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89ТОМ 5 / VOL. 5    ПРИЛОЖЕНИЕ	 МАТЕРИАЛЫ IV ВСЕРОССИЙСКОЙ КОНФЕРЕНЦИИ

Поскольку ФА-липосомы рассматриваются как по-
тенциальные носители для  адресной доставки, наи-
больший интерес представляет система с min диаме-
тром и  max ζ-потенциалом, т. е. образец липосом, 
полученный МПМ. Данный образец был более эффек-
тивным по сравнению с ФА-липосомами, полученны-
ми МТП, при тестировании на модельной опухолевой 
линии клеток HeLa (МТТ-тест).

Таким образом, было предложено два подхода к по-
лучению ФА-липосом. Было показано, что липосомы, 
полученные МПМ, имели меньший средний диаметр 
и больший ζ, а также имели больший цитотоксический 
эффект, чем  липосомы, полученные традиционным 
МТП. МПМ позволяет получать универсальные ли-
посомы, а затем модифицировать их поверхность мо-
лекулами, отвечающими конкретным терапевтическим 
задачам.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 18‑34‑00 919).

Пептидные лиганды нуклеолина 
и нуклеофозмина как неспецифичные 

индукторы гибели опухолевых 
клеток

А. А. Лушникова1, Д. А. Понкратова1, А. В. Костарев2, 
С. М. Андреев3, К. В. Кожихова3, А. А. Рудакова1, 

Л. Ф. Морозова1, А. М. Строганова1, О. С. Бурова1, 
М. А. Барышникова1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва; 
3ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России,  

Москва

Большинство злокачественных опухолей человека 
с поздней манифестацией заболевания и метастазами 
устойчивы к стандартной ХТ. Разработка молекулярно 
нацеленных препаратов с высокой активностью в от-
ношении таких опухолей и  c низкой токсичностью 
для  организма  – актуальная проблема современной 
онкологии. Ранее мы исследовали ряд катионных пеп-
тидов (КП) с молекулярной массой 1–2,5 кДа и зарядом 
от  +4 до  +16, которые не  токсичны для  нормальных 
клеток. Эти КП легко проникают в клетки, устойчивы 
к  внутриклеточной деградации и  перспективны для 
внутриклеточного транспорта биомолекул в  форме 
комплексов КП-аптамер, КП-химиопрепарат и  т. д. 
Потенциальные мишени для КП – молекулы рецеп-
торного нуклеолина / NCL, гиперэкспрессированные 
на поверхности клеток в большинстве опухолей, а также 
ядерные фракции NCL и нуклеофозмина / NPM, взаи-
модействующие с множеством лигандов. Эти шаперон-
ные белки регулируют ключевые клеточные функции, 
включая пролиферацию и апоптоз. Рецепторный NCL 
рассматривается как маркер для ранней неинвазивной 

диагностики рака, а  также как  мишень для  доставки 
в опухоль химиотерапевтических препаратов и ткане-
специфического ингибирования роста опухолей. На па-
нели линий опухолевых клеток различного происхож-
дения показана высокая избирательная цитотоксичность 
ряда КП, обусловленная р53‑зависимым апоптозом. 
Тестированные КП перспективны для дальнейшего из-
учения in vivo. С  помощью проточной цитометрии 
и конфокальной микроскопии проанализирована ди-
намика гибели опухолевых клеток, индуцированной 
этими КП, с участием каспаз 3, 8 и 9. Оценка молеку-
лярных взаимодействий NCL, NPM и семи активных 
КП с помощью попарного докинга в программе Maestro 
11 выявила высококонсервативные аминокислотные 
остатки в активных центрах NCL и NPM, образующие 
водородные связи с  молекулами КП. На  основании 
максимальных значений glide score для сайтов связыва-
ния мишеней и пептидных лигандов возможно моде-
лирование оптимальных по  структуре КП с  высокой 
избирательной цитотоксичностью в отношении опухо-
лей, для которых характерен высокий профиль экспрес-
сии их мишеней – рецепторного нуклеолина и нукле-
офозмина.

Перепрофилирование эметина 
и cgP60 474 для ингибирования REDD1 

как новый подход к снижению 
побочных эффектов при терапии 

лимфом глюкокортикоидами

Е. С. Лылова1, 2, А. В. Савинкова1, Л. Р. Тилова1, 
Е. М. Жидкова1, К. А. Кузин1, А. Ю. Портянникова1, 
К. И. Кирсанов1, М. Г. Якубовская1, Е. А. Лесовая1, 3

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГБОУ ВО «МИРЭА – Российский технологический  
университет»; Москва; 

3ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский уни-
верситет Минздрава России им. акад. И. П. Павлова», Рязань

Глюкокортикоиды (GC) широко применяются в те-
рапии гемобластозов. Однако их  использование со-
пряжено с развитием побочных эффектов. Действие 
GC реализуется посредством активации глюкокорти-
коидного рецептора (GR). Побочные эффекты обу
словлены индукцией механизма ДНК-зависимой 
трансактивации GR (ТА), в то время как терапевтиче-
ское действие опосредовано запуском трансрепрессии 
(TR). Показано, что GC-зависимый ген REDD1 обу
словливает развитие осложнений при применении GC, 
в связи с этим актуальным является поиск ингибиторов 
REDD1. С помощью биоинформатического скринин-
га был отобран ряд потенциальных ингибиторов 
REDD1: антипротозойное средство эметин и ингибитор 
протеинкиназы С CGP60 474.
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Исследование проводили на  клетках лимфомы 
Granta. Индукцию апоптоза анализировали с помощью 
проточной цитофлуориметрии, цитотоксический эф-
фект определяли путем прямого подсчета клеток. Экс-
прессию генов REDD1, FKBP51, GILZ, ALOX определя-
ли с помощью количественной ПЦР.

Базальный и  GC-индуцированный уровень экс-
прессии REDD1 снижался после обработки эметином 
и  CGP60 474. Отмечено снижение экспрессии генов 
GILZ, FKBP51, ALOX, ассоциированных с ТA, при об-
работке СGP60 474 и его комбинацией с Dex. Эметин 
снижал экспрессию GILZ и  FKBP51, однако эффект 
не  наблюдали в  комбинации с  Dex. При  обработке 
клеток исследуемыми веществами наблюдали увели-
чение степени индукции апоптоза, что  согласуется 
с тенденцией к синергизму цитотоксического эффек-
та комбинации ингибиторов REDD1 с GC.

Таким образом, показано, что эметин и GCP60747 
являются ингибиторами REDD1, а  также подавляют 
GR-зависимую TA. Совместно с  выраженным про
апоптотическим и антипролиферативным эффектом 
комбинации данных препаратов с  Dex полученные 
данные демонстрируют перспективность данных ис-
следований для разработки более эффективных про-
токолов ХТ гемобластозов.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 17‑75‑20 124).

Противоопухолевые свойства 
циклических гидроксамовых 

кислот – индукторов открытия пор 
скачка митохондриальной 

проницаемости

Е. А. Лысова1, В. Н. Осипов2, Е. Ф. Шевцова1, С. Г. Клочков1, 
М. Е. Неганова1

1ФГБУН «Институт физиологически активных веществ 
РАН», Черноголовка, Московская обл.; 

2ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

При неопластическом процессе происходит нару-
шение способности митохондрий активировать про-
цессы, ассоциированные с  открытием пор скачка 
митохондриальной проницаемости (Zamzami N. еt al., 
2001) и высвобождением проапоптотических факто-
ров, в частности, цитохрома С и апоптоз индуцирую-
щего фактора. В ряде опухолевых клеточных линий 
показаны гиперполяризация митохондриальной мем-
браны (Michelakis E. D. et al., 2008), а также различные 
изменения уровня активных форм кислорода (АФК). 
Падение продукции АФК приводит к закрытию ре-
докс-зависимых каналов, митохондриальной гипер-
поляризации и, как  следствие, устойчивости к  апо
птозу.

Поэтому перспективным путем создания проти-
воопухолевых лекарственных средств является соче-
тание в  одной молекуле различных компонентов, 
способных изменять редокс-статус и влиять на функ-
циональное состояние митохондрий, как  ключевого 
звена запуска апоптотического каскада гибели опухо-
левых клеток. В качестве таких соединений могут вы-
ступать предлагаемые в рамках данной работы произ-
водные циклических гидроксамовых кислот (ЦГК) 
на  основе аминокислот и  хиназолин-4(3Н)-она или 
дигидрохиназолин-4(1Н)-она.

Исследовано влияние ЦГК на процесс перекис-
ного окисления липидов гомогената мозга крыс, ини-
циируемое ионами Fе2+, и функциональные характе-
ристики митохондрий: скачок митохондриальной 
проницаемости и мембранный потенциал. Ряд соеди-
нений проявляли прооксидантные свойства. Большин-
ство производных ЦГК усиливали Са2+-индуцируемое 
набухание митохондрий на 38–55 %, что может сви-
детельствовать о  возможности проапоптотического 
эффекта данных соединений, при отсутствии влияния 
на мембранный потенциал. Полученные данные под-
тверждают перспективность использования ЦГК в ка-
честве основы для создания потенциальных антинео-
пластов.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 18‑33‑01 185 мол_а).

Ингибитор взаимодействия hsp70 
с gapdh как потенциальный 

противоопухолевый препарат

М. А. Микеладзе, В. Ф. Лазарев, Е. А. Дутышева, 
Б. А. Маргулис, И. В. Гужова

ФГБУН «Институт цитологии РАН», Санкт-Петербург

Глиальные опухоли головного мозга остаются ак-
туальной проблемой современного здравоохранения. 
Опухолевые клетки, в том числе клетки глиомы, нахо-
дятся в гипоксических условиях. При легкой гипоксии 
у  раковых клеток повышается пролиферативная ак-
тивность, а при более сильной гипоксии происходит 
денатурация белков и их агрегация, в результате чего 
запускаются механизмы апоптоза. Одним из  таких 
белков является глицеральдегид-3‑фосфатдегидроги-
наза (GAPDH), участвующий в гликолизе клетки и со-
ставляющий 5–7 % от всех ее белков. Однако в раковых 
клетках существуют цитопротекторные системы, одна 
из которых основана на Hsp70, помогающем сохранить 
белки в нативной конформации в стрессовых услови-
ях и предотвратить их апоптоз. Ранее В.Ф. Лазаревым 
и соавт. было найдено вещество – производное кол-
хицина (AEAC), ингибирующее шаперонную актив-
ность Hsp70. Мы предположили, что при воздействии 
AEAC на  опухоль произойдет разобщение белков 
GAPDH и Hsp70.
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Задачи исследования. Изучение влияния AEAC 
на пролиферативную способность клеток глиомы го-
ловного мозга с разным количеством GAPDH в усло-
виях гипоксии и проверка AEAC на животной модели 
в условиях гипоксии.

В результате проделанной работы мы установили, 
что  гипоксические условия повышают количество 
GAPDH в  клетке; влияют на  денатурацию GAPDH 
и вызывают его агрегацию. Легкая гипоксия приводит 
к активации пролиферации и образованию колоний 
клеток глиомы головного мозга. Также микромоляр-
ные концентрации AEAC ингибируют шаперонную 
функцию Hsp70, препятствуя его взаимодействию 
с GAPDH, что приводит к агрегации фермента и ин-
дукции апоптоза. Таким образом, AEAC подавляет 
пролиферативную способность клеток глиомы голов-
ного мозга в  условиях гипоксии. Терапевтическое 
действие AEAC было также доказано нами на живот-
ной модели.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 18‑74‑10 087).

Циклические гидроксамовые 
кислоты – потенциальные 

противоопухолевые агенты: 
стратегия синтеза и механизмы 

цитотоксического действия

М. Е. Неганова1, В. Н. Осипов2, С. А. Пухов1, Д. В. Авдеев3, 
Е. Ф. Шевцова1, С. Г. Клочков1

1ФГБУН «Институт физиологически активных веществ 
РАН», Черноголовка, Московская обл.; 

2ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

3ФГБУ «НМИЦ кардиологии» Минздрава России, Москва

Онкологические заболевания являются острой 
проблемой современной медицины (Джемал  А. 
и др., 2014). Одним из основных методов лечения 
онкологических патологических состояний был 
и  остается на  данный момент метод ХТ. Поэтому 
поиск веществ потенциально эффективных проти-
воопухолевых агентов среди новых направленно-
синтезированных соединений является актуальной 
задачей.

Гидроксамовые кислоты содержат функциональ-
ные группы, способные хелатировать ионы металлов 
переменной валентности и тем самым ингибировать 
активность металлопротеаз, в частности, гистоновых 
деацетилаз (HDACs), содержащих в своем каталити-
ческом центре Zn (II). Индукция апоптоза является 
наиболее вероятным путем HDAC – опосредованной 
клеточной гибели, и это имеет большое терапевтиче-
ское значение для лечения онкологических больных 
(Thurn K. et al., 2011).

В данной работе был получен ряд новых циклических 
производных хиназолин-4(3Н)-она или дигидрохиназо-
лин-4(1Н)-она с гидроксаматной функцией. Проведено 
исследование их биологической активности (антиокси-
дантный потенциал по степени влияния на перекисное 
окисление липидов гомогената мозга крыс, способность 
хелатировать ионы железа, ингибиторная активность 
по отношению к ферменту HDAC1 и цитотоксичность 
на клетках опухолевых линий А549 и MCF7).

Из исследованных производных циклических ги-
дроксамовых кислот выделено соединение-лидер ГК 4, 
которое является эффективным хелатором ионов же-
леза, ингибирует активность HDAC1 и обладает цито-
токсическим эффектом на клетках опухолевых линий 
А549 и MCF7. Таким образом, ГК 4 может рассматри-
ваться как основа для создания потенциальных химио
терапевтических средств для лечения онкологических 
заболеваний.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 18‑33‑01 185 мол_а).

Новый ингибитор активации HSF1 
увеличивает чувствительность 

клеток колоректального рака 
к противоопухолевым препаратам

А. Д. Никотина, Л. В. Колударова, Е. Ю. Комарова, 
Б. А. Маргулис, И. В. Гужова

ФГБУН «Институт цитологии РАН», Санкт-Петербург

Использование комбинированной терапии в лече-
нии опухолевых заболеваний приобретает все большую 
популярность. Известно, что ингибиторы ответа на те-
пловой шок снижают эффективность механизмов кле-
точного протеостаза и  применяются в  сочетанной 
терапии раковых заболеваний, однако все они либо 
малоэффективны, либо очень токсичны для организ-
ма. Мы предположили, что нацеленный поиск более 
щадящих ингибиторов ответа на тепловой шок может 
повысить чувствительность опухолевых клеток к из-
вестным противоопухолевым препаратам, не вызывая 
серьезных побочных эффектов. Активация транскрип-
ции генов белков теплового шока осуществляется 
транскрипционным фактором HSF1, следовательно, 
ингибирование функциональной активности HSF1 
может привести к ослаблению опухолевых клеток, уси-
лению их чувствительности к химиотерапевтическим 
препаратам и снижению дозировки лекарств.

Используя люциферазную репортерную систему 
и ЛДГ-тест, мы обнаружили вещество CL-43, которое эф-
фективно подавляло ответ на  тепловой шок и не было 
токсичным для клеток нескольких линий, включая нор-
мальные фибробласты человека. Помимо этого, мы уста-
новили, что CL-43 снижает миграционную и пролифера-
тивную активность раковых клеток. Дальнейшие 
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исследования были нацелены на выявление эффективно-
сти сочетания ингибитора активности HSF1 с известными 
противоопухолевыми препаратами, такими как циспла-
тин, доксорубицин и  этопозид. Используя прибор 
xCelligence для отслеживания динамики темпа роста и миг-
рации клеток в режиме реального времени, мы обнаружи-
ли, что предварительно обработанные ингибитором CL-43 
клетки HCT116 гибнут от концентраций противоопухо-
левых препаратов, нетоксичных для необработанных кле-
ток. Полученные результаты свидетельствуют о  том, 
что использование ингибитора функциональной актив-
ности транскрипционного фактора белков теплового шо-
ка вместе с противоопухолевыми препаратами ведет к уве-
личению эффективности терапии и позволяет снижать 
дозировку известных химиопрепаратов.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 14‑50‑00 068) и РФФИ в рамках научного 

проекта № 18‑34‑00 973.

Создание новых ингибиторов 
гистондеацетилаз

В. Н. Осипов1, 2, Н. И. Моисеева1, А. Н. Балаев3, 
К. А. Охманович3, М. Е. Неганова4, Д. С. Хачатрян2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГУП «ИРЕА» НИЦ «Курчатовский институт», Москва; 
3АО «Фарм-Синтез», Москва; 

4ФГБУН «Институт физиологически активных веществ 
РАН», Черноголовка, Московская обл.

Гистондеацетиалазы являются важной мишенью 
в терапии онкологических заболеваний (Bolden J. E. et al., 
2006). В настоящее время четыре ингибитора гистона-
цетилаз одобрены FDA: Вориностат для лечения кожных 
проявлений у пациентов с Т-клеточной лимфомой, Ро-
мидепсин для лечения периферических Т-клеточных 
лимфом, Панобиностат для лечения пациентов с мно-
жественной миеломой, Белиностат получил статус ор-
фанного препарата для лечения периферических Т-кле-
точных лимфом. Также ингибиторы гистонацетилаз 
имеют хорошие перспективы в комбинированной тера-
пии (Suraweera A. et al., 2018) и в создании бифункцио-
нальных препаратов (Hesham H. M. et al., 2018).

В результате нашей работы в качестве потенциаль-
ных ингибиторов гистонацетилаз получены новые 
гидроксамовые кислоты, связанные с хиназолиноно-
вым циклом: 

N

O

NH2

(CH2)n N

O

OH

N

O

N

(CH2)n

R

N

O

OH

N

O

N

(CH2)n

R1

N

O

OH

n = 3,4,5
R = H, Alk, Ar
R1 = H, Alk, Ar

Полученные соединения исследованы на цитоток-
сическую активность на  раковых клеточных линиях 
HCT-116, PC3, MCF-7, A549 и на нормальных эмбри-
ональных фибробластах человека ФЭЧ. Для наиболее 
активного соединения ингибирующая концентрация 
IC

50
 равнялась 3,7 мкМ для  HCT-116 и  2,2 мкМ 

для PC3.
Исследование выполнено при финансовой поддер-

жке Минобрнауки России в рамках научного проекта 
№ 14.624.21.0051.

Фотодинамическая терапия 
преодолевает антиоксидантные 

механизмы в клетках 
аденокарциномы яичника, 
устойчивых к цисплатину

А. С. Петрова1, В. А. Ольшевская2, А. В. Зайцев2, 
В. В. Татарский3, Я. А. Андреев4, А. А. Штиль3, 

Е. В. Калинина1

1ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»,  
Москва; 

2ФГБУН «Институт элементоорганических соединений  
им. А. Н. Несмеянова РАН», Москва; 

3ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

4ФГБУН «Институт биоорганической химии им. акад. 
М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН», Москва

Окислительный стресс – основной механизм по-
вреждения опухолевых клеток при фотодинамической 
терапии (ФДТ). В клетках, устойчивых к противоопу-
холевым препаратам (в частности, цисплатину), анти-
оксидантная защитная система может препятствовать 
реализации окислительного фотоповреждения.

Мы исследовали изменение редокс-баланса в клет-
ках, чувствительных (SKOV-3) и  устойчивых 
(SKOV-3 / CDDP) к цисплатину как фактор, определя-
ющий их  выживание или  гибель при  ФДТ. Изучена 
экспрессия генов, кодирующих ферменты, генериру-
ющие активные формы кислорода (НАДН-оксидаза) 
и ферменты антиоксидантной системы (супероксид-
дисмутаза, каталаза, глутатионпероксидаза). Клетки 
нагружали новым фторированным карборанилхлори-
ном (фторборхлорин, ФБХ). Максимальное внутри-
клеточное накопление ФБХ было достигнуто в течение 
36–48 ч. ФБХ практически нетоксичен в  темноте 
(IC

50
 >50 мкМ). Анализ ПЦР в реальном времени по-

казал 4‑кратное снижение уровня мРНК НАДН-ок-
сидазы (NOX5), 3‑кратное увеличение экспрессии гена 
глутатионпероксидазы (GPx1) и рост мРНК суперок-
сиддисмутазы (SOD1 и SOD2 в 1,7 раза; SOD3 в 2 раза). 
Независимо от дисбаланса экспрессии редокс-зави-
симых генов в  клетках SKOV-3 и  SKOV-3 / CDDP 
световое воздействие (5 мкМ ФБХ, 30 Дж / см2) 
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приводило к  быстрой некротической гибели 100 % 
популяции в течение первых минут воздействия.

Таким образом, рост антиоксидантной защиты в ре-
зистентных к  цисплатину клетках не  предотвращает 
их летального фотоповреждения в присутствии нового 
фотосенсибилизатора ФБХ. Антиоксидантные механиз-
мы, имеющие отношение к возникновению резистент-
ности клеток аденокарциномы яичников к цисплатину, 
могут быть «обойдены» индукцией фотонекроза.

Изучение цитотоксических свойств 
динитрозильного комплекса железа 

(донора NO) на клетках 
множественной миеломы

Т. Р. Приходченко1, 2, Н. П. Акентьева1, Н. А. Санина1, 3, 
Е. С. Немирова2, А. Р. Гизатуллин1, Н. И. Шкондина1, 

Н. Н. Сусленникова1, 4

1ФГБУН «Институт проблем химической физики РАН»,  
Черноголовка, Московская обл.; 

2ГОУ ВО МО «Московский государственный областной уни-
верситет», Мытищи, Московская обл.; 

3ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва; 
4ФГБОУ ВО «Ивановский государственный университет», 

Иваново

Введение. В настоящее время показано, что оксид 
азота (NO) влияет на рост и пролиферацию опухолевых 
клеток в зависимости от концентрации. Установлено, 
что при высоких концентрациях (>1 мкМ) оксид азо-
та ингибирует деление и стимулирует апоптоз опухо-
левых клеток. Показано, что доноры NO проявляют 
цитотоксичный эффект и повышают чувствительность 
опухолевых клеток к радиотерапии и ХТ.

Множественная миелома – это заболевание крови, 
возникающее в костном мозге и тесно связанное с лим-
фомой и лейкемией. Эффективного лечения миеломы 
на сегодня не существует, терапия направлена на за-
медление прогрессирования заболевания. Поэтому 
поиск новых препаратов для лечения множественной 
миеломы является актуальным.

Задачи исследования. Изучить цитотоксическую 
активность динитрозильного комплекса железа 
(ДНКЖ7, донора NO) на клетках множественной ми-
еломы. Изучить влияние ДНКЖ на метаболизм опу-
холевых клеток множественной миеломы.

Материалы и методы. Для тестирования исполь-
зовали динитрозильный комплекс железа (ДНКЖ7-
[Fe(SC(NHCH

3
)

2
)

2
(NO)

2
]BF

4
). Исследования выполне-

ны на клеточной линии множественной миеломы-8226 
(ММ). Влияние ДНКЖ на  жизнеспособность ММ 
оценивали флуоресцентным методом, с  помощью 
Alamar&Blue реагента. Эффект ДНКЖ на пролифера-
цию ММ измеряли с помощью проточной цитометрии. 
Для  определения митохондриального мембранного 
потенциала использовали флуорометрический метод, 

с помощью красителя JC-1. Уровень общего глутатио-
на в  клетках определяли флуоресцентным методом, 
с помощью о-фталевого альдегида. Изменение уровня 
активных форм кислорода (АФК) в ММ при добавле-
нии ДНКЖ оценивали флуорометрическим методом, 
используя 2′,7′-дигидрохлорофлуоресцеин диацетат.

Результаты. Показано, что инкубация клеток ММ 
с ДНКЖ7 (10–5 М) понижала жизнеспособность опу-
холевых клеток на ~50 % в течение 24 ч. Методом про-
точной цитометрии установлено, что ДНКЖ7 инги-
бирует пролиферацию клеток ММ в 2,5 раза. Подсчет 
живых и мертвых клеток с помощью трипанового си-
него подтвердил, что соединение ДНКЖ7 проявляет 
цитотоксические свойства, поскольку количество 
мертвых клеток значительно возрастало (~80 %) после 
инкубации с ДНКЖ. Показано, что ДНКЖ7 повыша-
ет уровень АФК в 4 раза, при этом наблюдается пони-
жение уровня внутриклеточного глутатиона в 4 раза. 
Установлено, что ДНКЖ7 не влияет на уровень мито-
хондриального мембранного потенциала.

Выводы. Результаты исследования показали, 
что динитрозильный комплекс железа обладает цито-
токсическими свойствами, подавляет рост и пролифе-
рацию опухолевых клеток ММ, и, следовательно, име-
ет потенциал для лечения множественной миеломы.

Новые полусинтетические 
тритерпиноиды – потенциальные 

ингибиторы Р-гликопротеина

Е. Ю. Рыбалкина1, Н. И. Моисеева1, А. Ф. Карамышева1, 
Д. В. Ерошенко2, В. В. Гришко2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2Институт технической химии УрО РАН – филиал ФГБУН 
ПФИЦ УрО РАН, Пермь

Введение. Современной проблемой ХТ является 
развитие множественной лекарственной устойчивости 
(МЛУ). Основной механизм МЛУ связан с экспресси-
ей P-гликопротеина (P-gp) – трансмембранным бел-
ком, членом семейства АВС-транспортеров. Этот белок 
осуществляет транспорт из клеток сотен химических 
соединений, среди которых много противоопухолевых 
препаратов. Особое внимание исследователей привле-
кает разработка веществ, которые могут блокировать 
транспортирующие функции P-gp. К числу потенци-
альных ингибиторов P-gp могут быть отнесены полу-
синтетические тритерпеноиды, так как многие из них 
показали многообещающую противоопухолевую ак-
тивность. Известно, что тритерпеноиды могут эффек-
тивно ингибировать активность P-gp в клеточных ли-
ниях рака человека с МЛУ.

Задачи исследования. Оценка потенциальной спо-
собности вновь синтезированных полусинтетических 
тритерпеноидов ингибировать Р-гликопротеин.
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Материалы и методы. Клеточные линии и их резис-
тентные субклоны. Цитотоксичность определялась 
в  МТТ-тесте, экспрессия гена MDR1 определялась 
методом ОТ-ПЦР, экспрессию белка Р-гликопротеи-
на и тесты по выбросу родамина определяли с помо-
щью проточной цитофлуометрии.

Результаты. Полусинтетические дериваты тритер-
пеноидов с модифицированным А-циклом (соедине-
ние PN-14-4v) и А-циклом, конденсированным с ге-
тероциклическим фрагментом (соединение NM-3r) 
были протестированы на цитотоксическую активность 
на  двух линиях опухолевых клеток HBL100 и  K562, 
а также их резистентных субклонах с фенотипом МЛУ 
(HBL100 / Dox и K562 / i-S9). Оба соединения показали 
высокий уровень цитотоксичности как на линии ро-
дительских опухолевых клеток, так и на клетках резис-
тентных сублиний, что было подтверждено оценкой 
IC

50
. Совместное действие соединений NM-3r и PN-

14-4v, взятых в нетоксичных концентрациях с доксо-
рубицином, статистически значимо увеличивало 
токсичность доксорубицина по отношению к резис-
тентным сублиниям. Для ответа на вопрос являются ли 
PN-14-4v и NM-3r субстратами Р-гликопротеина мы 
исследовали влияние этих тритерпеноидов на выброс 
клетками родамина-123. С помощью теста с накопле-
нием родамина мы показали, что оба соединения ин-
гибировали выброс родамина из клеток белком P-gp. 
Следовательно, механизм усиления токсичности док-
сорубицина в присутствии тритерпеноидов может быть 
связан с подавлением этими соединениями выброса 
доксорубицина из клеток белком Р-gp. Докинг соеди-
нений NM-3r и PN-14-4v в место связывания класси-
ческого ингибитора верапамила выявил схожесть меж-
ду их  позициями внутри M-сайта, что  позволяет 
предположить, что данные соединения являются ско-
рее ингибиторами, чем субстратами.

Выводы. Полученные новые дериваты тритерпе-
ноидов преодолевают резистентность клеточных ли-
ний, обусловленную Р-гликопротеином, а также ин-
гибируют выброс родамина из резистентных клеток, 
что может говорить о том, что данные вещества явля-
ются ингибиторами Р-гликопротеина.

Ингибирование взаимодействия 
Hsp70 и каспазы-3 

как потенциальный подход 
к комбинированной 

противоопухолевой терапии

Д. В. Сверчинский, А. Д. Никотина, Е. Ю. Комарова, 
Е. К. Тананыкина, Б. А. Маргулис, И. В. Гужова

ФГБУН «Институт цитологии РАН», Санкт-Петербург

Молекулярный шаперон Hsp70, поддерживающий 
белки в  нативной конформации, лежит в  основе 

мощной цитопротекторной системы, защищающей 
клетку от  стрессовых факторов воздействия. В  нор-
мальных клетках уровень Hsp70 невелик, однако в опу-
холевых клетках показана повышенная экспрессия 
этого белка, что  может приводить к  значительному 
снижению эффективности противоопухолевой те-
рапии. Одним из молекулярных механизмов, защи-
щающих опухолевую клетку от  гибели, является 
взаимодействие Hsp70 с  белками, участвующими 
в  апоптотическом сигналинге, и  ингибирование 
их  функций. Важным элементом такого защитного 
механизма является взаимодействие Hsp70 и  каспа-
зы-3. Мы предположили, что разобщение Hsp70 и кас-
пазы-3 может увеличивать чувствительность опухоле-
вых клеток к апоптозиндуцирующей терапии.

Используя программное обеспечение PASS для 
скрининга ингибиторов активности Hsp70, мы выбра-
ли производное бензодиоксола (BT-44) как соедине-
ние, предположительно способное разобщать Hsp70 
и каспазу-3. В ходе исследования мы показали способ-
ность BT-44 связываться с Hsp70, ингибируя его суб-
стратсвязывающую и шаперонную активность, а так-
же способность данного соединения проникать внутрь 
опухолевых клеток без потери своих ингибирующих 
свойств. Кроме того, в экспериментах in vitro на опу-
холевых клетках с повышенным уровнем Hsp70 мы 
продемонстрировали дозозависмый, сенсибилизи-
рующий опухолевые клетки эффект BT-44 по отно-
шению к  апоптозиндуцирующему химиотерапев-
тическому агенту этопозиду, сопровождающийся 
увеличением уровня активной каспазы-3 в этих клет-
ках. Наконец, с помощью конкурентного анализа мы 
продемонстрировали, что BT-44 вызывает диссоци-
ацию комплекса Hsp70 и каспазы-3 в клетках, тем са-
мым увеличивая противоопухолевую активность 
этопозида и демонстрируя потенциальную роль ра-
зобщителей Hsp70 и каспазы-3 в противоопухолевой 
терапии.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 14‑50‑00 068).

Цитотоксичность конъюгатов 
даунорубицина с сесквитерпеновыми 

лактонами эвдесманового 
и гваянового типа

А. В. Семаков, Л. В. Аникина, С. А. Пухов, С. В. Афанасьева, 
С. Г. Клочков

ФГБУН «Институт физиологически активных веществ 
РАН», Черноголовка, Московская обл.

Антрациклиновые антибиотики широко применя-
ются в качестве эффективных противоопухолевых ле-
карственных препаратов на протяжении уже несколь-
ких десятков лет. Механизм их  действия приводит 
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к высокой противоопухолевой активности и низкой 
избирательности действия антрациклиновых антиби-
отиков (Guano F. et al., 1999). Для них характерна не-
обратимая кумулятивная дозозависимая кардиоток-
сичность (Hortobgyi  G. N., 1997). Не  менее важный 
фактор, ограничивающий их  применение, развитие 
множественной лекарственной устойчивости, обуслов-
ленной экспрессией в опухолевых клетках мембранных 
транспортеров MDR семейства.

В  рамках поиска производных антрациклинов 
со сниженной кардиотоксичностью нами была синте-
зирована серия конъюгатов даунорубицина с сескви-
терпеновыми лактонами. Эти соединения были полу-
чены через реакцию присоединения аза-Михаеля 
по аминогруппе в сахарном остатке молекулы антра-
циклина. Лактоны, используемые для данной реакции, 
были выделены из природных источников (алантолак-
тон и изоалантолактон из Inula helenium, гроссгемин 
из Centauria macrocephala, эстафиатин из Achillea nobilis, 
дегидрокостуслактон из Sausserea lappa), а также полу-
чены полусинтетически из природных лактонов. Конъ-
югаты были протестированы на  панели из  четырех 
опухолевых и  одной псевдонормальной клеточных 
линиях на  предмет цитотоксической активности. 
Во всех случаях такая модификация по аминогруппе 
не приводит к существенному падению цитотоксич-
ности по  сравнению с  исходным даунорубицином, 
а в некоторых случаях возрастает до 10 раз. Более важ-
но то, что для соединений с повышенной цитотоксич-
ностью по отношению к опухолевым линиям цитоток-
сичность на  псевдонормальной линии HEK293 
остается на том же уровне. Также проведено исследо-
вание наиболее перспективного препарата из  этой 
серии в  отношении резистентной к  даунорубицину 
линии клеток К562 / DNR. Данное соединение показы-
вает меньшее снижение цитотоксичности на всем про-
тяжении опыта, оставаясь достоверно более активным 
соединением, чем исходный даунорубицин.

Работа выполнена в рамках Госзадания 
0090‑2017‑0018.

Керасомы для доставки 
противоопухолевых препаратов

Д. Б. Трушина1, А. Ю. Сапач2, А. М. Гилева2, 
Е. А. Марквичева2

1ФНИЦ «Кристаллография и фотоника РАН», Москва; 
2ФГБУН «Институт биоорганической химии  

им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН», Москва

Керасомы – новый класс наноносителей, представ-
ляющий собой липосомы, покрытые прочной кремний-
органической оболочкой, что существенно увеличива-
ет время их  циркуляции в  кровотоке и  позволяет 
отказаться от  использования «защитных» («stealth») 
полимеров, например полиэтиленгликоля.

Для формирования керасом были синтезированы 
керасомобразующие липиды (КОЛ)  – амфифилы  – 
на основе аминокислот, высших жирных спиртов и си-
локсановых производных. Были получены «чистые» 
керасомы, состоящие только из КОЛ, а также «смешан-
ные» керасомы, состоящие из смеси КОЛ с разрыхля-
ющим липидом дипальмитоилфосфатидилхолином 
(DPPC) в соотношении 1:1 (w / w). Для формирования 
керасом использовали нейтральные (1) и катионные (2) 
КОЛ. Таким образом, было получено 4 типа керасом, 
загруженных модельным противоопухолевым препа-
ратом доксорубицином (DOX): нейтральные «чистые» 
(1), катионные «чистые» (2), нейтральные «смешанные» 
(1) +DPPC и катионные «смешанные» (2) +DPPC ке-
расомы.

Исследование физико-химических свойств пока-
зало, что использование катионных КОЛ позволило 
увеличить величину ζ-потенциала, которая составляла 
+11 для (1), + 4 для (1) +DPPC, +40 для (2) и +23 мВ 
для (2) +DPPC керасом соответственно. Следует от-
метить, что  введение DPPC не  только снижает 
ζ-потенциал, но также приводит к увеличению сред-
него диаметра керасом, который составил 150 для (1), 
231 для (1) +DPPC, 186 для (2) и 247 нм для (2) +DPPC 
керасом соответственно. Исследование стабильности 
показало, что стабильность «чистых» керасом состав-
ляла более 120 дней, а «смешанных» – 30 дней. Мак-
симальную эффективность высвобождения DOX (77 %) 
продемонстрировали обычные липосомы, состоящие 
полностью из DPPC. В случае «смешанных» керасом 
высвобождение было 64 и 60 %, а в случае «чистых» – 
27 и 25 % для нейтральных и катионных керасом со-
ответственно.

Таким образом, получено 4 типа керасом и изуче-
ны их физико-химические свойства. Показано, что ста-
бильность керасом выше, чем  у  обычных липосом. 
Керасомы являются перспективными носителями 
для доставки противоопухолевых препаратов. В даль-
нейшей работе планируется изучение цитотоксичности 
и эффективности накопления керасом в 2D и 3D мо-
делях in vitro.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 18‑34‑00 919).
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Противоопухолевая активность 
Кураксина CBL0137 на моделях 

лейкозов

Т. И. Фетисов1, Е. Е. Антошина1, Л. С. Труханова1, 
Т. Г. Горькова1, М. Н. Зацепина2, А. А. Кузнецова3, 
Е. А. Лесовая1, 4, А. А. Борунова1, Т. Н. Заботина1, 

М. Г. Якубовская1, К. И. Кирсанов1, 5

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава 
России, Москва; 

3ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва; 
4ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский  

университет им. акад. И. П. Павлова» Минздрава России,  
Рязань; 

5ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»,  
Москва

Опухоли кроветворной системы – широкая груп-
па злокачественных новообразований миелоидной 
и  лимфоидной тканей, в  патогенезе которых лежат 
генетические нарушения, приводящие к изменению 
активности различных сигнальных путей. Для данной 
группы новообразований наиболее общим результатом 
генетических нарушений является аберрантная актив-
ность сигнального пути WNT. В результате чего в опу-
холях кроветворной системы запускаются механизмы 
пролиферации, ингибирования апоптоза, множест-
венной лекарственной устойчивости, а также клетки 
приобретают фенотип стволовых клеток. Таким обра-
зом, WNT-сигналинг является перспективной мише-
нью в терапии опухолей кроветворной системы. Ку-
раксин CBL0137 – низкомолекулярное производное 
карбазола, демонстрирующее противоопухолевую 
активность на различных моделях новообразований. 
Ранее нами показано, что Кураксин ингибирует сиг-
нальный путь WNT в  клетках рака толстой кишки, 
более того, аналогичный эффект наблюдался на кле-
точных линиях РПЖ, рака легкого и  РМЖ. Чтобы 
оценить противоопухолевый эффект и  влияние Ку-
раксина на сигнальный путь WNT в клетках опухолей 
кроветворной системы, мы использовали клеточные 
линии человека (KG1, THP1, K562, CCRF CEM, CCRF 
SB, RPMI 8226, H929) и мышиную клеточную линию 
WEHI-3. Методом МТТ было показано, что CBL0137 
обладает дозозависимым и времязависимым цитоток-
сическим эффектом, который наблюдался во  всех 
клеточных линиях. Методом проточной цитофлуори-
метрии продемонстрировано, что  CBL0137 во  всех 
клеточных линиях индуцирует апоптоз. Анализ экс-
прессии WNT-зависимых генов и генов, вовлеченных 
в  регуляцию сигнального пути WNT, методом ПЦР 
в  реальном времени выявил снижение экспрессии 
WNT-зависимых генов и генов положительных регу-
ляторов WNT-сигналинга, в то время как экспрессия 
генов антагонистов сигнального пути WNT 

повышалась. При моделировании острого миелоид-
ного лейкоза на  мышах было продемонстрировано, 
что введение CBL0137 приводит к снижению частоты 
и степени инфильтрации лимфатических узлов, пече-
ни и селезенки опухолевыми клетками WEHI-3.

Таким образом, нами была продемонстрирована 
противоопухолевая активность Кураксина in vitro и in 
vivo в  отношении опухолей кроветворной системы, 
которая может быть опосредована способностью Ку-
раксина ингибировать активность сигнального пути 
WNT в данных клетках.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 18‑75‑00 115).

Модификация липосом 
наночастицами магнетита 

для контролируемого высвобождения 
доксорубицина

А. В. Хованкина1, А. М. Гилева1, К. Ю. Власова2, 
Н. Л. Клячко2, Е. А. Марквичева1

1ФГБУН «Институт биоорганической химии им. акад. 
М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН», Москва; 

2ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва

Минимизировать или  полностью предотвратить 
негативное воздействие лекарственного средства 
на  здоровые ткани организма можно, обеспечив его 
высвобождение исключительно в опухолевых клетках. 
Добиться этого можно различными модификациями 
систем доставки, основанными на их чувствительности 
к различным физиологическим параметрам. Преиму-
щество таких систем состоит в том, что даже при рав-
номерном распределении наноносителей по  всему 
организму их биодеградация и высвобождение дейст-
вующего вещества будут происходить только в целевой 
области.

В данной работе предложена тераностическая сис-
тема, представляющая собой липосомы с инкапсули-
рованными в бислое наночастицами магнетита (Fe

3
O

4
). 

Под действием низкочастотного негреющего магнит-
ного поля (≤10 кГц) эти частицы приходят в движение, 
вызывают разрушение бислоя и высвобождение инкап-
сулированного препарата. Магнитные липосомы были 
сформированы на основе яичного лецитина и загруже-
ны модельным противоопухолевым препаратом доксо-
рубицином (DOX).

Диаметр магнитных липосом составил 145 нм, 
ζ-потенциал был равен –22 мВ. Изучение эффектив-
ности высвобождения препарата (на примере флуорес-
цеина) из магнитных липосом проводилось в динами-
ческой диализной модели в присутствии и отсутствие 
магнитного поля. Обнаружено, что в отсутствие маг-
нитного поля высвобождения инкапсулированного 
агента практически не происходит, тогда как при при-
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менении магнитного поля наблюдается резкий скачок 
флуоресценции, вероятно соответствующий быстрому 
разрушению липосом и высвобождению вещества. Ис-
следование цитотоксичности показало, что пустые ли-
посомы не вызывают гибели клеток, тогда как липосо-
мы, загруженные DOX, проявляют цитотоксичность 
только при высоких концентрациях препарата (30,5 и 17 
мкМ DOX для 24 и 72 ч инкубации).

Таким образом, предложена тераностическая сис-
тема, которая может применяться как для диагности-
ческих целей, так и для доставки противоопухолевых 
препаратов с  их  контролируемым высвобождением 
под действием магнитного поля. В дальнейшем пла-
нируется исследование эффективности накопления 
магнитных липосом и высвобождения препарата в 2D 
и 3D моделях in vitro.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 18‑34‑00 919, 17‑54‑33 027).

Эффект сенсибилизации опухолевых 
клеток к действию таргетных 

препаратов в условиях 
энергетического дефицита

Ю. Ю. Щеголев, Д. В. Сорокин, В. А. Шатская, 
М. А. Красильников

НИИ канцерогенеза ФГБУ «НМИЦ онкологии  
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, Москва

Несмотря на  активные исследования механизма 
резистентности опухолей к  химиопрепаратам, в  том 
числе таргетным препаратам, изучение возможных пу-
тей преодоления резистентности остается важнейшей 
нерешенной проблемой молекулярной онкологии. Од-
ним из новых и перспективных подходов к преодолению 
резистентности может явиться применение соединений, 
вызывающих частичный энергетический дефицит опу-
холевой клетки, в первую очередь ингибиторов глико-
лиза, блокирующих характерный для опухолевых клеток 
аэробный гликолиз (т. н. эффект Варбурга).

Мы начали наши исследования с изучения влияния 
пониженного уровня глюкозы на  чувствительность 
к рапамицину и метформину клеток РМЖ. В качестве 
модели использовались клетки РМЖ линии MCF-7 
и резистентные сублинии, полученные в ходе длитель-
ного культивирования клеток MCF-7 с рапамицином 
(ингибитором mTOR) и метформином (ингибитором 
АМРК). Оказалось, что 4‑кратное снижение концен-
трации глюкозы в среде (с 4,5 до 1 г / л) при минималь-
ном изменении скорости роста клеток приводит к за-
метному усилению эффективности цитостатического 
действия рапамицина и метформина, как на родитель-
ские, так и на резистентные клетки. Анализ транскрип-
ционных факторов, находящихся в  том числе 
под контролем PI3K / Akt сигналинга, AP-1 и NF-kB, 

показал заметное снижение активности при уменьше-
нии содержания глюкозы.

В ходе дальнейших экспериментов исследовалось 
влияние ингибитора гликолиза 3‑бромпирувата на чув-
ствительность клеток MCF-7 и их дериватов к рапами-
цину и метформину. Мы показали, что 3‑бромпируват 
при добавлении в сублетальной дозе (не вызывающей 
изменений роста / выживаемости клеток) приводит 
к существенному увеличению чувствительности ро-
дительских и  резистентных клеток к  рапамицину 
и метформину, сопровождающейся, также как и в слу-
чае с пониженной концентрацией глюкозы, подавле-
нием активности транскрипционных факторов AP-1 
и NF-κB. Взятые вместе полученные результаты сви-
детельствуют о возможности частичной реверсии ре-
зистентного фенотипа и  сенсибилизации опухолей 
к действию таргетных препаратов в условиях энергети-
ческого дефицита.
Работа финансировалась РФФИ, проекты № 16‑04‑00 347 

(получение резистентных культур) и № 18‑29‑09 016 
(исследование транскрипционных факторов).

Фармакокинетика 211‑at 
при безйодовой диете

О. А. Юминов1, Д. А. Бондаренко2, В. А. Дроздов1, 
Д. О. Еременко1, 3, А. Н. Мурашев2, С. Ю. Платонов1, 3, 

О. В. Фотина1, 3

1НИИ ядерной физики им. Д. В. Скобельцына ФГБОУ 
ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва; 

2филиал ФГБУН «Институт биоорганической химии  
им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН»,  

Пущино, Московская обл.; 
3физический факультет ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломоно-

сова», Москва

Фармакокинетика 211‑At исследовалась на  двух 
группах животных. Одна группа получала нормальное 
питание, а другая находилась на 3‑дневной безйодовой 
диете. Тестируемый радиофармпрепарат вводили жи-
вотным (самцы крыс SD (Sprague Dawley)) внутривен-
но в хвостовую вену однократно, в объеме 10 мл / кг, 
в дозе 100 мкКи / животное. В ходе исследования жи-
вотные подвергались некропсии в определенные вре-
менные точки (30 мин, 1, 3, 6, 12, 16 и 24 ч) с забором 
органов и тканей для дальнейшего подсчета накоплен-
ной в  органах активности с  помощью колодезного 
сцинтилляционного гамма-спектрометра. Для каждой 
временной точки использовалось 6 животных.

Активность в органах определялась как в процен-
тах от введенной активности:

 

nорг=
N орг( t)
N введ

100 %,

так и в процентах от введенной активности, деленной 
на массу органа:
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nmорг=
N орг (t)
N введ m[орг]

100 %,

где N
орг

 (t) – активность в органе в момент времени t, 
N

введ
  – введенная активность, m

 [орг]
  – масса органа 

в граммах.
Обнаружено, что 211‑At тропен к щитовидной же-

лезе в обоих случаях. Однако безйодовая диета повы-
шает концентрацию радионуклида 211At в щитовидной 
железе в несколько раз, что может свидетельствовать 
о важности соблюдения безйодовой диеты при лечении 
211‑At.

Исследование развития вирус-
индуцированной гибели опухолевых 
клеток при инфицировании дикими 

штаммами вируса болезни Ньюкасла

К. С. Юрченко, А. В. Глущенко, А. М. Шестопалов

ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр фундамен-
тальной и трансляционной медицины», Новосибирск

Активация апоптотической программы гибели 
опухолевых клеток, инфицированных литическими 
штаммами вируса болезни Ньюкасла (сем. Para
myxoviridae), считается основным механизмом реали-
зации цитотоксического противоопухолевого потен-
циала данного вида онколитического вируса. Однако 
все чаще появляются работы, которые описывают 
не  только вариации активации и  течения апо
птотической ВБН-индуцированной смерти раковых 
клеток, но и другие механизмы гибели в дополнение 

к апоптозу, как, например, некроптоз. Таким образом, 
необходимым этапом для перспективных исследований 
и  разработок прототипного противоопухолевого ви-
ротерапевтического образца на основе онколитическо-
го вируса болезни Ньюкасла является понимание основ 
механизма его действия при активации гибели опухо-
левых клеток.

В  настоящем исследовании мы демонстрируем 
на  примере изучения инфицированных штаммами 
ВБН клеточных линий карцином человека (HCT116, 
HeLa, A549, MCF7), что  помимо сформированного 
в научной литературе «классического» механизма су-
ществует более сложная регуляция процессов клеточ-
ной гибели, выбор пути которой реализуется конку-
рирующими между собой на разных этапах вирусной 
инфекции апоптотическими процессами, а  также, 
вероятно, и некроптическими. Кроме того, иммуно-
цитохимические исследования на маркеры апоптоза 
и  эксперименты с  ингибированием инициаторной 
и эффекторной каспаз и RIP1‑зависимого регулируе-
мого некроза позволяют предположить, что  выбор 
пути клеточной смерти зависит от патотипа и онколи-
тичности самого штамма ВБН, будь то штаммы с вы-
раженным высоким цитопатическим потенциалом 
или  штаммы с  низким цитопатическим действием 
на опухолевых клетках и разным «генетическим пато-
типом на основе последовательности сайта расщепле-
ния F белка, определяющего вирулентность.

Таким образом, по результатам работы предложе-
на обобщенная схема механизма активации ВБН-
опосредованной гибели клеток карциномы in vitro 
как наиболее распространенного типа опухолей чело-
века.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 18‑34‑00 139).
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Производные хиназолина индуцируют 
ферроптоз в клетках 

метастатической меланомы

А. А. Вартанян, В. Н. Осипов, Д. А. Хоченков, Д. В. Гусев, 
М. А. Барышникова

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Ферроптоз – железо-зависимая форма 
программируемой гибели клетки – впервые была опи-
сана в 2012 г. Эта форма гибели клетки связана с нако-
плением в клетках АФК, которые генерируются в ре-
зультате окисления свободного Fe2+ в Fe3+ – реакции 
Фентона. Предварительные результаты доклинических 
исследований указывают на то, что сочетание индук-
торов ферроптоза с  цитотоксическими препаратами 
повышает гибель резистентных к терапии опухолевых 
клеток.

Задачи исследования. Поиск соединений, индуци-
рующих ферроптоз в клетках метастатической мела-
номы.

Материалы и методы. Клетки меланомы Mel Z бы-
ли получены из метастазов больной диссеминирован-
ной меланомой, 55 лет. Исследовали 9 аналогов эра-
стина  – классического индуктора ферроптоза. Эти 
соединения, производные хиназолина, были синтези-
рованы в НИИ ЭДиТО ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н. Н. Блохина» Минздрава России. В работе исполь-
зованы 2D-культивирование опухолевых клеток, МТТ-
тест и окрашивание ядер опухолевых клеток. Контроль 
активации ферроптоза осуществляли определением 
уровня перекисного окисления липидов с использо-
ванием флуоресцентной метки – BODIPY C-11. Уро-
вень аутофагии определяли окрашиванием клеток 
монодансил-кадаверином.

Результаты. Производные хиназолина были охарак-
теризованы данными спектров 1Н-ЯМР и масс-спект-
ров высокого разрешения. Исследование цитотокси-
ческой активности на  клетках метастатической 
меланомы Mel Z показало, что наибольшей цитоток-
сической активностью обладали соединения (8) и (9), 
IC

50
 = 10,2 и 8,4 мкМ соответственно. Окрашивание 

ядер клеток DAPI после инкубирования с соединени-
ями (8) или (9) не выявило фрагментацию ядра. Инги-
биторы апоптоза (zVAD-fmk (50 мкМ)) и аутофагии 
(хлорокин (20 мкМ)) не оказывали влияния на гибель 
клеток. С другой стороны, хелатор железа деферрокса-
мин (100 мкМ) полностью блокировал гибель клеток. 
Уровень перекисного окисления липидов в опухолевых 
клетках, являющегося медиатором ферроптоза, 

Тезисы

возрастал с повышением дозы производных хиназолина. 
Следует отметить, что соединения (8) и (9) индуцирова-
ли гибель клеток на 15 ± 1 и 25 ± 1 % больше эрастина. 
Активация ферроптоза не  меняла базовый уровень 
аутофагии в клетках метастатической меланомы.

Выводы. В  результате скрининга выявлены два 
производных хиназолина, превышающие активность 
эрастина в индукции ферроптоза. Индукторы ферро
птоза – это не просто соединения, вызывающие мас-
сивное окисление биомолекул клетки, как это делает, 
например, Н

2
О

2
. Эрастин и другие известные индук-

торы ферроптоза не  содержат остатки химических 
групп с редокс-активностью. Более того, ингибито-
ры ферроптоза блокируют летальность эрастина, 
но не АФК в целом. Нет ответа и на вопрос, почему 
АФК, генерируемые в реакции Фентона, активируют 
не апоптоз, а ферроптоз.

Таргетная доставка 111In в ядра 
опухолевых клеток-мишеней 

с помощью модульных 
нанотранспортеров, нацеленных 

на рецепторы эпидермального 
фактора роста

Т. С. Карягина1, А. В. Уласов1, Т. А. Сластникова1, 
Т. Н. Лупанова1, Ю. В. Храмцов1, В. А. Писарева2, 

А. А. Розенкранц1, 2, А. С. Соболев1, 2

1ФГБУН «Институт биологии гена РАН», Москва; 
2ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва

Доставка терапевтических средств в ядра клеток-
мишеней может служить основой создания новых эф-
фективных лекарств. Для этого разрабатываются ре-
комбинантные белки – модульные нанотранспортеры 
(МНТ), обладающие функциями узнавания клеток, 
интернализации в них, выхода из эндосом и транспор-
та в ядро.

Созданы новые МНТ с N-концевыми лигандами 
к эпидермальному фактору роста (EGFR): EGF и ан-
титело-подобный белок, anti-EGFR аффибоди. Кон-
станты диссоциации (K

d
) комплексов МНТ-рецептор, 

измеренные радиолигандным анализом, составили 
37,5±5,9 нМ и 34,7±4,1 нМ для EGF-МНТ и аффибо-
ди-МНТ, соответственно, что близко к K

d
 EGF чело-

века. Интернализация EGF-МНТ и аффибоди-МНТ, 
меченных Alexa647, в клетках А431 была исследована 
методом проточной цитофлуорометрии. Избыток EGF 
в среде блокировал интернализацию обоих вариантов 
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МНТ, однако эффект был более выражен для аффибо-
ди-МНТ. Эндосомолитическая активность EGF-МНТ 
и аффибоди-МНТ оценена на модельных липосомах, 
в результате чего была доказана эффективность рабо-
ты эндосомолитического модуля МНТ.

В  качестве агента для  проверки эффективности 
МНТ был использован 111In, испускающий гамма-из-
лучение и электроны Оже. Присоединение 111In к МНТ 
осуществляли с помощью бифункционального хела-
тора. Удельная радиоактивность меченных МНТ со-
ставила 2257 МБк / мг. Цитотоксический эффект 111In-
EGF-МНТ и  111In-аффибоди-МНТ оценивался 
с помощью метода колониеобразования. Активность, 
соответствующая 37 % выживаемости клеток А

37
 

для  свободного 111In, составила 11,4 МБк / мл, тогда 
как  для  111In-EGF-МНТ и  111In-аффибоди-МНТ эта 
величина уменьшилась до 0,5 и 1,2 МБк / мл. Накоплен-
ная в  ядрах спустя 2 ч инкубации активность для 
111In-EGF-МНТ и  111In-аффибоди-МНТ составляла 
57 ± 13 и 39 ± 18 % от общей внутриклеточной актив-
ности. Количество молекул на клетку и на ядро на 2 ч 
составило для 111In-EGF-МНТ 1 × 106 и 7 × 105, тогда 
как для 111In-аффибоди-МНТ – 2 × 105 и 8 × 104.

Проведенные эксперименты показали эффектив-
ность работы новых МНТ с лигандами на N-конце, 
что делает возможным использование С-конца для до-
бавочных функций.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 17‑14‑01 304).

Синтез гликолипидов для создания 
липосомальных композиций 

направленного действия

О. О. Колоскова, А. С. Носова, М. Р. Хаитов

ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России,  
Москва

Модифицированные липосомы гораздо эффек-
тивнее связываются с  рецепторами, если лиганды 
вынесены от поверхности бислоя при помощи спей-
сера. Для этого в состав липосом можно вводить гли-
коконъюгаты, содержащие между углеводным и ги-
дрофобным доменами полярный спейсер на основе 
олигоэтиленгликолей. Липосомы, модифицированные 
этими соединениями, будут действовать согласно 
принципам активного транспорта, путем специфиче-
ского связывания лиганда и рецептора на поверхности 
гепатоцитов.

Алкильное производное диэтиленгликоля получа-
ли через образование сложноэфирной связи между 
пальмитиновой кислотой и диэтиленгликолем в при-
сутствии DCC и DMAP в безводной среде и при на-
гревании. Пальмитат триэтиленгликоля получали 
по аналогичной методике. Свободную карбоксильную 
группу на конце алкильных составляющих создавали 

путем взаимодействия пальмитатов олигоэтиленгли-
колей и  янтарного ангидрида в  присутствии DMAP. 
Обработкой D-лактозы уксусным ангидридом полу-
чали кристаллы ацетилированной лактозы, которая 
при взаимодействии с 2‑бромэтанолом в присутствии 
эфирата трехфтористого бора образовывала бромэтиль-
ное производное. Удаление защитных ацетильных 
групп проводили в щелочной среде. Конечные соеди-
нения получали конъюгацией алкильных производных 
этиленгликолей и лактозида бромэтанола в присутст-
вии DCC и HOBt.

Структуры всех соединений подтверждены мето-
дами ИК- и 1Н-ЯМР-спектроскопии и масс-спектро-
метрии.

Таким образом, в результате проделанной работы 
осуществлен синтез алкильных производных D-лак-
тозы на  основе ди- / триэтиленгликоля. Полученные 
структуры предложены в качестве набора гликозидных 
лигандов для  модификации липосомальных частиц 
и повышения эффективности доставки терапевтиче-
ских препаратов в клетки печени.

Работа выполнена при поддержке стипендии 
Президента РФ для молодых ученых СП-998.2016.4.

Поиск и создание пептидных 
конструкций – ингибиторов 

комплекса циклин 
D-циклинзависимые киназы 4 / 6

Т. М. Кулинич, А. В. Иванов, Е. Л. Джикия, А. М. Шишкин, 
В. К. Боженко

ФГБУ «Российский научный центр рентгенорадиологии» 
Минздрава России, Москва

Наиболее проблемными внутриклеточными ми-
шенями, для которых показана активная роль в кан-
церогенезе, являются белки, проявляющие свою 
активность по механизму комплексообразования с дру-
гими белками-мишенями. Образующиеся комплексы 
имеют высокие константы связывания и  не  имеют 
активных центров, потенциально пригодных для низко-
молекулярных ингибиторов. Одним из ключевых про-
тивоопухолевых белковых мишеней являются комплек-
сы циклин D-циклинзависимых киназ 4 / 6 (CDK 4 / 6), 
контролирующие прохождение G1 фазы клеточного 
цикла и гиперэкспрессированые при опухолях различ-
ных локализаций.

С применением технологий молекулярного моде-
лирования и анализа трехмерных структур белковых 
комплексов нами проведен поиск перспективных пеп-
тидных последовательностей-ингибиторов внутрикле-
точных белковых мишеней: циклина D и  CDK 4 / 6. 
Рассчитаны энергии взаимодействия и синтезирова-
ны 4 наиболее перспективные последовательности. 
Для преодоления проблем, связанных с  доступом 
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к белковым мишеням, предложено использование тех-
нологии интернализуемых пептидов (CPP). В иссле-
дованиях in vitro на  перевивных опухолевых линиях 
человека, А549 (аденокарцинома легкого) и НСТ116 
(аденокарцинома толстой кишки), с использованием 
методов проточной цитофлуориметрии (FC-500, 
Beckman Coulter) и системы многопараметрического 
анализа клеточных культур RTCA iCELLigence, про-
ведена оценка противоопухолевых свойств полученных 
последовательностей. Показано, что пептидные после-
довательности обладают способностью внутриклеточ-
ного проникновения и активно ингибируют рост опу-
холевых клеток. Определены две последовательности, 
проявляющие наиболее выраженные противоопухо-
левые свойства.

Полученные результаты позволят предложить 
для доклинических и клинических исследований ряд 
новых противоопухолевых пептидов, полученных с по-
мощью молекулярного моделирования и  имеющих 
таргетные свойства к  ключевым белкам-онкогенам. 
Создание таких препаратов позволит расширить тера-
певтический спектр для лечения резистентных к кон-
венциальным химиопрепаратам опухолей.

Ингибиторы хемосинтетических 
реакций в лечении ранних стадий 

рака шейки матки. 
Экспериментальное исследование  

in vitro

В. А. Мельников1, И. В. Тюмин1, О. В. Тюмина1, 2, 
Д. Ю. Ключников2, В. В. Соколова1

1
ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский  

университет» Минздрава России, Самара; 
2
ГБУЗ «Самарский областной медицинский центр  

«Династия», Самара

Введение. В предыдущих исследованиях in vitro до-
казано наличие хемосинтетических реакций у раковых 
клеток линии HеLа. Разработана оригинальная кон-
цепция онкогенеза «энергетическая метаплазия 
злокачественных клеток», суть которой состоит 
в изменении способа получения энергии клеткой: 
с гетеротрофного на автотрофный (хемосинтез).

Задачи исследования. Доказать in vitro возможность 
лечения РШМ на доклинической стадии эффектив-
ными ингибиторами хемосинтеза.

Материалы и методы. Изучение ингибиторов хе-
мосинтеза по пути влияния на процессы фосфорили-
рования в раковой клетке АДФ до АТФ (эта фаза при-
сутствует как  при  фотосинтезе, так и  хемосинтезе) 
было проведено in vitro в 44 опытах. В эксперименте 
использованы культура клеток HeLa в 37 опытах, в 21 – 
клеточный материал шейки матки, полученный от па-
циенток с  CIN III, и  в  качестве контроля культура 

мезенхимальных стромальных стволовых клеток 
(МСК). Полученный клеточный материал с  шейки 
матки от 21 пациентки сначала подвергался в течение 
8 дней предварительному культивированию для стра-
тификации злокачественных клеток. Введение в куль-
туральную среду ингибиторов хемосинтеза проведено 
в  44 опытах. Использован новый оригинальный  
комбинированный препарат из двух ингибиторов хе-
мосинтеза (оформляется заявка на изобретение). Куль-
тивирование проводили с использованием рекомен-
дуемых сред. В процессе культивирования проводились 
подсчет количества клеток в  поле зрения, оценка 
общей морфологии культуры и жизнеспособности кле-
ток. Подсчет количества клеток и оценка жизнеспо-
собности проводились на автоматическом клеточном 
анализаторе Countess II FL (Life Technologies, США) 
по завершении культивирования.

Результаты. Исследование клеточного материала 
с шейки матки от 21 пациентки выявило злокачест-
венные клетки при предварительном культивировании 
лишь у  7 пациенток. Этапные исследования in vitro 
с применением оригинального блокатора хемосинте-
за выявили однотипные реакции клеток линии HeLa 
и злокачественных клеток шейки матки: резкое угне-
тение роста клеток вплоть до полной их гибели. Куль-
тура МСК достоверно не реагирует на блокаторы хе-
мосинтеза в культуральной среде.

Выводы. Сопоставление культуры клеток линии 
HeLa и злокачественных клеток с шейки матки указы-
вает на единый путь канцерогенеза – изменение спо-
соба получения энергии клеткой, что  подтверждает 
концепцию «энергетической метаплазии раковой клет-
ки». При CIN III только в 30 % случаев выявляются 
злокачественные клетки, которые способны к культи-
вированию, что указывает на доклиническую стадию 
РШМ. Новый оригинальный ингибитор хемосинтеза 
показал in vitro высокую эффективность, что требует 
дальнейшего изучения.

Исследование комбинированного 
действия метморфина  

и МЕК-ингибитора биниметиниба 
на жизнеспособность клеточных 

линий меланомы in vitro

А. А. Прокофьева, О. О. Рябая

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Несмотря на успехи таргетной терапии 
меланомы кожи (МК), у пациентов возникает вторич-
ная резистентность к  BRAF- и  MEK-ингибиторам, 
связанная с реактивацией MAPK или альтернативных 
сигнальных каскадов. Метформин – антидиабетиче-
ский препарат с  умеренной противоопухолевой 
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активностью, является индуктором AMPKα и способен 
повышать чувствительность к BRAF- и MEK-ингиби-
торам при МК.

Задачи исследования. Изучить эффективность ком-
бинированного действия биниметиниба (БИН) и мет-
формина (МЕТ) на BRAF- и NRAS-мутированных кле-
точных линиях меланомы.

Материалы и методы. Использованы BRAF-мутиро-
ванные клеточные линии A375, Mel Z, Mel IL, вемура-
фениб-резистентная сублиния Mel IL / R и NRAS-мути-
рованные линии Mel MTP and Mel Me. Цитотоксичность 
оценивалась МТТ-тестом. Способность клеток к миг-
рации оценивали в  камере Бойдена. Изменение экс-
прессии белков AMPKα, AKT, mTOR, MEK, clPARP, 
cyclin D, CDK4, CDK6, p21 и их фосфорилированных 
форм под  действием препаратов оценивали иммуно-
блоттингом. Апоптоз, клеточный цикл исследовали 
цитометрически. Статистическая обработка результатов 
проводилась с использованием GraphPad Prism 5.0.

Результаты. В работе использовали 1mM МЕТ и 2µM 
БИН. Комбинация препаратов уменьшала пролифера-
тивную активность клеток и количество жизнеспособ-
ных колоний в среднем на 25–30 % по сравнению с МЕТ 
и БИН в монорежимах, а также снижала способность 
клеток к инвазии и миграции. Под действием БИН+МЕТ 
происходила активация апоптоза в клеточных линиях 
МК с мутацией в гене BRAF, но не в гене NRAS, что под-
тверждалось уровнем clPARP. Анализ клеточного цикла 
показал, что БИН и МЕТ отдельно индуцировали арест 
клеточного цикла в  G0 / G1-фазе, комбинация 
БИН+МЕТ не приводила к дальнейшему росту G0 / G1 
фазы, но  значимо снижала экспрессию CDK4 / 6 
и cyclin D, уровень р21 не изменялся. Цитотоксический 
эффект комбинации БИН+МЕТ ассоциирован с увели-
чением p-AMPKα и  снижением фосфорилирования 
ERK. При  этом уровень р-АКТ и  р-mTOR разнился 
между клеточными линиями, но не зависел от мутаций.

Выводы. Комбинированная терапия БИН и МЕТ 
может быть рассмотрена как перспективная тактика 
лечения BRAF- и NRAS-мутированной МК и требует 
дальнейшего изучения.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 14‑35‑00 107).

Противоопухолевая активность 
антинеопластов на основе 

природного сесквитерпенового 
лактона

С. А. Пухов, С. В. Афанасьева, С. Г. Клочков

ФГБУН «Институт физиологически активных веществ 
РАН», Черноголовка, Московская обл.

Разнообразие спектра биологического действия 
большинства сесквитерпеновых лактонов опреде-

ляется во многом наличием в их структуре активи-
рованного α-метилен-γ-лактонного функциональ-
ного фрагмента. Однако переход на  стадию 
клинических исследований отдельных представи-
телей этого класса затрудняется их высокой гидро-
фобностью и неселективным связыванием (как ак-
цепторов Михаэля) в  нежелательных мишенях. 
Поэтому разрабатываются «пролекарственные» 
подходы для преодоления этих проблем. В частно-
сти, присоединяют различные амины к экзомети-
лену, чтобы изолировать акцептор от нежелательных 
нуклеофильных воздействий, повысить раствори-
мость соединения в воде и улучшить фармакокине-
тические характеристики в целом.

Из  эпоксиалантолактона (минорный вторичный 
метаболит Inula helenium L.) был синтезирован 4‑ги-
дрокси-4a,5‑диметил-3‑метиленоктагидро-3H-нафто 
[2,3‑b]фуран-2‑он и на его основе получен ряд амино-
содержащих производных, которые можно рассматри-
вать как пролекарства с заблокированным экзомети-
леном лактонной группы.

В качестве объектов для оценки цитотоксического 
действия исследуемых соединений был использован 
ряд опухолевых клеточных линий: адгезионные куль-
туры A549, RD, MCF7, MS и HCT116, а также суспен-
зионные K562 и Jurkat. Некоторые модифицированные 
соединения показали более высокий индекс IC

50
, чем 

исходный сесквитерпеновый лактон, проявляя при 
этом избирательность действия.

Токсичность исходного лактона и ряда производ-
ных для линии клеток аденокарциномы толстой киш-
ки человека НСТ116wtp53 (экспрессирующая белок 
р53) превышает токсичность для линии с нокаутом 
этого белка почти в  2 раза, что  косвенно говорит 
о  вкладе сигнального пути р53 в  цитотоксичность 
лактона. В то же время в присутствии N-ацетилци-
стеина ряд соединений показал снижение эффектив-
ности действия, что может свидетельствовать о вли-
янии АФК на процесс инициации гибели опухолевых 
клеток.

По результатам полученных данных были отобра-
ны соединения-хиты для изучения действия на основ-
ные клеточные мишени и  разработки на  их  основе 
высокоэффективных антинеопластов.

Работа выполнена в рамках Госзадания 
0090‑2017‑0018.
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Возможности применения 
ингибитора NOS в качестве 

средства профилактики лучевых 
повреждений кожи

А. С. Самсонова, М. В. Филимонова, Т. С. Корнеева, 
Л. И. Шевченко, А. С. Филимонов, В. М. Макарчук

МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск

Введение. Постоянное совершенствование методов 
и различных схем лучевой терапии не только повыша-
ет эффективность лечения злокачественных новообра-
зований, но и несет в себе определенные риски воз-
никновения у больных лучевых повреждений, лечение 
и профилактика которых представляют собой крайне 
сложную проблему. Новым фундаментальным подхо-
дом к решению проблемы постлучевых осложнений 
является их профилактика с помощью средств, спо-
собных к  селективной защите нормальных тканей 
во время лучевой терапии опухолей.

Материалы и  методы. Исследования выполнены 
на самках аутбредных мышей, подвергшихся локаль-
ному облучению γ-лучами Со60 в широком диапазоне 
доз. В качестве экспериментальной опухолевой модели 
в работе была использована карцинома Эрлиха (КЭ) 
в солидной форме. Животным опытных групп за 30 мин 
до радиационного воздействия вводили соединение, 
ингибирующее эндотелиальную синтазу оксида азота 
(NOS), в / бр в дозе 1 / 4 ЛД

16
. Тяжесть и течение лучевых 

повреждений кожи оценивали по  классификации 
RTOG / EORTC, 1995.

Результаты. В экспериментальных исследованиях 
получены модели формирования ранних лучевых по-
вреждений кожи у мышей при локальном облучении 
в дозах 20, 25 и 30 Гр, не приводящих к гибели орга-
низма, но  демонстрирующих спектр выраженности 
лучевой реакции. Показано, что на этих моделях вве-
дение ингибитора NOS существенно снижает тяжесть 
ранних лучевых повреждений. На модели солидной КЭ 
при локальном радиационном воздействии была по-
казана способность исследуемого ингибитора NOS 
в оптимальной радиозащитной дозе (1 / 4 ЛД

16
) стати-

стически значимо снижать альтерацию нормальных 
тканей, не снижая противоопухолевую эффективность 
радиотерапии.

Выводы. Результаты проведенного этапа работы 
свидетельствуют о перспективности выбранного под-
хода к профилактике постлучевых осложнений в он-
кологии и целесообразности продолжения исследова-
ний.

Терафтал (натриевая соль 
4,5‑октакарбоксифталоцианина 

кобальта) снижает токсичность 
доксорубицина для клеток меланомы 

мышей in vitro, но не влияет 
на терапевтический эффект 

препарата in vivo

Т. А. Сидорова, О. О. Рябая, А. А. Прокофьева, 
В. В. Татарский, Н. А. Андронова, В. И. Романенко, 

Д. А. Хоченков

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии, Москва

Антрациклиновый антибиотик доксорубицин 
(DOX) широко используется в клинической онкологии. 
По нашим данным, токсичность DOX для опухолевых 
клеток млекопитающих, растущих in vitro, снижается 
в присутствии терафтала (ТФ). Способность ТФ вме-
шиваться в  механизм действия DOX in vitro может 
отражаться на эффективности комбинированной фо-
тотерапии и ХТ при использовании в качестве фото-
сенсибилизаторов – фталоцианининов, аналогов ТФ. 
В данном исследовании мы выяснили, снижается ли 
противоопухолевой эффект DOX при комбинирова-
нии с ТФ.

В работе были использованы сингенные экспери-
ментальные модели – клетки меланомы мышей линии 
В16 / F10 и  перевиваемая опухоль меланомы мышей 
MelВ16. Способность ТФ защищать опухолевые клет-
ки от гибели, индуцированной DOX, оценивали с по-
мощью МТТ-метода, проточной цитометрии, световой 
микроскопии, цитохимического метода определения 
экспрессии β-галактозидазы (β-гал) с использованием 
в качестве субстрата X-Gal, радиометрического мето-
да. Противоопухолевый эффект препаратов в режимах 
(DOX ± ТФ) оценивался по торможению роста опухо-
ли у животных.

По нашим данным, токсичность DOX относитель-
но клеток меланомы мышей линии В16 / F10 в присут-
ствии ТФ (10–20 мкМ) снижается в среднем в 4–6 раз. 
В защите ТФ от токсичности DOX опухолевых клеток 
линии В16 / F10 участвует механизм, который связан 
со снижением способности клеток «накапливать» пре-
парат в присутствии модулятора. По нашим данным, 
ведущим механизмом гибели клеток меланомы 
В16 / F10 при воздействии DOX является апоптоз по ми-
тохондриальному пути, о чем свидетельствует высокий 
уровень клеток в SubG1 фазе (88 %). В присутствии 
ТФ количество «апоптотических» клеток в  ответ 
на DOX остается на низком уровне (2,4 %). В этих же 
условиях фракция клеток в блоке G2 / М и с высоким 
уровнем экспрессии β-гал увеличивается c 13 % 
(без  ТФ) до  73 % (с  ТФ), что  свидетельствует 
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о приобретении ими фенотипа преждевременного ста-
рения. Таким образом, ТФ защищает опухолевые клет-
ки линии В16 / F10 от гибели, индуцированной DOX 
по пути апоптоза, включая программу преждевремен-
ного старения. По нашим данным, противоопухолевая 
активность DOX при лечении мышей с перевиваемой 
опухолью меланомы MelВ16 в комбинации с ТФ не от-
личается от  эффективности цитостатика в  режиме 
монотерапии.

Таким образом, результаты проведенных исследо-
ваний свидетельствуют о том, что ТФ снижает токсич-
ность DOX для  клеток меланомы мышей B16 / F10 
в условиях in vitro и не влияет на эффективность лече-
ния препаратом перевиваемой опухоли мышей MelВ16.

Роль системы гемоксигеназа-
1‑ферритин в защите опухолевых 

клеток от окислительного стресса, 
индуцированного бинарной 

каталитической системой 
(терафтал + аскорбиновая кислота)

Т. А. Сидорова, О. О. Рябая, А. А. Прокофьева, Д. А. Хоченков

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Система гемоксигеназа-1 (ГО-1) – фер-
ритин (Ф) является ключевой в физиологическом ка-
таболизме гема и регуляции гомеостаза железа в клет-
ке. В  клинической онкологии в  ходе лучевой, 
химио- и  фотодинамической терапии в  опухолевой 
клетке образуются активные формы кислорода (АФК). 
Гиперпродукция АФК приводит к развитию окисли-
тельного стресса в клетке, в ходе которого поврежда-
ются гемопротеины и  появляется «свободный» гем. 
Для  защиты от  избытка «гемового» железа в  клетке 
индуцируется система ГО-1 / Ф.  Известно, что  меха-
низм цитотоксического действия противоопухолевого 
средства, бинарной каталитической системы терафтал + 
аскорбиновая кислота (БК (ТФ + АК)), связан с гене-
рацией в клетке ROS. Предстояло выяснить роль сис-
темы ГО-1 / Ф в защите опухолевых клеток от токсич-
ности БК (ТФ + АК).

Материалы и методы. В работе использованы опу-
холевые клетки человека: эритролейкоза линии К562 
и  монобластного лейкоза линии U937. Базальный 
и препарат-индуцированный уровни экспрессии мРНК 
ГО-1 и Ф изучали методом ПЦР с обратной транскрип-
цией в реальном времени, экспрессию белков ГО-1 и Ф 
оценивали методом Вестерн-блотта, цитотоксичность 
препаратов – МТТ методом.

Результаты. По  нашим данным, в  клетках U937 
выявляются базальные уровни экспрессии мРНК  
ГО-1 и Ф и белков, что свидетельствует о конститутив-

но-активной системе ГО-1 / Ф в  клетках. В  этих  же 
условиях в клетках линии К562 система ГО-1 / Ф инги-
бирована на  уровне мРНК ГО-1. В  экспериментах  
in vitro установлено, что клетки с конститутивно-актив-
ной системой ГО-1 / Ф (U937) оказались в 2 раза устой-
чивее к агентам, генерирующим АФК: БК (ТФ + АК) 
и Н

2
О

2
 по сравнению с клетками, в которых отсутст-

вует ГО-1 (К562). В присутствии известного индукто-
ра, гемина, в клетках U937 наблюдается дальнейшее 
увеличение экспрессии мРНК ГО-1 и  Ф и  белков, 
что  свидетельствует о  функциональной активности 
данной системы. В условиях индукции гемином сис-
темы ГО-1 / Ф выживаемость клеток U937 увеличива-
ется в 2 раза при воздействии БК (ТФ + АК) и Н

2
О

2
. 

Индукция системы ГО-1 / Ф в клетках U937 в присут-
ствии железосодержащего аналога ТФ («негемовой» 
природы) не влияет на цитотоксичность БК (ТФ + АК) 
и Н

2
О

2
.

Выводы. Базальный уровень экспрессии ГО-1 
в лейкозных клетках коррелирует с их чувствительно-
стью к БК (ТФ + АК). Только препараты «гемовой» 
системы включают дополнительные механизмы защи-
ты опухолевых клеток от токсичности БК (ТФ + АК).

Противоопухолевая эффективность 
рекомбинантного фактора некроза 
опухоли альфа человека в системе 

доставки

Г. М. Сысоева1, Е. И. Рябчикова2, Л. Р. Лебедев1, 
Е. Д. Даниленко1

1Институт медицинской биотехнологии – филиал ФБУН 
«Государственный научный центр вирусологии и биотехноло-

гии «Вектор» Роспотребнадзора, Новосибирск; 
2ФГБУН «Институт химической биологии и фундаменталь-

ной медицины» СО РАН, Новосибирск

Введение. Проблемой разработки лекарственных 
препаратов на основе фактора некроза опухоли альфа 
(ФНО-α) для системного применения является недо-
статочная селективность его накопления в опухолевых 
клетках и, как следствие, высокий уровень эффектив-
ных доз и широкий спектр побочных эффектов. Мето-
дическим приемом, который был использован нами 
для улучшения терапевтических свойств ФНО-α, яв-
лялась разработка молекулярной конструкции, так 
называемой «вирусоподобной частицы» (ВПЧ), для де-
понирования белка и его транспортировки к клеткам-
мишеням.

Задачи исследования. Изучение противоопухолевой 
активности ВПЧ-ФНО-α на экспериментальной мо-
дели меланомы B16F10.

Материалы и  методы. Исследование проведено 
на мышах линии C57Bl / 6 с подкожно перевитой опу-
холью меланомы B16F10 (106 клеток / мышь). Препарат 
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ВПЧ-ФНО-α со специфической цитолитической ак-
тивностью 1,55 × 10

7
 МЕ / мг вводили внутривенно 

трехкратно или пятикратно с интервалом в 1 день, на-
чиная с 11 суток после перевивки. Критерием эффек-
тивности служило торможение роста опухоли (ТРО, 
%) и увеличение средней продолжительности жизни 
животных.

Результаты. Показано, что препарат ВПЧ-ФНО-α 
ингибировал рост первичной опухоли при обоих ре-
жимах введения. Показатель ТРО через сутки после 
окончания трехкратного введения препарата в дозах 
5 × 104 МЕ / мышь или 1 × 105 МЕ / мышь составлял 57 
и 64 % соответственно. Курсовое пятикратное введение 
в  дозе 105 МЕ ингибировало рост опухоли в  разных 
экспериментах на 46–52 % и увеличивало продолжи-
тельность жизни животных в среднем на 6,5 дня. Де-
струкция опухолевых клеток под действием препарата 
ВПЧ-ФНО-α сопровождалась образованием тромбов, 
разрушением кровеносных сосудов опухоли и нако-
плением в опухолевой ткани CD3- и CD11b-положи-
тельных клеток, что  свидетельствует об  индукции 
под действием препарата противоопухолевой иммун-
ной реакции.

Выводы. Полученные данные подтверждают тот 
факт, что препарат рекомбинантного ФНО-α человека 
в  средстве доставки обладает противоопухолевым 
действием, которое реализуется через механизмы, ха-
рактерные для природного ФНО-α.

Восстановление чувствительности 
к доксорубицину лейкемических 
клеток ТНР-1, инфицированных 

цитомегаловирусом, под действием 
ингибитора полиаминов MDL72.527

Я. Ю. Чернорыж1, Н. Ф. Закирова2, О. А. Смирнова2, 
С. С. Емельянова3, К. И. Юрлов1, Н. Е. Федорова1, 
Г. Р. Виноградская3, В. Н. Вербенко3, А. В. Иванов2

1ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России,  
Москва; 

2ФГБУН «Институт молекулярной биологии  
им. В. А. Энгельгардта РАН», Москва; 

3ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики  
им. Б. П. Константинова» НИЦ «Курчатовский Институт», 

Гатчина, Ленинградская обл.

Резистентность к противоопухолевым препаратам 
снижает эффективность ХТ, однако молекулярные 
пути формирования резистентности изучены недоста-
точно. Ранее мы показали, что в клетках моноцитар-
ной лейкемии ТНР-1 при заражении цитомегалови-
русом человека (ЦМВ) блокируется апоптоз 
и  утрачивается чувствительность к  доксорубицину 
(ДОКС). Маркеры ЦМВ обнаружены во многих опу-
холях разного происхождения, однако оставалось 

неясным, может  ли влиять ЦМВ на  резистентность 
к ДОКС латентно инфицированных опухолевых кле-
ток. Для ответа на этот вопрос было изучено действие 
ДОКС на клетки ТНР-1 через 7 сут после заражения 
ЦМВ, когда отсутствовала активность вирусного ге-
нома. Анализ жизнеспособности незараженных клеток 
ТНР-1 показал, что гибель под действием ДОКС до-
стигала 64 %, тогда как  гибель зараженных клеток 
составляла 28 %. Таким образом, установлена рези-
стентность к ДОКС латентно инфицированных клеток 
ТНР-1.

Так как биогенные полиамины влияют на проли-
ферацию, дифференцировку и гибель клеток, оцени-
вали возможное их воздействие на чувствительность 
клеток ТНР-1 к ДОКС. Использовали ингибитор ка-
таболизма полиаминов MDL72.527. Показано, 
что  MDL72.527 восстанавливает чувствительность 
инфицированных клеток к ДОКС. Для изучения ме-
ханизмов действия MDL72.527 анализировали уровни 
экспрессии трех ключевых ферментов метаболизма 
полиаминов: ODC, SSAT и SMO. Показано, что уро-
вень мРНК ODC снижается в 1,6 раза в ЦМВ-инфи-
цированных клетках, обработанных ДОКС (резистент-
ных), по сравнению с неинфицированными клетками, 
обработанными ДОКС. Под  действием MDL72.527 
уровень мРНК ODC увеличивается в 1,5–1,8 раза в об-
работанных ДОКС клетках. При этом снижение уров-
ней белка в клетках наблюдалось в ответ на обработку 
MDL72.527 или ДОКС вне зависимости от присутствия 
вируса. Отсутствие корреляции между уровнями мРНК 
и белка может объясняться регуляцией на уровне дег-
радации фермента. Уровень транскрипции гена, коди-
рующего SSAT, под  действием ДОКС значительно 
увеличивается: в 3,5 раза в неинфицированных клетках 
ТНР-1 и в 13,2 раза – в ЦМВ-инфицированных клет-
ках. MDL72.527 ослабляет транскрипцию гена в при-
сутствии DOX в  обоих случаях. Изменения уровня 
мРНК не  сопровождались заметными изменениями 
активности SSAT. Исключением было двукратное сни-
жение активности в  случае комбинации DOX 
и  MDL72.527. На  экспрессию гена SMO заметного 
влияния ЦМВ и DOX не оказывали. Для выяснения 
роли полиаминов в регуляции чувствительности лей-
кемических клеток ТНР-1 к  ДОКС требуются даль-
нейшие исследования, однако очевидно, что процессы 
метаболизма полиаминов  – перспективная мишень 
для преодоления резистентности опухолевых клеток 
к противоопухолевым препаратам.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 17‑04‑00 812).
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Цитотоксическая активность новых 
фторсодержащих модифицированных 

дигидробензизоксазолонов

М. А. Ястребова1, 2, Ю. А. Пивень3, А. М. Щербаков1, 
Т. С. Хлебникова3, Ф. А. Лахвич3

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГБУН «Институт биологии гена РАН», Москва; 
3ГНУ «Институт биоорганической химии Национальной ака-

демии наук Беларуси», Минск, Республика Беларусь

Бензизоксазолы и их аналоги являются важными 
фармакофорами, которые входят в состав ряда биоло-
гически активных веществ, обладающих противоопу-
холевым, противовоспалительным, противовирусным 
и  другими видами действия. Селективное введение 
атомов фтора и фторалкильных групп в биоактивные 
молекулы является эффективной стратегией дизайна 
лекарственных препаратов. Новые производные фтор-
содержащих 6,7‑дигидробенз[d]- и [c]изоксазолонов 
(1–5) синтезированы путем их  оксимирования 

и последующего О-ацилирования полученных оксимов 
хлорангидридами фторбензойных кислот. С помощью 
МТТ-теста  на клетках РМЖ и РПЖ исследована ци-
тотоксическая активность синтезированных соедине-
ний. Соединения 1, 4 и 5 не оказывали значительных 
цитотоксических эффектов на  клетки РМЖ линии 
MCF-7 и  клетки РПЖ линии DU145. Наибольшую 
активность проявили соединения 2 и 3, при инкубации 
с этими соединениями выживаемость опухолевых кле-
ток падала на  50–60 % по  сравнению с  контролем. 
Методом иммуболоттинга исследована экспрессия 
ряда белков в клетках MCF-7. Обнаружено, что сое-
динение 3 вызывает снижение экспрессии рецепторов 
эстрогенов и  прогестерона  – ключевых регуляторов 
пролиферации гормонозависимого рака.

Полученные фторсодержащие модифицированные 
дигидробензизоксазолоны представляют интерес для 
дальнейшей разработки новых лекарственных канди-
датов.

Синтетическая часть работы выполнена 
при финансовой поддержке БРФФИ – Х18УКА-011, 

биологические эксперименты поддержаны РФФИ 
(грант № 18‑29‑09 017) .
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Эстрогеновые рецепторы β в ткани 
рака яичников как предикторы 

эффективности химиотерапии 
препаратами платины и таксанов

А. А. Башарина, Т. А. Богуш, А. С. Тюляндина, 
А. Н. Гришанина, Е. А. Богуш, Н. О. Вихлянцева, 

С. А. Тюляндин

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Известен вклад мишеней эстрогенов – 
эстрогеновых рецепторов α и β (ERα и ERβ) – в реали-
зацию воздействия стимулирующих и ингибирующих 
регуляторов опухолевого роста, следовательно, уровень 
экспрессии этих молекулярных маркеров в  опухоли 
может влиять на эффективность цитостатиков, ассо-
циированных с клеточной пролиферацией.

Задачи исследования. Оценка прогностической 
значимости ERα и ERβ и предсказание эффективности 
1‑й линии адъювантной ХТ рака яичников препарата-
ми платины и таксанов.

Материалы и методы. В исследование включена 31 
больная серозным раком яичников с унифицирован-
ными клиническими показателями: III стадия заболе-
вания, высокая степень злокачественности опухоли, 
неоптимальная хирургическая циторедукция, 1‑я ли-
ния адъювантной ХТ, 6 курсов препаратов платины 
и  таксанов. Методом проточной цитофлуориметрии 
исследована экспрессия ERα и ERβ в хирургических 
образцах рака яичников. Использованы первичные 
антитела к ERα (ab16 660), к ERβ (ab288) и вторичные 
антитела, конъюгированные с  DyLight650 (ab98 510 
и ab98 729). Рассчитан уровень экспрессии маркера – 
доля (%) специфически флуоресцирующих клеток 

относительно контроля (после инкубации только с вто-
ричными антителами). Корреляция этого показателя 
с продолжительностью безрецидивного периода болез-
ни оценена при построении кривых Каплана–Майера 
(log-rank), соотношение рисков развития рецидива – 
методом регрессии Кокса.

Результаты. ERα и ERβ выявлены во всех исследо-
ванных образцах опухолей, при этом средний показа-
тель для ERβ более чем в 1,5 раза превышает значение 
для  ERα  – 41,7 ± 12,4 % против 25,9 ± 11,1 % (р = 
0,001). Только в 1 из 31 случая уровень экспрессии ERα 
был незначительно выше, чем ERβ (48 % против 38 %). 
Согласно принятым в  клинических исследованиях 
правилам деление исследованных опухолей на группы 
с высоким и низким уровнем экспрессии проведено 
относительно медианы. Соответственно, для ERα – это 
≤ и >25 %, для ERβ – ≤ и >40 %.

При построении кривых Каплана–Майера пока-
зано, что показатель уровня экспрессии ERβ обладает 
статистически достоверной предиктивной информа-
тивностью. У пациенток с низким уровнем экспрессии 
ERβ медиана продолжительности безрецидивного пе-
риода составила 8 мес, тогда как с высоким – более 
чем в 2 раза больше (18 мес; p = 0,02). Риск возникно-
вения рецидива в группе с низким уровнем экспрессии 
ERβ в опухоли был в 2,5 раза выше, чем при высокой 
экспрессии маркера (95 % ДИ 1,3–6,6; p = 0,04). 
В  то  же время прогностической значимости уровня 
экспрессии в опухоли ERα не выявлено (p = 0,67).

Выводы. Высокий уровень экспрессии ERβ (>40 %) 
является благоприятным предиктивным маркером 
эффективности 1‑й линии адъювантной ХТ с препа-
ратами платины и таксанов у больных III стадии се-
розного рака яичников высокой степени злокачест-
венности при  неоптимальной хирургической 
циторедукции.

Молекулярная диагностика и терапия  

опухолей (памяти профессора Г.И. Абелева)

Доклады
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Прогностический и диагностический 
потенциал панели новых маркеров 

гепатоцеллюлярной карциномы

А. А. Будко1, 2, М. С. Чесноков1, Л. М. Дьяков1, П. А. Хесина1, 3, 
Д. А. Шавочкина1, И. Ф. Кустова1, Н. Е. Кудашкин1, 
Е. А. Мороз1, Ю. И. Патютко1, Н. Л. Лазаревич1, 3

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2факультет фундаментальной медицины ФГБОУ  
ВО «МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва; 

3биологический факультет ФГБОУ ВО «МГУ им. М. В. Ломо-
носова», Москва

Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) является 
наиболее злокачественной первичной опухолью пече-
ни. Текущий диагностический подход включает маг-
нитно-резонансную томографию, биопсию и анализ 
уровня альфа-фетопротеина. Однако ни один из этих 
методов не обладает ни достаточной диагностической 
специфичностью и чувствительностью, ни прогности-
ческой значимостью. Существуют проблемы диффе-
ренциальной диагностики между подвидами гепато-
целлюлярной аденомы (ГЦА) и  ГЦК, постановки 
диагноза фиброламеллярной ГЦК, а магнитно-резо-
нансная томография не  диагностирует около 20 % 
случаев ГЦК (атипично васкуляризованная ГЦК). 
Таким образом, поиск новых маркеров и их сочетаний, 
улучшающих диагностику и при этом имеющих про-
гностический потенциал, по‑прежнему актуален.

В исследовании использовано 65 пар хирургиче-
ских биоптатов (опухоль и ткань печени) пациентов 
с ГЦА (n = 7), фокальной нодулярной гиперплазией 
(ФНГ) (n = 8) и ГЦК (n = 50). На основании данных 
полнотранскриптомного секвенирования 50 пар образ-
цов была выбрана панель генов, гиперэкспрессиро-
ванных в ГЦК: RAB3B, IQGAP3, GPC3, PRRX1, HKDC1, 
TOP2A, GNAZ, PDGFA и CENPF. Их экспрессия была 
верифицирована методами количественной ПЦР в ре-
жиме реального времени и ИГХ. Данные статистически 
обработаны и иерархически кластеризованы в целях 
выделения общих групп. Для построения кривых вы-
живаемости использовали как данные текущего иссле-
дования, так и данные TCGA.

Значительное (p <0,05) повышение экспрессии 
в образцах ГЦК по сравнению с неопухолевой тканью 
печени, ФНГ и ГЦА зафиксировано для PRRX1 (p = 
6,2 × 10–7), IQGAP3 (p = 8,8 × 10–8), CENPF (p = 5,1 × 
10–4) и  RAB3B (p = 0,003). Для  генов HKDC1, GPC3, 
PDGFA, TOP2A и GNAZ различия между доброкачест-
венными новообразованиями (ФНГ, ГЦА) и ГЦК ста-
тистически не выявлены. Ретроспективно показано, 
что метод диагностики ГЦК, основанный на комби-
нации CENPF, IQGAP3, PRRX1, обладает специфично-
стью 91,2 % и чувствительностью 92,0 % с площадью 
под ROC-кривой 96,8 %. Также продемонстрировано, 

что образцы фиброламеллярной ГЦК характеризуют-
ся значительно более высоким уровнем экспрессии 
PRRX1, чем трабекулярные варианты (p = 8,91 × 10–4). 
Корреляционный анализ по Спирмену выявил слабую 
корреляцию экспрессии CENPF, IQGAP3, PRRX1, 
RAB3B с рядом клинических параметров. На основании 
данных TCGA и  текущего исследования показано, 
что уровень гиперэкспрессии CENPF, IQGAP3, PRRX1, 
RAB3B может использоваться как  предиктор общей 
и безрецидивной выживаемости (p <0,001).

Гиперэкспрессия IQGAP3, PRRX1, CENPF, RAB3B 
специфична для ГЦК, но не для неопухолевой ткани 
печени, ФНГ или ГЦА. Комбинация CENPF, IQGAP3, 
PRRX1 обладает высокой диагностической и прогно-
стической мощностью для ГЦК и позволяет не только 
дифференцировать ГЦК от доброкачественных ново-
образований печени, но и предсказывать общую вы-
живаемость пациентов.

Работа выполнена при частичной финансовой 
поддержке РФФИ

(грант № 18‑315‑00 376).

Биохимические признаки дефекта 
ферментов адреналового 
стероидогенеза у больных 
с новообразованиями коры 

надпочечников на основе метода 
газовой хромато-масс-

спектрометрии

Великанова Л. И., Ворохобина Н. В., Шафигуллина З. Р., 
Малеваная Е. В., Стрельникова Е. Г.

ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский 
университет им. И. И. Мечникова» Минздрава России, 

Санкт-Петербург

Задачи исследования. Установить биохимические 
признаки дефектов 21‑гидроксилазы (21‑Г) 
и 11β-гидроксилазы (11β-Г) у больных с новообразо-
ваниями коры надпочечников на основе исследования 
стероидных профилей мочи методом газовой хромато-
масс-спектрометрии (ГХМС).

Материалы и методы. Обследовали 136 пациентов 
(33 мужчины и 103 женщины) с адренокортикальной 
аденомой (АКА) со средним возрастом 52  года (45–
61 год) и 39 больных (9 мужчин и 30 женщин) адрено-
кортикальным раком (АКР) со  средним возрастом 
49 лет (38–59 лет) с суммой балов по шкале L. M. Weiss 
более 4. Методом ГХМС исследовали стероидные про-
фили мочи на  газовом хромато-масс-спектрометре 
SHIMADZU GCMS – QP2010 ULTRA (идентифици-
ровано 68 стероидов). Неклассические формы вро-
жденной дисфункции коры надпочечников установ-
лены на основании пробы с синтетическим аналогом 
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кортикотропина (синактен-депо), по  данным ИФА, 
высокоэффективной жидкостной хроматографии и ре-
зультатам генетического исследования. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использованием 
программного пакета Statistica для Windows (версия 7).

Результаты. Неклассические формы врожден-
ной дисфункции коры надпочечников c дефектом 
21‑Г установлены у  9 (6,6  %) пациентов с  АКА. 
Методом ГХМС получены пороговые значения 
для соотношений (ТНF+allo-THF+THE) / P3<2,5; 
(ТНF+allo-THF+THE) / 11‑oxo-P3<20 и (ТНF+allo-
THF+THE) / 17‑Р<12. Неклассическая форма вро-
жденной дисфункции коры надпочечников с  де-
фектом 11β-Г установлена у 4,4  % больных с АКА. 
У  11 (28,2  %) больных АКР получены признаки 
недостаточности 21‑Г: увеличение экскреции с мо-
чой Р3 – 4363 мкг / 24 ч (2200–5861 мкг / 24 ч); p = 
0,0004; 11‑oxo-P3  – 440 мкг / 24 ч (121–676 
мкг / 24 ч); р = 0,0002; 17‑Р – 1100 мкг / 24 ч (640–
2425 мкг / 24 ч), 21‑дезокси-ТНF – 1069 мкг / 24 ч 
(881–1258 мкг / 24 ч); снижение соотношений 
(ТНF+allo-THF+THE) / 11‑oxo-P3  – 19 (11–22);  
р = 0,003; (ТНF+allo-THF+THE) / P3  – 2,5 (1,4–
3,8); p = 0,04; (ТНF+allo-THF+THE) / 17‑Р  – 8,5 
(3,1–15,4); р = 0,005. У 29 (74,3  %) больных АКР 
повышение экскреции с мочой тетрагидро-11‑де-
зоксикортизола (ТНS) до  1355 мкг / 24 ч (750–
3279) мкг / 24 ч; р <0,0001 и гексагидро-11‑дезок-
сикортизола до 709 мкг / 24 ч (187–2079 мкг / 24 ч); 
р <0,01; снижение соотношения (ТНF+allo-
THF+THE) / ТНS до 3,8 (1,9–13,3); р <0,0001 могут 
указывать на  уменьшение активности 11β-Г. 
У  больных АКА с  неклассической формой вро-
жденной дисфункции коры надпочечников и АКР 
были определены неклассические 5‑enе-прегнены 
(16‑ОН-прегненолон, 21‑ОН-прегненолон, 11‑ОН-
прегнентриол, 3β-прегнентриол), не обнаруженные 
у больных АКА без злокачественного потенциала 
и признаков недостаточности 21‑Г и 11β-Г.

Заключение. Методом ГХМС получены характер-
ные стероидные профили мочи недостаточности 21‑Г 
и 11β-Г у 11 % больных АКА и 79,5 % больных АКР, 
что указывает на большую роль этих ферментов в па-
тофизилогии АКР.

Примечание. ТНF – тетрагидрокортизол, THE – 
тетрагидрокортизон, Р3 – прегнантриол, 17‑Р – 17‑ги-
дроксипрегнанолон.

Диагностическая значимость 
маркеров p53, p16, WT1 

в аспирационном материале 
из полости матки у больных 

серозным раком яичников

Н. Н. Гокадзе, М. В. Савостикова, Ю. Г. Паяниди, 
С. В. Винокурова, К. И. Жорданиа

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
ФГБОУ ВО «МГМСУ им. А. И. Евдокимова»  

Минздрава России, Москва

Пятилетняя выживаемость больных раком яични-
ков (РЯ) не превышает 35 %. По современным пред-
ставлениям до 75 % наблюдений самой агрессивной 
формы РЯ, а именно high-grade серозной низкодиф-
ференцированной карциномы, происходит из серозной 
интраэпителиальной карциномы фимбриального от-
дела маточной трубы. Мутация гена-супрессора опу-
холевого роста TP53 и, как следствие этого, положи-
тельная экспрессия белка p53, наряду с положительной 
реакцией маркеров WT1 и p16, характерных для high-
grade серозной карциномы, являются критериями 
морфологической диагностики данного типа опухолей. 
Для повышения эффективности диагностики РЯ на ос-
новании иммуноцитохимического (ИЦХ) исследова-
ния аспирационного материала из полости матки в по-
следнем была оценена диагностическая значимость 
уровней экспрессии маркеров p53, p16, WT1. У 31 боль-
ного серозным РЯ, 15 больных с доброкачественными 
опухолями яичников, 14 больных с метастатическим 
поражением яичников и 19 женщин без онкогинеко-
логической патологии выполнено цитологическое 
и ИЦХ-исследование вышеуказанных маркеров в ас-
пирационном материале из полости матки, получен-
ном в амбулаторных условиях с помощью зонда типа 
Пайпель. Для цитологического исследования получен-
ного материала и проведения ИЦХ приготовлены ци-
тоспиновые многослойные препараты системы 
Cytospin. ИЦХ-исследование с  моноклональными 
антителами к p53, p16, WT1 выполнено на иммуноги-
стостейнере Ventana (BenchMarkULTRA).

В  ходе данного исследования установлено, 
что  при  серозном РЯ при  цитологическом анализе 
в 74,2 % (в 23 из 31) случаев в аспирате из полости мат-
ки либо смыве определяются клетки карциномы, 
при  ИЦХ-исследовании  – в  87,0 % (в  27 из  31), 
при  совместном использовании цитологического 
и ИЦХ методов – в 90,3 % (в 28 из 31). Во всех осталь-
ных наблюдениях (доброкачественные опухоли, мета-
стазы в яичники и контрольная группа) аналогичных 
результатов не наблюдалось. В ходе данного исследо-
вания разработан современный подход к диагностике 
серозного РЯ и формированию групп риска на осно-
вании оценки вышеперечисленных предикторов.
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Экспрессионные характеристики 
таргетных генов при раке желудка 

и их связь с метастазированием

Ф. М. Кипкеева1, Т. А. Музаффарова1, М. П. Никулин2, 
П. В. Апанович1, С. Н. Неред2, М. Н. Нариманов2, 
О. А. Малихова2, И. С. Стилиди2, А. В. Карпухин1

1ФГБНУ «Медико-генетический научный центр», Москва; 
2ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  

России, Москва

Рак желудка (РЖ) является одной из ведущих при-
чин смерти от онкологических заболеваний. Высокая 
смертность больных РЖ в основном обусловлена пе-
реходом болезни в метастатическую стадию. В связи 
с этим существует необходимость разработки эффек-
тивной терапевтической стратегии, опирающейся 
на  прецизионную медицину. В  настоящей работе 
на  образцах диссеминированного РЖ (ДРЖ) и  РЖ 
на более ранних стадиях были проанализированы про-
фили экспрессии генов-мишеней имеющихся и раз-
рабатываемых таргетных препаратов.

Методом количественной ПЦР в реальном време-
ни в парных образцах опухоль – норма (55 пар образ-
цов) изучали профили экспрессии матричных РНК 
генов VEGF, VEGFR1, VEGFR2, NRP1, bFGF, FGFR2, 
TGF-β, HER2 / neu.

Экспрессия всех исследованных генов с  разной 
частотой была повышена как при РЖ, так и при ДРЖ. 
Экспрессионные профили на  этих стадиях различа-
лись. Повышенная экспрессия генов VEGFR1, VEGFR2 
и NRP1 при ДРЖ наблюдалась примерно в 2 раза чаще, 
чем  при  РЖ без  отдаленных метастазов, что  может 
свидетельствовать о перспективности таргетных пре-
паратов против этих генов. Частота повышенной экс-
прессии гена FGFR2 при  ДРЖ составила всего 5 %. 
Напротив, при  более ранних стадиях РЖ половина 
больных имели повышенную экспрессию этого гена. 
Следовательно, разрабатываемый таргетный препарат 
против FGFR2, скорее всего, при  ДРЖ будет иметь 
весьма ограниченную частоту эффективного действия.

Ассоциация уровней экспрессии с метастазирова-
нием найдена для  генов FGFR2, VEGFR1 и  NRP1, 
что указывает на их значение для перехода в эту стадию 
и может иметь практическое значение для разработки 
соответствующих маркеров. Высокая частота экспрес-
сии гена FGFR2 и обнаруженное ее значение опреде-
ляют возможность применения таргетного средства 
для предотвращения перехода опухоли в метастатиче-
скую стадию.

Как при ДРЖ, так и на более ранних стадиях, об-
наружена корреляция уровней экспрессии генов TGF-β, 
NRP1 и VEGFR2, которую следует учитывать при тар-
гетной терапии. Также впервые на образцах опухолевой 
ткани больных ДРЖ / РЖ была обнаружена обратная 
зависимость экспрессии генов VEGF-А  и  bFGF  

(R = –0,73; p = 0,0046). Такая зависимость может от-
ражать компенсаторный механизм, позволяющий 
сохранить опухолевый ангиогенез, и, как следствие, – 
потенциальную причину устойчивости к анти-VEGF-
терапии.

Таким образом, знание особенностей функциони-
рования генов-мишеней на разных стадиях РЖ, в том 
числе при переходе к диссеминированному состоянию, 
может привести к повышению эффективности лече-
ния, в том числе путем снижения риска образования 
метастазов.

Построение индивидуального 
филогенетического древа эволюции 
опухоли пациента как новая основа 
для назначения предоперационной 
химиотерапии в целях элиминации 

метастатических клонов

Н. В. Литвяков1, 2, Е. М. Слонимская1, М. К. Ибрагимова1, 2, 
П. В. Казанцева1, М. М. Цыганов1, 2, И. В. Дерюшева1, 

А. В. Дорошенко1, Ю. А. Небова1, Е. Ю. Гарбуков1

1НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск; 
2ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский госу-

дарственный университет», Томск

В наших предыдущих исследованиях было пока-
зано, что наличие в опухоли молочной железы клонов 
с амплификациями 2 хромосомных регионов и более 
(3q, 5p, 6p, 7q, 8q, 13q, 9p, 9q, 10p, 10q21.1, 16p, 18chr, 
19p), в которых локализованы гены стволовости, со-
пряжено с очень высоким риском метастазирования. 
Если в остаточной резидуальной опухоли после про-
ведения неоадъювантной ХТ (НХТ) отмечаются 
амплификации генов стволовости, в  50  % случаев 
происходит гематогенное метастазирование. Если 
в процессе НХТ клоны с амплификациями генов ство-
ловости элиминировались, у  пациентов отмечается 
100 % безметастатическая выживаемость. В  связи 
с этим мы назвали опухолевые клоны с амплификаци-
ями генов стволовости метастатическими клонами. 
НХТ позволяет в 48 % случаев элиминировать мета-
статические клоны до проведения операции. Возни-
кает вопрос, почему у части больных метастатические 
клоны под действием НХТ не элиминируются, что при-
водит к высокому риску метастазирования. Был раз-
работан математический аппарат, который на основе 
показателей CNState микроматрицы CytoScan HD Ar-
ray (Affymetrx, США) позволяет восстановить филоге-
нетическое древо эволюции опухоли каждого пациен-
та по биопсии опухоли до лечения. Весь этот период 
времени от начала канцерогенеза до биопсии условно 
разделяется на 100 единиц. Вся опухолевая масса в лю-
бой момент времени принимается за  100 %. 
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С помощью CNState определяется представленность 
каждого клона и определяется время его происхожде-
ния от драйверного ствола.

Были проанализированы филогенетические деревья 
больных, у которых метастатические клоны элимини-
ровались в процессе НХТ, и больных, у которых НХТ 
не дала такого эффекта. Кроме этого, мы посмотрели, 
на какие клоны в составе древа была направлена НХТ. 
В подавляющем большинстве случаев, когда метаста-
тические клоны не элиминировались, они развивались 
в опухоли в 1‑й половине канцерогенеза и были драй-
верными. Если метастатические клоны развивались 
во 2‑й половине канцерогенеза, они элиминировались 
в  процессе НХТ с  высокой частотой. Если мишени 
действия ХТ, такие как амплификация гена ТОР2а для 
антрациклинов, делеция TUBB3 для таксотера, делеция 
BRCA1 для  терапии цисплатином и  др., находились 
в клонах, филогенетически более древних по сравне-
нию с метастатическими клонами (в идеале в драйвер-
ном клоне), то метастатические клоны элиминирова-
лись в процессе НХТ. В тех же случаях, если НХТ была 
подобрана без учета мишеней или мишени действия 
схемы НХТ принадлежали клонам, которые происхо-
дили позже, чем  метастатические клоны, метастати-
ческие клоны в процессе ХТ не элиминировались.

Таким образом, для элиминации метастатических 
клонов необходимо построить филогенетическое дре-
во эволюции опухоли пациента и подобрать терапию 
на мишени клонов, более древних, чем метастатичес-
кие клоны.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 17‑15‑01 203).

Два новых алгоритма стадирования 
рака предстательной железы 

на основе лабораторных 
и клинических данных до начала 

лечения

Н. С. Сергеева1, Т. Е. Скачкова1, Б. Я. Алексеев1, 
С. А. Пирогов2, Е. Ф. Юрков2, В. Г. Гитис2

1МНИОИ им. П. А. Герцена – филиал ФГБУ «НМИЦ радиоло-
гии» Минздрава России, Москва; 

2ФГБУН «Институт проблем передачи информации  
им. А. А. Харкевича РАН», Москва

РПЖ занимает одно из лидирующих мест в струк-
туре онкологической заболеваемости мужчин во всем 
мире. По общемировым данным, при использовании 
известных до начала лечения параметров (в сопостав-
лении с данными окончательного диагноза) ошибки 
в стадировании в целом составляют от четверти до по-
ловины случаев. В  западной литературе описан ряд 
алгоритмов, с использованием которых удается решать 
некоторые, но далеко не все из этих проблем.

На 1‑м этапе настоящей работы была создана ба-
за данных, включающая медицинскую информацию 
о 337 больных РПЖ, и проанализированы все виды 
ошибок дооперационного стадирования. На 2‑м эта-
пе путем метода линейной логистической регрессии 
разработаны 2 новых мультипараметрических алго-
ритма.

Первый алгоритм – ЛИКС-В (Лабораторный Ин-
декс Клинического Стадирования, включающий по-
правку на Возраст пациента) – был составлен на ос-
нове только лабораторных данных (концентрации 
общего ПСА (общПСА), свободного ПСА (свПСА) 
(нг / мл) и  [-2] проПСА (пг / мл) в  сыворотке крови 
по калибровке Hybritech) до начала лечения.

ЛИКС-В = ( ([-2] проПСА)3 / 2 × (свПСА)– 2 × (общП-
СА)4 / 3) / 100 + 1,5 × возраст,

где возраст – число полных лет.
Второй алгоритм – ВИЗГ (Возраст + Индекс Здо-

ровья предстательной железы + сумма баллов по шка-
ле Глисона (индекс Глисона) + стадия TNM) – основан 
на тех же лабораторных данных и дополнительно вклю-
чает ряд клинических результатов обследования паци-
ента.

ВИЗГ = 0,025 × возраст + 0,01 × ([-2]проПСА / свПСА × 
√общПСА) + гр. ин. Глисона + 0,6 × гр. Т,

где гр. ин. Глисона (группа индекса Глисона) имеет 
ранговое значение «1», если индекс Глисона по резуль-
татам биопсии <7, «2» – 7 (3 + 4), «3» – 7 (4 + 3) и «4» – 
>7; гр. Т (группа Т) имеет ранговое значение «1» 
при Т1N0 или Т2N0, «2» при Т3N0. При стадировании 
использована TNM-классификация злокачественных 
опухолей 7‑го издания.

В  исследовании проанализирована клиническая 
значимость этих алгоритмов на обучающей выборке 
данных и разработан ряд решающих правил, позволя-
ющих избежать более половины ошибок стадирования 
РПЖ до начала лечения пациента. Определены «серые 
зоны» алгоритмов: ЛИКС-В  – 90–150 ед., ВИЗГ  – 
3,6–4,7 ед.

Для удобства применения в клинической практи-
ке была создана компьютерная программа «Калькуля-
тор расчета мультипараметрических показателей 
для дооперационного стадирования рака предстатель-
ной железы», которая позволяет врачу, введя данные 
пациента, получить заключение о статусе опухолевого 
процесса и обоснование этого заключения на основе 
диагностических правил.

Разработанные алгоритмы и компьютерная про-
грамма позволяют избежать значительной части оши-
бок при вынесении заключения об индолентности или 
агрессивности РПЖ до начала лечения, и, как след-
ствие, выбрать адекватный объем лечебных меропри-
ятий.
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Частота экспрессии мутантной 
киназы Anaplastic Lymphoma Kinase 

и онкобелка TAG-72, их связь 
с морфологическими параметрами 

первичной меланомы кожи

К. С. Титов1, Д. А. Рябчиков2, А. М. Казаков2, И. А. Дудина3, 
И. К. Воротников2

1ГБУЗ «МКНЦ им. А. С. Логинова ДЗМ», Москва; 
2ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  

России, Москва; 
3ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава 

России, Москва

Введение. Современный этап развития диагности-
ки и лечения первичной меланомы кожи диктует не-
обходимость поиска новых мишеней для  таргетной 
терапии и новых маркеров для улучшения диагности-
ки. Одной из таких мишеней является ALK (Anaplastic 
Lymphoma Kinase)  – мутация, исследуемая в  других 
опухолях (НМРЛ, анапластическая лимфома) и выяв-
ляемая при  первичной меланоме кожи, по  данным 
литературы, в 8–10 % случаев. Возможный новый ди-
агностический маркер  – TAG-72 (Tumor associated 
protein 72), изучающийся при аноректальной мелано-
ме и  претендующий на  диагностическое значение 
при первичной меланоме кожи.

Задачи исследования. Определить частоту экспрес-
сии тирозинкиназы мутированного гена ALK и онко-
белка TAG-72 у  пациентов с  первичной меланомой 
кожи, определить их связь с рядом морфологических 
параметров, оценить диагностическую ценность оп-
ределения ALK и TAG-72.

Материалы и  методы. Операционный материал 
от 40 больных с первичной меланомой кожи иссле-
дован гистологическим и ИГХ-методами. Для рутин-
ного гистологического исследования материал фик-
сировали 10 % нейтральным формалином в течение 
24 ч, заливали в парафин, готовили срезы толщиной 
4–5 мкм, окрашивали гематоксилином и эозином.

Исследование IHC с моноклональными антитела-
ми D57.3 (для ALK) проводили на иммуностендере – 
Ventana с антителами B72.3 для TAG-72 – на Thermo 
Fischer. Системы детекции: Envision  – для  TAG-72, 
Ventana – для ALK. Оценку статистической значимости 
результатов выполняли путем вычисления коэффици-
ента корреляции методом рангов.

Результаты. ALK-мутантный белок был обнаружен 
в 7 (12 %), TAG-72 – в 4 (10 %) случаях. Оценка кор-
реляционной силы между экспрессией ALK и TAG-72 
показала прямую среднюю силу связи (коэффициент 
корреляции 0,31). Была выявлена прямая связь средней 
силы между наличием у пациента онкомаркера TAG-
72, мутации ALK и изъязвлением – коэффициент кор-
реляции составил 0,53 и  0,68 соответственно. 

Наблюдалась статистически значимая связь наличия 
ALK с лимфоидной инфильтрацией, которая в боль-
шинстве случаев была выраженной (p <0,05).

Выводы. Данная мутантная киназа и онкомаркер 
имеют определенную частоту встречаемости в  по
пуляции российских пациентов с первичной мелано-
мой кожи. В  будущем это может дать возможность 
применения ингибиторов ALK (энсартиниб, церити-
ниб) у пациентов с данной мутацией. TAG-72 возможен 
в  качестве диагностического маркера. Корреляция 
ALK, TAG-72 с морфологическими параметрами го-
ворит о  потенциальной ценности данного явления 
для усовершенствования диагностики первичной ме-
ланомы кожи.

Гликозилированные молекулы 
в диагностике и лечении 

глиобластомы

А. Ю. Цидулко1, Г. М. Казанская2, А. М. Волков2, 
А. В. Суховских1, 3, Р. С. Киселев2, 4, В. В. Кобозев2, 

Т. М. Панкова1, А. С. Гайтан4, 5, А. Л. Кривошапкин4, 5, 
С. В. Айдагулова4, Э. В. Григорьева1, 3

1ФГБУН «НИИ молекулярной биологии и биофизики СО РАН», 
Новосибирск; 

2ФГБУ «НМИЦ им. акад. Е. Н. Мешалкина» Минздрава  
России, Новосибирск; 

3ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследователь-
ский государственный университет», Новосибирск; 

4ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, Новосибирск; 

5Европейский медицинский центр, Москва

Глиобластома до сих пор является одной из самых 
агрессивных опухолей, методы лечения которой недо-
статочно эффективны, и  поиск новых биомаркеров 
и молекулярных мишеней для ее диагностики и терапии 
остается крайне актуальной задачей. В этом контексте 
особое значение имеют работы по изучению вовлечен-
ности гликозилированных макромолекул (таких как 
протеогликаны) в  патогенез глиобластомы. Являясь 
одним из основных компонентов внеклеточного мат-
рикса ткани головного мозга, протеогликаны вносят 
значительный вклад в  поддержание межклеточных 
взаимодействий и  патологическую трансформацию 
внеклеточного матрикса в опухолевое микроокружение.

В данной работе проведены сравнительный анализ 
уровней экспрессии основных протеогликанов в нор-
мальной и опухолевой ткани головного мозга челове-
ка (ПЦР с обратной транскрипцией в реальном вре-
мени, ИГХ- и  иммунофлуоресцентный анализ 
белковых и углеводных эпитопов, оценка выживаемо-
сти методом Каплана–Майера) и исследование эффек-
тов общепринятой схемы ХТ в  экспериментальных 
моделях ex vivo (органотипические срезы головного 
мозга) и in vivo (крысы Вистар).
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Показано, что  не  только активация экспрессии 
коровых белков некоторых протеогликанов 
(CSPG4 / NG2, перлекан) в опухолевой ткани, но и по-
вышенное содержание углеводных цепей гепаран-
сульфата тесно ассоциированы с  неблагоприятным 
прогнозом течения заболевания и могут служить от-
рицательными прогностическими факторами при раз-
витии глиобластомы. Темозоломид, являющийся ос-
новным химиопрепаратом для  адъювантной ХТ 
глиобластомы, и  дексаметазон (в  качестве противо
отечного препарата сопровождающей терапии) оказы-
вают значительное воздействие как на транскрипцион-
ную активность генов, кодирующих коровые белки 
протеогликанов, так и на содержание их углеводных 
цепей (гепарансульфат, хондроитинсульфат) в нормаль-
ной ткани головного мозга экспериментальных 

животных. Значительные изменения содержания и ло-
кализации протеогликанов в  ткани головного мозга 
под действием этих препаратов, по‑видимому, способ-
ствуют его трансформации в  проопухолевое микро
окружение и ускоренной инвазии клеток глиобластомы.

В  целом полученные данные выявляют важную 
роль протеогликанов внеклеточного матрикса ткани 
головного мозга в качестве потенциальных внеклеточ-
ных прогностических биомаркеров и возможных ми-
шеней для совершенствования антиопухолевой тера-
пии глиобластомы и  предотвращения рецидива 
заболевания.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 16‑15‑10 243). А. Ю. Цидулко поддержана 

стипендией Президента Российской Федерации 
(SP-5435.2018.4).
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Влияние клинико-
патологоанатомических 
характеристик опухоли 

на чувствительность неинвазивной 
ПЦР-диагностики колоректального 

рака

Г. М. Бутрович, Е. Д. Мирлина, О. А. Вострюхина

ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики  
им. Б. П. Константинова НИЦ «Курчатовский институт», 

Гатчина, Ленинградская обл.

Введение. Ранее авторами была представлена ПЦР-
диагностика колоректального рака (КРР) на  основе 
выявления в фекалиях протяженных фрагментов ДНК, 
по присутствию которых судят о наличии КРР у паци-
ента. Чувствительность и специфичность метода со-
ставили соответственно 76 и 100 % (р <0,0001). Не бы-
ло выявлено значимых различий в чувствительности 
данного теста для пациентов с разными стадиями за-
болевания, что позволяет использовать его для ранней 
диагностики КРР.

Задачи исследования. В представленном исследо-
вании авторы провели анализ чувствительности дан-
ного метода для разных отделов толстой кишки, а так-
же в зависимости от клинико-патологоанатомических 
характеристик опухоли (эндофитного либо экзофит-
ного роста опухоли, наличия в ней некроза, степени 
дифференцировки опухоли).

Материалы и методы. Образцы фекалий, предостав-
ленные хирургическим отделением ПСПбГМУ им. 
акад. И. П.  Павлова, были получены у  103 человек, 
из них 79 пациентов с КРР и 24 здоровых добровольца 
(контрольная группа). Для пациентов с КРР диагноз 
был подтвержден гистологически; также были полу-
чены демографические и клинико-патологоанатоми-
ческие данные пациентов и  опухолей. Целостность 
ДНК, выделенной из  фекалий, оценивали методом 
ПЦР-анализа на наличие 2 протяженных фрагментов: 
фрагмент гена ТP53 длиной 800 н. п. и фрагмент гена 
MLH1 длиной 2340 н. п.

Для статистического анализа данных использова-
ли программу Graphpad Instat. Различия между груп-
пами считали достоверными при р <0,05.

Результаты. Показано, что чувствительность мето-
да для прямой кишки по сравнению с другими отде-
лами толстой кишки достоверно выше – 85,0 % против 
62,5 % (р = 0,0314). Принимая во внимания принцип 
действия рассматриваемого метода, результат ожида-
емый, так как  раковые клетки, происходящие 

из наиболее удаленных от анального отверстия отделов 
толстой кишки, находятся в просвете кишечника су-
щественно большее время, чем клетки из прямой киш-
ки, и в большей степени подвергаются разрушитель-
ному действию ферментов, в результате чего их ДНК 
больше деградирует.

Чувствительность метода диагностики КРР при об-
наруженном в опухоли некрозе составила 89 %, в от-
сутствие некроза – 69 %; эти различия статистически 
не  являются достоверными (р = 0,0562), но  можно 
говорить о заметной тенденции в повышении чувст-
вительности при наличии некроза. Не выявлено ста-
тистически значимых различий между чувствительно-
стью метода в  отношении опухолей с  эндофитным 
или экзофитным ростом (р = 0,4087), а также в отно-
шении опухолей с разной степенью дифференцировки.

Выводы. Полученные данные будут способствовать 
корректному использованию метода неинвазивной 
ПЦР-диагностики КРР в клинической практике.

RAD50 и SLC34A2 – потенциальные 
предиктивные маркеры ответа 

опухолей яичника на терапию 
препаратами платины

К. В. Гавриш1, К. А. Кузин2, Т. И. Фетисов2,  
К. И. Кирсанов2, 3, Р. Г. Киямова1

1ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный универ-
ситет», Казань, Республика Татарстан; 

2ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

3ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»,  
Москва

Из всех гинекологических злокачественных ново-
образований рак яичника (РЯ) является ведущей при-
чиной смерти в мире. Пациенты с РЯ довольно часто 
хорошо отвечают на схемы 1‑й линии ХТ, однако более 
чем у 20 % больных уже в течение первых 6 мес после 
лечения возникают рецидивы. Химиорезистентность 
после 2‑й линии терапии наблюдается уже более 
чем в 90 % случаев. В связи с этим важно понимать 
молекулярные механизмы возникновения химиоре-
зистентности при РЯ, в  том числе путем выявления 
генов, которые могут участвовать в  этом процессе. 
Данная работа направлена на выявление новых моле-
кулярных маркеров для предсказания ответа на ХТ РЯ 
препаратами на основе платины.

В ходе предварительных исследований нами вы-
явлены несколько потенциальных маркеров, включая 

Постеры
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гены RAD50 и POLR2L, вовлеченные в процесс репа-
рации ДНК, а также фосфатный транспортер SLC34A2. 
Ранее было показано, что они являются потенциаль-
ными маркерами прогноза безрецидивной и  общей 
выживаемости больных РЯ, поэтому представляют 
особый интерес для дальнейшего исследования.

При выполнении данной работы были использо-
ваны образцы опухолевой ткани, полученные от 17 па-
циентов с РЯ. Для каждого образца проводили оценку 
цитотоксического действия химиопрепаратов (цис
платин, карбоплатин, паклитаксел) с использованием 
первичных культур, а также исследовали уровень экс-
прессии генов RAD50, POLR2L и SLC34A2. Цитотокси-
ческий эффект лекарственных препаратов изучали 
с помощью МТТ-теста после 7 сут инкубации первич-
ных культур с каждым из препаратов, уровень экспрес-
сии генов определяли методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени. Все манипуляции проводили 
в соответствии со стандартными протоколами. Для оп-
ределения относительной экспрессии в образцах в ка-
честве референсного использовали ген ACTB. Расчеты 
проводили по формуле Ливака Ratio = 2(CtACT B – Cttarget gene) 
без учета экзогенного контроля.

В результате работы нами на первичных культурах 
клеток получены значения IC

50
 для цисплатина, кар-

боплатина и паклитаксела и определен уровень экс-
прессии изучаемых генов в  17 образцах опухолевой 
ткани. Полученные значения IC

50
 и  относительные 

уровни экспрессии были проанализированы на нали-
чие корреляции с помощью метода Пирсона. Установ-
лено, что экспрессия гена RAD50 коррелирует с  IC

50
 

карбоплатина (корреляция 0,55; р = 0,034), а экспрес-
сия SLC34A2 обратно коррелирует с IC

50
 цисплатина 

(корреляция 0,56; р = 0,038).
Несмотря на ограниченную выборку, полученные 

результаты дают основания полагать, что гены RAD50 
и SLC34A2 являются потенциальными предиктивными 
маркерами чувствительности опухолей РЯ к химиоте-
рапевтическим препаратам на основе платины и тре-
буют дальнейшего изучения.

Работа выполнена за счет средств субсидии, 
выделенной в рамках государственной поддержки 

Казанского (Приволжского) федерального университе-
та в целях повышения его конкурентоспособности 

среди ведущих мировых НОЦ.

Проформы и ингибиторы 
цистеиновых протеаз при опухолях 

репродуктивной системы

Е. А. Гашенко1, В. А. Лебедева2, Г. С. Русских3, И. В. Брак1, 
Т. А. Короленко1

1ФГБНУ «НИИ физиологии и фундаментальной медицины 
РАН», Новосибирск; 

2ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, Новосибирск; 

3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт биохимии 
РАН» Новосибирск

Задачи исследования. Изучение роли прокатепсина 
В и эндогенных ингибиторов цистеиновых протеаз – 
цистатинов В и С – как возможных биомаркеров рака 
репродуктивной системы.

Материалы и  методы. Проведено сравнительное 
исследование концентрации прокатепсина В, циста-
тина В  и  цистатина С  в  сыворотке крови и  асците 
у  женщин с  опухолями яичников (злокачественные  
(n = 30, из них 14 до лечения); предраковые (n = 9)); 
в сыворотке при раке эндометрия (n = 29, из них 16 
до лечения); РМЖ (n = 29, среди них 18 перед лечени-
ем). Использовали методы ИФА для оценки концен-
трации цистатина С (коммерческие наборы BioVendor, 
Чехия) и R&D (США); цистатина В (USCN Life Sci., 
Wuhan, Китай); прокатепсина В  – R&D ELISA kit 
(США).

Результаты. Показано, что  в  сыворотке крови 
контрольной группы уровень прокатепсина В корре-
лирует с  концентрацией цистатина С  (R = 0,47; p = 
0,04). По сравнению с контрольной группой у больных 
с новообразованиями в сыворотке крови обнаружено 
высокое содержание прокатепсина В при раке яични-
ков (p <0,000), раке эндометрия (p <0,000), РМЖ (p 
<0,000); цистатина В при раке яичников (p <0,05), ра-
ке эндометрия (p <0,001), РМЖ (p <0,05); обнаружено 
повышение CA-125 при предраковых опухолях яични-
ков (p <0,005), раке яичников (p <0,000), до лечения. 
При  пограничных опухолях яичников содержание 
в  сыворотке крови прокатепсина В, цистатина 
В и С достоверно не отличалось от контроля. При ра-
ке яичников концентрация прокатепсина В в сыворот-
ке крови коррелирует с цистатином В (R = 0,89; p = 
0,04). В асцитической жидкости концентрация прока-
тепсина В  коррелирует с  цистатином В  сыворотки 
крови (R = 0,81; p = 0,02); цистатин С и прокатепсин 
В в сыворотке крови коррелируют с прогрессировани-
ем заболевания.

Можно заключить, что прокатепсин B в сыворот-
ке крови и  асците при  опухолях яичников является 
наиболее вероятным опухолевым биомаркером, 
что требует более детального изучения и расчета его 
прогностического значения при различных вариантах 
эпителиальных опухолей яичников.
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влияние дексаметазона 
и селективного агониста 

глюкокортикоидного рецептора 
compound a на межклеточные 

взаимодействия и миграционную 
активность клеток рака молочной 

железы

Е. М. Жидкова1, В. П. Максимова1, К. А. Чернышов2, 
Л. Р. Тилова1, М. Г. Якубовская1, Е. А. Лесовая1, 3

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава 
России, Москва; 

3ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский уни-
верситет им. акад. И. П. Павлова» Минздрава России, Рязань

Введение. Глюкокортикоиды, применяемые в те-
рапии РМЖ в качестве адъювантов, обладают рядом 
побочных эффектов, связанных с механизмом транс-
активации глюкокортикоидного рецептора (ГР). 
В частности, глюкокортикоиды могут разобщать меж-
клеточные контакты, внося вклад в развитие процессов 
инвазии и  метастазирования опухолей. Ранее нами 
показано, что соединение класса селективных агони-
стов ГР (SEGRA) Compound A (CpdA) проявляет ГР-
зависимый противоопухолевый эффект на  моделях 
РМЖ in vitro.

Задачи исследования. Изучить влияние CpdA 
на  межклеточные взаимодействия и  миграционную 
активность клеток РМЖ различных молекулярных 
подтипов.

Материалы и методы. В исследовании использова-
лись клеточные линии аденокарциномы молочной 
железы MCF-7 (Luminal A), MDA-MB-231 (Basal) 
и MDA-MB-453 (HER2+). Действие CpdA на миграци-
онную способность клеток анализировали с помощью 
камеры Бойдена, а также методом «зарастания цара-
пины» (Wound healing assay). Степень разобщения меж-
клеточных контактов оценивали с  использованием 
теста нагрузки царапиной (Scrape loading test). Уровень 
экспрессии коннексинов 26, 32 и 43 оценивали вес-
терн-блоттингом. Уровень экспрессии генов COL1A1, 
ICAM1, MMP9, ANXA1, SphK1, Rhob, CSF1, COX2, iNOS, 
KLF4, cJUN, FIBL1, MKP1, IL6 и IL8 определяли ме-
тодом количественной ПЦР.

Результаты. Показано, что CpdA, в отличие от дек-
саметазона (Dex), не влияет на разобщение межкле-
точных контактов всех клеточных линий. Обнаружено, 
что CpdA и Dex не влияют на миграционную способ-
ность клеток РМЖ. В то же время CpdA в равной сте-
пени с Dex подавляет экспрессию ряда ГР-зависимых 
генов, связанных с нарушением адгезии и межклеточ-
ных взаимодействий клеток РМЖ, причем сила 

и  направленность эффектов глюкокортикоидов 
и CpdA зависит от гормонального статуса клеток.

Выводы. Отсутствие усиления миграционного по-
тенциала клеток РМЖ после обработки CpdA свиде-
тельствует о перспективности исследований примене-
ния SEGRA в терапии РМЖ.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 17‑75‑20 124) и РФФИ (грант 

№ 16‑04‑01 410).

Разработка метода анализа 
внеклеточной опухолевой ДНК 

в плазме крови больных  
раком толстой кишки

А. Е. Кулешова, У. А. Боярских

ФГБУН «Институт химической биологии и фундаменталь-
ной медицины СО РАН», Новосибирск

Рак толстой кишки (РТК) является 3‑м по распро-
страненности среди онкологических заболеваний. 
Ежегодно в мире регистрируют более 1 млн новых слу-
чаев РТК. Успех в лечении данного заболевания зави-
сит от своевременного и правильного подбора терапии, 
который осуществляется с помощью методов молеку-
лярной диагностики. Анализ внеклеточной опухолевой 
ДНК в плазме крови – перспективный метод молеку-
лярной диагностки РТК ввиду своей неинвазивности 
и возможности регулярного взятия образцов. Однако 
присутствие в плазме крови ДНК из других источни-
ков, а также крайне малая доля опухолевой ДНК яв-
ляются главными проблемами данного типа диагно-
стики. Существующие на  сегодняшний момент 
методы анализа не  имеют общей согласованности 
и в полной мере не выполняют поставленных задач. 
В рамках настоящего исследования разрабатывается 
оптимальный метод анализа внеклеточной опухолевой 
ДНК из плазмы крови больных РТК.

Для дальнейшего анализа была сформирована вы-
борка из 43 пар образцов плазма – опухоль (12 от муж-
чин, 31 от  женщин; средний возраст 67,4  года) и  66 
образцов плазмы крови без парного образца опухоли. 
Для выделения ДНК из плазмы крови в лаборатории 
был разработан собственный метод. В целях оценки 
эффективности его сравнили со стандартным прото-
колом Qiagen (QIAmp Mini Kit) путем измерения кон-
центрации ДНК в  образцах, выделенных каждым 
из методов. Разработанный метод не показал сущест-
венных различий со стандартным протоколом: среднее 
значение концентрации ДНК в образцах для разрабо-
танного метода составило 0,2767 нг / мкл (стандартное 
отклонение 0,1562), для  референсного протокола  – 
0,2769 нг / мкл (стандартное отклонение 0,1685).

Для оценки уровня внеклеточной опухолевой ДНК 
в полученных образцах и определения молекулярного 
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субтипа опухоли на  основе публичной базы данных 
COSMIC были отобраны наиболее часто встречающи-
еся мутации при РТК. Всего выбрано 349 соматических 
мутаций, наиболее частые из них встречались в генах 
ТР53, KRAS, PIK3CA, FBXW7, APC, BRAF.

В  дальнейшем планируются разработка метода 
приготовления библиотек для секвенирования на плат-
форме MiSeq (Illumina), секвенирование образцов, 
а  также оценка специфичности, чувствительности 
и конкордантности разработанного метода.

Влияние бортезомиба на отбор 
CD138‑негативной популяции клеток 

множественной миеломы

Н. И. Моисеева, Л. А. Лалетина, Е. Ю. Рыбалкина, 
А. Ф. Карамышева

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Множественная миелома (ММ) – зло-
качественное новообразование, происходящее из тер-
минально дифференцированных В-лимфоцитов. Не-
смотря на  успешное использование в  1‑й линии 
терапии ингибитора протеасом бортезомиба (btz), ММ 
остается некурабельным заболеванием. Основными 
причинами рецидивирования являются возникновение 
лекарственной устойчивости, в частности за счет ак-
тивации Р-гликопротеина, и наличие пула стволовых 
клеток опухоли. Считается, что  клетки ММ имеют 
иммунофенотип CD38+ / CD138+, однако привлекает 
внимание CD138‑негативная субпопуляция, которая 
может играть роль стволовых клеток опухоли для ММ. 
Альтернативный вариант появления CD138‑негативных 
клеток ММ – протеолитическое отщепление эктодо-
мена CD138, который в свободном состоянии остается 
биологически активным. Вопрос о  возникновении 
и роли CD138‑негативной субпопуляции для поддер-
жания и  прогрессии ММ сейчас начинает активно 
изучаться.

Задачи исследования. Изучить влияние btz на от-
бор CD138‑негативной клеточной субпопуляции 
ММ.

Материалы и  методы. Исследования проводили 
на культурах клеток RPMI8226 и NCI-H929. Чувстви-
тельность клеток к btz оценивали МТТ-тестом. Экс-
прессию Рgp и СВ138 определяли методом проточной 
цитофлуометрии. Для разделения живых и погибших 
клеток использовали пропидий йодид (PI).

Результаты. Активация экспрессии Рgp не проис-
ходила ни  при  длительном, ни  при  краткосрочном 
воздействии btz. Краткосрочные опыты по инкубации 
клеток линии NCI-H929 с btz (15 нМ) в течение 6, 16 
и 24 ч показали, что CD138 на поверхности клеток пе-
рестает детектироваться, а  именно в  контроле 
CD138‑негативных клеток – 1 %, через 6 ч инкубации 

с btz – 18,2 %; через 16 и 24 ч CD138 на поверхности 
клеток отсутствовал полностью. После длительного 
ведения клеток с btz (4–5 пассажей, 6–8 нМ) количе-
ство CD138‑негативных клеток в  сублиниях 
RPMI8226btz и NCI-H929btz увеличивалось с 5 до 20 % 
и  с  2 до  9 % по  сравнению с  исходными линиями. 
При этом в NCI-H929btz, к которой около 2 нед btz 
не добавлялся, уровень CD138 стремился к исходному 
уровню – маркер обнаруживался на 94 % клеток.

Выводы. Наши данные свидетельствуют о  том, 
что на начальном этапе отбора устойчивых к btz популя-
ций клеток ММ Р-гликопротеин не участвует. Наша пер-
вичная гипотеза предполагала, что длительное ведение 
клеток с btz может привести к отбору CD138‑негативной 
популяции. Однако опыты по краткосрочному воздейст-
вию btz свидетельствуют скорее об отщеплении эктодо-
мена CD138, нежели об отборе субпопуляции, хотя экс-
прессия CD138 на  клетках, проведенных через btz, 
не возвращалась полностью к исходному уровню. Участ-
вует ли этот механизм в отборе устойчивых к btz клеток – 
предмет наших дальнейших исследований.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 18‑315‑00 075 / 18 Мол_а).

Влияние радиотерапии на экспрессию 
протеогликанов в нормальной ткани 

головного мозга

М. О. Политко1, К. Э. Купер2, А. И. Прокаева1, 3, 
А. Ю. Цидулко1, Э. В. Григорьева1, 3

1ФГБУН «НИИ молекулярной биологии и биофизики СО РАН», 
Новосибирск; 

2ФГБУН «Институт ядерной физики им. Г. И. Будкера 
СО РАН» Новосибирск; 

3ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследователь-
ский государственный университет», Новосибирск

Введение. Глиобластома является агрессивной злока-
чественной опухолью с неблагоприятным прогнозом те-
чения заболевания. В данный момент для лечения глио-
бластомы применяется адъювантная радиохимиотерапия, 
при  которой пациент получает облучение суммарной 
дозой 60 Гр (30 × 2 Гр). Известно, что пролиферация опу-
холевых клеток глиобластомы и  их инвазия во  многом 
зависят от состояния здоровых тканей, окружающих опу-
холь. Радиотерапия влияет как на опухолевые клетки, так 
и на нормальную ткань головного мозга, одним из основ-
ных компонентов которой является внеклеточный матрикс 
(ВКМ). Влияние облучения на ВКМ нормальной ткани 
головного мозга практически не изучено.

Задачи исследования. Изучение воздействия радио-
терапии на экспрессию протеогликанов, которые явля-
ются основой ВКМ нормальной ткани головного мозга.

Материалы и  методы. Исследование проведено 
на  модели экспериментальных животных in vivo 
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(7‑месячные самки мышей линии C57BL / 6). Однократ-
ное облучение мозга животных проводили на ускори-
тельном комплексе ВЭПП-4М Института ядерной 
физики им. Г. И. Будкера СО РАН в дозе 7 Гр. При этом 
животные находились под наркозом, в качестве снот-
ворного использовалась комбинация препаратов Золе-
тил и  Домитор. Контролем явились не  усыпленные 
и усыпленные мыши без воздействия излучения. С по-
мощью метода ПЦР с обратной транскрипцией в ре-
альном времени изучено изменение уровня экспрессии 
протеогликанов в  коре и  подкорке головного мозга, 
наблюдаемое через 17 и 40 ч после облучения животных.

Результаты. Показано, что основные протеоглика-
ны, экспрессирующие в  коре и  подкорке головного 
мозга, – декорин, бигликан и нейрокан. Уровень экс-
прессии остальных протеогликанов в тканях головного 
мозга (таких как  синдекан 1, глипикан, перлекан 1, 
версикан, бревикан, CSPG4 / NG2 и CD44) незначителен 
и не изменяется под действием излучения. Однократное 
облучение в дозе 7 Гр приводило к изменениям транс-
крипционной активности протеогликанов декорина, 
бигликана и нейрокана, причем эффект отличался в ко-
ре и подкорке головного мозга (снижение и увеличение 
экспрессии соответственно). Наиболее выраженный 
эффект наблюдался к 17 ч после облучения: снижение 
экспрессии в коре для декорина и бигликана в 2 раза, 
для нейрокана в 16 раз; увеличение в подкорке для де-
корина в 3,5 раза и для бигликана в 2 раза. К 40 ч после 
облучения наблюдалась тенденция к восстановлению 
уровня экспрессии протеогликанов в тканях головного 
мозга. Применение анестезии из комбинации Золетила 
и Домитора оказывало определенное влияние на изме-
нение экспрессии протеогликанов.

Выводы. Показано, что даже однократное воздей-
ствие излучения вызывает изменение уровня экспрес-
сии протеогликанов в  нормальной ткани головного 
мозга экспериментальных животных.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 18‑29‑01 036 / 18). А. Ю. Цидулко поддержана 

стипендией Президента Российской Федерации 
(SP-5435.2018.4).

Ответ опухолевых стволовых 
клеток на радиационное воздействие 

как возможный прогностический 
маркер эффективности лечения 

больных раком шейки матки

Е. И. Селиванова, Л. И. Крикунова, Л. С. Мкртчян, 
Г. З. Кулиева, А. Д. Каприн, С. А. Иванов, И. А. Замулаева

МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск

Радиорезистентность опухолевых стволовых клеток 
(ОСК) рассматривается как одна из возможных причин 

рецидивирования опухоли после лучевой терапии. Од-
нако о количественных изменениях популяции ОСК 
в ответ на радиационное воздействие в клинических 
условиях известно мало, и в настоящее время отсутст-
вуют данные о взаимосвязи этих изменений с эффек-
тивностью лечения различных злокачественных ново-
образований, в том числе плоскоклеточного РШМ.

Задачи исследования. Оценка изменения доли ОСК 
в  соскобах шейки матки больных плоскоклеточным 
РШМ в ходе лучевой терапии для дальнейшего анали-
за прогностического значения этого показателя.

Материалы и методы. Группу исследования соста-
вили 25 пациенток с гистологически подтвержденным 
диагнозом плоскоклеточного РШМ на стадиях IB–IVA 
по классификации FIGO. Соскобы шейки матки по-
лучали до  лечения и  через 24 ч после γ-облучения 
в суммарной очаговой дозе 10 Гр. Долю ОСК опреде-
ляли с помощью проточной цитометрии с использо-
ванием ДНК-связывающего красителя Хёхст 33 342 
и антител к CD44, CD24 и CD45.

Результаты. Высокая индивидуальная вариабель-
ность доли CD44+CD24– / lowCD45– ОСК была обнару-
жена в образцах плоскоклеточного РШМ до лечения. 
Доля ОСК до облучения в дозе 10 Гр и после него зна-
чимо не  различалась, составляя в  среднем (± SE)  
7,2 ± 1,2 и 8,4 ± 2,3 % соответственно. Примерно у по-
ловины пациентов (12 / 25) зарегистрировано умень-
шение изучаемого показателя после облучения, у 10 – 
его увеличение, у остальных 3 – отсутствие изменений. 
Значительная корреляция была найдена у доли ОСК 
до  лечения с  ее изменением после облучения  
(R = –0,6; p = 0,0001). Полученные результаты свиде-
тельствуют о наличии существенных индивидуальных 
различий в ответе ОСК на радиационное воздействие, 
а также обосновывают принципиальную возможность 
дальнейшего исследования прогностической значи-
мости количественных изменений ОСК плоскокле-
точного РШМ после первых сеансов лучевой терапии 
в  отношении ближайших и  отдаленных результатов 
лечения.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 18‑75‑10 025) в части изучения ОСК. Диагно-

стика и лечение больных плоскоклеточного РШМ 
осуществлялись за счет средств ФОМС и государст-

венного задания Минздрава России.

Клетки меланомы mel-7 
чувствительны к рекомбинантному 

альфа-фетопротеину

Г. М. Соболева1, 2, Л. Н. Семенкова1, И. В. Дудич1, Е. И. Дудич1

1ОАО «Институт инженерной иммунологии», Москва; 
2ООО «НПЦ Микромир», Москва

Изучение молекулярных механизмов повышения 
эффективности лечения меланомы продолжает 
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оставаться актуальной темой в фундаментальной он-
кологии. В экспериментах c использованием культуры 
клеток меланомы in vitro рассматривается взаимодей-
ствие злокачественных клеток с потенциально проти-
воопухолевыми препаратами, в частности с альфа-фе-
топротеином – онкофетальным белком, являющимся 
маркером опухолей печени и репродуктивной системы 
и вызывающим апоптоз опухолевых клеток, экспрес-
сирующих рецепторы к нему (Deutsch G. J., 1991; Mize-
jewski H. F., 2002).

В настоящей работе показано, что рекомбинант-
ный альфа-фетопротеин подавляет пролиферацию 
клеток меланомы MEL-7 in vitro, а его конъюгат с флу-
оресцеина изотиоцианатом (FITC) взаимодействует 
с поверхностными структурами опухолевых клеток.

Материалы и методы. Получение рекомбинантно-
го альфа-фетопротеина и его конъюгата с FITC, а так-
же характеристика линии меланомы MEL-7 были опи-
саны нами ранее (Dudich E., 2012). Клетки MEL-7 
выращивали in vitro стандартно, с  использованием 
полной среды DMEM. В опытах по изучению проли-
ферации засевали по 3 × 103 клеток на 1 лунку 96‑лу-
ночного планшета, время инкубации с альфа-фетопро-
теином составляло 24 ч. В экспериментах по изучению 
взаимодействия конъюгата альфа-фетопротеина / FITC 
с  клетками использовали микроскоп AxioImagerD1 
(Zeiss, США) с характеристиками фильтра: excitation 
485 nm, emission 511 nm.

Результаты. Показано, что количество клеток MEL-
7 в лунках в конце инкубации обратно пропорциональ-
но концентрации альфа-фетопротеина (IC

50 
= 78 ± 

0,2 мкг / мл). Характер распределения флуоресцентно-
го сигнала от  конъюгата альфа-фетопротеина / FITC 
указывает на большую вероятность его взаимодействия 
с поверхностными, а не внутриклеточными структу-
рами. Требуются дополнительные исследования, что-
бы установить, является ли цитотоксический эффект 
рекомбинантного альфа-фетопротеина и его взаимо-
действие с поверхностью клеток индивидуальной осо-
бенностью клеток MEL-7 или  обнаруженные нами 
феномены характерны и для других линий меланомы.

Связь экспрессии и CNA гена BRCA1 
в опухоли молочной железы 

с эффектом неоадъювантной 
химиотерапии и исходом

М. М. Цыганов, И. В. Дерюшева, М. К. Ибрагимова, 
А. М. Певзнер, Е. М. Слонимская, Н. В. Литвяков

НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск

Введение. Данные литературы свидетельствует 
о том, что не только герминальные, но и соматические 
мутации в гене BRCA1 сопряжены с прогнозом забо-
левания и  эффективностью ХТ. С  учетом данных 

о связи наследственной мутации BRCA1 с высокой эф-
фективностью препаратов платины можно предполо-
жить, что уровень экспрессия гена BRCA1 и его хромо-
сомные аберрации в  опухоли также будут 
ассоциированы с высокой чувствительностью новоо-
бразования к препаратам платины.

Задачи исследования. Оценить связь экспрессии 
и хромосомных аберраций гена BRCA1 в опухоли мо-
лочной железы с основными клинико-морфологиче-
скими параметрами и исходом заболевания.

Материалы и  методы. Обследованы 109 больных 
РМЖ (IIA–IIIB). Больные получали 4–6 курсов нео
адъювантной ХТ (НХТ) по схемам FAC, CAX с вклю-
чением препаратов платины (СР) или  монотерапию 
таксотером. Оценку экспрессии гена BRCA1 проводи-
ли в парных образцах до лечения и после НХТ (коли-
чественная ПЦР). Для анализа аберраций числа копий 
(CNA) выполняли микроматричный анализ на ДНК-
чипах высокой плотности фирмы Affymetrix (США) 
CytoScanTM HD Array. Статистическую обработку дан-
ных проводили с использованием пакета прикладных 
программ Statistica 8.0.

Результаты. В результате проведенного исследова-
ния установлена связь начального уровня экспрессии 
с молекулярным подтипом РМЖ. Уровень экспрессии 
при люминальном типе В РМЖ статистически значи-
мо выше по сравнению с группой больных с HER2+  
(p = 0,01) и  ТНР (p = 0,05), что  может быть одной 
из причин высокой чувствительности ТНР к ХТ. Уста-
новлено, что частота делеций гена BRCA1 в опухолях 
молочной железы составляет 43,4 %. Показана стати-
стически достоверная связь CNA с эффективностью 
НХТ в  общей группе больных и  для  схемы CAX  
(p = 0,01). Интересный результат показан для пациен-
тов, пролеченных по схемам с включением препаратов 
платины. У  10 пациентов с  люминальным типом В 
РМЖ в 80 % случаев наблюдается полная или частич-
ная регрессия. Наличие делеции гена BRCA1 связано 
с  показателями безметастатической выживаемости. 
У больных (схема CAX) с нормальным состоянием дан-
ного гена показатели выживаемости ниже (p = 0,02), 
чем при наличии делеции.

Выводы. На основании полученных данных можно 
полагать, что  соматические нарушения гена BRCA1 
могут также являться предиктором эффективности 
НХТ и фактором прогноза заболевания.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 17‑15‑01 203).
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Способ прогнозирования 
вероятности развития 

гематогенных метастазов 
в отдаленном периоде у больных 

люминальным раком молочной 
железы с использованием 
определения показателей 

внутриклеточных 
протеолитических систем

Е. Е. Шашова1, 2, Е. С. Колегова1, Г. В. Какурина1, 
Д. А. Коршунов1, О. А. Карелина2, Н. А. Тарабановская1, 
Е. М. Слонимская1, 2, И. В. Кондакова1, Л. В. Пикалова3

1НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск; 
2ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский уни-

верситет» Минздрава России, Томск; 
3ОГАУЗ «Томский областной онкологический диспансер», 

Томск

Задачи исследования. Разработка дополнительного 
метода прогнозирования вероятности развития гема-
тогенных метастазов в отдаленном периоде у больных 
люминальным РМЖ с  распространением процесса 
на регионарные лимфатические узлы.

Материалы и  методы. Всего были включены 
135  больных люминальным РМЖ. Материалом 
для исследования явилась опухолевая и неизмененная 
ткань молочной железы, в которой определяли химо-
трипсиноподобную и  каспазаподобную активность 
протеасом, активность кальпаинов, а также коэффи-
циенты химотрипсиноподобной и каспазаподобной 
активности протеасом, коэффициент активности 
кальпаинов.

Результаты. При определении показателей про-
теасомной и кальпаиновой систем в тканях молочной 
железы совместно с  традиционно оцениваемыми 
клинико-морфологическими и  молекулярными 

параметрами была построена статистически значимая 
математическая модель (χ2 19,433; р = 0,013; чувстви-
тельность модели 75 %, специфичность 95 %). Урав-
нение логистической регрессии, на основе которого 
построена данная прогностическая модель, имело 
следующий вид:

Y = –12,242 + 4,657X1 + 5,729X2 – 0,264X3 – 
13,862X4 + 4,210X5 + 0,103X6 + 1,764 X7 + 0,535 X8,

где Y – значение уравнения регрессии; –12,242 – зна-
чение коэффициента регрессии свободного члена. 
Перед переменными Х1–Х8 стоят значения коэффи-
циентов регрессии соответствующих признаков. Пе-
ременные, включенные в модель: X1 – состояние мен-
струальной функции (есть / нет); Х2  – степень 
вовлеченности в процесс метастазирования регионар-
ных лимфатических узлов; Х3  – значение маркера 
пролиферативной активности в  опухоли Кi-67 (%); 
Х4 – экспрессия рецептора Her2‑neu (есть / нет); Х5 – 
тип проводимого адъювантного лечения (гормональная 
терапия / комбинированная химио- и гормонотерапия); 
Х6  – значение химотрипсиноподобной активности 
протеасом в опухоли (у. е. × 103 МЕ / мг белка); Х7 – 
значение коэффициента каспазаподобной активности 
протеасом; Х8 – значение коэффициента активности 
кальпаинов.

При  этом вероятность развития гематогенных 
метастазов в отдаленном периоде определяется по фор-
муле:

Р = 1 / (1 + е – Y),

где Р – значение вероятности развития признака; е – 
математическая константа, равная 2,72.

Таким образом, определение показателей протеа-
сомной и кальпаиновой систем в ткани РМЖ совмес-
тно с традиционно оцениваемыми клинико-морфоло-
гическими параметрами увеличивает точность 
прогноза вероятности прогрессирования люминаль-
ного РМЖ.



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

121ТОМ 5 / VOL. 5    ПРИЛОЖЕНИЕ	 МАТЕРИАЛЫ IV ВСЕРОССИЙСКОЙ КОНФЕРЕНЦИИ

Лиганды рецептора NK-клеток NKG2D 
в сыворотке крови больных 

меланомой

Е. В. Абакушина1, Д. Н. Абакушин2, Ю. В. Гельм1, 
И. А. Пасова1, Д. В. Кудрявцев1

1МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск; 

2ООО «Клиника № 1», Обнинск

Задачи исследования. Определение уровня стрес-
синдуцированных молекул MICA, ULBP-1 и -2 в сы-
воротке крови больных меланомой кожи (МК) и здо-
ровых добровольцев.

Материалы и  методы. В  исследование включены 
32 больных МК (20 женщин и 12 мужчин) в возрасте 
26–75 лет (средний возраст 52 ± 13 лет) со стадиями 
заболевания: II (а–с)  – 7 пациентов, III (а–с)  – 23, 
IV (а) – 2. Контрольную группу составляли 30 здоровых 
добровольцев. Уровень молекул MICA, ULBP-1 и -2 
в сыворотке крови определяли с помощью ИФА и на-
боров реагентов: MICA human ELISA Kit и  DuoSet 
ELISA human ULBP-1 и  -2. Оптическую плотность 
образцов измеряли при длине волны 450 нм на фото-
метре ChroMate 4300. Результаты обрабатывали в про-
граммах Microsoft Excel 2003 и  Statsoft Statistica 6.0. 
Данные представляли как среднее по группе. Исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Различия считали зна-
чимыми при р <0,05.

Результаты. Среднее содержание молекул MICA 
у  больных МК составило 2793,04 ± 2672,18 пг / мл, 
в  контрольной группе они обнаруживались в  мини-
мальных количествах (<1000 пг / мл). Показано, что как 
при прогрессировании заболевания, так и со стабили-
зацией процесса различия были не значимы и соста-
вили 3267,2 ± 1137,8 и 3547,3 ± 1246,7 пг / мл соответ-
ственно. Уровень молекул ULBP-1 у больных МК был 
выше в 2,3 раза, чем в контрольной группе (p <0,001). 
Большинство пациентов имели концентрацию 
ULBP-1, превышающую среднее значение в контроль-
ной группе (в 93,8 % случаев). При уменьшении уров-
ня ULBP-1 у больных МК наблюдалась стабилизация 
процесса или регрессия метастатических образований, 
при увеличении – зафиксировано прогрессирование 
заболевания. Во многих случаях изменение концент-
рации лигандов NKG2D выявлялись раньше, чем бы-
ло обнаружено прогрессирование заболевания или 
выявлены метастазы инструментальными методами 
диагностики. Молекулы ULBP-2 данной аллельной 
формы в сыворотке крови больных МК и в контроль-
ной группе были равны фоновым значениям. 

Тезисы

У 1 пациента лиганды обнаруживались в следовых ко-
личествах (291 пг / мл).

У  больных МК с  высоким содержанием MICA 
отмечался средний и  высокий показатель ULBP-1 
(>4000  пг / мл), однако, когда уровень содержания 
MICA в сыворотках крови был минимальным (в 38,5 % 
случаев), уровень ULBP-1 достигал высоких значений, 
в среднем – 6100,0 ± 2143,7 пг / мл (при максимальном 
значении 9558,3 пг / мл). Установить четкую корреля-
ционную зависимость между уровнем молекул MICA 
и ULBP-1 на данном этапе не представилось возмож-
ным, для этого необходимо проведение дальнейших 
исследований.

Выводы. Показано существование прямой зависи-
мости между клиническим статусом и изменением кон-
центрации лиганда NKG2D, что диктует необходимость 
в персонифицированном подходе к оценке данных мо-
лекул в сыворотке крови. Обнаружение в больших кон-
центрациях молекул MICA и ULBP-1 в сыворотке кро-
ви пациентов может служить одним из диагностических 
маркеров наличия МК, и, возможно, является показа-
телем прогрессирования заболевания.

Непосредственные результаты 
конкурентной химиолучевой терапии 

больных раком шейки матки 
в Азербайджане в зависимости 

от мутации гена 
фосфатидилинозитол-3‑киназы

К. С. Акперов, И. Г. Исаев, Л. А. Меликова,  
Н. С. Алиева, Н. Р. Алиева

Национальный центр онкологии, Баку, Республика Азербайджан

Введение. В последнее десятилетие активно разра-
батываются методы изучения молекулярно-генетиче-
ских параметров опухолей, и одним из наиболее часто 
встречающихся генетических изменений при  РШМ 
является мутация гена фосфатидилинозитол-3‑киназы 
(PIK3CA).

Задачи исследования. Изучение ответа опухоли 
на конкурентную химиолучевую терапию в зависимо-
сти от  мутации гена PIK3CA среди больных РШМ 
в Азербайджане.

Материалы и методы. Мы исследовали результаты 
лечения 136 пациенток с верифицированным диагно-
зом РШМ IIA–IIIВ стадий, поступивших в Националь-
ный центр онкологии Республики Азербайджан в пе-
риод с  2015 по  2017  г. Распределение больных 
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по стадиям было следующим: IIA – 21 (15,4 %), IIВ – 
65 (47,8 %), IIIA – 5 (3,7 %) и IIIВ – 45 (33,1 %) паци-
енток. При морфологическом исследовании выявлено 
119 (87,5 %) случаев плоскоклеточного рака и  17 
(12,5 %) случаев аденокарциномы. Лечение состояло 
из  дистанционной лучевой терапии, еженедельных 
введений цисплатина и брахитерапии с высокой мощ-
ностью дозы. Генетические мутации гена PIK3CA опре-
деляли с помощью ПЦР в реальном времени, прово-
димой в  соответствии с  протоколом производителя 
(CFX96 Real-Time system, BioRad, США).

Результаты. Мутации PIK3CA выявлены всего у 49 
(36,0 %) пациенток: у 5 (10,2 %) с аденокарциномой, 
у 44 (89,8 %) с плоскоклеточным РШМ. У 112 (82,3 %) 
из 136 пациенток была достигнута полная регрессия, 
у 23 (18,7 %) – частичная и только у 1 пациентки на-
блюдалось прогрессирование заболевания. Частота 
полной регрессии опухоли была значительно ниже 
у пациенток с мутацией гена PIK3CA (77,6 % против 
92,0 %; p = 0,035).

Выводы. В результате данного исследования была 
выявлена связь мутации гена PIK3CA со степенью ре-
грессии РШМ после химиолучевой терапии. Более 
трети пациенток с  РШМ в  Азербайджане являются 
носителями мутированного гена PIK3CA и могут по-
тенциально извлечь пользу из активно разрабатываю-
щихся терапевтических препаратов, нацеленных не-
посредственно на блокирование PIK3CA.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Фонда развития науки при Президенте  

Республики Азербайджан  
(грант № EIF-KETPL-2‑2015‑1(25)–56 / 37 / 3).

Взаимосвязь экспрессии 
гистидинбогатого гликопротеина 
с молекулярными подтипами рака 

молочной железы

А. И. Аутеншлюс1, 2, А. В. Голованова1, А. А. Студеникина1, 
И. И. Брусенцов3, А. В. Проскура2, С. В. Сидоров4, 

В. А. Вавилин2

1ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, Новосибирск; 

2ФГБУН «НИИ молекулярной биологии и биофизики СО РАН», 
Новосибирск; 

3ФГБНУ «ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН», 
Новосибирск; 

4ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследователь-
ский государственный университет», Новосибирск

В настоящее время выделяют 5 молекулярных под-
типов РМЖ, знание которых необходимо для прогно-
зирования и определения тактики дальнейшего лече-
ния. Вероятность успешного лечения РМЖ 
повышается при диагностике заболевания на ранних 
стадиях канцерогенеза, что обусловливает актуальность 

исследований, направленных на поиск новых маркеров 
РМЖ. Одним из потенциальных маркеров РМЖ яв-
ляется гистидинбогатый гликопротеин (HRG).

Задачи исследования. Оценить взаимосвязь между 
экспрессией HRG и молекулярными подтипами РМЖ.

Материалы и методы. Исследован биопсийный ма-
териал молочной железы 23 пациентов с  диагнозом 
инвазивной карциномы неспецифического типа 
(по гистологическому типу аденокарцинома молочной 
железы). Средний возраст больных составил 56,9 ± 
1,8 года (42–74 года). Распределение по молекулярным 
подтипам образцов опухолей было следующим: люми-
нальный А – 11 больных; люминальный В (HER2 – ) – 
6; люминальный В (HER2+) – 1; HER2+ – 3; базально-
подобный – 2.

Из биопсийного материала молочной железы вы-
деляли РНК. Для получения комплементарной ДНК 
проводили обратную транскрипцию с использованием 
специфичных праймеров. Пара праймеров была подо-
брана таким образом, чтобы праймер HRG_R распо-
лагался в  экзонах 4 и  5, чтобы в  процессе реакции 
исключалась возможность амплификации нецелевой 
ДНК. Праймеры были проверены на культуре челове-
ческих гепатоцитов. Экспрессию HRG оценивали с по-
мощью количественной ПЦР в  режиме реального 
времени. Для контроля качества выделения РНК ис-
пользовали систему выявления матричной РНК 
(мРНК) TBP (TATA-box binding protein).

Результаты. По результатам количественной ПЦР 
в режиме реального времени мРНК HRG была обна-
ружена в 70 % всех образцов и не наблюдалась лишь 
в 7 случаях. Ни в одном из всех 3 образцов, по молеку-
лярным подтипам классифицируемых как  HER2+, 
не обнаружена мРНК HRG. Также мРНК HRG отсут-
ствовала в  3 образцах с  люминальным подтипом A 
и в 1 образце с люминальным подтипом B (HER2 – ).

В нашей работе были получены различия в содер-
жании мРНК HRG в разных подтипах РМЖ, следова-
тельно, определение экспрессии HRG позволяет диф-
ференцировать РМЖ на молекулярные подтипы.

Клинические особенности течения 
колоректального рака с мутацией 

в гене KRAS

И. А. Богомолова, И. И. Антонеева, Д. Р. Долгова

ФГБОУ ВО «Ульяновский государственный университет», 
Ульяновск

Введение. Колоректальный рак (КРР) как по агрес-
сивности течения опухолевого процесса, так и по чув-
ствительности к противоопухолевому лечению явля-
ется гетерогенным заболеванием. Один из возможных 
факторов химиорезистентности при лечении КРР – 
наличие соматической мутации в районе кодонов 12, 
13 гена KRAS, выявляемой с  частотой 30–50 %. 



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

123ТОМ 5 / VOL. 5    ПРИЛОЖЕНИЕ	 МАТЕРИАЛЫ IV ВСЕРОССИЙСКОЙ КОНФЕРЕНЦИИ

Фенотипическое проявление мутации KRAS – посто-
янная активация сигнального пути EGFR-KRAS-
BRAF-MEK-MAPK, регулирующего клеточную про-
лиферацию, ангиогенез, апоптоз. Считается, 
что  больные КРР нуждаются в  определении статуса 
мутаций гена KRAS, играющего важную роль в плане 
дальнейшей стратегии химиотерапевтического лечения 
(Водолажский Д. И., 2014).

Задачи исследования. Оценка влияния мутации 
в гене KRAS на эффективность адъювантной ХТ (АХТ) 
больных КРР с II–III стадиями заболевания.

Материалы и методы. В исследование включены 24 
больных КРР, получавших комбинированное лечение 
в Ульяновском областном клиническом онкологиче-
ском диспансере в 2014–2017 гг. Генетический анализ 
на наличие мутации в гене KRAS проведен на матери-
але, полученном интраоперационно, с использовани-
ем набора Инсайдер (Номотек) методом ПЦР в режи-
ме реального времени. Пациентам проводили АХТ 
по схеме FOLFOX в течение 6 мес. Прогрессирование 
заболевания выявляли по результатам планового об-
следования (рентгенография органов грудной клетки, 
УЗИ органов брюшной полости, забрюшинного про-
странства, анализ крови на онкомаркеры раковый эм-
бриональный антиген (РЭА) и СА-19 / 9).

Результаты. При проведении молекулярно-генети-
ческого анализа мутация гена KRAS в кодонах 12 и 13 
выявлена в 37,3 % случаев КРР. При наличии мутации 
KRAS у пациентов чаще выявлялся высокодифферен-
цированный тип опухоли, чем  при  диком типе (67 
и 20 % соответственно; р = 0,022). Различия в группах 
с мутацией и диким типом KRAS по возрасту и полу 
не  прослеживались. Динамика онкомаркеров РЭА 
и СА-19 / 9 в процессе АХТ не коррелировала с нали-
чием мутации KRAS у больных КРР. Частота рецидивов 
в группе с мутированным типом KRAS составила 55 %, 
в группе с диким типом – 35 % При мутантном типе 
опухоли безрецидивный период составлял 9,25 мес, 
у  носителей дикого типа  – 20,67 мес, что  позволяет 
предполагать агрессивное течение КРР с мутантным 
геном KRAS, чем с диким типом (Беляева А.В., 2012; 
Гатаулин И.Г., 2015).

Выводы. Мутация в гене KRAS повышает частоту 
развития рецидивов и уменьшает безрецидивный пе-
риод. Определение статуса мутации KRAS в опухоли 
может быть использовано при прогнозировании отве-
та на АХТ по схеме FOLFOX.

Экспрессия и коэкспрессия 
эстрогеновых рецепторов альфа 

и бета в ткани немелкоклеточного 
рака легкого

Т. А. Богуш, О. М. Рябинина, Е. А. Богуш, А. Н. Гришанина, 
Н. С. Сапрыкина, С. Д. Коломийцев, Б. Е. Полоцкий, 

М. М. Давыдов

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Рецепторы эстрогенов – важнейшая кле-
точная мишень, воздействуя на  которую, можно 
не  только контролировать процессы канцерогенеза, 
но  и  подавлять рост опухолевых клеток. Блестящим 
подтверждением этого является результат многолет-
него применения тамоксифена у больных РМЖ с экс-
прессией эстрогеновых рецепторов опухоли. В клетках 
человека присутствуют 2 изоформы эстрогеновых ре-
цепторов: альфа (ЭРα) и бета (ЭРβ), которые ассоци-
ированы с ответом на антиэстрогеновую терапию.

Задачи исследования. Определить уровень экспрес-
сии ЭРα и ЭРβ в ткани НМРЛ, оценить взаимосвязь 
этих опухолевых маркеров, в  том числе при  разных 
гистологических типах НМРЛ.

Материалы и методы. Использован хирургический 
биопсийный материал 113 пациентов (92 мужчин, 21 
женщины). Оценку экспрессии ЭРα и ЭРβ в опухоле-
вой ткани проводили методом ИФА, ассоциированным 
с  проточной цитометрией. В  работе использованы 
первичные и вторичные антитела Abcam: для ЭРα – 
клон SP1 и ab98 510, для ЭРβ – клон 14C8 и ab98 729. 
Уровень экспрессии эстрогеновых рецепторов в опу-
холи (отношение количества специфически флуорес-
цирующих клеток к общему количеству клеток в  %) 
рассчитывали с помощью теста Колмогорова–Смир-
нова, включенного в программу FlowJo 10.0.8. Ста-
тистическую обработку проводили с  применением 
пакета программ Statistica 6.0. Для оценки силы кор-
реляционной связи показателей экспрессии ЭРα и ЭРβ 
использовали критерий Пирсона.

Результаты. Экспрессия ЭРα и  ЭРβ выявлена 
во всех исследуемых образцах НМРЛ со средним зна-
чением уровня экспрессии маркеров и стандартным 
отклонением 25,5 ± 9,7 и 44,0 ± 15,6 % соответственно. 
В целом по группе уровень экспрессии ЭРβ был вы-
ше показателя для  ЭРα в  88 % случаев (p <0,0001). 
Аналогичный результат получен при сравнении уров-
ней экспрессии ЭРα и ЭРβ в ткани НМРЛ разного 
гистогенеза. В ткани аденокарциномы уровни экс-
прессии ЭРα и  ЭРβ составили 28,0 ± 11,7 и  43,6 ± 
14,9 %; в ткани плоскоклеточного рака – 23,7 ± 6,7 
и 45,0 ± 15,3 % соответственно (p <0,0001). При кор-
реляционном анализе показателей экспрессии ЭРβ 
и ЭРα в целом по группе пациентов с НМРЛ, а также 
раздельно у  больных плоскоклеточным раком 
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и аденокарциномой легкого выявлена прямая корре-
ляционная связь слабой силы между уровнями экс-
прессии ЭРα и ЭРβ (коэффициент Пирсона +0,3; +0,28 
и +0,38 соответственно).

Выводы. В ткани НМРЛ разного гистогенеза (пло-
скоклеточный рак, аденокарцинома) уровень экспрес-
сии ЭРβ превышает таковой показатель для ЭРα почти 
в 2 раза, что указывает на ведущую патогенетическую 
роль ЭРβ при этом заболевании. Тот факт, что экспрес-
сия ЭРα и ЭРβ выявлена во всех исследованных опу-
холях, позволяет предположить, что, как  и  в  случае 
РМЖ, претендентами для  проведения адъювантной 
антиэстрогеновой терапии является подавляющее 
большинство больных НМРЛ.

Взаимосвязь экспрессии Тор2а и HER2 
в клетках карциномы молочной 

железы

Е. В. Быстрова1, 2, А. А. Бриллиант1, С. В. Сазонов1, 2, 
С. М. Демидов1, 2

1ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий», 
Екатеринбург; 

2ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский  
университет» Минздрава России, Екатеринбург

Введение. Чувствительность опухоли к  терапии 
на основе антрациклинов, по‑видимому, обусловлена 
не только рецепторами Тор2а, но и HER2. Так, в ряде 
исследований положительный ответ на монотерапию 
антрациклинами наблюдался у пациентов при одно
временной гиперэкспессии HER2 и Тор2а и отсутст-
вовал в HER2‑отрицательных случаях РМЖ с гипер-
экспрессией Тор2а.

Задачи исследования. Выявить наличие взаимо
связи экспрессии фермента Тор2а при различном уров-
не экспрессии HER2.

Материалы и  методы. Предметом исследования 
являлся операционный материал 786 пациенток с ди-
агнозом инвазивного РМЖ, не получавших неоадъю-
вантную химио- и  лучевую терапию. Материал ото-
бранных образцов исследовали гистологическим, 
ИГХ-, молекулярно-генетическим и статистическим 
методами. Методом ИГХ-окрашивания определяли 
уровень экспрессии рецепторов эстрогена, прогесте-
рона, HER2, Ki-67 и топоизомеразы IIα. Статус гена 
HER2 изучали методом флуоресцентной гибридизации 
in situ (FISH). Статистические исследования выполня-
ли с использованием набора программ описательной 
статистики и матриц корреляций в программном па-
кете Statistica 10.0. Категориальные данные были про-
анализированы с  применением непараметрических 
методов.

Результаты. Статус HER2 исследовали только 
при уровне экспрессии HER2, равном 2 (n = 149), ам-
плификация гена HER2 получена в 31 (21 %) случае. 

При каждом уровне экспрессии HER2 (0,1,2,3) мы рас-
считывали среднее значение фермента Тор2а. Причем 
при экспрессии HER2, равной 2, уровень Тор2а отдель-
но рассчитывали для случаев с амплификацией (HER2 
= 2 / FISH+) и без амплификации (HER2 = 2 / FISH–).

При оценке средних величин экспрессии Тор2а мы 
не  получили статистическую значимость в  группах 
с HER2 = 0,1, 2 / FISH+, 2 / FISH–. Статистически зна-
чимым оказался уровень топоизомеразы в  группе 
с HER2 = 3 (n = 149).

Выводы. В клетках карциномы молочной железы, 
характеризующихся высоким уровнем экспрессии ре-
цептора HER2 = 3, средний уровень экспрессии Тор2а 
(22,8 ± 16,9) достоверно выше (р <0,02), по сравнению 
со средними величинами (16,5 ± 16,88) при других зна-
чениях HER2 (0,1, 2 / FISH+, 2 / FISH–).

Работа выполнена в рамках государственного 
задания УГМУ (№ 056‑00 151‑18‑00).

Белки системы инсулиноподобных 
факторов роста в опухоли и асците 

при раке яичников: связь 
с эффективностью неоадъювантной 

химиотерапии

А. Б. Виллерт, Н. В. Юнусова, Л. А. Коломиец

НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск

На клеточных линиях показано, что химиорезис-
тентность при раке яичника может быть ассоциирова-
на с  экспрессией белков системы IGF (insulin-like 
growth factors) или компонентами IGF-опосредованного 
сигнального пути. Имеются некоторые данные о связи 
отдельных параметров c резистентностью на примере 
клеточных линий и клинических примерах рака яич-
ника. Однозначных ассоциаций относительно связи 
белков системы IGF с эффективностью ХТ нет.

Материалы и методы. В исследование включены 40 
больных диссеминированным раком яичника, прохо-
дивших лечение в отделении гинекологии НИИ онко-
логии Томского НИМЦ. Всем больным выполняли 
диагностическую лапароскопию в целях верификации 
и хирургического стадирования, во время которой про-
водили забор опухолевой ткани и асцитической жид-
кости. Во всех случаях диагностирован high-grade се-
розный рак. Неоадъювантная ХТ (НХТ) включала 
3–4 курса (паклитаксел 175 мг / м2 внутривенно в 1 день, 
карбоплатин АUC 6 внутривенно в 1 день / цисплатин 
75 мг / м2 внутривенно в 1 день 21‑дневного курса). Эф-
фективность НХТ оценивали по критериям RECIST 
(2009). Больных распределяли на 2 группы: 1‑я – от-
сутствие эффекта от НХТ (прогрессирование / стаби-
лизация; 2‑я  – наличие эффекта от  НХТ (частич-
ная / полная регрессия). В  образцах опухолей 
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и бесклеточной части асцитической жидкости опре-
деляли тотальный (внутриклеточный и внеклеточный) 
пул свободных IGFs, а  также IGFBP-3, IGFBP-4 
и PAPP-A с применением наборов ELISA (R&D Sys-
tems, DSL, Abcam), экспрессию рецептора IGFR  – 
с использованием проточной цитометрии. Для оценки 
прогноза эффективности НХТ был проведен дискри-
минантный анализ. Для построения модели применя-
ли клинические данные, уровни опухолевых маркеров, 
показатели системы IGF в опухоли и асците.

Результаты. Показано, что наибольшей прогности-
ческой значимостью с эффективностью НХТ облада-
ют уровни IGFBP-3 в опухоли (4,41 (3,70–28,23) нг / мг 
белка в 1‑й группе против 0,21 (0–2,46) нг / мг белка 
во  2‑й; р = 0,040), PAPP-A в  опухоли (0,105 (0,06–
0,20)  нг / мг белка в  1‑й группе против 0,48 (0,32–
0,62) нг / мг белка во 2‑й; р = 0,042) и PAPP-A в асци-
тической жидкости (0,43 (0,22–0,47) нг / мг белка в 1‑й 
группе против нулевого уровня во 2‑й; р = 0,031).

Полученные данные свидетельствуют о том, что па-
раметры системы IGF могут являться значимыми фак-
торами – предикторами эффективности НХТ.

Динамика молекулярно-генетических 
изменений при остром 

миелобластном лейкозе, 
резистентном к программной 

химиотерапии

А. В. Виноградов1, А. В. Резайкин2, В. М. Пирожкова1, 
С. В. Сазонов2, А. Г. Сергеев2

1ГБУЗ СО «Свердловская областная клиническая больница 
№ 1», Екатеринбург; 

2ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Екатеринбург

Исследовали пробы костного мозга и перифери-
ческой крови больного 38 лет, проходившего программ-
ное химиотерапевтическое лечение в  Свердловском 
областном онкогематологическом центре, а впослед-
ствии – сдерживающее химиотерапевтическое и симп-
томатическое лечение под контролем онколога на ба-
зе медицинской организации по  месту жительства 
по  поводу острого миелобластного лейкоза (ОМЛ). 
Диагностику ОМЛ осуществляли на основании кли-
нической картины, цитологического анализа крови 
и костного мозга, цитохимического и иммунофеноти-
пического исследования бластных клеток. Также были 
выполнены ИГХ-исследование, кариотипирование 
и  детекция мутаций в  генах DNMT3A, FLT3, KIT, 
NPM1, NRAS, ТР53, WT1 методом прямого автомати-
ческого секвенирования.

При  ИГХ-исследовании трепанобиоптата под-
вздошной кости определялся диффузный инфильтрат 
из  мононуклеаров среднего и  малого размеров 

с  чертами бластов, со  светлым ядром неправильной 
формы с одним или несколькими ядрышками, коэкс-
прессирующих в ядре и цитоплазме MPO и CD34, сла-
бо и  неравномерно CD117, в  части клеток  – CD68. 
Иммунофенотипически бластные клетки характери-
зовались экспрессией CD45, CD13, CD33, CD34, 
CD38, CD117, MPO-cyt. При  цитогенетическом ис-
следовании (G-banding) определялся аберрантный 
кариотип 47, XY, +13. Методом прямого секвенирова-
ния определялись несинонимичные трансверсии с. 182 
A>C в протоонкогене NRAS и с. 215 С>G в антионко-
гене ТР53.

Опухоль была резистентна к программной поли-
химиотерапии, при  этом кариотип ОМЛ изменялся 
в  ходе лечения за  счет появления дополнительных 
аберрантных субклонов, несущих новые структурные 
и  количественные хромосомные аномалии (на  40‑м 
месяце наблюдения он был представлен 47, XY, add 
(14) (q32), – 10, +13, +20 [5] / 47, XY, +13 [3] / 47, XY, add 
(14) (q32), +13 [2] / 46, XY, add (14) (q32), – 10, +13 [2]). 
Количество функционально значимых мутаций в гене 
NRAS также увеличилось: наряду с  определявшейся 
в дебюте заболевания трансверсией с. 182 A>C была 
выявлена дополнительная замена c. 35 G>С. Иммуно-
фенотипические характеристики бластных клеток 
при этом не изменялись. Общая продолжительность 
наблюдения за больным составила 42 мес.

Таким образом, в описанном случае точечные му-
тации в гене NRAS, анеуплоидии и комплексные абер-
рации хромосом являлись факторами риска развития 
резистентности ОМЛ к программной полихимиотера-
пии. Однако общая продолжительность наблюдения 
за пациентом вне ремиссии на фоне сдерживающей 
и симптоматической терапии составила около 3,5 года.

Частота соматических мутаций 
в гене KRAS у пациентов Юга России 
с диагнозом колоректального рака

Д. Ю. Гвалдин, Е. П. Омельчук

ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологиче-
ский институт» Минздрава России, Ростов-на-Дону

Введение. Колоректальный рак (КРР) является 
широко распространенной в мире патологией, ежегод-
ная заболеваемость достигает 1 млн случаев, а ежегод-
ная смертность превышает 500 тыс. Известно, что це-
левая терапия EGFR с применением моноклональных 
препаратов повышает выживаемость пациентов с дан-
ной патологией. Однако эффективность этой терапии 
зависит от наличия мутаций в генах-участниках сиг-
нального каскада EGFR, в частности KRAS.

Задачи исследования. Исследование частоты сома-
тических мутаций в гене KRAS в опухолевых образцах 
пациентов Юга России с  диагностированным КРР, 
а  также анализ влияния точечных мутаций G12A, 
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G12C, G12D, G12R, G12S, G12V и G13D на метаста-
зирование опухолей.

Материалы и методы. Обследованы 744 пациента 
Юга России (355 (48 %) мужчин и 389 (52 %) женщин) 
на наличие мутаций в кодонах 12 и 13 KRAS, прохо-
дивших плановое лечение в РНИОИ в период с 2016 
по  2018  г. с  диагнозом колоректальной аденокарци-
номы T2–4N0–2M0–1. Медиана возраста пациентов 
составляла 61 год (54–67 лет).

С помощью набора реагентов Real-Time-PCR-KRAS-
7M (Биолинк, Россия) проводили детекцию соматиче-
ских мутаций (Single Nucleotide Polymorphism) в кодонах 
12 и 13 гена KRAS с использованием 2 нг / мкл ДНК из па-
рафиновых блоков с образцами опухолевых тканей.

Для оценки потенциального влияния мутацион-
ного статуса гена KRAS на риск развития метастазов 
у пациентов с исследуемой патологией был использо-
ван метод бинарной логистической множественной 
регрессии (вариант – пошаговая регрессия с принуди-
тельным включением потенциальных предикторов). 
Оценку достоверности различий проводили с приме-
нением χ2‑критерия для порогового уровня статисти-
ческой значимости р <0,05. Все статистические анали-
зы выполняли в пакете IBM SPSS Statistics 17.0.

Результаты. Мутации KRAS были обнаружены 
у 32 % больных объединенной выборки, при этом на-
иболее распространенной (36 %) мутацией была заме-
на G12D в гене KRAS. Менее распространенными де-
тектируемыми мутациями KRAS были G13D (18 %), 
G12V (16 %), G12A (10 %), G12C (8 %), G12S (10 %), 
G12R (2 %). Среди носителей аллеля дикого типа ме-
тастазирующая форма КРР была у  86 % пациентов, 
среди носителей мутантного аллеля – у 88 %. Установ-
лено, что наличие замены G12V почти в 6 раз повыша-
ло вероятность развитие метастазов у  больных КРР 
(отношение шансов 5,89; 95 % ДИ 0,8–43,45; р = 0,049).

Выводы. Дальнейшее исследование соматических 
мутаций гена KRAS позволит определить их  вклад 
в метастазирование КРР и выбрать наиболее эффек-
тивные терапевтические стратегии при  наличии тех 
или иных исследуемых мутаций.

Фактор роста эндотелия сосудов 
и его рецепторы 1‑го и 2‑го типов 

в сыворотке крови больных почечно-
клеточным раком: клинико-

морфологические корреляции

И. О. Горячева1, Е. С. Герштейн1, А. В. Колпаков2, 
С. Д. Бежанова1, Д. Ю. Пушкарь2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГБОУ ВО «МГМСУ им. А. И. Евдокимова» Минздрава  
России, Москва

Введение. Успехи в лечении рака почки, в первую 
очередь его наиболее распространенного светлоклеточ-
ного варианта, достигнутые в последние годы, связаны 
с использованием антиангиогенных препаратов, инги-
бирующих активность тирозинкиназных рецепторов 
факторов роста, вовлеченных в процесс ангиогенеза, 
в  частности васкулоэндотелиального фактора роста 
(VEGF). Теоретической предпосылкой для применения 
этих препаратов у  больных светлоклеточным раком 
почки стал тот факт, что ключевую роль в этиологии 
данного заболевания играет инактивирующая мутация 
в гене опухоль-супрессорного белка VHL, тесно свя-
занного с гипоксическим фактором HIF-1α и индук-
цией ангиогенеза. Однако, несмотря на значительные 
успехи антиангиогенной терапии рака почки, многие 
вопросы, связанные с диагностикой, прогнозом и пред-
сказанием ее эффективности, до сих пор не решены.

Задачи исследования. Сравнительная оценка содер-
жания VEGF, его рецепторов VEGFR1 и VEGFR2 в сы-
воротке крови практически здоровых лиц, больных 
раком и пациентов с доброкачественными опухолями 
почки, анализ их взаимосвязи с основными клинико-
морфологическими особенностями новообразований.

Материалы и методы. Обследованы 99 больных раком 
(58 мужчин и 41 женщина; возраст 29–81 год; медиана 
возраста 59 лет) и 10 больных с доброкачественными опу-
холями почки (3 мужчин и 7 женщин; возраст 42–84 года, 
медиана возраста 60 лет). В контрольную группу вошли 
80 человек без онкопатологии. Концентрацию исследуе-
мых белков определяли с помощью наборов реактивов 
для прямого ИФА QuantikineÒ (R&D Systems, США).

Результаты. Содержание VEGF, VEGFR1 и VEGFR2 
в сыворотке крови больных раком почки достоверно 
выше, чем в контроле. Уровень VEGF, но не его рецеп-
торов, достоверно превышал показатели контроля так-
же у больных с доброкачественными новообразовани-
ями почки. При пороговом уровне VEGF, равном 365 
пг / мл, диагностическая чувствительность выявления 
первичного рака почки составила 67 %, специфич-
ность – 70 %. Однако данный пороговый уровень пре-
вышен также у 70 % больных с доброкачественными 
опухолями почки, т. е. специфичность по отношению 
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к этому «патологическому» контролю составила всего 
30 %. Только уровень VEGFR1 положительно корре-
лировал со  стадией заболевании и  индексами T 
и  N.  Взаимосвязи уровня исследованных маркеров 
с гистологическим строением и степенью дифферен-
цировки ПКР не выявлено.

Выводы. VEGF и его рецепторы VEGFR1, VEGFR2 
имеют ограниченное диагностическое значение 
при раке почки, но могут быть использованы для мо-
ниторинга и / или предсказания эффективности анти-
ангиогенной терапии.

Характеристика BRCA-
ассоциированного рака яичников 

в Приморском крае

В. Н. Журман, Д. А. Коротин, Л. И. Гурина, М. В. Волков

ГБУЗ «Приморский краевой онкологический диспансер»,  
Владивосток

В  структуре заболеваемости злокачественными 
новообразованиями среди женского населения При-
морского края в 2016 г. рак яичников (РЯ) занял 3‑е 
место – 4,06 % и 8‑е место среди злокачественных но-
вообразований женского населения. Каждый год 
в Приморском крае отмечается 200 новых случаев за-
болеваемости РЯ. Отмечают 2 пика заболеваемости: 
1‑й пик – в возрастной группе 40–44 лет, 2‑й – 55–
59 лет. Средний возраст умерших от РЯ составил 57 лет. 
За  период с  2012 по  2017  г. отмечается увеличение 
5‑летней выживаемости больных РЯ на 14,2 %, пока-
затели одногодичной летальности снизились на 13,3 %. 
В структуре смертности от онкогинекологических за-
болеваний РЯ занимает 3‑е место – 4,23 %.

За период с 2016 по 2017 г. в Приморском краевом 
онкологическом диспансере выполнено 197 молекулярно-
генетических исследований гистологического и биологи-
ческого материала на определение наличия BRCA1 / 2‑му-
тации у пациенток с РЯ I–IV стадий (n = 190) и раком 
маточной трубы I–IV стадий (n = 7). Средний возраст 
пациенток составил 47,3 года. У 15 (7,6 %) пациенток РЯ 
сочетался с РМЖ (n = 6, из них 3 BRCA+), раком мочево-
го пузыря (n = 1 – BRCA+), раком толстой кишки (n = 3, 
из них 1 – BRCA+), раком эндометрия (n = 4), злокачест-
венными новообразованиями кожи (n = 1). Всего выяв-
лено 27 (13,7 %) BRCA1 / 2‑положительных пациенток, 
из них 3 со злокачественными новообразованиями ма-
точной трубы. Средний возраст положительных пациен-
тов – 47,1 года. Распределение по стадиям заболевания: 
29,9 % пациенток с I–II стадиями, 70,1 % – с III–IV ста-
диями. У 24 (12,1 %) пациенток выявлена мутация BRCA1. 
Наиболее часто встречающейся мутацией явилась 5382in-
sC – у 15 пациенток, 4153delA – у 4 и 2080delA – у 3. 
BRCA2‑мутация встречалась с частотой 1,5 %.

Таким образом, частота встречаемости BRCA-
ассоциированного РЯ не отличается от общепопуляци-

онных данных. Обследование пациентов на носительст-
во BRCA-мутации позволит индивидуализировать 
протоколы лечения и увеличить показатели общей вы-
живаемости, а также формирование группы риска по раз-
витию РЯ у родственников позволит снизить показатели 
заболеваемости и смертности от данной патологии.

Прогностическая роль гена PBRM1 
при светлоклеточном раке почки

Д. Г. Заридзе, С. Д. Бежанова, Д. М. Максимович, 
А. Ф. Мукерия, О. В. Шаньгина, В. А. Драудин-Крыленко, 

Н. Н. Мазуренко

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. В  канцерогенезе рака почки важную 
роль играют гены, расположенные на  хромосоме 3 
(3р21‑p25). Помимо гена VHL высокая частота гене-
тических нарушений при светлоклеточном раке почки 
(СКРП) характерна для гена PBRM1, который кодиру-
ет белок BAF180 (PBRM1)  – компонент SWI / SNF 
нуклеосом-ремоделирующего комплекса. Белковый 
продукт гена PBRM1 дикого типа функционирует 
в ядре и при ИГХ-анализе, наличие ядерного окраши-
вания указывает на  отсутствие мутаций. Проведено 
изучение экспрессии гена PBRM1 в опухолевых клетках 
светлоклеточного рака почки в целях оценки его про-
гностической роли.

Материалы и методы. В исследование были вклю-
чены 119 пациентов клиники НМИЦ онкологии им. 
Н. Н. Блохина с впервые установленным и гистологи-
чески верифицированным диагнозом светлоклеточно-
го рака почки, отобранных из молекулярно-эпидеми-
ологического исследования рака почки, проводимого 
в  отделе эпидемиологии и  профилактики злокачест-
венных образований с 2007 г. От всех больных для даль-
нейшего молекулярно-генетического анализа получе-
ны образцы удаленной во  время хирургической 
операции опухолевой ткани. Все пациенты ежегодно 
наблюдаются в целях получения последней информа-
ции об их жизненном статусе, динамике заболевания, 
лечении. Экспрессию гена PBRM1 оценивали на пара-
финовых срезах ИГХ с поликлональными антителами 
PB1 к PBRM1 (GeneTex 32 464). Для сравнения выжи-
ваемости пациентов с различной экспрессией PBRM1 
использовали log-rank-тест.

Результаты. Ядерная экспрессия PBRM1 выявлена 
у 48 (40,3 %) больных, 5- и 10‑летняя выживаемость 
составила 77 и 70 % соответственно. В 71 (59,7 %) слу-
чае ядерное окрашивание отсутствовало, что  свиде-
тельствует о нарушениях гена PBRM1, и 5- и 10‑выжи-
ваемость составила 57 и 37 %. Различие выживаемости 
у больных с наличием и отсутствием экспрессии ста-
тистически значимо (р = 0,02). Сравниваемые группы 
гетерогенны по полу, возрасту и стадии заболевания. 
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Анализ данных 40 больных I–II стадий показал равное 
число случаев как с ядерной экспрессией PBRM1, так 
и с ее отсутствием. Статистически значимое различие 
выживаемости сохраняется (р = 0,05). У больных III–
IV стадий различие также наблюдается, но статисти-
ческая значимость не была достигнута (р = 0,13).

В 16 из 48 случаев ядерное окрашивание наблюда-
лось не  во  всех клетках (фокально), по‑видимому, 
вследствие внутриопухолевой гетерогенности. Пяти- 
и 10‑летняя выживаемость этих больных составила 63 
и 50 % соответственно. У остальных 32 больных с окра-
шиванием во всех клетках 5- и 10‑летняя выживаемость 
составила 84 %. Различие выживаемости у  больных 
с фокальным и полным окрашиванием статистически 
значимо (р = 0,02).

Выводы. Отсутствие или низкая экспрессия PBRM1 
характерны для светлоклеточного рака почки с более 
агрессивной формой рака и низкой общей выживае-
мостью пациентов. Полученные данные указывают, 
что экспрессия PBRM1 имеет прогностическое значе-
ние при светлоклеточном раке почки.

Экспрессия PD–L1 при раке 
предстательной железы

А. А. Киричек, Л. Н. Любченко, В. Б. Матвеев

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии, Москва

Задачи исследования. Оценить частоту распростра-
ненности экспрессии PD–L1 у  больных РПЖ и  ее 
влияние на прогноз заболевания.

Материалы и  методы. В  исследование включены 
данные 51 пациента с РПЖ. У всех пациентов опреде-
лена экспрессия PD–L1 в  опухолевых клетках 
при ИГХ-исследовании срезов парафиновых блоков 
с  использованием моноклонального антитела Anti-
PD–L1 antibody (28-8) (ab 205 921) на иммуностейнере 
Ventana BenchMark GX. Проведен статистический ана-
лиз: для  оценки достоверности различий в  группах 
применяли методы параметрической (критерий Стью-
дента) и непараметрической (U-тест Манна–Уитни) 
статистики. Для выявления статистической зависимо-
сти между факторами использовали χ2‑тест Пирсона, 
для оценки силы зависимости рассчитывали коэффи-
циент корреляции Спирмена или коэффициент сопря-
женности признаков Пирсона (в зависимости от пе-
ременных). Показатели выживаемости вычисляли 
по методу Каплана–Майера, для оценки прогности-
ческого влияния факторов выполняли одно- и муль-
тивариантный регрессионный анализ Кокса. Стати-
стически значимыми считали различия при  p <0,05 
(95 % уровень значимости).

Результаты. Экспрессия PD–L1 выявлена в 13,33 % 
случаев локализованного и в 33,33 % случаев метаста-
тического РПЖ. Возраст начала заболевания достовер-

но не различался у пациентов с экспрессией PD–L1 
(медиана 58 лет, диапазон 50–65 лет) и без экспрессии 
PD–L1 (медиана 62  года, диапазон 39–74  года; р = 
0,302). Уровень ПСА при локализованном РПЖ досто-
верно не отличался при экспрессии PD–L1 (медиана 
10 нг / мл, диапазон 6,00–33,40 нг / мл) и без экспрес-
сии PD–L1 (медиана 10,72 нг / мл, диапазон 3,8–81,49 
нг / мл; р = 0,281). Выявлены связь экспрессии PD–L1 
с наличием криброзных структур в опухоли (коэф-
фициент корреляции 0,323; р = 0,015), отсутствие 
достоверной зависимости с поражением регионарных 
лимфатических узлов (p = 0,187), низкодифференци-
рованностью опухоли (р = 0,530), местно-распростра-
ненными стадиями T3 / T4 (р = 0,827). Показатели вы-
живаемости без  рецидива и  прогрессирования были 
ниже у пациентов с экспрессией PD–L1, чем у паци-
ентов без  экспрессии, однако различия не  достигли 
статистической значимости: медианы выживаемости 
без  биохимического рецидива 9,016 мес против 
14,918  мес (р = 0,440), медианы выживаемости 
без  местных рецидивов 48,328  мес против медиана 
не достигнута (р = 0,151) и медианы выживаемости 
без  метастатического прогрессирования 52,197 мес 
против 60,131 мес (р = 0,394). Опухолеспецифическая 
выживаемость больных локализованным РПЖ оказа-
лась достоверно и значимо ниже при экспрессии PD–
L1, чем  при  ее отсутствии (медианы не  достигнуты, 
log-rank-тест р = 0,009; однофакторный анализ Кокса: 
ОР 11,023; 95 % ДИ 1,146–106,037; р = 0,038). При мно-
гофакторном анализе Кокса выявлена тенденция ста-
тистической значимости прогностического влияния 
экспрессии PD–L1 в отношении риска опухолеспеци-
фической летальности (ОР 7,858; 95 % ДИ 0,793–77,846; 
р = 0,078).

Выводы. Результаты исследования продемонстри-
ровали распространенность экспрессии PD–L1 у боль-
ных локализованным и метастатическим РПЖ. Обна-
ружена связь экспрессии PD–L1 с  особенностями 
гистологического строения (криброзным раком) и не-
благоприятным прогностическим влиянием на опухо-
леспецифическую выживаемость после радикального 
лечения.

Уровень экспрессии гена РСА3 в моче 
как эффективный способ 
прогнозирования раннего 

рецидивирования локализованного 
рака предстательной железы

О. И. Кит, Ф. С. Бова, А. Ю. Максимов, Д. В. Бурцев

ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологиче-
ский институт» Минздрава России, Ростов-на-Дону

Задачи исследования. Оценка экспрессии гена РСА3 
в осадке и экзосомах мочи в целях выявления факторов 
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прогноза развития ранних рецидивов у больных лока-
лизованным РПЖ после радикальной простатэктомии 
(РПЭ).

Материалы и методы. В  зависимости от наличия 
или отсутствия биохимического рецидива (БР) 148 па-
циентов с локализованным РПЖ были разделены на 
2 подгруппы. В  осадке и  экзосомах постмассажной 
мочи, собранной у  пациентов на  этапе подготовки 
к РПЭ, методом ПЦР в реальном времени определяли 
экспрессию гена РСА3 относительно референсного 
гена калликреина человека KLK3. ROC-анализ исполь-
зован для поиска уровня порогового цикла Ct для вы-
деления больных с высоким риском рецидивирования 
заболевания.

Результаты. Определен разделительный уровень 
для значения ΔСt РСА3 – KLK3 ≤ – 2,9, который ука-
зывает на  то, что, если у  больных РПЖ ΔСt РСА3  – 
KLK3 в экзосомах мочи ниже значения –2,9 включи-
тельно, с  диагностической чувствительностью 90 % 
и диагностической специфичностью 86 % можно го-
ворить о высоком риске БР в ближайшие 24 мес после 
РПЭ. Доля ложноотрицательных случаев составляет 
10 %, ложноположительных – 14 %. Общая диагно-
стическая эффективность оценки экспрессии гена 
РСА3 в экзосомах мочи для прогноза раннего БР после 
РПЭ  – 87 %. Площадь под  ROC-кривой составила 
0,896 ± 0,0007 (p <0,0001).

Для осадка мочи разделительный уровень порого-
вого цикла Ct для выделения больных с высоким ри-
ском рецидивирования заболевания составляет –0,51. 
Если у пациентов с аденокарциномой предстательной 
железы ΔСt РСА3 – KLK3 в осадке мочи ниже значения 
–0,51 включительно, с диагностической чувствитель-
ностью 87 % и диагностической специфичностью 85 % 
можно говорить о  высоком риске БР в  ближайшие 
24 мес после РПЭ. Доля ложноотрицательных случаев 
составила 13 %, ложноположительных – 15 %. Общая 
диагностическая эффективность оценки экспрессии 
гена РСА3 в осадке мочи для прогноза раннего БР по-
сле РПЭ – 85 %. Площадь под ROC-кривой составила 
0,802 ± 0,0004 (p <0,0001).

Выводы. Оценка экспрессии гена РСА3 в  осадке 
и экзосомах мочи имеет прогностическую значимость 
для определения риска раннего рецидивирования за-
болевания еще на этапах подготовки к операции. ΔСt 
РСА3 – KLK3 в экзосомах мочи ниже значения –2,9 
включительно и в осадке мочи ниже значения –0,51 
включительно говорит о высоком риске БР в ближай-
шие 24 мес после РПЭ.

Новые молекулярные механизмы 
вирус-ассоциированного рака шейки 

матки

П. И. Ковчур, О. В. Курмышкина, Л. В. Щеголева, Т. О. Волкова

ФГБОУ ВПО «Петрозаводский государственный универси-
тет», Петрозаводск

Задачи исследования. Целенаправленный поиск 
биомаркеров дифференциальной диагностики и ми-
шеней для мультитаргетной терапии РШМ.

Материалы и методы. Исследованы уровни экспрес-
сии генов VEGF-C, VEGF-R3, PlGF, ETS1 в  образцах 
морфологически нормального эпителия с ВПЧ, цер-
викальной интраэпителиальной неоплазии I–III ста-
дий, преинвазивного и микроинвазивного РШМ. Ана-
лиз уровня экспрессии генов проводили методом ПЦР 
в режиме реального времени и сравнительного RNAseq 
анализа на платформе Illumina (MiSeq). Оценены уров-
ни экспрессии CD95, активности каспаз, содержание 
клеток Тreg в  образцах периферической крови у  285 
пациенток с ДНК ВПЧ (100 %). В контрольную группу 
вошли 30 здоровых женщин. Иммунофенотипирование 
CD4‑Tregs проводили методом проточной цитофлуо-
риметрии. Определение активности каспаз 3, 6, 8 и 9 – 
спектрофлуориметрическим методом.

Результаты. Показано увеличение экспрессии спек-
тра генов VEGF-C, VEGF-R3, PlGF, ростовых факторов 
(VEGF-C, PlGF), уровней их рецепторов (VEGF-R3), 
эндотелий-специфичных внутриклеточных транскрип-
ционных факторов (ETS1) в клетках преинвазивного 
РШМ. Отмечено увеличение количества CD4+CD25+ 
Т-клеток, CD4+CD25+ / high, CD4 (+) CD25 (+) CD127 
(dim / neg) и CD4 (+) CD25 (+) FoxP3 (+) (p <0,05), про-
дукции TGF-β1 Treg-клетками (р <0,05). Выявлено 
повышение экспрессии CD3+CD95+ / high Т-клеток 
эффекторов и  CD3+CD4+CD95+ / high Т-хелперов  
(р <0,05). Обнаружено увеличение активности 
CD95‑регулируемой каспазы 8 и эффекторной каспа-
зы 3 в лимфоцитарной фракции пациенток с церви-
кальной интраэпителиальной неоплазией и  РШМ. 
Только после хирургического лечения отмечена тен-
денция к  восстановлению показателей клеточного 
иммунитета в течение 3 мес. При комплексном лечении 
(хирургическое лечение + аллокин-a) происходит эф-
фективная нормализация Т-хелперов, Tregs, уровня 
экспрессии CD95‑маркера, TGF-β1, FOXP3, уровня 
активности каспаз 8, 9, 3 и 6 в циркулирующих лим-
фоцитах (p <0,01).

Выводы. Впервые проведен анализ транскриптома 
преинвазивного и микроинвазивного РШМ. Показа-
но, что развитие РШМ на самых ранних этапах сопро-
вождается скоординированными изменениями иссле-
дуемых показателей на  локальном и  системном 
уровнях. Проведение комплексной терапии с приме-
нением иммуномодулирующих препаратов позволяет 



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

130 МАТЕРИАЛЫ IV ВСЕРОССИЙСКОЙ КОНФЕРЕНЦИИ		 ПРИЛОЖЕНИЕ    ТОМ 5 / VOL. 5

улучшить результаты лечения и предотвратить развитие 
рецидивов заболевания.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 17‑75‑10 027).

Поиск новых маркеров 
для дифференциальной диагностики 

фолликулярных опухолей 
щитовидной железы

В. В. Конончук1, Е. В. Копейкина2, Л. Ф. Гуляева1, 3, 
Т. С. Калинина1

1ФГБУН «НИИ молекулярной биологии и биофизики СО РАН», 
Новосибирск; 

2ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследователь-
ский государственный университет», Новосибирск; 

3ГБУЗ «Городская клиническая больница № 1», Новосибирск

Рак щитовидной железы (РЩЖ) является наиболее 
распространенным злокачественным новообразова-
нием органов эндокринной системы человека. Диф-
ференциальная диагностика доброкачественных и зло-
качественных фолликулярных новообразований 
на дооперационном этапе представляет собой основ-
ную проблему в диагностике РЩЖ. Клинические на-
блюдения показали, что  точность цитологического 
исследования пунктата при фолликулярных опухолях 
составляет не более 60 %. По этой причине часто про-
водится необоснованное хирургическое вмешательст-
во.

Задачи исследования. Разработка новых подходов 
для дифференциальной диагностики доброкачествен-
ных (фолликулярных аденом, ФА) и злокачественных 
(фолликулярный РЩЖ, ФРЩЖ) фолликулярных опу-
холей щитовидной железы на  основе молекулярно-
биологических подходов.

Материалы и методы. В исследовании использован 
клинический материал, полученный на базе VI онко-
логического отделения ГКБ № 1. На основании ранее 
проведенных исследований был взят набор микроРНК, 
позволяющих дифференцировать доброкачественные 
и злокачественные фолликулярные опухоли щитовид-
ной железы по  изменению уровня экспрессии ми-
кроРНК в опухолевой и нормальной ткани: miR-21, 
-221, -205, -31. По данным литературы и проведенно-
му нами анализу in silico, для  этих микроРНК были 
выбраны следующие гены-мишени: АСАТ1, AKT2, 
ARMCX1, BMF, CDKN1B, FAS, HTRA3, KRT19, 
TP53INP1. Для оценки уровня экспрессии микроРНК 
и их генов-мишеней использовали метод ПЦР с обрат-
ной транскрипцией в  режиме реального времени. 
Для количественной оценки и клеточной локализации 
белковых продуктов данных генов-мишеней приме-
няли ИГХ-метод с флуоресцентным окрашиванием.

Результаты исследования показали, что эффектив-
ными биомаркерами для дифференциальной диагно-
стики ФА и ФРЩЖ могут быть следующие гены: BMF 
(в  ФРЩЖ уровень экспрессии снижался в  4 раза, 
в ФА – не менялся), ACAT1 (в ФА уровень экспрессии 
снижался в 3 раза, в ФРЩЖ – не менялся) и HTRA3 
(в  ФРЩЖ уровень экспрессии снижался в  14 раз, 
в ФА – в 9 раз). Было также показано, что гены FAS, 
KRT19 и HTRA3 могут выступать в качестве биомар-
керов, позволяющих различить папиллярный РЩЖ 
и фолликулярные формы, что немаловажно для повы-
шения точности диагностики.

Работа поддержана интеграционным проектом 
№ 0310‑2018‑0007.

Матриксные металлопротеиназы 2, 
7, 8, 9 и их тканевой ингибитор 1‑го 

типа в сыворотке крови больных 
почечно-клеточным раком

Е. А. Короткова1, А. В. Колпаков2, Е. С. Герштейн1, 
В. В. Муштенко2, Д. Ю. Пушкарь2

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России; 

ФГБОУ ВО «МГМСУ им. А. И. Евдокимова» Минздрава  
России, Москва

Введение. Долгое практически бессимптомное те-
чение рака почки является причиной поздней диагно-
стики этого заболевания, а успехи в его лечении, до-
стигнутые в  последние годы, во  многом связаны 
с  использованием антиангиогенных препаратов. Тем 
не менее многие вопросы, связанные с диагностикой, 
прогнозом и предсказанием эффективности таргетной 
терапии, до сих пор не решены, поэтому изучение и по-
иск новых молекулярных маркеров рака почки, в пер-
вую очередь показателей, связанных с  ангиогенной 
и инвазивной активностью, по‑прежнему актуальны. 
К таким маркерам относятся матриксные металлопро-
теиназы (ММП), разрушающие большинство компо-
нентов внеклеточного матрикса и вовлеченные во все 
этапы опухолевого процесса.

Задачи исследования. Сравнительная оценка содер-
жания ММП-2, -7, -8, -9 и ТИМП-1 в сыворотке кро-
ви практически здоровых лиц, больных раком и паци-
ентов с доброкачественными опухолями почки, анализ 
их взаимосвязи с основными клинико-морфологиче-
скими особенностями ПКР.

Материалы и  методы. Обследованы 99 больных 
раком и 10 пациентов с доброкачественными опухо-
лями почки. В контрольную группу вошли 97 практи-
чески здоровых лиц. Концентрацию исследуемых 
белков в  сыворотке крови определяли с  помощью 
наборов реактивов для ИФА (Quantikine®, R&D Sys-
tems, США).
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Результаты. Содержание ММП-7,  -8 и  ТИМП-1 
в сыворотке крови больных раком почки достоверно 
выше, чем в контрольной группе и у больных с добро-
качественными опухолями. Содержание ММП-2 и -9 
достоверно не  различалось между обследованными 
группами. При  пороговом уровне ММП-7, равном 
3,0 нг / мл, диагностическая чувствительность выявле-
ния первичного рака почки составила 84 %, специфич-
ность по отношению к «здоровому» контролю – 87,5 %, 
к «патологическому» контролю (здоровые доноры + 
больные с доброкачественными опухолями почки) – 
73,0 %. Наилучшее соотношение чувствительности 
и специфичности для ТИМП-1 составило 67 и 65 % 
при пороговом уровне 315 нг / мл. Для ММП-8 не уда-
лось найти порогового уровня с приемлемым соотно-
шением чувствительности и специфичности. Уровни 
всех 3 маркеров положительно коррелировали со ста-
дией заболевания и  показателями системы TNM, 
а  уровни ММП-7 и  ТИМП-1 возрастали по  мере 
уменьшения степени дифференцировки опухоли.

Выводы. Наиболее перспективным серологическим 
маркером рака почки следует считать ММП-7: ее со-
держание в сыворотке крови уже на I стадии превы-
шает пороговый уровень в 87,5 % случаев. ТИМП-1 
обладает приемлемой чувствительностью (70 % и бо-
лее) только начиная со  II стадии. Уровень ММП-8 
увеличивается только при III–IV стадиях заболевания.

Парадигма молекулярного фенотипа 
в онкологии

Е. А. Кудинова, М. В. Захаренко, В. К. Боженко, 
В. А. Солодкий

ФГБУ «Российский научный центр рентгенорадиологии» 
Минздрава России, Москва

Введение. Возникновение концепции молекуляр-
ного фенотипа РМЖ дало старт формированию осоз-
нания практической ценности интегральным оценкам 
молекулярно-генетических исследований злокачест-
венных опухолей. В настоящее время определение мо-
лекулярного фенотипа является одной из общеприня-
тых характеристик опухоли для  персонификации 
терапии. Разработка эффективных, практически при-
менимых методов дифференциации РМЖ на феноти-
пы, отражающие различные свойства опухоли, – акту-
альная практическая задача молекулярной онкологии.

Задачи исследования. На основании анализа уров-
ня экспрессии генов в тканях РМЖ выявить молеку-
лярные фенотипы для решения различных задач ди-
агностики и прогноза.

Материалы и методы. Оценку уровня экспрессии 
64 генов проводили в 564 образцах парафинизиро-
ванной и послеоперационной ткани РМЖ с помо-
щью ПЦР-наборов фирмы «ДНК Технология» (Рос-
сия). Выполняли ИГХ-исследование экспрессии 

рецепторов стероидных гормонов (ESR1, PGR),  
Ki-67 и HER2 / neu). Для большинства пациентов был 
оценен период безрецидивной выживаемости.

Результаты. Анализ уровня экспрессии исследован-
ного профиля генов позволил подтвердить устойчивое 
определение 5 молекулярных фенотипов РМЖ. Пока-
зано, что мультигенная панель более достоверно диф-
ференцирует молекулярный фенотип по  сравнению 
со стандартным ИГХ-методом. Особенно это относит-
ся к дифференциации люминальных фенотипов. Вы-
делены молекулярные «образы» РМЖ для  прогноза 
локальных рецидивов, а также для прогноза выживае-
мости в зависимости от планируемой схемы лечения.

Выводы. Понятие «молекулярный фенотип», отра-
жающее определенные, практически значимые свойст-
ва опухоли, позволяет транслировать фундаментальные 
достижения молекулярной биологии в  клиническую 
практику. Внедрение молекулярно-генетических мето-
дов будет способствовать улучшению качества диагно-
стики и персонализации в выборе тактики лечения.

Роль гена NRAS и его мутаций 
в развитии острого миелоидного 

лейкоза

Д. В. Литвинова1, А. В. Виноградов2

1ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Екатеринбург; 

2ГБУЗ СО «Свердловская областная клиническая больница 
№ 1», Екатеринбург

Введение. Актуальность применения в диагности-
ке острого миелоидного лейкоза современных моле-
кулярно-генетических методов исследования, таких 
как  секвенирование генов, определяется наличием 
проблем, возникающих при выборе количества курсов 
высокодозной ХТ, определении кандидатов на транс-
плантацию клеток костного мозга и условиях прекра-
щения терапии.

Материалы и  методы. Обследовано 10 образцов 
периферической крови пациентов с диагнозом остро-
го миелоидного лейкоза методом прямого автомати-
ческого секвенирования с использованием специаль-
но разработанных праймеров. Исследовали экзоны 1–4 
нуклеотидной последовательности гена, частота кли-
нически значимых мутаций в  которых, по  данным 
литературы, была наибольшей.

Результаты. В результате проведения секвениро-
вания выявлена прогностически значимая мутация 
в экзоне 1 гена NRAS (10,0 %). Она представляла собой 
несинонимичнную однонуклеотидную замену гуани-
на на аденин в положении 35 нуклеотидной последо-
вательности гена (c. 35 G>A). В  кодируемом этим 
геном белке мутация проявлялась заменой аминокис-
лоты глицин на аспарагиновую кислоту в позиции 12 
(кодон 12). Указанные изменения способствовали 
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существенным изменениям функциональных свойств 
белка NRAS. Данная мутация ассоциировалась с не-
благоприятным прогнозом, так как опухолевые клетки 
были резистентны к  стандартной ХТ, что  требовало 
корректировки лечения и проведения трансплантации 
стволовых кроветворных клеток.

Выводы. Использование метода секвенирования 
в диагностике острых миелоидных лейкозов позволит 
модифицировать тактику лечения больных с  учетом 
дополнительных прогностических опций, обусловлен-
ных биологией опухоли.

Влияние фракционированного 
γ-облучения на опухолевые 

стволовые клетки линии hеlа

О. Н. Матчук, И. А. Замулаева

МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск

Гетерогенность опухолевых клеток по чувствитель-
ности к  противоопухолевым воздействиям является 
одним из  факторов, определяющих эффективность 
лечения онкологических заболеваний. В  последние 
годы накапливается все больше данных о существова-
нии опухолевых стволовых клеток (ОСК) и их ключе-
вой роли в  формировании такой гетерогенности. 
В частности, результаты многочисленных исследо-
ваний доказывают высокую резистентность ОСК 
к  однократному радиационному воздействию, что 
рассматривается как одна из вероятных причин реци-
дивирования злокачественных новообразований после 
лучевой терапии. Однако закономерности и механиз-
мы фракционированного радиационного воздействия 
на эту популяцию клеток изучены недостаточно, а в от-
ношении РШМ имеются лишь единичные публикации.

Задачи исследования. Выяснение количественных 
изменений ОСК после γ-облучения культуры РШМ 
линии HeLa в режиме стандартного фракционирова-
ния дозы.

Материалы и методы. Клетки HeLa культивирова-
ли в  стандартных условиях in vitro и  по  достижении 
30–40 % конфлюэнтности подвергали воздействию 
γ-излучения 60Со в разовой дозе 2 Гр ежедневно до сум-
марной дозы 10 Гр. ОСК идентифицировали с помо-
щью проточной цитометрии по способности исключать 
Хёхст 33 342 и формировать боковую популяцию (side 
population, SP) через 24 ч после каждого сеанса облу-
чения.

Результаты экспериментов продемонстрировали 
ожидаемое торможение роста клеточной культуры 
с  повышением дозы радиационного воздействия 
по  сравнению с  контролем (p <0,05). В  то  же время 
происходило увеличение относительного и абсолют-
ного количества ОСК после облучения в суммарных 
дозах до 6 Гр (p <0,05). Увеличение количества ОСК 

после фракционированного облучения может быть 
объяснено не  только их  более высокой радиорези-
стентностью – доказанным нами и другими исследо-
вателями феноменом, имеющим в своей основе слож-
ный каскад молекулярно-клеточных механизмов 
защиты, – но также выходом ОСК из состояния про-
лиферативного покоя в процессе пострадиационной 
репопуляции опухолевых клеток и дедифференциров-
кой сохранившихся после облучения нестволовых 
клеток и их переходом в пул ОСК.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 18‑75‑10 025).

Частота выявления мутаций в генах 
KRAS, NRAS и BRAF 

при колоректальном раке

А. В. Мурзаева, М. В. Конова, Н. Ю. Двинских, 
А. П. Шинкаркина

МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск

Введение. Молекулярно-генетический анализ му-
тационного статуса генов KRAS, NRAS и BRAF имеет 
важное прогностическое и  предиктивное значение 
при лечении колоректального рака.

Материалы и методы. Проведено исследование ге-
номной ДНК пациентов с метастатическим колорек-
тальным раком, получавших оперативное лечение или 
обращавшихся за консультацией в МРНЦ им. А. Ф. Цы-
ба – филиал НМИЦР.

Выделение фиксированной в формалине и заклю-
ченной в парафин ДНК проводили с помощью набора 
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Германия). 
Для выявления мутаций экзона 2 гена KRAS, экзона 3 
гена NRAS и экзона 15 гена BRAF применяли мутаци-
онно-специфическую ПЦР с использованием наборов 
Insider (Евроген, Россия) и  реагентов KRAS-7M 
и BRAF-V600E (Биолинк, Россия) c последующей ва-
лидацией мутаций с помощью прямого секвенирова-
ния. Для анализа мутаций экзонов 3 и 4 KRAS и экзонов 
2 и 4 NRAS использовали секвенирование по Сэнгеру 
на генетическом анализаторе ABI 3500 (Applied Biosys-
tems, CША).

Результаты. За период с 2015 г. по сентябрь 2018 г. 
были обследованы 220 пациентов (116 (52,7 %) женщин 
и 104 (47,3 %) мужчины). Средний возраст составил 
58,6  года (22–83  года). Частота выявления мутаций 
в гене KRAS – 49,0 % (n = 108), NRAS – 6,0 % (n = 13) 
и BRAF – 1,8 % (n = 4). В гене KRAS мутации преиму-
щественно выявлены в  экзоне 2: G12D  – 37,0 %, 
G12V – 25,0 %, G12C – 6,5 %, G12S – 8,3 %, G13D – 
13,0 % и по 1 случаю с G12R, G12A и G13C. В экзоне 
3 определены Q61H (2,8 %) и  в  экзоне 4  – A146T 
(4,6 %). Также следует отметить, что у 2 больных об-
наружены 2 мутации в  экзоне 2 гена KRAS (G12V 
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и G13D). В гене NRAS в 3 (23 %) случаях найдены му-
тации в кодоне 12 (G12D), в остальных случаях – в ко-
доне 61 (Q61K, Q61R, Q61L). В  гене BRAF выявлен 
только 1 вариант – V600E.

Выводы. Частота выявления мутаций в исследован-
ной группе составила 45,8 %: мутации KRAS – 86,4 %, 
NRAS – 4,3 % и BRAF – 3,4 %. Во многих исследова-
ниях приводятся результаты анализа кодонов 12 и 13 
гена KRAS и кодона 61 гена NRAS. Достаточно высокий 
процент встречаемости мутаций в экзонах 3 и 4 гена 
KRAS (7,4 %) и в экзонах 2 и 4 гена NRAS (23,0 %) сви-
детельствует о необходимости полного скрининга всех 
экзонов данных генов.

Активация 
глюкокортикоидзависимого 

апоптоза деметилирующими 
агентами для лечения 

мелкоклеточного рака легкого

Д. А. Охотина1, К. А. Кузин2, О. А. Власова2, О. И. Борисова2, 
Е. В. Реутова2, А. Е. Кузьминов2, И. В. Мариниченко2, 
М. С. Ардзинба2, К. К. Лактионов2, К. И. Кирсанов2, 3, 

М. Г. Якубовская2, Е. А. Лесовая2, 4

1ФГБОУ ВО «МИРЭА – Российский технологический  
университет», Москва; 

2ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

3ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов»,  
Москва; 

4ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский уни-
верситет им. акад. И. П. Павлова» Минздрава России, Рязань

Мелкоклеточный рак легкого (SCLC) представля-
ет собой одну из наиболее агрессивных форм рака лег-
кого. Несмотря на  достижения в  ХТ за  последние 
10 лет, уровень 5‑летней выживаемости при SCLC со-
ставляет менее 5 %, что обусловливает необходимость 
поиска новых подходов к лечению данного заболева-
ния. Клетки SCLC резистентны к действию глюкокор-
тикоидов (GC) из‑за снижения экспрессии глюкокор-
тикоидного рецептора (GR). Ранее было показано, 
что в клетках SCLC повышение экспрессии GR с по-
мощью ретровирусных конструкций приводило к вос-
становлению чувствительности к GC-индуцируемому 
апоптозу in vitro и in vivo. При SCLC одной из наиболее 
частых причин снижения экспрессии GR является ги-
перметилирование его промотора. В связи с этим ис-
следование механизмов цитотоксического эффекта GC 
в комбинации с деметилирующими агентами на модели 
SCLC представляется перспективной задачей.

В работе использовали клетки линии H1299 (куль-
тура НМРЛ из метастатически измененного лимфати-
ческого узла), в которой также наблюдают снижение 
экспрессии GR за счет гиперметилирования. Клетки 

обрабатывали 5‑азацитидином (5‑Aza), трихостатином 
(TSA) и вориностатом (Vor), спустя 6 ч проводили об-
работку дексаметазоном (Dex). Цитотоксический эф-
фект оценивали с  помощью МТТ-теста через 24 ч, 
экспрессию GR оценивали с помощью вестерн-блот-
тинга через 6–24 ч.

Dex усиливал цитотоксический эффект 5‑Aza, TSA 
и  Vor, что  сопровождалось статистически значимым 
увеличением экспрессии GR или тенденцией к увели-
чению в зависимости от времени обработки. Наиболее 
выраженное увеличение экспрессии GR наблюдалось 
после обработки клеток 5‑Aza. Таким образом, пред-
ставляется целесообразным изучение влияния эпиге-
нетически активных соединений на экспрессию GR 
и индукцию GC-зависимого апоптоза в клетках SCLC 
и на моделях SCLC ex vivo и in vivo.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 17‑75‑20 124).

Перспективы применения 
спектроскопии комбинационного 

рассеяния света в качестве 
диагностического метода 

в онкоурологии

В. Н. Павлов, А. Р. Билялов, Р. Ф. Гильманова, 
А. С. Ковтуненко

ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Уфа

Введение. В структуре онкологической заболевае-
мости у мужчин опухоли мочеполовой системы состав-
ляют 17,6 % злокачественных новообразований. 
В  структуре смертности у  мужчин новообразования 
мочевыделительной системы и предстательной желе-
зы находятся на 3‑м и 4‑м местах соответственно.

Материалы и методы. Произведен забор следую-
щих материалов: 13 образцов предстательной железы 
(гистологически подтверждена доброкачественная 
гиперплазия предстательной железы), 47 образцов 
опухолей предстательной железы (гистологически 
подтвержден РПЖ), 37 образцов опухолей мочевого 
пузыря (гистологически подтвержден рак мочевого 
пузыря), 12 образцов рака почек (гистологически под-
твержден). Все образцы помещали в физиологический 
раствор 100  мл NaCl 0,9 % при  температуре 
–10 °С и не позднее чем через 2 ч доставляли в лабо-
раторию оптической спектроскопии. Исследование 
образцов проводили на аппарате Horiba XploRA plus, 
Model BX 41 TF (Horiba Ltd., Япония). Для исследо-
вания тканей использовали лазер с  длиной волны 
785 нм, мощностью до 100 мВт. Всего было получено 
170 спектрограмм.

Результаты. Нами предложен подходящий метод 
вычисления базовой линии спектра и определены его 
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оптимальные параметры. Разработана схема иден-
тификации обработанных спектрограмм на основе 
метода главных компонент и  нейронной сети. Ре-
зультаты работы оптимизированного алгоритма иден-
тификации были верифицированы на реальных данных 
и с помощью параклинических методов диагностики. 
Достоверность идентификации злокачественной опу-
холевой ткани составила 97,5–100 %.

Выводы. В перспективе данный метод исследова-
ния может быть использован для разработки диагно-
стического алгоритма выявления опухолевого процес-
са в  тканях в  доклинической стадии. Обладая 
значительными преимуществами в виде высокой спе-
цифичности, проведением измерений в режиме реаль-
ного времени, отсутствием противопоказаний, по срав-
нению с традиционными технологиями диагностики 
опухолей мочеполовой системы, рамановская спект-
роскопия имеет серьезные перспективы применения 
метода в качестве «оптической биопсии».

Молекулярные и клеточные 
механизмы повреждения почечной 
паренхимы при тепловой ишемии 

почки

С. В. Попов, Р. Г. Гусейнов, А. В. Давыдов, А. А. Ложкин,  
Р. С. Бархитдинов, А. С. Катунин, Ф. А. Багров,  

М. М. Мирзабеков, Д. Д. Хозреванидзе

СПб ГБУЗ «Клиническая больница Святителя Луки», Город-
ской центр эндоскопической урологии и новых технологий, 

Санкт-Петербург

Первичным специфическим фактором, поврежда-
ющим клеточные сообщества ткани почек при интра-
операционной окклюзии a. renalis, является кислород-
ное голодание.

Наиболее высокую степень чувствительности к де-
фициту кислорода проявляют эпителиоциты прокси-
мальных канальцев нефрона.

Масштабы ишемической альтерации зависят от про-
должительности обескровливания. Кислородная депри-
вация приводит к обратимым или необратимым (леталь-
ным) структурно-функциональным нарушениям 
почечных клеток, возникающим во  время теплового 
обескровливания, после него, а также на фоне реперфу-
зии. Наиболее важными целлюлярными компартмен-
тами, при повреждении которых особенно высока веро-
ятность гибели клетки, являются мембраны митохондрии 
и лизосомы. При внезапной ишемически-гипоксической 
катастрофе резко сокращается объем продукции адено-
зинтрифосфата в митохондриях, вследствие чего оста-
навливается работа ионных насосов и нарушается элек-
тролитный состав внутриклеточной среды.

Одним из неспецифических проявлений поврежде-
ния клетки, в том числе и ишемического, выступает 

ацидоз, связанный с  распадом органических кислот 
под влиянием лизосомальных гидролитических фер-
ментов. По мнению ряда исследователей, закисление 
внутриклеточной среды в таких ситуациях может иметь 
защитное значение, что  подтверждено на  моделях 
аноксии кардиомиоцитов, асцитных клеток Эрлиха, 
изолированных гепатоцитов. Также нельзя не отметить 
в ткани почек набухание и отек эндотелиоцитов ми-
крососудов и  эпителиоцитов канальцев, которые 
уменьшают диаметр просвета приносящих микросо-
судов, что  приводит к  агрегации и  агглютинации 
форменных элементов, дальнейшим нарушениям 
транскапиллярного обмена, усугублению гипоксии 
и дистрофии.

Перспективными направлениями разработки но-
вых методов эффективной нефропротекции при вы-
нужденном интраоперационном обескровливании 
почки являются устранение гипоэргоза за счет вмеша-
тельства в пуриновый обмен, стабилизация биологи-
ческих мембран, антиоксидантная и антигипоксиче-
ская защита нефроцитов, поддержание в неактивном 
состоянии или инактивация ферментов, демонтиру-
ющих внутриклеточные структуры и др.

Прогностическое значение 
простатического специфического 

антигена при определении показаний 
к первичной биопсии предстательной 

железы

С. В. Попов, Р. Г. Гусейнов, О. Н. Скрябин, А. В. Давыдов, 
А. А. Ложкин, Р. С. Бархитдинов, А. С. Катунин, Ф. А. Багров, 

М. М. Мирзабеков, Д. Д. Хозреванидзе

СПб ГБУЗ «Клиническая больница Святителя Луки», Город-
ской центр эндоскопической урологии и новых технологий, 

Санкт-Петербург

Введение. До настоящего времени биопсийное ис-
следование остается основным методом дифференци-
альной диагностики злокачественных и доброкачест-
венных заболеваний предстательной железы (ПЖ). 
Показанием к процедуре является повышение в сыво-
ротке крови уровня общего ПСА, однако его низкая 
канцероспецифичность может стать причиной неоправ-
данной биопсии с возможными последствиями в виде 
ряда осложнений. Для  повышения диагностических 
возможностей ПСА-тестирования разработаны методы 
определения дополнительных показателей – свободной 
фракции ПСА, – 2проПСА, а также расчетных индексов 
D ПСА, PHI, f / t ПСА.

Задачи исследования. Изучение степени соответ-
ствия между результатами определения показателей 
ПСА и выявляемостью злокачественных и доброка-
чественных поражений ПЖ при ее первичной био
псии.
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Материалы и методы. В процессе работы был вы-
полнен анализ 65 первичных биопсий, назначенных 
на  основании повышенного сывороточного уровня 
ПСА по  сравнению с  результатами расширенного 
ПСА-тестирования с определением дополнительных 
параметров ПСА.

Выводы. 1. При первичном биопсийном исследова-
нии, выполненном в связи с повышением в сыворотке 
крови уровня общего ПСА, злокачественное перерожде-
ние ткани ПЖ выявляется примерно в 30 % случаев. 2. 
Возраст мужчин старше 60  лет следует расценивать 
как фактор риска малигнизации ткани ПЖ. Вероятность 
злокачественного перерождения эпителиоцитов ПЖ 
у мужчин в возрасте 70–79 лет выше, чем у мужчин 60–
69 лет. 3. Плотность ПСА при морфологически верифи-
цированном РПЖ статистически значимо превышает 
таковую у мужчин с доброкачественной гиперплазией 
ПЖ и пороговое значение показателя в 85 % случаев.  
4. Вычисление индекса здоровья ПЖ и отношения меж-
ду концентрацией в сыворотке крови свободного и об-
щего ПСА позволяет повысить точность прогнозирова-
ния злокачественного поражения ПЖ, корректировать 
показания к  биопсийному исследованию, уменьшить 
частоту неоправданных биопсий. 5. Уровень в сыворот-
ке крови общего ПСА варьирует от 4 до 10 нг / мл более 
чем в 50 % случаев, что требует дополнительного опре-
деления расчетных показателей (D ПСА, PHI, f / tПСА) 
для уточнения показаний к первичной биопсии ПЖ.

Прогностическая значимость  
FLT3- и с-KIT-мутаций при остром 

миелоидном лейкозе

Е. Л. Пуртова1, А. В. Виноградов2

1ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Екатеринбург; 

2ГБУЗ СО «Свердловская областная клиническая больница 
№ 1», Екатеринбург

Введение. Существенную долю в структуре онко-
логической смертности занимают опухоли лимфати-
ческой и кроветворной ткани. В последнее десятилетие 
с  помощью новых технологий открыто множество 
генетических изменений при лейкозе. Наиболее часто 
мутации затрагивают гены с-KIT, FLT3. Лейкоз с эти-
ми мутациями, по данным большинства исследований, 
характеризуется неблагоприятным прогнозом.

Материалы и методы. Для исследования набрана 
пилотная группа пациентов (n = 12) с диагнозом остро-
го миелоидного лейкоза. Возраст больных составил 
35–76  лет (медиана 55  лет). Среди них было 83,3 % 
мужчин и 16,7 % женщин. Всем пациентам выполне-
ны цитологический и молекулярно-генетический ме-
тоды диагностики.

Результаты. По результатам проведения цитогене-
тического исследования у  8 пациентов выявлен 

нормальный диплоидный набор хромосом, у 2 – три-
сомия по хромосоме 8, у 1 – моносомия по хромосомам 
12 и 16, у 1 – трисомия по хромосомам 4 и 21.

По результатам секвенирования найдены мутации 
в гене FLT3 у 2 пациентов (2 случая внутренних тан-
демных дупликаций (FLT3‑ITD), в 1 из них не выяв-
лено аномалий стандартными методами диагностики: 
кариотипирование и ПЦР) и мутация в гене KIT у 1 
пациента (точковая мутация в гене KIT представлена 
заменой нуклетида аденина на тиазин в кодоне 2447 
(A2447T)).

При проведении стандартной программной поли-
химиотерапии больным с указанными мутациями в ге-
нах FLT3 и c-KIT не удалось достичь стойкой продол-
жительной ремиссии, требовалась интенсификация 
лечения, однако в целом прогноз общей выживаемости 
оставался неблагоприятным.

Выводы. Таким образом, FLT3‑ITD-мутации яв-
ляются одними из  наиболее частых генетических 
изменений, а  с-KIT-мутации встречаются реже, 
но оказывают отрицательное влияние на исход остро-
го миелоидного лейкоза. Этот случай показывает 
значимость выявления мутаций, влияющих на небла-
гоприятный прогноз, таких как FLT3‑ITD, а также 
проведения секвенирования генетического матери-
ала на первых этапах диагностики в качестве скри-
нинга.

Прогностическая и диагностическая 
роль эстрогеновых рецепторов 
при люминальном раке молочной 

железы

Д. А. Рябчиков1, А. М. Казаков1, И. А. Дудина2, Д. А. Денчик1, 
И. К. Воротников1, К. С. Титов3, М. В. Родионова4, 

Т. А. Богуш1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава 
России, Москва; 

3ГБУЗ «МКНЦ им. А. С. Логинова ДЗМ», Москва; 
4ФГБУ «НМИЦ акушерства, гинекологии и перинатологии 

им. акад. В. И. Кулакова» Минздрава России, Москва

Задачи исследования. Изучить выраженность экс-
прессии эстрогеновых α (ERα) и β (ERβ) рецепторов 
у больных люминальным РМЖ, определить корреля-
цию данного параметра с  молекулярным подтипом 
опухоли и стадией.

Материалы и методы. Исследованы образцы опу-
холевой ткани молочной железы 88 пациенток с ги-
стологически подтвержденным РМЖ, имеющим ин-
вазивный компонент. Стандартные цитологические 
и ИГХ-исследования выполнены в отделе патологи-
ческой анатомии опухолей человека НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина. Уровень экспрессии ERα и ERβ был 
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определен с помощью биотин-стрептавидинового им-
мунопероксидазного метода с антителами SP1 к ERα 
на серийных депарафинизированнных срезах опухо-
левой ткани. Кроме того, в лаборатории медицинской 
химии НИИ экспериментальной диагностики и тера-
пии опухолей НМИЦ онкологии им. Н. Н.  Блохина 
впервые для определения уровня экспрессии ERβ был 
использован метод проточной цитофлуориметрии 
с  применением мышиных моноклональных антител 
IgG клона 14C8 (ab288, Abcam), клона SP1, Abcam, 
вторичных антител, конъюгированных с флуоресцент-
ным красителем DyLight 650. Данный метод позволил 
не только количественно оценить уровень экспрессии 
ER разных типов, но и проанализировать ее интенсив-
ность в каждой клетке. Также значительно снизилось 
влияние субъективной оценки: был исключен фактор 
гетерогенности опухоли за счет одномоментного ана-
лиза 5 000 клеток и более.

Результаты. Частота гиперэкспрессии ERα состав-
ляет 86,4 %, ERβ – 97,7 %, их коэкспресия – 85,3 %. 
Среди ERα-положительных опухолей доминирует лю-
минальный подтип А  (63,2 %), среди ERα-
отрицательных опухолей статистически значимо чаще 
наблюдался B-HER2‑негативный подтип (58,3 %). 
Выявлено, что ERα-статус коррелирует со стадией за-
болевания. Среди ERα-отрицательного люминально-
го рака частота I стадии составила 58,3 %, превышая 
показатель ERα-положительного статуса.

Выводы. Определение выраженности экспрессии 
ERα и ERβ при РМЖ методом проточной цитофлуо-
риметрии может служить одним из диагностических 
критериев идентификации молекулярного подтипа 
люминального РМЖ, а также использоваться в каче-
стве прогностического фактора.

Частота соматических мутаций 
в генах KRAS, NRAS и BRAF в образцах 
колоректального рака с различным 

статусом микросателлитной 
нестабильности

А. В. Семьянихина1, Н. И. Поспехова1, В. М. Сафронова1, 
Т. В. Наседкина2, Л. Н. Любченко1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГБУН «Институт молекулярной биологии им. В. А. Энгель-
гардта РАН», Москва

Введение. Рак толстой кишки (РТК) – одно из самых 
частых злокачественных новообразований. Молекулярно-
генетические изменения, лежащие в основе колоректаль-
ного рака, определяют его клинические течение, прогноз 
и ответ на специфическое лечение. Соматический про-
филь RAS / RAF-каскада, компонента MAPK-сигнального 
пути, статус микросателлитной нестабильности 

являются молекулярными маркерами, диагностика ко-
торых рекомендована при определении стратегии лечения 
больных РТК, планировании хирургического, химиотера-
певтического и таргетного лечения.

Задачи исследования. Оценить частоту соматиче-
ских мутаций в генах KRAS (экзоны 2 и 3), NRAS (эк-
зоны 2, 3 и 4) и BRAF (экзоны 11 и 15), а также статуса 
микросателлитной нестабильности в  опухолевых 
образцах колоректального рака.

Материалы и методы. В исследование включено 80 
образцов опухолевой ткани пациентов с морфологи-
чески верифицированным диагнозом РТК.

Выделение ДНК из  образцов опухолевой ткани 
выполняли с применением комплекта реагентов Сobas 
DNA Sample Preparation Kit (Roche Diagnostics, Швей-
цария). ДНК-генотипирование проводили с помощью 
наборов реагентов Cobas® KRAS и  BRAF / NRAS 
Mutation Test (LSR) (Roche Diagnostics, Швейцария). 
Статус микросателлитной нестабильности оценивали 
с использованием стандартной панели однонуклеотид-
ных маркеров BAT25, BAT26, NR21, NR24 и  NR27 
методом фрагментного анализа.

Результаты. Образцы РТК с отсутствием микроса-
теллитной нестабильности (MSS) характеризовались 
высокой частотой соматических мутаций в гене KRAS 
(35,4 %). Патологический NRAS- и  BRAF-генотип 
в MSS-опухолях составил 12,5 и 8,3 % соответственно. 
В группе больных с низким уровнем микросателлитной 
нестабильности (MSI–L) соматические мутации вы-
явлены только в гене KRAS (55,6 %). Высокий уровень 
микросателлитной нестабильности в опухолях соче-
тался с высокой частотой KRAS- и BRAF-мутаций (20 
и 16 % соответственно). Частота NRAS-патологического 
генотипа в MSI-High-образцах составила 4 %. В нашем 
исследовании соматические мутации в  генах RAS 
и  BRAF были взаимоисключающими. Нами также 
не выявлено ни одного случая сочетания мутаций KRAS 
и NRAS.

Выводы. Частота соматических мутаций RAS / RAF-
каскада отличается в опухолях с различным уровнем 
микросателлитной нестабильности.

Активация локальной ренин-
ангиотензиновой системы  

при раке предстательной железы

Е. А. Черногубова1, 2, М. И. Коган2, М. Б. Чибичян2, 
И. А. Павленко3

1ФГБУН «Федеральный исследовательский центр Южный 
научный центр РАН», Ростов-на-Дону; 

2ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Ростов-на-Дону; 

3ГБУ РО «Патологоанатомическое бюро», Ростов-на-Дону

Введение. Ренин-ангиотензиновая система (РАС) 
относится к  числу систем организма, вовлеченных 
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в  сложные пути канцерогенеза, и  в  последние годы 
привлекает внимание в  связи с  ее ролью в  развитии 
РПЖ.

Задачи исследования. Анализ роли локальной РАС 
в патогенезе РПЖ.

Материалы и методы. В клиническую группу вошли 
94 пациента с локальным (Т1–2) (66 %) и местно-рас-
пространенным (Т3–4) (34 %) РПЖ (средний уровень 
ПСА 32,64 ± 0,98 нг / мл, объем предстательной железы 
(ПЖ) 69,34 ± 8,32 мм3, сумма баллов по шкале Глисона 
по данным биопсии 6,55 ± 1,14, средний возраст паци-
ентов 64,33 ± 0,82 года). Контрольную группу состави-
ли 20 практически здоровых мужчин. В  секрете ПЖ 
определяли активность ангиотензинпревращающего 
фермента (КФ 3.4.15.1). Для  ИГХ-исследования ис-
пользовали материал полифокальных пункционных 
биопсий 10  больных, во  всех случаях опухоль имела 
строение ацинарной аденокарциномы разной степени 
дифференцировки, соответствующей классификации 
Международного общества уропатологов (ISUP): 
в  2  случаях опухоль соответствовала группе ISUP-1, 
в 4 – ISUP-2 / 3, в 4 – ISUP-4/5. В ткани ПЖ оценива-
ли экспрессию рецепторов ангиотензина II 2‑го типа 
(Angiotensin II Type 2 Receptor, AT2‑R).

Результаты. Увеличение активности ангиотензинпрев-
ращающего фермента в секрете ПЖ на 112,4 % (p <0,001) 
по сравнению с контрольными показателями свидетель-
ствует об активации локальной РАС и приводит к нако-
плению ангиотензина II в  ткани ПЖ. Плейотропные 
функции ангиотензина II зависят от передачи сигналов 
через 2 типа рецепторов АТ1‑R и АТ2‑R. Существенных 
различий в количестве и распределении АТ1‑R при до-
брокачественной гиперплазии ПЖ, высокодифференци-
рованной простатической интраэпителиальной нео
плазии и  аденокарциноме ПЖ, по  данным других 
исследователей, не обнаружено (Septiadi  I. et al., 2010).

Результаты ИГХ-исследования показали, что 
в ядрах опухолевых клеток наблюдается иммуноокра-
шивание с анти-АТ2‑антителами, причем интенсив-
ность окрашивания не снижается по мере увеличения 
степени дедифференцировки. Наличие АТ2‑R в ядрах 
опухолевых клеток свидетельствует, по‑видимому, о пе-
реходе на  интракринный путь регуляции при  РПЖ. 
Таким образом, по‑видимому, подобный феномен ха-
рактерен не только для тирозинкиназных рецепторов, 
но и для рецепторов, ассоциированных с G-белками

Выводы. Полученные нами данные подтверждают 
участие ангиотензина II и АТ2‑R в патогенезе РПЖ. 
Гиперактивность локальной РАС в ПЖ вовлечена в па-
тогенез РПЖ.

Прогностические маркеры 
редидива рака предстательной 

железы

Е. А. Черногубова1, 2, М. И. Коган2, М. Б. Чибичян2

1ФГБУН «Федеральный исследовательский центр Южный 
научный центр РАН», Ростов-на-Дону; 

2ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Ростов-на-Дону

Введение. Приоритетной задачей современной 
онкоурологии является разработка новых подходов 
к мониторингу неопластических процессов в пред-
стательной железе (ПЖ). Выявление белков, ассо-
циированных с  агрессивными формами РПЖ, по-
зволит получить новые данные о  молекулярных 
механизмах канцерогенеза на разных этапах опухо-
левой прогрессии.

Задачи исследования. Идентифицировать маркеры 
для прогнозирования развития рецидива РПЖ.

Материалы и  методы. В  исследование включены 
110 пациентов c РПЖ: 59 из них выполнена радикаль-
ная простатэктомия, 51 пациент получал гормонолу-
чевую терапию (ГЛТ). По  результатам 18‑месячного 
мониторинга уровня ПСА ретроспективно стратифи-
цировали группы пациентов: с развитием биохимиче-
ского рецидива и клиническими признаками рециди-
ва; с безрецидивным течением. Для идентификации 
ассоциированных с прогрессированием РПЖ показа-
телей определяли активность ангиотензинпревраща-
ющего фермента (АПФ) (КФ 3.4.15.1) в  сыворотке 
крови и экспрессию рецепторов ангиотензина II 2‑го 
типа (Angiotensin II Type 2 Receptor, AT2‑R) в ткани 
ПЖ.

Результаты. Установлено, что  прогрессирование 
РПЖ, независимо от стадии заболевания и стратегии 
лечения РПЖ, ассоциировано с увеличением актив-
ности АПФ, которая начинает расти раньше, чем от-
мечается развитие биохимического рецидива. Постро-
ена прогностическая модель, позволяющая предсказать 
вероятность развития рецидива заболевания у конкрет-
ного пациента через месяц после начала лечения. Ана-
лиз активности АПФ и содержания ПСА в сыворотке 
крови позволил выделить группу пациентов с высоким 
риском развития рецидива после радикальной проста-
тэктомии с  чувствительностью и  специфичностью 
72,7 % (р <0,001) и 91,2 % (р <0,001); после ГЛТ – с чув-
ствительностью и специфичностью 78,6 % (р <0,001) 
и 94,6 % (р <0,001) соответственно.

Увеличение активности АПФ у пациентов с про-
грессированием РПЖ свидетельствует о накоплении 
ангиотензина II – пептидного регулятора канцероге-
неза. Действие ангиотензина II осуществляется через 
2 типа рецепторов АТ1‑R и  АТ2‑R.  Снижение экс-
прессии AT2‑R в ткани ПЖ ассоциировано с прогрес-
сированием заболевания после ГЛТ. И, напротив, 
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увеличение экспрессии АТ2‑R свидетельствует о бла-
гоприятном прогнозе терапии. При  использовании 
модели предсказания биохимической прогрессии 
после ГЛТ в зависимости от значения АТ2‑R в ткани 
ПЖ чувствительность и специфичность теста состав-
ляют 87,5 % (p <0,01) и 85,71 % (p <0,01) соответст-
венно.

Выводы. Анализ активности АПФ и  экспрессии 
AT2‑R в ткани ПЖ при РПЖ позволяет на ранних эта-
пах терапии выделить группу пациентов с  высоким 
риском развития рецидива заболевания и выбрать в от-
ношении их оптимальную терапевтическую стратегию. 
РАС при РПЖ может рассматриваться как новая тера-
певтическая мишень для таргетной терапии.

Оценка безрецидивной 
выживаемости больных 

гормоноположительным первично-
операбельным раком молочной 

железы с учетом CYP2D6‑генотипа

Т. А. Шендрикова, А. В. Савинкова, М. Г. Филиппова, 
Н. Мехтиева, С. М. Портной, Л. Н. Любченко

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Тамоксифен, «золотой стандарт» адъювант-
ной гормонотерапии больных РМЖ в репродуктивном 
и пременопаузальном периодах, также может назначать-
ся в периоде постменопаузы. Длительность гормоноте-
рапии тамоксифеном варьирует и может продолжаться 
до 5–10 лет. Тамоксифен биотрансформируется под воз-
действием фермента CYP2D6 в эндоксифен (основной 
метаболит тамоксифена, главное действующее вещество). 
Показаниями к CYP2D6‑генотипированию является не-
обходимость прогнозирования эффективности тамокси-
фена у  пациенток с  гормоноположительным РМЖ, 
что  позволит улучшить безрецидивную выживаемость 
(БРВ) и качество жизни больных.

Задачи исследования. Повысить эффективность 
адъювантной гормонотерапии тамоксифеном у боль-
ных гормоноположительным первично-операбельным 
РМЖ путем прогнозирования эффективности с  ис-
пользованием CYP2D6‑генотипирования.

Материалы и  методы. В  исследование включены 
111 больных РМЖ IА–IIB стадии, получавшие гормо-
нотерапию тамоксифеном. Методом ПЦР в  режиме 
реального времени с  использованием набора «НПФ 
ДНК-Технология» выполнено молекулярно-генетиче-
ское исследование – определение полиморфных ва-
риантов гена CYP2D6 (CYP2D6*3 (c2549delA,  
p.Arg259Glyfs, rs35 742 686), CYP2D6*4 (c1846G>A, 
rs3 893 097) и  CYP2D6*6 (c1707Т, p.Trp152Glyfs, 
rs5 030 655)). В зависимости от CYP2D6‑генотипа па-
циенты распределены в 3 группы: экстенсивные (ЕМ), 

интенсивные (IM) и медленные (PM) метаболайзеры 
тамоксифена.

Результаты. Средний возраст больных в  группах 
составил 46,0 ± 8,7 года. По результатам генотипиро-
вания 78 (70,2 %) из 111 больных классифицированы 
как ЕМ; 26 (23,4 %) – IM; 7 (6,3 %) – РМ. Средняя 
длительность приема тамоксифена 20 мг / сут состави-
ла 2,7 ± 1,7 года. Пациенты IM и PM были объединены 
в группу сниженного метаболизма (СМ), больные ЕМ 
составили группу нормального метаболизма (НМ). Ле-
чение с включением полихимиотерапии (ПХТ) про-
ведено у 50 (64 %) из 78 больных группы НМ, у остав-
шихся 28 (36 %) пациентов этой группы лечение 
не включало схемы ПХТ. У 25 (76 %) из 33 больных 
группы СМ лечение включало ПХТ, у 8 (24 %) паци-
ентов этой группы лечение не включало ПХТ.

У  23 (20,7 %) из  111 пациентов развилось про-
грессирование РМЖ на фоне приема тамоксифена 
20 мг / сут. Прогрессирование после комплексного ле-
чения с  включением ПХТ развилось у  9 (11,5 %) 
из 78 больных группы НМ и у 6 (18,2 %) из 33 пациен-
тов группы СМ. Таким образом, частота прогрессиро-
вания превалирует у пациентов группы СМ (р >0,05). 
Прогрессирование после комбинированного лечения 
без включения ПХТ развилось у 2,6 % (2 из 78) больных 
группы НМ и у 18,2 % (6 из 33) пациентов группы СМ 
(р = 0,02). Нами были найдены статистически значи-
мые различия в БРВ между больными групп НМ и СМ. 
Генотип CYP2D6 ухудшает БРВ пациентов со снижен-
ным метаболизмом (р = 0,02).

Выводы. Генотип CYP2D6 влияет на  БРВ больных 
гормоноположительным первично-операбельным РМЖ. 
У больных со сниженным метаболизмом БРВ статисти-
чески значимо хуже по сравнению с пациентами с нор-
мальным метаболизмом (р = 0,02).

Полисомия хромосомы 7 
в опухолевых клетках слизистой 
оболочки полости рта до и после 
лучевой терапии как показатель 

индивидуальной 
радиочувствительности

Т. Г. Шкаврова, Е. В. Голуб, В. В. Полькин, Г. Ф. Михайлова, 
В. В. Цепенко, Ф. Е. Севрюков, В. С. Медведев, П. А. Исаев

МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск

Введение. Лечение рака слизистой оболочки поло-
сти рта предполагает радикальную хирургию с пост
операционной адъювантной радиотерапией/ХТ или 
без нее. При проведении радиотерапии важно учиты-
вать индивидуальную радиочувствительность пациен-
та. Результаты исследований, проведенных in  vitro 
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на клеточных линиях, полученных из сквамозных кле-
ток карциномы человека, показали, что радиочувст-
вительность клеток повышается при активации гена 
EGFR (Bonner J. A.  et al., 1994). В  дальнейшем было 
продемонстрировано, что высокий уровень экспрессии 
EGFR в опухолевых клетках орофарингеальной области 
коррелирует с  повышением радиочувствительности 
(Smith B. D. et al., 2001). Количественные нарушения 
гена EGFR часто возникают за счет полисомии хромо-
сомы 7, и это может иметь потенциальную прогности-
ческую значимость для оценки индивидуальной ради-
очувствительности.

Задачи исследования. Исследование полисомии 
хромосомы 7 в опухолевых клетках слизистой оболоч-
ки полости рта до лучевой терапии и после нее.

Материалы и методы. Исследовали клетки опухоли 
21 больного раком слизистой оболочки полости рта 
методом интерфазной флуоресцентной гибридизации 
in situ (I-FISH) с  использованием ДНК проб 
EGFR / CEP7 (Kreatech) до  лучевой терапии и  после 
первой суммарной очаговой дозы γ-излучения, диапа-
зон которой составлял 18–26 Гр. Оценку достоверности 
различий проводили с помощью χ2‑критерия.

Результаты. Встречаемость клеток с  полисомией 
хромосомы 7 в среднем по группе до лечения и после 
лучевой терапии статистически значимо снизилась 
с 27,7 до 14,1 % (p <0,001). При анализе индивидуаль-
ного ответа на лучевую терапию у 12 (57 %) больных 
доля клеток с полисомией статистически значимо сни-
зилась, у  5 (24 %)  – осталась без  изменений и  у  4 
(19 %) – статистически значимо увеличилась (p <0,05).

Выводы. Предварительные данные показали, что по-
сле первой суммарной очаговой дозы практически у по-
ловины пациентов доля клеток с полисомией хромосомы 
7 не снижается, а остается на прежнем уровне либо уве-
личивается. Из  данных научной литературы известно, 
что наличие таких клеток приводит к прогрессии опухо-
ли (Siebers  T.J.H. et al., 2013) и увеличению вероятности 
развития рецидива (Pierssens  D.D.C.G. et al., 2017).

Сравнительная оценка методов 
для выявления микрометастазов

И. Ж. Шубина, Л. Т. Мамедова, Н. В. Севян, М. В. Киселевский

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Одной из важных проблем является во-
прос обнаружения и оценки микрометастазов. Суще-
ствуют различные методики их выявления и количест-
венного определения, включающие иммуномагнитную 
сепарацию (ИМС), проточную цитометрию (ПЦ), 

иммуноцитохимические и молекулярно-генетические 
методы. Несмотря на разнообразие как традиционных, 
так и самых высокотехнологичных методов, определе-
ние единичных опухолевых клеток затруднено в связи 
с их морфологическим разнообразием и все еще недо-
статочной специфичностью и эффективностью.

Задачи исследования. Сравнительное изучение эф-
фективности выявления микрометастазов (циркули-
рующих опухолевых клеток).

Материалы и методы. Исследовали линии опухо-
левых клеток человека SCOV3 (рак яичников), MCF7 
(РМЖ), К567 (эритробластный лейкоз), клинический 
материал (образцы опухолевой ткани, асцита, лимфы, 
периферической крови, костного мозга) больных ра-
ком яичников (n = 23), РШМ (n = 7), РМЖ (n = 19), 
рака легкого (n = 16). Выполняли цитологический ана-
лиз, ИФА, ИМС, ПЦ, ИГХ-анализ.

Результаты. На линиях клеток эпителиального про-
исхождения SCOV3 и  MCF7 указанными методами 
выявлена экспрессия эпителиального маркера EpCam, 
поверхностного антигена CD66a и растворимые рецеп-
торы к СК8+18 в среде культивирования опухолевых 
клеток. Напротив, упомянутые маркеры отсутствова-
ли в клетках лейкоза К562. В жидких средах клиниче-
ского материала (лимфе, асците, сыворотке крови / кро-
ви) с помощью методов ИФА (СК8+18), ПЦ (CD66a) 
и ИМС (EpCam) маркеры опухолевых клеток выявле-
ны в  50, 36 и  77 % случаев соответственно. Однако 
оказалось существенным, какой вид клинического 
материала подвергался исследованию. В асците цито-
логическим методом опухолевые клетки выявляли 
в 62 %, ИМС – в 20 %, ИФА – в 12 %, ПЦ – в 4 % 
случаев. В лимфе цитологически опухолевые клетки 
обнаруживали – в 10 %, ИМС – в 14 %, ИФА – в 46 %, 
ПЦ – в 30 % случаев. В крови: цитологически – в 3 %, 
ИМС – в 47 %, ИФА (в сыворотке) – в 49 %, ПЦ – 
в 1 % случаев. В образцах костного мозга пациентов 
с НМРЛ методом ИМС (СК7 / 8) выявлено 60 % слу-
чаев, содержащих цитокератин-положительные клет-
ки. Анализ препаратов стандартного цитологического 
окрашивания обогащенной с помощью ИМС клеточ-
ной суспензии показал, тем  не  менее, в  единичных 
случаях наличие ложноположительных результатов, 
т. е. клеток, которые цитологом не могли быть отнесе-
ны к опухолевым.

Выводы. Результаты выявления микрометастазов 
могут зависеть от использованной технологии. Необ-
ходимо учитывать вид клинического материала, кото-
рый подвергается исследованию. Обогащенную мето-
дом ИМС клеточную суспензию следует контролировать 
цитологически. Методы ИМС, ПЦ и ИФА могут быть 
использованы для диагностики и мониторинга заболе-
вания в целях обнаружения микрометастазов.
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Растворимые формы основных 
компонентов сигнального пути 

контрольной точки иммунитета 
(PD-1 и PD–L1) в сыворотке крови 

больных раком почки: клинико-
морфологические корреляции

Е. С. Герштейн1, А. А. Морозов2, И. О. Горячева1, 
А. А. Алферов1, С. Д. Бежанова1, В. В. Базаев2,  

В. Б. Матвеев1, Н. Е. Кушлинский1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина»  
Минздрава России, Москва; 

2ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследователь-
ский клинический институт им. М. Ф. Владимирского»,  

Москва

Введение. Рак почки – одно из наиболее иммуно-
чувствительных онкологических заболеваний. Наи-
более значимый прорыв в  этой области произошел 
в  результате создания препаратов, направленных 
на  подавление сигнального пути, так называемой 
контрольной точки иммунитета  – PD-1 / PD–L1,  – 
контролирующей в физиологических условиях ауто-
иммунную реакцию. Экспрессию PD-1 и / или PD–L1 
в опухоли изучают в качестве как предикторов эффек-
тивности соответствующей иммунотерапии, так и мо-
лекулярных маркеров общего прогноза и выживаемо-
сти пациентов. С этой же целью можно использовать 
определение растворимых форм данных белков  
(sPD-1 и sPD–L1) в сыворотке или плазме крови.

Задачи исследования. Сравнительная оценка содер-
жания sPD-1 и sPD–L1 в сыворотке крови практически 
здоровых лиц, больных раком и пациентов с доброка-
чественными опухолями почки и анализ взаимосвязи 
этих маркеров с основными клинико-морфологиче-
скими особенностями рака почки.

Материалы и методы. Были обследованы 110 боль-
ных раком (66 мужчин и  44 женщины; возраст 33–
81 год) и 11 пациентов с доброкачественными опухо-
лями (3 мужчин и  8 женщин; возраст 29–84  года) 
почки. В  контрольную группу вошли практически 
здоровые 19 мужчин и 18 женщин соответствующего 

Вирусология и иммунология опухолей

Доклады

возраста. Содержание sPD–L1 и  sPD-1 в  сыворотке 
крови определяли с  помощью стандартных наборов 
для ИФА (Affimetrix, eBioscience, США).

Результаты. Содержание sPD–L1 в сыворотке кро-
ви первичных больных раком и пациентов с добро-
качественными новообразованиями почки достовер-
но выше, чем  в  контрольной группе (p <0,0001 
и  <0,05). Уровень sPD–L1 достоверно возрастает 
с увеличением стадии заболевания (p <0,001), при уве-
личении индекса T от 1 до 3, снижаясь при T4. Он 
достоверно выше у пациентов с метастазами в лим-
фатических узлах, независимо от их количества (N1 
или N2), чем у больных с N0, повышен при наличии 
отдаленных метастазов, а также при опухолях со сте-
пенью злокачественности G

3–4
, по сравнению с G

1–2
. 

Уровни sPD-1 в обследованных группах достоверно 
не  различались, не  зависели от  стадии рака почки, 
наличия метастазов в  лимфатических узлах и  отда-
ленных органах, но снижались при Т4 по сравнению 
с аналогичным показателем у пациентов с менее рас-
пространенной первичной опухолью, а также были 
достоверно ниже при светлоклеточном, чем при хро-
мофобном и папиллярном гистологическом вариан-
тах рака почки.

Выводы. Уровень sPD–L1 при раке почки корре-
лирует с распространенностью процесса и степенью 
злокачественности опухоли и может рассматриваться 
в качестве перспективного маркера для мониторинга 
эффективности анти-PD1 / PD–L1‑терапии. Вопрос 
о клиническом значении sPD-1 требует дальнейшего 
изучения.

Влияние на выживаемость больных 
раком шейки матки физического 

статуса вируса папилломы человека

М. К. Ибрагимова1, 2, М. М. Цыганов1, 2, И. В. Дерюшева1, 
О. Н. Чуруксаева1, 2, Л. А. Коломиец1, 2, Н. В. Литвяков1, 2

1НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск; 
2ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский госу-

дарственный университет», Томск

Введение. В инфицированной клетке ВПЧ может 
существовать в эписомальной (вне хромосом клетки), 
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интегрированной (встроенной в геном клетки) и сме-
шанной (наличие свободного и  встроенного в  ДНК 
клетки-хозяина вируса) формах. Прогрессия от кле-
точных изменений, связанных с  ВПЧ-инфекцией, 
до развития РШМ занимает 10–40 лет, но редко может 
развиться за  1–2  года, что, несомненно, доказывает 
важность своевременного мониторинга больных c па-
пилломавирусной инфекцией и проведения вирусоло-
гических исследований для  выявления групп риска 
развития онкологической патологии.

Задачи исследования. Оценка безрецидивной и об-
щей выживаемости ВПЧ-положительных (с  учетом 
физического статуса ВПЧ 16‑го типа) больных первич-
ным РШМ.

Материалы и методы. В исследование были вклю-
чены 140 пациенток (возраст 21–79 лет) с первичным 
РШМ I–IVА стадий. Диагноз верифицирован гисто-
логически, опухоли охарактеризованы в соответствии 
с классификацией FIGO. Материалом для исследова-
ния служили соскобы эпителия цервикального канала 
и наружной части шейки матки. Выявление, геноти-
пирование ДНК ВПЧ и определение физического ста-
туса ДНК ВПЧ 16‑го типа проводили методом ПЦР 
в  реальном времени с  использованием комплектов 
реагентов фирмы Amplisens®. Оценку выживаемости 
выполняли по методу Каплана–Майера.

Результаты. Общая инфицированность ВПЧ со-
ставила 77,1 %. Из 108 ВПЧ-положительных больных 
РШМ ВПЧ 16‑го типа идентифицирован у 87 (80,6 %) 
пациенток, 31‑го типа – у 8 (7,4 %), 33‑го типа – у 6 
(5,6 %), остальные типы встречались менее 
чем в 3,5 % случаев. Для 87 пациенток с ВПЧ 16‑го 
типа проведено определение физического статуса 
ДНК ВПЧ и показано, что частоты форм ВПЧ 16‑го 
типа распределились следующим образом: эписомаль-
ная форма встречалась в 8,9 % случаев, смешанная – 
в 64,6 % и интегрированная – в 26,5 %. Следующим 
шагом было изучение исхода заболевания в зависи-
мости от физического статуса вируса. Установлено, 
что  у  больных с  эписомальной формой ВПЧ 16‑го 
типа наблюдается 100 % безрецидивная и общая вы-
живаемость. Самый неблагоприятный исход отмеча-
ется у больных с интегрированной формой ВПЧ 16‑го 
типа.

Выводы. В результате исследования установлена 
прогностическая значимость физического статуса 
ВПЧ 16‑го типа в отношении безрецидивной и общей 
выживаемости больных РШМ. Наличие эписомальной 
формы вируса является благоприятным прогностиче-
ским фактором. Интегрированная форма вируса  – 
крайне неблагоприятный фактор прогноза, и выжи-
ваемость таких больных значительно ниже, чем 
пациенток со  смешанной и  эписомальной формой 
вируса.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 18‑44‑703 004).

Перенос генов Т-клеточного 
рецептора – новый способ 

формирования противоопухолевого 
иммунитета

Д. Б. Казанский1, Л. М. Хромых1, А. А. Калинина1, 
М. А. Замкова1, А. В. Брутер1, Н. А. Персиянцева1, 

И. О. Чикилева1, Л. Н. Нестеренко2, К. А. Собянин2

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГБУ «НИЦ эпидемиологии и микробиологии  
им. акад. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва

Ранее при  исследовании трансгенных животных 
нами были обнаружены Т-клеточные рецепторы 
(TCR), в распознавании которыми MHC / пептидных 
комплексов доминируют α-цепи (MHC  – major 
histocompatibility complex, главный комплекс гистосов-
местимости). Мы показали, что мыши линии B10. D2 
(R101), несущие трансген α-цепи TCR 1d1 клеток па-
мяти, специфичный к молекуле гистосовместимости 
H-2Kb лимфомы EL4, отторгают клетки лимфомы EL4 
в течение 3 дней, тогда как у мышей дикого типа этот 
процесс занимает 10–12 дней. Отторжение посторон-
ней опухоли  – мастоцитомы P815  – происходит 
в обычные сроки, что указывает на антигенную спе-
цифичность отторжения. Этот эффект может быть 
объяснен только тем, что трансгенная α-цепь способ-
на объединяться с  разнообразными эндогенными 
β-цепями и после выхода образовавшихся TCR на по-
верхность Т-лимфоцитов определять их  специфич-
ность, а также эффекторные функции.

В целях проверки этого предположения мы осуще-
ствили ретровирусную трансдукцию гена α-цепи TCR 
1d1 в  активированные Т-лимфоциты мышей линии 
R101 с последующим адоптивным переносом мышам 
той же линии. Результаты показали, что адоптивный 
перенос гена α-цепи TCR 1d1 приводит к защитным 
и терапевтическим эффектам у мышей, получивших 
трансплантат опухолевых клеток.

Для оценки представленности таких доминантных 
α-цепей TCR в репертуаре, а также универсальности 
обнаруженного явления мы провели аналогичную ра-
боту по поиску доминантных α-цепей TCR клеток па-
мяти, специфичных к микробным патогенам – Listeria 
monocytogenes и  Salmonella typhimurium. Для  этого 
Т-клетки памяти, специфичные к микробным патоге-
нам, рестимулировали в культуре in vitro и α-цепи под-
вергли секвенированию нового поколения (NGS) 
с последующим генным клонированием полноразмер-
ных α-цепей, представленность которых возрастала 
после рестимуляции специфическим антигеном.

Результаты экспериментов по трансдукции полу-
ченных генов в Т-лимфоциты и оценке приобретенных 
ими функциональных свойств показали, что доминант-
ные α-цепи содержат около 20 % репертуара TCR 
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клеток памяти (5 из  24 вариантов для  Salmonella 
typhimurium и  6 из  25 вариантов для  Listeria mono
cytogenes).

Полученные результаты указывают на возможность 
существенного ускорения поиска TCR, пригодных 
для персонифицированной иммунотерапии онколо-
гических заболеваний в клинике, а также на возмож-
ность использования обнаруженного эффекта для фор-
мирования экстренной защиты человека и животных 
от инфекционных заболеваний без проведения вакци-
нации.

Эволюционные концепции в онкологии 
и вирусологии

А. П. Козлов

ЧНИУ «Биомедицинский центр», Санкт-Петербург; 
ФГУП «Государственный научно-исследовательский инсти-
тут особо чистых биопрепаратов» ФМБА России, Санкт-

Петербург; 
ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический универ-

ситет Петра Великого», Санкт-Петербург; 
ФГБУН «Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова 

РАН», Москва

Интеграция эволюционной биологии и наук о здо-
ровье привела к возникновению дарвиновской меди-
цины, эволюционной эпидемиологии и эволюционной 
онкологии. К эволюционной онкологии можно отне-
сти сравнительную онкологию (XIX–XX вв.), представ-
ления о соматической эволюции опухолевых клеток 
и отборе в популяциях опухолевых клеток (Cairns, 1975; 
Nowell, 1976, 1986), противораковой селекции (anti-
cancer selection) (Graham, 1992), так называемую эко-
логическую гипотезу (Gatenby, 2009) и т. д.

Нами развиваются представления о роли опухолей 
в эволюции организмов (Козлов, 1983, 1987, 1988, 2008, 
2016; Kozlov, 1979, 1996, 2010, 2014, 2016). Согласно 
этим представлениям наследуемые опухоли на ранних 
стадиях прогрессии или доброкачественные опухоли 
могли снабжать эволюционирующие многоклеточные 
организмы дополнительными клеточными массами 
для экспрессии эволюционно новых генов, возника-
ющих в ДНК клеток зародышевой плазмы. В докладе 
будут рассмотрены нетривиальные предсказания на-
шей теории и их экспериментальное подтверждение.

Значение вирусов для  эволюции их  хозяев было 
впервые отмечено Н. Anderson (1970). Эти представ-
ления были более глубоко разработаны В. М. Ждано-
вым и Т. И. Тихоненко (1974), а также D. Reanney (1974). 
Согласно этим представлениям осуществляемый с по-
мощью вирусов обмен значительными сегментами 
ДНК между различными видами организмов, а также 
между более крупными таксономическими группами 
является важным фактором эволюции. В настоящее 
время эти представления получают все больше под-
держки (Rohwer и Thurber, 2009).

Таким образом, опухоли и вирусы могли предостав-
лять материал для эволюции их хозяев.

Активация провоспалительной 
программы в модельных 

опухолеассоциированных макрофагах 
под воздействием цисплатина

И. В. Ларионова1, 2, Т. А. Дронова2, Т. Лиу3, В. Б. Рябов1, 3, 
А. М. Киселев4, Е. В. Денисов1, 2, Д. С. Халяпин1, 

Н. В. Чердынцева1, 2, Ю. Г. Кжышковска1, 3

1Лаборатория трансляционной клеточной и молекулярной 
биомедицины ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский 

Томский государственный университет», Томск; 
2НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск; 

3Институт трансфузионной медицины и иммунологии, Ме-
дицинский факультет Маннгейма, Университет Гейдельбер-

га, Гейдельберг, Германия; 
4ФГБУ «НМИЦ им. В. А. Алмазова» Минздрава России, 

Санкт-Петербург

Известно, что ХТ обеспечивает условия вовлечения 
иммунной системы в цитотоксический ответ опухоле-
вых клеток. Иммунные клетки могут модифицировать 
эффективность ХТ в направлении прогрессии опухо-
ли. Результаты некоторых исследований показывают, 
что, например, опухолеассоциированные макрофаги 
(ОАМ) накапливаются в опухолях после ХТ и способ-
ствуют развитию рецидива опухоли. Однако механиз-
мы редактирования ОАМ под влиянием ХТ остаются 
до конца неизученными.

С помощью секвенирования следующего поколе-
ния нами получены уникальные данные, показываю-
щие, что основными группами генов, активирован-
ными цисплатином, являются гены, вовлеченные 
в воспалительный ответ, интерферонзависимые пути, 
р53‑зависимый апоптоз, гены, отвечающие на репа-
рацию ДНК. В качестве модельной системы ОАМ на-
ми была использована система стимуляции свежевы-
деленных СD14+ моноцитов цитокинами IL-4 
(интерлейкин 4) и TGFβ (трансформирующий фактор 
роста β) и путем добавления к моноцитам супернатантов 
от опухолевых клеток MCF-7 (РМЖ) и Colo206F (коло-
ректальный рак). Нами проведено полнотранскриптом-
ное секвенирование на платформе Illumina NextSeq500. 
С помощью программы fgsea проводили обогащение 
по биохимическим и регуляторным путям с использо-
ванием списков генов, ранжированных по  уровню 
экспрессии и значению р. Для биоинформатического 
анализа использовали базы данных Hallmark gene sets, 
Reactome, KEGG. Подтверждение данных секвениро-
вания проводили с помощью ПЦР в режиме реально-
го времени на модельных макрофагах 6 независимых 
доноров.

Показано, что с наибольшим уровнем значимости 
на транскрипционном уровне повышалась экспрессия 
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генов, вовлеченных в  интерферонзависимые пути: 
CXCL10, IRF7, FAS, GBP1, MX1. Методом ПЦР в режи-
ме реального времени выявлено повышение экспрес-
сии этих генов в образцах после добавления циспла-
тина, что  однозначно подтверждает обнаруженные 
нами с помощью секвенирования следующего поко-
ления изменения транскрипционного профиля ОАМ.

Таким образом, по  данным как  секвенирования 
следующего поколения, так и анализа отдельных генов 
методом ПЦР можно сделать вывод о том, что ответ 
макрофагов на цисплатин вызывает активацию воспа-
лительной программы. Влияние данной программы 
на опухолевую прогрессию является перспективным 
направлением исследований в нашей лаборатории.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 14‑15‑00 350).

Цитотоксический противоопухолевый 
эффект моноклональных антител 

против раково-тестикулярного 
антигена prame

А. В. Мисюрин1, 2, Ю. П. Финашутина1, 2, Н. А. Лыжко1, 2, 
О. Н. Солопова1, Н. Н. Касаткина1, В. В. Тихонова1, 

В. А. Мисюрин1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина»  
Минздрава России, Москва; 

2OOO «ГеноТехнология», Москва

Раково-тестикулярный антиген PRAME активи-
рован не менее чем у 50 % больных с различными зло-
качественными новообразованиями. Обнаружено, 
что PRAME является одним из драйверов канцероге-
неза. Как правило, с экспрессией PRAME связан не-
благоприятный клинический прогноз и резистентность 
к ХТ опухолей. Показано, что с помощью молекуляр-
ного определения экспрессии PRAME можно эффек-
тивно оценить минимальную остаточную болезнь 
при  онкогематологических заболеваниях. PRAME 
рассматривается в  качестве перспективной мишени 
для  разработки иммунотерапевтических подходов 
для лечения PRAME-экспрессирующих неоплазий. Мы 
обнаружили, что  онкобелок PRAME локализуется 
не  только в  ядре и  цитоплазме опухолевых клеток, 
но и на их поверхности. Кроме того, нами показано, 
что  высокий титр антител у  иммунизированных ре-
комбинантным белком PRAME лабораторных мышей 
подавляет рост меланомы B16F10, трансфицированной 
и  устойчиво экспрессирующей человеческий ген 
PRAME. Нами получена серия гибридом, продуциру-
ющих мышиные моноклональные антитела против 
человеческого белка PRAME. В экспериментах in vitro 
обнаружено, что некоторые из этих антител обладают 
цитотоксической активностью в отношении PRAME-
экспрессирующих опухолей. Анализ первичной 

последовательности вариабельных участков иммуно-
глобулиновых генов тяжелых и легких цепей показал, 
что эти гибридомы продуцируют антитела, имеющие 
одинаковые герминальные гены, но различающиеся 
между собой 4–5 нуклеотидными заменами, очевидно, 
обусловленными стадией гипермутирования в зароды-
шевых центрах лифатических узлов одного и того же 
клона-предшественника. Моноклональные антитела, 
полученные именно из  этих гибридом, эффективно 
окрашивают поверхность клеток PRAME-экспресси-
рующих опухолевых линий.

Особенности папилломавирусной 
инфекции при плоскоклеточном 

цервикальном раке 
у иммунокомпрометированных 

больных

А. Л. Рунов1, Т. Ф. Савостьянов2, А. С. Лисянская2, 
Е. В. Курчакова1, М. Г. Исагулянц3, Л. Е. Албегова4, 

М. С. Вонский1

1ФГБУН «Институт цитологии РАН», Санкт-Петербург; 
2СПб ГБУЗ «Городской клинический онкологический  

диспансер», Санкт-Петербург; 
3ФГБУ «НИЦ эпидемиологии и микробиологии  

им. акад. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва; 
4СПб ГБУЗ «Городская туберкулезная больница № 2»,  

Санкт-Петербург

ВПЧ высокого канцерогенного риска является 
причиной всех цервикальных раков и  большинства 
случаев рака анального канала, головы и шеи. Несмо-
тря на то что иммунная система в большинстве случа-
ев (≈ 90 %) способна элиминировать ВПЧ-инфекцию, 
в  оставшихся случаях персистенция ВПЧ высокого 
канцерогенного риска приводит к развитию инвазив-
ных опухолей, а при поражении иммунитета риск раз-
вития инвазивного ВПЧ-ассоциированого цервикаль-
ного рака увеличивается в  5–10 раз. В  настоящей 
работе нами исследованы особенности ВПЧ-инфекции 
у иммунокомпрометированных женщин с плоскокле-
точным РШМ.

Исследование проводили на основании разреше-
ния этического комитета НИЦЭМ им. акад. Н. Ф. Га-
малеи (протокол 11 от 03.06.2017). В работе использо-
ваны препараты гистологически верифицированных 
парафинизированых фиксированных в  формалине 
образцов опухоли плоскоклеточного РШМ больных 
следующих групп: контрольная группа (n = 10); груп-
па ВИЧ (+) (n = 11); группа туберкулеза (ТБ) (+) (n = 
8) и  группа ВИЧ (+) ТБ (+) (n = 10) из  коллекции 
ГКОД г. Санкт-Петербурга. ДНК выделяли с помощью 
набора Allprep DNA / RNA FFPE Kit (Quagen) согласно 
инструкции производителя. Присутствие ДНК ВПЧ 
высокого канцерогенного риска (типы 16, 18, 31, 33, 
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35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 и 59) определяли методом ПЦР 
в реальном времени с использованием тест-системы 
Амплисенс ВПЧ высокого канцерогенного риска ге-
нотип-FL (Интерлабсервис). Число копий ДНК ВПЧ 
оценивали по  разности значений порогового цикла 
для данного ВПЧ и контрольного гена β-глобина (ΔCt).

Показано, что  поражение иммунитета приводит 
к расширению спектра ВПЧ, выявляемых в ткани опу-
холи, ассоциированных с инфекцией ТБ или ТБ + ВИЧ 
коинфекцией в большей степени, чем с моноинфек-
цией ВИЧ. При этом ВИЧ-инфекция в ряде случаев 
ассоциирована со снижением вирусной нагрузки ВПЧ 
16‑го типа в ткани опухоли на фоне коинфекции ВПЧ 
других типов.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 17‑54‑30 002).

Measurement of NK cell activity  
in patients with cancer

Vladimir Jurisic

Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Крагуе-
вац, Сербия; 

Institute of Oncology and Radiology, Белград, Сербия

Human natural killer (NK) cells are an important 
subpopulation of the innate immune system, and comprise 
about 15 % of all lymphocytes. Functionally, NK cells are 

able to lyse transformed, infected, and allogeneic cells 
without prior sensitization or MHC restriction, and play an 
important role in antitumor immune defense by two 
proposed mechanisms, secretory and non-secretory. 
Erytromyeloid leukemia cells line (K-562) was commonly 
used as target here like in many other investigation. NK cell 
function was determined in kinetic study and by different 
assay. In this study a) standard 51Cr release assay, b) LDH 
release assay from target cells and c) intracellular perforin 
and intracellular d) IFN-γ amount in effectors gated CD3 – 

CD56+ cells where analyzed and used for estimation of NK 
cell function. Correlation between Cr release and LDH 
release was obtained simultaneously with percentage of 
apoptosis and necrosis in target K-562 cells. The percentage 
of intracellular amount of peforin are decrease from 95.32 % 
(measured at 4 h) to 85.54 % (measured at 24 h) and 
correlates with significant decrease of IFN-γ expression 
from 6.8 % (measured at 4 h) to 3.9 % (measured at 24 h) 
(Mann–Whitey U test, p <0.05). However, intracellular 
expression of CD107, analyzed in gated NK effectors 
population, showing increasing values from 0.91 % 
(measured at 4 h) to 15.51 % (measured at 24 h) that 
corresponding with death target K-562 cells. So, these data 
indicated that using several assay we can analyzed molecular 
mechanism involved in cytotoxic activity of NK cells by 
measuring effectors cell function simultaneously with 
measurement of degree of target cell (K-562 cells). Together 
these data can help much more for understanding molecular 
mechanism NK cell function in hematological tumor as 
well in other tumors.
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отработка экспериментальной 
модели для изучения механизма 

и поиска предикторов 
иммунотерапии рака  

анти-CTLA-4‑антителами

Л. Н. Барбашова1, Д. В. Южакова1, Г. В. Шаронов1, 2, 
Е. В. Загайнова1, Д. М. Чудаков1, 2

1ФГБОУ ВО «Приволжский исследовательский медицинский 
университет» Минздрава России, Нижний Новгород; 

2ФГБУН «Институт биоорганической химии им. акад. 
М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН», Москва

Введение. Появившись около 10 лет назад, терапия 
с использованием антител к контрольным точкам ак-
тивации иммунитета произвела переворот в области 
онкологии. Сегодня этот подход позволяет полностью 
вылечивать некоторые формы рака на последней ста-
дии, однако помогает он пока лишь небольшому про-
центу пациентов. Повысить эффективность иммуно-
терапии можно путем индивидуального подбора типа 
иммунотерапии, а также сочетанием нескольких под-
ходов и препаратов. Для рационального подбора тера-
пии и  их  сочетаний сегодня не  хватает понимания 
механизмов и предикторов эффективности иммуно-
терапии. Для изучения молекулярно-клеточных меха-
низмов противоопухолевого иммунитета необходимы 
подходящие опухолевые модели и схемы их терапии 
на мышах, которые сегодня недостаточно развиты.

Задачи исследования. Отработка схемы иммуноте-
рапии мышиной меланомы B16 антителами против 
CTLA-4.

Материалы и методы. В работе использованы транс-
генные мыши, у которых регуляторные Т-клетки экс-
прессируют химерный транскрипционный фактор 
FoxP3‑EGFP. Мышам подкожно инокулировали 1 млн 
клеток линии B16 и на 9–10‑й день после инокуляции 
начинали иммунотерапию. Терапевтические антитела 
против мышиного CTLA-4 вводили внутрибрюшинно.

Результаты. В результате оптимизации нами была 
подобрана схема иммунотерапии, которая, с  одной 
стороны, обеспечивает выраженный терапевтический 
эффект, с  другой  – позволяет выделить опухольин-
фильтрирующие лимфоциты (TILs) разных субпопу-
ляций (CD4 и CD8 T-, B- и регуляторные T-клетки) 
с помощью флуоресцентно-активированной клеточ-
ной сортировки в количестве не менее 2000 клеток. 
Такое количество TILs необходимо для дальнейшего 
анализа репертуаров их  антигенных рецепторов 
и спектра экспрессируемых генов, проводимого в со-

трудничестве с коллегами из Института биоорганиче-
ской химии им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчин-
никова РАН. Нами выявлено увеличение содержания 
CD4 хелперных Т-лимфоцитов в опухоли после тера-
пии и относительного содержания B-клеток по мере 
роста опухоли. Последний факт указывает на образо-
вание в  опухоли герминативных центров, которые 
играют ключевую роль в противоопухолевом иммун-
ном ответе.

Выводы. Полученные данные указывают на слож-
ный характер иммунного ответа при иммунотерапии 
меланомы B16 и на важную роль в нем CD4+- и B-кле-
ток. Более детально изучить данный ответ мы плани-
руем путем геномного анализа субпопуляций лимфо-
цитов.

Работа выполнена
при финансовой поддержке  

Правительства Российской Федерации
(грант № 14. W03.31.0005).

Характеристика иммунного 
инфильтрата Уортино-подобного 

варианта папиллярного рака 
щитовидной железы

А. В. Боголюбова1, А. Ю. Абросимов2, С. Ю. Смирнова3, 
Д. В. Купраш1, П. В. Белоусов1

1ФГБУН «Институт молекулярной биологии  
им. В. А. Энгельгардта РАН», Москва; 

2ФГБУ «НМИЦ эндокринологии» Минздрава России, Москва; 
3ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России, Москва

Клетки иммунной системы – неотъемлемый ком-
понент микроокружения неопластической ткани, 
который может как стимулировать, так и замедлять 
рост опухоли. Одним из редких гистологических ва-
риантов папиллярного рака щитовидной железы 
(ПРЩЖ) является Уортино-подобный ПРЩЖ, ха-
рактеризующийся обильной лейкоцитарной инфиль-
трацией стромы опухоли. Тем  не  менее детальный 
анализ иммунного инфильтрата стромы данной опу-
холи не проводился.

Нами проведен ИГХ-анализ основных популяций 
лейкоцитов 9 случаев Уортино-подобного ПРЩЖ, 
который показал преобладание плазматических клеток 
и  Т-лимфоцитов в  иммунном инфильтрате стромы 
опухолей. Анализ клональности опухоль-инфильтри-
рующих В- и Т-лимфоцитов, проведенный по прото-
колу мультиплексного ПЦР BIOMED-2 / Euroclonality, 
показал поликлональный характер, что  может 

Постеры
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свидетельствовать об  иммунном ответе на  широкий 
спектр опухоль-ассоциированных антигенов.

Анализ in silico субпопуляционного состава им-
мунных клеток для  случаев Уортино-подобного 
ПРЩЖ, взятых из  базы данных TCGA (https://
cancergenome.nih.gov / ), был проведен с применением 
данных из работы Thorsson и соавт., посвященной из-
учению иммунного ландшафта опухолей человека 
(Immunity 2018;48 (4):812–30). Продемонстрировано, 
что различные параметры, указывающие на противо-
опухолевый иммунный ответ (количество опухольин-
фильтрирующих лимфоцитов, плазматических клеток, 
отношение макрофагов М1 / М2 и  др.), повышены 
в  случае Уортино-подобного ПРЩЖ по  сравнению 
с другими вариантами ПРЩЖ.

Таким образом, результаты комплексного ИГХ, 
молекулярно-биологического и анализа in silico ука-
зывают на опухолеспецифический характер иммунной 
инфильтрации Уортино-подобного ПРЩЖ.

Работа выполнена в рамках реализации научной 
программы при финансовой поддержке РФФИ

(грант № 18‑315‑00 168).

Ассоциация развития устойчивости 
опухолевых клеток ТНР-1 

к химиотерапии под действием 
цитомегаловируса с изменением 

баланса изоформ белка Р73

С. С. Емельянова1, Я. Ю. Чернорыж2, К. И. Юрлов2, 
Н. Е. Федорова2, А. А. Кущ2, А. В. Иванов3, С. Н. Кочетков3, 

В. Н. Вербенко1, Г. Р. Виноградская1

1ФГБУ «Петербургский институт ядерной физики  
им. Б. П. Константинова НИЦ «Курчатовский институт», 

Гатчина, Ленинградская обл.; 
2ФГБУ «НИЦ эпидемиологии и микробиологии  

им. акад. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва; 
3ФГБУН «Институт молекулярной биологии  

им. В. А. Энгельгардта РАН», Москва

Устойчивость опухолей к ХТ – важнейшая проблема 
современной медицины. Цитомегаловирус (ЦМВ) не яв-
ляется общепризнанным онкогенным вирусом, но спо-
собен индуцировать антиапоптотическую программу, 
препятствующую противоопухолевой терапии. Одной 
из мишеней ЦМВ при развитии апоптоза может быть 
белок семейства транскрипционных факторов р53–р73, 
имеющий ряд изоформ, оказывающих как проапопто-
тическое (полноразмерная изоформа ТАр73), так и он-
когенное (укороченная ΔNр73) действие. Изменение 
их баланса в сторону ΔNр73 может приводить к устой-
чивости клеток к противоопухолевой терапии.

Ранее нами был показан защитный эффект ЦМВ 
в культуре лейкемических клеток ТНР-1, обработанных 
противоопухолевым препаратом доксорубицином 

(ДОКС). Результаты исследования транскрипции гена 
р73 показали его высокую активность, характерную 
для опухолевых клеток. Отношение уровней изоформ-
специфических матричных РНК (мРНК) этого и ре-
ференсного гена GAPDH составило 3 × 10–2 и 1 × 10–2 

для  изоформ TAp73 и  ΔNр73 соответственно, что 
на 3 порядка выше, чем экспрессия гена p73 в неопу-
холевых клетках  – фибробластах человека (10–5 для 
TAp73 и отсутствие сигнала для ∆Np73). Экспрессия 
мРНК TAp73 и ∆Np73 сохранялась на высоком уровне 
как минимум 48 ч после инфицирования клеток ЦМВ.

На  белковом уровне ЦМВ сдвигал соотношение 
ТАр73 / ΔNp73 в сторону укороченной изоформы. Через 
24 ч после инфицирования оно составляло 0,73 ± 0,03 
против 0,86 ± 0,04 в контрольных клетках. ДОКС уве-
личивал количество белка р73 и значительно сдвигал 
отношение ТАр73 / ΔNp73 в сторону полноразмерной 
изоформы до 1,78 ± 0,29 в неинфицированных клетках, 
а  в  инфицированных лишь приближал к  единице 
(0,98 ± 0,07).

При развитии апоптоза в клетке должны активи-
роваться механизмы, сдвигающие соотношение 
ТАр73 / ΔNp73 в сторону ТА. Существует механизм де
градации ΔNp73 белком-регулятором полиаминового 
цикла – антизимом, который активируется при на-
коплении высших полиаминов. Инкубация ТНР-1 
с  ингибитором катаболизма полиаминового цикла 
N,N’-бис(2,3‑бутадиенил)-1,4‑бутандиамина гидро-
хлоридом приводила к восстановлению чувствитель-
ности клеток к  ДОКС и  двукратному возрастанию 
отношения ТАр73 / ∆Np73 в ДОКС-обработанных ин-
фицированных и не инфицированных клетках.

Таким образом, устойчивость опухолевых клеток 
к ХТ, вызываемая ЦМВ, может быть связана со спо-
собностью вируса ингибировать деградацию уко-
роченной изоформы ∆Np73, что, в  свою очередь, 
ведет к  изменению баланса ТАр73 /  ΔNp73. Этот 
эффект отменяется при  использовании N,N’-
бис(2,3‑бутадиенил)-1,4‑бутандиамина гидрохлорида, 
за счет чего запускается апоптозная программа, при-
водящая к повышению эффективности ХТ.
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Изучение экспрессии эндогенных 
ретровирусов человека 

в зависимости от их эволюционной 
новизны

А. А. Макашов, А. П. Козлов

ЧНИУ «Биомедицинский центр», Санкт-Петербург; 
ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический универ-

ситет Петра Великого», Санкт-Петербург; 
ФГУП «Государственный научно-исследовательский инсти-

тут особо чистых биопрепаратов» ФМБА России,  
Санкт-Петербург

Введение. Ранее мы показали, что  человеческий 
геном содержит многие эволюционно новые гены 
и / или  нуклеотидные последовательности, которые 
экспрессируются опухолеспецифически либо преиму-
щественно в опухолях. Для подобных генов был пред-
ложен термин TSEEN (tumor specifically expressed, 
evolutionarily new) – эволюционно новые гены с опухо-
леспецифичекой экспрессией (Kozlov, 2014, 2016). В на-
шей недавней работе (Makashov et al. Unpublished) мы 
показали, что разные классы опухолеассоциированных 
генов обладают различной эволюционной новизной, 
подтвердили существование генов TSEEN. Также мы 
продемонстрировали коэволюцию онкогенов, генов – 
опухолевых супрессоров и дифференцировочных генов, 
что свидетельствует о возможной роли опухолей в про-
исхождении новых клеточных типов.

Задачи исследования. Анализ опухолеспецифично-
сти экспрессии эндогенных ретровирусов семейств 
HERV-K для молочной железы, предстательной желе-
зы и тканей легкого.

Материалы и методы. Последовательности эндо-
генных ретровирусов человека были получены из от-
крытой базы данных HERVd (https://herv.img.cas.cz / ). 
Данные РНК-секвенирования нормальных и опухоле-
вых тканей были получены из  баз GTEx (https://
gtexportal.org / home / ) и  TCGA (The Cancer Genome 
Atlas) (https://tcga-data.nci.nih.gov / tcga / ) соответст-
венно. Анализ специфичности экспрессии выполнен 
с помощью программ MOSAIK, использованной для 
выравнивания ридов на нуклеотидные последователь-
ности эндогенных ретровирусов, и HTSeq-count, при-
мененную для подсчета количества ридов и установ-
ления относительной величины экспрессии (FPKM). 
Проверялась экспрессия гена env каждого представи-
теля семейства.

Перспективные пути повышения 
эффективности иммунотерапии 

рака с использованием блокаторов 
иммунных контрольных точек

С. Б. Оникиенко1, В. А. Черешнев2, В. Ю. Кравцов1, 3, 
И. Б. Максимов4, А. В. Земляной1, Н. В. Бычкова3, 

В. В. Лишенко3, А. Л. Ниворожкин5

1ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия  
им. С. М. Кирова» Минобороны России, Санкт-Петербург; 
2ФБУН «Институт иммунологии и физиологии УО РАН», 

Екатеринбург; 
3ФГБУ «Всероссийский центр экстренной и радиационной 

медицины им. А. М. Никифорова» МЧС России,  
Санкт-Петербург; 

4АО «РТ-Медицина» ГК «Ростех», Москва; 
5Alternative Innovative Technologies, LLC, Бостон, США

Введение. За создание новых препаратов, совер-
шивших революцию в иммунотерапии рака, которые 
блокируют тормозные рецепторы Т-лимфоцитов, 
в 2018 г. присуждена Нобелевская премия по медици-
не. Эта терапия помогает при лечении метастатичес-
кого рака в 10–30 % случаев. Однако она может вы-
зывать опасные для жизни аутоиммунные побочные 
реакции. Это диктует необходимость проведения ис-
следований, направленных на уменьшение выражен-
ности побочных реакций и повышение эффективно-
сти применения блокаторов иммунных контрольных 
точек.

Задачи исследования. Изучить эффективность ле-
чения и выраженность побочных реакций при комби-
нированном применении пониженных доз блокатора 
PD-1 ниволумаба с двойным блокатором PD-1 и Tim-
3 рецепторов БТШ70, онколитическим вирусом Сен-
дай, низкомолекулярными производными продигио-
зана и пробиотиком Streptococcus salivarius. Разработать 
технологии персонализированной иммунотерапии 
с учетом результатов иммунологического обследования 
пациента.

Материалы и методы. При гиперэкспрессии PD-1 
рецепторов Т-лимфоцитов вводили ниволумаб (1,5–
2,0 мг / кг) в комбинации с БТШ70 (0,05–0,1 мг / кг) 1 
раз в  2 нед (N = 6–12). При  снижении экспрессии  
PD-1 дополнительно вводили онколитический вирус 
Сендай 1–2 раза в неделю (N = 12). При сохранении 
гиперэкспрессии PD-1 применяли Streptococcus salivarius, 
а при повышении экспрессии Tim-3 вводили нетоксич-
ные производные продигиозана (0,01 мг / л), полученные 
путем его обработки пучком электронов (патент РФ 
№ 2 662 916). Выявляли перспективность применения 
ниволумаба, БТШ70 и их комбинации путем цитоме-
трического определения PD-1+ лимфоцитов до инку-
бации биопроб с этими препаратами и после нее.

Результаты. При  применении ниволумаба (1,5–
2,0  мг / кг) в  сочетании с  БТШ70 побочных реакций 
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не наблюдалось. У 4 из 7 пациентов выявлен частичный 
регресс опухоли. При изолированном приеме ниволу-
маба в дозе 3 мг / кг этот эффект обнаружен у 2 из 6 
пациентов, аутоиммунные реакции – у 3 из 6. При пер-
сонализированной иммунотерапии частичный регресс 
опухоли выявлен в  34 из  65 случаев, в  контрольной 
группе – в 16 % случаев. После циторедуктивного хи-
рургического лечения рака полный ответ на персона-
лизированную терапию получен у 7 пациентов.

Выводы. Персонализированная терапия рака на ос-
нове комбинации ниволумаба с БТШ70, онколитиче-
ским вирусом Сендай, низкомолекулярными произ-
водными продигиозана и  пробиотиком Streptococcus 
salivarius позволяет значительно повысить эффектив-
ность иммунотерапии.

Фенотипические особенности 
моноцитов классической 

и неклассической субпопуляций 
при раке молочной железы

М. Р. Патышева1, М. Н. Стахеева1–3, О. Е. Савельева1, 
Н. А. Тарабановская1, Е. М. Слонимская1, 
Ю. Г. Кжышковска2, 4, Н. В. Чердынцева1, 2

1НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск; 
2ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский  

государственный университет», Томск; 
3ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский  

политехнический университет», Томск; 
4Отдел врожденного иммунитета и толерантности, Инсти-
тут трансфузионной медицины и иммунологии, Медицинский 

факультет, Маннхайм, Университет Гейдельберга,  
Маннхайм, Германия

Введение. В настоящее время известно, что моно-
циты, являясь пластическим ресурсом для пополнения 
пула опухолеассоциированных макрофагов, вовлечены 
в  патогенез злокачественного роста (Mantovani  A. et 
al., 2012). Актуальным считается определение основных 
субпопуляций моноцитов, различающихся по своему 
эффекторно-регуляторному потенциалу, а также зако-
номерности их поляризации в крови, определяющей 
их дальнейший про- либо противоопухолевый статус 
в ткани.

Задачи исследования. Исследовать популяционную 
структуру моноцитов крови в ассоциации с маркерами 
М1 / М2‑поляризации при РМЖ.

Материалы и методы. В исследование были вклю-
чены 8 здоровых женщин и 7 пациенток с верифици-
рованным диагнозом РМЖ, у которых также методом 
ИГХ идентифицировали молекулярный подтип. По-
пуляционную принадлежность и признаки М1 / М2‑по-
ляризации моноцитов определяли по экспрессии суб-
популяционных маркеров (CD14 и CD16) и маркеров 
М1 / М2‑поляризации (HLA-DR и  CD163 соответст-
венно) методом проточной цитофлуорометрии.

Результаты. Полученные результаты показали, 
что моноциты вовлекаются в процесс опухолевой про-
грессии дифференцированно. Обнаружено, что при 
РМЖ классическая субпопуляция CD14+CD16– состав-
ляла 63,66 % и  была ниже аналогичного показателя 
у здоровых женщин (91,02 %; р <0,1). При этом у боль-
ных РМЖ доля моноцитов с фенотипом неклассиче-
ской субпопуляции CD14 – CD16+, наоборот, превы-
шала соответствующий показатель у здоровых лиц (4,04 
и 0,17 %; р <0,05). В отношении маркеров поляризации 
продемонстрировано, что если в группе доноров экс-
прессия CD163 наблюдалась практически на всех клет-
ках классической популяции (CD14+CD16 – CD163+ – 
99,97 %), то  у  пациенток с  РМЖ количество 
моноцитов CD14+CD16 – CD163+ было ниже и соста-
вило только 39,41 % (р <0,1). Поляризованные 
по М1‑типу CD14 – CD16+HLA-DR+ были обнаружены 
только при трижды негативном подтипе опухоли, ко-
торый считается наиболее иммуногенным, в отличие 
от люминального В и Her2+ подтипов (13,12; 0 и 0 % 
соответственно; р <0,1).

Выводы. У  пациенток с  РМЖ характерны выра-
женные различия в субпопуляционной структуре мо-
ноцитов периферической крови. Трижды негативный 
подтип РМЖ отличается присутствием моноцитов, 
поляризованных по противоопухолевому типу.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 17‑29‑06 037).

Разнообразие штаммов вируса 
Эпштейна–Барр у этнических  

татар

К. В. Смирнова1, 2, Н. Б. Сенюта1, И. В. Ботезату1, 
Т. Е. Душенькина1, А. К. Лубенская1, А. А. Фроловская1, 

С. В. Петров3, А. В. Лихтенштейн1, В. Э. Гурцевич1

1НИИ канцерогенеза, ФГБУ «НМИЦ онкологии  
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, Москва; 

2ФГБОУ ВО «РНИМУ им. Н. И. Пирогова» Минздрава России, 
Москва; 

3ГАУЗ «Республиканский клинический онкологический диспан-
сер Минздрава Республики Татарстан», Казань, Республика 

Татарстан

Введение. Известно, что население России состо-
ит из многочисленных древних этносов, сохранивших 
собственную культуру, обычаи и населяющих, как пра-
вило, исторически закрепленные за ними территории. 
Поэтому представляется важным провести сравни-
тельную характеристику персистирующих у этих на-
родов штаммов вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ), пере-
даваемых из поколения в поколение на протяжении 
веков.

Задачи исследования. Выяснить, отличаются  ли 
штаммы ВЭБ, персистирующие среди этнических 
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татар г. Казани, от штаммов, циркулирующих у пред-
ставителей славянских народов г. Москвы, и различа-
ются ли уровни заболеваемости ВЭБ-ассоциирован-
ными патологиями в сравниваемых регионах.

Результаты. Анализ нуклеотидных аминокислотных 
последовательностей 41‑го ампликона основного ви-
русного онкогена LMP1, полученных из 60 буккальных 
смывов (из  остальных образцов амплифицировать 
LMP1 не удалось), выявил их существенную вариабель-
ность, но  гомологию только с  3 вариантами гена 
из  классификации Edwards et al. (1999)  – 
B95.8 / А (31,7 %; 13 / 41), Med– (17,1 %; 7 / 41) и China1 
(7,3 %; 3 / 41). В отличие от образцов LMP1 татарского 
происхождения, подавляющее число образцов LMP1, 
полученных от славян г. Москвы, относилось к вари-
анту B95.8 / А (82,5 %; 33 / 40), остальные соответство-
вали другим вариантам белка изучаемого вирусного 
онкогена  – NC (7,5 %; 3 / 40), China1 (7,5 %; 3 / 40) 
и Med– (2,5 %; 1 / 40).

Среди образцов LMP1 татарского происхождения 
в 18 (43,9 %) случаях состав обнаруженных мутаций 
не позволил их отнести ни к одному из перечисленных 
выше вариантов. Из их числа в 7 (17,1 %) случаях об-
наружена моногруппа образцов LMP1, отличающаяся 
не  только от  московских, но  и  от  других казанских 
образцов, и обозначенная нами, как LMP1‑TatK. Эта 
группа образцов характеризовалась сочетанным содер-
жанием делеций 5 аминокислот в  кодонах 312–316 
и 382–386.

Выводы. С учетом генеалогии изучаемых лиц, воз-
можно, вариант LMP1‑TatK относится к эволюционно 
древнему штамму вируса. Дальнейшие исследования 
ВЭБ, а также особенностей генотипа этнических татар, 
вероятно, позволят выяснить, оказывают ли влияние 
определенные штаммы ВЭБ на показатели заболева-
емости и смертности у татарского населения.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 18‑015‑00 505А).

Иммунизация рекомбинантным 
антигеном PRAME усиливает 
клеточный иммунный ответ 

у животных с PRAME-
экспрессирующей опухолью

Ю. П. Финашутина, Н. А. Лыжко, В. А. Мисюрин, 
Л. А. Кесаева, О. Н. Солопова, Н. Н. Касаткина, 

А. В. Мисюрин

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Раково-тестикулярный антиген PRAME 
не экспрессируется в нормальных тканях, но избыточ-
но экспрессируется в различных опухолях. Этот белок 

способен вызывать специфический иммунный ответ 
у пациентов с меланомой и другими опухолями. Т-кле-
точный ответ играет основную роль в противоопухо-
левом иммунитете. Таким образом, разработка новых 
подходов для оценки иммунотерапевтического потен-
циала белка PRAME является перспективным иссле-
дованием.

Задачи исследования. Оценить изменение клеточ-
ного иммунного ответа при профилактической вакци-
нации рекомбинантным человеческим белком PRAME 
на животной модели развития опухоли.

Материалы и методы. Мыши породы С57Bl / 6 были 
иммунизированы 4 раза с интервалами в 14 дней вну-
трибрюшинно рекомбинантным белком PRAME. 
Клетки мышиной меланомы B16‑F10 были трансфи-
цированы плазмидой для  экспрессии человеческого 
гена PRAME и  подкожно трансплантированы после 
последней иммунизации. На 21‑й день после введения 
клеток определяли иммунный статус методом проточ-
ной цитометрии. Также измеряли уровень интерферо-
на γ (ИФН-γ), секретируемого спленоцитами in vitro 
при стимуляции рекомбинантным белком, методом 
ИФА. Для статистического анализа использовали кри-
терий Манна–Уитни.

Результаты. Предварительная иммунизация мышей 
рекомбинантным белком PRAME на порядок замед-
ляет развитие меланомы, экспрессирующей человече-
ский антиген PRAME (р = 0,0003). Также в спленоци-
тах в группе иммунизированных животных отмечалось 
больше клеток, экспрессирующих ИФН-γ (р = 0,09) 
и ФНО (р = 0,03), и меньшее количество CD25+-регу-
ляторных клеток (р = 0,03). Иммунорегуляторный ин-
декс CD4 / CD8 в  этой группе более соответствовал 
реактивному процессу (р = 0,03).

Выводы. Предварительная вакцинация рекомби-
нантным белком PRAME замедляет рост меланомы 
на животной модели и стимулирует клеточный иммун-
ный ответ.

Раковые клетки используют PD-1+-
лимфоциты для собственного 

питания

Е. О. Чучалин1, С. Б. Оникиенко1, А. Л. Ниворожкин2, 
В. И. Лишенко1, И. Б. Максимов3, В. Ю. Кравцов1

1ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия им. С. М. Киро-
ва» Минобороны России, Санкт-Петербург; 

2Alternative Innovative Technologies, LLC, Бостон, США; 
3АО «РТ-Медицина» ГК «Ростех», Москва

Введение. Феномен «клеточного каннибализма» 
является одним из механизмов жизнеобеспечения опу-
холевых клеток. Поглощение лимфоцитов с призна-
ками апоптоза раковыми клетками обеспечивает их пи-
танием и  способствует пролиферации. Рецепторы 
PD-1 активируют механизмы клеточной гибели 
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лимфоцитов. Изучение PD-1‑зависимых реакций 
во взаимодействиях лимфоцитов и опухолевых клеток 
in vivo необходимо для понимания механизмов лечеб-
ного действия ингибиторов рецепторов PD-1.

Задачи исследования. Иммуноцитохимическое ис-
следование взаимодействий «плавающих» раковых 
клеток с циркулирующими в плевральной жидкости 
PD-1+-лимфоцитами у пациентов с метастатической 
аденокарциномой яичника.

Материалы и  методы. Аспирационные биоптаты 
получены у 6 пациентов с метастазированием опухоли 
в плевральную полость. Аспираты отстаивали в течение 
часа, осадок переносили на предметные стекла. Имму-
ноцитохимические исследования проводили с исполь-
зованием антител к  PD-1‑рецепторам, лимфоцитам 
CD-3+, CD-4+, CD-8+. Цитологические исследования 
выполняли под иммерсией (×1000)

Результаты. Выявлены PD-1‑положительные Т-
лимфоциты, ассоциированные с клетками аденокар-
циномы яичника. Эти клетки, в отличие от неассоци-
ированных с раковыми клетками PD-1+-лимфоцитами, 
имеют признаки повреждения  – гранулированный 
хроматин, неравномерное окрашивание, изменения 
формы клетки. Установлено, что  апоптотические 
PD-1+-тельца фагоцитируются раковыми клетками. 
Формирование данных комплексов с  разрушением 

лимфоцитов может быть способом обеспечения пита-
тельными веществами злокачественных клеток в план-
ктонном состоянии при отсутствии кровеносных со-
судов, которое соответствует прогрессии метастазов 
из  первичных опухолей. Признаки цитонекроза 
и апоптоза в злокачественных клетках обнаруживают-
ся только в тех случаях, когда они ассоциированы од-
новременно с лимфоцитами PD-1– и PD-1+. При таком 
варианте онколизиса наблюдаются картины коллек-
тивного апоптоза опухолевых и иммунокомпетентных 
клеток. Иммуноцитохимические исследования свиде-
тельствуют о том, что активация противооопухолево-
го иммунного ответа ингибиторами PD-1‑рецепторов 
происходит только при их исходной гиперэкспрессии 
в цитотоксических Т-лимфоцитах.

Выводы. При метастатичекой аденокарциноме яич-
ника с развитием канцероматоза плевры PD-1+-лим-
фоциты образуют комплексы с «плавающими» раковы-
ми клетками в плевральной жидкости и подвергаются 
фагоцитозу, а  раковые клетки остаются целыми. Эти 
взаимодействия могут обеспечивать рост и пролифера-
цию злокачественных клеток. Иммуноцитохимические 
исследования PD-1‑зависимых реакций в ассоциациях 
Т-лимфоцитов с комплексами злокачественных клеток 
позволяют изучать механизмы целевого иммунного от-
вета и мониторировать иммунотерапию рака.
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Стресс-индуцированные молекулы 
ULBP-1, -2 в сыворотке крови 

больных раком желудочно-кишечного 
тракта

Е. В. Абакушина1, Д. Н. Абакушин2, Ю. В. Гельм1, 
И. А. Пасова1

1МРНЦ им. А. Ф. Цыба – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России, Обнинск; 

2ООО «Клиника № 1», Обнинск

Введение. На поверхности NK-клеток экспресcи-
руется ряд активирующих и ингибирующих рецепторов. 
Один из  значимых активирующих рецепторов  – 
NKG2D, лигандами которого являются стресс-инду-
цированные молекулы MICA / B, ULBP-1–6. Трансфор-
мированные клетки способны сбрасывать лиганды 
рецептора NKG2D со своей поверхности и ускользать 
от распознавания эффекторными лимфоцитами. Рас-
творимые сывороточные формы молекул ULBP могут 
взаимодействовать со своим рецептором NKG2D на по-
верхности лимфоцитов и ингибировать их функцио-
нальную активность. Обнаружение данных молекул 
в сыворотке крови больных раком желудочно-кишеч-
ного тракта (ЖКТ) может служить одним из супрес-
сивных факторов для противоопухолевого иммунного 
ответа.

Задачи исследования. Определение уровня стресс-
индуцированных молекул ULBP-1 и -2 в  сыворотке 
крови больных раком ЖКТ и доноров.

Материалы и методы. Уровень молекул ULBP-1 и -2 
определяли в сыворотке крови 20 больных раком ЖКТ 
с помощью ИФА с использованием набора реагентов 
DuoSet ELISA human ULBP-1 и -2 (R&D Systems, США) 
согласно инструкции производителя. Контрольную 
группу составили 30 доноров. Оптическую плотность 
образцов измеряли при длине волны 450 нм на фото-
метре ChroMate 4300 (AwarenessTechnology, США). 
Данные представляли как среднее по группе. Исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Различия считали зна-
чимыми при р <0,05.

Результаты. У больных раком ЖКТ сывороточный 
уровень ULBP-1 оказался выше в 2,5 раза по сравне-
нию с контрольной группой в 2434 пг / мл (p <0,001). 
Также у онкологических больных не выявлено случаев 
отсутствия в циркуляции данных стресс-индуцирован-
ных молекул. Большинство пациентов (78 %) имели 
концентрацию ULBP-1, превышающую максимальные 
значения. Замечено, что концентрация ULBP-1 выше 
у пациентов с наличием большой опухолевой массы. 
Это утверждение нельзя применить к другому лиганду 

NKG2D – белку ULBP-2. В сыворотке крови как до-
норов, так и онкологических больных не обнаружены 
молекулы ULBP-2 данной аллельной формы. Концен-
трация молекул ULBP-2 в сыворотке крови всех паци-
ентов была равна фоновым значениям.

Выводы. Обнаружение в сыворотке крови лигандов 
NKG2D – молекул ULBP-1 – в больших концентра-
циях с большой вероятностью может свидетельствовать 
о наличии опухолевых клеток и развитии злокачест-
венного новообразования, а также служить маркером 
злокачественного роста. Данный лиганд может являть-
ся не только маркером наличия злокачественного но-
вообразования у пациента, но и фактором, который 
появляется в сыворотке крови раньше, чем объектив-
но можно оценить развитие заболевания инструмен-
тальными методами исследований. Молекулы ULBP-1 
могут дополнить спектр имеющихся опухолеассоци
ированных маркеров в диагностике онкологического 
заболевания у больных раком ЖКТ.

Иммунологические маркеры 
цервикальных неоплазий, 

ассоциированных 
с папилломавирусной инфекцией

О. С. Абрамовских, Л. Ф. Телешева, В. Ф. Долгушина

ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, Челябинск

Важную роль в генезе малигнизации играет иммун-
ная система. Проведено комплексное иммунологиче-
ское исследование показателей системного и местно-
го иммунитета у  пациенток с  цервикальными 
интраэпителиальными неоплазиями (ЦИН) I, II, III 
(n = 116), ассоциированными с наличием ВПЧ высо-
кого риска. Наличие в цервикальном канале ВПЧ вы-
сокого риска подтверждалось методом ПЦР в реальном 
времени c определением вирусной нагрузки.

Результаты. Частота выявления ВПЧ 16‑го и 33‑го 
типов возрастала по мере увеличения степени тяжести 
ЦИН. Показатель вирусной нагрузки у  пациенток 
с  ЦИН I составил 5,79 ± 0,25 lg ВПЧ на  105 клеток 
человека, с ЦИН II и III – 4,8 ± 0,33 и 4,9 ± 0,2 lg ВПЧ 
на 105 клеток человека соответственно. Продемонстри-
ровано, что характер изменений показателей иммуни-
тета имел как однонаправленные тенденции, которые 
выражались в повышении уровня ИФН-γ (пг / мл) цер-
викальной слизи, так и отличительные особенности, 
характеризующиеся дисбалансом всех звеньев иммун-
ной системы: от  легкого к  тяжелому, осложненному 

Тезисы
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течению заболевания. С помощью бинарной логисти-
ческой регрессии были исследованы иммунологиче-
ские маркеры, позволяющие с  высокой точностью 
определить риск прогрессии ЦИН II, III, ассоцииро-
ванных с ВПЧ высокого риска: в цервикальной слизи – 
уровень ИФН-α (пг / мл); в периферической крови – 
количество СD3+8+ (%) и  уровень ФНО-α (пг / мл). 
С учетом полученных результатов иммунологического 
обследования по разработанным математическим мо-
делям возможно формирование группы пациенток 
высокого риска развития ЦИН II, III.

Установленные в результате проведенных иссле-
дований иммунологические маркеры позволяют диф-
ференцированно подходить к тактике ведения женщин 
с  ВПЧ-ассоциированной патологией шейки матки, 
индивидуально прогнозировать развитие цервикаль-
ных неоплазий и повысить эффективность лечебных 
мероприятий, что своевременно будет способствовать 
ранней профилактике РШМ.

На  разработанный метод прогноза прогрессии 
ЦИН, ассоциированных с папилломавирусной инфек-
цией, получен патент РФ 2 520 746 «Способ использо-
вания иммунологических маркеров для прогноза про-
грессии ЦИН, ассоциированных с папилломавирусной 
инфекцией».

Получение и анализ активности  
NK-клеточных линий, 

секретирующих противоопухолевый 
белок лактаптин

Т. Н. Беловежец1, 2, А. Н. Чикаев1, Д. С. Матвиенко1, 2, 
А. А. Горчаков1, 2, С. В. Кулемзин1, О. А. Коваль1, 3, 

Е. В. Кулигина3, А. В. Таранин1, 2

1ФГБУН «Институт молекулярной и клеточной биологии 
СО РАН», Новосибирск; 

2ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследователь-
ский государственный университет», Новосибирск; 

3ФГБУН «Институт химической биологии и фундаменталь-
ной медицины СО РАН», Новосибирск

Введение. Терапия злокачественных заболеваний 
с помощью Т- и NK-лимфоцитов с химерными анти-
генными рецепторами (CAR) становится все более 
эффективной и применяется все чаще. Тем не менее, 
несмотря на значительный успех в борьбе с онкогема-
тологическими заболеваниями, результаты, получен-
ные для солидных опухолей, значительно скромнее. 
Ограниченная эффективность CAR T-терапии для со-
лидных опухолей связана со следующими основными 
причинами: 1) иммуносупрессивное окружение 

опухоли, угнетающее активность эффекторных клеток; 
2) гипоксия, которая характерна для подлежащих сло-
ев опухоли; 3) высокая гетерогенность солидных опу-
холей, являющаяся наиболее серьезной проблемой. 
Последняя особенность солидных опухолей приводит 
к  тому, что  использование CAR к  одному антигену 
быстро вызывает появление популяции клеток-эскей-
перов, не несущих целевого антигена на своей поверх-
ности. Эти клетки становятся неуязвимыми для CAR 
Т-терапии, приводя к  быстрому развитию рецидива 
и дальнейшему росту опухоли. Возможным подходом 
для решения данной проблемы может быть использо-
вание CAR-лимфоцитов, секретирующих противо
опухолевые агенты широкой специфичности. В нашей 
работе в качестве такого агента был выбран лактап-
тин – небольшой белок, обладающий противоопухо-
левой активностью в  отношении широкого спектра 
раковых клеток.

Материалы и методы. Нами была сконструирована 
лентивирусная конструкция, кодирующая короткую 
форму лактаптина, RL2, слитую с лидерным пептидом 
люциферазы Gaussia, для обеспечения эффективной 
секреции лактаптина. С использованием данной кон-
струкции получены лентивирусные частицы и прове-
дена трансдукция NK-клеток линии YT дикого типа, 
а также CAR-модицифированных клеток YT. Для ана-
лиза противоопухолевой активности полученных кле-
ток применяли метод RTCA, в качестве мишеней ис-
пользовали клетки аденокарциномы предстательной 
железы.

Результаты. Полученные клетки YT-lact и CAR-YT-
lact обеспечивают эффективную секрецию лактаптина 
in vitro, позволяя достигать его концентраций в супер-
натанте в диапазоне 1–3 нг / мл. При инкубации с ра-
ковыми клетками-мишенями клетки CAR-YT осу-
ществляют лизис мишеней с помощью CAR-зависимых 
и независимых механизмов. Наблюдается тенденция 
к повышению цитотоксичности клеток CAR-YT, се-
кретирующих лактаптин.

Выводы. Создание CAR NK-клеток и клеточных 
линий, секретирующих противоопухолевые агенты 
широкого спектра действия, является перспективным 
направлением совершенствования иммунотерапевти-
ческих инструментов. Секреция лактаптина NK-кле-
точными линиями возможна, при  этом лактаптин 
не оказывает токсического действия на клетки-носи-
тели. Необходимы дальнейшие исследования получен-
ных линий, в том числе на моделях in vivo.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Минобрнауки России, соглашение № 14.604.21.0169 

(уникальный идентификатор проекта 
RFMEFI60 417X0169).
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Вирус папилломы человека 
при плоскоклеточных карциномах 
редких локализаций (клиническое 

наблюдение первично-
множественных опухолей яичника 

и сигмовидной кишки)

А. Б. Виллерт, А. А. Завьялов, Л. А. Коломиец, Е. А. Фесик, 
М. Б. Каракешишева, Е. Г. Григорьев

НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск

Введение. ВПЧ является главной причиной разви-
тия плоскоклеточного РШМ (Herald zur Hauzen, 1974). 
Установлено, что ВПЧ лежит в основе развития пло-
скоклеточных карцином других локализаций. В России 
в  структуре общей онкологической заболеваемости 
на долю ВПЧ-ассоциированных злокачественных но-
вообразований приходится 5 %, из них 25 % локали-
зованы вне половой сферы.

Задачи исследования. Показать наличие ДНК ВПЧ 
высокого онкогенного риска в опухолевой ткани яич-
ника и сигмовидной кишки на примере клинического 
наблюдения.

Материалы и методы. В нашем наблюдении паци-
ентке Т. 53 лет с разницей 9 мес диагностировано по-
ражение плоскоклеточной карциномой яичников 
и сигмовидной кишки, что стало предметом дискус-
сий для дифференциальной диагностики между пер-
вично-множественным характером процесса и раком 
сигмовидной кишки с вторичным поражением яич-
ников.

Результаты. Клинико-морфологические характе-
ристики опухолей в данном наблюдении свидетельст-
вовали в большей степени в пользу первично-множе-
ственного характера процесса. ВПЧ-типирование 
опухолевой ткани проводили методом ПЦР в режиме 
реального времени, который показал присутствие ВПЧ 
высокого онкогенного риска (16‑й тип) в  опухоли 
как яичника, так и сигмовидной кишки.

Плоскоклеточная карцинома яичника является 
редкой патологией, как и плоскоклеточная карцинома 
сигмовидной кишки. Гистогенез плоскоклеточного 
рака любой из этих локализаций остается окончатель-
но не установленным и обсуждается в рамках несколь-
ких конкурирующих гипотез. Роль ВПЧ в  развитии 
плоскоклеточных карцином яичника данными моле-
кулярного анализа пока не подтверждена. Среди заре-
гистрированных случаев выявлены ассоциации с ди-
сплазией шейки матки, а также с наличием белка Е6 
ВПЧ 16‑го типа в ткани опухоли. Наблюдения плоско-
клеточных карцином толстой кишки единичны.

Выводы. Молекулярно-генетические особенности 
данного наблюдения гипотетически предполагают ви-
русную природу плоскоклеточных карцином яичника 

и кишечника, выделяя данную подгруппу редких опу-
холей в качестве обособленной среди злокачественных 
опухолей этих локализаций.

Рак предстательной железы 
и онкогенные вирусы папилломы 

человека: имеется ли ассоциация?

Г. М. Волгарева, В. Д. Ермилова, А. В. Хачатурян

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва

Введение. Высокие показатели заболеваемости 
РПЖ и смертности от этой патологии, а также высокие 
темпы роста данных показателей свидетельствуют 
о важности изучения природы РПЖ и поиска способов 
его профилактики. Вопрос о возможной ассоциации 
РПЖ с онкогенными ВПЧ остается предметом дис-
куссий. В  случае подтверждения факта ассоциации 
РПЖ с ВПЧ откроется перспектива предупреждения 
этого заболевания путем прививания мальчиков вак-
цинами, разработанными для профилактики РШМ.

Задачи исследования. Протестировать методом 
ПЦР хирургически удаленные при радикальной про-
статэктомии ткани предстательной железы больных 
РПЖ на предмет присутствия в этих тканях онкогена 
Е7 ВПЧ 16‑го и 18‑го типов (ВПЧ16 и ВПЧ18), – ос-
новных типов ВПЧ, ответственных за возникновение 
РШМ.

Материалы и методы. Впервые в подобном иссле-
довании для лучшей сохранности ДНК были исполь-
зованы криоконсервированные (не  подвергавшиеся 
обработке формалином и парафином) образцы опухо-
лей. Также впервые был применен метод микродис-
секций для  накопления однородных клеток (рака, 
дисплазии, нормального эпителия железы). В качест-
ве положительных контролей использовали образец 
ВПЧ16‑положительного РШМ, а  также клетки 
ВПЧ18‑положительной линии HeLa.

Результаты. ДНК онкогена Е7 ВПЧ16 обнаруже-
на в материалах от 7 больных РПЖ из 17 обследован-
ных, в том числе во всех гомогенных областях РПЖ 
от 5 больных. Продукты амплификации, соответст-
вующие онкогену Е7 ВПЧ18, обнаружены в клетках 
тяжелых дисплазий предстательной железы от 2 дру-
гих больных РПЖ. В  5 случаях площадь препарата 
была достаточной для  того, чтобы выделить ДНК 
не только из патологически измененных клеток, ока-
завшихся Е7 ВПЧ-положительными, но  также 
и из соседних с ними микроскопически условно нор-
мальных клеток. Попытки обнаружения окогенов Е7 
ВПЧ в условно нормальных клетках дали отрицатель-
ные результаты.

Выводы. Полученные данные позволяют предпо-
лагать участие онкогенных ВПЧ в генезе РПЖ. Про-
блема заслуживает дальнейшего изучения.
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Регуляция экспрессии гена IL33, 
кодирующего цитокин семейства 
IL-1, в клетках мелкоклеточной 

карциномы легкого и рака молочной 
железы человека

А. М. Горбачева

ФГБУН «Институт молекулярной биологии  
им. В. А. Энгельгардта РАН», Москва; 
биологический факультет ФГБОУ ВО  
«МГУ им. М. В. Ломоносова», Москва

Введение. Многие опухоли отличаются понижен-
ной экспрессией генов молекул аларминов (эндоген-
ных сигналов опасности), которые при распознавании 
иммунными клетками стимулируют развитие реакций 
врожденного и адаптивного иммунитета. Подавление 
раковыми клетками таких сигналов считается одним 
из возможных способов избежать иммунного надзора. 
Клетки стромы опухоли также могут активировать 
канцерогенез, привлекая MDSC (myeloid-derived 
suppressor cells) и Т-регуляторные клетки, что приводит 
к формированию иммуносупрессивного микроокру-
жения. Результаты недавних исследований показали, 
что цитокин IL-33, первоначально охарактеризован-
ный как индуктор дифференцировки Т-хелперов 2‑го 
типа, также является алармином. Он экспрессируется 
как клетками различных опухолей, так и их стромой, 
участвуя в поддержании баланса между прогрессиро-
ванием злокачественных заболеваний и противоопу-
холевым иммунитетом. В  частности, пониженный 
уровень экспрессии IL33 в  клетках РМЖ человека 
ассоциирован с  прогрессией опухоли, в  то  время 
как повышенная его экспрессия ингибирует пролифе-
рацию и метастазирование раковых клеток в мышиной 
модели легочной карциномы Льюиса и опухоли мо-
лочной железы 4Т1.

Задачи исследования. Вследствие значимой роли 
IL-33 и уровня его экспрессии для выживания и миг-
рации раковых клеток представляется интересным 
определить механизмы, регулирующие транскрипцию 
данного гена и выявить возможные способы ее моду-
ляции.

Результаты. В данной работе в качестве модельной 
системы были использованы клетки РМЖ человека 
MCF-7 и клетки опухоли легкого NCIH-196. В ходе 
исследования идентифицированы предположительные 
регуляторные элементы гена IL33, в составе которых 
определены области, играющие ключевую роль 
в транскрипции данного гена. В зонах, важных для ре-
гуляции экспрессии IL33, выявлены сайты связывания 
транскрипционных факторов, потенциально значимых 
для  модуляции активности регуляторных элементов 
в данных клеточных линиях. С применением siRNA-
опосредованной системы подавления экспрессии 

проведена предварительная оценка зависимости уров-
ня активности регуляторных элементов от присутствия 
в системе предсказанных факторов транскрипции.

Выводы. Ожидаемые результаты могут стать от-
правной точкой для поиска новых мишеней противо-
опухолевой терапии, основанной на модуляции экс-
прессии IL33.

Адаптивный иммунный ответ 
при раке носоглотки в детском 

возрасте

Н. М. Каримова, Д. Ш. Полатова, А. А. Исмаилова, 
Б. Ю. Юсупов, К. Р. Нуриддинов, М. М. Бобоев, 

И. М. Искандарова, М. И. Абдухакимова, А. Т. Хайитова

Республиканский специализированный научно-практический 
медицинский центр онкологии и радиологии Минздрава  

Республики Узбекистан, Ташкент, Республика Узбекистан

Задачи исследования. Изучение состояния клеточ-
ных и гуморальных факторов адаптивного иммунного 
ответа при раке носоглотки в детском возрасте.

Материалы и методы. В обследование были вклю-
чены данные 36 детей и подростков с опухолями но-
соглотки (27 (75 %) мальчиков и  9 (25 %) девочек). 
Средний возраст пациентов составил 14,9 ± 2,4 года. 
Опухоль носоглотки чаще выявлялась в подростковом 
возрасте – в 43,9 % случаев, а в возрасте 11–15 лет она 
встречалась в 38,8 % случаев.

Результаты. Анализ иммунофенотипа Т-лимфоци-
тов у детей, больных раком носоглотки, показал нали-
чие достоверного подавления экспрессии CD3+ на Т-
лимфоцитах и абсолютное его значение по сравнению 
со значениями контрольной группы (р <0,05). Очевид-
но, снижение общего пула Т-лимфоцитов (CD3+) на-
блюдается в основном за счет подавления числа Т-лим-
фоцитов, экспрессирующих маркер CD4.

Анализ содержания CD8+Т-цитотоксических лим-
фоцитов у детей, больных раком носоглотки, показал, 
что наблюдалось достоверное повышение относитель-
ного содержания CD8+Т-цитотоксических лимфоцитов 
при сравнении с аналогичным показателем контроль-
ной группы (р <0,05). Выявлено достоверное повыше-
ние относительного числа CD16+ЕКК в группе детей, 
больных раком носоглотки, по отношению к данным 
контрольной группы. Изучение содержания CD20+В-
лимфоцитов позволило выявить наличие достоверно-
го повышения их у больных детей по сравнению с ана-
логичным показателем контрольной группы (р <0,05).

Анализ полученных результатов позволил выявить 
определенные изменения в клеточном звене адаптив-
ного иммунитета у  больных раком носоглотки. Эти 
изменения проявились подавлением CD3+Т-лимфо-
цитов, CD4+Т-хелперов / индукторов, иммунорегуля-
торного индекса, повышением числа CD8+Т-цитоток-
сических лимфоцитов, CD16+ЕКК-клеток.
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Выводы. Следовательно, изучение клинико-имму-
нологических особенностей течения рака носоглотки 
у детей и подростков, выявление этиологических фак-
торов заболевания и особенности клинического тече-
ния позволят разработать алгоритм лечения с имму-
нокорригирующей терапией.

Цитологический анализ 
воспалительных заболеваний шейки 
матки у разных возрастных групп 

на примере Республики Саха (Якутия)

М. П. Кириллина1, 2, А. К. Иванова2, Е. Л. Лушникова3, 
И. В. Кононова1

1ФГБНУ «Якутский научный центр комплексных  
медицинских проблем», Якутск; 

2Клиника медицинского института ФГАОУ ВО «Северо-Вос-
точный федеральный университет им. М. К. Аммосова», 

Якутск; 
3Институт молекулярной патологии и патоморфологии 

ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр фундамен-
тальной и трансляционной медицины», Новосибирск

Основным пусковым моментом развития острых 
воспалительных заболеваний является инвазия микро-
организмов. Шейка матки представляет собой важный 
защитный барьер на пути распространения бактерий 
во внутренние половые органы. Практически все ми-
кроорганизмы, присутствующие во  влагалище, 
за исключением лакто- и бифидобактерий, могут при-
нимать участие в развитии воспалительного процесса.

По  результатам цитологического исследования 
воспалительные заболевания шейки матки были ди-
агностированы в 4629 случаях, что составило 61,0 % 
от общего числа исследованных женщин. У большин-
ства женщин (1815 (39,2 %) случаев) преобладает 
дисбиоз флоры. Максимальная частота встречаемости 
отмечается в  возрастной категории 18–29  лет  – 740 
(40,7 %) случаев и  30–44  лет  – 693 (38,2 %) случая. 
Вторыми по  частоте встречаемости были выявлены 
воспалительные процессы – 1809 (39,0 %) случая. В на-
шем исследовании косвенные признаки вирусной ин-
фекции обнаружены в  689 случаях, что  составило 
14,9 % от общего числа воспалительных заболеваний. 
Максимальная частота встречаемости данной патоло-
гии в общей совокупности отмечается у женщин ак-
тивного репродуктивного периода в  возрасте 18–
44  лет  – 269 (39,0 %) случаев. Этим женщинам 
рекомендовано выполнить ВПЧ-тест. У  115 (2,5 %) 
женщин был зарегистрирован кандидозный кольпит. 
Значительно реже диагностировались фолликулярный 
цервицит (период постменопаузы) и хроническое вос-
паление (фертильный возраст), который был обнару-
жен в  2 % случаев от  общего числа воспалительных 
заболеваний. При этом максимальная частота встре-
чаемости отмечалась в возрасте 18–29 лет – 47 (49,5 %) 

случаев и 30–44 лет – 25 (26,3 %) случаев. Трихомонад
ный кольпит (в 1,3 % случаях от общего числа воспа-
лительных заболеваний органов малого таза) в боль-
шинстве случаев (49,1 %) был обнаружен у возрастной 
группы 18–29  лет. По  нашим данным, в  47 (1,0 %) 
случаях были диагностированы косвенные признаки 
хламидиоза. Наибольшая их частота (38,3 %) зареги-
стрирована в возрасте 30–44 лет. Данные цитологиче-
ского исследования при выявлении хламидийной ин-
фекции являются ориентировочными и должны быть 
дополнены другими методами исследования (имму-
нофлуоресцентный анализ, ПЦР и др.).

Таким образом, инфекционно-воспалительные 
заболевания женских половых органов, вызываемые 
различными возбудителями, передаваемыми половым 
путем, или неспецифической микрофлорой, представ-
ляют серьезную медицинскую и социальную проблему.

Изменение профиля показателей 
клеток иммунной системы 

при преинвазивном 
и микроинвазивном раке шейки 

матки

П. И. Ковчур, О. В. Курмышкина, Л. В. Щеголева, 
Т. О. Волкова

ФГБОУ ВО «Петрозаводский государственный 
университет», Петрозаводск

Введение. При  вирус-ассоциированном РШМ 
на этапе развития цервикальных интраэпителиальных 
неоплазий (ЦИН) возможно обнаружение системного 
отрицательного влияния на иммунную систему.

Задачи исследования. Охарактеризовать профиль 
изменений в  иммунной системе пациенток с  ЦИН 
и микроинвазивным РШМ на основе экспрессии мар-
керов апоптоза (CD95 / Fas, Annexin V) в основных по-
пуляциях лимфоцитов крови – CD4 и CD8 Т-клетках 
и естественных киллерах (natural killer, NK); числен-
ности клеток Tregs CD4 и CD8 по экспрессии маркеров 
CD25, CD127, FoxP3; численности субпопуляций NK-
клеток (NKreg), а также Т-лимфоцитов с NK-подоб-
ным фенотипом (по  относительному уровню CD3, 
CD16 и CD56).

Материалы и  методы. Иммунофенотипирование 
лимфоцитов периферической крови проведено мето-
дом проточной цитофлуориметрии. Образцы крови 
получены от 77 пациенток с диагнозом ЦИН III сте-
пени и  микроинвазивным РШМ непосредственно 
перед операцией. В группу контроля включены 30 здо-
ровых женщин.

Результаты. Увеличение доли Т-лимфоцитов, свя-
зывающих Annexin V и коэкспрессирующих CD95 / Fas 
в крови больных РШМ (р <0,05), указывает на повы-
шенный уровень спонтанного апоптоза Т-клеток 
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с возрастанием вклада Fas-зависимого пути. При диф-
ференцированном анализе популяций CD4 и CD8 вы-
явлен различный характер изменений экспрессии CD95, 
свидетельствующий о  большей подверженности апо
птозу CD8 Т-клеток в  группе больных. Связывание 
Annexin V с популяцией CD3(–) увеличивалось в груп-
пе пациенток с микроинвазиным РШМ (р <0,05), при 
этом различий в  экспрессии CD95 на  NK-клетках 
в группах не обнаружено (р >0,05). Отмечены увели-
чение CD4(+) Tregs, CD8(+) Tregs и снижение соот-
ношения CD3CD8 / Treg. По  общей численности 
циркулирующих NK-клеток анализируемые группы 
не  различались, но  для  субпопуляций NKreg-клеток 
и  NK-подобных T-лимфоцитов выявлена тенденция 
к снижению их относительного количества, сопрово-
ждаемая изменением соотношения CD56dim / CD56bright 
NK-клеток в группе больных.

Выводы. Индукция инвазивного роста при РШМ 
поддерживается системными изменениями баланса 
регуляторных клеток врожденного и адаптивного им-
мунитета, что рассматривается в качестве объекта де-
тального исследования при разработке новых методов 
иммунотерапии.

Работа выполнена при финансовой  
поддержке РФФИ

(грант № 17‑75‑10 027).

Изменение транскрипционной 
активности раково-тестикулярных 

антигенов при росте клеточной 
линии HeLa

Д. С. Кутилин, Х. А. Могушкова

ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологиче-
ский институт» Минздрава России, Ростов-на-Дону

Введение. Раково-тестикулярные антигены гипер-
экспрессируются в опухолях различного гистологиче-
ского происхождения и слабо экспрессируются в боль-
шинстве нормальных тканей. Большое количество 
исследований посвящено клиническому потенциалу 
раково-тестикулярных генов (РТ-гены), при этом от-
носительно мало известно об их функциях в нормаль-
ных и опухолевых клетках.

Задачи исследования. Изучение влияния роста кле-
точной массы HeLa на транскрипционную активность 
раково-тестикулярных антигенов.

Материалы и  методы. Культивирование клеток 
HeLa CCL-2 проводили в стерильных плоскодонных 
культуральных флаконах в условиях контролируемого 
5 % CO

2
 и 95 % влажности при температуре 37 °С в сре-

де RPMI-1640 c 10 % фетальной телячьей сывороткой 
и концентрацией гентамицина 50 мкг / мл. Через 1, 5 
и 24 ч культивирования проводили микроскопирование 
монослойной культуры. Клеточные линии снимали 

с подложки флакона путем трипсинизации раствором 
Трипсина / Версена. Подсчет общего количества клеток 
выполняли в камере Горяева с использованием 0,4 % 
раствора трипанового синего. Суммарную РНК 
из образцов (каждый содержал по 1 млн клеток) выде-
ляли по методу Chomczynski и Sacchi. Синтез компле-
ментарной ДНК проводили с использованием наборов 
Reverta-L. Определение относительной экспрессии 16 
генов (MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEB1, 
MAGEB2, GAGE1, GAGE3, GAGE4, MAGEC1, BAGE, 
XAGE3, NY-ESO1, SSX2, SYCP1, PRAME1) осуществля-
ли методом количественной ПЦР в режиме реального 
времени (референсный ген – GAPDH). Статистический 
анализ проводили с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа с повторениями (оценивали 
влияние факторов А – время культивирования и Б – 
количества клеток).

Результаты. В  ходе эксперимента кривую роста 
клеток HeLa можно было описать уравнением: y = 1E 
+ 06x + 26 978. Наблюдалось увеличение количества 
клеток на 3, 20 и 129 % через 1, 5 и 24 ч культивирова-
ния соответственно. Обнаружено, что факторы време-
ни инкубации и количество клеток вместе взятые ста-
тистически достоверно (p <0,005) влияли на экспрессию 
исследованных РТ-генов. По характеру наблюдаемых 
изменений 16 РТ-генов были разделены на 4 кластера: 
1) повышающие экспрессию при увеличении количе-
ства клеток на  20 % и  снижающие при  увеличении 
количества клеток на  129 %  – MAGEA1, MAGEA2, 
MAGEA3, GAGE3, GAGE4, NY-ESO1; 2) только повыша-
ющие экспрессию  – MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, 
GAGE1, MAGEC1; 3) снижающие экспрессию при уве-
личении количества клеток на 20 % и повышающие 
при увеличении количества клеток на 129 % – BAGE, 
XAGE3, SCP1, PRAME1; 4) только снижающие экспрес-
сию – SSX2.

Выводы. Транскрипционная активность 16 РТ-ге-
нов дифференциально изменяется при  увеличении 
клеточной массы в процессе культивирования клеток 
HeLa, при этом по направленности обнаруженных из-
менений исследуемые РТ-гены можно разделить на 4 
класса. Возможно, обнаруженные изменения экспрес-
сии РТ-генов связаны с их ролью во взаимодействии 
опухолевых клеток между собой, изменяющемся 
при росте клеточной культуры.

Особенности экспрессии раково-
тестикулярных генов в опухолях 

разных нозологий

Д. С. Кутилин, Х. А. Могушкова, К. И. Солдатова, О. И. Кит

ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологиче-
ский институт» Минздрава России, Ростов-на-Дону

Введение. Раково-тестикулярные антигены (РТА), 
слабо экспрессирующиеся нормальными соматически-
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ми клетками и  гиперэкспрессирующиеся раковыми 
клетками, могут быть эффективной мишенью для им-
мунотерапии. Иммунотерапевтические подходы, на-
правленные на РТА при РМЖ, раке тела матки (РТМ), 
раке яичников (РЯ) и раке толстой кишки (РТК), на-
ходятся в начальной стадии разработок.

Задачи исследования. Скрининг РТА, специфичных 
для  РМЖ, РТМ, РЯ и  РТК, на  основании анализа 
транскрипционных профилей раково-тестикулярных 
генов (РТ-генов).

Материалы и методы. В исследовании использова-
ли опухолевые и нормальные ткани молочной железы, 
тела матки, яичников и толстой кишки от 32, 27, 20 
и 24 больных соответственно. Суммарную РНК из тка-
ней выделяли по методу Chomczynski и Sacchi (2006). 
Для  синтеза комплементарной ДНК использовали 
набор реагентов Reverta-L. Определение относитель-
ной экспрессии 16 генов (MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, 
MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE1, GAGE3, GAGE4, 
MAGEC1, BAGE, XAGE3, NY-ESO1, SSX2, SCP1, PRAME1) 
осуществляли методом количественной ПЦР в режи-
ме реального времени (референсные гены – GAPDH 
и GUSB). Статистический анализ проводили с исполь-
зованием критерия Манна–Уитни.

Результаты. У  больных РМЖ обнаружено стати-
стически значимое (р <0,005) увеличение экспрессии 
MAGEA3, MAGEA4 и GAGE3 в опухолевой ткани отно-
сительно нормальной. У группы больных РТМ отме-
чено статистически значимое (р <0,05) увеличение 
экспрессии MAGEA1, MAGEA2, MAGEA4, MAGEB2, 
GAGE3, NY-ESO1, SCP1 и PRAME1 в опухолевой ткани 
по сравнению с нормальной. У больных РЯ обнаруже-
но статистически значимое (р <0,05) увеличение экс-
прессии MAGEB1, MAGEB2, GAGE1, NY-ESO1, а также 
снижение экспрессии MAGEA3, MAGEA4, GAGE3, 
GAGE4, XAGE3, SSX2, SCP1 и PRAME1. В группе боль-
ных РТК выявлены статистически значимое (р <0,05) 
увеличение экспрессии SSX2 и PRAME1 и снижение 
экспрессии BAGE в  опухолевой ткани относительно 
нормальной.

Выводы. Исследование транскрипционной актив-
ности РТ-генов позволило выявить наиболее харак-
терные диагностические маркеры и иммунотерапев-
тические мишени для  каждой нозологии: для 
РМЖ  – MAGEA3, MAGEA4 и  GAGE3, для  РТМ  – 
MAGEA1, MAGEA2, MAGEA4, MAGEB2, GAGE3,  
NY-ESO1, SYCP1 и  PRAME1, для  РЯ  – MAGEB1, 
MAGEB2, GAGE1 и NY-ESO, для РТК – SSX2 и PRAME1.

Ассоциация экспрессии хитиназо-
подобных белков с ответом 

на неоадъювантную химиотерапию 
у пациентов с колоректальным 

раком

И. В. Ларионова1, 2, М. В. Завьялова2, 3, Н. В. Чердынцева1, 2, 
Е. О. Казакова1, Ю. Г. Кжышковска1, 4

1Лаборатория трансляционной клеточной и молекулярной 
биомедицины ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский 

Томский государственный университет», Томск; 
2НИИ онкологии ФГБНУ «Томский НИМЦ РАН», Томск; 

3ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, Томск; 

4Институт трансфузионной медицины и иммунологии,  
Медицинский факультет Маннгейма, Университет Гейдель-

берга, Гейдельберг, Германия

Введение. Терапевтическая чувствительность опу-
холей во  многом зависит от  внешних механизмов, 
представленных взаимоотношениями между опухоле-
выми клетками и другими компонентами микроокру-
жения опухоли, в частности опухолеассоциированны-
ми макрофагами (ОАМ). Понимание принципиально 
важной роли ОАМ в  определении эффективности 
противоопухолевой цитостатической терапии откры-
вает перспективы разработки новых терапевтических 
подходов к лечению злокачественных новообразований 
на основе сбалансированного синергетического дейст-
вия цитостатиков и инновационных иммуномодули-
рующих подходов.

Задачи исследования. В настоящем исследовании 
была изучена экспрессия хитиназо-подобных белков 
(ХПБ), секретирующихся ОАМ, при колоректальном 
раке в зависимости от эффективности неоадъювантной 
ХТ (НХТ). ХПБ продуцируются несколькими типами 
клеток и сочетают в себе свойства цитокинов и фак-
торов роста. Макрофаги являются как  источником 
ХПБ, так и клетками-мишенями для их регуляторных 
эффектов.

Материалы и методы. С помощью ИГХ исследова-
ли операционный материал от 30 больных раком тол-
стого кишечника с хорошим (частичная регрессия) и 30 
больных с плохим (стабилизация или прогрессирова-
ние) ответом на НХТ.

Результаты. Мы показали, что  в  группе больных 
с хорошим ответом на НХТ реже обнаруживаются клет-
ки воспалительного инфильтрата с  положительной 
экспрессией YKL-40. Эти результаты коррелируют 
с  уже известными данными, которые указывают 
на связь YKL-40 с плохим прогнозом для многих опу-
холей. В то же время в группе больных с хорошим от-
ветом на  НХТ обнаруживается более интенсивная 
экспрессия стабилина 1 и ХПБ SI–CLP, что соответ-
ствует обнаруженному нами ранее отрицательному 
эффекту SI–CLP на  хемотаксис моноцитов 
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как возможному механизму противоопухолевого дейст-
вия SI–CLP-секретирующих ОАМ.

Выводы. Полученные данные указывают на  то, 
что ОАМ перепрограммируются при химиотерапевти-
ческом воздействии, а изучение механизмов взаимо-
действия опухолей с ОАМ обеспечивает возможности 
функционального перепрограммирования патогене-
тически значимых элементов иммунной системы 
для модификации микроокружения опухоли в направ-
лении ингибирования роста опухоли и снижения риска 
метастазирования, а  также положительного ответа 
на противоопухолевое лечение.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ
(грант № 14‑15‑00 350).

Молекулярно-генетические аспекты 
хронического лимфолейкоза

Е. Л. Назарова, Е. Н. Зотина, Н. В. Минаева, 
Э. Е. Сухорукова, В. И. Шардаков

ФГБУН «Кировский НИИ гематологии и переливания крови 
ФМБА России», Киров

Введение. Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) отно-
сится к полиэтиологичным заболеваниям, в развитии 
которых играют роль как неблагоприятные факторы 
внешней среды, так и генетическая детерминирован-
ность опухолевой трансформации зрелых лимфоидных 
клеток. К генетическим причинам можно отнести на-
личие в геноме человека аллельных вариантов регуля-
торных участков генов врожденного иммунного отве-
та. Отмечено, что в патогенез ХЛЛ вносят заметный 
вклад не столько отдельные мутации, сколько опреде-
ленные комбинации генов иммунного ответа.

Задачи исследования. Оценить роль сочетаний по-
лиморфных локусов генов цитокинов и  паттернрас-
познающих рецепторов в развитии ХЛЛ.

Материалы и методы. Проведен анализ межгенных 
взаимодействий на основе распределения комбинаций 
генов иммунного ответа у 205 больных ХЛЛ с медианой 
возраста 61 год (32–81 год). Генотипирование поли-
морфных участков генов врожденного иммунного от-
вета TLR2 (rs5 743 708), TLR3 (rs3 775 291), TLR6 
(rs5 743 810), TLR9 (rs5 743 836), IL1β (rs2 856 841), IL2 
(rs2 069 762), IL4 (rs2 243 250), IL6 (rs1 800 795), IL10 
(rs1 800 871), IL17A (rs2 275 913), CD14 (rs34 424 920), 
TNFα (rs1 800 629), FCGR2A (rs1 801 274) осуществляли 
методом ПЦР с  аллельспецифичными праймерами. 
Анализ межгенных взаимодействий проводили с по-
мощью непараметрической программы GMDR 
(http://www.healthsystem.virginia.edu / internet / addiction-
genomics / Software / ).

Результаты. У больных ХЛЛ выявлено 78 753 ком-
бинации полилокусных генотипов 13 исследованных 
локусов генов иммунного ответа из 1 594 323 теорети-
чески возможных, что свидетельствует о неслучайном 

характере комбинирования аллельных вариантов ана-
лизируемых генов у данных пациентов. Обнаружены 
статистически значимые 2, 3, 4, 5, 6, 7 и 8‑локусные 
модели межгенных взаимодействий цитокинов и пат-
тернраспознающих рецепторов (р <0,0001).

Выводы. Полученные данные свидетельствуют 
о важной роли генов иммунного ответа в развитии ХЛЛ 
и в дальнейшем могут быть использованы в качестве 
диагностических и прогностических критериев забо-
левания.

Особенности микроокружения 
костного мозга пациентов с ДОК-

положительным статусом 
при люминальном раке молочной 

железы

Д. А. Рябчиков1, О. А. Безнос1, И. А. Дудина2, А. М. Казаков1, 
И. К. Воротников1, Д. А. Денчик1, Н. Н. Тупицын1

1ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава  
России, Москва; 

2ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава 
России, Москва

Введение. Диссеминированные опухолевые клет-
ки (ДОК) – уникальные клеточные популяции, обес-
печивающие поддержание состояния «минимальной 
резидуальной болезни» (МРБ) в костном мозге (КМ) 
у пациентов после радикального лечения РМЖ. Осо-
бенности иммунной системы, гемопоэтического 
ростка и сигнальных молекул КМ определяют путь 
развития ДОК (гибель, персистенция, местное и от-
даленное метастазирование), но механизмы, участ-
вующие в  регуляции данных процессов, плохо из-
учены.

Задачи исследования. Определить частоту выявле-
ния ДОК в КМ, а также изучить клеточные (миело-
грамма, субпопуляции Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов, 
NK-клеток) и антигенные (HLA-1, HLA-DR, CD71) 
особенности КМ и первичной опухоли в зависимости 
от ДОК-статуса у пациентов после хирургического ле-
чения люминального РМЖ I–II стадий.

Материалы и методы. Материалом исследования 
явились образцы КМ 65 пациентов, полученные 
при стернальной пункции во время плановой опера-
ции. Для определения иммунологических характери-
стик КМ и  наличия в  нем ДОК использовали как 
стандартные цитологические методы, так и ИФА с при-
менением моноклональных антител к цитокератинам 
САМ 5.2 (Becton Dickinson, США) и КL-1 (Immunotech, 
Франция). Впервые в России при использовании аку-
стического фокусирующего цитометра Attune была 
повышена чувствительность метода обнаружения ДОК 
до  уровня 1 × 10–7 миелокариоцитов. Исследования 
проведены в  лаборатории иммунологии гемопоэза 
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НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина (руководитель – 
проф. Н. Н. Тупицын).

Результаты. ДОК-положительный статус определен 
у 40 % пациентов, причем корреляции со стадией, раз-
мером опухоли, экспрессией Ki-67 и / или  степенью 
злокачественности не обнаружено. CD8+-клетки – 
единственная субпопуляция лимфоцитов КМ, ста-
тистически значимо связанная с ДОК. Уровень кост-
номозговых CD8+-лимфоцитов у  пациентов 
с ДОК-положительным статусом был достоверно ниже 
и составил 39,2 % против 48,1 % при отсутствии ДОК (р 
= 0,011). Количество миелокариоцитов при  наличии 
ДОК было ниже: 57 тыс / мкл при ДОК-положительном 
статусе и 94 тыс / мкл при ДОК-отрицательном (р = 0,007). 
Другие параметры миелограммы не имели статистически 
значимых различий, не обнаружено существенных корре-
ляций наличия ДОК с иммунофенотипом РМЖ (HLA-1: 
p = 0,74; HLA-DR: p = 0,93; CD71: p = 0,46).

Выводы. Формирование ДОК-положительного ста-
туса после хирургического лечения РМЖ I–II стадий 
в большей степени зависит от клеточных и иммуноло-
гических характеристик КМ, чем от особенностей пер-
вичной опухоли. Баланс между CD8+-лимфоцитами 
и ДОК – один из возможных механизмов, обеспечива-
ющих поддержание состояния МРБ. Вопрос о влиянии 
ДОК на гемопоэтический росток КМ остается откры-
тым, но  можно предположить, что  костномозговые 
ниши, занимаемые ДОК, как минимум перекрывают-
ся с нишами гемопоэтических стволовых клеток.

Вирус-ассоциированный фенотип 
при неходжкинских лимфомах

З. З. Хакимов1, А. А. Абдувалиев1, А. А. Саримсаков2

1Ташкентская медицинская академия, Ташкент, Республика 
Узбекистан; 

2Институт химии и физики полимеров Академии наук  
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Проведен отбор 30 пациентов с вирус-ассоци-
ированными неходжкинскими лимфомами (НХЛ) 

для последующего получения опухолевого матери-
ала. У  больных НХЛ наибольшая инфицирован-
ность наблюдалась вирусом простого герпеса (ВПГ) 
и вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ). У 18 пациентов 
был обнаружен вирус гепатита С, также у этих боль-
ных наблюдалось коинфицирование ВПГ1 / 2 
и ВЭБ.

При распределении пациентов с НХЛ по возраст-
ным декадам установлено, что пик заболеваемости 
приходится на возраст до 50 лет. Среди пациентов 
преобладают мужчины  – 12 (66,7  %) против 6 
(33,3 %); из 18 больных 8 (44,4 %) – жители сельской 
местности и 10 (55,6  %) – городские жители. У всех 
больных диагноз был установлен на основании дан-
ных и  результатов комплексного обследования 
(клинико-биохимическое, рентгенологическое ис-
следование, УЗИ, компьютерная томография (КТ), 
миелограмма, морфологическое).

Зоны поражения при НХЛ чаще всего приходи-
лись на  шейные и  подмышечные лимфатические 
узлы (более 50 %), затем на надключичные, паховые 
и забрюшинные (30–45  %), меньше всего отмеча-
лось поражение подвздошных лимфатических узлов. 
По результатам комплексного обследования стадия 
IIА НХЛ выявлена у 3 (33,3  %), IIВ – у 2 (22,2  %), 
IIIВ – у 4 (44,4  %) больных.

У  4 из  18 больных НХЛ исходный уровень 
ВПГ1 / 2, ВЭБ, цитомегаловируса в плазме крови был 
отрицательный; у  оставшихся 14 пациентов отме-
чалась высокая авидность ВПГ1 / 2  – в  среднем 
94,3  % (>50  %), а также высокая авидность цитоме-
галовируса – в среднем 72,2  % (>50  %). При имму-
нологическом обследовании у 8 больных наблюдал-
ся дисбаланс иммунорегуляторных популяций 
Т-лимфоцитов, подавление иммунорегуляторного 
индекса и увеличение количества киллерных клеток. 
Только у 1 больного с НХЛ стадии IIIБ клеточное 
звено иммунитета оказалось в  норме. Показатели 
общего ИФН-статуса у  всех больных были выше 
нормы (15,6 ± 0,8 МЕ / мл), а уровень сывороточно-
го ИФН оказался значительно ниже нормальных 
показателей – 18,0 ± 2,8 пг / мл.
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ВПЧ	 вирус папилломы человека

ДИ	 доверительный интервал

ДНК	 дезоксирибонуклеиновая кислота

ИГХ	 иммуногистохимический

ИФА	 иммуноферментный анализ

ИФН	 интерферон

КТ	 компьютерная томография

НМРЛ	 немелкоклеточный рак легкого

ОР	 отношение рисков

ОШ	 отношение шансов

ПКР	 почечно-клеточный рак

ПСА	 простатический специфический антиген

ПЦР	 полимеразная цепная реакция

РМЖ	 рак молочной железы

РНК	 рибонуклеиновая кислота

РПЖ	 рак предстательной железы

РШМ	 рак шейки матки

УЗИ	 ультразвуковое исследование

ФНО	 фактор некроза опухоли

ХТ	 химиотерапия

IL	 интерлейкин
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