].

На клетках лейкоза человека HL-60 показано, 
что кверцетин и близкие ему по структуре апигенин 
и кемпферол ингибируют повторное лигирование ДНК, 
катализируемое TOPI. В отличие от камптотецина, эти 
соединения не препятствуют расщеплению ДНК, од-
нако образование тройного комплекса с TOPI и ДНК 
во время реакции расщепления ингибирует этап лиги-
рования [54]. Результаты исследований на клеточных 
линиях человека (HepG2, MCF-7, BGC823) и линии 
клеток яичника китайского хомячка AA8 подтвердили 
способность кверцетина и кверцетина-3-O-глюкозида 
(Q3G) активно ингибировать также TOPII [55], а дан-
ные исследования на клеточной линии CTLL-2 – инги-
бирование TOPII апигенином [56]. Дозовая и времен-
ная зависимость ингибирования обоих ферментов 
была продемонстрирована для физетина на клетках 
лейкоза человека K562 [57].

Ресвератрол, связываясь с комплексом TOPII 
и ДНК, является ингибитором этого фермента [58]. 
Это также характерно для тимохинона [59]. Для гени-
стеина механизм ингибирования TOPII связан с регу-
ляцией факторов транскрипции Sp1, Sp3, и это может 
служить причиной апоптоза в клетках линии HeLa [60]. 
В то же время в клеточной линии рака толстой киш-
ки HT-29, несмотря на ингибирование генистеином 
TOPII, апоптоз не индуцируется.

EGCG и связанные с ним катехины в листьях зе-
леного чая эпимеризуются в водном растворе при на-
гревании. Эпимеризация инвертирует стереохимию 
связи, которая соединяет B- и C-кольца и преобразует 
EGCG в галлокатехин галлат (GCG). Оба эти соеди-
нения EGCG и GCG способны ингибировать TOPII 
(α, β) на стадии лигирования расщепленной ДНК [61].

Нарингенин и берберин также являются ингиби-
торами TOPI [62].

Исследования по взаимодействию фитонутриентов 
с хроматином и его структурными компонентами, 
в частности гистонами, малочисленны. Для сангвина-
рина были оценены параметры связывания с хрома-
тином с использованием методов флуоресценции, 
кругового дихроизма и калориметрии. Значение Кd 
сангвинарина с хроматином, полученным из клеток 
линии HeLa, составляло 8,8 × 10–6 М [63]. Среднее вре-
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Таблица 4. Типы взаимодействия антиканцерогенных фитонутриентов с ДНК

Table 4. Types of interactions between anticarcinogenic phytonutrients and DNA

Вещество 
Compound

Тип взаимодействия 
Interaction type

Ka 
с дуплексом 

ДНК 
Ka with DNA 

duplex

Сиквенс-специфичность 
связывания 

DNA-binding sequence specificity

Источник 
Source

Эпигаллакатехин 
галлат (EGCG) 
Epigallocatechin gallate 
(EGCG)

Интеркаляция 
Intercalation

1,1 × 105 М–1 Малая селективность 
Low selectivity

[38, 64] 

Кемпферол 
Kaempferol

Интеркаляция 
Intercalation

3,6 × 104 М–1 – [39, 40] 

Кверцетин 
Quercetin

Интеркаляция, сродство к G-квад-
руплексам 
Intercalation, affinity to G-quadruplexes

7,25 × 104 М–1

Триплет GGC-часть центрально-
го тетрамера (GGCC) 
GCG-triplet of the central tetramer 
(GGCC) 
{25580618

[39, 40, 65, 
66] 

Физетин 
Fisetin

Стабилизация G-квадруплексов 
Stabilization of G-quadruplexes

–

Связывание по диагональной 
петле G-квадруплексов 
Binding with the G-quadruplex 
diagonal loop

[47, 67] 

Нарингенин 
Naringenin

Интеркаляция, взаимодействие 
с G-квадруплексами 
Intercalation, interaction with G-quadru-
plexes

3,1 × 103 М–1 – [41, 47] 

Апигенин 
Apigenin

Интеркаляция 
Intercalation

6,4 × 104 М–1
GC-регионы 
GC-regions
{27658199

[41, 43, 68] 

Ресвератрол 
Resveratrol

Интеркаляция 
Intercalation

5,49 × 103 М–1 
(T = 17 °C)

1,9 × 103 М–1 
(T = 37 °C)

– [43]

Сангвинарин 
Sanguinarine

Интеркаляция, стабилизация 
G-квадруплексов 
Intercalation, stabilization of G-quadru-
plexes

~1 × 106 М–1
GC-регионы 
GC-regions
{23494169

[69]

Куркумин 
Curcumin

Связывание с узкой бороздкой 
ДНК 
Binding to minor DNA groove

~1 × 106 М–1
GC-регионы 
GC-regions
{15480453

[44, 70] 

Кумарин 
Coumarin

Связывание с узкой бороздкой ДНК 
Binding to minor DNA groove – {25372021 [45, 71] 

Генистеин 
Genistein

Интеркаляция 
Intercalation

1,9 × 105 М–1 – [42]

Гинсеносид 
Ginsenoside

Интеркаляция 
Intercalation – – [72]

Тимохинон 
Thymoquinone

Интеркаляция, стабилизация 
G-квадруплексов 
Intercalation, stabilization  
of G-quadruplexes

–

G-квадруплексы 
5’-AGGG(TTAGGG)3-3’ 
5’-AGGG(TTAGGG)3-3’ G-
quadruplexes 

[49]

Берберин 
Berberine

Интеркаляция, стабилизация 
G-квадруплексов 
Intercalation, stabilization  
of G-quadruplexes

~1 × 104 М–1

AT-регионы 
AT-regions
{12538015
d(CGTACG)
{21431128

[73–75] 
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мя жизни комплексов с сангвинарином уменьшалось 
в следующем порядке: хромосомная ДНК (10,6 нс) > 
хроматин (8,8 нс) > мононуклеосома (6,3 нс). Сниже-
ние флуоресценции сангвинарина свидетельствует 
о его ассоциации с гистонами с сопоставимым срод-
ством. Это подтверждается путем оценки изменения 
энтальпии и энтропии с понижением температуры 
по порядку: мононуклеосомы > хроматин > хромосом-
ная ДНК. Влияние сангвинарина на структуру натив-
ного хроматина, мононуклеосом и хромосомную ДНК 
исследовали с помощью кругового дихроизма. Отме-
ченные изменения в спектрах хроматина и мононук-
леосом (от 300 до 230 нм) также свидетельствуют 
об образовании комплексов с лигандом. Более того, 
с помощью конфокальной и атомно-силовой микро-
скопии было продемонстрировано, что обработка кле-
ток HeLa сангвинарином приводила к агрегации хро-
матина в отдельные крупные локусы [63].

Также с использованием различных методов спек-
трофотометрии, термической денатурации и равновес-
ного диализа для натурального алкалоида берберина 
было показано, что его связывание с нуклеосомами 
имеет Kd 5,57 × 10–3 М. Связывание берберина с нук-
леосомами уменьшало поглощение при 210 и 260 нм, 
а также вызывало гипохромность в профилях тепловой 
денатурации, и его сродство к нуклеопротеидной 
структуре нуклеосом было намного выше, чем к сво-
бодной ДНК. Берберин также проявлял высокое срод-
ство к гистону H1 в растворе с Kd 3,61 × 10–3 М [76].

Влияние фитонутриентов на ферменты 
эпигенетической регуляции и эпигенетические 
маркеры
Фитонутриенты могут препятствовать процессу 

канцерогенеза благодаря влиянию на эпигенетическую 
регуляцию транскрипции (табл. 5). Этот подход рас-
сматривается как важная цель в терапии рака в связи 
с обратимой природой эпигенетически опосредован-
ного «молчания» генов. Метилирование (присоедине-
ние метильной группы к цитозину в составе CpG-ди-
нуклеотида в позиции С5 цитозинового кольца) 
промоторной области гена, как правило, приводит 
к подавлению экспрессии соответствующего гена. 
При инициации канцерогенеза одним из этапов транс-
формации клетки является изменение паттернов ме-
тилирования, что приводит к активации онкогенов 
в результате гипометилирования их промоторов и ина-
ктивации генов супрессоров опухолевого роста в ре-
зультате аберрантного метилирования. Ингибиторы 
данных ферментов – предмет исследований, направ-
ленных на совершенствование лечения и профилак-
тики онкологических заболеваний.

В клетках MCF-7 и HL-60 EGCG частично восста-
навливает гиперметилированный статус гена RECK 
и понижает экспрессию гена hTERT. Однако для этого 
соединения также показано деметилирование промо-
тора гена WIF-1 и восстановление его экспрессии 

в клеточных линиях H460 и А549, реактивация извест-
ных генов-супрессоров опухолей (TSG) в клетках HeLa 
и генов p16INK4a и CIP1 / p21 в клетках A431. Метили-
рование гена p16INK4A также успешно восстанавлива-
ется после 120 ч обработки кверцетином в клеточной 
линии RKO, а генов MGMT, RARβ, p21, E-cadherin, 
DAPK1 – после обработки генистеином. Реактивация 
гена RARβ2 куркумином и генистеином происходит 
в клетках SIHA и HeLa. Было показано, что с увеличе-
нием уровня сывороточного транс-ресвератрола у жен-
щин с повышенным риском рака молочной железы, 
метилирование RASSF-1α уменьшается путем ингиби-
рования активности ДНК-метилтрансфераз.

Ингибиторами ДНК-метилтрансферазы DNMT1 
в клетках HCT116 и A431 являются апигенин и EGCG; 
в клетках MCF-7 и MDA-MB-231 – ресвератрол, ге-
нистеин, куркумин; в клетках MV4-11, SiHa – тимо-
хинон; в клетках множественной миеломы человека 
U266 – берберин [77–79].

Ингибиторы DNMT3a и DNMT3b: апигенин 
и EGCG – в клетках HeLa и A431; кверцетин и физе-
тин – в клетках A431; генистеин и берберин – в клет-
ках множественной миеломы человека U266. Кем-
пферол индуцирует деградацию DNMT3B путем 
убиквитинирования [80–83].

Фитонутриенты также активно влияют на моди-
фикацию гистонов. Так, гистоновые деацетилазы в экс-
периментах in vitro ингибируют следующие соедине-
ния: кемпферол, EGCG, апигенин, ресвератрол, 
тимохинон, куркумин, берберин и генистеин [84–87]. 
В частности, при обработке апигенином происходит 
гиперацетилирование гистона H3 в промоторе р21 
(WAF1 / CIP1), вызывающее остановку клеточного ци-
кла в фазе G

2
 / M и апоптоз как в клетках MDA-MB-231 

линии рака молочной железы, так и в клетках рака 
предстательной железы человека PC-3 и 22Rv1. Тимо-
хинон индуцирует ацетилирование гистона H4 (лизин 
12), а куркумин повышает уровни ацетилирования 
H3K18 и H4K16. Было показано, что ресвератрол до-
зозависимо ингибирует все 11 HDAC класса I, II и IV 
в клеточных линиях аденокарцином печени HepG2, 
Нер3В и HuH7. EGCG увеличивал уровни ацетилиро-
вания лизина 9 и 14 гистона H3 (H3-Lys 9 и 14) и аце-
тилирования лизина 5, 12 и 16 гистона H4, но уменьшал 
уровни метилирования H3-Lys 9 в клетках A431.

Для сангвинарина, кверцетина и физетина пока-
зана их способность ингибировать гистоновые ацетил-
трасферазы, а для генистеина, напротив, повышать 
их активность [63, 88].

При изучении влияния фитонутриентов на фер-
менты таких гистоновых модификаций, как метили-
рование и фосфорилирование, установлено, что квер-
цетин (в клетках HEK293, HepG2 и FAO), куркумин 
и ресвератрол (в клеточных линиях НЕК293, HepG2) 
способны ингибировать активность лизин-специ-
фичной гистоновой деметилазы I [88], а апигенин 
и сангвинарин – гистоновых метилтрасфераз HMT 
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Таблица 5. Влияние фитонутриентов на ферменты эпигенетической регуляции транскрипции

Table 5. Effect of phytonutrients on the enzymes of epigenetic regulation of transcription

Вещество 
Compound

Взаимодействие 
с ДНК- метилтрансфера-

зами 
Interaction with DNA 

methyltransferases

Источник 
информации 

Source

Влияние на модификации 
гистонов 

Effect on histone modification

Источник 
информации 

Source

Эпигаллакатехин галлат 
(EGCG) 
Epigallocatechin gallate (EGCG)

↓ DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b (HeLa, A431)

[77, 80, 84, 89] 
↓ HDAC (HeLa, A431, 
HCT116);
↓ HMT (A431)

[80, 84, 89] 

Кемпферол 
Kaempferol

↓ DNMT3b [81]
↓ HDAC (HepG2, 
НСТ116)

[85]

Кверцетин 
Quercetin

↓ DNMT1 [77]
↓ HAT, LSD1
(HEK293, HepG2, FAO)

[88, 90] 

Физетин 
Fisetin

Ингибитор DNMT1 
DNMT1 inhibitor

[77]
↓ киназы Aurora B и HAT 
↓ Aurora B and HAT kinases

[91–93] 

Апигенин 
Apigenin

↓ DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b

[82]

↓ HDAC (в клеточных 
линиях MDA-MB-231, 
LNCaP) 
↓ HDAC (in MDA-MB-231, 
LNCaP cell lines)

[86, 94] 

Ресвератрол 
Resveratrol

↓ DNMT1, DNMT3a 
и DNMT3b
(in vivo модель рака 
молочной железы) 
↓ DNMT1, DNMT3a and 
DNMT3b 
(in vivo breast cancer model)

[95]

↓ 11 HDAC (HepG2, 
Нер3В, HuH7 и клетках 
крови человека) 
↓ 11 HDAC (HepG2, Нер3В, 
HuH7 and human blood cells)

↓ LSD1
(НЕК293, HepG2, FAO)

[88]

Сангвинарин 
Sanguinarine

– – ↓ G9a, HAT [63]

Куркумин 
Curcumin

↓ DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b (MV4-11, 
SiHa)

[78]
↓ HDAC (MCF-7, SIHA, 
SiHaR)

[87, 96, 97] 

Генистеин 
Genistein

↓ DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b
(MCF-7, MDA-MB-231; 
DU-145, LNCaP)

[98–101]

Активатор HAT, ингиби-
тор HDAC (в клеточных 
линиях А498, ACHN 
и НЕК-293) 
HAT activator, HDAC 
inhibitor (А498, ACHN and 
НЕК-293 cell lines)

Активатор EZH2 
(в клеточных линиях 
MCF-7 и MDA-MB 231) 
EZH2 activator (MCF-7 and 
MDA-MB 231 cell lines)

[102–104] 

Тимохинон 
Thymoquinone

↓ DNMT1 [79]

Ингибитор HDAC 
(в клеточных линиях 
AsPC-1 и MiaPaCa-2) 
HDAC inhibitor (AsPC-1 and 
MiaPaCa-2 cell lines)

[105, 106] 

Берберин 
Berberine

↓ DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b (U266)

[83] ↓ EZH2, HDAC (A549) [107, 108] 

Примечание. ↓ – снижение активности ферментов. В скобках указаны линии клеток, используемые в эксперименте. 
Note. ↓ denotes decreased enzyme activity. Cell lines used in the experiment are noted in brackets.
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и EHMT. Причем сангвинарин ингибирует H3K9 
метилирование по G9a и метилирование H3K4 
и H3R17, а апигенин и EGCG снижают активность 
триметилирования H3K27 в гистоне H3. Генистеин 
также индуцирует снижение триметилирования ги-
стона Н3: H3K27me3, H3K9me3, H3K4me3, а бербе-
рин – снижение H3K4me3, H3K27me3 и H3K36me3 
[107]. Уменьшение фосфорилирования гистона H3 
по серину 10 наблюдается при действии физетина 
и ресвератрола [91].

Влияние фитонутриентов на сигнальные пути
Несмотря на различия антиканцерогенных ДНК-

тропных вторичных метаболитов растений по их хи-
мической структуре, во взаимодействии с ДНК 
и влиянии на ферменты «домашнего хозяйства», 
по интегральному эффекту на сигнальные пути клетки 
эти соединения могут иметь весьма близкие характе-
ристики, хотя каждое из соединений имеет свои осо-
бенности. Рассмотрим влияние фитонутриентов на от-
дельные сигнальные пути клетки (табл. 6). 

Таблица 6. Влияние фитонутриентов на активность сигнальных путей

Table 6. Effect of phytonutrients on the activity of signaling pathways

Вещество 
Compound

MAPK/ERK MAPK/
JNK

MAPK/
p38 Wnt PI3K/AKT/

mTOR NF-κB Notch Shh/
Gli

Кверцетин 
Quercetin

↓ активности 
MEK-1 
и Raf-1 
↓ MEK-1 and Raf-1 
activity

↓ Не влияет 
No effect

↓
↓ активности 
PI3K и CK2 
↓ PI3K and 
CK2 activity

↓ активности 
IKKα и IKKβ 
↓ IKKα and 
IKKβ activity

– ↓

Куркумин 
Curcumin

↑↓
↓активности 
ERK1/2 
↓ ERK1/2 activity

↓ – ↓

↓ активности 
mTOR-ка-
скада путем ↑ 
экспрессии 
AMPK 
↓ mTOR-
cascade activity 
due to ↑ AMPK 
expression

↓ ↓ ↓

Ресвератрол 
Resveratrol

↓ активности 
ERK 1/2; 
↓ ERK 1/2 activity;

↑ экспрессии 
MKP-1 через 
cAMP-PKA 
↑ MKP-1 
expression through 
cAMP-PKA

↓ ↓

↓ аккумуляции 
β-катенина в ядре; 
↓ β-catenin nuclear 
accumulation;

↓ экспрессии 
некодирующей 
РНК MALAT1 
↓ MALAT1 non-coding 
RNA expression 

↓активности 
mTOR путем 
↑ экспрессии 
AMPK 
↓ mTOR 
activity through 
↑ AMPK 
expression

↓ ↑↓ ↓

Генистеин 
Genistein

↓ – –

↓ Wnt путем ↑ 
экспрессии DKK1 
↓ Wnt through ↑ DKK1 
expression

↓ активности 
mTOR путем 
↑ экспрессии 
PTEN 
↓ mTOR 
through ↑ 
PTEN 
expression

↓ – ↓

Апигенин 
Apigenin

↓ – –

↓ Wnt-блока 
транспорта 
β-катенина в ядро 
и его деградации 
за счет активации 
аутофагии 
в результате ингиби-
рования AKT/mTOR 
↓ Wnt-inhibition  
of β-catenin nuclear 
transport and its 
degradation through 
autophagia activation due 
to AKT/mTOR inhibition

↓ активности 
PI3K и ↓ 
активности 
mTOR путем 
↑ экспрессии 
AMPK 
↓ PI3K activity 
and ↓ mTOR 
activity through 
↑ AMPK 
expression

↓ активности 
IKKα и IKKβ 
↓ IKKα and 
IKKβ 
expression

– ↓
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Изменения митогенактивируемого протеинкиназного 
(МАРК) сигнального пути при действии вторичных мета-
болитов растений. Нарушения МАРК-сигнального пу-
ти, включающего несколько сигнальных каскадов, 
часто наблюдаются в клетках злокачественных новоо-
бразований. Эти нарушения приводят к сбоям в контр-
оле клеточного роста, пролиферации, дифференциров-
ки, апоптоза и выживания клеток. В связи с этим 
компоненты данного сигнального пути представляют 
большой интерес как мишени противоопухолевой те-
рапии [109, 110]. Влияние фитонутриентов на MAPK-
каскады изучали in vitro на различных линиях клеток. 
Было выявлено ингибирующее воздействие на каскад 
MEK1 / 2-ERK1 / 2 со стороны следующих соединений: 
кверцетина [111], куркумина [112], ресвератрола [113, 
114], генистеина [115], физетина [116], кемпферола 
[117], EGCG [118], сангвинарина [119], тимохинона 
[120], берберина [121]. При этом данный эффект может 
быть обусловлен взаимодействием соединений как 
с ДНК, так и белками клетки. Например, кверцетин 
способен связываться с киназами MEK-1 и Raf-1. В ре-
зультате снижается каталитическая активность фермен-
та и, соответственно, уровень фосфорилирования ни-

жележащего звена – ERK1 / 2 [122]. Для куркумина 
также показана способность подавлять каталитическую 
активность киназ ERK1 / 2 [112]. В то же время ресве-
ратрол ингибирует ERK1 / 2 посредством повышения 
экспрессии MKP-1 (MAP kinase phosphatase-1) через 
cAMP-PKA-зависимый механизм [113].

Оказалось, что под действием некоторых из пе-
речисленных веществ возможна, напротив, активация 
каскада ERK. Например, куркумин способен вызы-
вать остановку клеточного цикла в фазе G

2
 / M и за-

пускать клеточную гибель, основанную на аутофагии, 
в 2 линиях клеток глиобластомы – U87-MG 
и U373-MG. Показано, что данный эффект основан 
на активации каскада ERK1 / 2 [123]. Ресвератрол так-
же продемонстрировал активирующее влияние на сиг-
нальный путь ERK за счет повышения уровня фос-
форилированной формы ERK1 и ERK2 в клетках 
гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2, 
вызывая увеличение количества белка ERK в ядре 
[124]. Интересно, что сангвинарин не только инги-
бирует, но и активирует каскад ERK. Так, он вызывал 
аутофагию в клетках глиобластомы человека U87-MG 
и U118-MG за счет АФК-зависимой активации 

Вещество 
Compound

MAPK/ERK MAPK/
JNK

MAPK/
p38 Wnt PI3K/AKT/

mTOR NF-κB Notch Shh/
Gli

Нарингенин 
Naringenin

– – – – ↓ ↓ – –

Физетин 
Fisetin ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ mTOR ↓ – –

Кемпферол 
Kaemferol ↓ – – ↓

↓ активности 
PI3K 
↓ PI3K activity

↓ – –

Эпигаллакате-
хин галлат 
(EGCG) 
Epigallocatechin 
gallate (EGCG)

↓ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓

Сангвинарин 
Sanguinarine

↑↓ ↑ ↑ ↓ – ↓ – –

Тимохинон 
Thymoquinone ↓ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ – –

Гинзенозид Rb1 
Ginsenoside Rb1

– – – – – – – –

Берберин 
Berberine ↓ – – ↓ – ↓ – –

Кумарин 
Coumarin

– – – – – – – –

Примечание. ↓ – снижение активности сигнального пути; ↑ – увеличение активности сигнального пути; ↑↓ – данные 
неоднозначны; «–» – нет данных. 
Note. ↓ – decreased activity of a signaling pathway; ↑ – increased activity of a signaling pathway; ↑↓ – ambiguous data; “–” – no data.

Окончание табл. 6

End of table 6
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ERK1 / 2 [125]. Кроме того, активация сигнального 
пути ERK1 / 2 при обработке сангвинарином обнару-
жена в клетках гладких мышц сосудов и сопряжена 
с ингибированием клеточного роста и остановкой 
клеточного цикла [126].

Воздействие фитонутриентов на другие каскады 
в составе MAPK-пути (JNK и p38) изучено в меньшей 
степени и характеризуется большей разнонаправлен-
ностью. Установлено, что кверцетин подавляет 
H

2
O

2
-индуцируемую активацию JNK-каскада, но не 

оказывает влияния на каскад тирозинкиназы p38 [127]. 
Куркумин ингибирует активацию JNK-сигнального 
пути, вызываемую различными стрессовыми факто-
рами, канцерогенами и опухолевыми промоторами 
[128]. В клетках аденокарциномы молочной железы 
человека SK-BR-3 ресвератрол снижал содержание 
фосфорилированных форм киназ JNK и p38, таким 
образом подавляя сигнальные пути, активированные 
доцетакселом [114]. Физетин понижал уровень фос-
форилированных киназ JNK1 и JNK2 в клетках адено-
карциномы предстательной железы человека PC-3 
[129]. В другом исследовании было обнаружено, 
что данное соединение подавляет каскад p38 в клетках 
рака шейки матки, что приводит к ингибированию 
миграции и инвазии [130]. Сходный эффект физетина 
был выявлен в клетках аденокарциномы молочной 
железы человека MCF-7, где также происходило по-
давление инвазии за счет негативной регуляции p38 
[131]. EGCG способен активировать сразу 2 вида 
MAPK-путей (JNK и p38) в различных линиях клеток 
[132]. Такое же влияние наблюдалось при действии 
сангвинарина на клетки линии аденокарциномы тол-
стой кишки HCT116 [133] и тимохинона – на линии 
клеток аденокарциномы толстой кишки LoVo [120].

Влияние вторичных метаболитов растений на сиг-
нальный путь Wnt / β-катенин. Сигнальный путь 
Wnt / β-катенин играет важную роль в морфогенезе, 
формировании тканей и поддержании их гомеостаза, 
поскольку основной функцией данного каскада явля-
ется регуляция деления и дифференцировки клеток. 
Нарушения Wnt-сигнального пути ассоциированы 
с рядом заболеваний, включая злокачественные опу-
холи, и обнаруживаются преимущественно при раке 
толстой кишки, раке молочной железы, опухолях пе-
чени, десмоидных и адренокортикальных опухолях 
и лейкозах. Отклонения в функционировании данно-
го каскада приводят к избыточной пролиферации и ак-
тивации миграции опухолевых клеток, а также к при-
обретению свойств стволовой клетки [134].

Изучение воздействия фитонутриентов на сигналь-
ный путь Wnt указывает на преобладание ингибирую-
щего эффекта. Так, различными способами (опреде-
ление содержания β-катенина в клетках, измерение 
ядерной фракции β-катенина, определение уровня 
экспрессии таргетных генов Wnt-пути, регистрация 
транскрипционной активности TCF / LEF с помощью 
конструкций с репортерными генами) было выявлено 

подавление каскада под влиянием ресвератрола [135], 
генистеина [136], апигенина [137], физетина [138], 
EGCG [139], тимохинона [140], берберина [141], кем-
пферола [142], кверцетина [143], куркумина [144], сан-
гвинарина [145]. Для ресвератрола также показана 
способность не только подавлять, но и активировать 
сигнальный путь Wnt. Результаты исследования пока-
зали, что в 4 линиях клеток глиобластомы человека 
(GBM2, G166, GBM7 и G179) ресвератрол вызывает 
повышение экспрессии гена WNT1, кодирующего ли-
ганд сигнального пути, и гена-мишени с-MYC [146]. 
В другой работе было обнаружено, что обработка кле-
ток эндотелия человека ресвератролом вызывает уве-
личение ядерной фракции β-катенина, а также повы-
шает транскрипционную активность TCF / LEF в тесте 
с применением плазмиды TOPflash / FOPflash [146].

Для нескольких фитонутриентов определены ми-
шени внутри сигнального пути и вероятный механизм 
подавления каскада. Так, ресвератрол в клетках кар-
циномы толстого кишечника LoVo и HCT116 препят-
ствовал накоплению β-катенина в ядре, при этом об-
щий клеточный уровень данного белка не изменялся. 
Подавление каскада может быть также обусловлено 
дозозависимым понижением синтеза длинной неко-
дирующей РНК MALAT1, которая совместно 
с β-катенином обеспечивает повышение уровня транс-
крипции генов-мишеней сигнального пути [135]. 
При обработке клеток аденокарциномы толстой киш-
ки HCT15 апигенином также блокируется транспорт 
β-катенина в ядро [137]. В другой работе, проведенной 
на линиях клеток HCT116, показано, что деградация 
β-катенина под влиянием апигенина происходит 
за счет активации аутофагии, индуцируемой в резуль-
тате ингибирования сигнального пути Akt / mTOR [147]. 
При изучении механизма действия генистеина было 
установлено, что в клетках аденокарциномы толстой 
кишки это соединение повышает уровень экспрессии 
антагониста Wnt-каскада – гена DKK1 (Dickkopf-
related) путем увеличения уровня ацетилирования ги-
стона H3 в промоторном участке гена [136].

Влияние вторичных метаболитов растений на сиг-
нальный путь PI3K / Akt / mTOR. Сигнальный путь 
PI3K / Akt / mTOR является важнейшим компонентом 
регуляции клеточного роста, пролиферации, выжи-
вания клеток, миграции и дифференцировки. Аббер-
рантная активация данного пути обнаружена в раз-
личных типах злокачественных новообразований: 
глиомах, менингиомах, меланомах, раке почки, пе-
чени, матки, яичника, молочной, предстательной 
и щитовидной желез [148]. Снижение активности 
PI3K / Akt / mTOR, регистрируемое как уменьшение 
содержания в клетках фосфорилированной формы 
белка Akt, способны вызывать следующие фитонут-
риенты: кверцетин [111, 149], куркумин [123], ресве-
ратрол [150], генистеин [151], апигенин [152], нарин-
генин [153], физетин [129, 154], кемпферол [155], 
EGCG [139], тимохинон [140].
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Обнаружено, что кверцетин взаимодействует 
с АТФ-связывающим сайтом киназы PI3K 
(phosphoinositide 3 kinases), таким образом ингибируя 
ее каталитическую активность и предотвращая тран-
сдукцию сигнала к нижележащим звеньям [149]. 
Еще одной мишенью кверцетина служит киназа CK2 
(casein kinase 2). Данный фермент способен активи-
ровать каскад PI3K / Akt двумя способами: 1) осуществ-
ляет гиперфосфорилирование белка Akt по аминокис-
лотному остатку Ser129; 2) катализирует 
фосфорилирование PTEN (негативного регулятора 
каскада) по кластеру сериновых / треониновых остат-
ков на C-конце белка и таким образом инактивирует 
фосфатазу PTEN [156]. Кверцетин является прямым 
ингибитором CK2, связывающимся с ферментом 
и блокирующим его работу [157]. Такой же механизм 
действия был описан при изучении апигенина и кем-
пферола – эти фитонутриенты подавляют PI3K за счет 
связывания с АТФ-связывающим доменом белка, 
конкурируя с молекулами АТФ за взаимодействие 
с данным сайтом [158]. Механизм подавления 
PI3K / Akt определен также для генистеина: это соеди-
нение инактивирует данный каскад опосредованно 
через повышение экспрессии негативного регулятора 
сигнального пути PI3K / Akt – фосфатазы PTEN [151]. 
Экспрессия гена mTOR, эфферентного звена сигналь-
ного пути по отношению PI3K / Akt, также инактиви-
руется. Тем не менее некоторые фитонутриенты спо-
собны подавлять mTOR через PI3K / Akt-независимые 
механизмы. Так, куркумин является прямым ингиби-
тором mTOR, затрагивая оба комплекса данного пути: 
mTOR-mLST8-raptor и mTOR-mLST8-rictor. Куркумин 
индуцирует диссоциацию raptor и rictor от mTOR, 
что выгодно отличает его от классического ингибито-
ра рапамицина, который способен вызывать диссо-
циацию только raptor, в то время как второй комплекс 
нечувствителен к рапамицину [159]. Кроме того, кур-
кумин, апигенин и ресвератрол снижают активность 
mTOR-каскада путем повышения экспрессии нега-
тивного регулятора – протеинкиназы AMPK (AMP 
activated protein kinase) [160].

Влияние фитонутриентов на сигнальный путь NF-κB. 
Сигнальный путь NF-κB активируется при действии 
некоторых цитокинов, стрессовых факторов, при ак-
тивации клеточных протоонкогенов и вирусных онко-
генов, а также в присутствии патогенных частиц. Он 
осуществляет регуляцию воспаления, пролиферации 
и выживания клеток. Ключевым элементом данного 
каскада являются гетеро- и гомодимеры белков семей-
ства транскрипционных факторов NF-κB. В отсутствие 
сигнала они находятся в составе неактивного комплек-
са с негативными регуляторами IκB. Под влиянием 
активирующих сигналов киназы IKK фосфорилируют 
IκBα и направляют его на деградацию в протеасомах. 
Димеры NF-κB высвобождаются из неактивного ком-
плекса и транслоцируются в ядро. Под их контролем 
находятся антиапоптотические гены (Bcl-2, Bcl-xL, 

survivin, XIAP и др.), гены контроля клеточного цикла 
(cyclin D1), гены воспалительных цитокинов, а также 
ген COX-2, продукт которого способствует индукции 
воспаления, подавлению апоптоза, метастазированию 
и ангиогенезу [161].

Общее свойство фитонутриентов – способность 
подавлять сигнальный путь NF-κB. Такой эффект по-
казан для кверцетина [162], куркумина [163], ресвера-
трола [164], генистеина [165], апигенина [166], нарин-
генина [167], физетина [138], кемпферола [168], EGCG 
[169], сангвинарина [170], тимохинона [171] и бербе-
рина [172]. Ингибирующее действие продемонстри-
ровано посредством регистрации фосфорилирования 
и деградации IκBα для кверцетина, куркумина, апиге-
нина, нарингенина, физетина, кемпферола, EGCG, 
сангвинарина, тимохинона и берберина. Также подав-
ление каскада NF-κB показано на стадии транслокации 
NF-kB-p65 в ядро при изучении влияния ресвератро-
ла, генистеина, апигенина, физетина, кемпферола, 
EGCG, сангвинарина и берберина.

Для некоторых фитонутриентов были определены 
мишени внутри сигнального пути и вероятный меха-
низм подавления каскада. Известно, что кверцетин 
напрямую ингибирует каталитическую активность 
киназ IKKα и IKKβ. Кинетика реакции в присутствии 
кверцетина указывает, что действие фитонутриента 
не ограничивается конкуренцией с АТФ за сайт свя-
зывания. Ингибирующий эффект IKKα и IKKβ осла-
бляется по мере увеличения концентрации субстрата 
IκBα. В совокупности эти данные указывают на то, 
что сайт связывания кверцетина перекрывается с АТФ- 
и IκBα-связывающими сайтами IKK [173].

Влияние фитонутриентов на сигнальный путь Notch. 
Сигнальный путь Notch отвечает за регуляцию клеточ-
ной пролиферации, выживания, апоптоза и дифферен-
цировки, в связи с чем данный каскад является крити-
чески важным в процессе морфогенеза и поддержании 
гомеостаза тканей. Нарушения функционирования 
каскада Notch проявляются на различных стадиях кан-
церогенеза. Важно, что сигнальный путь Notch может 
обладать либо проонкогенной, либо антиканцерогенной 
активностью в зависимости от гистологического кон-
текста – типа клеток, экспрессирующих рецепторы 
Notch. Так, при гепатоцеллюлярной карциноме, медул-
лярном раке щитовидной железы, раке шейки матки, 
мелкоклеточном раке легкого, раке кожи ингибирова-
ние сигнального пути Notch приводит к активации про-
лиферации. В то же время при большинстве злокачест-
венных новообразований проонкогенным фактором 
является гиперактивация сигнального пути Notch [174].

Воздействие фитонутриентов на каскад Notch иссле-
довано в меньшей степени по сравнению с вышеупомя-
нутыми сигнальными путями. Ингибирующее действие 
на сигнальный путь Notch оказывает EGCG, о чем сви-
детельствует снижение репортерной активности в люци-
феразном тесте в клетках опухоли головы и шеи [175]. 
Также о возможном подавлении каскада Notch говорит 
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снижение экспрессии таргетного гена HES1 и генов 
Notch1, Notch2 и JAG1 (гены, кодирующие компоненты 
каскада) в клетках рака толстой кишки при обработке 
EGCG [176]. Еще один фитонутриент – куркумин – сни-
жает активность сигнального пути в клетках рака пище-
вода [177]. Ресвератрол также демонстрирует ингибиру-
ющий эффект, на что указывает снижение экспрессии 
генов HES1, Notch1 и Notch2 в клетках карциномы шейки 
матки HeLa и SiHa [178]. С другой стороны, обнаружено, 
что ресвератрол вызывает активацию каскада Notch 
в клетках карциномы щитовидной железы, что ассоци-
ировано с повышением экспрессии маркеров дифферен-
цировки [179]. Кроме того, активация сигнального пути 
Notch под действием ресвератрола выявлена в клетках 
глиобластомы и сопряжена с индукцией апоптоза [180].

Влияние фитонутриентов на сигнальный путь 
Hedgehog. Сигнальный путь Hedgehog / GLI (glioma-
associated oncogene homolog) важен для контроля про-
лиферации, дифференцировки клеток, формирования 
тканей. Он является одним из основных регуляторов 
дифференцировки в эмбриональном развитии. 
Во взрослом организме он поддерживает самообнов-
ление стволовых клеток (гемопоэтических, нейральных 
и др.), а также участвует в регенерации тканей. В свя-
зи с перечисленными функциями Hedgehog / Gli его 
аберрантная активация приводит к приобретению 
клетками стволового фенотипа и, таким образом, 
к формированию опухолевых стволовых клеток. Дисре-
гуляция данного сигнального пути обнаружена 

в различных типах злокачественных новообразований: 
раке легкого, поджелудочной железы, молочной же-
лезы, яичника, предстательной железы, медуллобла-
стомах, а также лейкозах [181].

Многие фитонутриенты демонстрируют способ-
ность подавлять сигнальный путь Hedgehog / GLI. Это 
характерно для ресвератрола, генистеина, апигенина, 
куркумина, кверцетина, EGCG: при обработке клеток 
данными соединениями регистрируется снижение экс-
прессии компонентов каскада Hedgehog / GLI [182]. 
По данным репортерного люциферазного теста, кем-
пферол также снижает экспрессию таргетных генов 
Hedgehog / GLI [183].

Заключение
Экспериментальные данные, накопленные за по-

следние годы, свидетельствуют о том, что ДНК-тропные 
фитонутриенты, такие как куркумин, кверцетин, ресве-
ратрол и другие рассмотренные в данном обзоре соедине-
ния, обладают большим потенциалом влияния на различ-
ные системы регуляции экспрессии генов. ДНК-тропные 
соединения, обладая высокой аффинностью к ДНК, 
вызывают изменения характеристик дуплекса ДНК 
и влияют на функционирование белков метаболизма 
ДНК, что в конечном итоге вносит вклад в изменения 
всей системы сигнальных путей в клетке. Эти данные 
усиливают энтузиазм в отношении развития хемопро-
филактики рака на основе сведений о молекулярных 
механизмах действия ДНК-тропных малых молекул.
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HIFa как объект воздействия различных онкобелков  
при канцерогенезе

В.А. Кобляков
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  

Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Валерий Александрович Кобляков kobliakov@rambler.ru

Основные свойства злокачественности – инвазия и метастазирование – реализуются благодаря разрушению межклеточного 
матрикса. В этом процессе принимают участие металлопротеазы, активация которых вызвана подкислением межклеточного 
пространства, обусловленного переходом опухолевых клеток с тканевого дыхания на гликолиз. Переключение на гликолиз в опу-
холевых клетках происходит не только в условиях гипоксии, что наблюдается и в нормальной ткани, но и при оксигенации (эффект 
Варбурга). Считается, что в процессе канцерогенеза происходит активация онкогенов и / или дезактивация генов-супрессоров, 
вызывающие в конечном итоге развитие опухоли. Трансформация и последующая пролиферация клеток опосредована функцио-
нальным действием целого ряда онкобелков, являющихся компонентами различных регуляторных сигнальных цепей. Можно пред-
положить, что онкобелки не всегда конечные факторы, вызывающие развитие опухолевого процесса, а конечным звеном являет-
ся некий общий для всех канцерогенных воздействий элемент, активируемый различными онкогенами.
В данном обзоре обсуждается возможность того, что при функционировании многих онкогенных факторов таким звеном явля-
ется транскрипционный фактор HIFα (hypoxia-inducible factor α), и рассматриваются механизмы его активации при действии 
онкогенов, участвующих в регуляции различных сигнальных систем.
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The basic characteristics of tumours are ability for invasiveness and metastasis. These properties are realized due to destruction of intercel-
lular matrix caused with acidification of intercellular area stimulated with transition from tissue respiration to glycolysis. The transition  
to glycolysis in tumor cells is observed not only during hypoxic state how is realized in normal cells but also during oxygenation (Warburg  
effect). It is accepted that by any carcinogenic action the activation of oncogenes or inactivation of genes – supressors occurs. As a result  
it is permanent expression of oncoproteins and stimulation of tumour development. Different oncoproteins operate in different regulation sys-
tems at that they cause the same effect – tumour development. It is assumed that oncoproteins are not the ultimate factor in tumour develop-
ment but there are existed some common element which is activated by different oncoproteins.
In this review it is assumed that common element is HIFα (hypoxia-inducible factor α) transcription factor and it is discussed the mecha-
nisms its activation by oncoproteins takes place in different signal systems.

Key words: сarcinogenesis, hypoxia, Warburg effect, HIFα, inflammation, ras, src 

For citation: Kobliakov V.А. HIFα as a target for different oncoproteins during carcinogenesis. Uspekhi molekulyarnoy onkologii =  
Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):64–71.

Введение
Процесс развития опухоли может быть вызван раз-

личными воздействиями: химическими веществами, 
отличающимися по структуре и механизму действия, 
облучением, биологическими факторами (бактериаль-
ной и вирусной инфекцией), а также случайными 
спонтанными мутациями. По современным представ-
лениям, независимо от канцерогенного воздействия, 

в клетках происходит активация протоонкогенов 
и / или дезактивация генов-супрессоров. Образующи-
еся нерегулируемые онкобелки вызывают появление 
общих свойств у опухолевых клеток, характеризующих 
злокачественность: нерегулируемую пролиферацию, 
инвазию и метастазирование. Инвазия – разрушение 
клеточного матрикса с последующим прорастанием 
опухоли в окружающую ткань и метастазированием – 
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нарушением межклеточных связей, приводящим к от-
рыву опухолевых клеток от основной массы опухоли, 
способностью этих клеток выживать в жидкой среде, 
избегая анойкиса, и размножаться в отдаленном чу-
жеродном органе. Эти процессы идут рука об руку 
и определяют злокачественность опухоли. Можно за-
ключить, что хотя бы на начальном этапе инвазия 
и метастазирование реализуются по общему механиз-
му, в котором задействованы одни и те же гены и ас-
социированные с ними сигнальные пути.

Следует отметить, что в зависимости от канцеро-
генного воздействия активируются различные онко-
гены, функционирующие в разных сигнальных цепях. 
Для реализации опухолевого процесса необходима 
экспрессия многих генов, которые в нормальных клет-
ках взрослого организма, как правило, не активирова-
ны: кодирующие теломеразу, антиапоптотические 
белки семейства bcl2, белки гликолиза, антидиффе-
ренцировочные факторы, металлопротеазы и др. Все 
эти и другие гены экспрессируются с помощью фак-
торов транскрипции. Однако многие протоонкогены 
не являются транскрипционными факторами. Так, 
продукты генов src, rаf и ряда других являются фосфо-
киназами, продукты генов rаs – малыми ГТФазными 
белками. Гипотетически можно предположить, что ак-
тивированные онкогены, видимо, не являются непо-
средственными факторами, вызывающими опухолевый 
процесс, а в конечном счете активируют общий для 
всех них клеточный элемент, транскрипционный фак-
тор, реализующий опухолевый потенциал онкогенов. 
По нашему мнению, основной точкой «схождения» 
всех путей злокачественной трансформации клетки 
может быть транскрипционный фактор HIF1α 
(hypoxiа-inducible fаctor 1α).

Показано, что инвазия происходит из зон опухоли 
с пониженным уровнем рН, а в зонах опухоли с нор-
мальным уровнем рН инвазия не наблюдается [1]. Вве-
дение животным с опухолью слабощелочного буфера 
(карбонатного или ТРИС) уменьшает метастазирова-
ние и рост опухоли [2–4]. Уровень рН в нормальной 
и опухолевой ткани различен. Среднее значение уров-
ня рН внутри клетки нормальной ткани имеет ней-
тральное значение, а в межклеточном пространстве – 
слабощелочное (7,35–7,45). В опухолевой клетке 
картина противоположная: внутри клетки уровень рН 
имеет щелочное значение (7,12–7,90), вне клетки – 
кислое (6,2–6,9) [5].

Подкисление межклеточного пространства стиму-
лирует активность металло- и других протеаз, что вы-
зывает разрушение межклеточного матрикса и меж-
клеточного взаимодействия. Основным фактором 
подкисления межклеточного пространства в ткани 
опухоли является процесс гликолиза. Методом пози-
тронно-эмиссионной томографии с использованием 
меченной радиоактивным фтором аналога глюкозы-
2-дезокси-глюкозы продемонстрировано, что инвазия 
происходит из зон опухоли с повышенным 

потреблением глюкозы [6, 7], что характеризует гли-
колиз. Гликолиз – естественный процесс, который 
реализуется в нормальной ткани при гипоксии. 
При нормоксии конечным продуктом превращения 
глюкозы в цитоплазме является пируват, который тран-
спортируется в митохондрии и под действием фермен-
та пируватдегидрогеназы образует ацетилкоэнзим А, 
являющийся компонентом трикарбонового цикла. 
При гипоксии конечным продуктом превращения глю-
козы является лактат, образующийся из пирувата. Лак-
тат, являющийся кислотой с рК 3,9, вместе с протоном 
транспортируется из клетки мембранным монокарбок-
силат транспортером, что и вызывает подкисление 
межклеточного пространства.

При злокачественном росте гликолиз также наблю-
дается и в зонах опухоли с достаточной оксигенацией. 
Впервые способность опухолевых клеток переключать-
ся с тканевого дыхания на гликолиз при достаточном 
количестве кислорода в клетке описан O. Wаrburg и со-
авт. в середине прошлого века [8], и поэтому аэробный 
гликолиз называют эффектом Варбурга. Регулятором 
перехода клеток на гликолиз, стимулирующим экс-
прессию генов гликолиза при гипоксии и блокирую-
щим поступление пирувата – продукта превращения 
глюкозы, участвующего в трикарбоновом цикле, – 
в митохондрии является транскрипционный комплекс 
HIFα-АRNT. Регуляторное звено этого комплекса – 
белок HIFα, поскольку уровень белка АRNT в клетке 
постоянен. Одним из объяснений того, что независи-
мо от канцерогенного воздействия происходят одно-
типные изменения в функционировании образующих-
ся опухолевых клеток, является активация HIFα, 
вызванная различными онкобелками.

Для подтверждения этого предположения в данном 
обзоре будут рассмотрены механизмы активации HIFα 
в присутствии кислорода в клетке при действии неко-
торых онкобелков, участвующих в различных регуля-
торных цепях.

HIFα как возможный общий регулятор опухолевого 
процесса
Известны 3 изоформы белка HIFα – HIF1α, HIF2α 

и HIF3α. Функционально HIF1α и HIF2α близки меж-
ду собой, а роль HIF3α в функционировании клетки 
в настоящий момент недостаточно изучена. Белки 
HIFα принадлежат к классу транскрипционных фак-
торов, называемых helix–loop–helix (спираль–петля–
спираль).

Помимо переключения функционирования клеток 
с тканевого дыхания на гликолиз и усиления синтеза 
всех ферментов гликолиза, в том числе глюкозотран-
спортера [9, 10], HIFα вызывает экспрессию и других 
генов, кодирующих белки, участвующие в развитии 
опухолевого процесса (рис. 1). Так, при активации 
HIFα экспрессируется теломераза, стимулирующая 
иммортализацию [11, 12], происходят стимуляция ро-
ста сосудов [13–15], ингибирование апоптоза [16, 17], 
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остановка дифференцировки и активация генов дедиф-
ференцировки [18–20], синтез металлопротеаз мат-
рикса [21], активация генов множественной лекарст-
венной устойчивости [22], синтез лизилоксидазы 
[23] – фермента, участвующего в образовании мета-
статических ниш. Происходит синтез различных про-
тонных помп [24], транспортирующих протоны в меж-
клеточное пространство.

HIFα и гипоксия
Регуляция активности HIFα происходит на уровне 

белка. При нормоксии HIFα окисляется ферментом 
пролилоксидазой по пролинам в положениях 402 и 405 

[25–27]. Окисленный HIFα взаимодействует с убик-
витинлигазным комплексом VHL, убиквитинируется 
и направляется в протеасомы, где разрушается. Извест-
ны 3 изоформы пролилоксидазы. Наиболее эффектив-
ной в отношении HIFα является изоформа пролилок-
сидаза-2 [28]. Окисление HIFα сопровождается 
одновременным соокислением 2-оксоглутарата до сук-
цината. Образующийся сукцинат является ингибито-
ром пролилоксидазы [29].

«Классический» путь активации HIFα при гипок-
сии обусловлен образованием активных форм кисло-
рода (АФК) в дыхательной цепи митохондрий (рис. 2). 
При гипоксии АФК в форме супероксида образуются 

Рис. 1. Физиологические процессы, активируемые транскрипционным комплексом HIF1α-ARNT
Fig. 1. Physiological processes activated by HIF1α-ARNT transcription complex
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Рис. 2. Регуляция активности HIFα в клетке. При нормоксии HIFα окисляется пролилоксидазой по пролинам. Окисленный HIFα взаимодейству-
ет с убиквитинлигазой VHL (von Hippel–Lindau) и направляется в протеосомы на деградацию. Окисление HIFα сопровождается соокислением 
2-оксоглутарата до сукцината. При гипоксии образующиеся в дыхательной цепи митохондрий активные формы кислорода (АФК) окисляют 
пролилоксидазу по SH-группам, делая ее неактивной. Происходят накопление HIFα, связывание его с другим компонентом транскрипционного 
комплекса – белком ARNT с последующей экспрессией генов
Fig. 2. Regulation of HIFα activity in the cells. In normoxia, HIFα’s prolines are oxidized by prolyl oxidase. Oxidized HIFα interacts with ubiquitin ligase VHL 
(von Hippel–Lindau) and is directed in proteasomes for degradation. HIFα oxidation is accompanied by co-oxidation of 2-oxoglutarate to succinate. In hypoxia 
reactive oxygen species (ROS) formed in the mitochondrial respiratory chain oxidize prolyl oxidase’s SH-groups rendering it inactive. HIFα is accumulated, 
binds to another component of the transcription complex, ARNT protein, with subsequent gene expression
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комплексами I и III дыхательной цепи митохондрий. 
Благодаря структурным особенностям комплекса I 
образовавшийся АФК направляется в митохондриаль-
ный матрикс, а образовавшийся в комплексе III – 
к митохондриальной мембране [30]. Под действием 
митохондриальной супероксиддисмутазы супероксид 
превращается в перекись водорода, которая свободно 
проходит через митохондриальную мембрану в цито-
плазму. В цитоплазме перекись водорода окисляет SH-
группы пролилоксидазы с образованием -S-S-групп 
и димеризацией фермента [31], что дезактивирует фер-
мент и ведет к накоплению HIFα [26, 27]. Подтвержде-
нием сказанного является то, что в клетках с отсутст-
вием митохондриальной ДНК, которая кодирует 
компоненты дыхательной цепи, при гипоксии не про-
исходит активация HIFα [32]. В клетках с нокаутиро-
ванном геном цитохрома С, в которых не образуется 
АФК, также не наблюдалась активация HIFα в усло-
виях гипоксии [33]. Предотвратить активацию HIFα 
при гипоксии может только антиоксидант, проника-
ющий в митохондрии, Mito-Q, а не «классические» 
антиоксиданты типа ацетилцистеина, функциониру-
ющие в цитоплазме [34, 35].

О том, что повышенная постоянная экспрессия 
HIFα является канцерогенным фактором, свидетель-
ствуют эпидемиологические данные. Известны случаи 
наследственных раков в семьях с герминальной инак-
тивирующей мутацией в гене убиквитинлигазы VHL, 
ответственного за деградацию белка HIFα [36, 37].

Переход клеток на гликолиз увеличивает актив-
ность HIFα благодаря положительной обратной связи. 
Так, фермент пируваткиназа, экспрессия которого 
регулируется, как и всех генов гликолиза HIFα, ката-
лизирует протекание реакции образования пирувата 
из фосфоенолпирувата и одновременно увеличивает 
связывание HIFα с узнающим участком ДНК, усиливая 
способность экспрессировать соответствующие гены 
[38]. Лактат, являющийся конечным продуктом прев-
ращения глюкозы при гликолизе, стабилизирует HIFα 
и увеличивает его активность [39, 40].

Воспаление
Общеизвестно, что хроническое воспаление яв-

ляется фактором, способствующим развитию опухо-
левого процесса [41]. При воспалении происходят 
образование АФК, активация различных провоспали-
тельных цитокинов. Исследования более раннего вре-
мени связывали опасность развития опухоли при хро-
ническом воспалении преимущественно с мутагенным 
действием АФК [41, 42]. В настоящий момент взгляд 
на механизм канцерогенного действия хронического 
воспаления изменился, и образующиеся АФК рассма-
триваются не только как потенциальные мутагены, 
но и как факторы, стимулирующие аэробный глико-
лиз. При воспалении основным производителем АФК 
является лейкоцитарный мембраноассоциированный 
ферментный комплекс семейства NАDРH-оксидазы 

(NOX). NOX синтезирует АФК в форме супероксида. 
Образование супероксида происходит в результате 
переноса электрона с NАDРH на флавин NOX, нахо-
дящийся в комплексе с цитохромом b, который осу-
ществляет одноэлектронный перенос на кислород 
с образованием АФК [43]. В неактивном состоянии 
компоненты «разобраны», а при необходимости про-
исходит их сборка в единый функциональный ком-
плекс. Образовавшийся супероксид превращается 
в перекись водорода или под воздействием суперок-
сиддисмутазы, или спонтанно. АФК направляются 
как в межклеточное, так и внутриклеточное простран-
ство. В настоящее время показано наличие 7 изоформ 
NOX (NOX1–5, DUOX1, DUOX2) в мембранах раз-
личных как иммунных, так и неиммунных клеток. 
Одним из механизмов активации NOX является обра-
зование комплекса с малыми ГТФазными белками 
семейства rаc [44]. Показано, что при воспалении 
происходит активация HIFα [45].

Активация HIFα обусловлена образующимися 
при воспалении АФК. В пользу этого говорит то, 
что ингибитор различных изоформ NOX – дифенилен-
эиодониум хлорид (diphenyleneiodonium chloride) – 
или воздействие siРНК препятствует активации 
HIFα [46]. Ксенографт опухолевых клеток кишечника 
HT-29, нокаутированных по NOX1, демонстрирует 
замедленный рост сосудов, что, как авторы считают, 
связано с падением уровня HIFα [47]. Постоянная экс-
прессия NOX5 в клетках различных опухолей челове-
ка вызывает экспрессию HIFα в оксигенированных 
клетках. Нокаут NOX5 в этих клетках приводит к па-
дению в них уровня HIFα и уменьшению злокачест-
венности [48]. Таким образом, образующиеся при вос-
палении АФК увеличивают в клетках уровень HIFα. 
Высокий уровень экспрессии различных изоформ NOX 
обнаружен во многих опухолях человека [43, 49, 50].

Другой механизм увеличения уровня HIFα при вос-
палении связан с активацией транскрипционного фак-
тора NF-κB. Последний представляет собой димер, 
связанный с ингибирующим участком, называемый 
ингибиторным белком (inhibitory protein, I-κb) [51, 52]. 
При воспалении различные участники воспалитель-
ного процесса активируют киназы семейства IKK, 
которые фосфорилируют участок I-κb, что приводит 
к его деградации, а освободившаяся часть белкового 
комплекса транспортируется в ядро, где функциони-
рует как транскрипционный фактор, вызывая экспрес-
сию различных генов, в том числе HIFα [53].

эффекты онкогенных белков семейства RАS
Наиболее часто встречающимися мутациями в он-

когенах опухолей человека являются мутации в генах 
семейства RАS. Известны 3 основных представителя 
семейства RАS: N-RАS, K-RАS, H-RАS. Белки семей-
ства RАS принадлежат к большой группе белков, но-
сящих общее название «малые ГТФазы». При актива-
ции белки этого семейства взаимодействуют с ГТФ, 
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образуя функционально активный комплекс, взаимо-
действующий с белками-мишенями, активируя их. 
Для прекращения их активности и прерывания сигна-
ла необходимо взаимодействие с соответствующими 
ГТФазами, которые дефосфорилируют ГТФ, превра-
щая его в ГДФ. Комплекс RАS-ГДФ неактивен, 
и для последующей активации RАS необходимо вы-
теснение ГДФ специальным регуляторным белком 
(GDF-exchаnge fаctor), что делает возможным взаимо-
действие RАS с ГТФ и его активацией.

Показано, что в большинстве опухолей легкого, 
желудка, кишечника, поджелудочной железы наблю-
даются мутации генов RАS [54]. Распространенными 
онкомутациями в генах белков RАS являются мутации 
в кодонах 12, 13 и 61, не позволяющие ГТФазе взаи-
модействовать с белком RАS, что приводит к посто-
янной активности последнего [55, 56]. Постоянно 
активный белок RАS вызывает экспрессию ферментов 
гликолиза, блокируя активность митохондрий [57, 58]. 
При исследовании механизма канцерогенного дейст-
вия RАS с мутацией в кодоне 12 показано, что его 
трансформирующее действие связано с образованием 
АФК [59, 60] и аккумуляцией HIFα [31]. Аккумуляция 
HIFα происходила в условиях оксигенации, т. е. реа-
лизуется эффект Варбурга. Подтверждением того, 
что аккумуляция HIFα происходит в результате обра-
зования АФК, являются эксперименты с введением 
антиоксиданта N-ацетилцистеина, который препят-
ствовал трансформирующему действию мутированно-
го RАS и накоплению HIFα. Образование АФК проис-
ходит в результате активации NOX1 белком RАS, 
поскольку ингибитор NOX дифенилен иодониум 
(diphenylene iodonium) препятствовал образованию 
АФК [59].

Активация NOX при действии мутированного бел-
ка RАS определяется 2 факторами. Во-первых, мути-
рованный RАS активирует ГТФазу Rаc [61–63], кото-
рая, как говорилось выше, является активатором NOX. 
Делеция гена rаc у мышей предотвращала развитие 
опухоли кожи, поджелудочной железы, легкого 
при введении животным мутантного К-rаs [64]. У мы-
шей инактивирующая мутация в гене Tiаm1, кодиру-
ющий белок-активатор rаc, предотвращает кожный 
канцерогенез, вызванный rаs [65]. Помимо активации 
rаc одновременно при действии онкогенного белка 
Н-rаs наблюдается повышение экспрессии NOX1 через 
активацию транскрипционного фактора GАTА-6 [50, 
66, 67]. Активация происходит в результате фосфори-
лирования GАTА-6 серин-треониновой киназой ERK, 
активируемой постоянным функционированием Н-rаs 
в регуляторной цепи RАS-RАF-MEK-ERK [50]. Под-
тверждением роли GАTА-6 в активации NOX1 явля-
ется то, что инактивирующая мутация в гене GАTА-6 
препятствовала накоплению NOX1 при действии му-
тированного Н-rаs [66]. Для белка К-RАS показано, 
что помимо активации белка rаc он способен активи-
ровать образование АФК не только через активацию 

NOX, но и благодаря способности взаимодействовать 
с мембраной митохондрий, изменяя функционирова-
ние дыхательной цепи митохондрий.

Показано также, что K-rаs взаимодействует с ми-
тохондриальной мембраной, что вызывает падение 
примерно на 50 % митохондриального потенциала, 
уменьшение потребления кислорода, ингибирование 
комплекса I дыхательной цепи, но при этом происхо-
дит значительное увеличение образования АФК, ви-
димо в комплексе III дыхательной цепи [58, 68, 69]. 
Rаs вызывает также уменьшение уровня антиоксидант-
ных ферментов каталазы и супероксиддисмутазы-2 
[68], что способствует накоплению АФК в клетке. Под-
тверждением важности функционирования митохон-
дрий в канцерогенезе, вызванном К-rаs, является то, 
что нарушение функций митохондрий различными 
воздействиями препятствует злокачественной транс-
формации клеток. Так, нарушение функционирования 
фактора транскрипции в митохондриях (mitochondriаl 
trаnscription fаctor А) препятствует канцерогенезу, выз-
ванному К-rаs [69]. При ингибировании функциони-
рования дыхательной цепи митохондрий ротеноном 
уменьшается субстрат-независимый рост опухолевых 
клеток в культуре и перевитых подкожно клеток опу-
холи кишечника мыши CT26 с мутированным геном 
K-rаs [70].

Онкогенные белки семейства SRC
Повышенная активность семейства нерецепторных 

тирозинкиназ SRC наблюдается во многих опухолях 
человека, таких как опухоли молочной железы, кишеч-
ника, предстательной железы [71], гематологические 
новообразования [72].

Тот факт, что белок SRC способен активировать 
аэробный гликолиз, впервые продемонстрирован 
еще в 1978 г. Показано, что введение клеткам цыплен-
ка термозависимого гена v-src переводило клетки 
на гликолиз при пермиссивной температуре, а при вы-
ключении v-src при запрещающей температуре отме-
няло гликолиз и клетки переходили на тканевое дыха-
ние [73]. Наиболее вероятной казалась возможность 
прямого фосфорилирования пролилоксидазы белком 
src с инактивацией ее активности. Однако результаты 
специально проведенного исследования показали, 
что белок src не фосфорилирует пролилоксидазу [74]. 
Активированный src видимо может увеличивать уро-
вень HIFα по нескольким различным механизмам. 
Одним из механизмов действия белка src, связанным 
с переводом клетки на аэробный гликолиз, является 
то, что он фосфорилирует по положению 289 тирозин 
в ферменте пируватдегидрогеназы, делая его неактив-
ным. В результате в цитоплазме накапливается пируват, 
отключается митохондриальное дыхание, уменьшает-
ся потребление кислорода и клетка вынуждена пере-
ключиться на гликолиз, независимо от уровня кисло-
рода в ней [75]. Другой путь переключения клеток 
на гликолиз связан с тем, что src фосфорилирует белок 
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VHL по тирозину 185, после чего он направляется 
в протеасомы на деградацию [76]. Поскольку белок 
VHL является убиквитинлигазой для белка HIFα, по-
следний накапливается в клетке. По-видимому, неко-
торые клеточные факторы реализуют свою способность 
накапливать в клетке HIFα, активируя SRC. Примером 
может служить активация аэробного гликолиза 
при действии глюкокортикостероидов. Глюкокорти-
костероиды активируют с-src, что в конечном итоге 
приводит к накоплению в клетке HIFα по механизму, 
как считают авторы, связанному с разрушением белка 
VHL, благодаря его фосфорилированию тирозинки-
назой src [77].

Заключение
Важнейшим элементом опухолевого роста явля-

ется изменение метаболизма глюкозы в клетке. 
При нормальном уровне кислорода в клетке основной 
путь энергообеспечения связан с функционировани-
ем дыхательной цепи митохондрий, в которой обра-
зующийся из глюкозы пируват включается в трикар-
боновый цикл. В опухолевых клетках происходят 
физиологические перестройки в метаболизме. Пере-
ход на гликолиз обусловлен двумя факторами. С одной 

стороны, быстрое увеличение количества опухолевых 
клеток, характеризующих опухолевый рост, и неспо-
собность существующей кровеносной системы обес-
печить достаточное поступление кислорода вызывают 
гипоксию и переход клеток на гликолиз. С другой 
стороны, в опухолевой ткани наблюдается аэробный 
гликолиз (эффект Варбурга), что во многом опреде-
ляет развитие опухолевого процесса. В обоих случаях 
основным элементом, переводящим клетки на глико-
лиз, является транскрипционный фактор HIFα. 
Как показано в данном обзоре на примере белков RАS 
и SRC, эти постоянно функционирующие онкобелки 
активируют HIFα. Экспрессия HIFα влечет за собой 
экспрессию многих генов, необходимых для реализа-
ции злокачественного роста. О важности HIFα в раз-
витии опухолевого процесса говорит то, что повышен-
ный уровень экспрессии HIFα в различных типах 
опухолей является плохим прогностическим фактором 
[45, 78, 79]. Поэтому создание ингибиторов функци-
онирования HIFα может иметь важное клиническое 
значение. Создаются препараты, ингибирующие 
функционирование HIFα, и они позиционируются 
в качестве веществ, обладающих противоопухолевой 
активностью [80, 81].
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Роль белка TRIM16 в развитии злокачественных 
новообразований
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Белок TRIM16 участвует в ключевых внутриклеточных процессах, таких как пролиферация, дифференцировка клеток и про-
граммированная гибель клеток, включающая апоптоз по внутреннему и внешнему пути, аутофагию и иммунногенную гибель 
клеток. Действие TRIM16 по прямым и опосредованным механизмам касается белков TPD43, Gli-1, RARβ, компонентов Snail- 
и MAPK-сигнального пути, кадгеринов, каспаз, а также связано с регуляцией действия иммунной системы. В настоящее время 
выявлено значение белка TRIM16 в патогенезе гормонозависимых опухолей. Дальнейшее изучение роли белка TRIM16 в развитии 
и прогрессии злокачественных новообразований создаст основу для разработки новых методов прогноза течения злокачествен-
ного процесса.

Ключевые слова: TRIM16, эстроген, злокачественная опухоль, регулятор клеточного цикла, апоптоз, убиквитин-протеасомная 
система
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Role of TRIM16 in cancers development
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Тhe protein TRIM16 is involved in key intracellular processes, such as proliferation, cell differentiation and programmed death, including 
intrinsic and extrinsic apoptosis, autophagy-dependent cell death and immunogenic cell death. The TRIM16 protein acts the proteins 
TPD43, Gli-1, RARβ, Snail components and MAPK signaling pathway, cadherins, caspases and is also associated with the regulation  
of the immune system via direct and indirect mechanisms. The influence of TRIM16 protein on the pathogenesis of hormone-dependent tu-
mors is well-known. Further study of the TRIM16 role in the development and progression of malignant neoplasms will form the basis for  
the development of new methods for predicting the course of the malignant process.

Key words: TRIM16, estrogen, malignant tumor, regulator of the cell cycle, apoptosis, ubiquitin-proteasome system

For citation: Spirina L.V., Kondakova I.V., Tarasenko N.V. Role of TRIM16 in cancers development. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = 
Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):72–7.

Введение
Белок TRIM16 (tripartite motif 16), или EBBP 

(estrogen-responsive B box protein), состоящий из 564 
аминокислот, относится к семейству TRIM-белков, 
включающему 65 членов. Они активируются интерфе-
ронами и обладают широким спектром действия, за-
трагивающим различные процессы жизнедеятельности 

клетки [1]. Высокое содержание данного белка наблю-
дается на эмбриональных стадиях развития, в тканях 
мужских и женских половых желез, тонкой и толстой 
кишки, плаценте, сердце, молочных железах взросло-
го человека [2]. С учетом того, что TRIM16 может сни-
жать содержание эстрогеновых рецепторов (ER) в клет-
ках предстательной железы, матки и яичников, 
полагают, что он обладает антиэстрогенным действием 
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[3]. Также существуют сведения о его E3-убиквитин-
лигазной активности [4] и способности влиять на те-
чение процесса аутофагии [5].

Развитие гормонозависимых опухолей, в первую 
очередь опухолей яичников, молочной железы, пред-
стательной железы, в настоящее время связывают 
с действием TRIM16 [6]. Этот белок вовлечен в пато-
генез и других злокачественных новообразований, 
к которым относят плоскоклеточные опухоли области 
головы и шеи, гепатоцеллюлярный рак, опухоли лег-
кого, кишечника [7].

Онкосупрессорная роль этого белка подтвержда-
ется многими существующими исследованиями [8]. 
Считается, что роль TRIM16 в онкогенезе определя-
ется участием в регуляции значимых внутриклеточных 
процессов, хотя детальные молекулярные механизмы 
такого участия до сих пор плохо изучены (рис. 1).

Роль TRIM16 в регуляции внутриклеточных процессов
Функциональная значимость TRIM16 в развитии 

опухолей связана с ингибированием пролиферации 
клеток, поэтому нередко его относят к категории опу-
холевых супрессоров. Данный белок способен инги-
бировать экспрессию регуляторов клеточного цикла 
E2F1 и pRb [2], что отражается на митотической ак-
тивности опухолевых клеток. Сходный механизм на-
блюдается при изучении влияния его на дифференци-
ровку кератиноцитов [9].

Полагают, что TRIM16 взаимодействует с молеку-
лярными комплексами, определяющими распростра-
нение опухоли в организме. Так, при гиперэкспрессии 
TRIM16 в клеточных линиях рака яичника (SKOV3, 
3AO, и OVCAR3) наблюдается ингибирование белков, 

задействованных в Shh-сигнальном пути (Sonic 
hedgehog), – Shh, Smo, Ptc, Gli-1, MMP2 и MMP9, ко-
торые играют важную роль в механизмах инвазии опу-
холей [6]. С другой стороны, при прогрессировании 
рака предстательной железы происходит снижение 
экспрессии TRIM16 за счет ингибирования транскрип-
ционного фактора Snail [10].

В настоящее время в качестве ключевого события, 
определяющего процессы онкогенеза, рассматрива-
ется изменение содержания виментина [10], белка 
промежуточных филаментов, играющего роль в ма-
нифестации локомоторного фенотипа клетки и фор-
мировании эпителиально-мезенхимального перехо-
да. Этот процесс происходит при участии белка 
TRIM16. Так, в работе X. Huo и соавт. на культуре 
клеток немелкоклеточного рака легкого (ATCC) по-
казано снижение локомоторных свойств клеток в слу-
чае повышения экспрессии TRIM16. При этом уро-
вень матричной РНК (мРНК) гена TRIM16 
и количество белка были снижены у больных раком 
легкого с наличием метастазов по сравнению с па-
циентами без них [11]. Сходные результаты получены 
при исследовании больных гепатоцеллюлярным ра-
ком [12]. Надо отметить, что зафиксированы проти-
воположные данные по отношению к культуре опу-
холевых клеток яичника, где гиперэкспрессия 
TRIM16 способствует снижению уровня мРНК N-
кадгерина и виментина, являющихся мезенхималь-
ными маркерами, и повышению уровня мРНК белка 
Е-кадгерина, относящегося к эпителиальным мар-
керам [6]. Последний факт является свидетельством 
того, что клетки не прошли эпителиально-мезенхи-
мальный переход, и TRIM16 выступает в качестве 
онкосупрессора. Вероятно, такие различия, связан-
ные с белком TRIM16, могут определять особенности 
патогенеза злокачественных новообразований раз-
личного происхождения.

Следует отметить, что помимо влияния TRIM16 
на процессы клеточной миграции, показано его 
участие в активации апоптоза в клетках злокачест-
венных опухолей, таких как рак молочной железы 
(MDA-MB-231), рак толстой кишки (SW480) и нейро-
бластома (BE (2) – C), но в клетках светлоклеточного 
рака почки COS-1 подобного эффекта не продемон-
стрировано [13]. Участие белка в активации апоптоза 
опосредовано увеличением экспрессии прокаспазы 2, 
неактивного предшественника каспазы 2, которая вы-
зывает деполяризацию митохондрий и способствует 
выделению цитохрома C [13].

В настоящее время изучается участие TRIM16 в ре-
гуляции процесса аутофагии – одного из способов 
избавления клеток от ненужных органелл, а также 
и организма от ненужных клеток [5]. Этот процесс 
иногда называют каспаза-независимым апоптозом. 
Нарушения процессов апоптоза и аутофагии являются 
причиной развития многих заболеваний, в том числе 
злокачественных опухолей [14].

Рис. 1. Значение TRIM16 в развитии злокачественных новообразований
Fig. 1. The role of TRIM16 in development of malignant tumors
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Влияние TRIM16 на активность убиквитин-про-
теасомной системы рассматривается как наиболее 
значимое. Известно, что в большинстве опухолей че-
ловека по сравнению с неизмененными тканями на-
блюдается активация протеасомального расщепления 
белков [15], выраженность которого влияет на развитие 
заболевания. Влияние TRIM16 на продолжительность 
жизни белков опосредовано тем, что он может запу-
скать процесс протеасомального расщепления белков 
[4]. Показано участие TRIM16 в расщеплении белков 
TPD43 [4], а также Gli-1, основного регулятора 
Hedgehog пути (данный сигнальный каскад назван 
в честь основной сигнальной молекулы Hedgehog 
(Hh)), выявляемое в ткани опухоли молочной железы, 
в стволовых клетках глиобластомы и CD34-положи-
тельных лейкемических клетках [16].

Кроме того, TRIM16 известен также как EBBP, 
ответственный за регуляцию экспрессии ER в эпите-
лиальных клетках [3]. Под влиянием данного белка 
может происходить снижение экспрессии ER. Извес-
тен факт эстрогензависимой активации экспрессии 
EBBP в ER-положительных клетках [17]. В ранее про-
веденных исследованиях выявлена связь активности 
протеасом, системы деградации собственных белков 
в клетке, с содержанием ER [18]. Это имеет особое 
значение в развитии гормонозависимых опухолей че-
ловека с учетом влияния TRIM16 на протеасомальную 
систему.

Еще одним важным фактором, способным регу-
лировать экспрессию эстрогензависимых генов, к ко-
торым относят фактор TRIM16, является гипоксия. 
Показано увеличение его экспрессии в условиях ги-
поксии на клетках глиомы U87 [19], что считается зна-
чимым этапом в развитии опухолей.

В последнее время онкосупрессорная роль TRIM16 
рассматривается с учетом его связи с ретиноидными ре-
цепторами (retinoid acid receptor, RAR), которые участ-
вуют в важных противоопухолевых механизмах. Обна-
ружено, что EBBP является также RAREβ-связывающим 
протеином (retinoid acid response element β). При этом 
RAREβ – незаменимая ДНК-последовательность, необ-
ходимая для ретиноидиндуцированной RARβ-транс-
крипции [20].

Роль белка TRIM16 в развитии злокачественных 
новообразований
Влияние TRIM16 на основные процессы клеточ-

ного метаболизма определяет его значение в онкоге-
незе. В настоящее время накоплено много фактов, 
свидетельствующих о вовлеченности данного фактора 
в патогенез опухолей человека. Уровень белка сущест-
венно ниже в опухолевой ткани предстательной желе-
зы по сравнению с нормальной [21]. Показана связь 
TRIM16 с развитием и прогрессированием рака яич-
ника [6], плоскоклеточных карцином области головы 
и шеи [7], рака легкого [11], гепатоцеллюлярного рака 
[12]. Эти факты позволяют рассматривать высокую 

экспрессию данного белка в качестве маркера благо-
приятного исхода заболевания [4, 15].

Важное значение имеют клинические работы, в ко-
торых оценивается связь данного маркера с прогнозом 
заболевания. L. Qi и соавт. показали, что высокий уро-
вень экспрессии TRIM16 в опухоли предстательной 
железы является благоприятным признаком в отноше-
нии показателей общей выживаемости больных [21]. 
Такой же факт выявлен и для пациентов с плоскокле-
точным раком кожи [7]. Снижение содержания белка 
связано с прогрессированием меланомы, поражением 
регионарных лимфатических узлов и плохим прогно-
зом заболевания [8].

С другой стороны, для рака яичника низкое зна-
чение показателя является благоприятным прогности-
ческим признаком [6]. Отмечено также, что быстрое 
прогрессирование рака предстательной железы связа-
но с гиперэкспрессией ER, что выявлено в наших ис-
следованиях [22, 23]. Это согласуется с тем, что коди-
руемый геном TRIM16 белок обладает антиэстрогенной 
активностью, снижая экспрессию ER в клетке.

Существенное значение имеет поиск мишеней дан-
ного белка, значимых для основных сигнальных систем, 
опосредующих развитие опухолей (рис. 2). В экспери-
ментальных работах как мишень действия TRIM16 
выявлен белок DNA-binding protein 43 (TDP43) [2], 
необходимый для TRIM16-индуцированого онкосу-
прессорного эффекта, который наблюдается в клетках 
линий нейробластомы (BE(2)-C) [10] и рака молочной 
железы (MCF7) [2, 10]. Подобный механизм связан 
с влиянием фактора на уровень белка pRB и фактора 
транскрипции E2F1, регулирующих клеточный цикл 
[2], а также за счет снижения уровня цитоплазматиче-
ского виментина [10]. Дополнительным свидетельством 
участия TRIM16 в регуляции сигнальных каскадов яв-
ляется тот факт, что деградация Gli-1, ключевой моле-
кулы Shh-сигнального пути в стволовых клетках рака 
молочной железы, происходит при участии TRIM16 
[16]. TRIM16 играет роль в реализации врожденного 
иммунитета [24]. Его экспрессия в кератиноцитах 
под влиянием каспазы 1 возрастает, еще больше уси-
ливаясь при действии интерлейкина 1β.

Известен ряд исследований, посвященных поиску 
потенциальных мишеней для противоопухолевой те-
рапии, в которых показано, что применение ингиби-
тора BRAF (тирозинкиназы, связанной с сигнальным 
каскадом MAPK) способствует увеличению экспрессии 
TRIM16, что приводит к снижению размера меланом-
ных очагов [25]. Кроме того, уменьшение количества 
TRIM16 в данной опухоли опосредовано интерферо-
ном β1 (провоспалительным цитокином, применяемым 
в ее лечении) [24]. Известно, что следствием воздей-
ствия вышеописанных препаратов, затрагивающих 
изменение экспрессии EBBP, является снижение ло-
комоторных свойств опухолевых клеток меланомы.

Применение гормональных препаратов в лечении 
опухолей также сопровождается изменением 
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экспрессии TRIM16. Стоит отметить, что при транс-
фекции в культуру клеток молочной железы человека 
(human mammary epithelial cells, HMEC) мутантного 
ER влияние лигандов, к которым относят тамоксифен 
и эстрогены, различно. Экспрессия TRIM16 при воз-
действии эстрогенов снижается, а при действии тамок-
сифена, напротив, увеличивается [17], что, вероятно, 
связано с антиэстрогенным действием изучаемого 
ядерного фактора. Если принимать во внимание эстро-
гензависимую стимуляцию TRIM16 в случае неизме-
ненных ER, эти данные позволяют охарактеризовать 
его как эстроген и антиэстроген регулируемый ген.

В настоящее время обсуждается связь TRIM16 
с микроРНК-135, потенциальной мишенью таргетно-
го препарата гефитиниб. Полагают, что увеличенный 
уровень данной микроРНК связан с чувствительно-
стью к таргетному препарату [26]. При этом супрессия 
микроРНК-135 в клетках немелкоклеточного рака лег-
кого (H1650 и H1975) приводит к росту экспрессии 
TRIM16, блокирование которого, в свою очередь, по-
вышает чувствительность опухоли к гефитинибу.

За последнее десятилетие результаты основных 
и клинических исследований продемонстрировали те-
рапевтическую роль ретиноидов, производных вита-
мина А, в лечении злокачественных новообразований. 
При этом наблюдается как первичная, так и приобре-
тенная резистентность к воздействию ретиноидов 
на опухолевые клетки. В работе B. B. Cheung и соавт. 
продемонстрировано влияние TRIM16 на продвижение 
ретиноид-опосредованного противоопухолевого сиг-
нала в чувствительных к ретиноидам клетках 

и на восстановление чувствительности к ним в резис-
тентных [20]. Известно, что TRIM16 является регуля-
тором транскрипции фактора RARβ2. Применение 
гистон ацетилазы в ретиноид нечувствительных опу-
холевых клетках молочной железы и легкого в моноре-
жиме или в комбинации с ретиноидами способствует 
восстановлению их чувствительности к данным препа-
ратам, что сопровождается гиперэкспрессией TRIM16 
[3]. Противоопухолевый эффект EBBP со снижением 
жизнеспособности клеток связан с воздействием на ци-
клин D1 и pRB, что наблюдалось в трансформирован-
ных клетках в отличие от нетрансформированных, где 
данный эффект отсутствовал. Следовательно, представ-
ленные факты свидетельствуют о влиянии TRIM16 
на транскрипционную активность генов RARβ2 
и CYP26A1, также относящегося к RAREβ-регуляторным 
последовательностям.

Развитие резистентных к лечению опухолей – след-
ствие применения противоопухолевой терапии. Из-
учение молекулярных механизмов развития подоб-
ной резистентности, а также поиск предикторов ее 
формирования являются актуальными проблемами 
в онкологии [27]. Таким образом, эти данные вносят 
существенный вклад в развитие представлений о по-
тенциальном применении TRIM16 как прогностиче-
ского фактора и предиктора эффективности терапии 
злокачественных новообразований.

Заключение
Роль белка TRIM16 в развитии опухолей обуслов-

лена его участием в ключевых внутриклеточных про-
цессах, таких как пролиферация, дифференцировка 
клеток, а также их программированная гибель, вклю-
чающая апоптоз по внутреннему и внешнему пути, 
аутофагию и иммунногенную гибель клеток. Эти яв-
ления лежат в основе патогенеза онкологических за-
болеваний, что указывает на значение маркера в регу-
ляции развития большинства опухолей. Снижение 
экспрессии мРНК и количества белка TRIM16 в тканях 
опухолей зачастую приводит к прогрессированию за-
болевания вследствие активации инвазивного роста 
и метастазирования злокачественных новообразова-
ний. В то же время существуют опухоли, такие как рак 
яичника и рак почки, опухолевая прогрессия которых 
не связана с повышением уровня TRIM16, что требует 
дополнительных исследований.

Роль белка TRIM16 в регуляции внутриклеточных 
процессов имеет решающее значение. Его E3-убик-
витин-лигазная активность опосредует процесс дег-
радации основных белков, участвующих в регуляции 
пролиферации клеток, блокирующих апоптоз и ак-
тивирующих дифференцировку клеток. Кроме того, 
обладая эстрогензависимыми свойствами и имея 
антиэстрогенное влияние, он способен снижать про-
грессирование гормонозависимых опухолей (рак яич-
ника), может опосредовать действие таргетных препа-
ратов (меланома, немелкоклеточный рак легкого) 

Рис. 2. Сигнальные пути, связанные с белком TRIM16 (EBBP). TPD43 – 
DNA-binding protein 43; Gli-1 – основной регулятор Hedgehog пути; 
Shh – сигнальный путь Sonic hedgehog; ER – эстрогеновые рецепторы; 
MAPK – митоген-активированная протеинкиназа; Snail – сигнальный 
путь; RARβ – рецептор ретиноидной кислоты (retinoid acid receptor)
Fig. 2. Signaling pathways associated with the TRIM16 (EBBP) protein. 
TPD43 – DNA-binding protein 43; Gli-1 – main regulator of the Hedgehog 
pathway; Shh – Sonic hedgehog signaling pathway; ER – estrogen receptors; 
MAPK – mitogen-activated protein kinase; Snail – signaling pathway; 
RARβ – retinoid acid receptor

Прямое влияние / Direct effect 
Опосредованное влияние / Indirect effect

TRIM16 (EBBP)

Snail

ER

Gli1

Каспаза 2/
Сaspase 2
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Кадгерины / Cadherins

Интерферон  β1  / Interferon β1
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и участвовать в развитии резистентности к гормональ-
ной терапии (рак молочной железы).

Среди основных мишеней выделяют белки TPD43, 
Gli-1 (основной регулятор Hedgehog пути), RARβ (ре-
цепторы ретиноидной кислоты), компоненты Snail- 
и MAPK-сигнального пути, а также кадгерины 

и каспазы. Кроме того, важным для развития опухолей 
является влияние TRIM16 на иммунную систему. Сто-
ит отметить, что дальнейшее изучение белка TRIM16 
в развитии и прогрессии злокачественных новообра-
зований создаст основу для разработки новых методов 
прогноза течения злокачественного процесса.
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Малая ГТФаза Rab3B: биологические свойства  
и возможная роль в канцерогенезе

А.А. Будко1, 2, П.А. Хесина1, 3, Л.М. Дьяков1, Н.Л. Лазаревич1, 3
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Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 
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Контакты: Антон Александрович Будко anton-budko@mail.ru

Белки суперсемейства малых гуанозинтрифосфат гидролаз (ГТФаз) выполняют различные функции: от контроля клеточной 
пролиферации до регуляции везикулярного транспорта. Суперсемейство малых ГТФаз Ras включает более 150 белков, 5 основных 
семейств (Arf, Ran, Rho, Ras и Rab) и играет важную роль в канцерогенезе. По сравнению с остальными семействами малых 
ГТФаз, белкам семейства Rab посвящено относительно небольшое количество исследований, что не отражает их важную роль 
в процессах злокачественной трансформации. Помимо рассмотрения семейства Rab в целом, особое внимание в обзоре уделено 
подсемейству Rab3 и его малоизученному представителю Rab3B. Накопленные к настоящему времени данные позволяют рассма-
тривать Rab3B не только как перспективный диагностический или прогностический маркер при целом ряде новообразований, 
но и как потенциальную мишень для противоопухолевой терапии. Проведенный нами анализ общедоступных транскриптомных 
баз данных показал, что пациенты с низкой экспрессией гена Rab3B демонстрируют лучшую общую 5-летнюю выживаемость 
при раке почки, легкого и печени.

Ключевые слова: ГТФазы, белки семейства Rab, опухолевый маркер, белок Rab3B, канцерогенез, общая выживаемость 
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можная роль в канцерогенезе. Успехи молекулярной онкологии 2018;5(4):78–85.
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Small GTPase Rab3B: biological properties and possible role in carcinogenesis
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Proteins of the superfamily of small guanosine triphosphate hydrolase (GTPase) perform various functions: from the control of cell prolifera-
tion to the regulation of vesicular transport. The superfamily of small GTPase Ras includes more than 150 proteins, devided to 5 major fami-
lies (Arf, Ran, Rho, Ras and Rab), and plays an important role in carcinogenesis. Compared to the other families, the Rab family was inves-
tigated by relatively small number studies, which does not equally reflect their role in malignant transformation processes. In our review  
we have focused on both the subfamily Rab3 and its poorly investigated member Rab3B. Recent findings allow to consider Rab3B not only  
as a promising diagnostic or prognostic marker for several types of neoplasms, but also is a potential target for antitumor therapy. Our analy-
sis of publicly available transcriptional databases revealed that kidney, lung and liver cancer patients with low Rab3B gene expression de-
monstrate a better overall five-year survival.

Key words: GTPase, Rab family proteins, tumor marker, Rab3B protein, carcinogenesis, overall survival

For citation: Budko A.A., Khesina P.A., Diakov L.M., Lazarevich N.L. Small GTPase Rab3B: biological properties and possible role  
in carcinogenesis. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):78–85.

Введение
Суперсемейство малых гуанозинтрифосфат гидро-

лаз (ГТФаз) входит в класс ГТФ гидролаз и включает 
белки массой 20–25 кДа, контролирующие огромное 

число важных внутриклеточных процессов и содержа-
щие ГТФ-связывающий каталитический домен, уни-
кальный и одинаковый для всего суперсемейства [1]. 
Этот домен состоит из 5α-спиралей (A1–A5), 6 нитей 
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(B1–B6), 5 полипептидных петель (G1–G5) [2]. Ак-
тивность малых ГТФаз зависит от связывания с ГТФ 
и регулируется белками GAPs (GTPase Activating 
Proteins, белки-активаторы ГТФазной активности), 
GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors, факторы 
обмена гуаниловых нуклеотидов), а также GDIs 
(Guanosine nucleotide Dissociation Inhibitors, ингиби-
торы диссоциации гуаназина) [1, 3]. Механизмы регу-
ляции их активности представлены на рис. 1.

У человека описано более 150 малых ГТФаз супер-
семейства Ras, которые подразделяют на 5 основных 
семейств – Arf, Ran, Rho, Ras и Rab [4].

Белки семейства Ras являются важными сигналь-
ными молекулами, обеспечивающими активацию 
внутриклеточных сигнальных каскадов в ответ 
на внешние стимулы. Взаимодействуя с различными 
эффекторными белками, они активируют определен-
ные сигнальные каскады, регулирующие пролифера-
цию и дифференцировку, адгезию, апоптоз и мигра-
цию клеток. Это определяет важную роль активации 
ГТФаз семейства Ras при канцерогенезе. H-Ras, K-Ras 
и N-Ras – классические протоонкогены, активирую-
щие мутации в которых выявляются в четверти слу-
чаев всех опухолей человека; в некоторых типах опу-
холей (рак поджелудочной железы) их встречаемость 
превышает 90 % [5].

Белки семейства Rho (Ras homologous proteins) 
контролируют реорганизацию цитоскелета, клеточную 
полярность, везикулярный трафик, митоз и миграцию. 
Как правило, в опухолях человека мутаций этих генов 
не выявляется, однако их гиперэкспрессия описана 
во многих новообразованиях и ассоциирована с по-
давлением апоптоза, повышением подвижности клеток 
и увеличением риска метастазирования [6].

Белки семейства Arf (ADP ribosylation factor) регу-
лируют трафик белков, транспорт везикул от аппарата 
Гольджи, участвуют в сортинге везикул и формирова-
нии COPI-комплекса (coat protein I) [4]. Белки этого 
семейства также играют роль в канцерогенезе. Так, 
например, Arf1 контролирует пролиферацию в клетках 
рака молочной железы за счет регуляции активности 
комплекса pRB / E2F1 [7].

Семейство Ran (Ras-like nuclear protein) включает 
одноименный широко распространенный белок, во-
влеченный в нуклеоцитоплазматический транспорт – 
он определяет доставку важных белков из цитоплазмы 
в ядро и экспорт РНК из ядра [1]. Во многих опухолях 
(рак молочной железы, светлоклеточный рак почки) 
гиперэкспрессия белка Ran ассоциирована с локальной 
инвазией и повышенным риском метастазирования [8].

Белки семейства Rab (Ras-like proteins in brain) так-
же участвуют в везикулярном трафике, регулируют 
секрецию белков и эндоцитоз [1]. В последнее время 
появляется все больше информации о важной роли 
белков данного семейства в канцерогенезе.

В этом обзоре мы рассмотрим важнейшие особен-
ности ГТФаз семейства Rab и подробнее остановимся 
на малоизученном представителе этого семейства 
Rab3B.

Семейство Rab
В протеоме человека описано более 60 различных 

Rab ГТФаз, в основном регулирующих различные эта-
пы везикулярного транспорта: от формирования ве-
зикул и их транспорта по цитоскелету до слияния 
с определенным компартментом. Специфичность ве-
зикулярного транспорта определяется посттрансляци-
онным изопренилированием остатков Cys вблизи С-
конца белковой молекулы. Экспрессия различных 
членов семейства Rab тканеспецифична. Так, Rab17 
экспрессируется преимущественно в эпителиальных 
тканях, Rab12 – в клетках Сертоли, Rab10 – в адипо-
цитах, Rab13 и Rab8a – в миоцитах поперечнополоса-
той мускулатуры [9]. Белки семейства Rab контроли-
руют как секрецию гормонов и факторов роста, так 
и экспозицию мембранных рецепторов, что делает 
белки этого семейства важными тканеспецифичными 
регуляторами сигнальной трансдукции, роста и диф-
ференцировки клеток. Изменение активности или му-
тации белков Rab характерно для неврологических 
нарушений (например, болезнь Charcot–Marie–Tooth 
или Carpenter синдром), сахарного диабета 2-го типа, 
а также для онкологических заболеваний, на которых 
мы сосредоточим свое внимание [10].

В опухолях различных типов изменения экспрес-
сии белков семейства Rab могут носить разнонаправ-
ленный характер. Так, например, для рака молочной 
железы и рака яичника характерна ассоциированная 
с инвазией и метастазированием гиперэкспрессия бел-
ка Rab25, регулирующего кругооборот α5β1-интегрина 
[11]. При колоректальном раке наблюдается обратная 
картина: снижение экспрессии Rab25 ассоциировано 
с худшим прогнозом течения заболевания [12]. Пока-
зано, что Rab25 может направлять везикулы с интег-
ринами в лизосомы, выступая таким образом в роли 
опухолевого супрессора в клетках колоректальной 
аденокарциномы. Предполагается, что роль, которую 
будет играть Rab25, зависит от коэкспрессии белка 
хлорного канала CLIC3: при его высоком уровне Rab25 

Рис. 1. Механизм регуляции активности ГТФаз (адаптировано из [3])
Fig. 1. Mechanism of GTPase activity regulation (adapted from [3])
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преимущественно обеспечивает рециклизацию, а при 
низком – деградацию интегринов [13].

Другой представитель семейства Rab, белок Rab31, 
гиперэкспрессирован в опухолях молочной железы 
и глиомах, в то время как при раке легкого и прямой 
кишки его экспрессия подавлена [14].

Активно развивающиеся в последние годы иссле-
дования механизмов межклеточной коммуникации 
и роли экзосом в этом процессе позволили установить, 
что некоторые белки семейства Rab (Rab11, 27, 35) яв-
ляются ключевыми регуляторами экзоцитоза и таким 
образом могут оказывать опосредованное влияние 
на опухолевое микроокружение и формирование пре-
метастатических ниш [15, 16].

Механизмы, определяющие участие различных 
белков семейства Rab в канцерогенезе, суммированы 
на рис. 2.

Подсемейство Rab3
Подсемейство Rab3 включает 4 белка (A, B, C, 

D), которые являются важными регуляторами вези-
кулярного транспорта между внутриклеточными 
компартментами и наружной мембраной. Они сход-
ны по структуре, содержат от 219 (3B и 3D) до 227 
(3C) аминокислот и включают Р-петлю, содержащую 
NTP-гидролазу, GTP-связывающий и эффекторный 
домен [17].

Белки этого семейства – ключевые регуляторы Ca-
зависимого экзоцитоза в нейронах, могут активировать 
сигнальную трансдукцию, что в ряде опухолей (рак 

молочной железы и глиома) способствует увеличению 
миграционной способности [18] и дедифференциров-
ке клеток, что ведет к опухолевой прогрессии и сни-
жению выживаемости пациентов [19].

Экзогенная экспрессия белка Rab3A в клетках гли-
омы и астроцитах индуцирует пролиферацию за счет 
гиперэкспрессии циклина D1, стимулирует субстрат-
независимый рост и ассоциирована с дедифференци-
ровкой клеток. В культурах клеток глиом экзогенная 
экспрессия Rab3A приводит к появлению клеток, экс-
прессирующих стволовые маркеры CD133 и SOX2 
(SRY-Box protein 2), а также к повышению резистент-
ности к химио- и радиотерапии [19]. Описана избира-
тельная экспрессия Rab3A в клетках инсулиномы, 
но не в нормальной ткани поджелудочной железы, 
однако статистических данных недостаточно, чтобы 
считать его надежным иммуногистохимическим мар-
кером этого типа опухолей [20].

Гиперэкспрессия белка Rab3D описана в 10 типах 
опухолей и коррелирует с повышением риска метаста-
зирования и ухудшением клинического прогноза. 
В культурах клеток молочной железы экзогенная экс-
прессия гена Rab3D стимулирует миграцию (путем 
активации AKT / GSK3β / Snai1-сигнального каскада), 
индуцирует эпителиально-мезенхимальный переход, 
а также повышает продукцию экзосом за счет актива-
ции секреции шаперона Hsp90α [18].

Два других представителя семейства, Rab3B 
и Rab3C, изучены значительно меньше. Гиперэкспрес-
сия Rab3C обнаружена в клетках колоректального 

Эндосома / 
Endosome

Рис. 2. Роль белков семейства Rab в канцерогенезе (адаптировано из [9]). ЭПР – эндоплазматический ретикулум
Fig. 2. The role of Rab family proteins in carcinogenesis (adapted from [9]). EPR – endoplasmic reticulum
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рака и ассоциирована с дедифференцировкой клеток, 
метастазированием и неблагоприятным клиническим 
прогнозом. Возможный механизм действия Rab3C 
связан с повышением экскреции опухолевыми клет-
ками IL-6 и активацией IL-6-зависимой сигнализации, 
которая индуцирует JAK2-STAT3-сигнальный каскад. 
Обработка клеток антителами к IL-6 или ингибитором 
JAK2 значительно снижает миграционную активность. 
В настоящее время проводятся испытания таргетных 
препаратов, нацеленных на ингибирование этого сиг-
нального каскада [21].

Представитель подсемейства Rab3 – Rab3B
Приведенные выше данные говорят о том, что бел-

ки подсемейства Rab3 в определенных типах тканей 
могут рассматриваться как важные онкогены, способ-
ные индуцировать дедифференцировку и миграцию 
опухолевых клеток. Роль белка Rab3B в канцерогене-
зе пока недостаточно изучена, хотя существует мно-
жество работ, свидетельствующих о том, что RAB3B 
может рассматриваться как перспективный диагности-
ческий или прогностический маркер при целом ряде 
новообразований. Гомология строения и сходство 
функций Rab3B с другими членами семейства RAB3 
указывают на то, что он может являться перспективной 
мишенью для терапии определенных форм опухолей.

Белок Rab3B состоит из 219 аминокислотных 
остатков, его молекулярная масса составляет 24 758 Да. 
Ген, кодирующий Rab3B, расположен на хромосоме 1 
в локусе p32.3, состоит из 12 844 пар нуклеотидов и со-
держит 5 экзонов [22]. Альтернативный сплайсинг 
для матричной РНК (мРНК) Rab3B не описан. В про-
моторной последовательности гена Rab3B картирова-
ны потенциальные сайты связывания транскрипци-
онных факторов STAT3, Sp1, Pax-4a, Cdc5, STAT5A, 
ZID CUTL1, Tal-1 (http://saweb2.sabiosciences.com). 
Экспериментальных исследований, посвященных ана-
лизу роли этих факторов в регуляции экспрессии 

Rab3B, пока не проводилось. В то же время установле-
но, что регуляция экспрессии Rab3B может осуществ-
ляться напрямую через ядерные рецепторы T3-гормона 
(трийодтиронин) [23]. Для ряда опухолей (например, 
гепатоцеллюлярного рака) описана взаимосвязь акти-
вации Т3-зависимой сигнализации с усилением роста 
опухолей, их способности к метастазированию, само-
обновлению и приобретению лекарственной устойчи-
вости. При гепатоцеллюлярной карциноме эти свой-
ства связаны с появлением в ответ на активацию T3-R 
CD90+ опухолевых стволовых клеток [24]. При андро-
гензависимом раке предстательной железы экспрессия 
гена Rab3B напрямую регулируется транскрипцион-
ными факторами NKX3–1, AR и FoxA1 [25]. 
В β-клетках поджелудочной железы экспрессия гена 
может опосредованно регулироваться NGN3 – факто-
ром дифференцировки островковых клеток [26]. В этих 
клетках Rab3B контролирует ядерную локализацию 
взаимодействующего с ним белка рабфилина 3А 
(Noc2), который необходим для регуляции секреции 
инсулина [27]. Возможные механизмы регуляции гена 
Rab3B просуммированы на рис. 3.

В норме белок Rab3B выявляется в предстательной 
железе, поджелудочной железе, надпочечниках, две-
надцатиперстной кишке и других отделах желудочно-
кишечного тракта; экспрессия соответствующей мРНК 
наблюдается также в гиппокампе и коре головного 
мозга. Внутриклеточная локализация Rab3B преиму-
щественно цитоплазматическая [27].

К значимым с точки зрения канцерогенеза функ-
циям Rab3B можно отнести взаимодействие с цито-
скелетом и регуляцию свойств стволовости и диффе-
ренцировки.

Было показано, что гиперэкспрессия белка Rab3B 
приводит к реорганизации F-актина по типу филопо-
дий, а также к перераспределению белка плотных кон-
тактов ZO-1, формирующего межклеточные контакты. 
Предполагается, что это происходит за счет увеличения 

Рис. 3. Возможные механизмы регуляция экспрессии гена Rab3B
Fig. 3. Potential mechanisms of Rab3B gene regulation
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изменения спектра белков, взаимодействующих с ре-
гуляторной субъединицей PI3K (p85), либо за счет 
взаимодействия с Gas8, являющимся возможным опу-
холевым супрессором и компонентом динеинрегули-
рующего комплекса [28]. Другие авторы обнаружили 
влияние подавления экспрессии Rab3B на число акти-
новых стресс-фибрилл [29, 30]. Однако четкий меха-
низм участия Rab3B в регуляции динамики цитоске-
лета пока не выяснен.

Результаты исследований влияния Rab3B на свой-
ства мезенхимальных стволовых клеток показали, что, 
во-первых, подавление экспрессии Rab3B не умень-
шает пролиферативную активность, но снижает вы-
живание клеток за счет увеличения их чувствительно-
сти к апоптозу. Во-вторых, экспрессия Rab3B 
возрастает по мере дедифференцировки и уменьшает-
ся при дифференцировке, в то время как снижение 
экспрессии Rab3B в мезенхимальных стволовых клет-
ках индуцирует их дифференцировку в остеобласты 
с высокой активностью щелочной фосфатазы и уве-
личивает продукцию коллагена 2-го типа. Предпола-
гается, что этот эффект опосредован влиянием Rab3B 
на активность PI3K- и Akt-сигнальных путей [31].

На рис. 4 просуммированы описанные к настоя-
щему времени эффекторы Rab3B, имеющие значение 
для канцерогенеза. Всех их объединяет наличие Rab3B-
связывающего домена (RBD3) [29, 32].

Таким образом, можно заключить, что Rab3B яв-
ляется важным участником канцерогенеза, влияющим 
на процессы дифференцировки клеток, регуляции 
цитоскелета и устойчивости к апоптозу. Его эффекты 
модулируются как непосредственными белками-эф-
фекторами (Rabphilin-3, Rim1 / 2, Noc2, Gas8), так и ак-
тивацией проопухолевых сигнальных каскадов (PI3K).

Перспективы клинического использования Rab3B
В настоящее время Rab3B рассматривается рядом 

исследователей в качестве маркера мезенхимальных 
стволовых клеток [31, 33]. Поскольку этот белок необ-
ходим для правильного развития и функционирования 

нервной системы и нейропротекции, обсуждается воз-
можность его клинического использования при болез-
ни Паркинсона [34].

Анализ публикаций и открытых баз данных свиде-
тельствует о том, что Rab3B может быть использован 
в качестве маркера для дифференциальной патомор-
фологической диагностики и оценки клинического 
прогноза, так как его гиперэкспрессия в некоторых 
опухолях коррелирует с рядом клинических параметров 
и специфична для ряда новообразований.

Так, при сравнении 73 образцов глиомы и 30 нор-
мальной ткани головного мозга было показано, 
что опухолевый супрессор микроРНК miR-200b за-
медляет развитие опухоли через подавление транс-
ляции Rab21, Rab23, Rab18 и Rab3B. Снижение экс-
прессии miR-200b описано при раке яичников, 
легкого, молочной железы, желудка и эндометрия. 
Подавление экспрессии miR-200b коррелирует с опу-
холевой прогрессией и метастазированием, что от-
ражается на общей выживаемости пациентов. Гипер-
экспрессия Rab3B также ассоциирована с низкой 
выживаемостью и повышенным риском метастази-
рования [35].

При исследовании 134 образцов рака молочной 
железы и нормальной ткани было показано, что низ-
кий уровень экспрессии miR-200b и гиперэкспрессия 
ее мишени Rab3B ассоциированы со сниженной без-
рецидивной и общей выживаемостью [36].

В исследованиях, посвященных гормонозависи-
мому раку предстательной железы, установлено, 
что выживаемость клеток рака предстательной железы 
связана с андрогениндуцируемой сигнализацией по-
средством регуляции транскрипции Rab3B факторами 
NKX3–1, AR и FoxA1. Повышенный уровень экспрес-
сии Rab3B достоверно коррелирует с прогрессией опу-
холи и риском метастазирования [24]. Разработан ме-
тод иммуноферментного выявления Rab3B в образцах 
мочи, позволяющий с 88 % чувствительностью и 94 % 
специфичностью выявлять пациентов с раком пред-
стательной железы [37].

Кроме того, предложено использовать Rab3B в ка-
честве маркера аденом гипофиза. При иммуногисто-
химическом исследовании 130 образцов опухолей ги-
пофиза был обнаружен высокий уровень окрашивания 
на Rab3B в аденомах, тогда как в нормальных тканях 
Rab3B-положительных клеток не выявлено. Было по-
казано, что лечение бромкриптином (агонист рецеп-
торов дофамина 2-го типа) уменьшает экспрессию 
Rab3B в пролактотрофах, что является благоприятным 
прогностическим фактором [38, 39].

В масштабном исследовании немелкоклеточного 
рака легкого была предложена панель из 6 генов, ги-
перэкспрессия которых коррелирует с клиническими 
стадиями развития заболевания и обладающих хоро-
шей прогностической способностью, в которую входит 
Rab3B. Для пациентов с гиперэкспрессией Rab3B ха-
рактерна сниженная общая и безрецидивная выжива-

Рис. 4. Белки-эффекторы Rab3B
Fig. 4. Rab3B effector proteins
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емость и бόльшая частота метастазирования в лимфа-
тические узлы [40].

Мы проанализировали данные об уровне экс-
прессии Rab3B в различных новообразованиях и све-
дения о выживаемости пациентов, взятые из баз 
данных TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov / ), Human 
protein atlas (https://www.proteinatlas.org / ), Cbiopor-
tal (http://www.cbioportal.org / ), и обнаружили, что 
общая 5-летняя выживаемость больных раком почки, 
печени и легкого значительно и достоверно снижает-
ся при повышении уровня экспрессии Rab3B (рис. 5 
и таблица). Эти данные позволяют говорить о воз-
можности использования Rab3B в качестве прогно-
стического маркера для ряда новообразований.

С учетом анализа молекулярных функций и нали-
чия значимых корреляций с клиническими параметра-
ми можно предположить, что Rab3B является значимым 
участником канцерогенеза, нарушение экспрессии 
которого может влиять на такие важные свойства, 
как метастазирование и дедифференцировка клеток. 
В различных типах опухолей его гиперэкспрессия 

коррелирует с неблагоприятным клиническим прогно-
зом. В то же время на сегодняшний день в литературе 
не опубликовано сведений о клинических или фунда-
ментальных исследованиях, рассматривающих Rab3B 
в качестве потенциальной терапевтической мишени.

Заключение
Значимость малых ГТФаз в регуляции активности 

внутриклеточных сигнальных каскадов при канцеро-
генезе огромна. Несмотря на это, на сегодняшний день 
изучению проопухолевой роли далеко не всех семейств 
ГТФаз уделяется должное и соразмерное внимание. 
Например, существует множество работ, которые рас-
сматривают Rab3B как стволовой фактор гепатоцитов, 
остеокластов и других типов клеток, однако изучению 
роли этого белка в канцерогенезе посвящено крайне 
мало исследований. Изучение функций Rab3B пред-
ставляется важным и в контексте его клинической 
значимости. Проведенный нами анализ данных базы 
TCGA показал, что пациенты с низкой экспрессией 
гена Rab3B демонстрируют лучшую общую 5-летнюю 

Числовые значения, представленные на графиках

Numeric values presented in graphs 

Параметр 
Parameter

Рак почки 
Renal cancer

Рак печени 
Liver cancer

Рак легкого 
Lung cancer

Уровень разделения, FPKM 
Fractionation level, FPKM

1,9 0,1 0,1

5-летняя выживаемость (низкая экспрессия), % 
5-year survival (low expression), %

66 41 36

5-летняя выживаемость (высокая экспрессия), % 
5-year survival (high expression), %

92 63 48

p 1,46е –2 1,20е –2 1,87е –3

Рис. 5. Анализ общей выживаемости пациентов в зависимости от уровня экспрессии Rab3B согласно открытым базам данных. Кривые выжива-
емости Каплана–Майера в зависимости от уровня экспрессии Rab3B для хромофобного рака почки (а), гепатоцеллюлярного рака печени (б), 
плоскоклеточного рака легкого (в)
Fig. 5. Overall survival analysis depending on Rab3B gene expression level per open databases. Kaplan–Meier survival curves depending in Rab3B gene expression 
level for chromophobe renal cell carcinoma (а), liver hepatocellular carcinoma (б), lung squamous cell carcinoma (в)
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выживаемость при раке почки, легкого и печени. Мож-
но ожидать, что расширение представлений о законо-
мерностях экспрессии и функциональной роли этого 
белка в различных типах злокачественных новообра-

зований позволят полнее оценить фундаментальную 
и клиническую значимость нарушения экспрессии 
Rab3B при злокачественной трансформации и прогрес-
сии опухолей.
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Роль интегринов αv в патогенезе плоскоклеточного рака 
полости рта

Г.М. Тугузбаева, В.Н. Павлов
ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Минздрава России;  

Россия, Республика Башкортостан, 450008 Уфа, ул. Ленина, 3

Контакты: Гульнара Маратовна Тугузбаева gulnaritta@gmail.com

Инициация злокачественного роста карцином связана со значительными нарушениями синтеза макромолекул, контролирующих 
процессы жизнедеятельности эпителиальных клеток. Известно, что семейство интегриновых рецепторов играет важную роль 
в обеспечении регенеративных и репаративных свойств эпителия. Помимо реализации физиологических функций некоторые типы 
интегринов обладают доказанным онкогенным потенциалом. В частности, результаты недавних исследований в области моле-
кулярной онкологии показывают значимость интегриновых рецепторов типа αv в патогенезе карцином, в том числе рака полости 
рта. В настоящем обзоре проанализированы механизмы участия интегринов αv в ключевых процессах злокачественного роста 
и метастазирования плоскоклеточного рака полости рта. Продемонстрирована перспективность использования интегринов αv 
в качестве прогностических молекулярных маркеров и мишеней для разработки новых методов диагностики и лечения злокаче-
ственных новообразований челюстно-лицевой области.

Ключевые слова: плоскоклеточный рак полости рта, интегрины αv, метастазирование, опухолевая инвазия, опухолевая миграция, 
аноикис
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The role of integrins αv in the pathogenesis of oral squamous cell carcinoma

G.M. Tuguzbaeva, V.N. Pavlov
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Введение
Злокачественная трансформация – комплексный 

процесс, обеспечивающий приобретение опухолевы-
ми клетками качественно новых характеристик, от-
личных от нормальных. Результатом подобных изме-
нений является прогрессирующий рост, инвазия 
новообразования и колонизация отдаленных органов 
с формированием вторичных опухолевых очагов [1]. 
На сегодняшний день известно, что метастазирование 
в регионарные лимфатические узлы при плоскокле-
точном раке полости рта напрямую влияет на выжи-
ваемость пациентов с данным диагнозом [2].

Нарастающая совокупность результатов клиниче-
ских и экспериментальных исследований указывает 
на ключевую роль интегринов, класса молекул клеточ-
ной адгезии, в реализации злокачественного потенциа-
ла опухолевых клеток. Интегриновые рецепторы явля-
ются гетеродимерами, состоящими из 2 субъединиц – α 
и β. Всего известно порядка 24 типов интегринов, каж-
дый из которых связывается с такими компонентами 
внеклеточного матрикса (ВКМ), как коллаген, фибро-
нектин, ламинин и т. д. [3]. Выполняя роль модуляторов 
внеклеточных и внутриклеточных импульсов, интегри-
ны воздействуют на комплексную систему молекулярных 



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
1

8

87ТОМ 5 / VOL. 5  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

сигнальных путей, контролирующих экспрессию раз-
личных онкогенов [4]. Таким образом, экспрессия ин-
тегринов обеспечивает реализацию пролиферативных, 
миграционных и инвазивных свойств раковых клеток, 
определяющих злокачественный потенциал опухоли.

Показано, что прогрессирование плоскоклеточ-
ного рака полости рта связано с изменениями экс-
прессии некоторых типов интегриновых рецепторов. 
В случае инвазивных и метастатических карцином 
слизистой оболочки полости рта наблюдается значи-
тельный рост уровня интегринов типов α2, α3, α5 и α6 
[5]. Повышенная экспрессия интегрина β1 выявлена 
в метастатических образцах по сравнению с немета-
статическими опухолями челюстно-лицевой области 
[6]. Аналогично стабильное увеличение экспрессии 
интегринов α2β1, α3β1 и α5β1 характерно для плоско-
клеточных карцином языка и нижней губы [7]. Не ме-
нее важное значение в развитии новообразований че-
люстно-лицевой области отведено интегринам αv. 
Продукция данных интегринов, ассоциированных 
с β-субъединицами, значительно возрастает при ин-
вазивном росте плоскоклеточного рака полости рта 
[8]. Подобная тенденция наблюдается и при раке пред-
стательной железы, для которого продемонстрирова-
на зависимость экспрессии интегрина αv от стадии 
заболевания [9]. Аналогично сверхэкспрессия интег-
ринового рецептора αv в тканях назофарингеальной 
карциномы коррелирует с прогрессией и метастази-
рованием опухоли в лимфатические узлы [10]. Спо-
собность меланомы, немелкоклеточного рака легкого 
и рака молочной железы метастазировать в головной 
мозг также зависит от уровня интегрина αv в опухоле-
вых клетках [11]. Таким образом, имеющиеся данные 
указывают на перспективность изучения роли интег-
ринового рецептора типа αv в прогрессии злокачест-
венных новообразований различного генеза, в том 
числе карциномы полости рта.

Цель обзора – анализ онкогенного потенциала 
интегринов αv по результатам исследований в области 
плоскоклеточного рака полости рта. Глубокое пони-
мание механизмов участия интегринов αv в опухолевой 
трансформации при раке полости рта позволит создать 
платформу для разработки новых методик диагности-
ки и лечения данной патологии.

экспрессия интегринов αv в нормальных 
кератиноцитах
Прежде чем приступить к оценке роли интегринов 

αv при злокачественной трансформации, остановимся 
на исследовании их функционального значения 
для обеспечения процессов жизнедеятельности эпи-
телиальных клеток слизистой оболочки полости рта.

Интегрин αv формирует гетеродимеры в комплек-
се с субъединицами β1, β3, β5, β6 и β8 (см. рисунок). 
Отличительной чертой группы интегриновых рецеп-
торов типа αv является способность распознавать и свя-
зываться со специфической последовательностью 

из Arg-Gly-Asp (RGD) в компонентах ВКМ [12]. В нор-
ме продукция интегрина αv (CD51) и его партнера β5 
ограничена преимущественно базальным слоем эпи-
телиоцитов и имеет тенденцию к снижению в поверх-
ностных слоях по мере того, как клетки проходят тер-
минальную дифференцировку. При этом установлено, 
что экспрессия субъединиц β3 (CD61) и β6 не типична 
для нормального эпителия слизистой оболочки поло-
сти рта [8].

Важно отметить, что характер экспрессии интег-
ринов меняется в ходе заживлении эпителиальных 
ран. Мобилизация репаративного потенциала эпи-
телия слизистой оболочки полости рта сопровожда-
ется усиленной клеточной миграцией и синтезом 
матриксных металлопротеиназ (MMP) типа 9. Имен-
но интегрину αv в комплексе с субъединицей β6 от-
водится ведущая роль в обеспечении указанных про-
цессов [13]. Показано, что во взрослом организме 
экспрессия эпителиально-специфичного интегрина 
αvβ6, как правило, отсутствует, в то время как акти-
вация данного рецептора наблюдается в ходе процес-
сов тканевого ремоделирования при заживлении ран 
и канцерогенезе [14]. В этом случае представляет 
интерес теория H. F. Dvorak, согласно которой «опу-
холи – это раны, которые не заживают» [15]. Данная 
концепция как нельзя лучше объясняет идентичный 
характер изменений экспрессии интегринов αvβ6 
в ходе

 
репарации эпителиального покрова и при раз-

витии рака полости рта. Однако в отличие от зажи-
вающих ран онкогенез связан с неконтролируемыми 
процессами клеточной пролиферации, инвазии 
и метастазирования.

Схематическое изображение механизмов участия интегринов αv в про-
цессах злокачественного роста и метастазирования плоскоклеточно-
го рака полости рта
Schematic representation of αv integrins’ involvement in the key processes  
of malignant growth and metastasis of oral squamous cell carcinoma
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Роль интегриновых рецепторов αv в онкогенезе 
плоскоклеточного рака полости рта
Тот факт, что под контролем интегринов αv нахо-

дится целый комплекс онкогенных сигнальных путей, 
говорит об их несомненной значимости для канцеро-
генеза, в том числе для развития плоскоклеточного 
рака челюстно-лицевой области. Результаты недавних 
исследований подтверждают необходимость интегри-
на αv для инициации неопластического процесса 
и инвазии плоскоклеточных карцином. При этом ав-
торами отмечено, что выключение нисходящих сиг-
нальных молекул FAK-p38-p90RSK интегринового 
каскада подавляет инвазивные свойства опухолевых 
клеток [16]. Весьма интересные данные получены в хо-
де экспериментов с трансгенными αv– / p53 –-мыша-
ми. Показано, что потеря интегрина αv в эпителиаль-
ных клетках, лишенных белка-онкосупрессора р53, 
способствует их злокачественной трансформации 
в плоскоклеточные карциномы. Однако сочетанное 
ингибирование p53 и интегрина αv в уже сформиро-
ванных плоскоклеточных карциномах, наоборот, зна-
чительно подавляет их злокачественный рост и бло-
кирует процессы ремоделирования компонентов 
опухолевого микроокружения. Данное явление носит 
обратимый характер и ведет к выраженному росту 
опухоли при реактивации интегрина αv [17]. По-ви-
димому, подобный феномен может быть результатом 
динамических изменений функциональной активно-
сти онкосупрессорного интегрина αvβ5 и онкогенно-
го αvβ6 [18, 19]. В связи с этим крайне важным явля-
ется глубинный анализ специфичной роли каждого 
из гетеродимеров αv группы интегриновых рецепторов 
в онкогенезе плоскоклеточного рака челюстно-лице-
вой области.

Гиперплазию и дисплазию относят к предраковым 
изменениям эпителия, которые, как правило, могут 
предшествовать развитию плоскоклеточной карцино-
мы [20]. Известно, что развитие неопластических про-
цессов в эпителии слизистой оболочки полости рта 
сопровождается стабильным увеличением экспрессии 
интегрина αvβ6 [21]. Подобная картина характерна 
также для лейкоплакии и плоского лишая ротовой по-
лости. Более того, установлено, что в подавляющем 
большинстве случаев именно αvβ6-положительные 
неопластические изменения эпителия прогрессируют 
в плоскоклеточный рак [22]. Таким образом, представ-
ленные данные наглядно демонстрируют прогности-
ческую значимость интегрина αvβ6 в качестве маркера 
злокачественной трансформации слизистой оболочки 
полости рта.

Функциональное значение интегринов αv в процессах 
злокачественного роста и метастазирования 
плоскоклеточного рака полости рта
Очевидно, что интегриновые рецепторы типа αv 

являются важными модуляторами прогрессии злока-
чественных новообразований различных локализаций, 

в том числе челюстно-лицевой области. Для более де-
тального понимания их роли в инвазивном росте и ме-
тастазировании плоскоклеточного рака полости рта 
необходимо тщательное изучение патогенетических 
эффектов, реализуемых интегринами αv.

Регуляция клеточной пролиферации αv интегринами
Показано, что рост плоскоклеточной карциномы 

полости рта в трехмерной модели с коллагеном может 
быть ингибирован с помощью блокирующего антите-
ла против интегрина αvβ6. Кроме того, авторами уста-
новлено, что сочетанное введение лабораторным жи-
вотным антитела против интегрина αvβ6

 
и суспензии 

раковых клеток значительно предотвращает онкогенез: 
спустя 10 дней после инъекций в группе, получающей 
антитела, только у 40 % мышей обнаружены сформи-
рованные опухоли [23]. Таким образом, результаты 
проведенных экспериментов дают основание полагать, 
что интегрин αvβ6 поддерживает злокачественный рост 
плоскоклеточной карциномы полости рта как in vitro, 
так и in vivo. По данным литературы, стимулирующий 
эффект интегринов αv

 
на пролиферацию клеток пло-

скоклеточного рака полости рта опосредован актива-
цией MEK / ERK-сигнального пути [24].

Механизмы участия интегринов αv в миграции 
и инвазии плоскоклеточного рака полости рта
Метастазирование карцином – целый комплекс 

патологических реакций, ключевыми из которых яв-
ляются опухолевая адгезия к компонентам ВКМ с по-
следующей миграцией и инвазией раковых клеток 
через стенку кровеносных и лимфатических сосудов 
(интравазация), их внутрисосудистая циркуляция 
и экстравазация. Успех каждого из этапов метастати-
ческого каскада во многом определяется активностью 
семейства интегриновых рецепторов [25]. Ряд иссле-
дований in vitro подтверждает зависимость адгезивных 
свойств плоскоклеточного рака полости к фибронек-
тину от интегринов α5β1, αvβ1 и αvβ6 [23, 26]. Дока-
зано, что опосредованная интегринами адгезия опу-
холевых клеток к фибронектину имеет важное 
функциональное значение для запуска эпителиально-
мезенхимального перехода, ассоциированного с опу-
холевой прогрессией [27].

Миграционные и инвазивные свойства клеток ра-
ка полости рта также находятся под контролем интег-
риновых рецепторов αv. Так, сверхэкспрессия αvβ6 
в клетках плоскоклеточной карциномы полости рта 
значительно усиливает их подвижность [28]. Особый 
интерес представляют недавние свидетельства зави-
симости коллективной миграции клеток плоскокле-
точного рака челюстно-лицевой области от активности 
интегринов. В ходе экспериментального моделирова-
ния ВКМ показано ингибирующее влияние антагони-
ста интегринового рецептора αv на скорость и направ-
ленность миграции опухолевых клеток линии CAL33. 
Аналогичный эффект также отмечен и при блокиро-
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вании интегрина αvβ6, в то время как использование 
антитела против интегрина αvβ5 не влияет на механи-
ку миграции опухолевых клеток [29]. Приведенные 
результаты дают основание полагать, что среди интег-
ринов αv именно αvβ6 отводится одна из главных ролей 
в регуляции миграционных свойств клеток плоскокле-
точного рака полости рта.

Важный механизм, лежащий в основе проинвазив-
ной функции интегрина αvβ6, связан с активацией 
малой ГТФазы Rac1 в клетках плоскоклеточного рака 
полости рта. По данным M. L. Nystrom и соавт., ука-
занное увеличение активности Rac1-сигнального пути 
опосредовано через гиперпродукцию циклооксигена-
зы 2 (COX-2) [21]. Участие интегрина αvβ6 в инвазии 
раковых клеток также предполагает воздействие дан-
ного рецептора на продукцию матриксных металло-
протеиназ, осуществляющих деградацию компонентов 
ВКМ. В исследовании G. J. Thomas и соавт. раскрыва-
ется MMP-9-опосредованный механизм стимуляции 
инвазии клеток плоскоклеточного рака полости рта 
интегрином αvβ6. Обнаруженная колокализация MMP-9 
и αvβ6 на концах филоподий опухолевых клеток также 
говорит в пользу взаимодействия указанных белков 
[30]. При экспериментальном моделировании сверх-
экспрессии β6-субъединицы интегрина в клетках кар-
циномы полости рта показано значительное увеличе-
ние уровня секретируемых MMP-3 [31].

Клиническим подтверждением ассоциации интег-
рина αvβ6 и MMP-3 со злокачественным течением 
новообразований полости рта является работа H. H. Li 
и соавт., в которой продемонстрирована прогностиче-
ская ценность обоих белков в оценке клинического 
статуса пациентов с данной патологией и вовлеченно-
сти лимфатических узлов в опухолевый процесс. Ав-
торами также обнаружено наличие сочетанной экс-
прессии интегрина αvβ6 и MMP-3 на периферии 
инвазивных опухолевых островков. Более того, уста-
новленная корреляция экспрессии MMP-3, αvβ6 с вы-
раженностью коллагеновых волокон в строме дает 
основание рассматривать указанные компоненты 
в комплексном обеспечении метастазирования пло-
скоклеточного рака полости рта [32].

Неожиданные данные об ингибирующем влиянии 
интегрина αvβ6 на синтез MMP-13 приводят M. Yli-
palosaari и соавт. Результаты изучения взаимной экс-
прессии αvβ6 и MMP-13 in vitro, на органотипических 
моделях, in vivo и на клинических образцах плоскокле-
точного рака полости рта доказательно демонстрируют 
обратную зависимость между уровнями данных белков 
в исследуемых образцах. Тем не менее в дальнейшем 
авторами показано, что наличие в опухолевых клетках 
высокого уровня экспрессии αvβ6 при сниженной ак-
тивности MMP-13 не влияет на эффективность рас-
щепления коллагена I и последующей инвазии [33]. 
Подобный феномен служит указанием на то, что не все 
изменения функциональной активности матриксных 
металлопротеиназ, контролируемые интегриновым 

рецептором αvβ6, одинаково значимы в патогенезе 
плоскоклеточного рака полости рта.

Роль интегринов αv в обеспечении устойчивости 
опухолевых клеток к аноикису
Немаловажной особенностью процессов метаста-

зирования является способность опухолевых клеток 
к выживанию в условиях циркуляции по кровеносному 
и лимфатическому руслам [34]. В отличие от нормаль-
ных эпителиоцитов раковая клетка при откреплении 
от базальной мембраны не обречена на гибель благода-
ря приобретенной резистентности к апоптозу [35]. В ра-
боте Y. Zhang и соавт. продемонстрировано, что инги-
бирование интегрина αv в клетках плоскоклеточного 
рака полости рта значительно снижает резистентность 
к аноикису, т. е. апоптозу, вызванному потерей связи 
с субстратом. Медиатором данного эффекта выступает 
транскрипционный фактор p53 [36].

В продолжение изучения молекулярных механизмов 
αv-опосредованной устойчивости к аноикису учеными 
обнаружено, что активация FAK / ERK-сигнального пу-
ти непосредственно защищает опухолевые клетки от ги-
бели [37]. Интересно, что одновременные процессы 
ингибирования интегрина αvβ5 и активации αvβ6 в пло-
скоклеточной карциноме наделяют раковые клетки 
резистентностью к аноикису [38]. Тенденция снижения 
уровня αvβ5 и, наоборот, увеличения экспрессии интег-
рина αvβ6 по мере прогрессирования опухолевого про-
цесса описывается в ряде исследований [8, 18]. Таким 
образом, приведенные результаты свидетельствуют 
о значимой роли интегринов αv в злокачественной 
трансформации плоскоклеточного рака полости рта.

Механизмы резистентности плоскоклеточного рака 
полости рта к противоопухолевой терапии, связанные 
с αv интегрином
Считается, что устойчивость раковых клеток 

к апоптозу – определяющий фактор развития рези-
стентности к противоопухолевой терапии. Свиде-
тельства участия интегринов в индукции пролифе-
ративных сигналов и обеспечении устойчивости 
к апоптозу указывают на способность данных рецеп-
торов модулировать восприимчивость опухоли к хи-
мио- и радиотерапии [39]. Действительно, различные 
экспериментальные данные подтверждают интегри-
нобусловленную резистентность плоскоклеточного 
рака челюстно-лицевой области. Одним из важных 
механизмов развития устойчивости к 5-фторураци-
лу является взаимодействие между остеопонтином, 
гликопротеином ВКМ и интегрином αvβ3 на поверх-
ности опухолевых клеток карциномы полости рта. 
Показано, что использование антитела против αvβ3 
почти полностью подавляет резистентность клеток 
к 5-фторурацилу. Авторы полагают, что фармаколо-
гическое блокирование связи интегрина αvβ3 с остео-
понтином в сочетании с химиотерапией 5-фторура-
цилом позволит добиться значительно лучших 
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результатов в лечении плоскоклеточного рака че-
люстно-лицевой области [40].

В работе N. Stojanović и соавт. также приводятся 
аргументы в пользу значимости интегринового рецеп-
тора αvβ3 для лекарственной устойчивости к циспла-
тину, митомицину С, доксорубицину и 5-фторурацилу 
[41]. В условиях 3D-культивирования плоскоклеточ-
ного рака челюстно-лицевой области установлено, 
что блокирование FAK и нисходящих сигнальных мо-
лекул значительно повышает восприимчивость опу-
холи к терапии [42]. Однако в опубликованном иссле-
довании H. A. Sansing и соавт. продемонстрировано 
усиление резистентности клеток плоскоклеточного 
рака языка к цисплатину при ингибировании интег-
ринсвязанных белков талина и p130Cas. Авторы свя-
зывают подобный эффект устойчивости к апоптозу 
с возможной аберрантной активацией сигнальных 
путей от фокальных адгезионных контактов, регули-
рующих пролиферативные процессы в опухолевых 
клетках [43].

Несмотря на некоторую неоднозначность имею-
щихся данных, большинство исследователей сходятся 
во мнении, что интегрины можно рассматривать в ка-
честве мишеней для сенсибилизации опухолевых кле-
ток к химиотерапевтическим средствам и преодоления 
лекарственной устойчивости [44].

Использование интегринов αv в диагностических 
и терапевтических целях при плоскоклеточном раке 
полости рта
На сегодняшний день применение интегринов αv 

для диагностики и лечения новообразований различ-
ного генеза является экспериментально-обоснованной 
стратегией в молекулярной онкологии [45]. Действи-
тельно, результаты доклинических исследований с ис-
пользованием антагонистов αv-интегриновых рецеп-
торов при раке молочной железы, предстательной 
железы и мочевого пузыря говорят о перспективности 
развития данного направления [46–48]. Продемон-
стрирована возможность оптической визуализации 
новообразований полости рта с использованием спо-
соба, основанного на EPR-эффекте (enhanced perme-
ability and retention) удерживания препаратов, таргет-
ных к интегринам αvβ3, в очаге малигнизации за счет 
увеличения проницаемости сосудов опухолевой ткани 
[49]. В пользу описанной технологии также говорят 
результаты исследования по молекулярной детекции 
краев опухолей челюстно-лицевой области и их отда-
ленных метастазов с помощью методики, ориентиро-
ванной на избирательное связывание визуализирую-
щего агента 
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In-MSAP-RGD с интегринами αvβ3 [50]. 

Также показана возможность оптической визуализации 
плоскоклеточной карциномы челюстно-лицевой об-
ласти с применением αvβ3-специфичного конъюгата 
QD800-RGD на основе аргинин-глицин-аспарагино-
вой кислоты и квантовых точек с пиком флуоресцен-
ции при 800 нм (QD800) [51].

Несмотря на значительные достижения в области 
молекулярной терапии новообразований челюстно-
лицевой области, данных литературы по использова-
нию потенциала интегриновых рецепторов αv для тар-
гетного воздействия на плоскоклеточный рак полости 
рта недостаточно. Известен способ ингибирования 
роста и инвазии плоскоклеточной карциномы языка 
за счет подавления экспрессии αvβ6, MMP-2 и MMP-9 
при воздействии гликозида скутелларина, обладающе-
го доказанными противоопухолевым и антиоксидант-
ным эффектами [52]. Кроме того, перспективным 
направлением в молекулярной онкологии представ-
ляется разработка пептидов, содержащих в своем со-
ставе RGD-последовательность и способных избира-
тельно блокировать интегрины αv [53]. Согласно 
данным экспериментальных исследований, RGD-
содержащие пептиды обладают сродством к интегри-
нам αvβ6 плоскоклеточного рака области головы и шеи 
[54]. В связи с этим большой интерес представляет 
работа J. R. Hsiao и соавт., в которой наглядно демон-
стрируется высокая селективность циклического пеп-
тида 29 (CRGDLASLC) к интегринам αvβ6 как в пер-
вичной опухоли, так и в метастатических очагах 
плоскоклеточной карциномы языка. Кроме того, по-
казана способность пептида 29 ингибировать проли-
ферацию клеток линии HSC-3 в 3D-культурах [55]. 
Таким образом, приведенные данные свидетельствуют 
о большом диагностическом и терапевтическом по-
тенциале интегринов αv в молекулярной онкологии 
челюстно-лицевой области.

Заключение
Модернизация методов диагностики и лечения 

плоскоклеточного рака полости рта невозможна 
без глубокого понимания молекулярных механизмов 
онкогенеза, специфичных для данного типа опухоли. 
Проведенный анализ результатов многочисленных 
исследований демонстрирует значимую роль интегри-
нов αv в регуляции патогенетических звеньев, лежащих 
в основе прогрессирования плоскоклеточного рака 
полости рта. На сегодняшний день молекулярно-био-
логические исследования выходят на качественно 
новый уровень. Значительное внимание уделяется 
изучению эпигенетических механизмов контроля опу-
холевой прогрессии, в том числе регуляции экспрессии 
интегринов αv различными микроРНК [56–58]. Резуль-
татом совместной работы врачей-исследователей и он-
кологов является грамотное внедрение достижений 
фундаментальной медицины в клиническую практику. 
Так, усовершенствование диагностики опухолей че-
люстно-лицевой области путем использования кон-
трастных агентов, специфично связывающихся с ин-
тегринами αvβ3, позволяет достичь высокоточной 
визуализации новообразований [59]. Кроме того, на-
учным сообществом обсуждаются меры по оптимиза-
ции прогнозирования течения онкологических забо-
леваний и тактики ведения пациентов в зависимости 
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от уровня экспрессии определенных биомаркеров, 
в том числе интегринов αv.

Дальнейшие экспериментальные и клиниче-
ские исследования позволят расширить понима-

ние роли интегрина αv в патогенезе плоскокле-
точного рака полости рта и обеспечат 
формирование крепкой базы для развития транс-
ляционной медицины.
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Wnt-сигнальный каскад в патогенезе мультиформной 
глиобластомы

Ю.Д. Василец, Н.Е. Арноцкая, И.А. Кудрявцев, В.Е. Шевченко
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  

Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24;

Контакты: Валерий Евгеньевич Шевченко vshev2015@yandex.ru

Wnt-сигнальный путь связан с регуляцией различных биологических процессов, таких как эмбриональное развитие, пролиферация, 
дифференцировка и миграция стволовых клеток. Аберрантная активация Wnt-каскада в опухолевых стволовых клетках вовле-
чена в онкогенез различных онкологических заболеваний, в том числе мультиформной глиобластомы. Wnt-сигнальный каскад спо-
собствует приобретению и поддержанию клетками мультиформной глиобластомы свойств опухолевых стволовых клеток их спо-
собности к инвазии, метастазированию, резистентности к терапии и устойчивости к иммунному ответу. Следовательно, 
фармакологическая модуляция Wnt-сигналинга может представлять особый интерес при лечении мультиформной глиобластомы, 
для которой текущая стандартная терапия оказывается неэффективной.
В данном обзоре рассмотрена роль Wnt-сигнального каскада в опухолевых стволовых клетках и включение его в глиомагенез.

Ключевые слова: Wnt-сигнальный путь, опухолевые стволовые клетки, мультиформная глиобластома, β-катенин

Для цитирования: Василец Ю.Д., Арноцкая Н.Е., Кудрявцев И.А., Шевченко В.Е. Wnt-сигнальный каскад в патогенезе мульти-
формной глиобластомы. Успехи молекулярной онкологии 2018;5(4):94–103.
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Wnt-signaling pathway in pathogenesis of glioblastoma multiforme

Yu.D. Vasilets, N.E. Arnotskaya, I.A. Kudryavtsev, V.E. Shevchenko

Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

The Wnt-signaling pathway regulates various biological processes, such as embryonic development, self-renewal, proliferation, differentia-
tion and migration of stem cells. The Wnt-signaling is involved in tumor progression by aberrant activation in stem-like cells, called cancer 
stem cells, in different kinds of tumor, including multiform glioblastoma. The Wnt-signaling promotes stemness, invasion, metastasis, thera-
peutic and immune resistance of cancer stem cells in multiform glioblastoma. To summarize, targeting the Wnt-signaling pathway as an on-
cogenic driver is the future hope for effective therapy of glioblastoma for which current standard therapy is not effective. 
In this review, we focused on functions of the Wnt-signaling in cancer stem cells and involvement of the Wnt-signaling pathway in glioma-
genesis.

Key words: Wnt-signaling, cancer stem cells, multiform glioblastoma, β-catenin 

For citation: Vasilets Yu.D., Arnotskaya N.E., Kudryavtsev I.A., Shevchenko V.E. Wnt signaling pathway in pathogenesis of glioblastoma 
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Введение
В настоящее время в связи с прогрессом в области 

молекулярной медицины большое внимание отводит-
ся изучению сигнальных путей и молекулярных меха-
низмов, контролирующих развитие организма. Пони-
мание данных процессов позволит разработать новые 
эффективные методы терапии различных патологий, 
включая онкологические заболевания, в том числе 
мультиформную глиобластому (МГБ).

МГБ представляет собой первичную злокачест-
венную опухоль мозга с крайне неблагоприятным 
прогнозом – средняя выживаемость больных состав-
ляет не более 2 лет [1]. В настоящее время не суще-

ствует эффективных стратегий терапии МГБ. Теку-
щее лечение обычно состоит из хирургической 
резекции с последующей лучевой терапией, а также 
с сопутствующей химиотерапией [2]. Несмотря 
на активную борьбу с опухолью, возникают рециди-
вы, которые приводят к неблагоприятному исходу 
для больного. Считается, что это связано с неэффек-
тивным действием терапии на стволовые клетки 
глиобластомы (СКГ) – небольшую популяцию вы-
сокозлокачественных, мультипотентных клеток 
в опухоли, которые могут вызывать рецидив МГБ, 
образуя более агрессивный фенотип раковых клеток 
[3]. По крайней мере частично это вызывается абер-



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

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
4

, 
2

0
1

8

95ТОМ 5 / VOL. 5  ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

рантной активацией ряда сигнальных путей, включая 
Wnt-каскад [4].

Wnt-cигнальный каскад является одним из наибо-
лее изученных. Он связан с различными биологически-
ми процессами, такими как эмбриональное развитие, 
самообновление, пролиферация и дифференцировка 
стволовых клеток (СК) тканей взрослого организма [5]. 
Ген WNT впервые был обнаружен в 1982 г. при изучении 
рака молочной железы у мышей [6]. Показано, что Wnt-
сигнальный путь вовлечен в развитие различных онко-
логических заболеваний, в том числе в патогенез глио-
бластомы [4]. На эту тему недавно опубликован обзор 
M. Tompa и соавт. [7]. Новые стратегии в лечении МГБ 
фокусируются на избирательном терапевтическом 
действии на популяцию СКГ путем ингибирования 
этого сигнального пути [8]. Получены доказательства 
того, что Wnt-сигналинг действует как мощный онко-
генный драйвер при МГБ, а последние разработки эф-
фективных высокоспецифических ингибиторов Wnt-
каскада повысили надежду на их клиническое 
применение в качестве терапевтической стратегии 
в будущем.

Wnt-сигнальный путь
Wnt-сигнальный путь играет важную роль в био-

логии СК, поддерживая их стволовость и способность 
к самообновлению [9], а также участвует в канцероге-
незе [10]. Для более полного понимания эффектов, 
вызываемых Wnt-каскадом, следует разобраться в ме-
ханизме функционирования данного сигналинга.

Выделяют канонический Wnt / β-катенин-сиг-
нальный путь и неканонические сигнальные пути 
Wnt / Ca2+ и Wnt / PCP (планарная клеточная поляр-
ность). Оба вида Wnt-сигналинга высококонсерватив-
ны и необходимы на ранних стадиях эмбрионального 
развития, формирования оси тела, определения судь-
бы клеток, их миграции и пролиферативного потен-
циала [11, 12]. Следовательно, Wnt-сигнальные каска-
ды играют важную роль во многих основных 
биологических процессах, а также участвуют в патоге-
незе нейродегенеративных заболеваний и рака [13]. 
Ниже мы кратко опишем 2 сигнальных пути Wnt, 
в то время как для получения дополнительной инфор-
мации об этом разделе рекомендуем читателям обра-
титься к более полному обзору [14].

Активация сигнального пути во всех случаях про-
исходит после связывания гликопротеинов WNT 
с трансмембранными рецепторами семейства Фрайз-
лед (Frizzled, FZD). Идентифицированы по крайней 
мере 19 Wnt-лигандов с более чем 15 рецепторами и ко-
рецепторами, которые можно разделить на 7 белковых 
семейств [15]. Белки WNT секретируются клетками 
во внеклеточное пространство, где они могут служить 
лигандами для рецепторов, находящихся на клеточ-
ной поверхности. WNT-молекулы – богатые цисте-
ином секретируемые гликопротеины, содержащие 
от 350 до 400 аминокислотных остатков [16]. 

N-терминальный домен состоит из группы a-спиралей, 
С-концевой домен характеризуется двумя β-листами, 
соединенными дисульфидными мостиками [9, 15]. 
Для секреции белки WNT должны модифицироваться 
липидом и добавлением пальмитата к цистеиновым 
и сериновым остаткам в эндоплазматическом ретику-
луме. Последняя реакция осуществляется белком пор-
купин, он также способствует внеклеточной секреции 
WNT-лигандов [17].

Ключевыми участниками канонического Wnt / β- 
катенин-каскада являются протоонкопротеин β-кате- 
нин [18], липопротеиды низкой плотности 5 и 6 
(LRP5 / 6), белок Dishevelled сегментарной полярности 
(DVL) и цитоплазматический «поддерживающий» бе-
лок AXIN [19, 20].

В случае, когда Wnt-сигнальный путь не активи-
рован (WNT-лиганды не связываются со своими ре-
цепторами), β-катенин подвергается фосфорилирова-
нию на N-конце [21] по серинам 33, 37, треонину 41 
и серину 45 деградирующим комплексом, который 
вызывает его протеасомную деградацию [22] (рис. 1а).

Деградирующий комплекс включает белок опухо-
левой супрессии APC (adenomatous polyposis coli) 
и AXIN, а также серин / треониновые киназы СК1α 
(казеинкиназа 1α) и GSK3β (киназа гликогенсинта-
зы 3β). Связанный с APC и AXIN β-катенин фосфори-
лируется GSK3β и CK1α, а затем убиквитинируется 
E3-лигазой β-TRCP (β-трансдуцин повторсодержащий 
белок). Убиквитинпептиды являются маркерными для 
протеасом, поэтому убиквитинированный β-катенин 
подвергается протеасомной деградации [19]. β-катенин 
«представляется» протеасоме посредством ее взаи-
модействия с F-box-содержащим белком E3-лигазы. 
F-box-содержащий белок является адаптерным белком, 
образующим комплекс Skp1 / cullin / F-box (SCF) 
для убиквитинирования [23].

При низком уровне содержания β-катенина в ци-
тозоле и ядре клетки транскрипционный фактор 
TCF / LEF (Т-клеточный фактор / лимфоидный усили-
вающий фактор) выступает в роли репрессора транс-
крипции, взаимодействуя с корепрессорами – белка-
ми семейства Groucho и белком CtBP (С-концевой 
связывающий белок). Белки Groucho способствуют 
конденсации хроматина путем рекрутирования гистон-
деацетилаз, в результате чего ингибируется процесс 
транскрипции [24].

При секреции белков WNT и их связывании 
с FZD-рецепторами происходит разрушение дегради-
рующего комплекса, вследствие чего β-катенин 
не подвергается убиквитин-протеасомной деградации 
и накапливается в цитозоле (рис. 1б). Вначале белок 
WNT связывается на богатых цистеином доменах FZD-
рецептора и на N-концевом домене корецептора 
LRP5 / 6 [25], активность которого сдерживается белком 
Dickkopf (DKK). Далее корецептор и цитозольный 
белок Dishevelled (DVL) фосфорилируются посредст-
вом заякоренной в мембране CK1γ и GSK3β. Фосфо-
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рилированный DVL связывается с рецептором FZD 
через гетеротримерный G-белок, а белок AXIN – с С-
концевым доменом фосфорилированного корецепто-
ра LRP. Комплекс FZD–DVL выступает в качестве 
сигнального медиатора, участвующего в рекрутирова-
нии AXIN и связывании его с DVL, и инактивирует 
GSK3β, вследствие чего мультипротеиновый дегради-
рующий комплекс дестабилизируется, активное фос-
форилирование β-катенина прекращается [26].

Инактивация деградирующего комплекса приводит 
к накоплению β-катенина в цитоплазме, в результате 
чего стабилизированный β-катенин транслоцируется 
в ядро. Отмечают, что перемещению β-катенина в ядро 
способствуют BCL9–2 (B-клеточная лимфома / лим-
фома 9) и FoxM1 (Forkhead box-белок M1) [27].

В ядре β-катенин образует комплекс с транскрип-
ционными факторами TCF / LEF и совместно с коакти-
ваторами транскрипции, в частности с CBP / p300 
(CREB-связывающий белок), вызывает транскрипцию 

зависимых генов, важнейшими из которых являются 
фактор транскрипции c-Myc, активатор клеточного 
цикла CCND1 (кодирует циклин D1), которые регули-
руют клеточную пролиферацию и дифференцировку 
[28]. Комплекс также увеличивает уровень матриксных 
металлопротеиназ (MMP), ключевых молекул, участ-
вующих в деградации матрикса и инвазии раковых 
клеток [29–31]. Наиболее охарактеризованными ли-
гандами для канонического пути являются WNT1, 
WNT3A и WNT7a, а типичными рецепторами – FZD1, 
FZD4 и FZD9 [7].

Wnt / Ca2+-сигнальный путь активируется при свя-
зывании белка WNT с рецепторами FZD, ROR1 / 2 
(трансмембранными рецепторными протеинтирозин-
киназами 1 / 2), RYK (рецептор-подобной тирозиновой 
киназой) и др., что способствует рекрутированию бел-
ка DVL в комплексе с G-белком. Активация каскада 
приводит к активации G-белком фосфолипазы С 
(PLC), которая катализирует гидролиз фосфотидил-

LRP5/6 LRP5/6
WNT FZD

CK1γ
DVL

GSK3β

APC CK1α

FoxM1

CCND1; MMP7
CMyc; OCT4
SOX2 и др.

CBP

AXIN
P
P

P

FZD

DVL

APC
AXIN P   P   P   P

GSK3β CK1α

Ub βTRCP
SCF

Groucho
CtBP

TCF/LEF TCF/LEF

ДНК

βкатенин/β-catenin

βкатенин/β-catenin

βкатенин/β-catenin

βкатенин/β-catenin
Протеасома/

Proteasome

а б

Рис. 1. Wnt / β-катенин-сигнальный путь: а – в неактивном состоянии; б – в активном состоянии. LRP5 / 6-липопротеиды низкой плотности 
5 / 6; FZD – рецептор семейства Frizzled; DVL – белок Dishevelled; WNT – гликопротеин WNT; CK1γ – казеинкиназа 1γ; GSK3β – киназа глико-
генсинтазы 3β; CK1α – казеинкиназа 1α; APC – adenomatous polyposis coli; AXIN – протеиновая фосфатаза AXIN; P – фосфатная группа; Ub – 
убиквитинпептиды; β-TRCP – β-трансдуцин повторсодержащий белок; SCF – комплекс, состоящий из субъединиц Skp1, cullin и F-box; CtBP – 
С-концевой связывающий белок; Groucho – транскрипционный корепрессор; TCF / LEF – транскрипционный фактор Т-клеточный 
фактор / лимфоидный усиливающий фактор; FoxM1 – Forkhead box-белок M1; CBP – транскрипционный коактиватор CREB-связывающий белок; 
CCND1 – циклин D1; MMP7 – матриксная металлопротеиназа 7; C-Myc – транскрипционный фактор c-Myc; OCT4 – октамерсвязывающий 
транскрипционный фактор 4; SOX2 – транскрипционный фактор SRY (область определения пола Y) box 2
Fig. 1. Wnt / β-catenin signaling pathway: а – inactive state; б – active state. LRP5 / 6 – low density lipoproteins 5 / 6; FZD – Frizzled family receptor; DVL –
Dishevelled protein; WNT – WNT glycoprotein; CK1γ – casein kinase 1γ; GSK3β – glycosynthase kinase 3β; CK1α – casein kinase 1α; APC – adenomatous 
polyposis coli; AXIN – AXIN protein phosphatase; P – phosphate group; Ub – ubiquitin peptides; β-TRCP – β-transducin repeat-containing protein; SCF – 
Skp1, cullin and F-box subunits containing complex; CtBP – С-terminal-binding protein; Groucho – transcription corepressor; TCF / LEF – transcription 
factor T-cell factor / lymphoid enhancer factor; FoxM1 – Forkhead box protein M1; CBP – transcription coactivator CREB-binding protein; CCND1 – cyclin 
D1; MMP7 – matrix metalloprotease 7; C-Myc – c-Myc transcription factor; OCT4 – octamer-binding transcription factor 4; SOX2 – SRY (sex-determining 
region of Y-chromosome) box 2 transcription factor
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инозитол-4,5-бисфосфата (PIP2) до инозитол-
1,4,5-трисфосфата (IP3) и диацилглицерола (DAG) 
(рис. 2а). Образовавшийся гидрофильный IP3 диффун-
дирует в цитозоль, связывается со специфическими 
центрами Ca2+-канала и, таким образом, индуцирует 
поступление ионов Ca2+ из эндоплазматического ре-
тикулума в цитозоль. DAG остается в мембране и уча-
ствует в активации фермента протеинкиназы С (PKC). 
Внутриклеточное выделение Ca2+ активирует также 
Ca2+ / кальмодулинзависимую киназу II (CaMKII) [32]. 
Обе киназы CaMKII и PKC активируют регуляторные 
белки NF-κB и CREB (цАМФ-связывающий белок), 
которые являются факторами ядерной транскрипции. 
Повышенный уровень Ca2+ может стимулировать ак-
тивацию кальцинейрина (Ca2+-зависимая серин / тре-
ониновая фосфатаза), что приводит к накоплению 
ядерного фактора, ассоциированного с T-клетками 
(NFAT), который, в свою очередь, усиливает адгезию 
клеток и миграцию. Увеличение выделения кальция 
из эндоплазматического ретикулума индуцирует не-
моподобную киназу (NLK), которая ингибирует ком-
плекс транскрипции β-катенин / TCF [33].

Путь Wnt / Ca2+ опосредует цитоскелетные пере-
группировки, клеточную пролиферацию, клеточную 

подвижность и эпителиально-мезенхимальный пере-
ход (ЭМП) при развитии и прогрессировании рака 
[34].

Сигнальный путь Wnt / PCP активируется при свя-
зывании гликопротеинов WNT (особенно WNT7a 
и WNT11) с рецепторами FZD, ROR1 / 2 или PTK7 
(протеинтирозиновой киназой 7), что индуцирует ре-
крутирование белка DVL и DVL-ассоциированного 
активатора морфогенеза 1 (Daam1). Этот комплекс 
инициирует каскад, который активируют Rac и Rho 
ГТФазы и c-Jun N-концевую киназу (JNK) (рис. 2б). 
Daam1 активирует малый G-белок Rho через фактор 
обмена гуанинов. Rho активирует Rho-ассоциирован-
ную киназу (ROCK), которая является одним из ос-
новных регуляторов цитоскелета. Wnt / ROCK-путь 
стимулирует миграцию клеток с помощью образования 
волокон актина и созревания фокальной адгезии [35].

DVL также образует комплекс с Rac1 напрямую, 
без участия Daam1. Rac1 затем активирует JNK, кото-
рая влияет на широкий спектр клеточных процессов, 
включая перегруппировку цитоскелета, полярность 
клеток и клеточную миграцию. Аберрантная активация 
Wnt / JNK-каскада может инициировать и стимулиро-
вать развитие злокачественных фенотипов посредством 

LRP5/6 LRP5/6
WNT WNTFZD

PIP2

PLC
IP3

Gбелок/G protein

FZD

DVL

DAG

PKC

CAMKI
ЭПР

Ca2+

Кальцинейрин/Calcineurin

DVL
Daam1

Rac

JNK

Rho

ROCK

Цитоскелетные перегруппировки, полярность клеток, 
миграция / Cytoskeletal rearrangements, cell polarity, migration

Цитоскелетные перегруппировки / Cytoskeletal 
rearrangements

Рис. 2. Неканонические Wnt-сигнальные пути: а – Wnt / Ca2+-сигнальный путь; б – Wnt / PCP-сигнальный путь. LRP5 / 6 – липопротеиды низкой 
плотности 5 / 6; FZD – рецептор семейства Frizzled; WNT – гликопротеин WNT; DVL – белок Dishevelled; PLC – фосфолипаза С; PIP2 – фос-
фотидилинозитол-4,5-бисфосфат; IP3 – инозитол-1,4,5-трисфосфат; DAG – диацилглицерол; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; Ca2+ – 
ионы кальция; PKC – протеинкиназа С; CAMKII – Ca2+ / кальмодулинзависимая киназа II; Daam1 – DVL-ассоциированный активатор морфоге-
неза 1; Rho и Rac – ГТФазы; ROCK – Rho-ассоциированная киназа; JNK – c-Jun N-концевая киназа
Fig. 2. Non-canonical Wnt signaling pathways: а – Wnt / Ca2+ signaling pathway; б – Wnt / PCP signaling pathway. LRP5 / 6 – low density lipoproteins 5 / 6; 
FZD – Frizzled family receptor; WNT – WNT glycoprotein; DVL – Dishevelled protein; PLC – phospholipase С; PIP2 – phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; 
IP3 – inositol-1,4,5-trisphosphate; DAG – diacylglycerol; EPR – endoplasmic reticulum; Ca2+ – calcium ions; PKC – protein kinase С; CAMKII – 
Ca2+ / calmodulin-dependent kinase II; Daam1 – DVL-associated activator of morphogenesis 1; Rho and Rac – GTPases; ROCK – Rho-associated kinase; 
JNK – c-Jun N-terminal kinase
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воздействия на пролиферацию, выживание, поляр-
ность, инвазию и метастазирование клеток [34].

Несмотря на многочисленные факты, свидетель-
ствующие о важной роли Wnt-каскада в развитии ор-
ганизма, однозначного мнения о его значении в био-
логии опухолевых клеток в настоящее время 
не существует. Возможно, это вызвано сложностью 
самого каскада (разнообразием лигандов, рецепторов, 
сигнальных медиаторов и транскрипционных факто-
ров, участвующих в сигналинге), а также взаимодей-
ствием с различными сигнальными путями внутри 
клетки.

Wnt-сигнальный путь в опухолевых стволовых клетках
Wnt-каскад участвует в поддержании стволовости 

как нормальных СК, так и опухолевых СК (ОСК). Так, 
ген, кодирующий β-катенин (CTNNB1), экспрессиру-
ется на одном уровне как в СКГ, так и в нейральных 
СК (НСК). Оба типа клеток продуцировали типичные 
маркеры СК. Однако исследователи обнаружили раз-
личия: экспрессия рецепторов FZD7 и FZD3 была 
значительно увеличена в СКГ по сравнению с НСК, 
экспрессия гликопротеина WNT5b была ниже, а экс-
прессия WNT7a выше в СКГ [21].

Аберрантная активация Wnt / β-катенин-каскада 
играет важную роль в развитии многих видов злокаче-
ственных неоплазий. Часто такая активация связана 
с мутацией каких-либо участников сигнального пути, 
например мутация генов APC и CDH1, кодирующего 
Е-кадгерин, в случае рака толстой кишки и медулло-
бластомы, соответственно [36, 37], мутация гена 
CTNNB1 в экзоне 3, который кодирует сайт фосфори-
лирования для GSK3β, при гепатоцеллюлярной кар-
циноме [38]. Мутации в гене, кодирующем транскрип-
ционный коактиватор CBP, идентифицированы 
и при В-клеточной лимфоме [39].

В других опухолях, например МГБ, к аберрантной 
активации Wnt / β-катенин-сигнального пути в СКГ 
приводят, как правило, не геномные мутации, а эпи-
генетические изменения [40]. Например, ген EVI, от-
ветственный за секрецию морфогенов WNT, сверхэкс-
прессируется в МГБ [41], а многие ингибиторы 
Wnt-каскада часто подвергаются сайленсингу (напри-
мер, WIF1) [42].

Помимо прямой или косвенной роли Wnt-сигналь-
ного пути в развитии опухоли с каноническим каска-
дом Wnt связывают резистентность опухолевых клеток, 
в том числе ОСК, к терапии. Так, сигнальный путь 
Wnt / β-катенин в СКГ индуцирует экспрессию MGMT 
(O6-алкилгуаниновая ДНК-алкилтрансфераза), что 
способствует репарации ДНК. Ингибирование Wnt-
каскада увеличивает терапевтические эффекты алки-
лирующих препаратов (например, темозоломида) 
и восстанавливает химиочувствительность при различ-
ных онкологических заболеваниях [43]. На модели 
острого миелоидного лейкоза показано, что экспрессия 
ингибитора DKK1 в гемопоэтических СК приводит 

к дифференцировке клеток, резистентных к ингиби-
тору I-BET (бромодомен и дополнительный терми-
нальный белок), в более зрелые лейкозные бласты, 
которые приобретали чувствительность к I-BET. Нао-
борот, стимуляция Wnt / β-катенин-каскада в чувстви-
тельных клетках путем подавления APC обеспечивала 
сопротивление I-BET [44]. Активация Wnt / β-катенин-
каскада способствует резистентности к радиации в по-
пуляции ОСК посредством индукции хромосомной 
нестабильности, дерегулирования образования мито-
тического веретена и повышенной толерантности к по-
вреждению ДНК [45].

Сигнальный путь Wnt / β-катенин также связывают 
с уклонением от иммунного ответа. Показано, что экс-
прессия β-катенина связана с выживаемостью и ак-
тивностью T

reg
 [46]. Каскад Wnt / β-катенин участвует 

в межклеточном взаимодействии между опухолевыми 
клетками и связанными с опухолью макрофагами 
(TAM). При колоректальном раке опухолевые клетки 
стимулировали выработку макрофагами IL-1 через 
SNAIL, растворимый продукт Wnt-регулируемого гена 
[47].

Повышение активности сигнального пути 
Wnt / β-катенин приводит к увеличению инвазии 
и метастазированию опухоли. Онкопротеин KIF3a 
(белок надсемейства кинезина) контролирует проли-
ферацию и инвазию опухолевых клеток при раке пред-
стательной железы, частично посредством индукции 
фосфорилирования DVL, взаимодействия с APC и ак-
тивации транскрипции 3 генов-мишеней Wnt: цикли-
на D1, MMP9 и HEF1 (усилитель филаментации 1), 
влияющих на пролиферацию, инвазию и метастази-
рование [48]. На модели рака яичников мышей пока-
зано, что экспрессия ингибитора FILIP1L, предотвра-
щающего инвазию и метастазирование, уменьшала 
индукцию Wnt-зависимых генов, таких как MMP3, -7 
и -9, β-катенин-направленную транскрипционную 
активность и количество ядерного β-катенина, что ука-
зывает на ингибирование канонического сигнального 
пути Wnt [49].

На основе канцерогенных эффектов, вызываемых 
Wnt / β-катенин-сигнальным путем, β-катенин считают 
важной мишенью для терапии опухолей.

Wnt-сигнальный путь в глиомагенезе
Общепризнано, что аберрантный канонический 

Wnt-сигналинг приводит к прогрессированию МГБ, 
а его активация представляется как важная характе-
ристика СКГ. СКГ представляют собой популяцию 
клеток, которая связана с высокой злокачественно-
стью МГБ, устойчивостью к стандартной радио- 
и химиотерапии и ответственна за появление реци-
дива, часто с более агрессивным фенотипом. СКГ 
способны к самообновлению, мультипотентны и экс-
прессируют на своей поверхности маркеры стволо-
вости (CD133, Nestin и др.) [50]. Аберрантная акти-
вация канонического Wnt-каскада в НСК приводит 
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к их злокачественной трансформации в СКГ и раз-
витию опухолей головного мозга. Высокое содержа-
ние β-катенина и его транскрипционного фактора 
TCF4 в МГБ коррелирует с неблагоприятным клини-
ческим исходом [51, 52]. Сравнительное исследование 
Wnt-сигналинга в 4 субтипах МГБ – пронейральном, 
нейральном, классическом и мезенхимальном – вы-
явило заметное влияние дисрегулированного кано-
нического Wnt-сигналинга на пронейральный и ме-
зенхимальный субтипы. Сообщалось о повышенной 
экспрессии 2 активаторов Wnt / β-катенин-каскада, 
TCF4 и SOX для этих субтипов МГБ [53, 54]. Паци-
енты с пронейральным и мезенхимальным субтипами 
МГБ имели высокую распространенность опухоли 
и неблагоприятный прогноз. Более того, в подгруппе 
с мезенхимальный субтипом наблюдались высокие 
уровни экспрессии участников канонического Wnt-
сигналинга, такие как DKK1, FZD1 и LEF1, которые 
коррелировали с плохим клиническим исходом [55]. 
Результаты нескольких исследований, проведенных 
на первичных культурах СКГ, показали, что проли-
ферация, ингибирование апоптоза и инвазия также 
связаны с аномальным Wnt / β-катенин-каскадом 
[55–57]. В целом эти данные показывают, что кано-
нический Wnt-сигналинг играет фундаментальную 
роль в глиомагенезе, влияя на множество клеточных 
процессов.

Несомненно, активация неканонических путей 
также вносит вклад в развитие МГБ, однако роль и ре-
гуляторный механизм β-катенин-независимого Wnt-
каскада в МГБ еще недостаточно изучены [58]. Неко-
торые исследования демонстрируют отрицательную 
корреляцию канонического с неканоническим Wnt-
сигналингом, отмечая супрессивное действие некано-
нического сигналинга на уровень продукции 
β-катенина через активацию NLK [59]. При МГБ ин-
вазивность опухолевых клеток, по-видимому, регули-
руется неканоническим Wnt-сигналингом [58]. Дейст-
вительно, несколько компонентов плеча PCP 
неканонического Wnt-касада, включающие VANGL1, 
VANGL2 и FZD7, транскрипционно положительно 
регулируются в глиоме и коррелируют с плохим про-
гнозом течения заболевания [55]. Повышенная экс-
прессия WNT-5a также связана с повышением проли-
ферации опухолевых клеток при МГБ и увеличением 
образования опухолевых ксенографтов у бестимусных 
мышей [60]. Оба WNT-5a и -5b часто сверхэкспресси-
руются при МГБ [58]. Таким образом, пока наше по-
нимание влияния неканонического Wnt-пути на зло-
качественные глиомы все еще ограничено, 
необходимы дальнейшие исследования, чтобы оценить 
его роль в биологии опухолевых клеток.

В настоящее время считается, что детерминанты 
Wnt-сигналинга с измененной экспрессией могут рас-
сматриваться как дискриминационные факторы меж-
ду нормальными и злокачественными клетками 
во взрослом человеческом мозге.

Микроокружение опухоли играет важную роль 
в канцерогенезе глиобластомы, влияя на фенотип СКГ. 
Было показано, что COX2 (циклооксигеназа 2) ассо-
циированный сигнальный путь и повышенный синтез 
PGE2 (простагландин E2) приводят к увеличению 
пролиферации и самообновления СКГ и НСК in vitro 
посредством активации Wnt / β-катенин-каскада, 
в то время как ингибирование COX2 индуцировало 
дифференцировку и потерю фенотипа СКГ [61].

В другом исследовании при подавлении отрица-
тельного регулятора Wnt-каскада DKK1 с помощью 
ASCL1 (human achaete-scute homolog) Wnt-сигнальный 
путь в СКГ активировался [4]. Небольшие молекулы-
модуляторы Wnt ICG-001 и AZD2858 подавляли и ак-
тивировали Wnt / β-катенин-каскад в клетках МГБ U87: 
ICG-001 ингибировал Wnt / β-катенин / TCF-зависимую 
транскрипцию генов в CBP-зависимой манере и сни-
жал пролиферацию и клоногенный потенциал СКГ, 
а AZD2858 активировал транскрипцию генов через 
ингибирование GSK3β [62].

Процессы, активируемые Wnt / β-катенин-сиг-
нальным путем и играющие роль в патогенезе МГБ, 
можно разделить на 4 группы:

1) самообновление, пролиферация и дифферен-
цировка СКГ;

2) ЭМП и миграция;
3) резистентность к терапии;
4) устойчивость к иммунному ответу.
β-катенин способствует экспрессии генов, ответ-

ственных за поддержание стволовости и туморогенез 
СКГ, например CCND1, c-MYC, NANOG, MMP7 [63–66] 
и др. Экспрессия NANOG, OCT4, SOX2 и c-MYC также 
ассоциируется с агрессивностью опухоли [67].

Аберрантно активированный Wnt / β-катенин-
сигнальный путь в СКГ индуцирует экспрессию генов, 
ассоциированных с ЭМП. Увеличение их экспрессии 
способствует инвазии МГБ [68]. Транскрипционный 
фактор ZEB1 оказывает одновременное влияние 
на инвазию, химиорезистентность и канцерогенез 
в глиобластоме [69]. Белок SNAIL координирует регу-
ляцию прогрессирования опухоли в различных опухо-
лях посредством индукции ЭМП. Однако его роль 
в МГБ остается неопределенной. Показано, что инги-
бирование экспрессии SNAIL значительно подавляло 
пролиферацию, жизнеспособность, инвазию и мигра-
цию клеток глиобластомы, а также увеличивало коли-
чество клеток в фазе G

1
 [70]. Транскрипционный фак-

тор TWIST-1 и взаимодействующий с ним белок 
Akirin-2 регулируют апоптоз. Активированный TWIST 
индуцирует продукцию N-кадгерина и подавляет E-
кадгерин, что является отличительным признаком 
ЭМП. Более того, TWIST играет важную роль в неко-
торых физиологических процессах, связанных с мета-
стазированием, таких как неоангиогенез, образование 
интрадоподий, экстравазация и хромосомная неста-
бильность. TWIST также защищает опухолевые клетки 
от апоптоза. Кроме того, TWIST отвечает за поддер-
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жание популяции ОСК и развитие устойчивости 
к химиотерапии [71].

Также EGFR / PI3K / Akt и JNK, индуцированные 
WNT-1, могут активировать HIF-1α (фактор, индуци-
рующий гипоксию, 1α), что индуцирует экспрессию 
генов, стимулирующих инвазию и метастазирование 
глиомы [72].

В СКГ Wnt-сигнальный путь рассматривается 
как один из ключевых сигнальных каскадов, участву-
ющих в резистентности к лекарственной терапии. Так, 
активация компонентов Wnt-сигналинга, таких 
как FZD2, усиливает резистентность СКГ к тенозоло-
миду [73]. sFRP4, антагонист Wnt-каскада, сенсиби-
лизировал СКГ к химиотерапевтическим средствам 
[74]. СКГ, обработанные ингибитором поркупина 
LGK974, показали значительное снижение общего 
роста клеток, пролиферации и клоногенности, а также 
более низкую экспрессию маркера CD133 и индукцию 
глиальной дифференцировки [75].

Wnt-сигнальный путь также регулирует радиоре-
зистентность опухолевых клеток. Ионизирующее из-
лучение индуцировало ядерную транслокацию и на-
копление β-катенина. Радиорезистентные клетки МГБ 
экспрессируют высокие уровни белков, связанных 
с Wnt-сигналингом, такие как WISP1, FZD1, LEF1, 
TCF4, WNT9B и AXIN2. Ингибирование Wnt-каскада 
посредством XAV939 сенсибилизировало клетки МГБ 
к облучению [76].

Значение Wnt-каскада в уклонении СКГ от им-
мунного надзора недостаточно изучено. В одном ис-
следовании была показана роль лиганда WNT5A 
в регуляции иммунных функций в глиоме: значитель-
ная корреляция продукции WNT5A в опухоли с на-
личием MHC II-положительных микроглии / моно-
цитов [77].

В связи с участием Wnt-сигнального пути в пато-
генезе МГБ он представляется важной терапевтической 
мишенью и источником маркеров МГБ. В настоящее 
время найдены различные ингибиторы этого каскада, 
однако ни один из них не прошел все стадии клини-
ческих испытаний; большинство из них находится 
на стадии опытов in vitro [78].

Заключение
Сигнальный путь Wnt представляет собой доста-

точно сложный каскад, в который вовлечены разно-
образные рецепторы, вторичные мессенджеры и транс-
крипционные факторы. Неудивительно, что Wnt-каскад 
регулирует транскрипцию генов, ответственных 
за множество важных клеточных процессов: самооб-
новление, пролиферацию, дифференцировку и миг-
рацию. В связи с возможностью данного каскада под-
держивать стволовые свойства клеток и влиять 
на их дифференцировку Wnt-сигнальный путь активен 
в СК как на ранних стадиях развития (эмбриональные 
СК), так и во взрослом организме (соматические плю-
рипотентные СК).

Активность Wnt-сигнального пути отмечают при 
многих онкологических заболеваниях, в том числе 
при МГБ. Аберрантная активация Wnt-каскада в ОСК, 
схожих с нормальными СК и вовлеченных в развитие 
опухоли, может быть вызвана мутациями участников 
каскада и / или эпигенетическими изменениями и при-
водит к увеличению способности клеток к самообновле-
нию, пролиферации, дифференцировке и инвазии, 
что вызывает прогрессию опухоли и ее метастазирование.

Значительный вклад Wnt-сигнального пути в па-
тогенез МГБ открывает возможности для поиска новых 
онкомаркеров заболевания и разработки противоопу-
холевых препаратов.
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Иммуногистохимический анализ аберрантной экспрессии 
виментина в карциноидных опухолях легкого

В.В. Делекторская, Г.Ю. Чемерис, Е.А. Смирнова
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Вера Владимировна Делекторская delektorskaya@yandex.ru

Цель исследования – изучение аберрантной экспрессии виментина в карциноидных опухолях легкого, которые образуют группу 
редких эпителиальных нейроэндокринных новообразований с общими морфологическими характеристиками и крайне вариабельным 
клиническим течением.
Материалы и методы. Особенности экспрессии виментина были изучены с помощью иммуногистохимического анализа в ново-
образованиях 34 больных c карциноидными опухолями легкого, которые включали по 17 случаев в категориях типичных и атипич-
ных карциноидов.
Результаты. Положительная цитоплазматическая иммунореактивность выявлена в общей группе в 9 (26,5 %) из 34 изученных 
опухолей. Окрашивание антителами к виментину было положительным в 2 (11,8 %) типичных и в 7 (41,2 %) атипичных карци-
ноидах. Показано, что частота выявления виментина выше в категории атипичных карциноидов и статиститически значимо 
связана с увеличением степени злокачественности (р ≤0,05) и повышением пролиферативной активности клеток с учетом ин-
декса Ki-67 (р = 0,008).
Заключение. Полученные результаты демонстрируют, что экспрессия виментина как маркера эпителиально-мезенхимального 
перехода играет важную роль в прогрессии карциноидных опухолей. Она может быть использована в диагностических целях, а 
также служить потенциальным параметром оценки прогноза опухолей данного типа. 

Ключевые слова: карциноидная опухоль легкого, виментин, иммуногистохимия, диагностика 

Для цитирования: Делекторская В.В., Чемерис Г.Ю., Смирнова Е.А. Иммуногистохимический анализ аберрантной экспрессии 
виментина в карциноидных опухолях легкого. Успехи молекулярной онкологии 2018;5(4):104–9.

DOI: 10.17650/2313-805X-2018-5-4-104-109

Immunohistochemical evaluation of vimentin aberrant expression in  
lung carcinoid tumors

V.V. Delektorskaya, G.Yu. Chemeris, E.A. Smirnova

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, 
Russia

Objective: to the study of the vimentin aberrant expression in the carcinoid tumors of lung, which is a rare group of epithelial neuroendocrine 
neoplasms with common morphological characteristics and highly variable clinical course.
Materials and methods. Vimentin expression was studied using immunohistochemical analysis in neoplasms of 34 patients with lung carci-
noid tumors, which included 17 cases in the categories of typical and atypical carcinoids.
Results. Overall positive cytoplasmic immunoreactivity was observed in 9 (26.5 %) of the 34 studied tumors. Staining for vimentin was posi-
tive in 2 (11.8 %) of typical carcinoid and in 7 (41.2 %) of atypical carcinoid specimens. Expression of vimentin was more often observed  
in the atypical carcinoids category and was significantly associated with increased grade (p = 0.05), and cell proliferation taking into ac-
count the Ki-67 index (p = 0.008).
Conclusion. These results suggest that expression of vimentin as an epithelial-mesenchymal transition-related marker plays an important 
role in the progression of carcinoid tumors. It may prove useful for diagnostic purposes, and also be used as a potential criterion for prognosis 
assessment of this type of tumors. 

Key words: lung carcinoid tumor, vimentin, immunohistochemistry, diagnosis

For citation: Delektorskaya V.V., Chemeris G.Yu., Smirnova E.A. Immunohistochemical evaluation of vimentin aberrant expression in lung 
carcinoid tumors. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):104–9.

Введение
Карциноидные опухоли бронхолегочной локали-

зации образуют особую группу редких эпителиальных 

нейроэндокринных новообразований, для которых 
характерны общие морфологические признаки и край-
не вариабельное биологическое поведение. 
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В последней классификации опухолей легких Всемир-
ной организации здравоохранения, опубликованной 
в 2015 г. (ВОЗ 2015), в группу нейроэндокринных опу-
холей (НЭО) данной локализации входят опухоли низ-
кой (типичные карциноиды (ТК)), промежуточной 
(атипичные карциноиды (АтК)) и высокой (нейроэн-
докринный рак) степеней злокачественности [1]. Сле-
дует отметить, что карциноидные опухоли демонстри-
руют существенные отличия от нейроэндокринного 
рака в отношении как молекулярно-генетических 
особенностей, так и клинического течения и прогноза.

Общие подходы к морфологической диагностике 
этих опухолей включают выявление особенностей ги-
стологического строения (нейроэндокринной морфо-
логии) и иммуногистохимической (ИГХ) экспрессии 
основных эпителиальных (панцитокератин АЕ1 / 3 
и цитокератин 18) и нейроэндокринных (хромогра-
нин А и синаптофизин) маркеров. Морфологические 
параметры определения степени злокачественности 
НЭО легких включают такие критерии, как митоти-
ческий индекс и наличие / выраженность фокусов не-
кроза (табл. 1). Кроме того, классификация ВОЗ 2015 
выделяет условные значения индекса Ki-67 в качестве 
дополнительного диагностического параметра, одна-
ко роль антигена Ki-67 в системе градации НЭО легких 
окончательно не определена [2, 3]. Необходимы до-
полнительные исследования для того, чтобы улучшить 
диагностические подходы и наше понимание НЭО 
данной локализации.

Один из фундаментальных биологических про-
цессов, который появляется в ходе опухолевой про-
грессии, – эпителиально-мезенхимальная трансфор-
мация (ЭМТ) клеток. Данный феномен считается 
одним из ключевых регуляторов метастазирования 
и является важным фактором прогрессии при раке 
легкого, почки, желудка и ряде других опухолей [4–6]. 
В механизмы ЭМТ и создания инвазивного феноти-
па опухолевых клеток вовлечен ряд белков, которые 
служат опухолевыми маркерами, в том числе вимен-
тин [7–9].

Виментин – высококонсервативный белок проме-
жуточных филаментов с молекулярной массой 57 кД, 
который экспрессируется преимущественно в мезенхи-
мальных клетках и опухолях мезенхимального проис-
хождения [10]. При этом в некоторых типах эпителиаль-
ных новообразований человека продемонстрирована 
аберрантная экспрессия виментина, а также коэкспрес-
сия промежуточных филаментов виментина и цитоке-
ратинов, которая рассматривается как проявление ЭМТ 
клеток этих опухолей. По данным ряда авторов, выра-
женная экспрессия виментина в клетках эпителиальных 
опухолей, в том числе в клетках рака легкого, толстой 
кишки, почки, является важным прогностическим при-
знаком и связана с большим риском метастазирования 
и рецидивирования [11, 12]. Кроме того, изучается воз-
можность использования данного феномена в лечебных 
подходах [13].

Таким образом, виментин можно рассматривать 
в качестве маркера не только клеток мезенхимального 
происхождения, но и клеток, подвергшихся ЭМТ 
в процессе опухолевой прогрессии. Однако вероят-
ность появления виментина в клетках эпителиальных 
НЭО, а также возможная связь маркера с биологиче-
ским поведением карциноидных опухолей остаются 
недостаточно изученными.

Цель исследования – выявление аберрантной экс-
прессии виментина в клетках карциноидных опухолей 
легкого и исследование взаимосвязи данного маркера 
с ключевыми клинико-морфологическими факторами 
заболевания.

Материалы и методы
Проведен ретроспективный морфологический ана-

лиз операционного материала 34 пациентов с карци-
ноидными опухолями легкого, прошедших хирурги-
ческое лечение в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина.

В исследованную группу больных НЭО легкого 
были включены 14 мужчин и 20 женщин, возраст ко-
торых варьировал от 18 до 73 лет (средний возраст 
на момент диагностики 50,7 года). Диаметр опухолей 

Таблица 1. Система градации нейроэндокринных опухолей легкого (Всемирная организация здравоохранения, 2015)

Table 1. Grading of neuroendocrine tumors of the lung (World Health Organization 2015)

Вариант нейроэндокринной опухоли 
легкого 

Type of neuroendocrine tumor of the lung

Митозы × 2 мм2 
Mitoses × 2 mm2

Некрозы 
Necroses

Индекс Ki-67, % 
Ki-67 index, %

Типичный карциноид 
Typical carcinoid

0–1 Нет 
No

<5

Атипичный карциноид 
Atypical carcinoid

>2 Фокальные 
Focal

<20

Нейроэндокринный рак 
Neuroendocrine cancer

>10 Обширные 
Expansive

>40
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варьировал от 0,5 до 9,0 см (средний диаметр 3,5 см). 
В 15 (44,1 %) случаях опухоль локализовалась в пери-
ферических отделах легкого, в 19 (55,19 %) – имела 
центральную локализацию. На момент постановки 
диагноза у 22 (64,7 %) пациентов наблюдалась лока-
лизованная форма болезни, у 12 (35,3 %) больных вы-
являли регионарное распространение и / или наличие 
отдаленных метастазов.

Во всех случаях диагноз НЭО легкого верифици-
рован с помощью гистологического и ИГХ-исследо-
вания. Межвариантная диагностика категорий ТК 
и АтК проведена с учетом критериев последней клас-
сификации опухолей легкого (ВОЗ 2015), при этом 
каждая группа составила по 17 наблюдений соответ-
ственно. Случаи нейроэндокринного рака, которые 
характеризуются значительными отличиями в клини-
ческом и биологическом поведении, были исключены 
из данного анализа.

Для ИГХ-исследования экспрессии виментина 
использовали первичные моноклональные мышиные 
антитела фирмы Dako, готовые к применению (клон 
V9, RTU). Оценку иммунореактивности проводили 
с учетом интенсивности цитоплазматического окра-
шивания и процента антиген-положительных клеток. 
Реакцию считали отрицательной (0) при отсутствии 
окрашивания, слабоположительной (1+) при окраши-
вании не более 10 % опухолевых клеток, умеренно 
положительной (2+) при окрашивании от 10 до 50 % 
опухолевых клеток и сильноположительной (3+) 
при окрашивании более 50 % опухолевых клеток. До-
полнительно в целях верификации диагноза было вы-
полнено ИГХ-окрашивание с использованием первич-
ных антител к панцитокератину АЕ1 / 3, цитокератину 
18, хромогранину А, синаптофизину, CD56, РНН3, 
Ki-67 (клон MIB-1) (Dako). ИГХ-окрашивание про-
водили с помощью автостейнера Линк 48 (Dako) и си-
стемы детекции EnVisionTM FLEX+ (Dako).

В процессе дальнейшего исследования выполняли 
анализ связи ИГХ-экспрессии виментина с гистоло-
гическим вариантом (ТК против AтK), наличием участ-
ков некроза, нейроинвазии и ангиоинвазии, митоти-
ческим индексом, статусом метастазов в лимфатических 
узлах и печени, индексом пролиферации Ki-67 и вы-
раженностью экспрессии цитокератинов и нейроэн-
докринных маркеров.

Математический анализ полученных результатов 
проводили с использованием пакета статистических 
программ SPSS 17.0 для Windows. Статистически зна-
чимым считали значение р ≤0,05.

Результаты
Во всех исследованных случаях высокодифферен-

цированные НЭО легкого имели характерную нейро-
эндокринную морфологию и были представлены 
однотипными мелкими округлыми клетками, об-
разующими солидно-альвеолярные, трабекулярные 
или ацинарные структуры. Фокальные некрозы были 

обнаружены в 9 случаях AтК легкого. Иммунофенотип 
клеток опухолей характеризовала экспрессия панци-
токератина, цитокератина 18, хромогранина А, синап-
тофизина, CD56.

Пролиферативная активность клеток НЭО легкого 
варьировала в широких пределах. В группе ТК наблю-
далось 1–2 митоза на 2 мм2 площади опухоли, в том 
числе при подсчете с помощью ИГХ-выявления митоз-
специфического антигена РНН3. Индекс Ki-67 не пре-
вышал значения ≤5 % окрашенных ядер опухолевых 
клеток. В группе АтК наблюдалось от 2 до 10 митозов 
на 2 мм2 площади опухоли как в гистологических пре-
паратах, так и при ИГХ-выявлении РНН3. Во всех 
изученных АтК показатели индекса Ki-67 составляли 
от 5 до 20 % окрашенных клеток, только в 1 случае 
индекс Ki-67 превышал 20 % и достигал в «горячих 
точках» 30 % окрашенных ядер.

Анализ ИГХ-экспрессии виментина в клетках кар-
циноидов легкого показал в общей группе пациентов, 
включающей ТК и АтК, наличие положительной им-
мунореактивности в 9 (26,5 %) случаях и полное от-
сутствие окрашивания в 25 (73,5 %). Экспрессия мар-
кера имела разную степень выраженности и выявлялась 
в виде окрашивания цитоплазмы умеренной и высокой 
интенсивности, которое иногда наблюдалось в единич-
ных клетках или носило фокальный характер, а в ряде 
случаев охватывало большую часть клеток опухоли. 
Виментин выявлялся также в структурах стромы, фи-
бробластах, эндотелии сосудов, лимфоидных элемен-
тах и макрофагах.

В группе ТК в 15 (88,2 %) из 17 наблюдений экс-
прессия виментина в клетках опухоли полностью от-
сутствовала. Только в 2 (11,8 %) случаях были выявле-
ны единичные (до 10 %) антиген-положительные 
клетки (1+).

При анализе группы АтК положительная реакция 
в виде цитоплазматической экспрессии виментина 
(рис. 1а) обнаружена в 7 (41,2 %) из 17 случаев. Низкий 
уровень экспрессии маркера (1+) с окрашиванием еди-
ничных клеток наблюдался в 2 случаях, умеренный 
(2+) с фокусами положительных клеток – в 3, высокий 
(3+) с окрашиванием большинства клеток опухоли – 
в 2 (табл. 2).

В общей группе пациентов с карциноидами легкого 
все случаи с высоким уровнем (2+ / 3+) экспрессии ви-
ментина (5 из 34; 14,7 %) имели индекс пролифератив-
ной активности опухолевых клеток Ki-67 ≥10 % (χ2 = 
6,97; р = 0,008). Экспрессия нейроэндокринных марке-
ров в виментин-положительных случаях была диффуз-
ной и интенсивной. Экспрессия цитокератинов также 
сохранялась в большинстве наблюдений (рис. 1б).

Выраженная цитоплазматическая иммунореактив-
ность с интенсивным окрашиванием клеток часто на-
блюдалась в АтК, имеющих веретеноклеточную струк-
туру и периферическую локализацию. Следует 
отметить, что высокий уровень экспрессии виментина 
(рис. 2а) в отдельных случаях сочетался со слабой 
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Таблица 2. Экспрессия виментина в типичных (n = 17) и атипичных (n = 17) карциноидах легкого

Table 2. Vimentin expression in typical (n = 17) and atypical (n = 17) carcinoids of the lung

Экспрессия виментина 
Vimentin expression

Типичный карциноид, n (%) 
Typical carcinoid, n (%) 

Атипичный карциноид, n (%) 
Atypical carcinoid, n (%) 

р, критерий χ2 
p, χ2 test

Отсутствие 
Absent

15 (88,2) 10 (58,8) 

0,05

Слабая 
Weak

2 (11,8) 2 (11,8) 

Умеренная 
Mild

0 3 (17,6) 

Выраженная 
Significant

0 2 (11,8) 

Рис. 1. Иммуногистохимические особенности нейроэндокринных опухолей легкого. Атипичный карциноид (индекс Ki-67 10 %): а – умеренная 
фокальная цитоплазматическая экспрессия виментина в клетках опухоли; б – сильная диффузная цитоплазматическая экспрессия СК18 в клет-
ках опухоли (× 400; ядра клеток докрашены гематоксилином Майера)
Fig. 1. Immunohistochemical features of neuroendocrine tumors of the lung. Atypical carcinoid (Ki-67 index 10 %): а – mild focal cytoplasmic vimentin 
expression in tumor cells; б – strong diffuse cytoplasmic CK18 expression in tumor cells (× 400; cell nuclei stained with Mayer»s hematoxylin)

а б

Рис. 2. Иммуногистохимические особенности нейроэндокринных опухолей легкого. Атипичный карциноид (индекс Ki-67 18 %): а – интенсивная 
цитоплазматическая экспрессия виментина в клетках опухоли; б – слабая цитоплазматическая экспрессия СК18 в клетках опухоли (× 400; ядра 
клеток докрашены гематоксилином Майера)
Fig. 2. Immunohistochemical features of neuroendocrine tumors of the lung. Atypical carcinoid (Ki-67 index 18 %): а – intense cytoplasmic vimentin expression 
in tumor cells; б – weak cytoplasmic CK18 expression in tumor cells (× 400; cell nuclei stained with Mayer»s hematoxylin)

а б
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или фокальной экспрессией цитокератина 18 (рис. 2б). 
Значительное снижение экспрессии цитокератинов 
в сочетании с выраженной экспрессией виментина 
в клетках НЭО может вызывать диагностические слож-
ности в процессе рутинного морфологического иссле-
дования этих опухолей. При этом клетки АтК сохра-
няли диффузную и интенсивную экспрессию основных 
нейроэндокринных маркеров хромогранина А и си-
наптофизина.

Различия в частоте выявления экспрессии вимен-
тина в категориях ТК и АтК легкого были статистически 
значимыми: наблюдалось увеличение экспрессии ви-
ментина в опухолях промежуточной по сравнению 
с низкой степенью злокачественности (χ2 = 3,8; р = 0,05).

Таким образом, при оценке связи клинико-мор-
фологических характеристик пациентов с карцинои-
дами легкого с наличием положительного ИГХ-стату-
са виментина в опухоли обнаружена достоверная 
корреляция высокого уровня экспрессии маркера 
с увеличением степени злокачественности (р ≤0,05). 
Кроме того, выявлена статистически значимая ассо-
циация между высоким уровнем экспрессии вименти-
на и увеличением пролиферативной активности клеток 
опухоли с учетом индекса Ki-67 (р = 0,008). Не обна-
ружено значимых различий при сравнении экспрессии 
маркера с полом и возрастом пациентов, размером 
опухоли, наличием ангиоинвазии и нейроинвазии, 
регионарных и отдаленных метастазов.

Обсуждение
Карциноидные опухоли бронхопульмональной 

локализации образуют уникальную группу эпители-
альных новообразований, на долю которых приходит-
ся примерно 2 % среди других типов злокачественных 
новообразований легкого. Эти опухоли демонстриру-
ют нейроэндокринные характеристики, различное 
клиническое течение, вариабельный метастатический 
потенциал и часто непредсказуемый прогноз заболе-
вания.

Особенности ЭМТ в различных типах эпителиаль-
ных НЭО и вовлеченные в данный процесс маркеры 
остаются малоизученными. Так, V. Fendrich и соавт. 
и К. Yonemori и соавт. продемонстрировали важную 
роль данного процесса в развитии НЭО поджелудочной 
железы и вклад ЭМТ-зависимых маркеров в развитие 
метастазов и опухолевую прогрессию [14, 15]. 
J. A. Galván и соавт. показали диагностическую и про-
гностическую ценность маркеров ЭМТ при НЭО брон-
хопульмональной локализации [16]. Авторы с помощью 

многофакторного анализа продемонстрировали связь 
ЭМТ-зависимых маркеров с плохим прогнозом течения 
заболевания, несмотря на другие благоприятные кли-
нико-морфологические характеристики опухоли.

В нашем исследовании проведен анализ экспрес-
сии виментина как ЭМТ-зависимого маркера при кар-
циноидных опухолях легкого и выявлены схожие за-
кономерности. Показаны возможность частичной 
утраты клетками ТК и АтК эпителиального фенотипа 
и повышение экспрессии белка, соответствующего 
мезенхимальному фенотипу. Экспрессия виментина 
как ЭМТ-зависимого маркера выявлена нами в 26,5 % 
изученных карциноидов легкого, при этом положи-
тельная иммунореактивность наиболее часто (41,2 %) 
наблюдалась в группе АтК и помогала в дифференци-
альной диагностике категорий ТК и АтК. Показано, 
что экспрессия виментина статиститически значимо 
связана с увеличением степени злокачественности (р 
≤0,05) и повышением пролиферативной активности 
клеток опухоли с учетом индекса Ki-67 (р = 0,008). 
Не выявлено достоверной связи экспрессии вименти-
на с вовлечением лимфатических узлов и отдаленным 
распространением опухоли, а также с другими клини-
ко-морфологическими параметрами при анализе пред-
ставленной группы пациентов.

Статистически значимое увеличение частоты вы-
явления маркера в категории АтК по сравнению с ТК 
позволяет рассматривать виментин как возможный 
прогностический параметр течения заболевания, 
что особенно важно в группе пациентов с АтК легкого. 
Однако этот вопрос требует дополнительного иссле-
дования с включением большей когорты пациентов. 
Следует отметить, что определение экспрессии вимен-
тина имеет значение и при оценке метастатического 
потенциала других типов рака легкого [17].

Заключение
Таким образом, виментин можно рассматривать 

как важный ЭМТ-зависимый фактор и потенциальный 
прогностический критерий при карциноидных опухо-
лях легкого. ИГХ-экспрессию виментина как маркера 
ЭМТ следует учитывать в процессе рутинной морфо-
логической диагностики для более точной оценки био-
логического потенциала НЭО, а также для того чтобы 
предотвратить ошибки, связанные с неправильной 
трактовкой гистогенеза опухоли. Молекулярно-био-
логические проявления ЭМТ в карциноидах легкого 
и факторы, вовлеченные в данный процесс, требуют 
дальнейшего изучения.
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Роль метилирования регуляторного района вируса папиллом 
человека типа 16 в экспрессии вирусных онкогенов Е6 и E7  

в первичных опухолях шейки матки

П.М. Абрамов, А.Н. Катаргин, М.Д. Федорова, Н.П. Киселева. Л.С. Павлова, С.В. Винокурова
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Светлана Владимировна Винокурова vinokourova@mail.ru

Введение. Высокий уровень экспрессии онкогенов E6 и E7 вирусов папиллом человека (human papillomaviruses, HPV) является 
основным фактором инициации и прогрессии HPV-индуцированных опухолей. Инактивация функции негативного регулятора 
вирусной транскрипции и репликации – вирусного белка E2 – считается основным механизмом, приводящим к повышению экс-
прессии вирусных онкогенов. Известно, что в части HPV-положительных опухолей утрата функций Е2 происходит вследствие 
разрыва открытой рамки считывания гена при интеграции вирусной ДНК в геном клетки. Установленная в опытах in vitro 
неспособность Е2 связываться со своими сайтами в случае их метилирования позволяет предположить, что метилирование 
регуляторной области HPV может быть альтернативным механизмом блокировки функций Е2 в опухолях, сохранивших его 
экспрессию.
Цель исследования – анализ метилирования регуляторного района HPV 16-го типа и экспрессии вирусных онкогенов Е6 и E7 
в клинических образцах рака шейки матки, экспрессирующих и неэкспрессирующих Е2.
Результаты. Повышенный уровень метилирования регуляторного района, в том числе сайтов связывания Е2, наблюдается в опу-
холях, экспрессирующих Е2, по сравнению с опухолями, не экспрессирующими Е2 (р ≤0,0001). Снижение уровня метилирования 
промотора HPV 16-го типа в клеточной линии CaSki при обработке деметилирующим агентом сопровождается снижением 
уровня матричной РНК вирусных онкогенов E6 и E7, что подтверждает необходимость метилирования для эффективной транс-
крипции. Эти данные указывают на восстановление негативной регуляторной функции Е2, экспрессирующегося в этих клетках, 
при деметилировании промотора.
Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что метилирование сайтов связывания E2 в регуляторной об-
ласти HPV 16-го типа является важным механизмом, обеспечивающим высокий уровень экспрессии вирусных онкогенов E6 и E7 
при сохранении экспрессии гена Е2.

Ключевые слова: вирус папиллом человека, рак шейки матки, метилирование, регуляция экспрессии, вирусный онкоген E6, вирус-
ный онкоген E7

Для цитирования: Абрамов П.М., Катаргин А.Н., Федорова М.Д. и др. Роль метилирования регуляторного района вируса папиллом 
человека типа 16 в экспрессии вирусных онкогенов Е6 и E7 в первичных опухолях шейки матки. Успехи молекулярной онкологии 
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The role of HPV16 regulatory region methylation in viral oncogenes E6 and E7 eхpression in primary cervical cancer 
lesions

P.M. Abramov, A.N. Katargin, M.D. Fedorova, N.P. Kisseljova, S.V. Vinokurova

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Background. Overexpression of the human papillomavirus oncogenes E6 and E7 is a major factor in initiation and progression of HPV-in-
duced tumors. Inactivation of negative regulatory function of E2 protein – the main viral transcription and replication regulator – is consid-
ered to be an important mechanism leading to the viral oncogenes overexpression. It is known that the loss of E2 functions occurs due to dis-
ruption of E2 open reading frame during the viral DNA integration into a cell genome in a part of HPV-positive tumors. An alternative 
mechanism of E2 function blocking in tumors retained its expression can be methylation of the HPV regulatory region, since it is known that 
E2 is incapable to bind its methylated binding sites.
The study objective is to analyze methylation of the HPV16 regulatory region and expression of the viral E6 and E7 oncogenes in E2 express-
ing or non-expressing clinical samples of cervical cancer. 
Results. It has been demonstrated that the level of the HPV16 URR methylation in E2-expressing lesions is significantly higher than that in 
non-expressing cervical cancer lesions. Demethylation of the HPV16 promoter in cervical cell line Caski is followed by decrease of the viral 
E6 и E7 oncogenes mRNA levels, supporting the hypothesis that methylation is necessary for effective E6 and E7 transcription and indicates 
on restitution of E2 regulatory function in E2-expressing cervical cancer cells.
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Conclusion. These data suggest that methylation of E2 binding sites in HPV16 regulatory region blocking E2 protein binding represents an 
important mechanism ensuring high level of the viral E6 and E7 oncogenes expression.

Key words: human papillomavirus, cervical cancer, methylation, regulation of expression, viral oncogene E6, viral oncogenes E7

For citation: Abramov P.M., Katargin A.N., Fedorova M.D. et al. The role of HPV16 regulatory region methylation in viral oncogenes E6 and 
E7 eхpression in primary cervical cancer lesions. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):110–6.

Введение
Вирусы папиллом человека (human papillomaviruses, 

HPV) являются патогенными вирусами, инфицирую-
щими плоскоклеточный эпителий. Длительная перси-
стенция HPV высокого риска может вызывать развитие 
рака шейки матки, а также других онкологических 
заболеваний аногенитальной области и некоторых ви-
дов опухолей головы и шеи [1].

Повышение экспрессии вирусных онкогенов E6 
и E7 (в десятки раз) – ключевой фактор в инициации 
процесса трансформации плоскоклеточного эпите-
лия и прогрессировании заболевания [2, 3]. Дерегу-
ляция экспрессии вирусных онкогенов E6 и E7, 
в свою очередь, приводит к повышенной клеточной 
пролиферации и дестабилизации клеточного генома 
за счет многочисленных взаимодействий с клеточ-
ными факторами, из которых наиболее хорошо из-
ученными являются опухолевые супрессоры p53 
и pRb [4].

Регуляция экспрессии вирусных онкогенов E6 
и E7 осуществляется за счет связывания многочислен-
ных клеточных, а также вирусных транскрипционных 
факторов с регуляторной областью вирусного генома 
(upstream regulatory region, URR) [5]. Ключевым ре-
гулятором транскрипции вирусных онкогенов E6 и E7 
является вирусный белок E2. В зависимости от кон-
центрации и места связывания в URR он может вы-
ступать как в роли активатора, так и ингибитора ви-
русной транскрипции. E2 имеет 4 сайта связывания 
(E2 binding sites 1–4, 2BSs 1–4) в регуляторной обла-
сти генома HPV (рис. 1а) [6]. Современная модель 
функционирования E2 как транскрипционного фак-
тора во время нормального вирусного цикла предпо-
лагает, что белок Е2 даже при малых концентрациях 
связывается с высокоаффинным сайтом E2BS1, 
тем самым активируя промотор, регулирующий ран-
ние гены. Активация раннего промотора приводит 
к увеличению экспрессии ранних вирусных генов, 
включая вирусные онкогены E6 и E7, а также сам E2. 
С увеличением концентрации вирусного белка E2 он 
может взаимодействовать с низкоаффинными сай-
тами связывания (E2BS3 и E2BS4), что приводит 
к транскрипционной репрессии раннего промотора 
и, таким образом, поддерживает экспрессию вирус-
ных онкогенов E6 и E7 на низком уровне [7, 8].

Нарушение E2-опосредованной регуляции вирус-
ной транскрипции – основной механизм, приводящий 
к дерегуляции экспрессии вирусных онкогенов и, 

тем самым, инициирующий процесс трансформации 
плоскоклеточного эпителия [9].

Предполагается, что интеграция вирусного генома 
HPV в геном человека, обычно происходящая 

Рис. 1. Паттерн метилирования регуляторного района вируса папил-
ломы человека (HPV) 16-го типа (а) и экспрессия онкогенов Е6 и Е7 
в опухолях шейки матки (б): а – степень метилирования. Цифрами 
на оси абсцисс указаны позиции CpG-динуклеотидов в регуляторной 
области вирусного генома (URR) HPV 16-го типа; малыми скобками 
обозначены CpG-динуклеотиды, входящие в состав сайтов связывания 
Е2 – E2BS1–4; пунктирными линиями обозначено разделение опухолей 
на 3 группы по уровню метилирования: 1) <10 %, 2) 11–50 %,  
3) >50 %; б – относительный уровень мРНК онкогенов Е6 и Е7  
в 3 группах. p >0,05 по непараметрическому методу Фридмана и двух-
факторному дисперсионному анализу (two-way ANOVA)
Fig. 1. Methylation pattern of the regulatory region of human 
papillomavirus  type 16 (а) and expression of Е6 and Е7 oncogenes 
in cervical tumors (б): а – methylation level. Numbers under the X-axis 
denote positions of CpG-dinucleotides in URR of HPV type 16; small 
brackets denote CpG-dinucleotides in the E2 binding sites – E2BS1–4; 
dashed lines denote tumor separatin on 3 groups depending on methylation 
level: 1) <10 %, 2) 11–50 %, 3) >50 %; б – relative level of mRNA Е6 
and Е7 oncogenes in 3 groups. p >0.05 by the non-parametric Friedman 
test and two-way ANOVA
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с разрывом рамки считывания Е2, является основным 
механизмом инактивации функции Е2 [10]. Однако 
результаты последних исследований указывают на то, 
что кроме вирусной интеграции существуют другие 
механизмы ингибирования регуляторной функции Е2.

Так, убедительно показано, что интеграция вирус-
ного генома достаточно позднее событие в развитии 
рака шейки матки. Интеграция вируса даже в инвазив-
ных опухолях не является необходимым для трансфор-
мации событием. Частота интеграции зависит от типа 
HPV и варьирует от 30 до 100 % [11]. Кроме того, су-
ществуют интегративные формы вируса в виде конка-
темеров из полных копий вируса, ориентированных 
«голова-к-хвосту», в которых на достаточно высоком 
уровне экспрессируются гены Е1 и Е2 [12, 13].

Предполагается, что эпигенетические модифика-
ции генома HPV могут служить альтернативным меха-
низмом, вовлеченным в дерегуляцию экспрессии ви-
русных онкогенов E6 и E7. Промотор онкогенного HPV 
16-го типа (HPV16), так же как и других HPV, не со-
держит типичных CpG-островков, метилирование 
которых обычно приводит к изменению структуры 
хроматина и инактивации промотора. Однако извест-
но, что для всех типов HPV CpG-динуклеотиды не под-
вержены мутированию и всегда присутствуют в сайтах 
связывания вирусного регуляторного белка E2 [14], 
что указывает на важную функциональную роль мети-
лирования этих сайтов в регуляции экспрессии вирус-
ного генома.

Как было показано ранее, в экспериментах in vitro, 
метилирование в сайтах связывания E2 блокирует свя-
зывание белка E2 [15] и модулирует активность вирус-
ного промотора и экспрессию вирусных онкогенов [16, 
17]. Также обнаружено, что уровень метилирования 
в сайтах связывания E2, лежащих в регуляторном рай-
оне HPV, возрастает с прогрессированием рака шейки 
матки [18–21]. Для HPV16-положительных образцов 
рака ротоголотки установлена корреляция высокой 
степени метилирования вирусного регуляторного рай-
она с повышенной экспрессией вирусных онкогенов 
E6 и E7 [22].

Цель исследования – анализ метилирования регу-
ляторного района HPV16 и транскрипции вирусных 
онкогенов Е6 и E7 в клинических образцах рака шейки 
матки, экспрессирующих и не экспрессирующих Е2.

Материалы и методы
Клинический материал и клеточные линии. Образцы 

плоскоклеточных карцином шейки матки получены 
в отделении гинекологии НМИЦ онкологии им. 
Н. Н. Блохина в результате оперативных вмешательств.

Проведение исследования одобрено Комитетом 
по этике при НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. Все 
пациентки подписали информированное согласие 
на участие в исследовании.

Коллекция исследованных образцов состояла из 27 
HPV16-положительных плоскоклеточных карцином I, II 

и III стадий. Диагноз опухолевой патологии установлен 
на основании клинической картины и гистологической 
верификации всех образцов в отделении патологической 
анатомии опухолей человека. HPV16-положительные 
клеточные линии рака шейки матки человека SiHa 
и CaSki (American Type Culture Collection, Rockville, MD) 
культивировали в среде DMEM с добавлением 10 % эм-
бриональной бычьей сыворотки, пенициллином, стреп-
томицином и L-глутамином, в CO

2
-инкубаторе при 5 % 

СО
2
 и температуре 37 °С. Для анализа метилирования 

проводили обработку деметилирующим агентом 5-аза-2’-
деоксицитидином (DAC, Sigma). Клетки сажали в 6-лу-
ночные планшеты и культивировали в течение 24 ч. Да-
лее добавляли DAC в конечной концентрации 0,1; 0,5 
и 1,0 мкM и культивировали в течение 72 ч с ежедневным 
добавлением свежего деметилирующего агента. Через 72 ч 
клетки собирали для выделения ДНК и РНК. Выделение 
ДНК и РНК клеточных линий рака шейки матки чело-
века SiHa и CaSki проводили с помощью наборов 
PureLink Genomic DNA и PureLink™ RNA Mini Kit 
(Invitrogen) согласно рекомендации производителя. Из-
мерение концентрации нуклеиновых кислот осуществ-
ляли на спектрофотометре NanoDropTM 1000 (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Анализ экспрессии генов. Анализ экспрессии вирус-
ных генов Е6, Е7 и Е2 проводили методом количест-
венной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реаль-
ном времени. Перед реакцией обратной транскрипции 
РНК обрабатывали ДНКазой (Deoxyribonuсlease I, 
Invitrogen). Для реакции обратной транскрипции ис-
пользовали 1 мкг РНК и набор реактивов SuperScript™ 
II Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, США) 
согласно протоколу производителя с использованием 
смеси вырожденных гексамерных нуклеотидов (Литех, 
Россия). Для отрицательного контроля применяли 
рабочую смесь без добавления РНК.

Для постановки ПЦР в реальном времени исполь-
зовали готовый набор qPCRmix-HS SYBR (Евроген, 
Россия), в который добавляли соответствующие прай-
меры и матрицу ДНК. Последовательности праймеров 
для генов Е6, Е7 и Е2 приведены в публикациях [22, 
23]. Исследование выполняли на приборе CFX96 
(BioRad Laboratories, США). Программа проведения 
реакции для каждого из изучаемых генов была следу-
ющей: «горячий старт» 10 мин при температуре +95 °C; 
денатурация 20 с при температуре +95 °C; отжиг прай-
меров и синтез 60 с при температуре +60 °C. Экспрес-
сию вирусных и клеточных генов вычисляли относи-
тельно гена «домашнего хозяйства» HPRT. Анализ 
относительной экспрессии после ПЦР в реальном 
времени осуществляли с использованием ΔΔCt-метода.

Анализ метилирования. Анализ метилирования URR 
HPV16 проводили методом бисульфитного пиросек-
венирования [24]. Бисульфитную обработку ДНК вы-
полняли с помощью набора EZ DNA Methylation-
Gold™ Kit (Zymo Research). Амплификацию 
конвертированной ДНК проводили с готовой реакци-
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онной смесью 5X MasDDTaqMIX-2025 (Dialat, Россия). 
Условия реакции ПЦР и последовательности прайме-
ров описаны ранее [24]. Для пиросеквенирования 
использовали прибор PyroMark Q24 (QIAGEN, Гер-
мания) и вакуумную рабочую станцию PyroMark Q24 
Vacuum Workstation (QIAGEN, Германия). Анализ пи-
рограмм исследуемых образцов осуществляли с помо-
щью программного обеспечения PyroMark Q24 в ре-
жиме CpG.

Статистическая обработка данных. Статистический 
анализ данных выполняли в программе GraphPad Prizm 
6.0 с использованием непараметрического метода 
Фридмана и двухфакторного дисперсионного анализа 
(two-way ANOVA) и непараметрического критерия 
Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение
Метилирование регуляторного района HPV16 в кли-

нических образцах карцином шейки матки. Вначале мы 
исследовали общий паттерн метилированя URR 
HPV16. Из имеющейся коллекции для анализа мети-
лирования регуляторного района нами отобраны 27 
образцов инвазивных карцином шейки матки с извест-
ным статусом генома HPV16 (эписомальным и интег-
ративным). Всего проанализировано 14 CpG-динук-
леотидов, расположенных в регуляторном районе 
HPV16 (см. рис. 1а). Из 5 CpG-динуклеотидов, распо-
ложенных в промоторной зоне, 4 находятся в сайтах 
связывания вирусного белка E2 (E2BS3 и E2BS4), 
5 CpG-динуклеотида лежат в районе энхансера и 4 – 
в 5’-районе URR, 2 из которых находятся в сайте свя-
зывания вирусного белка E2 (E2BS1).

Как видно из рис. 1а, в промоторной области уро-
вень метилирования для всех 5 CpG-динуклеотидов 
(CpG-динуклеотиды 31, 37, 43, 52 и 58) довольно вы-
сокий и варьирует от 5 до 80 % (медиана 30 %).

Несмотря на высокую гетерогенность метилиро-
вания в этом районе, образцы четко разделяются 
на 3 группы: 1) с низким (<10 %); 2) средним (11–
50 %); 3) высоким (>50 %) уровнем метилирования.

В энхансерной области (CpG-динуклеотиды 7535, 
7553, 7676, 7682 и 7694) степень метилирования низкая 
и варьирует от 0 до 50 % (медиана 10 %). Степень ме-
тилирования в 5’URR варьирует от 5 до 70 % (медиана 
20 %).

Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными литературы и показывают, что по крайней мере 
в части инвазивных карцином шейки матки (группы 
2 и 3) уровень метилирования промотора HPV16 до-
вольно высокий [19–21, 24].

Анализ уровня экспрессии вирусных онкогенов 
и степени метилирования промоторной области HPV16. 
Относительную экспрессию вирусных онкогенов E6 
и E7 сравнивали методом количественной ПЦР в ре-
альном времени в 3 группах опухолей с разным уров-
нем метилирования промотора: <10, 11–50 и >50 % 
(рис. 1б). При статистической оценке не выявлено 

достоверных различий между экспрессией вирусных 
онкогенов Е6 и Е7 в группах с разной степенью ме-
тилирования промотора HPV16. Полученные данные 
указывают на то, что высокий уровень экспрессии 
вирусных онкогенов Е6 и Е7 наблюдается во всех 
образцах независимо от степени метилирования ви-
русного промотора. Поскольку, как уже говорилось 
выше, блокирование связывания Е2 метилировани-
ем его сайтов является прочно установленным фак-
том [15] и приводит к нарушению E2-опосредованной 
регуляции вирусной транскрипции [16, 17], можно 
считать, что в группе с низким уровнем метилирова-
ния регуляторная функция Е2 подавляется, по-ви-
димому, другим механизмом. Инактивация регуля-
торной функции E2 может происходить за счет 
мутаций в рамке считывания E2, а также за счет му-
таций в сайтах связывания белка E2, что встречается 
достаточно редко [25]. Более частым механизмом 
является разрыв рамки считывания Е2 в результате 
интеграции вирусного генома с полной утратой экс-
прессии Е2 [10].

Рис. 2. Сравнение уровней метилирования промоторного района регу-
ляторной области вирусного генома (URR) (а) и экспрессии онкогенов 
Е6 и Е7 в опухолях шейки матки (б) с разным статусом Е2: а – степень 
метилирования. Цифрами на оси абсцисс указаны позиции CpG-динук-
леотидов в промоторе вируса папиллом человека (HPV) 16-го типа; 
«Е2–» – нет экспрессии Е2, «Е2+» – есть экспрессия Е2; *р ≤0,0001 
по непараметрическому критерию Манна–Уитни; б – относительный 
уровень мРНК онкогенов Е6 и Е7 в группах E2+ и E2 –
Fig. 2. Comparison of methylation level of URR (а) and expression of Е6 and 
Е7 oncogenes in cervical tumors (б) with different E2 statuses: а – 
methylation levels. Numbers under the X-axis denote positions of CpG-
dinucleotides within URR of HPV type 16; «Е2–» – absence of E2 expression, 
«Е2+» – presence of E2 expression; *р ≤0.0001 by the non-parametric 
Mann–Whitney U test; б – relative levels of E6 and E7 oncogenes mRNAs 
in the E2+ and E2– groups
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Анализ уровня метилирования промоторной области 
HPV16 в опухолях с экспрессией E2 и без нее. В связи 
с вышесказанным мы предположили, что в опухолях 
при сохранении экспрессии Е2 его регуляторная роль 
может быть заблокирована метилированием сайтов 
связывания, а при отсутствии интактной рамки счи-
тывания Е2 уровень метилирования должен быть низ-
ким, так как этот механизм блокировки являлся бы 
избыточным для данной группы опухолей.

Клинические образцы были разделены на 2 группы 
с учетом наличия экспрессии вирусного гена E2.

Уровень метилирования всех 5 CpG-динуклеотидов 
промоторной зоны HPV16 оказался достоверно выше 

в образцах, экспрессирующих Е2, по сравнению 
с образцами с отсутствием экспрессии E2 (p <0,001) 
(рис. 2а).

Поскольку по уровню экспрессии мРНК онкогенов 
Е6 и Е7 все опухоли достоверно не различались друг 
от друга (рис. 2б), то и сравнение уровней мРНК в груп-
пах опухолей, экспрессирующих и не экспрессирующих 
Е2, не выявило достоверных различий (p >0,05). Эти 
данные указывают на отсутствие отрицательного дейст-
вия Е2 на транскрипцию в обеих группах опухолей.

Таким образом, повышение метилирования про-
мотора характерно для опухолей, сохранивших экс-
прессию Е2.

Рис. 3. Уровень метилирования в регуляторной области вирусного генома (URR) HPV 16-го типа (а, б) и экспрессии онкогенов Е6 и Е7 (в, г) 
в клеточных линиях CaSki и SiHa после обработки деметилирующим агентом DAC: а, б – степень метилирования. Цифрами на оси абсцисс ука-
заны позиции CpG-динуклеотидов в URR HPV 16-го типа; малыми скобками обозначены CpG-динуклеотиды, входящие в состав сайтов связыва-
ния Е2 – E2BS1–4; в, г – относительный уровень мРНК онкогенов Е6 и Е7 при различных концентрациях DAC по сравнению с контролем (DMSO). 
*p <0,01; **p <0,001; ***p <0,0001 по непараметрическому критерию Манна–Уитни
Fig. 3. Methylation level of HPV16 URR (а, б) and E6 and E7 oncogene expression levels (в, г) in the CaSki and SiHa cell cultures treated with DAC demethylation 
agent: а, б – methylation level. Numbers on the X-axis denote positions of CpG-dinucleotides in the URR of HPV type 16; small brackets denote CpG-dinucleotides 
in the E2 binding sites – E2BS1–4; в, г – relative levels of mRNAs of E6 and E7 oncogenes for different concentrations of DAC compared to control (DMSO). 
*p <0.01; **p <0.001; ***p <0.0001 by the non-parametric Mann–Whitney U test
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Подавление экспрессии онкогенов Е6 и Е7 НРV16 
деметилирующим агентом DAC in vitro. Для того чтобы 
подтвердить регулирующую роль метилирования URR 
HPV16 на экспрессию онкогенов HPV E6 и E7, мы ис-
пользовали 2 HPV16-положительные клеточные линии 
карцином шейки матки, моделирующие 2 исследован-
ные группы опухолей: CaSki с высоким уровнем мети-
лирования URR и экспрессирующую E2 и SiHa c низ-
ким уровнем метилирования URR, в которой 
целостность рамки считывания гена E2 нарушена 
в процессе интеграции вирусного генома.

Клетки обрабатывали деметилирующим агентом 
5-аза-2’-деоксицитидином (DAC), и после инкубации 
проводили анализ метилирования URR, а также анализ 
уровня экспрессии вирусных онкогенов Е6 и Е7. В ана-
лиз метилирования были включены 9 CpG-динукле-
отидов, лежащих в промоторе, а также в 5’-URR HPV16 
(рис. 3а, б).

Обработка клеточной линии CaSki в течение 72 ч 
в 2 раза снижает уровень метилирования для всех 
9 CpG-динуклеотидов при 0,5 и 1,0 мкМ концентра-
циях DAC. Для клеточной линии SiHa с низким уров-
нем метилирования URR HPV16 обработка DAC 
не приводила к дальнейшему уменьшению метили-
рования этого района (см. рис. 3а, б). Все данные 
были получены не менее чем в 3 независимых экс-
периментах.

Достоверное снижение (более чем в 2 раза) уровней 
мРНК вирусных онкогенов E6 и E7 после обработки 
DAC наблюдалось в клеточной линии CaSki (рис. 3в). 
В клеточной линии SiHa снижения уровня экспрессии 
E6 и E7 по сравнению с необработанным контролем 

не обнаружено (p >0,05), что, по-видимому, связано 
с отсутствием метилирования в URR HPV16 в этой 
клеточной линии (рис. 3г).

Деметилирование промотора HPV16 в клеточной 
линии CaSki сопровождается снижением уровня мРНК 
вирусных онкогенов E6 и E7. Можно предположить, 
что снижение метилирования URR приводит к увели-
чению связывания вирусного белка E2 и тем самым 
приводит к восстановлению его ингибиторной функ-
ции. Таким образом, метилирование URR необходимо 
для эффективной транскрипции вирусных онкогенов 
Е6 и Е7 в условиях экспрессии негативного регулятора. 
Снижение экспрессии вирусных онкогенов Е6 и Е7 
при деметилировании промотора отличается от кано-
нической схемы регуляции транскрипции метилиро-
ванием СрG-островков в промоторах генов, которое 
в большинстве случаев сопровождается подавлением 
транскрипции.

Заключение
Регуляция экспрессии онкогенов Е6 и Е7 HPV16 

клеточной системой метилирования ДНК носит слож-
ный характер. Нами показано, что метилирование 
промоторной области HPV16 наблюдается в большин-
стве опухолей, экспрессирующих вирусный метилчув-
ствительный негативный регулятор транскрипции ген 
Е2, но отсутствует в большинстве опухолей, утратив-
ших его экспрессию. В культуре клеток, экспресси-
рующих E2, показано, что регуляция экспрессии он-
когенов Е6 и Е7 осуществляется по альтернативному 
механизму, а для его поддержания необходимо мети-
лирование регуляторной области HPV16.
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экзосомальные протеазы при колоректальном раке

Е.А. Замбалова1, М.Р. Патышева1, А.А. Димча1, С.Н. Тамкович2, 3, А.Е. Григорьева2,  
Е.С. Колегова1, И.В. Кондакова1, С.Г. Афанасьев1, Н.В. Юнусова1, 4
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Россия, 630090 Новосибирск, ул. Пирогова, 2; 

4ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России;  
Россия, 634050 Томск, Московский тракт, 2

Контакты: Елена Анатольевна Замбалова etugutova@mail.ru

Цель исследования – оценить уровень протеаз ADAM10 и ADAM17 (a disintegrin and metalloproteinase), а также 20S-протеасом 
в экзосомах плазмы крови больных колоректальным раком.
Материалы и методы. В исследование были включены 60 больных колоректальным раком (T2–4N0–2M0–1) и 10 пациентов 
контрольной группы. Материалом для исследования послужила 3-замещенная калиевая соль этилендиаминтетрауксусной кис-
лоты (ЭДТА) плазма крови. Экзосомы плазмы крови выделены методом ультрафильтрации с ультрацентрифугированием. Уровень 
тетраспанин-ассоциированных (ADAM10 и ADAM17) и тетраспанин-неассоциированных (20S-протеасомы) протеаз оценивали 
с помощью проточной цитометрии и вестерн-блоттинга.
Результаты. Дважды негативная субпопуляция (ADAM10– / ADAM17–) преобладала как в экзосомах плазмы крови больных ко-
лоректальным раком, так и в экзосомах пациентов контрольной группы. Обнаружены статистически значимые различия в уров-
не ADAM10+ / ADAM17– экзосом у пациентов контрольной группы по сравнению с больными колоректальным раком. Не выявлено 
значимых различий между субпопуляциями ADAM10 / ADAM17 и уровнем 20S-протеасом экзосом в зависимости от пола, возраста 
и степени дифференцировки опухоли. У пациентов с метастатическим колоректальным раком с гематогенными метастазами 
выявлено снижение субпопуляции ADAM10+ / ADAM17– экзосом по сравнению с пациентами с местно-распространенным коло-
ректальным раком (T2–4N1–2M0) и 20S-протеасом по сравнению с пациентами с T2–4N0M0. В экзосомах больных колорек-
тальным раком с наличием метаболического синдрома выявлено снижение ADAM10– / ADAM17+ экзосом и уровня 20S-протеасом 
по сравнению с больными без метаболических нарушений.

Ключевые слова: экзосома, 20S-протеасома, члены семейства ADAM-протеаз, ADAM10, ADAM17, колоректальный рак, метабо-
лический синдром 
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Exosomal proteases in colorectal cancer
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4Siberian State Medical University; 2 Moskovskiy Tract, Tomsk 634050, Russia

The objective is to evaluate the level of ADAM10 and ADAM17 (a disintegrin and metalloproteinase) proteases, as well as 20S-proteasomes 
in blood plasma exosomes of patients with colorectal cancer.
Materials and methods. The study included 60 patients with colorectal cancer (T2–4N0–2M0–1) and 10 control patients. The material for 
the study was EDTA blood plasma. Exosomes of blood plasma were isolated by ultrafiltration with ultracentrifugation. The level of tet-
raspanin-associated (ADAM10 and ADAM17) and tetraspanin-non-associated (20S-proteasome) proteases was evaluated by flow cytometry 
and Western blotting.
Results. A twice negative subpopulation (ADAM10–/ADAM17–) predominated in blood plasma exosomes of colorectal cancer patients and 
control patients. The level of ADAM10+/ADAM17– exosomes was significantly higher in the exosomes of the plasma of control patients. 
There were no significant differences between the ADAM10/ADAM17 subpopulations and the 20S-proteasome level, depending on sex, age 
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and tumor grade. A decrease in the ADAM10+/ADAM17– subpopulation was found in patients with metastatic colorectal cancer with hema-
togenous metastases compared with patients with T2–4N1–2M0 and 20S-proteasome compared to T2–4N0M0. A decrease in ADAM10–/
ADAM17+ exosomes and 20S-proteasomes level was found in exosomes of patients with colorectal cancer with a metabolic syndrome  
in comparison with patients without metabolic disorders.

Key words: exosome, 20S-proteasomes, the members of ADAMs family, ADAM10, ADAM17, colorectal cancer, metabolic syndrome

For citation: Zambalova E.A., Patysheva M.R., Dimcha A.A. et al. Exosomal proteases in colorectal cancer. Uspekhi molekulyarnoy onko-
logii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):117–26.

Введение
Колоректальный рак (КРР) – один из наиболее 

распространенных видов опухолей желудочно-кишеч-
ного тракта и занимает 2–3-е место в структуре онко-
логической заболеваемости в большинстве стран мира 
как у мужчин, так и у женщин. Особенностью являет-
ся то, что почти в 20 % случаев КРР изначально мани-
фестирует как метастатический. Примерно у трети 
пациентов с локализованными формами КРР возни-
кают рецидивы опухоли или гематогенные метастазы 
(чаще в печень) в течение 3 лет [1]. Поэтому важен 
поиск молекулярных предикторов гематогенного мета-
стазирования у пациентов с локализованным и местно-
распространенным КРР в целях персонализации адъ-
ювантной терапии.

В настоящее время большое значение в процессах 
инвазии и метастазирования опухолей придают секре-
тируемым внеклеточным везикулам, которые представ-
ляют собой экзосомы (средний размер 30–100 нм) 
и микровезикулы (средний размер 100–1000 нм). Они 
обнаружены во многих биологических жидкостях, та-
ких как плазма, сыворотка крови, моча, слюна, грудное 
молоко, спинномозговая жидкость, а также при пато-
логических выпотах (например, асцит) [2]. Тетраспа-
нины CD9, CD63, CD81 являются экзосомальными 
биомаркерами [3, 4]. Около 32 % белкового состава 
экзосом составляют ферменты [5].

Важную роль в функциональной активности вне-
клеточных везикул играют протеазы, ферменты класса 
гидролаз. Показано, что экзосомы несут различные 
протеазы и их активаторы. Выделяют тетраспанин-ас-
социированные, тетраспанин-неассоциированные про-
теазы, а также протеазы с неизвестной локализацией 
в экзосомах [4].

Тетраспанин-ассоциированные протеазы ADAM10 
и ADAM17 (a disintegrin and metalloproteinase) пред-
ставляют собой трансмембранные «молекулярные 
ножницы», которые осуществляют шеддинг – примем-
бранный протеолиз белков, что приводит к расщепле-
нию внеклеточного домена трансмембранных белков 
[6]. Субстратами шеддаз являются рецепторы факторов 
роста (EGFR1, HER2, TGFβ-IIIR), рецепторы адгезии 
(CD44 и L1CAM), рецептор апоптоза Fas-L. В резуль-
тате шеддинга происходит модификация клеточных 
рецепторов с изменением сигналинга от рецепторов 
факторов роста и адгезии, а также появление раство-
римых форм рецепторов в биологических жидкостях: 

sCD44, sEGFR1, sHER2, sTGFβ-IIIR, sFas-L [7]. Пер-
воначальный протеолиз CD23, L1CAM и CD44, опо-
средованный ADAM10, может происходить в мульти-
везикулярных тельцах внутри клеток. Этот процесс 
также происходит в экзосомах, высвобождаемых 
из опухолевых клеток, как показано при исследовании 
RPMI 8866 В-клеточной линии хронического миело-
идного лейкоза, OVMz и SKOV3ip – клеточных линий 
карциномы яичников [8].

К тетраспанин-неассоциированным экзосомальным 
протеазам относятся такие белки, как 20S-протеасомы 
и металлопротеиназа PAPP-A [9, 10]. 20S-протеасома 
представляет собой цилиндрический мультикаталити-
ческий комплекс, состоящий из 2 внутренних β-колец, 
фланкированных 2 внешними α-кольцами. Протеомные 
исследования выявили 7α- и 7β-цепей 20S-протеасом 
в экзосомах, высвобождающихся из мезенхимальных 
стволовых клеток [11]. В клетках и экзосомах 20S-про-
теасомы неспособны распознавать и связывать поли-
убиквитинированные белки, однако эти протеасомы 
деградируют некоторые поврежденные и чужеродные 
белки по аденозинтрифостфат- и убиквитин-независи-
мым механизмам [12].

Цель исследования. С учетом важной роли экзосо-
мальных протеаз в регулировании передачи сигналов 
от рецепторов факторов роста и рецепторов адгезии, 
подвижности клеток и фолдинга белков целью иссле-
дования явилась оценка уровня содержания протеаз 
ADAM10 и ADAM17, а также 20S-протеасом в цирку-
лирующих экзосомах больных КРР. Кроме того, зада-
чей исследования было определение возможной ассо-
циации протеаз с клиническими и гистологическими 
параметрами, а также с наличием метаболического 
синдрома для поиска перспективных экзосомальных 
маркеров, связанных с инвазией, метастазированием 
и метаболическими нарушениями при КРР.

Материалы и методы
Образцы крови пациентов контрольной группы 

(КП) (средний возраст 44,3 ± 3,1 года) и больных КРР 
с различными стадиями заболевания (средний воз-
раст 58,6 ± 1,6 года) получены в НИИ онкологии 
ТНИМЦ.

Пациенты контрольной группы (n = 10) были об-
следованы в условиях поликлинического отделения 
НИИ онкологии ТНИМЦ. При обследовании, в том 
числе при видеоколоноскопии, у них исключена 
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злокачественная опухоль толстой и прямой кишки, 
а также другая онкологическая патология.

Критериями исключения при формировании груп-
пы КРР явились первично-множественные формы 
КРР, рак стадии Ia (Т1N0M0), а также рак прямой киш-
ки с поражением средне- и нижнеампулярного отдела.

Все пациенты с КРР (n = 60) были разделены на 
2 подгруппы: с метаболическим синдромом (n = 33) 
и без метаболического синдрома (n = 27). Критерием 
включения в группу с метаболическим синдромом 
с учетом рекомендаций Международной федерации 
диабета (2005) было наличие абдоминального типа 
ожирения (окружность талии >94 см для мужчин 
и >80 см для женщин) в сочетании, по крайней мере, 
с 2 из 4 дополнительных критериев: повышение уров-
ня триглицеридов в сыворотке крови >1,7 ммоль / л или 
лечение дислипидемии; снижение уровня липопроте-
инов высокой плотности <1,03 ммоль / л для мужчин 
и <1,29 ммоль / л для женщин; высокое артериальное 
давление (систолическое >135 мм рт.ст. или диастоли-
ческое >85 мм рт.ст., или терапия артериальной гипер-
тонии); повышение уровня глюкозы в крови натощак 
>5,6 ммоль / л или выявленный сахарный диабет 2-го 
типа. Клинические и гистологические параметры 
для пациентов представлены в табл. 1. Исследование 
было одобрено локальным комитетом по медицинской 
этике НИИ онкологии ТНИМЦ. Все пациенты пре-
доставили письменное информированное согласие 
на участие в исследовании.

Выделение экзосом. Экзосомы плазмы крови вы-
деляли с помощью ультрафильтрации с ультрацентри-
фугированием. Венозную кровь (18 мл) от КП и боль-
ных КРР собирали в пробирки с 3-замещенной 
калиевой солью этилендиаминтетрауксусной кислоты 
(ЭДTA) (BD Vacutainer Plus Tubes, Великобритания). 
Форменные элементы крови осаждали центрифугиро-
ванием в течение 20 мин при 1200g (бакет-ротор, 
Labofuge 400R, Thermo Fisher Scientific, США) и тем-
пературе 4 °C. Для удаления клеточного дебриса образ-
цы плазмы центрифугировали при 17 000g (угловой 
ротор, центрифуга 5415R, Eppendorf) и температуре 
4 °С в течение 20 мин. Для удаления везикул более 
100 нм супернатант разбавляли в 5 раз PBS (10 мМ фос-
фатным буфером; 0,15 М NaCl, pH 7,5) и пропускали 
через фильтр размером пор 100 нм (Minisart high flow, 
16 553-K, Sartorius). Для осаждения экзосом фильтрат 
центрифугировали при 100 000g (бакет-ротор, Optima 
XPN 80, Beckman Coulter, США) и температуре 4 °C 
в течение 90 мин, осадок ресуспендировали в 10 мл 
фосфатно-солевого буфера (PBS) и дважды центрифу-
гировали при тех же условиях. Выделенные экзосомы 
ресуспендировали в 350 мкл PBS. Аликвоты экзосом 
замораживали в жидком азоте и хранили при темпе-
ратуре –80 °С.

Электронная микроскопия экзосом. Для негативно-
го контрастирования образцы экзосом сорбировали 
на медные сетки с формваровой подложкой, 

стабилизованной углеродом, в течение 1 мин и 10 с 
и контрастировали 2 % раствором фосфорно-вольфра-
мовой кислоты. Сетки были изучены с использовани-
ем просвечивающего электронного микроскопа Jem 
1400 (Jeol, Япония), изображения получены с помощью 
цифровой камеры Veleta (Olympus Corporation, Япо-
ния).

Количественная оценка белка в экзосомах. Для оцен-
ки концентрации белка в экзосомах применяли набор 
количественного определения NanoOrange Protein 
(Molecular Probes, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя.

Проточная цитометрия. Альдегид-сульфатные ла-
тексные частицы диаметром 4 мкм (Thermo Fisher 
Scientific, США) инкубировали с антителами против 
CD9 (ab134 375, Abcam) или CD24 (bsm-50 424M, Bioss) 
при комнатной температуре в течение 14 ч при осто-
рожном перемешивании. Аликвоты экзосом (около 
30 мкг экзосомального белка) инкубировали с ком-
плексами антитело-латексные частицы в 100 мкл PBS 
при температуре 4 °С в течение 14 ч при осторожном 

Таблица 1. Клинические и гистологические параметры больных КРР 

Table 1. Clinical and histological characteristics of patients with CRC 

Параметр 
Parameter

n %

Пол: 
Sex:

мужской 
male
женский 
female

 

29 

31 

 

48,3 

51,7 

Возраст, лет: 
Age, years:
≤59
>59

 

18
42

 

30,0
70,0

Стадия: 
Stage:

T2–4N0M0 (локализованный КРР) 
T2–4N0M0 (localized CRC)
T2–4N1–2M0 (местно-распростра-
ненный КРР) 
T2–4N1–2M0 (locally advanced CRC)
TanyNanyM1 (метастатический КРР) 
TanyNanyM1 (metastatic CRC)

 

27 

25
 

8 

 

45,0 

41,6
 

13,4 

Степень дифференцировки: 
Differentiation grade:

G
1–2

G
3

 

53
7

 

88,3
11,7

Наличие метаболического синдрома: 
Presence of metabolic syndrome:

есть 
yes
нет 
no

 

33 

27 

 

55,0 

45,0 

Примечание. КРР – колоректальный рак. 
Note. CRC – colorectal cancer.
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перемешивании. Реакцию блокировали 0,2 М глици-
ном в течение 30 мин при температуре 4 °С. Комплек-
сы «экзосомы–антитело–латексные частицы» дважды 
отмывали промывочным буфером (PBS с добавлением 
2 % бычьей сыворотки, деплетированной от экзосом), 
инкубировали с блокирующим иммуноглобулином G 
(IgG) (BD BioSciences, США) при комнатной темпе-
ратуре в течение 10 мин, отмывали, затем проводили 
инкубацию с FITC-конъюгированными антителами 
против тетраспанинов (CD63, CD81, CD9, CD24) (BD 
BioSciences, США) при температуре 4 °C в течение 
50 мин. Комплексы отмывали дважды промывочным 
буфером и исследовали образцы на цитометре FACS 
Canto II (BD BioSciences, США), данные анализиро-
вали с использованием программного обеспечения 
FACS Diva 6.1. Медиана интенсивности флуоресцен-
ции экзосом была проанализирована по сравнению 
с изотипическим контролем (BD BioSciences, США) 
и отрицательным контролем.

Анализ субпопуляций ADAM10 / ADAM17 экзосом. 
Аликвоты экзосом (около 30 мкг экзосомального бел-
ка) инкубировали с 3 × 105 анти-CD9 латексными ча-
стицами в 150 мкл PBS при температуре 4 °С в течение 
ночи при осторожном перемешивании и блокировали 
в 0,2 М глицине в течение 30 мин, затем окрашивали 
анти-ADAM10 (CD156c) – PE (5 мкл на тест; BioLegend, 
США) и анти-ADAM17 / TACE (разведение 1:10; 
LifeSpan BioSciences, США) в течение 20 мин при ком-
натной температуре. Затем комплексы окрашивали 
вторичным антителом IgG, Alexa Fluor 488 (разведение 
1:3000; Thermo Fisher Scientific, США). Проточная ци-
тометрия выполнена на цитометре Cytoflex (Becman 
Coulter, США). Данные анализировали с помощью 
программного обеспечения CytExpert 2.0.

Вестерн-блоттинг. Аликвоты экзосом (30 мкл, 7 мкг 
экзосомального белка) были инкубированы в течение 
90 мин на льду с 7 мкл лизис-буфера (125 мМ Трис-HCl; 
pH 7–8; 750 мМ NaCl; 0,5 % SDS; 5 % Triton X-100) 
с добавлением 3 мкл протеазного коктейля (1,3 мМ 
апротинина (Sigma, США), 0,33 мМ пепстатина 
А (ICN, США), 1 мкг / мл лейпептина (ICN, США)). 
Образцы лизированных экзосом инкубировали 
с sample-буфером при температуре 95 °С в течение 
7 мин и центрифугировали при 13 000g в течение 5 мин. 
Супернатанты образцов наносили на 13 % ПАА-гель 
для SDS-PAGE электрофореза по Lemmli. После элек-
трофореза белки переносили на PVDF-мембрану 
(Immobylon, Millipore, США). Мембрану блокировали 
раствором 1X iBind (Invitrogen, США). Связывание 
с первичным антителом к 20S-протеасомам (анти-
Proteasome 20S-альфа+бета ab22 673; Abcam, Велико-
британия); 1:2000), промывку, связывание со вто-
ричным антителом (IgA-HRP антитело, Santa Cruz 
Biotechnology, 1:5000) проводили с использованием 
автоматизированного устройства iBind Western Device 
(Thermo Fisher Scientific, США). Далее мембрану ин-
кубировали с раствором детекции Amersham ECL 

(Amersham, США). Визуализация была выполнена 
в системе ChemiDoc Touch (Bio-Rad, США). Плотность 
полос оценивали с использованием компьютерной 
программы ImageLab. Результаты были стандартизи-
рованы с учетом уровня CD63 в экзосомах и выражены 
в условных единицах от уровня 20S-протеасом в экзо-
сомах у КП.

Статистический анализ. Статистическую обработку 
данных проводили в программе Statistica 10.0. Данные 
проанализированы на соответствие выборки нормаль-
ному распределению с использованием критерия Ша-
пиро–Уилка. Все данные выражены как медианы 
с межквартильным размахом или как средние со стан-
дартными ошибками. Достоверность различий оцени-
вали с помощью U-критерия Манна–Уитни и критерия 
Крускала–Уоллиса. Различия считали достоверными 
при значениях р ≤0,05.

Результаты
Характеристика экзосом плазмы. Принадлежность 

выделенных везикул к классу экзосом была подтверж-
дена методом трансмиссионной электронной микро-
скопии. В препаратах экзосом, выделенных из плаз-
мы крови КП и больных КРР, обнаружены четко 
структурированные частицы чашеобразной формы 
низкой электронной плотности с сохранной мембра-
ной (рис. 1). Выявлено, что их морфология не отли-
чается от экзосом больных с другими злокачествен-
ными новообразованиями [13]. В препаратах также 
присутствовали частицы, не соответствующие экзо-
сомам по морфологии [14].

Выделенные экзосомы также охарактеризованы 
методом проточной цитометрии на наличие экзосо-
мальных маркеров (CD9, CD24, CD63 и CD81). Со-
четание конъюгированных и неконъюгированных 
антител позволяет идентифицировать различные 
субпопуляции экзосом. По снижению медианы ин-
тенсивности флуоресценции субпопуляции экзосом 
распределялись следующим образом: CD24 / СD9>С
D9 / СD81>CD24 / CD63>CD9 / CD63 (экзосомы плаз-
мы крови КП); СD9 / CD81>CD9 / CD63>CD24 / CD
9>CD24 / CD63 (экзосомы плазмы крови больных 
КРР). Таким образом, субпопуляционный состав эк-
зосом из плазмы крови КП и больных КРР различен 
(табл. 2).

Статистически значимых различий в уровне экзо-
сомального белка между препаратами от КП и больных 
КРР не обнаружено.

Анализ субпопуляций ADAM10 / ADAM17 экзосом 
плазмы крови. Фенотипирование экзосом методом 
проточной цитометрии подразумевает анализ экзосом 
с использованием латексных частиц, покрытых анти-
телом. Согласно результатам, полученным на пре-
дыдущем этапе нашей работы, мы использовали ла-
тексные частицы с антителами против CD9 для 
обнаружения субпопуляций ADAM10 / ADAM17 экзо-
сом в плазме КП и больных КРР (рис. 2а). 
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Распределение субпопуляций ADAM10 / ADAM17 у КП 
и больных КРР оказалось сходным (рис. 2б–г). Суб-
популяция ADAM10– / ADAM17– преобладала в обеих 
группах (у больных КРР – 88,0 ± 4,4 %, у КП – 77,0 ± 
3,85 %; р >0,05) по сравнению с другими субпопуля-
циями экзосом. Выявлены статистически значимые 
различия в уровне ADAM10+ / ADAM17– экзосом у КП 
по сравнению с больными КРР: 12,0 ± 0,6 и 7,0 ± 
0,35 % соответственно (р <0,05) (рис. 2г). Статистиче-
ски значимое снижение уровня ADAM10+ / ADAM17– 
экзосом обнаружено у пациентов с метастатическим 
КРР по сравнению с пациентами с распространенно-
стью процесса T2–4N1–2M0, т. е. при отсутствии отда-
ленных метастазов (рис. 3). Не выявлено значимых 
различий между субпопуляциями ADAM10 / ADAM17 
экзосом в зависимости от пола, возраста и степени 
дифференцировки.

Уровень 20S-протеасом экзосом плазмы крови. Ана-
лиз вестерн-блоттинг показал, что уровень 20S-проте-
асом в экзосомах плазмы больных КРР в 1,8 раза выше, 
чем в экзосомах КП (рис. 4а). Максимальный уровень 

20S-протеасом в экзосомах плазмы крови выявлен 
у больных КРР c локализованным процессом (T2–
4N0M0). Значительные различия обнаружены в уров-
не 20S-протеасом между этими пациентами (T2–
4N0M0) и больными с КРР при наличии гематогенных 
метастазов: 2,31 ± 0,11 и 1,45 ± 0,07 усл. ед. соответст-
венно (p <0,05) (рис. 4б). Значимых различий в уровне 
20S-протеасом в зависимости от пола, возраста и сте-
пени дифференцировки не выявлено.

Связь ADAM10, ADAM17 и 20S-протеасом экзосом 
с метаболическим синдромом у больных КРР. В данном 
исследовании заболеваемость метаболическим син-
дромом больных КРР составляла 55 %. Метаболиче-
ский синдром чаще встречался у женщин (64 %), 
чем у мужчин (36 %). Нами обнаружено, что уровень 
АDАМ10– / АDАМ17 экзосом был значительно снижен 
у больных КРР с метаболическим синдромом по срав-
нению с пациентами без него: 3,97 ± 0,71 и 13,04 ± 
1,34 % соответственно (p <0,05) (рис. 5а). Выявлено 
снижение уровня 20S-протеасом в экзосомах плазмы 
крови больных КРР с метаболическим синдромом 
по сравнению с больными КРР без метаболических 
нарушений: 1,98 ± 0,25 и 2,92 ± 0,42 усл. ед. соответ-
ственно (p <0,05) (рис. 5б).

Обсуждение
В настоящее время существуют противоречивые 

данные о количестве циркулирующих экзосом у паци-
ентов с КРР. Ряд авторов утверждают, что нет сущест-
венной разницы в средней концентрации экзосом 
между препаратами крови больных и здоровых лиц [15]. 
Другие авторы считают, что доля экзосом при КРР 
статистически выше, чем у здоровых лиц. Высокий 

Рис. 1. Общий вид препаратов экзосом, полученных из плазмы крови 
пациента контрольной группы (а), больного колоректальным раком (б) 
(электронная микроскопия, негативное контрастирование фосфорно-
вольфрамовой кислотой). На вставках изображены экзосомы. Стрел-
ки указывают на экзосомы, эллипсы – «невезикулы». Размер шкалы 
соответствуют 100 нм
Fig. 1. General appearance of exosome samples isolated from plasma  
of a control patient (а), patient with colorectal cancer (б) (electron 
microscopy, negative contrast with phosphorous-wolfram acid). Panels show 
exosomes. Arrows point at exosomes, ellipses – at non-vesicles. Scale 100 nm

а

б

Таблица 2. Экспрессия CD9, CD24, CD63 и CD81 на поверхности 
экзосом плазмы крови пациентов контрольной группы и больных 
колоректальным раком, m ± M

Table 2. CD9, CD24, CD63 and CD81 expression on the surface of plasma 
exosomes of control patients and patients with colorectal cancer, m ± M

Экспрессия 
Expression

Пациенты 
контрольной 

группы 
Control patients

Больные колорек-
тальным раком 

Patients with 
colorectal cancer

СD9-положительные экзосомы 
CD9-positive exosomes

CD63 513 ± 76 720 ± 84

CD81 645 ± 97 1020 ± 105*

CD24-положительные экзосомы 
CD24-positive exosomes

CD9 1048 ± 120 680 ± 85*

CD63 523 ± 75 500 ± 71

*Значимые различия по сравнению с экзосомами контроль-
ных пациентов.  
*Significant differences compared to exosomes of control patients.
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уровень экзосом в плазме пациентов с КРР коррели-
ровал с высоким уровнем раково-эмбрионального 
антигена и низкой степенью дифференцировки опу-
холи [16]. По-видимому, это связано с различными 
подходами к выделению экзосом и определением бел-
ка в изолированных везикулах.

Данные о субпопуляционном составе экзосом 
больных КРР немногочисленны. CD147 и CD9 дабл-
положительные экзосомы встречались чаще в плазме 
крови больных КРР, чем у здоровых доноров [17]. Суб-
популяция CD9 / CD81 экзосом преобладала в плазме 
крови больных КРР и занимала около 31,8 % [15], 
что соответствует нашим данным.

Известно, что ADAM10 проявляет протеолитиче-
скую активность в мультивезикулярных тельцах, по-
этому зрелый ADAM10 уже включен в экзосомы [18]. 
Включение зрелого ADAM10 в экзосомы и его протео-
литическую активность регулируют тетраспанины 
CD9, CD81, CD82 [19]. ADAM17 переносится в эндо-
плазматический ретикулум в неактивной, латентной 
форме, которая взаимодействует с неактивным белком 
iRHOM2. Это способствует транслокации pro-ADAM17 

Рис. 3. Процентное соотношение субпопуляций ADAM10 / ADAM17 эк-
зосом плазмы крови больных колоректальным раком в зависимости 
от стадии заболевания. *Значимое различие по сравнению с больными 
с T2–4N1–2M0
Fig. 3. Ratio between ADAM10 / ADAM17 plasma exosome subpopulations in 
percent in patients with colorectal cancer depending on disease stage. 
*Significant difference compared to patients with T2–4N1–2M0

Пациенты контрольной группы/Patients of the control group
T2–4N0M0
T2–4N1–2M0
Метастатический колоректальный рак / Metastatic colorectal 
cancer

10–17–
0

20

40

60

%

80

100

10–17+10+17–

7,87 %
2,2 %
*

10+17+

Рис. 2. Различия между субпопуляциями ADAM10 / ADAM17 экзосом, выделенных из плазмы крови пациентов контрольной группы (КП) и больных 
колоректальным раком (КРР): а – прямое (FSC-A) и боковое (SSC-A) светорассеяние комплексов экзосом с альдегид-сульфатными латексными 
частицами; б, в – двойное мечение антителами против ADAM10 и ADAM17 экзосом плазмы крови КП (б) и больных КРР (в); г – процентное со-
отношение ADАM10 / ADAM17 субпопуляций экзосом плазмы крови. Проточная цитометрия плазменных экзосом
Fig. 2. Differences between ADAM10 / ADAM17 exosome subpopulations isolated from plasma of control patients (CP) and patients with colorectal cancer (CRC): 
а – direct (FSC-A) and lateral (SSC-A) light scattering of exosome complexes with aldehyde-sulfate latex particles; б, в – dual staining with antibodies against 
ADAM10 and ADAM17 exosomes from plasma of CPs (б) and patients with CRC (в); г – ratio between ADАM10 / ADAM17 exosome plasma subpopulations in 
percent. Plasma exosome flow cytometry
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в комплекс Гольджи, где он активируется фурин-кон-
вертазой [20]. На клеточных культурах (линия эпите-
лиальных клеток альвеолярной легочной карциномы 
A549, клеточной линии эпителиального рака молочной 
железы MDA-MB-231, линии эмбриональной почки 
человека HEK293 и линии клеток лейкемии человека 
THP-1) показано выделение ADAM17 в составе экзо-
сом [21]. Комплексный протеомный анализ выявил 
определенную взаимосвязь между субъединицами 20S-
протеасом и рибосомными белками в опухоль-ассо-
циированных макрофагах [22]. Изменения в химотрип-
синоподобной активности протеасом в клетках КРР 
по сравнению с соответствующими нормальными 
тканями наблюдались в сочетании с повышенной экс-
прессией иммунных субъединиц и / или протеасомным 
активатором PA28β, связанным с активностью 20S-
протеасомы [23]. Высокий уровень 20S-протеасом 
в экзосомах плазмы крови больных КРР, выявленный 
в нашей работе, по-видимому, обусловлен увеличени-

ем экспрессии как 26S-, так и 20S-пулов в опухолевой 
ткани, что необходимо для клеток-реципиентов для ре-
ализации множества протеасомных функций в опухо-
левых клетках и микроокружении опухоли [12]. У па-
циентов с метастатическим КРР с гематогенными 
метастазами выявлено снижение субпопуляции 
ADAM10+ / ADAM17 – экзосом по сравнению с паци-
ентами с местно-распространенным КРР (T2–4N1–
2MO) и 20S-протеасом по сравнению с группой T2–
4N0M0, что требует дальнейшего изучения.

КРР в настоящее время рассматривается как зло-
качественное новообразование, в значительной сте-
пени связанное с метаболическим синдромом [24]. 
Согласно нашим ранее опубликованным данным 
метаболический синдром обнаружен примерно в 60 % 
случаев КРР со стадиями II–III, что соответствуют 
данным литературы [25, 26]. Показано, что наличие 
метаболического синдрома коррелирует с увеличени-
ем количества в крови прокоагулянтных 

Рис. 4. Анализ вестерн-блоттинг: а – уровень 20S-протеасом экзосом плазмы крови больных колоректальным раком (КРР) по сравнению с паци-
ентами контрольной группы (КП); б – уровень 20S-протеасом экзосом в зависимости от стадии заболевания. Результаты стандартизированы 
с учетом уровня CD63 в экзосомах и выражены в условных единицах от уровня 20S-протеасом в экзосомах у КП
Fig. 4. Western-blotting analysis: а – exosomal 20S proteasome level in plasma of patients with colorectal cancer (CRC) compared to control patients (CP); 
б – exosomal 20S proteasome level depending on disease stage. Results normalized taking into account CD63 level in exosomes and expressed in arbitrary units 
of exosomal 20S proteasome level in CP
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Рис. 5. Экспрессия ADAM10, ADAM17 и 20S-протеасом в зависимости от наличия метаболического синдрома: субпопуляции ADAM10 / ADAM17 (в %) 
в экзосомах плазмы крови больных колоректальным раком (а) и уровень 20S-протеасом (в усл. ед.) экзосом больных колоректальным раком (б). МС – 
метаболический синдром. *Значимые различия по сравнению с больными колоректальным раком без МС
Fig. 5. ADAM10, ADAM17 and 20S proteasome expression depending on the presence of metabolic syndrome: ADAM10 / ADAM17 subpopulations (in %)  
in plasma exosomes of patients with colorectal cancer (а) and exosomal 20S proteasome level (in AU) in patients with colorectal cancer (б). MS – metabolic 
syndrome. *Significant differences compared to patients with colorectal cancer without MS
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внеклеточных везикул, экспрессирующих тканевой 
фактор (TF+), полученных из тромбоцитов (аннексин 
V / CD41+ и CD62P+), эндотелиальных клеток 
(CD31+ / CD41– и CD62E+) и лейкоцитов (CD45+) 
по сравнению с здоровыми лицами [27]. Кроме того, 
как внеклеточные везикулы, так и экзосомы несут 
комплекс маркеров, связанных с ожирением и рези-
стентностью к инсулину, а экзосомы, полученные 
из адипоцитов, способствуют метастазированию [28, 
29]. В настоящее время свойства экзосом при КРР, 
связанные с ожирением или метаболическим синдро-
мом, не описаны. Потеря ADAM17 и 20S-протеасом 
в экзосомах, по нашим данным, может быть связана 
с наличием метаболического синдрома у больных 
КРР. Изучение субпопуляций, связанных с тетраспа-
нин-ассоциированными и тетраспанин-неассоци-
ированными протеазами в экзосомах, полученных 
из адипоцитов, прояснило бы роль ожирения в пере-
распределении экзосомальных протеаз.

Заключение
Дважды негативная субпопуляция (ADAM10– /  

ADAM17–) преобладала как в экзосомах плазмы крови 
больных КРР, так и в экзосомах КП. Обнаружены ста-
тистически значимые различия в уровне ADAM10+ /  
ADAM17– экзосом у КП по сравнению с больными 
КРР. Не выявлено значимых различий между субпопу-
ляциями ADAM10 / ADAM17 и уровнем 20S-протеасом 
экзосом в зависимости от пола, возраста и степени 
дифференцировки опухоли. У пациентов с метастати-
ческим КРР с гематогенными метастазами отмечено 
снижение уровня субпопуляции ADAM10+ /  
ADAM17– экзосом по сравнению с пациентами 
с местно-распространенным КРР (T2–4N1–2M0) 
и 20S-протеасом по сравнению с группой T2–4N0M0. 
В экзосомах больных КРР с наличием метаболическо-
го синдрома выявлено снижение ADAM10– / ADAM17+ 
экзосом и уровня 20S-протеасом по сравнению с боль-
ными без метаболических нарушений.
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Неканоническая активность ретиноевой кислоты  
в отношении активации протеинкиназ  

в трансформированных клетках различного происхождения

А.Д. Еникеев, А.В. Комельков, И.Б. Зборовская, С.А. Галецкий, Г.О. Скрябин, Е.М. Чевкина
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина»  

Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Елена Максимовна Чевкина tchevkina@mail.ru

Введение. Неканоническая активность ретиноевой кислоты (РК) обнаружена сравнительно недавно и заключается в быстрой акти-
вации внутриклеточных сигнальных путей с помощью механизмов, не связанных с транскрипционной активностью ядерных рецепто-
ров РК. Отдельные данные свидетельствуют о том, что неканоническая активность может стимулировать процессы малигнизации 
и участвовать в формировании резистентности опухолевых клеток к терапевтическому воздействию РК. Однако о механизмах нека-
нонической активности известно достаточно мало. Непонятно, насколько этот эффект универсален, происходит ли РК-зависимая 
активация различных сигнальных протеинкиназ в одних и тех же клетках, и насколько активация этих киназ взаимосвязана.
Материалы и методы: культивирование клеток немелкоклеточного рака легкого и нейробластомы в стандартных условиях 
и при инкубации с полностью транс-ретиноевой кислотой (all-trans retinoic acid, ATRA); иммуноблоттинг.
Результаты. В работе исследовали влияние ATRA на активацию протеинкиназ Akt и Erk1 / 2 в зависимости от времени инкубации. 
Анализ выявил РК-зависимую активацию обеих киназ во всех исследуемых линиях клеток немелкоклеточного рака легкого и ней-
робластомы. Активация как Akt, так и Erk1 / 2 возникала при 5 мин инкубации, что соответствует нетранскрипционной (нека-
нонической) активности РК, однако дальнейшая кинетика активации двух киназ существенно различалась.
Заключение. Мы показали, что ATRA вызывает краткосрочную активацию протеинкиназ Erk1 / 2 и Akt в клетках немелкокле-
точного рака легкого и нейробластомы. Различия в кинетике РК-зависимой стимуляции двух киназ свидетельствуют о том, 
что их активация реализуется с помощью независимых механизмов.

Ключевые слова: ретиноевая кислота, неканоническая активность, протеинкиназа, фосфорилирование, Erk1/2, Akt

Для цитирования: Еникеев А.Д., Комельков А.В., Зборовская И.Б. и др. Неканоническая активность ретиноевой кислоты в от-
ношении активации протеинкиназ в трансформированных клетках различного происхождения. Успехи молекулярной онкологии 
2018;5(4):127–30.

DOI: 10.17650/2313-805X-2018-5-4-127-130

Non-canonical activity of retinoic acid in relation to the activation of protein kinases in transformed cells of different origin

A.D. Enikeev, A.V. Komelkov, I.B. Zborovskaya, S.A. Galetsky, G.O. Skryabin, E.M. Tchevkina

Research Institute of Carcinogenesis, N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Background. The non-canonical activity of retinoic acid (RA) was discovered relatively recently and consists in the rapid activation of intra-
cellular signaling pathways by the mechanisms not related to the transcriptional activity of the RA nuclear receptors. Separate data suggest 
that this activity can stimulate the processes of malignancy and contribute to the formation of tumor cell resistance to RA as a therapeutic 
agent. However, little is known about the mechanisms of this activity. It is also unclear how universal this effect is; does the RA-dependent 
activation of different signaling protein kinases occur in the same cells, and whether activation of these kinases is interrelated.
Materials and methods: cultivation of non-small cell lung cancer cells and neuroblastoma cells under standard conditions and with incuba-
tion with all-trans retinoic acid (ATRA); immunoblotting. 
Results. Here we studied the effect of ATRA on the activation of Akt and Erk1/2 protein kinases depending on the incubation time. The 
analysis revealed RA-dependent activation of both kinases in all studied non-small cell lung cancer and neuroblastoma cell lines. Activation 
of Akt and Erk1/2 occurred at five minutes of incubation, which corresponds to the non-transcriptional (non-canonical) activity of the RA, 
however, further activation kinetics of the two kinases differed essentially.
Conclusion. We found that ATRA causes rapid activation of Erk1/2 and Akt protein kinases in both non-small cell lung cancer and neuro-
blastoma cells. The differences in the kinetics of RA-dependent stimulation of these two kinases suggest that their activation is mediated by 
independent mechanisms.

Key words: retinoic acid, non-canonical activity, protein kinase, phosphorylation, Erk1/2, Akt

For citation: Enikeev A.D., Komelkov A.V., Zborovskaya I.B. et al. Non-canonical activity of retinoic acid in relation to the activation of pro-
tein kinases in transformed cells of different origin. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):127–30.
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Введение
Ретиноевая кислота (РК) регулирует множество 

системных процессов в организме, включая эмбрио-
генез, ремоделирование тканей, дифференцировку 
и различные аспекты функционирования иммунной 
системы. Каноническая функция РК опосредуется ее 
взаимодействием с ядерными рецепторами (RAR, RXR, 
PPAR), которые являются лигандактивируемыми транс-
крипционными факторами и регулируют экспрессию 
более 500 генов, в промоторе которых имеются рети-
ноид-респонсивные элементы (RARE). Многие гены-
мишени РК стимулируют остановку клеточного цикла, 
дифференцировку и апоптоз, в связи с чем РК счита-
ется супрессором опухолевого роста.

Наиболее активный изомер РК, полностью транс-
ретиноевая кислота (all-trans retinoic acid, АТRА), 
успешно применяется в клинической практике для те-
рапии острого промиелоцитарного лейкоза. Предпри-
нимаются попытки использования РК в терапии и дру-
гих типов онкопатологии [1–4]. Однако применение 
РК сильно ограничено за счет быстрого приобретения 
резистентности, а также вследствие большого количе-
ства побочных эффектов [3, 5]. Помимо основной 
функции недавно была обнаружена неканоническая, 
или так называемая негеномная, активность РК, ко-
торая не связана с активацией транскрипции, но при-
водит к быстрому лигандиндуцируемому изменению 
внутриклеточного сигналинга, включая активацию 
важнейших протеинкиназ, задействованных в канце-
рогенезе. Такой эффект РК показан в отношении МАР-
киназ Erk1 / 2 [6–8] и р38 [9], а также антиапоптотиче-
ской киназы Akt [10]. Также есть данные о том, 
что неканоническая активность усиливает злокачест-
венный потенциал клеток и может являться одним 
из механизмов формирования устойчивости клеток 
к РК [11, 12]. В то же время нетранскрипционная РК-
зависимая активация этих киназ может, наоборот, быть 
необходимым условием реализации канонической 
опухоль-супрессорной функции РК [13]. Исследования 
неканонической активности РК очень фрагментарны, 
а результаты, полученные только на нескольких типах 
клеток, противоречивы. Молекулярные механизмы 
неканонической активности мало изучены, более того, 
неизвестно, насколько универсальным является этот 
эффект.

Материалы и методы
Линии клеток и обработка ATRA. Клетки немелко-

клеточного рака легкого (НМРЛ) (линии А549 и Н460) 
и нейробластомы (линии SK-N-AS и SH-SY-5Y) куль-
тивировали в среде DMEM и RPMI соответственно 
с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки. Клет-
ки высаживали в 60 мм чашки по 8 × 105 клеток на чаш-
ку. Через 24 ч меняли среду на бессывороточную на 18 ч 
(голодание), после чего меняли среду на полную с до-
бавлением ATRA (Sigma, США) в концентрации 5 µМ 
для клеток НМРЛ и 1 µМ для клеток нейробластомы. 

Клетки инкубировали в среде с ATRA в течение 5, 15, 
30, 60 и 240 мин. Сразу после инкубации клетки про-
мывали 2 раза PBS, снимали с подложки и осаждали 
центрифугированием 3600g в течение 6 мин.

Иммуноблоттинг. На 10 % гель для SDS-PAGE элек-
трофореза наносили 20 мкг белка. Белки переносили 
на PVDF мембрану (Immobilon, Millipore), инкубиро-
вали в блокирующем растворе (5 % обезжиренное мо-
локо (BioRad, США) или 5 % BSA (PAA Laboratoties)), 
инкубировали 15 ч с антителами Anti-pAkt (S473) 
или Anti-pErk-1 / 2 (T202 / Y204) (Cell Signalling), отмы-
вали 3 раза в ТBS с 0,1 % TWEEN-20, инкубировали 
1,5 ч с вторичными антителами (Cell Signalling), про-
являли с помощью реагента ECL (Millipore). Для нор-
мализации количества нанесенного белка использова-
ли антитела к β-актину (Abcam). Хемилюминесцентную 

Анализ уровня фосфо-Erk1 / 2 (рThr202 / Tyr204) и фосфо-AKT (рSer473) 
после обработки полностью транс-ретиноевой кислотой (all-trans 
retinoic acid, ATRA) клеток немелкоклеточного рака легкого и нейро-
бластомы. Цифрами над треками обозначено изменение уровня фос-
форилирования по сравнению с (–) контролем – клетками в отсутст-
вие обработки ATRA – по результатам денситометрического анализа 
с нормализацией по референсному белку (β-актину)
Analysis of phospho-Erk1 / 2 (рThr202 / Tyr204) and phospho-AKT (рSer473) 
levels after treatment with all-trans retinoic acid (ATRA) of non-small-cell 
lung cancer and neuroblastoma cells. Numbers above tracks denote changes 
in phosphorylation levels compared to (–) control – cells untreated with 
ATRA – per the results of densitometry analysis with normalization by refer-
ence protein (β-actin) 
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реакцию регистрировали на приборе Kodak GelLogic 
2200 Imaging system с последующей обработкой с по-
мощью программы Kodak Molecular Imaging Software 
SE v. 5.0.1.27.

Результаты и обсуждение
По данным литературы, РК-зависимая стимуляция 

протеинкиназ может происходить в период первых 
5–60 мин инкубации, что соответствует фосфорили-
рованию имеющегося пула белков (неканоническая, 
или негеномная, активность РК), в то время как более 
длительная обработка РК приводит к изменениям ко-
личества и активности белков за счет транскрипцион-
ной активности рецепторов РК (каноническая актив-
ность). Мы провели анализ влияния ATRA 
на активность протеинкиназ Erk1 / 2 и Akt в клетках 
НМРЛ и нейробластомы в зависимости от времени 
инкубации. Уровень активации протеинкиназ опреде-
ляли с помощью анализа статуса активирующего фос-
форилирования – по сайтам T202 / Y204 для Erk1 / 2 
и остатку серина S473 для Akt.

Анализ выявил РК-зависимую активацию обеих 
киназ во всех исследуемых линиях, однако кинетика 
этого процесса существенно различалась (см. рисунок). 
Для Erk1 / 2 обнаружено 2 четких пика фосфорилирова-
ния во всех исследуемых клетках. Первый пик соответ-
ствовал 5–15 мин обработки ATRA (в случае клеток 
SH-SY-5Y – 5–30 мин), второй регистрировался после 
4 ч инкубации. Интересно, что в промежуточном пери-
оде (час обработки) наблюдалось снижение активиру-
ющего фосфорилирования Erk1 / 2 до уровня ниже 
контрольного (без инкубации). Такие пики фосфори-
лирования соответствуют негеномной кратковременной 
активации и долговременной транскрипционной акти-
вации Erk1 / 2, а их разграничение во времени отражает, 
по-видимому, тот факт, что эти процессы напрямую 
не связаны между собой, т. е. происходят независимо.

Активация Akt также наблюдалась начиная 
с 5 мин, достигая максимума в зависимости от типа 
клеток к 30–60 мин инкубации с ATRA, однако в от-
личие от Erk1 / 2 ни в одной из исследованных линий 
не наблюдалось снижения фосфорилирования Akt 
до контрольного уровня. Такая кинетика фосфори-
лирования свидетельствует о том, что процессы РК-
зависимой неканонической и транскрипционной 
активации Akt не разделены во времени. Возможно, 
что это сопряженные процессы, как было показано 
для РК-зависимой активации киназы р38. Так, не-
транскрипционная РК-зависимая активация р38 
является, по-видимому, необходимым условием 
транскрипционной активности рецепторов RAR 
и реализации канонической активности РК [9, 13]. 
Несмотря на то что Erk1 / 2- и Akt-ассоциированные 
сигнальные пути могут иметь пересечения, обнару-
женная нами различная кинетика РК-зависимой 
активации данных киназ свидетельствует о разных 
механизмах, опосредующих неканоническую актив-
ность РК в отношении данных мишеней.

Заключение
Мы показали, что ATRA вызывает краткосрочную 

активацию ключевых регуляторов малигнизации кле-
ток и опухолевой прогрессии, протеинкиназ Erk1 / 2 
и Akt. Эффект неканонической активности РК, по-ви-
димому, универсален, поскольку обнаруживается 
в клетках НМРЛ и нейробластомы. Различная кине-
тика РК-зависимого фосфорилирования данных киназ 
указывает на то, что их активация происходит с помо-
щью различных сигнальных путей. Дальнейшее иссле-
дование молекулярных механизмов неканонической 
активности РК будет способствовать разработке под-
ходов к преодолению резистентности к РК и побочных 
эффектов ее применения в терапии злокачественных 
опухолей.
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Проблема химиорезистентности PRAME-экспрессирующей 
клетки меланомы и способ ее преодоления  

c помощью бортезомиба

В.А. Мисюрин1, Д.В. Калениченко2, А.А. Рудакова1, Ю.П. Финашутина1, Н.А. Лыжко1, В.В. Тихонова1,  
Л.А. Кесаева1, О.Н. Солопова1, А.Е. Мисюрина3, А.Н. Великанов4, М.А. Барышникова1, А.В. Мисюрин1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБОУ ВО «Московская государственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии – МВА им. К.И. Скрябина»; 
Россия, 109472 Москва, ул. Скрябина, 23; 

3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Минздрава России;  
Россия, 125167 Москва, Новый Зыковский проезд, 4; 

4ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова»; Россия, 119991 Москва, Ленинские горы, 1

Контакты: Всеволод Андреевич Мисюрин vsevolod.misyurin@gmail.com

Введение. В настоящее время показано, что активность раково-тестикулярного гена PRAME, характерная только для опухо-
левой клетки, может контролироваться сигнальным каскадом NF-κB. Белок PRAME увеличивает жизнеспособность опухолевой 
клетки. Отсюда следует, что стрессовые условия могут повышать уровень экспрессии PRAME и увеличивать жизнеспособность 
опухолевой клетки. Мы предположили, что данный феномен определяет химиорезистентность PRAME-экспрессирующей клет-
ки. Эту резистентность можно преодолеть ингибиторами NF-κB-пути, такими как бортезомиб.
Материалы и методы: инкубирование в течение суток клеток меланомы линии A875 с цисплатином, бортезомибом и дексаме-
тазоном, смесью цисплатина и бортезомиба, а также со смесью цисплатина и дексаметазона. Для оценки цитотоксичности 
применяемых препаратов использовали МТТ-тест, уровня экспрессии гена PRAME – полимеразную цепную реакцию в реальном 
времени. Анализ данных проводили с помощью критерия Вилкоксона для связанных выборок.
Результаты. Установлено, что цисплатин и дексаметазон увеличивают уровень экспрессии PRAME по сравнению с клет-
ками меланомы линии A875, не подвергнутыми действию экспериментальных веществ (p <0,03). Добавление дексаметазона 
к цисплатину снижает цитотоксический эффект последнего. Бортезомиб обладает цитотоксическим действием, но пра-
ктически не увеличивал активность гена PRAME (p = 0,12). В клетках, инкубированных со смесью цисплатина и бортезо-
миба, активность гена PRAME находилась на более низком уровне по сравнению с клетками, инкубированными с цисплати-
ном (p = 0,0277). 
Заключение. Результаты экспериментов показывают, что увеличение уровня экспрессии гена PRAME снижает чувствительность 
клеток к цитотоксическому действию цисплатина. Активность PRAME увеличивается в условиях стресса. Применение борте-
зомиба препятствует росту уровня экспрессии PRAME и делает опухолевую клетку более уязвимой к цитотоксическим агентам. 
С другой стороны, дексаметазон может увеличить резистентность PRAME-экспрессирующей клетки к цитотоксическому воз-
действию цисплатина.

Ключевые слова: PRAME, меланома, цисплатин, бортезомиб, дексаметазон, лекарственная резистентность

Для цитирования: Мисюрин В.А., Калениченко Д.В., Рудакова А.А. и др. Проблема химиорезистентности PRAME-экспрессиру-
ющей клетки меланомы и способ ее преодоления при помощи бортезомиба. Успехи молекулярной онкологии 2018;5(4):131–4.

DOI: 10.17650/2313-805X-2018-5-4-131-134

Chemoresistance of PRAME-expressing melanoma cell can be resolved with help of bortezomib

V.A. Misyurin1, D.V. Kalenichenko2, A.A. Rudakova1, Yu.P. Finashutina1, N.A. Lyzhko1, V.V. Tikhonova1, L.A. Kesaeva1, O.N. Solopova1, 
A.E. Misyurina3, A.N. Velikanov4, M.A. Baryshnikovа1, A.V. Misyurin1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia;  
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2K.I. Skryabin Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology; 23 Akademika Skryabina St., Moscow 109472, Russia; 
3National Research Center for Hematology, Ministry of Health of Russia; 4 Novyy Zykovskiy Proezd, Moscow 125167, Russia; 

4M.V. Lomonosov Moscow State University; 1 Leninskie Gory, Moscow 119991, Russia

Background. PRAME gene spontaneous expression is frequently observed in a cancer cell. The protein encoded by this gene increases  
the viability of tumour cell. NF-κB signalling pathway takes part in PRAME upregulation. It proposes, that stress conditions may increase 
the expression level of PRAME in the tumour cell and increase cell’s viability after it. We hypothesized that this phenomenon determines 
chemoresistance of PRAME-expressing cell, which can be overcome by NF-κB inhibitors, such as bortezomib.
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Введение
Раково-тестикулярный ген PRAME экспрессиру-

ется при онкологических и онкогематологических 
заболеваниях, но не активен в нормальной клетке. 
Свойства белка PRAME таковы, что увеличивают жиз-
неспособность опухолевой клетки. PRAME блокирует 
TRAIL-опосредованный апоптоз, защищает клетку 
от отравления солями тяжелых металлов, блокирует 
дифференцировку и увеличивает скорость пролифе-
рации [1–5]. При лечении множества онкологических 
заболеваний гиперэкспрессия PRAME становится про-
блемой, так как она связана с прогрессией и неблаго-
приятным исходом [5].

Проблема PRAME-опосредованной лекарственной 
резистентности усугубляется тем, что активность 
PRAME у больных наблюдается чрезвычайно часто – 
примерно в каждом 2-м случае [6]. Очевидно, что для 
нивелирования последствий экспрессии PRAME нуж-
но найти способ ее блокировки на уровне транскрип-
ции РНК или функций зрелого белка.

Возможностью для снижения уровня активности 
гена PRAME может быть блокирование внутриклеточ-
ных сигнальных путей. Так, в культуре трансформи-
рованных клеток НL60 экспрессия PRAME может быть 
опосредована провоспалительными сигнальными пу-
тями, в том числе, возможно, и NF-κB, так как про-
мотор гена PRAME имеет последовательности, распоз-
нающиеся субъединицами RelA комплекса NF-κB [7]. 
Некоторые препараты способны блокировать иници-
ацию передачи сигнала по NF-κB-зависимому пути. 
Один из таких препаратов – дексаметазон, применя-
емый для купирования воспаления [8]. Известно так-
же, что белок PRAME является компонентом комплек-
са убиквитинлигазы E2 [7]. Функция PRAME в этом 
комплексе заключается в распознавании белковых 
субстратов, которые убиквитинируются и деградируют 
в протеасоме. Несмотря на то что эти субстраты пока 
неизвестны, можно предположить, что данное свой-
ство позволяет опухолевой клетке активно перераба-
тывать поврежденные белки, что снижает ее 

Materials and methods. We incubated A875 melanoma cells with cisplatin, bortezomib and dexamethasone, as well as with a mixture  
of cisplatin with bortezomib and cisplatin with dexamethasone within 24 hours. To assess the cytotoxicity of these combinations MTT-test 
was used. For evaluation of PRAME expression level, real-time polymerase chain reaction was used. All data were analyzed with Wilcoxon 
test for coupled samples.
Results. It was found that cisplatin and dexamethasone increased an expression level of PRAME compared to control (p <0.03). The addi-
tion of dexamethasone to cisplatin reduced cytotoxic effect of cisplatin. Bortezomib has a cytotoxic effect, but it did not increase the activity  
of PRAME gene (p = 0.12). PRAME gene activity in cells incubated with a mixture of cisplatin and bortezomib was observed at a lower level 
in comparison with cells incubated with cisplatin (p = 0.0277).
Conclusion. The results of experiments show that an increase of PRAME expression level reduces the sensitivity of melanoma cells to the cy-
totoxic effect of cisplatin. PRAME activity increases under stress conditions. Using of bortezomib can inhibit the growth of PRAME expression 
and makes the tumour cell more vulnerable to cytotoxic agents. On the other hand, dexamethasone may increase a resistance  
of PRAME-expressing cell to cytotoxic effects.

Key words: PRAME, melanoma, cisplatin, bortezomib, dexamethasone, drug resistance

For citation: Misyurin V.A., Kalenichenko D.V., Rudakova A.A. et al. Chemoresistance of PRAME-expressing melanoma cell can be re-
solved with help of bortezomib. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2018;5(4):131–4.

чувствительность к химиопрепаратам. Таким образом, 
использование ингибиторов протеасом может подавить 
PRAME-опосредованную деградацию белков. В резуль-
тате жизнеспособность PRAME-экспрессирующей 
клетки снизится. Действительно, бортезомиб, инги-
бирующий функции протеасом, улучшает прогноз 
PRAME-экспрессирующих больных множественной 
миеломой. Терапия, не включающая бортезомиб, ока-
зывается менее результативной при лечении таких 
больных [9]. Бортезомиб интересен также тем, что ста-
билизирует IκB, который, в свою очередь, препятству-
ет активации NF-κB [10].

Как дексаметазон, так и бортезомиб можно соче-
тать с традиционными химиопрепаратами, в том числе 
с цисплатином. В данном исследовании мы определи-
ли чувствительность клеток меланомы линии A875 
(пример опухоли, для которой типична гиперэкспрес-
сия PRAME) [11] к различным сочетаниям дексамета-
зона (Эллара, Россия), бортезомиба (Ф-Синтез, Рос-
сия) и цисплатина (Цисплатин-РОНЦ, Россия), 
ожидая, что блокирование функций PRAME на уровне 
матричной РНК или белка увеличит цитотоксический 
эффект цисплатина.

Материалы и методы
На 1-м этапе методом MTT-теста мы определяли 

концентрацию перечисленных веществ, при которой 
в течение суток инкубирования погибало 50 % клеток 
A875. Для цисплатина эта концентрация составила 
20 мкг / мл, для бортезомиба – 86 мкг / мл. Дексаметазон 
оказался не токсичным для этих клеток. Более того, 
инкубирование клеток с дексаметазоном увеличивало 
скорость их роста примерно на 10 %.

На следующем этапе мы определили, какое влия-
ние оказывают используемые препараты на уровень 
экспрессии гена PRAME в опухолевой линии через 
сутки инкубирования. Концентрация цисплатина при 
инкубировании составила 20 мкг / мл, бортезомиба – 
10 и 0,4 мкг / мл, дексаметазона – 100 мкг / мл. Выбор 
концентрации обоснован использованием 
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 дальнейших экспериментов, 
а сниженная концентрация бортезомиба подобрана 
для возможности сочетать его с цисплатином и сохра-
нить при этом достаточное количество клеток. Кон-
центрация дексаметазона соответствовала той, кото-
рая достигается в крови при введении препарата 
больному. Согласно данным количественной полиме-
разной цепной реакции в реальном времени циспла-
тин и дексаметазон значимо увеличивают уровень 
экспрессии гена PRAME (см. таблицу). После инку-
бирования с бортезомибом активность PRAME меня-
лась незначимо.

На заключительном этапе эксперимента мы про-
верили эффекты сочетания цисплатина с бортезо-
мибом и дексаметазоном. Инкубирование линии 
A875 с цисплатином и бортезомибом приводило 
к гибели большего количества клеток и к менее вы-
раженному увеличению уровня экспрессии PRAME 
по сравнению с клетками, инкубированными толь-
ко с цисплатином (p = 0,0303). С другой стороны, 
добавление дексаметазона и цисплатина снижало 
количество погибших клеток и вдвое увеличивало 
активность PRAME (p = 0,0277) по сравнению с ре-
зультатами, полученными после инкубирования 
с цисплатином (см. таблицу).

Результаты
Таким образом, стрессовые условия, такие как по-

вреждение самих опухолевых клеток с помощью ци-
сплатина, приводят к увеличению уровня экспрессии 
гена PRAME. В результате гиперэкспрессия PRAME 
снижает чувствительность опухолевой клетки к стрес-
су в целом и химиопрепаратам в частности. Это позво-
ляет PRAME-положительным клеткам опухоли очень 
быстро приобретать резистентность к химиопрепара-
там не путем естественного отбора новых клонов, а уве-
личением уровня экспрессии PRAME в уже существу-
ющих. Это следует из увеличения уровня экспрессии 
PRAME на порядок, в то время как погибла только 
половина клеток.

Заключение
Наиболее важное следствие наших результатов – 

возможность не допускать увеличения уровня экспрес-
сии гена PRAME с помощью бортезомиба – известно-
го и достаточно доступного препарата. Поскольку 
экспрессия PRAME не является обязательной для нор-
мальной соматической клетки, отрицательных для ор-
ганизма последствий блокирования функций белка 
ожидать не следует, в то время как резистентность 
опухолевой клетки не будет увеличиваться.

Эффекты от воздействия химиопрепаратов

Effects of chemotherapy drug interactions

Тип воздействия 
Interaction type

Медиана уровня 
экспрессии PRAME 

в процентах 
относительно 

контрольного гена 
ABL 

Median PRAME 
expression level in 

percent relative to ABL 
control gene

Сравнение 
с контролем, p 
Comparison with 

control, p

Доля погибших 
клеток, % 

Fraction of dead cells, 
%

Нет (контроль) 
No (control) 5308 2

Цисплатин, 20 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml 42 900 0,0277 50

Бортезомиб,10 мкг / мл 
Bortezomib, 10 µg / ml 6990 0,1158 24

Бортезомиб, 0,4 мкг / мл 
Bortezomib, 0.4 µg / ml 6372 0,2864 5

Дексаметазон, 100 мкг / мл 
Dexamethasone, 100 µg / ml 44 941 0,0277 1

Цисплатин, 20 мкг / мл + бортезомиб, 10 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml + bortezomib, 10 µg / ml 22 130 0,0277 59

Цисплатин, 20 мкг / мл + бортезомиб, 0,4 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml + bortezomib, 0.4 µg / ml 21 080 0,0464 54

Цисплатин, 20 мкг / мл + дексаметазон, 100 мкг / мл 
Cisplatin, 20 µg / ml + dexamethasone, 100 µg / ml 84 260 0,0277 44
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