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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Одной из наиболее значимых проблем при химиотерапии злока-
чественных новообразований является развитие резистентности опухолей. 
Среди многочисленных внутриклеточных процессов, активирующихся при раз-
витии лекарственной устойчивости новообразований, наблюдается усиление 
провоспалительных сигнальных механизмов. Процесс воспаления может играть 
одну из ключевых ролей и в формировании резистентности меланомы к химио-
терапевтическому препарату дакарбазину.
Цель исследования. На основе транскриптомного профилирования с примене-
нием высокопроизводительного секвенирования и биоинформатического ана-
лиза охарактеризовать дифференциально экспрессируемые гены и сигнальные 
пути в клетках меланомы, устойчивые к воздействию дакарбазина.
Методы. Влияние дакарбазина на экспрессию генов клеток меланомы изу-
чали на модели меланомы С57Bl6/B16 in vivo. Мышам на 8, 10 и 12 день после 
трансплантации опухоли меланомы вводили внутрибрюшинно дакарбазин 
(50 мг/кг). Из опухолевых узлов на 14 сутки после трансплантации меланомы 
животным производили экстрагирование общей РНК и осуществляли анализ 
транскриптома методом секвенирования нового поколения. На основе био-
информатического анализа определялись дифференциально экспрессируемые 
гены и внутриклеточные процессы, опосредуемые дифференциально экспрес-
сируемыми генами.
Результаты. Из 21 дифференциально экспрессируемого гена, повышение экс-
прессии наблюдалось у 10 генов, снижение экспрессионной активности – у 11 ге-
нов, ассоциированных с процессом воспаления и относящихся согласно данным 
биоинформатического анализа к сигнальным каскадам «Comprehensive IL-17A 
signaling», «Oxidative stress and redox pathway», «TNF alpha NF-kB signaling pathway».
Заключение. В химиорезистентных опухолевых клетках меланомы B16 изме-
няется экспрессия генов, которые являются компонентами сигнальных пу-
тей, ассоциированных с воспалительным процессом.

Ключевые слова: меланома B16, дакарабазин, транскриптом, химиорези-
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RESUME

Background. Cancer drug resistance represents an obvious problem in clinical oncolo-
gy. Among various intracellular pathways activated during drug resistance development, 
proinflammatory cascades considered to be involved as well. The inflammatory process 
may also play a key role in the formation of melanoma resistance to the chemothera-
peutic agent dacarbazine.
The aim. To characterize differentially expressed genes and signaling pathways associ-
ated with cancer resistance to alkylating agent dacarbazine in melanoma cells in vivo 
with the use of high-throughput sequencing for transcriptomic profiling.
Methods. The effect of dacarbazine on melanoma cell gene expression was studied 
in a C57Bl6/B16 melanoma model in vivo. Mice were injected intraperitoneally with dacar-
bazine (50 mg/kg) on days 8, 10, and 12 after melanoma tumor transplantation. Total 
RNA was extracted from tumor nodes on the 14th day after melanoma transplantation 
to animals and the transcriptome was analyzed using a next generation sequencing 
method. Bioinformatic analysis was applied to identify differentially expressed genes 
and corresponding signal pathways.
Results. Twenty one differentially expressed genes were identified, of which an increase 
in expression was observed in 10 genes, and a decrease in expression activity was ob-
served in 11 genes involved in signaling pathways associated with the inflammatory 
process “Comprehensive IL-17A signaling”, “Oxidative stress and redox pathway”, “TNF 
alpha NF-kB signaling pathway”.
Conclusions. Dacarbazine alters the expression of genes regulating inflammation, 
which may play a role in the development of chemoresistance.
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ВВЕДЕНИЕ

Меланома кожи является одним из самых агрессив-
ных злокачественных новообразований, характерной 
особенностью которого является быстрое развитие 
метастазирования. Наряду с новыми стратегиями ле-
чения меланомы, в частности, иммунотерапией, сохра-
няется применение химиотерапевтических средств. 
Одной из наиболее значимых проблем при химиоте-
рапии онкологических заболеваний является развитие 
резистентности к лекарственным препаратам, поэтому 
поиск подходов, позволяющих предотвратить эту про-
блему, крайне важен [1]. Вместе с тем, использование 
химиотерапевтических агентов in vitro, in vivo позво-
ляет исследовать новые механизмы лекарственной 
устойчивости новообразований.

Химиотерапевтическое средство дакарбазин по сво-
ему действию относится к алкилирующим агентам. Ци-
тотоксическая активность дакарбазина обусловлена его 
метаболизмом при помощи цитохрома Р-450 гепатоцитов 
в 5-аминоимидазол-4-карбоксамид, который алкилирует 
ДНК, а также и метил-катион, способный метилировать 
ДНК [2]. Метилирование ДНК – один из механизмов эпи-
генетической регуляции активности генов. Известно, 
что посредством этой регуляции, включающей модифи-
кацию гистонов, метилирование ДНК и контроль экспрес-
сии микроРНК, происходит модуляция транскрипции, что, 
в конечном итоге, играет важную роль в ключевых био-
логических процессах, включая пролиферацию, гибель 
клеток, ангиогенез и воспаление [3]. Существует множе-
ство данных, подтверждающих важную роль воспаления 
в канцерогенезе, опухолевой прогрессии и метастази-
ровании [4, 5, 6]. Предполагают, что воспаление может 
играть важную роль и в формировании резистентности 
к химиотерапии, но механизмы, лежащие в основе это-
го, до конца не ясны [1].

ЦЕЛЬ РАБОТЫ 

Охарактеризовать механизмы лекарственной устой-
чивости клеток меланомы к алкилирующему противо-
опухолевому агенту дакарбазину.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные
Линия мышей C57Bl6 широко используется в он-

кологических исследованиях, так как является гомо-
зиготной по аллелю гена Tyrc (чёрный окрас шерсти), 
что способствует развитию пигментных опухолей, 
и совместима с сингенной клеточной линией мела-
номы В16, что позволяет формировать модель под-
кожной ксенотрансплантации. Исследование было 
одобрено локальным этическим комитетом Красно-
ярского государственного медицинского универ-
ситета им. проф. В.Ф.  Войно-Ясенецкого (протокол 
№ 116/2022 от 27.12.2022 г.). Манипуляции с животными 

осуществляли в соответствии с правилами, изложен-
ными в Руководстве Национального института здра-
воохранения по уходу за лабораторными животными 
и их использованию [7].

Мыши-самки линии C57Bl6, возраст 6–8 недель, 
были получены из питомника лабораторных животных 
«Рапполово» Национального исследовательского цен-
тра «Курчатовский институт» (Санкт-Петербург, Россия). 
Перед экспериментом мыши прошли адаптационный 
период к условиям вивария в течение 2 недель, сред-
ний вес животных составлял 16 г.

Животные содержались в виварии при комнатной 
температуре и естественном освещении со свободным 
доступом к пище и воде. Животные были рандомно 
разделены на контрольную (n = 12) и опытную группы 
(n = 12). Животным опытной группы вводился дакарба-
зин согласно протоколу.

Клеточная линия В16-F10
Культура клеток меланомы В16-F10 была получена 

в ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фунда-
ментальной и клинической иммунологии» (г.  Новоси-
бирск). В эксперименте использовали клетки меланомы, 
которые не подвергались более чем 50 пассажам с мо-
мента получения культуры из банка клеточных культур. 
В процессе культивирования регулярно оценивали мор-
фологию клеток для исключения контаминации. Перед 
началом эксперимента клеточную культуру провери-
ли на наличие микоплазменной инфекции с помощью 
ПЦР в реальном времени, используя набор Myco Real-
Time (Eurogen, Москва, Россия). Клетки культивировали 
в DMEM (PanEco) с 10 % FBS (HyClone) и 1 % антибиоти-
ками (Gibco) в условиях 37°C, 5 % CO₂ (Sanyo MSO-5AC).

Модель меланомы in vivo
Модель меланомы формировали путем подкож-

ного введения клеток меланомы линии В16 в кон-
центрации 1,5 × 106 в 0,5  мл раствора Хенкса (Gibco, 
ThermoFisher Scientific, USA) в боковую поверхность 
живота до формирования солидной опухоли 20  мм. 
Впоследствии ткань сформировавшегося опухолево-
го узла массой 1 г промывали стерильной средой 199 
с солями Хенкса и L-глутамином и гомогенизировали 
с раствором Хенкса (1:10). Далее производили транс-
плантацию солидной опухоли меланомы линии В16 жи-
вотным путём подкожного введения в боковую поверх-
ность живота взвеси опухолевой ткани, содержащей 
1,5 × 106 клеток меланомы. Для оценки динамики роста 
опухоли производили пальпацию опухолевого узла по-
сле трансплантации клеток меланомы, а с 7 суток после 
трансплантации клеток меланомы ежедневно прово-
дили ежедневные линейные размеры опухоли в двух 
взаимно перпендикулярных направлениях.

Протокол введения дакарбазина мышам с мелано-
мой В16

На 8, 10 и 12 день после трансплантации опухоли 
животным контрольной группы вводили внутрибрю-
шинно 250  мл фосфатного буфера, а животным опыт-
ной группы – раствор дакарбазина (Sigma-Aldrich, 
USA) в фосфатном буфере в концентрации 50 мг на кг 
веса животного. На 14 день была проведена эвтаназия 
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животных контрольной и опытной группы с забором 
ткани опухоли для дальнейшего исследования. Жи-
вотных после эвтаназии визуально осматривали. При 
вскрытии животных проводили оценку внутренних ор-
ганов: цвета, формы, консистенции.

Анализ транскриптома методом секвенирования 
нового поколения

Экстрагирование тотальной РНК, полученной от жи-
вотных контрольной и опытной группы, проводилось с ис-
пользованием TRIzol® reagent (Qiagen, Hilden, Germany) 
и набора RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden, Germany). 
К выделенной РНК был добавлен ингибитор РНК-аз 
RiboLock (Thermofisher, USA). Качество выделенной РНК 
оценивали на приборе Qsep400 instrument (BiOptic, 
New Taipei City, Taiwan) с использованием набора RNA 
Cartridge Kit R1-O-4CH (BiOptic, New Taipei City, Taiwan). 
Количество выделенной РНК было измерено с помо-
щью Qubit RNA High Broad Range kit (Thermo Fisher 
Scientific, Eugene, USA).

Приготовление РНК  -  библиотек и секвенирова-
ние нового поколения были выполнены в компании 
«Геномед» (Russia). Для секвенирования транскрипто-
ма конструирование библиотеки было осуществлено 
в несколько этапов. Для обогащения mRNA-фракции 
согласно poly-A принципу, были использованы части-
цы с poly-T tails (Shenzhen, China), к которым было до-
бавлено 200 нг общей РНК. Далее, молекулы мРНК были 
фрагментированы до малых размеров (300 нуклеоти-
дов). Обратная транскрипция на этих фрагментах была 
выполнена с использованием рандомных праймеров 
(Shenzhen, China).

Вторая цепь cDNA была синтезирована с dUTP вме-
сто dTTP. Получившаяся в результате двойная цепь 
cDNA была подвергнута конечному восстановлению 
и 3′-конец полиаденилированию (Shenzhen, China), да-
лее было выполнено лигирование адаптера (Shenzhen, 
China). Следующим шагом было расщепление мечен-
ной урацилом второй цепи, используя фермент ура-
цил-ДНК-гликозидазу (UDG) (Shenzhen, China), с по-
следующей ПЦР амплификацией (SimpliAmp™ Thermal 
Cycler, Thermo Fisher Scientific, Eugene, USA).

Контроль качества библиотек был выполнен с по-
мощью Qsep400 (BiOptic, New Taipei City, Taiwan). Затем, 
готовые библиотеки подвергались циклизации, ампли-
фикации для создания наноболов и секвенированию, 
используя DNBSeq технологию на приборе DNBSeq 
G-400  t (МGI, Shenzhen, China) в режиме парноконце-
вого секвенирования длиной 100  п.н. с генерацией 
не менее 40 млн. данных на образец. Данные с после-
довательностями адаптера или последовательностя-
ми низкого качества были отфильтрованы с помощью 
программного обеспечения SOAPnuke (BGI,  Shenzhen, 
China). В рамках биоинформатического анализа каче-
ство прочтения данных оценивали с помощью FastQC [8]. 
Риды были картированы на сборке GRCm39 эталонного 
генома Mus musculus с использованием HISAT2, карти-
рованные риды были количественно оценены с исполь-
зованием htseq-count. Дифференциально экспрес-
сируемые гены были идентифицированы на основе 

отрицательного биномиального распределения с ис-
пользованием DESeq2 и в дальнейшем использованы 
для идентификации сигнальных путей посредством 
биоинформатического ресурса Panther GO (Institute 
for Systems Biology, Seattle, USA).

Статистический анализ
Сравнение результатов секвенирования генома 

исследуемых образцов было выполнено с использо-
ванием теста ANOVA. P-value рассчитывали с поправ-
кой на множественность по методу Бенджамина – 
Ходжберга (FDR).

РЕЗУЛЬТАТЫ

С помощью высокопроизводительного секвениро-
вания нового поколения был выполнен транскриптом-
ный анализ контрольных и опытных образцов пер-
вичной опухоли меланомы В16. Согласно результатам 
биоинформатического анализа, был выявлен 21 диффе-
ренциально экспрессируемый ген, из которых повыше-
ние экспрессии наблюдалось у 10 генов (табл. 1), сниже-
ние экспрессионной активности – у 11 генов (табл. 2).

Сопоставление полученных результатов с лите-
ратурными данными показало, что все идентифици-
рованные в нашем исследовании сигнальные пути, 
компонентами которых являлись дифференциально 
экспрессируемые гены, играют важную роль в регуля-
ции воспаления и ассоциированных с ним процессов, 
что может иметь критическое значение для развития 
химиорезистентности.

Так, нами установлено, что к числу генов с повы-
шенной экспрессией, ассоциированных с сигнальным 
путем «Comprehensive IL-17A signaling» относились: 
HSPA1B, MKI67, PAK3, HYOU1.

Ген HSPA1B кодирует белок, являющийся членом 1В 
семейства белков теплового шока А (Hsp 70). Ранее было 
показано, что повышение экспрессии HSPA1B коррели-
ровало с усилением активности сигнального пути IL-17, 
что приводило к усилению воспаления за счет измене-
ния продукции провоспалительных цитокинов и иммун-
ного ответа [9]. Следовательно, можно предположить, 
что установленное нами повышение экспрессии HSPA1B 
может быть ассоциировано с развитием воспаления.

Еще один гиперэкспрессируемый ген MKI67 ко-
дирует белок, являющийся маркером пролиферации 
клеток. В частности, было отмечено, что при развитии 
воспалительных процессов повышение активности 
сигнального пути IL-17 сопровождалось повышением 
экспрессии MKI67 [10], что возможно, связано с повы-
шением пролиферации лейкоцитов, играющих клю-
чевую роль в иммунных реакциях и фагоцитозе при 
воспалении.

Известно, что при активации IL-17 происходит по-
вышение продукции свободных радикалов, индуцируя 
окислительный стресс [11]. Гиперактивация PAK3, гена 
сигнального пути IL-17, повышение экспрессии кото-
рого выявлено в нашей работе, ранее характеризова-
лась как коррелирующая с усилением повреждения, 
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вызванного окислительным стрессом, согласно дан-
ным Chen et  al [12]. Экстраполируя этот факт на наше 
исследование, стоит предположить, что полученный 
нами результат может свидетельствовать об усилении 
окислительного стресса и развитии воспаления. Дей-
ствительно, согласно литературным данным, одним 
из ключевых эффектов химиотерапевтических агентов 
является активация окислительного стресса [13].

Кодируемый геном HYOU1 белок относится к семей-
ству белков теплового шока Hsp  70. Он активируется 

и играет важную роль во внутриклеточных ответах 
на стресс, особенно при гипоксии [14]. Известна тесная 
связь между гипоксией и окислительным стрессом, ког-
да происходит усиление продукции свободных ради-
калов поврежденными при гипоксии митохондриями. 
Таким образом, установленное нами повышение экс-
прессии HYOU1 может быть ассоциировано с одним 
из эффектов активации сигнального пути IL-17 в рамках 
промоции воспаления, а именно, индукцией окисли-
тельного стресса.

ТАБЛИЦА 1

ГЕНЫ С ПОВЫШЕННОЙ ЭКСПРЕССИЕЙ 
И СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, В КОТОРЫХ ОНИ 
ЗАДЕЙСТВОВАНЫ, В ТКАНИ МЕЛАНОМЫ В16 
ПОСЛЕ ПРОВЕДЕНИЯ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ 
ТЕРАПИИ ДАКАРБАЗИНОМ

TABLE 1

OVEREXPRESSED GENES AND SIGNALING PATHWAYS 
ENRICHED BY DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES 
IN B16 MELANOMA TUMOR UNDER DACARBAZINE 
TREATMENT

№ Процесс/сигнальный путь
Общее количество генов 

с дифференциальной 
экспрессией 

Дифференциально экс‑
прессируемые гены FDR

1 Comprehensive IL-17A signaling/ Ком-
плексная сигнализация ИЛ-17А 9

HSPA1B
MKI67
PAK3

HYOU1

0,00032
0,000159
0,001686
1,26E–08

2
Oxidative stress and redox pathway/ сигна-
лизация окислительного стресса и окис-
лительно-восстановительнных процессов

5 ABCC2 3,78E–09

3 TNF alpha NF-kB signaling pathway/ Сиг-
нальный путь ФНО-α и NF-kB 7

PML
USP2

NKIRAS1
HSP90
TRAF4

0,001938
0,000102
6,41E–05
0,000401
0,000291

№ Процесс/сигнальный путь 
Общее количество генов 

с дифференциальной 
экспрессией

Дифференциально экс‑
прессируемые гены FDR

1 Comprehensive IL-17A signaling/ Комплекс-
ная сигнализация ИЛ-17А 9

PDGFB
HBB-BS
TGFB1

SMAD6
HBB-BT

0,000782
0,001585
0,001541
0,000152
0,001474

2
Oxidative stress and redox pathway/ сигна-
лизация окислительного стресса и окис-
лительно-восстановительнных процессов

5

S100A8
S100A9
TXNRD3
SLC7A11

4,69E–06
4,60E–06
3,37E–06
4,55E–05

3 TNF alpha NF-kB signaling pathway/Сиг-
нальный путь ФНО-α и NF-kB 7 TNFRSF8

KCNQ1
0,000221
0,000762

ТАБЛИЦА 2

ГЕНЫ С ПОНИЖЕННОЙ ЭКСПРЕССИЕЙ 
И СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, В КОТОРЫХ ОНИ 
ЗАДЕЙСТВОВАНЫ, В ТКАНИ МЕЛАНОМЫ В16 
ПОСЛЕ ПРОВЕДЕНИЯ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ 
ТЕРАПИИ ДАКАРБАЗИНОМ

TABLE 2

DOWNEXPRESSED GENES AND SIGNALING 
PATHWAYS ENRICHED BY DIFFERENTIALLY 
EXPRESSED GENES IN B16 MELANOMA TUMOR 
UNDER DACARBAZINE TREATMENT
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Следует отметить, что в числе дифференциально 
экспрессируемых генов были гены, не ассоциированные 
напрямую с воспалением, а непосредственно связанные 
с чувствительностью к химиотерапевтическому агенту. 
Так, нами выявлено повышение экспрессии гена ABCC2, 
ассоциированного с сигнальным механизмом «Oxidative 
stress and redox pathway». ABCC2 является АТФ-связыва-
ющим транспортным белком, принимающим участие 
в транспорте молекул, в том числе и химиотерапевтиче-
ских препаратов, через мембраны клетки. Установлено, 
что повышение экспрессии ABCC2 может быть ассоци-
ировано c повышением выживаемости клеток при воз-
действии противоопухолевых препаратов [15].

Нами показано, что ассоциированные с сигнальным 
путем «TNF alpha NF-kB signaling pathway» гены PML, 
USP2, NKIRAS1, HSP90, TRAF4 тоже характеризовались 
повышенным уровнем экспрессии при воздействии 
дакарбазином. Известно, что ген PML, кодирующий со-
ответствующий белок, играет важную роль в регуляции 
сигнального каскада NF-kB, модулируя процесс воспа-
ления. Это позволяет нам предположить, что выявлен-
ное нами повышение экспрессии этого гена ассоции-
ровано с активацией NF-kB и последующим развитием 
воспаления [16].

Еще один выявленный нами гиперэкспрессируемый 
ген USP2 кодирует белок, принадлежащий к семейству 
деубиквитинирующих ферментов (суперсемейство С19 
пептидаз). Показано, что повышение экспрессии этого 
гена способствует воспалению посредством деубикви-
тинирования, ассоциированного с рецептором фактора 
некроза опухоли 2 (TRAF2) [17]. Кроме того, повыше-
ние экспрессии USP2 ассоциировано с ингибировани-
ем апоптоза, что опосредуется сигнальным каскадом 
TNF alpha- [14] и может соотноситься с развитием избе-
гания апоптоза опухолевыми клетками и, как следствие, 
формированием лекарственной устойчивости.

NKIRAS1 изменяет активность транскрипционного 
фактора NF-kB посредством предотвращения деграда-
ции белка-ингибитора-β NF-kB, что играет важную роль 
в промоции воспалительного процесса [18]. В частно-
сти, известно, что инактивация белка, кодируемого 
HSP90, приводит к снижению активности сигнального 
пути NF-kB [15]. Поэтому установленная нами гиперэкс-
прессия HSP90, возможно, связана с активацией вос-
паления за счет повышения экспрессии NF-kB, одного 
из ключевых индукторов воспалительного процесса 
[19]. TRAF4 является членом семейства факторов, ас-
социированных с TNF рецептором (TRAF) и известен 
как негативный регулятор NF-kB, в этой связи, возмож-
но, что установленное нами повышение его экспрессии 
активирует NF-kB [20].

Наряду с повышением экспрессии ряда генов 
сигнальных путей «Comprehensive IL-17A signaling», 
«Oxidative stress and redox pathway», «TNF alpha NF-kB 
signaling pathway», нами установлено снижение уровня 
экспрессии ряда генов вышеупомянутых сигнальных 
каскадов. Так, показано снижение активности таких ге-
нов сигнального пути «Comprehensive IL-17A signaling», 
как PDGFB, HBB-BS, TGFB1, SMAD6 и HBB-BT.

Снижение экспрессии генов HBB-BS и HBB-BT, коди-
рующих субъединицы гемоглобина, может способство-
вать изменению редокс-баланса, играющего важную 
роль при воспалении, за счет изменения выраженно-
сти инактивации прооксидантов, связывания кислоро-
да гемоглобином, метаболизма пероксида водорода, 
изменения активности оксидоредуктазы [21]. Таким об-
разом, выявленное нами понижение экспрессии этих 
генов, возможно, имеет значение в контексте упомя-
нутого ранее факта, что IL-17-сигналинг осуществляет 
промоцию окислительного стресса и воспаления.

TGFB1 кодирует белок-лиганд, принадлежащий су-
персемейству трансформирующего фактора роста бета 
(TGF-beta), который взаимодействует с различными 
рецепторами TGF-beta, принимая участие в регуляции 
множества важнейших клеточных процессов. Показа-
но, что существует обратная корреляция между экс-
прессией этого гена и активностью сигнального пути 
IL-17 [22], поэтому снижение экспрессии этого гена 
в нашем исследовании, возможно, соотносится с акти-
вацией IL-17-сигналинга.

Развитие окислительного стресса сопровожда-
ется повышением продукции свободных радикалов, 
что способствует воспалению за счет активации ряда 
сигнальных путей, которые могут также принимать 
участие в химиорезистентности. К числу генов сигналь-
ного пути «Oxidative stress and redox pathway», экспрес-
сия которых при воздействии дакарбазина снижалась, 
относятся S100A8, S100A9, TXNRD3 и SLC7A11.

S100A8 и S100A9 кодируют белки семейства S100, 
способные связывать молекулы цинка и кальция [23]. 
Белки, кодируемые этими генами, обладают как про-, 
так и противовоспалительными эффектами. В контексте 
нашего исследования важно отметить, что они могут су-
прессировать развитие окислительного стресса, обла-
дая способностью инактивировать прооксиданты [24]. 
Таким образом, снижение экспрессии этих генов под 
воздействием дакарбазина тоже может соответствовать 
усилению окислительного стресса.

TXNRD3 кодирует белок, относящийся к семейству 
перидин-нуклеотид-дисульфид-оксидоредуктаз, кото-
рый обладает активностью глутатионредуктазы, под-
держивая пул восстановленного глутатиона, это играет 
важную роль в антиоксидантной защите и предотвра-
щении развития окислительного стресса [25]. Поэтому 
выявленное нами снижение экспрессии этого гена яв-
ляется еще одним фактором, способствующим окисли-
тельному стрессу.

Известно, что белок, кодируемый геном SLC7A11, 
является компонентом гетеродимерной натрий-неза-
висимой анионной транспортной системы аминокис-
лот и играет значительную роль в поддержании уров-
ня внутриклеточного глутатиона и предотвращении 
окислительного стресса, который, как было упомянуто 
ранее, способствует воспалению и, возможно, химио-
резистентности [26].

Нами установлено, что воздействие дакарбази-
на приводило к снижению экспрессии генов TNFRSF8 
и KCNQ1, ассоциированных с сигнальным каскадом «NF 
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alpha NF-kB signaling pathway». Ген TNFRSF8 кодирует 
белок, относящийся к суперсемейству рецепторов TNF, 
способный активировать фактор транскрипции NF-kB. 
Интересно отметить, что NF-kB, с одной стороны, яв-
ляется одним из ключевых инициаторов воспаления, 
но снижение его активности тоже может играть опре-
деленную роль в пролонгации хронического воспали-
тельного процесса за счет снижения активности им-
мунного ответа вследствие специфического истощения 
CD8+ Т-лимфоцитов [27]. KCNQ1 кодирует белок, являю-
щийся структурным компонентом калиевых каналов. 
При воспалении описано снижение экспрессии KCNQ1, 
следовательно, выявленная нами пониженная экспрес-
сия KCNQ1 в клетках меланомы после воздействия да-
карбазином, возможно, является одним из маркеров 
развивающегося при действии дакарбазина ответа 
на повреждение [28].

В идентифицированных дифференциально экс-
прессируемых генах были выделены те, которые об-
ладают наибольшей экспрессией для представления 
в виде тепловой карты (Рис. 1).

По результатам представленной тепловой карты 
отмечена гиперэкспрессия гена HSP90, который ассо-
циирован с активацией сигнального каскада NF alpha 
NF-kB и гиперэкспрессия TRAF4, HYOU1, MKI67, которые 
ассоциированы с активацией комплексной сигнализа-
ции ИЛ-17А после проведения противоопухолевой те-
рапии дакарбазином.

Таким образом, анализируя эффекты генов с из-
мененной экспрессией выявленных нами сигнальных 
путей, следует отметить, что, в контексте развития ле-
карственной устойчивости под действием дакарбази-
на, выявляется тенденция к инициации воспаления, ха-
рактеризующаяся развитием окислительного стресса, 
повышением экспрессии IL-17 и активацией фактора 
транскрипции NF-kB.

ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами было показано, что экспериментальная 
терапия дакарбазином на модели меланомы В16 in vivo 
не приводила к изменению динамики роста опухоли 
[29], что, предположительно, обусловлено быстрым фор-
мированием устойчивости к химиопрепарату. Описан 
целый ряд причин, способствующих развитию химио-
резистентности, среди которых важное место занимает 
активация провоспалительных внутриклеточных каска-
дов как реакция опухолевых клеток на повреждение, 
вызываемое химиотерапевтическими агентами. Соглас-
но биоинформатическому анализу, идентифицировано 
три сигнальных пути, ассоциированных с воспалением, 
в которых отмечалось участие дифференциально экс-
прессируемых генов в клетках меланомы, подвержен-
ных воздействию алкилирующим агентом дакарбази-
ном: «Comprehensive IL-17A signaling», «Oxidative stress 
and redox pathway», «TNF alpha NF-kB signaling pathway».

Существует целый ряд процессов, связанных с вос-
палением, которые могут приводить к лекарственной 

резистентности. К их числу относятся 1) изменения 
транспорта и метаболизма лекарственных средств, 2) 
инициация специфического механизма, восстанавли-
вающего поврежденную ДНК (DNA damage response), 
3) активация адаптивных ответов клеток, при которой 
происходит усиление активности различных сигналь-
ных каскадов, избегание апоптоза, 4) аутофагия. Кроме 
того, важную роль в развитии химиорезистентности 
при воспалении играют изменения опухолевого ми-
кроокружения, включающие 5) окислительный стресс 
и 6) дисфункцию иммунной системы [1].

В нашей работе выявлено изменение экспрессии 
генов, ассоциированных с вышеупомянутыми процес-
сами. Так, установленное нами повышение активности 
гена ABCC2, кодирующего белок семейства АВС-транс-
портеров, может способствовать неэффективности 
дакарбазина вследствие повышения эффлюкса лекар-
ственного препарата из клетки и, как следствие, отсут-
ствию клинического эффекта.

Усиление метаболизма лекарственного средства 
может быть обусловлено повышением активности 
белков семейства цитохромов Р-450 (CYPs). Известно, 
что биотрансформация эндогенных и экзогенных ве-
ществ, включая препараты химиотерапии, происходит 
в системе микросомальных оксидаз гепатоцитов на ци-
тохромах этого семейства. В свою очередь, TNFα спо-
собен усиливать метаболическую активность CYPs [30]. 
В опытной экспериментальной группе нами выявлено 
повышение экспрессии USP2 прямо коррелирующее 
с экспрессией TNFα, результатом которой может стать 
снижение чувствительности к действию дакарбазина.

РИС. 1. 
Тепловая карта для дифференциально экспрессируемых генов, 
ассоциированных с воспалением в тканях меланомы В16, по-
сле проведения противоопухолевой терапии дакарбазином
FIG. 1. 
Heat map for differentially expressed genes associated with in-
flammation in B16 melanoma tissues under dacarbazine antitu-
mor therapy
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В нашей работе показано, что воздействие дакар-
базина модулирует «Расширенный сигналинг ИЛ-17А». 
Действительно, Cao et al была установлена позитивная 
корреляция между экспрессией IL-17 и инициацией 
специфического механизма, восстанавливающего по-
врежденную ДНК, о котором было упомянуто выше [31].

Как уже подчеркивалось ранее, ингибирование 
апоптоза опухолевых клеток при действии алкилирую-
щими агентами тоже играет важную роль в формирова-
нии устойчивости к химиотерапии. При этом происхо-
дит активация ряда антиапоптотических механизмов, 
в частности, ассоциированных с белками семейств Bcl-
2 и IAPs [32]. В нашей работе мы установили снижение 
экспрессии TGFB1, S100 и повышение экспрессии PAK3, 
что ассоциировано, согласно описанным ранее функци-
ям этих белков, с ингибированием апоптоза [9, 10, 22].

Окислительный стресс и снижение активности им-
мунного ответа также могут приводить к отсутствию 
эффекта при химиотерапии. Существует взаимосвязь 
между воспалением и окислительным стрессом. Из-
вестно, что воспаление способствует развитию окис-
лительного стресса, а окислительный стресс, в свою 
очередь, играет важную роль в активации воспаления. 
Свободные радикалы, уровень которых при окисли-
тельном стрессе повышается, могут индуцировать хи-
миорезистентность за счет активации таких факторов 
транскрипции, как NF-κB, Nrf2, c-Jun, HIF-1α [1]. Каждый 
из этих транскрипционных факторов может вносить свой 
вклад в развитие химиорезистентности, в частности, NF-
κB, преимущественно, за счет дальнейшей промоции 
воспаления, Nrf2, посредством активации антиоксидант-
ных систем [33], и, безусловно, посредством усиления 
репарации ДНК, что опосредуется, в том числе, транс-
крипционным фактором c-Jun [34]. Роль HIF-1α в фор-
мировании лекарственной устойчивости может быть 
связана с метаболическим перепрограммированием 

опухолевых клеток, ассоциированном с гипоксия-зави-
симой прогрессией опухоли [35].

В нашем исследовании выявлено снижение экс-
прессии генов HBB-BS, HBB-BT, ассоциированное с уси-
лением прооксидантной активности и TXNRD3, SLC7A11, 
коррелирующее со снижением уровня важного анти-
оксиданта – восстановленного глутатиона, что тоже 
может приводить к развитию окислительного стрес-
са и активации свободными радикалами упомянутых 
выше факторов транскрипции и сигнальных путей, спо-
собствующих химиорезистентности.

Таким образом, воздействие на клетки меланомы 
дакарбазином индуцирует изменения в экспрессии 
генов, связанных не только с регуляцией воспалитель-
ных процессов, но и с молекулярными механизмами 
канцерогенеза, включая формирование лекарствен-
ной устойчивости в опухолевых клетках [36] (Рис. 2).

Полученные результаты, учитывающие многофак-
торные изменения в опухолевых клетках после воз-
действия алкилирующими агентами, важны для раз-
работки новых комбинированных подходов с целью 
преодоления лекарственной резистентности.
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