
196

РОССИЙСКИЙ ЖУРНАЛ КОЖНЫХ И ВЕНЕРИЧЕСКИХ БОЛЕЗНЕЙ. 2017; 20(4)

ДЕРМАТООНКОЛОГИЯ
© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2017
УДК 616.5-006.81.04-092.18

Цыренжапова С.В., Сергеева Е.Ю., Аксененко М.Б., Палкина Н.В.,  
Комина А.В., Рукша Т.Г.

СНИЖЕНИЕ МИГРАЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ  
И ПРОЛИФЕРАЦИИ КЛЕТОК МЕЛАНОМЫ BRO  
ПРИ ИНГИБИРОВАНИИ микроРНК-4286
Кафедра патологической физиологии им. проф. В. В. Иванова ФГБОУ ВО КрасГМУ 
им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России

МикроРНК-4286 принимает участие в контроле экспрессии многих онкогенов. Одним из сигнальных 
путей, в регуляции которых играет роль микроРНК-4286, является путь биосинтеза N-гликанов  
(N-Glycan biosynthesis, hsa00510). Трансфекция ингибитора микроРНК-4286 в клетки меланомы  
BRO приводит к снижению уровня миграционной активности и блокаде клеточного цикла при пере-
ходе к фазе митоза. Возможно, данные эффекты обусловлены воздействием на сигнальный путь 
биосинтеза N-гликанов. Таким образом, ингибирование микроРНК-4286 может быть применено для 
создания новых эффективных методов лечения меланомы кожи.
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Mir-4286 takes part in the control of many oncogenes expression. One of signaling pathways regulated by 
mir-4286 is N-Glycan biosynthesis, hsa00510. Transfection of miR-4286 inhibitor in melanoma BRO cells 
leads to decreased activity of melanoma BRO cells migration and G2/M cell cycle arrest. These effects are 
supposed to be the result of the influence on N-Glycan biosynthesis. Therefore, mir-4286 inhibition can be 
the basis of new effective methods of melanoma treatment. 
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Меланома кожи является опухолью, характеризующейся 
высокой степенью гетерогенности и быстрым развитием мета-
стазирования. Среди лиц со светлой кожей частота меланомы 
ежегодно увеличивается [1]. На ранней стадии меланома изле-
чима, но прогноз пациентов с метастатической меланомой не-
благоприятен [2, 3]. Для своевременной диагностики меланомы 
используются массовые скриниговые исследования, эффектив-
ность которых не всегда высока [1]. Становится ясным, что ис-
пользование современных методов диагностики, в том числе и 

генетических исследований, у лиц с выявленной предрасполо-
женностью к меланоме является наиболее правильным подхо-
дом к снижению смертности и увеличению продолжительности 
жизни при этом заболевании [4].

Следовательно, необходимы поиск новых диагностических 
и терапевтических мишеней меланомы и исследования молеку-
лярных механизмов развития данного новообразования.

К числу регуляторов экспрессии онкогенов и онкосупрессо-
ров относятся микроРНК. МикроРНК – это класс малых некоди-
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рующих молекул, состоящих приблизительно из 22 нуклеотидов, 
которые играют фундаментальную роль в посттранскрипцион-
ной регуляции генов [5, 6]. На сегодняшний день известно не-
сколько тысяч различных микроРНК. Одним из механизмов дей-
ствия микроРНК является их связывание с комплементарными 
участками в 3′-нетранслируемой области мРНК, что индуцирует 
ее деградацию и снижает экспрессию данной мРНК [7].

Изменение экспрессии микроРНК показано при ряде дер-
матологических заболеваний. Например, повышение уровня 
микроРНК-155 выявлено при атопическом дерматите [8]; абер-
рантная экспрессия микроРНК-203, 146а, 21 – при псориазе [9]. 
Установлено, что экспрессия микроРНК-4286 в ткани меланомы 
статистически значимо выше, чем в ткани невусов [10].

Экспрессионный профиль микроРНК характеризуется вы-
сокой тканеспецифичностью. МикроРНК обладают высокой 
стабильностью в биологических образцах [11]. Таким образом, 
данные молекулы являются перспективными мишенями для 
диагностики и таргетной терапии злокачественных новообразо-
ваний. 

Цель исследования – оценить отдельные аспекты функцио-
нальной роли микроРНК-4286 при меланоме кожи. 

Материал и методы
Биоинформационный анализ сигнальных путей для ми-

кроРНК-4286 проводили с помощью базы DIANA miRPath v.3.0.  
(с использованием трех баз данных TargetScan v.7.0, microT-CDS 
v.5.0 и TarBase v.7.0). Поиск сигнальных путей был произведен на 
базе веб-ресурса KEGG (Киотская классификация генов и геномов). 

Культивирование клеток и трансфекция ингибитора микроРНК
Исследование выполнено на базе кафедры патологической фи-

зиологии им. проф. В.В. Иванова ФГБОУ ВО «КрасГМУ им. проф. 
В.Ф. Войно-Ясенецкого». Утверждено локальным этическим коми-
тетом (протокол №59 от 02.12.14).

Для исследования использовали клеточную культуру меланомы 
линии BRO, любезно предоставленную ФГБНУ «Научно-исследова-
тельский институт фундаментальной и клинической иммунологии» 
(НИИФКИ, Новосибирск). Клетки меланомы BRO культивировали 
в питательной среде RPMI Medium 1640 с L-глутамином c добавле-
нием фетальной бычьей сыворотки Fetal Bovine Serum. Культивири-
рование проводили в СО-инкубаторе при содержании углекислого 
газа 5% и температуре 37 °С.

Для оценки влияния микроРНК-4286 на миграцию клеток ме-
ланомы проводили так называемый скрэтч-тест. Для этого пред-
варительно осуществляли трансфекцию специфического инги-
битора микроРНК-4286 (Ambion, “Life Technologies”, США), 
негативного контроля – anti-miR negative control (Ambion, “Life Tech-
nologies”, США) в 24-луночном планшете при концентрации клеток  
1 × 10 клеток/мл по протоколу производителя, используя в каче-
стве трансфектанта Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen, “Life  
Technologies”, США).

Эффективность трансфекции подтверждали стандартным ме-
тодом по экспрессионному уровню мРНК белка HMGA2 (хрома-
тинсвязанный негистоновый белок) (“Applied Biosystems”, США), 
поскольку данный белок является мишенью для положительного 
контроля – miR-let-7c [12].

Анализ миграционной активности (scratch-test, анализ на зарас-
тание «раны»)

После осуществления трансфекции ингибитора микроРНК-4286 
клеточную культуру культивировали до достижения плотности по-
крытия 80%. Затем пластиковым наконечником наносили «царапи-
ны» в лунках с клеточной культурой и после дважды промывали в 
фосфатно-солевом растворе. Далее производили смену питательной 
среды с 1% содержанием FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco, “Life 
Technologies”, США). Визуализацию осуществляли на инверти-
рованном микроскопе (ЛОМО, Россия) с использованием камеры  
Infinity 1.0 (“Lumenera Corporation”, Канада) сразу после проведения 
царапины, через 12 и 24 ч в одних и тех же участках с помощью 
программного обеспечения Infinity Analyze Release 6.5 (“Lumenera 
Corporation”, Канада). Скорость миграции клеток оценивали по 
изменению площади царапины при помощи программы Infinity  
Analyze Release 6.5 (“Lumenera Corporation”, Канада).

Клеточный цикл
Для оценки влияния микроРНК-4286 на клеточный цикл  

меланомы BRO предварительно проводили трансфекцию ингиби-
торов микроРНК-4286 в 24-луночном планшете при концентра-
ции клеток 1 × 10 клеток/мл, используя в качестве трансфектанта  

Lipofectamine 2000 Reagent (“Invitrogen”, США. После трансфек-
ции клетки снимали с подложки раствором трипсина, промывали 
холодным 0,01 М фосфатно-солевым буфером («Биолот», Санкт-
Петербург), добавляли буфер, состоящий из 80% 0,01 М фосфатно-
солевого буфера и 20% Fetal Bovine Serum и фиксировали клетки 
70% этанолом в течение 1 ч при температуре 4 °С. Фиксированные 
клетки окрашивали пропидия йодидом, далее проводили обработ-
ку РНКазой (RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit solution, 
США), после чего инкубировали 3 ч в темноте при температуре  
4 °С. Определение фаз клеточного цикла проводили на проточном 
цитофлюориметре Cytomics FC-500 (“Beckman Coulter”, США) в 
трех технологических повторах.

Для статистической обработки результатов исследований по 
миграции клеток и клеточному циклу использовали непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни. Результаты считали значимыми при 
р < 0,05.

Результаты и обсуждение
По результатам биоинформационного анализа сигнальных 

путей, в регуляции которых принимает участие микроРНК-4286, 
определены 6 значимых путей сигнальной трансдукции  
(с корректировкой по коэффициенту ложного обнаружения – 
FDR ≤ 0,05). К числу таких путей относится путь биосинтеза 
N-гликанов (N-Glycan biosynthesis, hsa00510). Известно, что 
N-гликаны модулируют функцию многих белков клеточной 
поверхности, участвующих в миграции и адгезии, в том числе 
регулирующих миелинизацию [13]. Еще одним путем является 
сигнальный путь биосинтеза жирных кислот (Fatty acid biosyn-
thesis, hsa00061). Показано, что как нормальные меланоциты, 
так и клетки меланомы способны синтезировать холестерин.  
У 60% пациентов с меланомой обнаружено повышение экс-
прессии генов, отвечающих за синтез холестерина. Повышен-
ный импорт холестерина в клетку за счет активации рецепторов 
LDL/Apo-B100/LDL приводит к стимуляции пролиферативной 
активности клеток меланомы [14]. Третий – сигнальный путь 
метаболизма тирозина (Tyrosine metabolism, hsa00350), амино-
кислота тирозин принимает участие в синтезе пигмента мела-
нина. L-тирозин играет решающую роль в синтезе меланосом и 
меланогенезе [15]. Также выявлен сигнальный путь, принима-
ющий участие в развитии глиомы (Glioma, hsa05214). Полный 
перечень сигнальных путей представлен в таблице.

Анализ миграционной активности показал, что статисти-
чески значимые различия изменения площади царапины на-
блюдались через 24 ч после ингибирования микроРНК-4286  
(рис. 1). Таким образом, уровень миграционной активности 
снижается после внедрения в клетки специфического инги-
битора микроРНК-4286. Известно, что миграция опухолевых 
клеток может носить как коллективный, так и индивидуальный 
характер. При коллективной миграции повышается уровень 
Е-кадгерина и интегринов [16]. Предполагают, что в коллектив-
ной миграции могут принимать участие хемокины, фактор роста 
фибробластов, трансформирующий фактор роста β, трансмем-
бранный гликопротеин подопланин и ряд других белков [16]. 
Механизмами, лежащими в основе индивидуальной миграции 
опухолевых клеток, являются эпителиально- мезенхималь-
ный и коллективно-амебоидный переходы. Под эпителиально- 
мезенхимальным переходом подразумевают процесс, в резуль-
тате которого опухолевая клетка приобретает морфологический 

DOI: http://dx.doi.org/10.18821/1560-9588-2017-20-4-196-200

Сигнальные пути, регулируемые микроРНК-4286,  
по результатам биоинформационного анализа

Сигнальный путь* p-value

Fatty acid biosynthesis (hsa00061) 4,34 × 10-42

Hepatitis B (hsa05161) 1,48 × 10-4

Glioma (hsa05214) 2,87 × 10-4

N-Glycan biosynthesis (hsa00510) 4,28 × 10-06

GABAergic synapse (hsa04727) 3,32 × 10-4

Tyrosine metabolism (hsa00350) 3,46 × 10-3

П р и м е ч а н и е. *– названия сигнальных путей приводятся в 
соответствии с базой данных DIANA miRPath v.3.0.
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амебоидном переходе происходит подавление активности ин-
тегринов β1, снижается экспрессия протеаз, изменяется актив-
ность белков, относящихся к малым GTPазам: уровень RhoA 
(Ras Homolog Family Member A, белок семейства ГТФаз) увели-
чивается, а Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, вну-
триклеточный белок семейства ГТФаз) – снижается [16].

Гликозилирование, катализаторами которого являются гли-
козилтрансферазы относится к числу важных посттрансляцион-

фенотип и свойства, присущие мезенхимальной клетке. Для 
коллективно-амебоидного перехода характерно появление кле-
ток, способных передвигаться за счет «пузыреподобных» вы-
ступов клеточной мембраны, появление которых обусловлено 
быстрыми циклами расширения и сокращения тела клетки. При 
эпителиально-мезенхимальном переходе активируются транс-
крипционные факторы TWIST1, Snail, Slug, ZEB1/2, экспрессия 
протеаз повышается, а Е-кадгерина – снижается. При коллективно- 

DOI: http://dx.doi.org/10.18821/1560-9588-2017-20-4-196-200

Рис. 1. Анализ миграционной активности 
клеток меланомы BRO после трансфекции 
контроля и ингибитора микроРНК-4286  
с помощью «скрэтч-теста».
а – контроль, начальная точка; б – контроль,  
через 12 ч; в – контроль, через 24 ч; г – ингибитор 
микроРНК-4286, начальная точка; д – ингибитор 
микроРНК-4286, через 12 ч; е – ингибитор  
микроРНК-4286, через 24 ч; ж – изменение пло-
щади царапины во времени.
Статистически значимые изменения площа-
ди царапины через 24 ч после ингибирования  
микроРНК-4286 (р < 0,05). Ув. 150.
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гуляции клеточного цикла [18]. Возможно, блокада перехода от 
фазы G2 к митозу в клетках меланомы BRO при ингибировании 
микроРНК-4286 происходит посредством воздействия на сиг-
нальный путь биосинтеза N-гликанов. 

Таким образом, микроРНК-4286 играет важную роль в пато-
генезе меланомы кожи, принимая участие в регуляции процес-
сов миграции, адгезии и пролиферации злокачественных клеток, 
а использование ингибиторов микроРНК-4286 может стать пер-
спективным направлением терапии данного заболевания.
Финансирование. Исследование выполнено при поддержке Российского  
научного фонда (проект № 14-15-00074-П)
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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Описаны психосоматические расстройства, коморбидные истинной акантолитической пузырчатке 
(ИАП), и выявлены клинические взаимосвязи манифестаций ИАП с психогенными расстройствами. 
У части больных определены психические расстройства (расстройства адаптации), спровоциро-
ванные тяжелым соматическим заболеванием, каким явилась ИАП, – нозогенные реакции (нозоге-
нии). На фоне максимальных доз системных глюкокортикостероидов у части больных аберрантной 
ипохондрией была обнаружена ятрогенная (лекарственная) гипомания. У всех больных был рассчи-
тан дерматологический индекс тяжести заболевания и дерматологический индекс качества жизни. 
По результатам исследования определена диссоциация между тяжестью заболевания и субъектив-
ным восприятием болезни с помощью данных показателей.
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