
80

Журнал Белорусского государственного университета. Экология. 2018. № 3. С. 80–86.
Journal of the Belarusian State University. Ecology. 2018. No 3. Р. 80–86.

УДК 616.33006.6089.87]:575.191(476)

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ ЭКСПРЕССИИ 
микроРНК ПРИ МЕЛАНОМЕ КОЖИ
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Исследуется молекулярно-генетический профиль экспрессии онкогенных микроРНК mir-21, mir-181, mir-
182, mir-221, mir-222 и генов супрессоров опухолевого роста mir-214, mir-200b, mir-15b при меланоме кожи 
и меланоцитарных невусах. Отмечено, что повышение экспрессии онкогенов микроРНК может использоваться для 
дифференциальной диагностики меланомы кожи. Снижение уровней генов-супрессоров микроРНК mir-214, mir-
200b, mir-15b характеризует активизацию процессов пролиферации, неоангиогенеза, прогрессирование опухолевого 
процесса.
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The molecular genetic profile of the expression of oncogenic microRNA mir-21, mir-181, mir-182, mir-221, mir-222 
and tumor suppressor genes mir-214, mir-200b, mir-15b in melanoma of the skin and melanocytic nevi. It is noted that an 
increase in the evaluation of microcancer oncogenes can be used for the differential diagnosis of skin melanoma. Reducing 
the levels of suppressor genes of microRNA mir-214, mir-200b, mir-15b characterizes the activation of proliferation 
processes, neoangiogenesis, and the progression of the tumor process.

Key words: ecological risk factors; melanoma; melanocytic nevus; microRNA; profile; expression.

Введение
Меланома кожи (МК) является новообразованием, которое развивается в результате злокачественной 

трансформации меланоцитов и меланобластов [1].
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В настоящее время во всем мире, в том числе и в Беларуси, частота возникновения данного заболе-
вания значительно увеличилась и продолжает неуклонно возрастать. Среднегодовой темп прироста МК 
в мире составляет около 5 % и может считаться одним из самых высоких среди всех злокачественных 
опухолей, кроме рака легкого. Меланома кожи является одним из наиболее агрессивных новообразова-
ний. Опухоль локализуется преимущественно в коже, реже в слизистых оболочках и сетчатке глаза [2; 3].

В настоящее время установлены определенные факторы риска развития меланомы. В большинстве 
случаев факторы риска развития меланомы кожи носят экзогенный и эндогенный характер. Среди экзо-
генных факторов наиболее существенным является экологическое воздействия окружающей среды на 
кожу, в частности, солнечных лучей [4].

Ультрафиолетовое излучение может приводить к нарушениям клеток ДНК – димеризации тимина, 
что, вызывает клеточные мутации. При делении измененная клетка передает мутации клеткам нового 
поколения. Мутации в протоонкогенах и/или в генах-супрессорах приводят к неконтролируемой скоро-
сти митоза, что становится причиной роста опухоли. К эндогенным факторам относятся наследственная 
предрасположенность, пол, возраст, цвет кожи, наличие определенных заболеваний. Генные мутации, 
вызывающие меланому, могут передаваться по наследству. Если в семье один или более близких род-
ственников страдали меланомой, риск заболевания увеличивается до 8 раз, в зависимости от количества 
заболевших родственников. По медицинской статистике, 10 % лиц, заболевших меланомой, имеют отя-
гощенный семейный анамнез.

«Золотым стандартом» лечения пациентов с МК является удаление опухоли. Лечение пациентов 
с МК остается трудно решаемой проблемой, что обусловлено высокой частотой развития рецидивов, не-
предсказуемостью клинического течения заболевания и отсутствием эффективной системной терапии.

Меланома кожи распространяется лимфогенным и гематогенным путем и обладает выраженной 
склонностью к диссеминации. По данным научной литературы, поражение регионарных лимфатиче-
ских узлов при прогрессировании заболевания после удаления первичной опухоли составляет от 70 до 
90 %, что является одним из самых прогностически неблагоприятных факторов: общая 5 -летняя выжи-
ваемость пациентов, лечение которых начато на этой стадии, составляет в среднем 15–40 %.

Проблема профилактической терапии при МК – сложный и нерешенный вопрос в современной он-
кологии. Препаратом выбора цитостатической терапии диссеминированной МК является  дакарбазин. 
Другая важнейшая составляющая лечения пациентов с МК – иммунотерапия. На протяжении последних 
20 лет во всем мире идет активное изучение применения интерферонов в схемах лечения пациентов 
с МК с высоким риском метастазирования. 

В настоящее время доказана статистически достоверная высокая прямая корреляция между перио-
дом времени после иссечения первичной опухоли до появления регионарных метастазов и результатами 
5-летней выживаемости с момента их удаления, что может служить серьезным поводом для поиска но-
вых схем и комбинаций препаратов и методов локального воздействия на опухоль.

Повышение эффективности противоопухолевой терапии непосредственно связано с успехами в сфе-
ре молекулярной и клеточной биологии и генетики, а также смежных областях, что позволяет разраба-
тывать новые способы лечения онкологических заболеваний на рациональной основе. «Молекулярный 
портрет» опухоли, то есть совокупность характерных для нее молекулярных изменений, позволяет про-
водить диагностику онкологических заболеваний, оценивать ее чувствительность к проводимой терапии 
и прогнозировать течение процесса.

В настоящее время накоплено множество данных, позволяющих рассматривать микроРНК в каче-
стве биомаркеров опухолевых клеток: уровень экспрессии микроРНК является специфическим для 
различных линий раковых клеток; выявление их экспрессии в биологических жидкостях, включая 
кровь, может быть диагностировано с использованием молекулярно-генетических технологий [5; 6].

В настоящее время имеются отдельные данные об изменениях в уровнях экспрессии микроРНК при 
меланоме. В отдельных исследованиях показано, что экспрессия микроРНК-137 ассоциирована с экс-
прессией фактора MITF, основного регулятора меланогенеза [7].

Регуляторный фактор MITF связан с функционированием микроРНК-182 [Segura et al., 2009]. Из-
быточная экспрессия микроРНК-182 отражает агрессивный и инвазивный потенциал клеток меланомы 
посредством регуляции как фактора MITF, так и FOX03. Предполагается, что микроРНК-182 усилива-
ет инвазивную способность клеток меланомы in vitro и увеличивает их метастатический потенциал in 
vivo в экспериментальной модели легочных метастазов. Кроме того выявлено, что в тканях человека, 
экспрессия микроРНК-182 увеличивается с прогрессированием от первичной к метастатической форме 
меланомы и коррелирует с экспрессией факторов FOXO3 и MITF. Предполагается, что оба этих транс-
крипционных фактора являются мишенями для действия микроРНК-182. Стимулирующее действие гипе-
рэкспрессируемой микроРНК-182 на процесс метастазирования меланомы блокируется сопутствующей 
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гиперэкспрессией факторов MITF и FOXO3, делая их ключевыми регуляторами эффектов, вызванных 
экспрессией микроРНК-182. Предполагается, что накопленные данные могут оказаться применимыми 
к процессам метастазирования в других злокачественных новообразованиях, а подавление экспрессии 
микроРНК может стать одной из наиболее объективных критериев эффективности лечения.

Проведенные единичные эксперименты дают возможность предполагать участие  микроРНК-214 
в миграции, инвазии и проникновении в кровоток in vitro. In vivo микроРНК-214 не влияла на рост 
первичных опухолей, но увеличивала метастатический потенциал клеток в экспериментальном подходе 
с метастазированием в легкие.

МикроРНК-221 и микроРНК-222 регулируют экспрессию гена p27 и гена c-KIT, которые подавляют-
ся в метастатических клетках меланомы. Ген c-KIT регулируется с помощью AP-2α транскрипционного 
фактора. Более того, обработка с помощью антагонистов микроРНК против микроРНК-221/222 ингиби-
ровала пролиферацию и инвазивность меланомы in vitro и рост меланомы in vivo [Felicetti et al., 2008]. 
Ozsolak, et al. (2008) установил, что микроРНК-221/222 специфически регулируются c помощью факто-
ра MITF и характерны для прогрессирования меланомы [8].

Гиперэкспрессия микроРНК-21 может функционировать как онкоген. Chuan He Yang c соавторами про-
демонстрировали влияние интерферона на микроРНК-21 через STAT3-зависимый путь. МикроРНК-21 
играет важную роль в супрессии ИФН-индуцированного апоптоза. В ходе исследования предполага-
лось, что индуцируемый интерфероном апоптоз не возникает в клеточной линии DU145 с повышенным 
уровнем экспрессии микроРНК-21 и проявляет себя в линии клеток PC3, где экспрессия этой микроРНК 
блокирована. Одним из основных ограничений для применения интерферона в качестве эффективного 
метода лечения пациентов со злокачественными новообразованиями является его неспособность эф-
фективно индуцировать апоптоз в опухолевых клетках. Предполагается, что регуляция микроРНК-21 
в различных видах карцином может быть причиной развития резистентности этих новообразований 
к ИФН-индуцированному апоптозу. Таким образом, изучение экспрессии микроРНК-21 может явиться 
одним из факторов повышения эффективности интерферона отдельно или в сочетании с другими хими-
отерапевтическими препаратами [9].

Отдельными исследованиями выявлено, что экспрессия микроРНК имеет большое значение для вы-
бора химиотерапевтических стратегий, направленных на преодоление устойчивости раковых клеток. 
Установлено, что микроРНК-21 способствует росту опухоли, препятствуя апоптозу, и является ключе-
вым фактором устойчивости к химиотерапии темозоломидом [10; 11].

Химиотерапия может вызывать эпителиально-мезенхимальный переход в опухолевых клетках, что 
является важным шагом в процессе метастазирования рака, приводит к распространению процесса и не-
эффективности лечения. Клиническое снижение микроРНК-200b, микроРНК-15b связано с химиотера-
певтической устойчивостью и плохим прогнозом для пациентов с диссеминированной меланомой кожи. 
Данные, используемые в мировой практике, свидетельствуют, что снижение экспрессии микроРНК-200b 
и микроРНК-15b может быть вызвано химиотерапией и служить в качестве молекулярного маркера для 
отмены цитостатической терапии  [12].

Ограниченное число данных по изучаемой теме, предположительный характер механизмов разви-
тия лекарственной устойчивости и отсутствие доказательных критериев прогноза на уровне нарушений 
генов и контролирующих их микроРНК обусловили актуальность и перспективность изучения данной 
проблемы при диссеминированной меланоме кожи для персонификации тактики лечения и определения 
прогноза течения заболевания у данных пациентов. 

Материалы и методы исследования
Изучение молекулярно-генетического профиля экспрессии микроРНК при меланоме кожи и его вли-

яние на прогноз проведено на основе изучения данных первичной медицинской документации (исто-
рии болезни и амбулаторные карты) 32 пациентов, получавших специальное лечение в РНПЦ ОМР 
им. Н. Н. Александрова. 

Из общего числа пациентов имели I стадию 40,6 %, II стадию – 59,4 %, меланоцитарные невусы диа-
гностированы у 10.

Средний возраст пациентов с меланомой кожи составил 59±13,09 лет, мужчин – 13, женщин – 19. 
В исследуемой группе пациентов выявлена меланома кожи в области туловища в 28 % случаев, нижних 
конечностей – 44 %, верхних конечностей – 19 %, головы и шеи – 9 %.

Поверхностно-распространяющаяся меланома кожи диагностирована у 44 % пациентов, узловая 
форма – в 44 % случаев, лентиго меланома – в 12 %.

В анализируемой группе пациентов отмечалась пигментная меланома кожи у 68 %, слабопигментная 
меланома – у 20 %, беспигментная – у 12 %.
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Для определения молекулярного профиля экспрессии исследуемых микроРНК mir-15b, mir-21, 
mir-181, mir-182, mir-200b, mir-214, mir-221, mir-222 в качестве материала использовалась ткань ме-
ланомы кожи и доброкачественных меланоцитарных невусов, заключенных в парафиновые блоки.

Для выделения мРНК из парафиновых блоков готовили серийные срезы толщиной 3–5 микрон, за-
ливали ксилолом и инкубировали при температуре 50 °С в течение 30 мин, затем центрифугировали 
в миницентрифуге, после чего удаляли ксилол и дважды промывали в 96 % этаноле. В дальнейшем 
осуществляли выделение РНК с использованием наборов реагентов производства Qiagen (Германия) 
согласно инструкции производителя. Выделенную мРНК переводили в кДНК.

Амплификацию проводили в амплификаторе BioRad (США). Для амплификации в режиме реально-
го времени фрагментов кДНК генов микроРНК использовали набор «miScript SYBR Green PCR Kit» 
(Qiagen, Германия). При этом отбирали необходимое количество микропробирок объемом 0,2 мл (на 
одну пробу – две пробирки). Готовили реакционную смесь на хладоэлементе из расчета на одну 
реакцию (табл. 1).

Т а б л и ц а  1 

Компоненты реакционной смеси для ПЦР

Ta b l e  1

Components of the reaction mixture for PCL

Компонент Объем / реакция Конечная концентрация
1 2 3

2× буфер для ПЦР-буфер (на основе интеркалирующего краси-
теля SybrGreen)

10 мкл 1x

Универсальный праймер (200 нМ) 0,4 мкл 1x
Диагностические праймеры (200 нМ) по 0,4 мкл 1x
Деионизированная вода варьирует -
кДНК ≤5 мкл 1-3 нг/реакция
Общий объем 20 мкл -

Общий объем реакционной смеси на 10 % должен превышать необходимый.
Последовательности специфических олигонуклеотидных праймеров для амплификации в режиме 

реального времени фрагментов кДНК генов микроРНК представлены в табл. 2. 

Т а б л и ц а  2 
Праймеры для амплификации

Ta b l e  2
Primers for amplification

МикроРНК Нуклеотидная последовательность праймера

микроРНК-21 5’– UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA –3’
микроРНК-214 5’–AGCUACAUCUGGCUACUGGGU–3’
микроРНК-181с 5’-AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU–3’
микроРНК-182 5’-UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU–3’
микроРНК-221 5’–AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC–3’
микроРНК-222 5’-AGCUACAUCUGGCUACUGGGU–3’
микроРНК-200b 5’–UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA–3’
микроРНК-15b 5’–UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA–3’

В реакционную смесь вносили кДНК в концентрации 1–3 нг на реакцию. При более высоких исход-
ных значениях разбавляли кДНК до указанной концентрации с целью повышения эффективности про-
текания ПЦР и снижения вероятности образования неспецифического ПЦР-продукта. В микропробирки 
вносили реакционную смесь и кДНК, перемешивали пипетированием и помещали в амплификатор.
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В качестве референсного гена использовали RNU6.
Для проведения ПЦР-реакции использовали следующие условия:
1. 50 °С – 2 мин
2. 95 °С – 2 мин
3. 95 °С – 15 сек
4. 57 °С – 1 мин          40 циклов
5. Кривая плавления: 55–95 °С. Температура плавления микроРНК-специфического ПЦР продута – 

74–77 °С.
Статистический анализ полученных данных проводили с использованием программы Statistica 7. 

Сравнение двух независимых групп осуществляли непараметрическим методом при помощи U-критерия 
Манна–Уитни. Различия между сравниваемыми показателями считали статистически значимыми при 
p≤0,05. Количественные признаки оценивались при помощи критерия Краскела–Уоллиса. Различия 
между сравниваемыми показателями считали статистически значимыми при р<0,05. Корреляционный 
анализ выполнен по Спирмену с использованием непараметрического анализа корреляционных взаи-
мосвязей. Коэффициент корреляции считали значимым при р<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
Определение молекулярно-генетического профиля у пациентов с меланомой кожи и меланоцитар-

ными невусами осуществлялось по уровням экспрессии онкогенов микроРНК mir-21, mir-181, mir-182, 
mir-221, mir-222 и генов супрессоров опухолевого роста mir-214, mir-200b, mir-15b.

Проведенный сравнительный анализ показал, что экспрессии микроРНК mir-21 (рис. 1) у пациентов 
с меланомой кожи варьировала в пределах от 19,5 до 32,8 отн. ед. (26,5±0,13 отн. ед.) по отношению 
к значениям показателя у пациентов с меланоцитарными невусами 29,8±0,15 отн. ед. (уровень экспрес-
сии от 27,5 до 32,2 отн. ед.) (p(Манна–Уитни)<0,05).

Развитие меланомы кожи сопряжено с повышением экспрессии mir-181 до 32,3±0,16 отн. ед. по от-
ношению к значению параметра при невусах 29,9±0,12 отн. ед. (p(Манна–Уитни)<0,21).

Оценка уровня экспрессии mir-182 имеет одно из первостепенных значений в клинической практике 
и отражает способность опухоли к инвазии и прогрессированию процесса. Результаты проведенного 
исследования показали, что уровень экспрессии mir-182 у пациентов, страдающих меланомой кожи, 
составил 36,8±0,18 отн. ед. по сравнению с таковым 34,6±0,11 отн. ед. при невусах (p(Манна–Уитни)<0,05).

Представляется возможным предположить, что повышение уровней экспрессии онкогенов mir-221, 
mir-222 может служить предиктивным фактором трансформации меланоцитарных невусов в меланому 
с активацией процессов пролиферации и инвазии.

Рис. 1. Относительный уровень экспрессии mir-21 при меланоме и невусах

Fig. 1. The relative level of expression of mir-21 in melanoma and nevi 
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Оценка уровней экспрессии онкогенных mir-221, mir-222 у пациентов с меланоцитарными невуса-
ми показала повышение их значений до 31,9±0,21 и 31,85±0,21 отн. ед. соответственно по отношению 
к уровням таковых при меланоме – (30,5±0,15 и 30,4±0,17 отн. ед. соответственно p(Манна–Уитни)<0,15).

Прогностическими факторами повышенной биологической агрессивности опухолевого процесса яв-
ляется снижение уровней экспрессии генов супрессоров опухолевого роста mir-214, mir-200b, mir-15b. 
Полученные в ходе выполнения исследования данные (рис. 2) выявили у пациентов с меланомой кожи 
снижение уровня экспрессии антионкогена mir-214 до 30,9±0,12 отн. ед. по сравнению со значением по-
казателя 33,4±0,16 отн. ед. у пациентов с невусами (p(Манна–Уитни)<0,05).

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии mir-214 при меланоме и невусах 

Fig. 2. The relative level of expression of mir-214 in melanoma and nevi

Понижение функциональной активности антионкогенов способствует усилению процессов пролифе-
рации, неоваскуляризации, снижению чувствительности опухолевых клеток к цитостатической системной 
терапии. У пациентов, страдающих меланомой кожи, диагностировано понижение уровней экспрессии ми-
кроРНК mir-200b (30,7±0,21 отн. ед.) и mir-15b (31,0±0,19 отн. ед.), по сравнению с таковыми у пациентов 
с меланоцитарными невусами (31,7±0,12 и 32,4±0,14 отн. ед. соответственно) (p(Манна–Уитни)<0,07).

Заключение
Таким образом, молекулярно-генетический профиль меланомы кожи характеризуется экспрессией 

онкогенных микроРНК mir-21, mir-181, mir-182, mir-221, mir-222 и генов супрессоров опухолевого роста 
mir-214, mir-200b, mir-15b.

Установлен повышенный уровень экспрессии онкогена микроРНК 182 у пациентов, страдающих 
меланомой кожи (36,8±0,18 отн. ед.), по сравнению со значением параметра (34,6±0,11 отн. ед.) при 
меланоцитарных невусах, что имеет высокую предсказательную значимость в дифференциальной диа-
гностике и оценке степени биологической агрессивности опухоли (p(Манна–Уитни)<0,05).

Нарушение функциональной активности генов супрессов микроРНК сопряжено с активацией про-
цессов пролиферации, неоваскуляризации, инвазивного потенциала, что характеризуется уменьшением 
уровней экспрессии микроРНК mir-214, mir-200b, mir-15b у пациентов с меланомой кожи, по сравнению 
экспрессией генов-супрессоров при доброкачественных невусах (p(Манна–Уитни)<0,05). 
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