
652 ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2024;70(4)

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
Экспериментальные исследования

Вопросы онкологии, 2024. Том 70, № 4
УДК 612.6.054: 616.5-006.81
DOI 10.37469/0507-3758-2024-70-4-652-660

© Е.И.  Антонова1,  И.А.  Балдуева2,  А.В.  Куницына1,  Т.Л.  Нехаева2, 
А.Б.  Ачилов1,  А.К.  Королева1,  Н.В.  Фирсова1,  С.В.  Сихарулидзе3

Профилирование miRNAs в аспекте разработки диагностикой панели 
метастазирования меланомы кожи в модели клеточных линий меланомы*
1Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Ульяновский 
государственный педагогический университет имени И.Н. Ульянова», г. Ульяновск, Российская Федерация

2Федеральное государственное бюджетное учреждение «Национальный медицинский исследовательский центр 
онкологии имени Н.Н. Петрова» Министерства здравоохранения Российской Федерации, Санкт-Петербург, 

Российская Федерация
3Общество с ограниченной ответственностью «ВМ КЛИНИК», г. Ульяновск, Российская Федерация

© Elena  I.  Antonova1,  Irina  A.  Baldueva2,  Anastasia  V.  Kunitsyna1,  Tatjana  L.  Nekhaeva2, 
Atabeg  B.  Achilov1,  Anastasia  K.  Koroleva1,  Natalia  V.  Firsova1,  Sergey  V.  Sikharulidze3

Profiling miRNAs in Exosomes for the Development of a Diagnostic Panel 
for Melanoma Metastasis in Melanocyte and Melanoma Cell Line Models

1Ulyanovsk State Pedagogical University, Ulyanovsk, the Russian Federation
2N.N. Petrov National Medicine Research Center of Oncology, St. Petersburg, the Russian Federation

3Multidisciplinary Hospital «VM-Clinic», Ulyanovsk, the Russian Federation

Введение. Один из возможных механизмов метастази-
рования, лежащий в основе онкогенеза меланомы представ-
ляет собой изменение экспрессии профиля miRNAs. Харак-
тер экспрессии miRNAs в клеточных линиях меланоцитов 
меланомы оцениваются как потенциальные биологические 
маркеры этапов метастазирования меланомы. 

Цель. Определить в клеточных линиях меланомы кожи 
профиль miRNAs как потенциальных биомаркеров этапов 
метастазирования меланомы, используя панель из пяти 
miRNAs (miR-21-5p - miR-149-3p - miR-150-5p - miR-155-
5p - miR-193a-5p).

Материалы и методы. В клеточной линии меланомы 
кожи методом qRT-ПЦР в режиме реального времени ана-
лизировали уровень экспрессии miRNAs, проводили расчет 
относительного уровня по методу ΔΔCt с определением от-
носительной концентрация (RQ) относительно экзогенного 
контроля. Параметры определялись в зависимости от пас-
сажа культивирования.

Результаты. Анализируемый профиль miRNAs клеточ-
ной линии поверхностно распространяющейся меланомы 
кожи, в зависимости от сроков культивирования выявил, 
что на более ранних сроках культивирования повышается 
экспрессия miR-149-3p, miR-21-5p и на более поздних в 
первую очередь miR-155-5p, далее miR-150-5p, miR-193-
5р, как ассоциированные с прогрессированием меланомы.

Выводы. Анализируемый профиль miRNAs клеточ-
ной линии поверхностно распространяющейся меланомы 
кожи как ассоциированные с прогрессированием мелано-
мы могут быть предложены в качестве диагностических 
и/или прогностических биомаркеров, а также могут рас-
сматриваться в качестве потенциальных терапевтических 
мишеней.

Ключевые слова: меланома; miRNA; меланоциты in 
vitro; диагностика; qRT-ПЦР; метастазирование

* С переводом всего текста статьи на английский язык можно ознакомиться в основном печатном выпуске журнала и на сайте.

Introduction. One possible mechanism of metastasis un-
derlying melanoma oncogenesis involves changes in the ex-
pression profile of miRNAs. The expression pattern of miR-
NAs in exosomes of melanoma cell lines can be evaluated as 
potential biological markers for melanoma metastasis stages. 

Aim. In cutaneous melanoma cell lines to determine the 
profile of miRNAs as potential biomarkers of melanoma meta-
static stage using a panel of five miRNAs (miR-21-5p, miR-
149-3p, miR-150-5p, miR-155-5p and miR-193a-5p).

Materials and Methods. The expression level of miRNAs 
was analysed in a skin melanoma cell line using real-time 
qRT-PCR. The relative expression level was calculated using 
the ΔΔCt method with determination of the relative quantifica-
tion (RQ) compared to the exogenous control. Parameters were 
determined depending on the passage of cultivation.

Results. Analysis of the miRNA profile of a superficial 
melanoma cell line as a function of cultivation time showed 
that the expression of miR-149-3p, miR-21-5p increased in 
earlier stages of cultivation and that miR-155-5p, followed by 
miR-150-5p, miR-193-5p, that were the main miRNAs associ-
ated with melanoma progression in later stages.

Conclusion. The analysed profile of miRNAs of a super-
ficial spreading skin melanoma cell line as associated with 
melanoma progression can be proposed as diagnostic and/or 
prognostic biomarkers and can also be considered as potential 
therapeutic targets.

Keywords: melanoma; miRNA; melanocytes in vitro; di-
agnosis; qRT-PCR; metastasis
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Введение

Меланома кожи — клинически многоликое, 
самое агрессивное и молекулярно гетерогенное 
заболевание, характеризуется ранним метаста-
зированием, заболеваемость которой растет во 
всем мире. 10-летняя выживаемость состав-
ляет от стадии IА до IV от 95 % до 10−15 % 
соответственно [1−3].

Меланома кожи чаще отмечается в гериатриче-
ской популяции, средний возраст на момент поста-
новки диагноза — 65 лет, также диагностируется у 
подростков и молодых людей от 25 до 50 лет [4]. 
Заболеваемость в мире в разбивке по полу состав-
ляет 3,5 % мужчин и 2,9 % женщин, с обратной 
тенденцией после 40 лет. Молекулярные измене-
ния характеризуются гиперактивацией PI3K/AKT 
и MAPK пути, инактивацией р53 и изменениями 
оси CDK4/CDKN2A [5]. УФ-излучение, меланоци-
тарные и диспластические невусы — два основ-
ных фактора риска развития меланомы кожи. 

Один из возможных механизмов, лежащий в 
основе онкогенеза меланомы, представляет собой 
изменение экспрессии профиля miRNA, в т. ч. и 
под действием УФ-излучения [6−8]. Присутствуя 
в экзосомах miRNA участвуют в межклеточных 
цитокоммуникациях, модулируют характеристи-
ки соседних с меланомой клеток или напрямую 
воздействуют на опухолевую нишу, модифицируя 
внеклеточную матрицу [5, 9]. Отдельные miRNA 
позволяют дифференцировать меланому на ме-
тастатическую и неметастатическую, при этом 
проявляют себя как онкогены или супрессоры 
опухолей с ключевыми функциями в канцероге-
незе и прогрессировании рака [7, 8, 10]. Исследо-
вания указывают на существование уникального 
специфического профиля экспрессии miRNAs в 
различных типах опухолей и на разных стадиях 
ее развития [8]. Характер экспрессии miRNAs в 
клеточных линиях меланомы и клинических об-
разцах оценивались как биологический маркер 
раннего этапа меланомы в 2006 г. [11].

miRNA размером 22–26 нуклеотидов, от-
носятся к классу некодирующих РНК, которые 
могут регулировать экспрессию генов путем 
распознавания и специфического связывания 
с комплементарными последовательности в 
3ʹ-нетранслируемой области (3ʹ-UTR) miRNA и 
впоследствии приводят к деградации и подавле-
нию трансляции целевого транскрипта и белков. 

Реже взаимодействуют с 5ʹUTR кодирующей или 
промоторной области [6, 7, 12]. miRNAs экзосом 
действуют как регуляторы клеточных процессов 
посредством одновременной модуляции уровней 
экспрессии сотен miRNAs, таким образом, про-
являют плейотропное модулирование широкого 
спектра биологических процессов, включая про-
лиферацию, дифференцировку, апоптоз, развитие. 
Способность miRNAs одновременно подавлять 
несколько мишеней рассматривается как новая 
фармакологическая стратегия лечения рака [7].

Экзосомы — мембранные нано-везикулы, ко-
торые секретируются большинством типов кле-
ток, включая клетки опухоли. Биохимический 
состав экзосом, включая miRNA представляется 
«молекулярным профилем» секретирующих их 
клеток. Экзосомы опухолевого происхождения 
могут рассматриваться как естественные и био-
логически стабильные комплексы молекулярных 
онкомаркеров [13]. Так, в частности, роль miRNA 
miR-193a-3p при меланоме кожи изучена лишь 
частично [7]. Во время биогенеза RNA из пре-
miR-193a образуются две зрелые miRNA: miR-
193a-3p и miR-193a-5p. Обе экспрессируются во 
всех тканях в физиологических условиях [13], их 
регуляция нарушается при различных типах рака, 
при которых они проявляют себя как супрессоры 
опухолей или онкогены. miRNA miR-21-5p уча-
ствует в регуляции уровней PTEN, PDCD4, BTG2 
и связана с различными патологическими состоя-
ниями организма, включая неоонкогенез [14−16]. 
Высокий уровень экспрессии miR-21-5p явля-
ется негативным предиктором выживания при 
различных формах рака [12]. Отмечена важная 
роль miR-21-5p в пролиферации клеток, прогрес-
сировании опухоли [17], функционально опреде-
ляет повышение инвазивности клеток меланомы 
[18]. miR-155 играют важную роль в различных 
физиологических и патологических процессах, в 
контроле ангиогенеза при меланоме [19, 20], уг-
нетая гликолиз, образование АТФ [5, 9]. Большую 
роль в процессе клеточной миграции играет p53-
чувствительная miR-149-3p [21].

3D-модели меланоцитов меланомы in vitro 
позволяют изучать онкогенез опухоли в микро-
среде, более близкой к таковой к условиям in 
vivo. Анализ меланоцитов меланомы дает воз-
можность напрямую анализировать спектр 
miRNA, непосредственно выделенные из опухо-
лей, и, таким образом, смоделировать различные 
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стадии метастатического процесса. Полученные 
данные позволят оптимизировать разработку 
методов лечения, нацеленных на конкретные 
этапы метастазирования, для улучшения пока-
зателей клинического ответа и общей выживае-
мости больных. Анализируемая в работе панель 
miRNAs рассматривается в качестве потенциаль-
ных диагностических маркеров или мишеней 
для терапии в будущем. Понимание важной 
роли miRNA в прогрессировании меланомы бу-
дет способствовать развитию таргетной терапии 
с использованием miRNAs, которые взаимодей-
ствуют с наиболее важными регуляторными пу-
тями развития и прогрессирования меланомы — 
MAPK/ERK и PI3K/PTEN/Akt [22, 23].

В связи с этим целью нашей работы — в 
клеточных линиях меланоцитов меланомы опре-
делить профиль miRNAs, как потенциальных 
биомаркеров этапов метастазирования меланомы, 
используя панель из пяти miRNAs: miR-21-5p, 
miR-149-3p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-193a-5p.

Материалы и методы

Сравнительный  анализ  проводили  в  модели 
in  vitro. Биологический материал — клеточные 
линии меланомы кожи человека, полученные от 
шести пациентов с поверхностно-распространя-
ющейся меланомой (SSM). Первичная культура 
получена методом экспланта кожного лоскута 
размером 2,0 × 5,0 см с информированного со-
гласия каждого пациента во время проведения 
планового хирургического вмешательства (ООО 
«ВМ-Клиник» г. Ульяновска). Все работы прово-
дились по протоколу Фрешни [24]. Для получе-
ния первичной культуры эксплант механически 
и химически диспергировали, далее клеточную 
суспензию помещали в чашки Петри (ТРР, 
Швейцария) и флаконы объемом 25 см2 (ТРР, 
Швейцария) с питательной средой (RPMI-1640 
(Панэко, Россия) с 10 % сывороткой эмбрионов 
телят (HyClonе, США), гентамицином (Панэко, 
Россия). Инкубацию проводили в мультигазовом 
инкубаторе CB-53 (BINDER GmbH, Германия), 
при температуре +37 °С, СО2 5 %. Осаждение 
клеток проводили на центрифуге Allegra X-30R 
(Beckman Coulter, Германия). Для субкульти-
вирования клетки монослоя переводили в су-
спензию раствором трипсин-ЭДТА (ПанЭко) и 
расселяли в новые флаконы и чашки Петри в 
концентрации 200 тыс./мл на 1 флакон/чашку 
Петри. Подсчет количества клеток проводили на 
автоматическом счетчике клеток (BioRad, США) 
с предварительной окраской трипановым синим. 
Контроль роста клеточных линий проводили с 
помощью инвертированного флуоресцентно-
го микроскопа «Axio Vert. A1 FL» с цифровой 
цветной видеокамерой Axiocam 105 (Carl Zeiss, 

Германия).  Контролем послужили клеточные 
линии меланоцитов пигментного невуса.

Для проведения одного ПЦР-анализа требуе-
мое количество клеток составляет 104–106/1 мл. 
Для выделения тотальной miRNA культуры кле-
ток использовался набор mirVana miRNA Isolation 
Kit (Ambion/Thermo Scientific, Германия). Для 
этого клеточные линии меланоцитов предвари-
тельно снимали с флакона 0,25 % раствором 
Трипсина–Версена, промывали охлажденным 
раствором 1хPBS. Перед добавлением лизирую-
щего буфера к суспензии клеток вносили 1 мкл. 
0,05 мкМ раствοра cel-miR-39-3p на каждый 
106 клеток/мл в качестве внутреннего контроля. 
Полученный препарат тотальной miRNA далее 
отбирали в пробирки типа Эппендорф на 1,5 мл 
и хранили при температуре -80 °C.

Для проведения обратной транскрипции ис-
пользовали набор TaqMan Advanced miRNA 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Германия). 
Для проведения qRT-ПЦР в реальном времени 
использовалась смесь TaqMan Fast Advanced 
Master Mix (Thermo Scientific, Германия), набор 
для детекции микроРНК TaqMan™ Advanced 
miRNA Assay (Thermo Scientific, Германия) 
miR-21-5p, miR-149-3p, miR-150-5p, miR-155-5p, 
miR-193a-5p. Для всех образцов была выбрана 
единая величина порогового значения Ct – 0,1 
(программа qPCRsoft 3.0), согласно инструкции 
производителя, как показатель уровня экспрес-
сии анализируемых miRNA. Определяли вели-
чину ΔCt, соответствующую количеству циклов, 
при которых кривая флюоресценции пересекала 
заданный уровень фона. Каждый эксперимент 
выполняли в двух технологических повторах с 
дальнейшим расчетом среднего значения ∆Ctср. 
Расчет относительного уровня проводился по 
методу ΔΔCt с определением относительной 
концентрации miRNA (RQ) относительно экзо-
генного контроля [25]. Нуклеотидные последо-
вательности анализируемых miRNAs (табл. 1) 
получали из базы данных miRBase (www.
mirbase.org).

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности 
анализируемых miRNAs

Table 1. Nucleotide sequences of the analyzed miRNAs

miRNAs Нуклеотидная последовательность

miR-155-5p UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUU

miR-149-3p AGGGAGGGACGGGGCUGUGC

miR-150-5p UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG

miR-193a-5p AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU

miR-21-5p AUGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

qRT-ПЦР анализ проводили по конечной точ-
ке в режиме «реального времени» на амплифика-
торе CFX96 Touch (Bio-Rad Laboratories, США).

http://www.mirbase.org/
http://www.mirbase.org/
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Рис. 1. Показатели ∆Ctср уровня экспрессии miRNAs в клеточной линии меланоцитов меланомы с первого по шестой пассаж 
культивирования по результатам qRT-ПЦР в реальном времени

 Fig. 1. ∆Ctsr values of miRNAs expression level in melanoma melanocyte cell line from the first to the sixth passage of cultivation by real-
time qRT-PCR
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Рис. 2. Межгрупповой анализ относительного уровня экспрессии (∆∆Ctср) анализируемой панели miRNAs, с первого до шестой пассаж
Fig. 2. Intergroup analysis of the relative expression level (∆∆Ctsr) of the panel of miRNAs analyzed, from the first to the sixth passage

Рис. 3. Множественное попарное сравнение ΔCt исследуемых miRNAs с 1-го по 6-й пассажи (тест Тьюки)
Fig. 3. Multiple pairwise comparison of the ΔCt of the miRNAs studied from passages 1 to 6 (Tukey's test)

Статистическая  обработка. Для обработки 
полученных данных использовали Prism 8.0.1 
(Graphpad, США). Для определения нормаль-
ности распределения данных использовали ме-
тод Шапиро-Уилка (SW). Поскольку значение 
p (SW) больше 0,05 принималась нулевая ги-
потеза о нормальном распределении данных и 
для статистической обработки использованы 
параметрические методы. На начальном этапе 
анализа полученных количественных данных 
использовали методы описательной статистики; 
для каждой выборки было рассчитано среднее 
значение (Mean) и среднеквадратичное отклоне-
ние (Sd). Статистическую значимость различий 
значений оценивали с применением t-критерий 
Стьюдента. Множественное попарное сравнения 
∆Ctср каждой исследуемой miRNA с 1-го по 6-й 
пассажи проведено с использованием теста Тью-
ки. При проверке статистических гипотез досто-
верными считались различия при критическом 
уровне значимости р < 0,05.

Результаты

Первый  пассаж. Профиль анализируемых ви-
дов miRNA выявил, что самый высокий показатель 
∆Ctср в анализируемой панели miRNA (рис. 1) от-
мечен miR-149-3p, самый низкий — miR-193а-5p. 
При этом не выявлена экспрессия miR-150-5p.
Второй  пассаж. Характер (рис. 1) показателей 

анализируемой панели miRNA меланоцитов мела-
номы второго и первого пассажа проявляют схо-
жие показатели ∆Ctср, с той лишь разницей, что 
уровень экспрессии miR-149-3p и miR-155-5p не-
сколько ниже, в отличие от уровня экспрессии miR-
21-5p, уровень экспрессии которой увеличивается.
Третий  пассаж. Отличительной особенно-

стью является регистрация экспрессии miR-150-
5p (рис. 1), которая проявляет самые высокие 
показатели среди всех анализируемых miRNAs 
в данном пассаже. 

Несколько ниже показатели ∆Ctср miR-149-
3p и miR-155-5p (в отличие от предыдущих 
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пассажей), самые низкие показатели ∆Ctср от-
мечены miR-193а-5p. 
Четвертый пассаж. Также, как и на третьем 

пассаже (рис. 1), отмечается высокий уровень 
экспрессии miRNA miR-150-5p и miR-149-3p, 
самые низкие показатели ∆Ctср miR-193а-5p.
Пятый  пассаж. По-прежнему отмечен самый 

высокий уровень экспрессии (рис. 1) miR-150-5p и 
miR-149-3p. Ниже экспрессия ∆Ctср miR-155-5p. В 
пределах данного пассажа miR-21-5p и miR-193а-
5p проявили самый низкий уровень экспрессии.
Шестой  пассаж. В отличие от пятого пас-

сажа помимо высоких показателей экспрессии 
(рис. 1) miR-150-5p, miR-149-3p, отмечены вы-
сокие показатели экспрессии miR-155-5p. Также 
отличительной особенностью данного пассажа 
является выраженное увеличение экспрессии, в 
сравнении с другими пассажами miR-193а-5p.

Относительно контрольных показателей (ме-
ланоциты пигментного невуса) межгрупповое 
сравнение выявило (рис. 2) значимое увеличение 
уровня экспрессии (∆∆Ctср) анализируемой пане-
ли miRNA. Так, в частности, экспрессия miR-21-
5p значимо увеличивается на первом пассажа на 
27 %, на остальные пассажи более чем в 4 раза. 
Экспрессия miR-149-3p значимо увеличивается 
на первом пассаже в 3,2 раза, на втором и тре-
тьем — более, чем в 2 раза, на четвертом — в 
3,8 раз, на пятом и шестом — более, чем в пять 
раз. Экспрессия miR-150-5p значимо увеличива-
ется с четвертого по шестой пассаж более, чем 
в пять раз. Экспрессия miR-155-5p значимо уве-
личивается на первом, четвертом пассаже более, 
чем 3 раза, самое выраженное увеличение экс-
прессии отмечено на пятом пассаже (в 5 раз) и 
на шестом — более, чем в семь раз. Экспрессия 
относительно контроля miR-193а-5p значимо уве-
личивается только на шестом пассаже в пять раз.

Множественное попарное сравнение (рис. 3) 
∆Ctср от первого к шестому пассажу выявил, 
что все анализируемые типы miRNAs значимо 
отличаются по степени экспрессии за исключе-
нием в паре miR-149-3p и miR-150-5p.

Обсуждение

Учитывая, наличие уникального специфического 
профиля экспрессии miRNAs на разных стадиях раз-
вития меланомы кожи [8], нами выявлены особен-
ности экспрессии анализируемой панели miRNAs. 

Так, в частности, экспрессия miRNA miR-155-5р 
с первых пассажей культивирования и к шестому 
увеличивалась в 7 раз, это самый высокий уровень 
экспрессии среди анализируемых miRNA. Известно 
miR-155-5р играют важную роль в различных фи-
зиологических и патологических процессах, входят 
в состав экзосом, участвуя в контроле ангиогенеза 
при меланоме [19], играют решающую роль в пере-

программировании микроокружения опухоли, в ин-
гибировании процессов пролиферации и индукция 
апоптоза [9]. Хотя опухолевый ангиогенез модули-
руется различными факторами, экзосомальная miR-
155-5р может быть потенциальной мишенью для 
контроля ангиогенеза меланомы и использоваться 
для разработки новых стратегий лечения.

Отличительной особенностью miR-150-5p в на-
шем эксперименте является отсутствие экспрессии 
с первого по третий пассаж и высокие показатели 
экспрессии с четвертого по шестой. Следует отме-
тить, что по уровню повышения экспрессии miR-
150-5p на втором месте после miR-155. miR-150-
5p является одной из наиболее изученных miRNАs 
и играет важную роль в процессах онкогенеза ме-
ланомы — подавляет пролиферацию, определяет 
реструктуризацию цитоскелета, инвазию клеток, 
ингибирует экспрессию гена SIX1, нацеливаясь на 
его 3’-UTR, угнетая гликолиз, образование АТФ 
и определяет развитие механизмов снижения чув-
ствительности к некоторым лекарственным препа-
ратам [20]. Гликолиз, регулируемый miR-150-5p/
SIX1, имеет решающее значение для регуляции 
роста опухоли, апоптоза, прогнозирования мета-
стазирования и выживания клеток как in vitro, так 
и in vivo [5]. miR-150-5p нацелена на широкий 
спектр онкогенов или генов-супрессоров опухоли, 
факторы транскрипции, такие как ZEB1, HMGA2, 
FOXO4 и с-MYB, а также ключевые сигнальные 
пути, включая wnt/β-катенин и TGFβ, воздействуя 
на множество эффекторов, включая матриксные 
металлопротеиназы (MMP14 и MMP13), молекулы 
клеточной адгезии (ITGA3, ITGA6). Считается, что 
TGFβ оказывает подавляющее опухоль действие 
на начальных стадиях рака, предотвращая проли-
ферацию клеток и способствуя апоптозу, однако 
TGFβ стимулирует метастазирование опухоли на 
поздней стадии опухоли [26], что мы и наблюдали 
в ходе нашего исследования. Также отмечено, что 
miR-150-5p регулирует транскрипционный фактор 
KLF2, принимающий активное участие в моде-
лировании воспалительных хемокинов в клетках 
иммунной системы, и, может использоваться в ка-
честве прогностических и диагностических мар-
керов регуляторов дифференцировки и активации 
иммунных клеток, которые участвуют во врожден-
ных и адаптивных иммунных реакциях. отмечает-
ся, что высокая экспрессия miR-150-5p в образцах 
опухолей пациента указывает на лучший прогноз 
и лучший ответ на адъювантную химиотерапию.

Уровень экспрессии miR-149-3p плавно нарас-
тал от первого к шестому пассажу, также следует 
отметить, что по уровню повышения экспрессии 
miR-149-3p на третьем месте после miR-150-5p и 
miR-155-5р. Уровень экспрессии miR-149-3p игра-
ет большую роль в процессе клеточной миграции 
и прогрессировании опухоли [21]. Отмечается, 
что p53-чувствительная miR-149*, сверхэкспрес-
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сируется в изолятах метастатической меланомы 
человека и нацеливается на glycogen synthase 
kinase-3 alpha (GSK3α), вызывая устойчивость кле-
ток меланомы к апоптозу за счет увеличения экс-
прессии Mcl-1, регулируют циклин-независимые 
белки клеточного цикла [27]. Было обнаружено, 
что множественные первичные меланомы имеют 
более высокую экспрессию семейства miR-149-3p, 
по сравнению с одиночными меланомами кожи и 
невусами, что также отмечено и в ходе нашего ис-
следования. Пути TGF-β2, Wnt/β-катенин, Hippo, 
TWEAK/EGFR и IL-6/STAT3 являются основны-
ми сигнальными путями регуляции экспрессии 
miR-149-3p. По результатам TARGET SCAN [28], 
предполагается, что miR-149-3p проявляет анти-
OC-способности, инактивируя путь PI3K/Akt.

Отмеченное нами плавное устойчивое нарас-
тание экспрессии miRNA miR-21-5p, отражает 
нарушение в регуляции сигнальных путей опухо-
левых белков-супрессоров PTEN, PDCD4, BTG2, 
развитие патологического состояния организма, 
включая неоонкогенез, может способствовать 
росту опухоли, метастазированию и инвазии, 
снижению чувствительности к химиотерапии. 
Высокий уровень экспрессии miR-21-5p являет-
ся негативным предиктором выживания при раз-
личных формах рака [12], который увеличивается 
в зависимости от длительности культивирования. 
Важно отметить, что роль miR-21-5p в пролифе-
рации клеток, прогрессировании опухоли за счет 
сверхэкспрессии в тканях меланомы значительно 
выше, по сравнению с доброкачественными опу-
холями, в нашем случае в сравнении с пигмент-
ным невусов, вследствие этого может выступать 
в качестве прогностического биомаркера [17]. 

miR-21-5p функционально повышает инвазив-
ность клеток меланомы путем ингибирования 
тканевого ингибитора металлопротеиназ 3 (MMP-
3) [18]. Большое количество исследований указы-
вают на нарушение регуляции клеточного цикла 
в точке рестрикции G1/S, S и G2/M фазе практи-
чески для всех виды опухолей человека, включая 
меланому, при этом регуляторная роль miR-21-5p 
в этом случае, вероятно, осуществляется путем 
влияния на ген CDKN2C меланомы кожи с по-
следующим эффектом усиления пролиферации на 
уровне перехода G1/S клеточного цикла [12].

Подавление экспрессии miR-21-5p ингибиро-
вало рост и метастатический потенциал мелано-
мы за счет активации апоптоза, а также повыша-
ло химио- или радиочувствительность меланомы 
кожи человека, что указывает на потенциал при-
менения miR-21-5p в терапевтических целях.

По уровню повышения экспрессии miR-21-5p 
на четвертом месте после miR-155-5р, miR-150-
5p и miR-149-3p.

В нашем исследовании не выявлена на пер-
вых пассажах культивирования (ранних этапах) 

повышения экспрессии miR-193-5р, что также 
отмечено в других исследования [7, 15]. В то же 
время резкое увеличение экспрессии miR-193-5р 
на шестом пассаже культивирования определяет 
значительное снижение жизнеспособности кле-
ток, экспрессию генов, участвующих в проли-
ферации (ERBB2, KRAS, PIK3R3 и MTOR) и 
апоптозе (MCL1 и NUSAP1), подавление путей 
Akt и Erk, угнетение действия антиапоптотиче-
ских факторов и экспрессии лиганда апоптоза 
PD-L1. Таким образом, создается возможность 
«ухода» меланомы от факторов иммунной си-
стемы [29]. Полученные результаты экспрессии 
miR-193a-5p, могут представлять собой новый 
метод лечения пациентов с меланомой кожи, с 
учетом и того факта, что экспрессия miR-193 
сопряжена с мутационным статусом гена BRAF 
в тканях меланомы [14].

Нами отмечено, что панель анализируемых 
miRNAs меланоцитов меланомы могут предо-
ставить новые биомаркеры, прогнозирующие 
реакцию пациента на ингибирование иммунных 
контрольных точек, и разумно предположить, что 
объединение miRNAs с различными мишенями 
иммунных контрольных точек может имитировать 
и, возможно, улучшить эффект комбинированной 
терапии блокады иммунных контрольных точек. 
Таргетная терапия и иммунотерапия значительно 
улучшили исход больных меланомой на поздних 
стадиях, но часто возникают резистентность и 
токсичность, а также неполный терапевтический 
ответ. Анализ профиля miRNAs в качестве клини-
ческих биомаркеров более корректно проводить 
непосредственно из клеток опухоли с позиции 
анализа механизмов метастизирования, нежели 
циркулирующих в крови по таким причинам как 
наличие клеточного детрита, гемолиз и другие 
факторы, которые потенциально могут влиять на 
воспроизводимость и чувствительность.

Заключение

В исследовании рассмотрена модель развития 
метастазирования меланомы на примере длитель-
ности культивирования меланоцитов поверхност-
но распространяющейся меланомы в корреляции 
с уровнем экспрессии панели из пяти анализируе-
мых miRNAs. Анализируемый профиль miRNAs, 
в зависимости от сроков культивирования выя-
вил, что на более ранних сроках культивирования 
повышается экспрессия miR-149-3p, miR-21-5p и 
на более поздних, в первую очередь, miR-155-
5p, далее miR-150-5p, miR-193-5р, как ассоцииро-
ванные с прогрессированием меланомы и могут 
быть предложены в качестве диагностических и/
или прогностических биомаркеров, а также могут 
рассматриваться в качестве потенциальных тера-
певтических мишеней. 
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