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Проведено комплексное лечение: аскорутин по 1 таб-
летке 3 раза в день в течение 1 мес, трентал по 1 таблетке 
3 раза в день в течение 1 мес, мазь целестодерм с гарами-
цином под окклюзионную повязку 2 раза в день, троксе-
вазин гель 1 раз в день, лечение и наблюдение по поводу 
гайморита у ЛОР-специалиста.

После проведенного курса лечения отмечено значи-
тельное улучшение со стороны кожного процесса в виде 
побледнения очага ДЛК и уменьшения ее размеров до 
0,5×0,3 см. Пациент находится на диспансерном наблюде-
нии у дерматолога и оториноларинголога.

Таким образом, различные факторы (инфекцион-
ные агенты, микротравмы, вакцинация) могут иметь 
значение в развитии ДЛК. В нашем случае рециди-
вирующее течение процесса ДЛК, по-видимому, свя-
зано с очередным обострением хронически текуще-
го гайморита также правосторонней локализации.
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Изменения экспрессии микроРНК  
при меланоцитарных новообразованиях кожи
Швецова Ю.И., Палкина Н.В., Аксененко М.Б., Рукша Т.Г.
ГБОУ ВПО Красноярский государственный медицинский университет им. проф.  
В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России, 660022, Россия, Красноярский край, г. Красноярск

В биоптатах пациентов с меланоцитарными новообразованиями кожи оценивали экспрессию  
микроРНК (hsa-miR-146а, hsa-miR-150, hsa-miR-196а, hsa-miR-218) методом полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени. Выявлено снижение уровня экспрессии miR-196а и miR-218 
при меланоме кожи по сравнению с доброкачественными меланоцитарными новообразованиями ко-
жи. Зависимости уровней экспрессии анализируемых микроРНК от клинико-морфологических форм 
меланомы и ее cпособности к метастазированию (в соответствии с классификацией по AJCC) не 
отмечено. Выявленные особенности изменений уровней микроРНК свидетельствуют о нарушениях 
регуляции экспрессии генов на посттранскрипционном уровне при меланоме кожи, которые могут 
быть учтены при формировании новых подходов в диагностике и терапии данного заболевания, про-
гнозе его исхода.
К л ю ч е в ы е  с л о в а: микроРНК; меланома кожи; невус; посттранскрипционные регуляторы.
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CHANGES IN microRNA EXPRESSION IN SKIN MELANOCYTIC TUMORS
Shvetsova Yu.I., Palkina N.V., Aksenenko M.B., Ruksha T.G.
V.F.Voino-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, 660022, Krasnoyarsk, Russia
The expression of microRNA (hsa-miR-146a, hsa-miR-150, hsa-miR-196a, hsa-miR-218) in biopsy speci-
mens from patients with melanocytic tumors of the skin was studied by RT-PCR. The expression of miR-196a 
and miR-218 was lower in skin melanoma than in benign skin melanocytic tumors. No relationship between 
the level of analyzed microRNA expression and clinical morphological forms of melanoma and its metastatic 
potential (according to AJCC classification) was detected. The detected changes in the levels of microRNA in 
skin melanoma indicated disorders in the gene expression levels at the posttranscription level, essential for 
the development of new approaches to the diagnosis, therapy, and prognosis of this disease.
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Меланома кожи занимает лидирующее положе-
ние среди новообразований с непрогнозируемым те-
чением, высоким уровнем смертности и низкой эф-
фективностью терапии диссеминированных форм. 
В последние годы частота заболеваний меланомой 
кожи в нашей стране и во всем мире значительно 
возросла [1]. Стало очевидным, что эпигенетические 
регуляторные механизмы играют ключевую роль в 
прогрессии опухолей и особая роль принадлежит не-
кодирующим РНК. Необходим поиск молекулярных 
путей возникновения, развития и метастазирования 
меланомы кожи с целью их возможного применения 
в диагностике и терапии. 

Изучение молекулярных механизмов возникно-
вения и развития меланомы кожи возможно с по-
мощью оценки регуляторов экспрессии генов на 
посттранскрипционном уровне, каковыми являются 
микроРНК, относящиеся к классу малых некоди-
рующих РНК длиной 18–25 пар нуклеотидов, вза-
имодействующих по комплиментарному принципу 
с 3´-нетранслируемыми областями мРНК-мишени. 
Это взаимодействие инициирует деградацию мРНК 
или препятствует ее трансляции [2, 3]. Благодаря 
небольшому размеру каждая микроРНК может вза-
имодействовать с несколькими мРНК-мишенями, 
именно с теми, в которых имеются комплимен-
тарные участки. В настоящее время известно, что 
микроРНК регулируют более 30% генов человека, 
включая гены, участвующие в развитии, клеточ-
ной дифференцировке, гемопоэзе, устойчивости к 
стрессу, метаболизме, клеточной пролиферации и 
апоптозе [4]. Учитывая спектр генов, регулируемых 
микроРНК, очевидно, что нарушения в их функцио-
нировании могут существенно влиять на все стадии 
опухолевого процесса – от возникновения опухоли 
до метастазирования [5–10]. Каждая опухоль имеет 
специфический набор активируемых микроРНК, но 
среди них можно выделить несколько микроРНК, ко-
торые наиболее часто встречаются в определенных 
опухолях [5]. Перспективным для практического ис-
пользования является оценка уровней экспрессии 
отдельных микроРНК благодаря их тканеспецифич-
ности, что делает возможным использование дан-
ных молекул в дифференциальной диагностике он-
кологических заболеваний. Известно, что miR-146a 
играет роль онкосупрессора при немелкоклеточном 
раке легкого [11, 12] и раке простаты [13], а miR-150 
экспрессируется в большом количестве при несколь-
ких видах рака, включая злокачественную лимфому, 
рак желудка, легких, эндометрия, поджелудочной и 
молочной желез [14–18]. Предполагается, что miR-
146а и miR-150 следует рассматривать в качестве по-
тенциального прогностического биомаркера с тера-
певтическим действием [19, 20]. На данный момент 
остается актуальным вопрос об идентификации про-
гностических маркеров метастазирования и диагно-
стических маркеров при меланоме кожи, влияя на 
активацию специфических сигнальных путей и не 
оказывая противоположные эффекты на различные 
виды рака. МикроРНК расценивают как перспектив-
ные биомаркеры в связи с тем, что они регулируют 
одномоментно функцию многих генов-мишеней,  

кодирующих белки; напрямую воздействуют на 
функциональный продукт гена – мРНК, при этом хо-
рошо сохраняясь в тканях, фиксированных в форма-
лине и залитых в парафин.

Цель исследования – оценка изменения характера 
экспрессии микроРНК при меланоме кожи и мелано-
цитарных невусах. 

Материалы и методы
Исследование утверждено в локальном этическом ко-

митете ГБОУ ВПО Красноярский государственный меди-
цинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого 
(КрасГМУ) (протокол № 44/2012 от 15.11.12) и выполнено 
на базе ГБОУ ВПО КрасГМУ, ГБУЗ Красноярский крае-
вой онкологический диспансер им. А.И. Крыжановско-
го, ГБУЗ Красноярское краевое патолого-анатомическое 
бюро. В исследовании использовали 60 биоптатов, взятых 
от разных пациентов, из них 48 образцов меланомы кожи 
и 12 образцов меланоцитарных невусов. Средний воз-
раст пациентов составил 57 лет. Распределение по полу:  
19 мужчин и 36 женщин, у 5 пациентов с меланоцитарны-
ми невусами пол не зафиксирован. По клинико-морфоло-
гическому типу распределение было следующим: поверх-
ностно-распространяющаяся меланома кожи составила 
51,6%, узловая меланома кожи – 32,3%, лентиго-меланома 
– 9,7%, акрально-лентигинозная – 3,2%, меланома слизи-
стых – 3,2%. По классификации AJCC [21] распределение 
было таковым: 0 стадия – 3%; IA стадия – 13%; IB стадия 
– 10%; IIA стадия – 10%; IIB стадия – 31%; IIC стадия – 
10%; IIIB стадия – 5%; IIIC стадия – 8%; IV стадия – 10%.

Первоначально из биоптатов кожи оценивали соот-
ветствующие срезы от каждого образца, окрашенные ге-
матоксилином и эозином. Выбирали образцы с преиму-
щественным содержанием только опухолевых клеток на 
срезе. Для выделения микроРНК готовили серийные сре-
зы, заливали ксилолом и инкубировали при температуре 
50ºС в течение 30 мин. После центрифугирования при 
13 400 об/мин в течение 2 мин удаляли ксилол и дважды 
промывали в 100% этаноле. В дальнейшем осуществля-
ли выделение РНК с использованием набора Рибозоль В 
(«Амплисенс», Россия). Далее полученную РНК перево-
дили в комплиментарную ДНК (кДНК) посредством ре-
акции обратной транскрипции с использованием специ- 
фичных 5х-праймеров ("Applied Biosystems", США) к 
каждой микроРНК, а также с использованием набора  
Реверта ("Амплисенс", Россия). В последующем произво-
дили постановку полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ) с помощью реакционной 
смеси Tag Man Universal Master Mix II ("Applied Biosys-
tems", США), наборов для детекции микроРНК TagMan 
MicroRNA Assays hsа-miR-146а, hsа-miR-150, hsа-miR-
196а и hsа-miR-218. Нормализацию сигнала осуществля-
ли с помощью U6 small nuclear ribonucleic acid (snRNA) 
("Applied Biosystems", США). Определяли величину Ct, 
соответствующую количеству циклов, при которых кри-
вая флюоресценции пересекала заданный уровень фона. 
Каждый эксперимент выполняли в двух технологических 
повторах с дальнейшим расчетом среднего значения. От-
носительные уровни экспрессии микроРНК для исследу-
емых образцов рассчитывали по формуле: 2–ΔCT согласно 
[22], где ΔCT = CT miRNA – CT U6RNA.

Сравнения уровней экспрессии микроРНК в исследу-
емых группах проводили с помощью непараметрического 
дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса, при получе-
нии р < 0,05 переходили к многогрупповым сравнениям. 
Данные в таблицах представлены медианой и межквар-
тильным интервалом – Ме (25%;75%).
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Результаты и обсуждение
Выполненное исследование показало статисти-

чески значимые различия экспрессии miR-196a и 
miR-218 при меланоме кожи в сравнении с доброка-
чественными меланоцитарными новообразованиями 
(табл. 1). При этом отмечено статистически значи-
мое снижение miR-196a и miR-218 в группе мела-
номы кожи при сравнении результатов экспрессии с 
группой пациентов с невусами (р < 0,05). Статисти-
чески значимых различий относительного уровня 
экспрессии других микроРНК не выявлено. 

Полученные результаты указывают, что измене-
ния уровня микроРНК в опухолевой ткани неодно-
значны. По имеющимся публикациям известно, что 
miR-146a играет центральную роль в инициации и 
прогрессии меланомы за счет активации Notch сиг-
нального пути [23], который принимает участие в 
запуске ангиогенеза опухоли, способствует прогрес-
сии первичных меланом в более агрессивный фено-
тип [24]. P. Manoharan и соавт. [25] предположили, 
что miR-150 регулирует транскрипционный фактор 
KLF2, принимающий активное участие в моделиро-
вании воспалительных хемокинов в клетках иммун-
ной системы, и, по мнению других авторов [14–18], 
значительно повышается при многих видах злокаче-
ственных новообразований. С учетом потенциаль-

но возможного использования микроРНК в 
качестве прогностических и диагностиче-
ских маркеров представляет интерес срав-
нительная оценка экспрессионных профилей 
микроРНК независимыми научными лабо-
раториями для отбора актуальных молекул-
маркеров.

С учетом сведений о нарушениях экспрес-
сии микроРНК при меланоме кожи, включая 
изолированные культуры клеток меланомы 
[26, 27], отсутствие изменений уровней ми-
кроРНК в клетках меланомы в нашем иссле-
довании можно объяснить гетерогенностью 

опухолевой ткани, наличием клонального/эпигене-
тического разнообразия в пределах одной опухоли, 
способных обеспечить дискоординированные пат-
терны экспрессии микроРНК в опухолевых клетках 
и как следствие отсутствие изменений суммарного 
уровня микроРНК в опухоли. В этом смысле опу-
холь следует рассматривать не просто как сумму сла-
гающих субпопуляций, а как взаимодействующую 
экосистему, каждая характеристика которой может 
влиять на другую. Биологические характеристики 
«ранней» преинвазивной опухоли не аналогичны 
таковым той же опухоли, когда она достигла стадии 
диссеминации. Гетерогенность опухоли имеет мно-
го уровней и молекулярных механизмов (еще не до 
конца раскрытых). Все они вместе обеспечивают вы-
живание и распространение (диссеминацию, коло-
низацию, метастазирование) популяции опухолевых 
клеток [28]. Проблема клеточной изменчивости и 
фенотипической гетерогенности не только в центре 
сегодняшней фундаментальной онкологии, но и со-
временной биологии клетки.

В настоящем исследовании выявлено, что стати-
стически значимые различия уровней miR-196a и 
miR-218 снижались в ткани меланомы в отличие от 
ткани невуса, что может свидетельствовать о наруше-
нии функциональной активности данных микроРНК. 

Так, miR-196a значительно снижал-
ся в ткани меланомы в сравнении с 
нормальными меланоцитами. Поте-
ря экспрессии данной микроРНК яв-
ляется отправной точкой для запуска 
сигнального каскада, в результате 
которого наступают избыточная экс-
прессия гена ВМР4 в клетках мела-
номы, увеличение микроРНК и белка 
HOX-B7, которые активируют ген 
ETS-1, фактор роста фибробластов 
(β-FGF) [29]. Также мы наблюдали 
снижение miR-218 в ткани мелано-
мы в сравнении с тканью невуса, 
что находит подтверждения и в дру-
гих исследованиях о регулирующей 
роли miR-218 в пролиферации и ми-
грации клеток мелaномы, снижении 
уровня экспрессии в ткани мелано-
мы [30]. Данная микроРНК действу-
ет как опухолевый супрессор, уси-
ливая клеточную дифференцировку, 
а также снижая злокачественную 

Т а б л и ц а  1
Уровень экспрессии микроРНК при меланоме кожи и доброкачественных 
меланоцитарных новообразованиях (невусы); Ме (25%;75%)

Вид новооб-
разования miR-146 miR-150 miR-196а miR-218

Невус 23,35  
(8,02; 498,89)

18,65  
(2,25; 227,79)

4,921 
(0,61; 17,42)

2,81  
(1,64; 4,67)

Меланома 8,03  
(1,46; 127,52)

14,15  
(2,39; 166,07)

0,34  
(0,04; 3,91)*

0,77  
(0,13; 4,32)*

П р и м е ч а н и е. * – р < 0,05 – статистически значимые различия в срав-
нении с доброкачественными меланоцитарными новообразованиями кожи 
(невусами).

Т а б л и ц а  2
Относительный уровень экспрессии микроРНК в зависимости от классификации 
меланомы по AJCC (0–I–II стадии – неметастазирующая, III–IV стадии – метастази-
рующая); Ме (25%;75%)

Форма меланомы miR-146 miR-150 miR-196a miR-218

Неметастазирующая 0,079  
(1,31; 110,34)

15,28  
(2,39; 93,56)

0,348 
(0,04; 3,72)

0,84  
(0,13; 4,35)

Метастазирующая 58,75  
(8,03; 441,83)

12,15  
(5,69; 1200,32)

1,986  
(0,02; 5,37)

0,25  
(0,21; 3,21)

Т а б л и ц а  3
Относительный уровень экспрессии микроРНК в зависимости от клинико-морфоло-
гической формы меланомы кожи; Ме (25%; 75%)

Форма меланомы miR-146 miR-150 miR-196a miR-218

Поверхностно- 
распространяющаяся

10,42  
(1,89; 312,93)

10,06  
(1,95; 260,37)

0,46  
(0,11; 6,06)

1,19 
(0,19; 6,11)

Узловая 6,39  
(0,92; 88,13)

13,03  
(2,39; 91,72)

0,11  
(0,04; 4,44)

0,71  
(0,12; 1,61)

Лентиго 33,23  
(6,96; 250,29)

15,92  
(4,37; 14 500,43)

0,98  
(0,26; 4,16)

0,19  
(0,14; 1,82)

Акрально-
лентигинозная

0,51  
(0,11; 28,34)

44,05  
(21,54; 59,17)

0,06  
(0,01; 3,72)

0,45  
(0,10; 4,32)
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трансформацию при трансфекции онкогена REST 
при медуллобластоме [31]. Проведенное нами иссле-
дование доказывает возможность дальнейшего ис-
пользования miR-196а и miR-218 в качестве биомар-
керов в диагностике, прогнозе и возможном лечении 
меланомы кожи.

Мы не нашли зависимости уровней экспрессии 
анализируемых микроРНК от способности мелано-
мы к метастазированию (в соответствии с класси-
фикацией меланомы по AJCC) (табл. 2), от клинико-
морфологической формы меланомы кожи (табл. 3). 
Это может указывать на универсальный тканеспеци-
фический характер изменений профиля микроРНК 
при развитии патологических изменений и на отсут-
ствие изменений в экспрессии микроРНК на различ-
ных этапах канцерогенеза в первичном опухолевом 
очаге. Необходимы дальнейшие исследования воз-
можной связи между вышеуказанными факторами.

Исследование поддержано грантом фонда  
Президента  РФ  (Р.Т.Г.-901.2013.7).
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