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Ïðîîïóõîëåâûå ýôôåêòû èíãèáèðîâàíèÿ ìèêðîÐÍÊ miR-106a â êëåòêàõ ìåëàíîìû êîæè in vitro

Îäíèìè èç ðåãóëÿòîðîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ íà ïîñòòðàíñêðèïöèîííîì óðîâíå ÿâëÿþòñÿ ìèêðîÐÍÊ.
Íà îñíîâå äàííûõ îá èõ ìóëüòèôóíêöèîíàëüíîñòè ýòè ìîëåêóëû ðàññìàòðèâàþò â êà÷åñòâå âîçìîæíûõ
ìèøåíåé äëÿ âîçäåéñòâèÿ íà îïóõîëåâûå êëåòêè. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè èäåíòèôèöèðîâàíî íåñêîëüêî
òûñÿ÷ ðàçíîâèäíîñòåé ìèêðîÐÍÊ, à òàêæå ïîêàçàíî èçìåíåíèå èõ ýêñïðåññèîííûõ ïðîôèëåé ïðè çëîêà-
÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ôóíêöèîíàëüíîãî èññëå-
äîâàíèÿ âëèÿíèÿ èíãèáèðîâàíèÿ miR-106a íà ðîñò, æèçíåñïîñîáíîñòü è ãèáåëü îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ïðè
ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ýêñïðåññèîííîãî ïðîôèëÿ â êëåòêàõ ìåëàíîìû è â êëåòêàõ ìåëàíîöèòàðíûõ íå-
âóñîâ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ìèêðî÷èïèðîâàíèÿ âûÿâëÿåòñÿ äîñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè
miR-106a. Íåñìîòðÿ íà ýòî, èíãèáèðîâàíèå miR-106a â êëåòêàõ ìåëàíîìû íå îêàçûâàåò ýôôåêòà íà ïðî-
ëèôåðàöèþ, æèçíåñïîñîáíîñòü, ìèãðàöèîííóþ àêòèâíîñòü è ïðîöåññû àïîïòîçà êëåòîê ìåëàíîìû, íî
óâåëè÷èâàåò èõ èíâàçèâíóþ àêòèâíîñòü è ñïîñîáíîñòü îáðàçîâûâàòü êîëîíèè. Â ðàáîòå îáñóæäàþòñÿ
çíà÷èìîñòü îöåíêè èçìåíåíèé óðîâíåé ìèêðîÐÍÊ ïðè ìåëàíîìå è äðóãèõ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçî-
âàíèÿõ, âçàèìîñâÿçü miR-106a ñ ïàòîãåíåçîì ìåëàíîìû, à òàêæå âîçìîæíàÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü
miR-106a ïðè äðóãèõ ïàòîëîãèÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåëàíîìà êîæè, ýêñïðåññèîííûé ïðîôèëü, ìèêðîÐÍÊ, miR-106à, ïðîëèôåðà-
öèÿ, ìèãðàöèÿ, èíâàçèÿ, àïîïòîç.

ÌèêðîÐÍÊ — ýòî ýíäîãåííûå íåêîäèðóþùèå ÐÍÊ,
ñîñòîÿùèå èç 19—24 íóêëåîòèäîâ, êîòîðûå ìîãóò ìîäó-
ëèðîâàòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ íà ïîñòòðàíñêðèïöèîííîì
óðîâíå, âûçûâàÿ äåãðàäàöèþ èëè èçìåíÿÿ ñòàáèëüíîñòü
òðàíñëÿöèîííîé ýôôåêòèâíîñòè ìÐÍÊ-ìèøåíè, áëàãîäà-
ðÿ ñïàðèâàíèþ îñíîâàíèé ñ êîìïëåìåíòàðíûìè ó÷àñòêà-
ìè íà ìÐÍÊ-ìèøåíè (Bartel, 2004; Zhi et al., 2013).

ÌèêðîÐÍÊ èãðàþò êàðäèíàëüíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè
ýêñïðåññèè áîëüøèíñòâà ãåíîâ è òåì ñàìûì îêàçûâàþò
âëèÿíèå íà ðàçëè÷íûå áèîëîãè÷åñêèå ïðîöåññû êàê â
íîðìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, òàê è ïðè ïàòî-
ëîãè÷åñêèõ ïðîöåññàõ è çàáîëåâàíèÿõ (Alvarez-Garcia,
Miska, 2005). Èç-çà èõ ìíîãîïðîôèëüíîãî çíà÷åíèÿ â ðå-
ãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ÿâëÿþòñÿ ïðåäìåòîì àêòèâíîãî èññëåäîâàíèÿ (Heimberg
et al., 2008; Peterson et al., 2009; Berezikov, 2011). Áîëåå
òîãî, ïîÿâëÿåòñÿ âñå áîëüøå íîâûõ äàííûõ, óêàçûâàþ-
ùèõ íà âîçìîæíóþ ðîëü íàðóøåíèÿ ðåãóëÿöèè ìèê-
ðîÐÍÊ â ïàòîãåíåçå îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâå-
êà. Óðîâíè íåêîòîðûõ ìèêðîÐÍÊ ðåçêî ðàçëè÷àþòñÿ â
ðàçíûõ òèïàõ êëåòîê è íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ è êîð-
ðåëèðóþò ñ èçìåíåíèÿìè ïðîöåññîâ êëåòî÷íîãî ðîñòà,
äèôôåðåíöèàöèè è çàïðîãðàììèðîâàííîé ãèáåëè êëåòîê
(Lagos-Quintana et al., 2001; Bartel, 2004). Èçìåíåíèå ïðî-
ôèëåé ìèêðîÐÍÊ áûëî îáíàðóæåíî â êëåòêàõ ìíîãèõ
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà, âêëþ÷àÿ êàðöèíîìó
ìîëî÷íîé æåëåçû, ïåðâè÷íóþ ãëèîáëàñòîìó, ðàê ëåãêèõ,

ïàïèëëÿðíûé ðàê ùèòîâèäíîé æåëåçû, ðàê òîëñòîé êèø-
êè, à òàêæå îïóõîëè ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû (Li et al.,
2012). Èñõîäÿ èç ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ðåãó-
ëÿöèè îïóõîëåâîãî ðîñòà ìèêðîÐÍÊ ìîãóò èãðàòü ðîëü
îíêîãåíîâ ëèáî îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî
åñëè óðîâåíü ýêñïðåññèè îïðåäåëåííîé ìèêðîÐÍÊ óñèëè-
âàåòñÿ ïðè ïðîãðåññèè îïóõîëè, òî äàííàÿ ìèêðîÐÍÊ ÿâ-
ëÿåòñÿ îíêîãåííîé, â òî æå âðåìÿ åñëè ýêñïðåññèÿ ìèê-
ðîÐÍÊ ñíèæàåòñÿ ïðè ðàçâèòèè è ïðîãðåññèðîâàíèè îïó-
õîëè, òî îíà áóäåò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå îíêîñóïðåññîðà
(Ventura, Jacks, 2009). Âìåñòå ñ òåì òàêèå ïðåäïîëîæåíèÿ
äîëæíû áûòü ïîäòâåðæäåíû ôóíêöèîíàëüíûìè èññëåäî-
âàíèÿìè, ò. å. ýêñïåðèìåíòàëüíî.

Îäíèì èç íàèáîëåå àãðåññèâíûõ çëîêà÷åñòâåííûõ íî-
âîîáðàçîâàíèé, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ âûñîêèìè ïîêàçàòå-
ëÿìè çàáîëåâàåìîñòè è ñìåðòíîñòè, îòñóòñòâèåì ýôôåê-
òèâíîé òåðàïèè äèññåìèíèðîâàííûõ ôîðì è òðóäíîñòÿìè
äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè ðàííèõ ôîðì, ÿâëÿåòñÿ
ìåëàíîìà êîæè. Çàáîëåâàåìîñòü ìåëàíîìîé êîæè óâåëè-
÷èâàåòñÿ íå òîëüêî â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, íî è â äðó-
ãèõ ñòðàíàõ ìèðà ó ëèö ñî ñâåòëûì òèïîì êîæè (Ka-
rim-Kos et al., 2008; Êàïðèí è äð., 2015). È õîòÿ ìåæäóíà-
ðîäíûå êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâîäèìûå íà
ïðîòÿæåíèè ïîñëåäíèõ ëåò, âûÿâèëè ýôôåêòèâíûå èììó-
íîòåðàïåâòè÷åñêèå ïîäõîäû äëÿ ïîçäíèõ ñòàäèé ìåëàíî-
ìû (Ascierto, Marincola, 2014; Stark et al., 2015), òåì íå
ìåíåå 5-ëåòíÿÿ âûæèâàåìîñòü ó ïàöèåíòîâ ñ äèññåìèíè-
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ðîâàííîé ìåëàíîìîé ñîñòàâëÿåò ëèøü 5—19 % (Sandru
et al., 2014). Âñå âûøåóêàçàííîå ñâèäåòåëüñòâóåò î íåîá-
õîäèìîñòè ïðîäîëæåíèÿ èññëåäîâàíèé ìîëåêóëÿðíûõ
ìåõàíèçìîâ ðàçâèòèÿ äàííîãî íîâîîáðàçîâàíèÿ, ïîèñêà
àäåêâàòíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ è ïðîãíîñòè÷åñêèõ ìàðêå-
ðîâ.

ÌèêðîÐÍÊ áëàãîäàðÿ èõ ìóëüòèôóíêöèîíàëüíûì ðå-
ãóëÿòîðíûì âîçìîæíîñòÿì â íàñòîÿùåå âðåìÿ ðàññìàòðè-
âàþò êàê ïîòåíöèàëüíûå ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû çëîêà÷å-
ñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé (Zhang et al., 2015), à òàêæå
ìèøåíè äëÿ ïðîòèâîîïóõîëåâîé òåðàïèè (Naidu et al.,
2015).

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèîííûõ
ïðîôèëåé â êóëüòóðå ìåëàíîìû êîæè, õàðàêòåðèçóþùåé-
ñÿ âûñîêîé àãðåññèâíîñòüþ è ìåòàñòàòè÷åñêèì ïîòåíöèà-
ëîì, ìèêðîÐÍÊ-106à èìååò îäèí èç íàèáîëåå âûñîêèõ
óðîâíåé ýêñïðåññèè (Howell et al., 2010). Ñîîòâåòñòâåííî
ñóùåñòâóåò âûñîêàÿ âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî äàííàÿ ìèê-
ðîÐÍÊ ñâÿçàíà ñ ïðîöåññàìè ðàçâèòèÿ è ïðîãðåññèðîâà-
íèÿ ìåëàíîìû êîæè. Â ýòîé ñâÿçè ìèêðîÐÍÊ-106à áûëà
âûáðàíà íàìè äëÿ èññëåäîâàíèÿ êàê ìîëåêóëà, âîçìîæíî
èãðàþùàÿ ðîëü â ïàòîãåíåçå ìåëàíîìû êîæè. Äàííûå î
ôóíêöèÿõ ìèêðîÐÍÊ-106à âåñüìà îãðàíè÷åííû, ÷òî äåëà-
åò àêòóàëüíûì äàëüíåéøåå èçó÷åíèå ðîëè äàííîé ìèê-
ðîÐÍÊ â ìåëàíîìàãåíåçå.

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü îöåíêà ïðî- è
ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ýôôåêòîâ miR-106a ïîñðåäñòâîì
ôóíêöèîíàëüíîãî èíãèáèðîâàíèÿ ýòèõ ìîëåêóë â êóëüòó-
ðå êëåòîê ìåëàíîìû êîæè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è î í í î ã î ï ð î ô è ë ÿ.
Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîòåíöèàëüíûõ îíêîãåííûõ ìèêðîÐÍÊ,
ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà êîòîðûõ íå óñòàíîâëåíû äëÿ
ìåëàíîìû êîæè, îñóùåñòâëÿëè èññëåäîâàíèå ýêñïðåññè-
îííîãî ïðîôèëÿ ìèêðîÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû
äëÿ ìèêðî÷èïèðîâàíèÿ GeneAtlasTM Microarray System
(Affymetrix, ÑØÀ) â êëåòêàõ ìåëàíîìû êîæè è â êëåòêàõ
äîáðîêà÷åñòâåííûõ ìåëàíîöèòàðíûõ íîâîîáðàçîâàíèé
êîæè. Äëÿ ýòîãî îñóùåñòâëÿëè ïîäáîð ãèñòîëîãè÷åñêîãî
ìàòåðèàëà â âèäå áèîïòàòîâ, çàêëþ÷åííûõ â ïàðàôèíî-
âûå áëîêè, îò ïàöèåíòîâ ñ ìåëàíîìîé êîæè (n = 16) è ïà-
öèåíòîâ ñ ïèãìåíòíûìè íåâóñàìè (n = 4). Ãèñòîëîãè÷å-
ñêèé ìàòåðèàë îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì—ýîçèíîì,
ïðîñìàòðèâàëè âî âñåõ ïîëÿõ çðåíèÿ ïðè óâåëè÷åíèè
400� ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Olympus BX-41 ñ âèäåîíà-
ñàäêîé Olympus u-CMAD3 è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ
Infinity Capture (ÑØÀ). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ îòáèðàëè îá-
ðàçöû, èìåþùèå áîëåå 70 % îïóõîëåâîé èëè íåâóñíîé
òêàíè ëèáî ïîëíîñòüþ ñîñòîÿùèå èç ýòîé òêàíè. Òàêèå
îáðàçöû èçìåëü÷àëè ìèêðîòîìîì ïðè òîëùèíå ñðåçà
15 ìêì â íåîáõîäèìîì êîëè÷åñòâå è èñïîëüçîâàëè äëÿ
äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ. Â äàëüíåéøåì îñóùåñòâëÿëè
âûäåëåíèå ÐÍÊ íàáîðîì RecoverAllTM Total Nucleic Acid
Isolation kit. Êîíöåíòðàöèþ î÷èùåííîé ìèêðîÐÍÊ èçìå-
ðÿëè íà ôëóîðèìåòðå Qubit 2.0 (Ñèíãàïóð) ñ èñïîëüçîâà-
íèåì íàáîðà QubitR microRNA Assay kit. Íåîáõîäèìàÿ
êîíöåíòðàöèÿ ìèêðîÐÍÊ äëÿ äàëüíåéøåãî âûïîëíåíèÿ
ìèêðî÷èïèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 16.25 íã/ìêë.
Ìèêðî÷èïèðîâàíèå îáðàçöîâ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ïðîòî-
êîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ, äîñòîâåðíîñòü äàííûõ, ïî-
ëó÷åííûõ ïðè ìèêðî÷èïèðîâàíèè, îöåíèâàëè ïóòåì àâòî-
ìàòè÷åñêîãî àíàëèçà âíóòðåííèõ êîíòðîëåé, äîáàâëÿå-

ìûõ â ðàñòâîðû íà êàæäîì ýòàïå ïðîáîïîäãîòîâêè — ïî-
ëèàäåíèëèðîâàíèÿ, áèîòèíèëèðîâàíèÿ è ãèáðèäèçàöèè.
Äëÿ äàëüíåéøåé îáðàáîòêè äàííûõ áûëè èñïîëüçîâàíû
òîëüêî îáðàçöû, ïîëó÷èâøèå îäîáðåíèå àâòîìàòè÷åñêîé
ñèñòåìû âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ.

Á è î è í ô î ð ì à ö è î í í û é à í à ë è ç ñ è ã í à ë ü í û õ
ï ó ò å é ï ð è ó ÷ à ñ ò è è m i R - 1 0 6 a - 5 p, ïîäòâåðæäåí-
íûõ ôóíêöèîíàëüíûìè èññëåäîâàíèÿìè, ïðîâîäèëè ñ ïî-
ìîùüþ áàç äàííûõ DIANA miRPath v.3.0. (ñ ïðèìåíåíè-
åì áàç TargetScan v.7.0). Ïîèñê ñèãíàëüíûõ ïóòåé áûë
ïðîâåäåí íà îñíîâå áàçû äàííûõ «Êèîòñêàÿ êëàññèôèêà-
öèÿ ãåíîâ è ãåíîìîâ» (KEGG).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê è ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ.
Â ýêñïåðèìåíòàëüíîì èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè êëå-
òî÷íóþ êóëüòóðó ìåëàíîìû ëèíèè BRO, ïðåäîñòàâëåí-
íóþ ÍÈÈ ôóíäàìåíòàëüíîé è êëèíè÷åñêîé èììóíîëîãèè
(Íîâîñèáèðñê).

Êëåòêè ìåëàíîìû BRO êóëüòèâèðîâàëè â ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé L-ãëóòàìèí RPMI Medium 1640 c
10 % ôåòàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêîé Fetal Bovine Serum.
Êóëüòèâèðîâàëè â CO2-èíêóáàòîðå ïðè ñîäåðæàíèè óãëå-
êèñëîãî ãàçà 5 % è òåìïåðàòóðå 37 °Ñ. Ñìåíó ïèòàòåëü-
íîé ñðåäû îñóùåñòâëÿëè 1 ðàç â ñóòêè.

Òðàíñôåêöèþ îñóùåñòâëÿëè â 24-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå
ïðè êîíöåíòðàöèè êëåòîê 1�105 íà 1 ìë ïî ïðèëàãàåìîìó
ïðîòîêîëó, èñïîëüçóÿ ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü Anti-miR
hsa-let-7c, îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü Anti-miR Negative
Control #1 è èíãèáèòîð ìèêðîÐÍÊ-106à Anti-miR hsa-
106a-5p. Â êà÷åñòâå òðàíñôåêòàíòà èñïîëüçîâàëè ëèïî-
ôåêòàìèí Lipofectamine 2000 Reagent.

Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè ïîäòâåðæäàëè ñòàíäàð-
òíûì ìåòîäîì äåòåêöèè èçìåíåíèÿ ýêñïðåññèîííîé àê-
òèâíîñòè öåëåâîé ìàòðè÷íîé ÐÍÊ áåëêà HMGA2, ýêñï-
ðåññèÿ êîòîðîãî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè ýôôåêòèâíîé òðàíñ-
ôåêöèè â ãåíîì ìåëàíîìû ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ —
èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ miR-let-7c. Äëÿ ýòîãî ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå òðàíñôåêöèè ïîëîæèòåëüíîãî è îòðèöàòåëüíûõ
êîíòðîëåé êëåòêè ñíèìàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà, îòìûâà-
ëè õîëîäíûì PBS è âûäåëÿëè ÐÍÊ ñ ïîìîùüþ êîìïëåêòà
ðåàãåíòîâ Ðèáî-çîëü Â ïî ïðèëàãàåìîìó ïðîòîêîëó. Çà-
òåì ñòàâèëè ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ ïîìîùüþ
êîìïëåêòà ðåàãåíòîâ Ðåâåðòà ïî ïðèëàãàåìîìó ïðîòîêîëó
ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Ñ ïîëó÷åííûìè êÄÍÊ ñòà-
âèëè ðåàêöèþ àìïëèôèêàöèè, èñïîëüçóÿ ñïåöèôè÷íûå
ïðàéìåðû äëÿ HMGA2 — Hs00171569_ml è ýíäîãåííîãî
íîðìèðóþùåãî êîíòðîëÿ b-àêòèíà — Hs01060665_gl.

Òåðìîöèêëèðîâàíèå âûïîëíÿëè ïðè ñëåäóþùèõ
óñëîâèÿõ: 50 °C — 2 ìèí, 95 °C — 10 ìèí; 40 öèêëîâ:
95 °C — 15 ñ, 60 °C — 1 ìèí. ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè
îñóùåñòâëÿëè íà ïðèáîðå StepOneTM Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, ÑØÀ).

Îòíîñèòåëüíûå óðîâíè ýêñïðåññèè èññëåäóåìûõ ìàð-
êåðîâ ðàññ÷èòûâàëè ïî ìåòîäó DDCT. Îöåíêó êà÷åñòâà
òðàíñôåêöèè îñóùåñòâëÿëè â òðåõ òåõíîëîãè÷åñêèõ ïî-
âòîðàõ.

Î ö å í ê à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é à ê ò è â í î ñ ò è
ê ë å ò î ê ï î ñ ë å ò ð à í ñ ô å ê ö è è è í ã è á è ò î ð à ì è ê -
ð î Ð Í Ê m i R - 1 0 6 a. Ïîñëå âíåäðåíèÿ â ãåíîì èíãèáè-
òîðà miR-106a è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ïðîèçâîäèëè
îïðåäåëåíèå èçìåíåíèÿ ðîñòà êëåòîê êóëüòóðû ìåëàíîìû
BRO ìåòîäîì îöåíêè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê ìåëàíîìû, ñðàâíèâàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñ äàí-
íûìè, ïîëó÷åííûìè ïðè òðàíñôåêöèè â êóëüòóðó ñòàí-
äàðòèçîâàííîãî «îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ». Äëÿ ýòîãî
êàæäûå 24 ÷ îïðåäåëÿëè ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü

680 Í. Â. Ïàëêèíà è äð.



êëåòîê ìåëàíîìû ïóòåì îêðàøèâàíèÿ áðîìôåíîëîâûì
ñèíèì, ïîäñ÷åòà â êàìåðå Ãîðÿåâà è îïðåäåëåíèÿ êîíöåí-
òðàöèè êëåòîê â 1 ìë â òðåõ òåõíîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðàõ
÷åðåç 24, 48, 72 è 96 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè AntimiR-106a
ñîîòâåòñòâåííî.

Î ö å í ê à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê ï î ñ -
ë å ò ð à í ñ ô å ê ö è è è í ã è á è ò î ð à ì è ê ð î Ð Í Ê
m i R - 1 0 6 a. Îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè è ïðîëèôåðàöèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðîâîäèëè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåê-
öèè íà îñíîâå ÌÒÒ-òåñòà. Äëÿ âûïîëíåíèÿ ÌÒÒ-òåñòà
ïîñåâ êëåòî÷íîé êóëüòóðû îñóùåñòâëÿëè â 96-ëóíî÷íûé
ïëàíøåò, çàòåì ïðîèçâîäèëè òðàíñôåêöèþ ÀntimiR-106a
è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. ×å-
ðåç 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè ïîñëå î÷åðåäíîé ñìåíû ïèòà-
òåëüíîé ñðåäû ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàñòâîð ÌÒÒ â ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå â êîíöåíòðàöèè 5 ìã/ìë â êîëè÷åñòâå
10 ìêë è èíêóáèðîâàëè â CO2-èíêóáàòîðå â òå÷åíèå 4 ÷.
Äàëåå êëåòêè îòìûâàëè PBS è ðàñòâîðÿëè â 200 ìêë
DMSO, çàòåì îöåíèâàëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîëó÷åí-
íîãî ñóïåðíàòàíòà íà ñïåêòðîôîòîìåòðå NanoVue (GE,
Ãåðìàíèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 570 íì. Óðîâåíü æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê ñ÷èòàëè ñîîòâåòñòâåííûì çíà÷åíèþ îï-
òè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóïåðíàòàíòîâ. Äàííîå èññëåäîâàíèå
âûïîëíÿëè â òðåõ òåõíîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðàõ.

Î ö å í ê à ê î ë è ÷ å ñ ò â à à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê è õ ê ë å -
ò î ê ï î ñ ë å ò ð à í ñ ô å ê ö è è è í ã è á è ò î ð î â ì è ê -
ð î Ð Í Ê ñ ï î ì î ù ü þ ï ð î ò î ÷ í î é ö è ò î ì å ò ð è è.
Îöåíêó ñîîòíîøåíèÿ æèâûõ, íåêðîòè÷åñêèõ è àïîïòîòè-
÷åñêèõ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè. Äëÿ ýòîãî ïîñëå òðàíñôåêöèè èíãèáèòî-
ðà èññëåäóåìîé ìèêðîÐÍÊ è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ
÷åðåç 48 ÷ êëåòêè ñíèìàëè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñè-
íà, îòìûâàëè PBS è îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûìè êðà-
ñèòåëÿìè ïî ïðèëàãàåìîìó ïðîòîêîëó äëÿ äåòåêöèè æè-
âûõ, íåêðîòè÷åñêèõ è àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê, èñïîëüçóÿ
íàáîð ðåàãåíòîâ Annexin V—FITC/7AAD. Ïðèíöèï
äåéñòâèÿ äàííîãî ðåàãåíòà îñíîâàí íà âûñîêîì ñðîäñòâå
Àííåêñèíà V è ôîñôàòèäèëñåðèíà è ñïåöèôè÷íîì ñâÿçû-
âàíèè 7AAD ñ íóêëåîòèäíûìè ïàðàìè ãóàíèí—öèòîçèí
â ÄÍÊ. Íà ðàííèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà öåëîñòíîñòü êëåòî÷-
íîé ìåìáðàíû åùå ñîõðàíÿåòñÿ, íî ïðîèñõîäèò ïîòåðÿ
àñèììåòðèè ìåìáðàííûõ ôîñôîëèïèäîâ, ôîñôàòèäèë-
ñåðèí ïîÿâëÿåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè, è ýòî ÿâëÿåòñÿ
ñïåöèôè÷íûì ïðèçíàêîì ïðåàïîïòîçà. Äàëåå êëåòêè àíà-
ëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Cytomics
FC-500 (BeckmanCoulter, ÑØÀ). Òàêèì îáðàçîì, ïî ðå-
çóëüòàòàì äåòåêöèè îêðàøåííûõ êëåòîê ïðè ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè, êëåòêè, íå îêðàøåííûå íè Àííåêñèíîì, íè
7AAD, ðàñöåíèâàëè êàê æèâûå, îêðàøåííûå òîëüêî
7AAD è íå îêðàøåííûå Àííåêñèíîì — êàê íåêðîòè-
÷åñêèå, îêðàøåííûå òîëüêî Àííåêñèíîì è íå îêðàøåí-
íûå 7AAD — êàê íàõîäÿùèåñÿ â ñòàäèè ïðåàïîïòîçà, à
îêðàøåííûå Àííåêñèíîì è 7AAD îäíîâðåìåííî ðàñöå-
íèâàëè êàê íàõîäÿùèåñÿ â ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòîçà. Ïî
ðåçóëüòàòàì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè îïðåäåëÿëè ïðîöåíò-
íîå ñîäåðæàíèå âûøåóêàçàííûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê ïîñëå
èíãèáèðîâàíèÿ miR-106a è ñðàâíèâàëè èõ ñ ñîîòâåòñò-
âóþùèìè ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè â îòðèöàòåëüíîì
êîíòðîëå. Äàííîå èññëåäîâàíèå âûïîëíÿëè â òðåõ òåõíî-
ëîãè÷åñêèõ ïîâòîðàõ.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ì è ã ð à ö è î í í î é à ê ò è â í î ñ ò è
è è í â à ç è â í î é ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê ì å ë à í î -
ì û ï î ñ ë å è í ã è á è ð î â à í è ÿ m i R - 1 0 6 a. Èññëåäîâà-
íèå äàííûõ ïîêàçàòåëåé îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè ïîñëå
òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ AntimiR-106a ïðîâî-

äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà CytoSelect™ 24-Well Cell
Migration and Invasion Assay (8 mm, Colorimetric Format).
Äëÿ ýòîãî ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà
miR-106a è îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ êëåòêè ñíèìàëè
0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà è â êîíöåíòðàöèè 1�105

íà 1 ìë â áåññûâîðîòî÷íîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå âíîñèëè âî
âíóòðåííèå ÷àñòè ñïåöèàëüíûõ âñòàâîê äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ìèãðàöèè è èíâàçèè, èìåþùèõ ìåìáðàíû, ðàñïîëîæåí-
íûõ â ëóíêàõ 24-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà.
Â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà ñ íàðóæíîé ÷àñòè âñòàâ-
êè âíîñèëè ïî 400 ìêë ïèòàòåëüíîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé
10 % FBS. ×åðåç 22 ÷ ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè, ïðèêðåï-
ëåííûå ê âíóòðåííåé ñòîðîíå ìåìáðàíû âñòàâîê, óäàëÿëè
ìåõàíè÷åñêè, à êëåòêè, êîòîðûå ìèãðèðîâàëè è ïðèêðå-
ïèëèñü ê íèæíåé (íàðóæíîé) ïîâåðõíîñòè ìåìáðàí âñòà-
âîê, ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè Cell Stain Solution, âõî-
äÿùèì â êîìïëåêò, ïîãðóæàÿ âñòàâêè ñ ìåìáðàíîé â ëóí-
êè ïëàíøåòà, ïðåäâàðèòåëüíî íàïîëíåííûå êðàñÿùèì
ðàñòâîðîì, íà 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, à çàòåì
ìíîãîêðàòíî ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Äàëåå
âñòàâêè ñ ìåìáðàíàìè âûñóøèâàëè íà âîçäóõå ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è àíàëèçèðîâàëè êîëè÷åñòâî ìèãðè-
ðîâàâøèõ êëåòîê ïðè ìèêðîñêîïèè ìåìáðàí. Ñðåäíåå
÷èñëî ìèãðèðîâàâøèõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïðè ïîäñ÷åòå
íå ìåíåå ÷åì â òðåõ ïîëÿõ çðåíèÿ ïðè ïîìîùè ñèñòåìû
äëÿ âèçóàëèçàöèè êëåòîê FloidR Cell Imaging Station (Life
technologies, ÑØÀ). Çàòåì îêðàøåííûå êëåòêè ðàñòâî-
ðÿëè â 200 ìêë Extraction Solution, âõîäÿùåãî â êîìïëåêò
íàáîðà, ïîìåùàÿ âñòàâêè ñ ìåìáðàíàìè â ëóíêè 24-ëó-
íî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà, ïðåäâàðèòåëüíî íà-
ïîëíåííûå äàííûì ðàñòâîðîì, íà 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Ïîëó÷åííûå ñóïåðíàòàíòû ïåðåíîñèëè â ëóí-
êè â 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà è àíàëèçèðîâàëè ïîãëîùå-
íèå ïðè äëèíå âîëíû 560 íì íà ïëàíøåòíîì ôîòîìåòðå
ÝÔÎÑ-9305 (Øâàáå, Ðîññèÿ). Óðîâíè ìèãðàöèîííîé è
èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ïðèíèìàëè ñîîòâåòñòâåí-
íûìè âåëè÷èíå ïîãëîùåíèÿ ïðè 560 íì. Èññëåäîâàíèÿ
áûëè âûïîëíåíû â òðåõ òåõíîëîãè÷åñêèõ ïîâòîðàõ.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ê î ë î í è å î á ð à ç î â à í è ÿ. Ñïî-
ñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ êîëîíèé èññëåäîâàëè ÷åðåç 24 ÷
ïîñëå òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà miR-106a è îòðèöàòåëü-
íîãî êîíòðîëÿ. Äëÿ ýòîãî êëåòêè ìåëàíîìû ïîñëå òðàíñ-
ôåêöèè ñíèìàëè 0.25%-íûì ðàñòâîðîì òðèïñèíà è ðàññå-
âàëè â ëóíêè 6-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà â êî-
ëè÷åñòâå 1000 êëåòîê â ëóíêó. Îáúåì ïèòàòåëüíîé ñðåäû
ñîñòàâëÿë 2 ìë â ëóíêå. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â CO2-èí-
êóáàòîðå ïðè êîíöåíòðàöèè CO2 5 % è òåìïåðàòóðå 37 °C,
ñìåíó ïèòàòåëüíîé ñðåäû îñóùåñòâëÿëè 1 ðàç â 3 ñóò. Èí-
êóáèðîâàëè êëåòêè äî îáðàçîâàíèÿ èìè âèäèìûõ êîëî-
íèé, íàñ÷èòûâàþùèõ 50 îïóõîëåâûõ êëåòîê è áîëåå, ÷òî
â íàøåì ñëó÷àå ñîñòàâèëî 5 ñóò. Äàëåå êëåòêè îòìûâàëè
ðàñòâîðîì PBS, ôèêñèðîâàëè 70%-íûì ýòèëîâûì ñïèð-
òîì â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, à çàòåì
îêðàøèâàëè 0.05%-íûì ðàñòâîðîì Gentian Violet solution
â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå
îêðàøèâàíèÿ êîëîíèè íåñêîëüêî ðàç îòìûâàëè áîëüøèì
êîëè÷åñòâîì âîäû, çàòåì âûñóøèâàëè íà âîçäóõå ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî êîëîíèé â
êàæäîé ëóíêå. Èññëåäîâàíèå ïîâòîðÿëè òðîåêðàòíî.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Ïðè ñòàòèñòè-
÷åñêîé îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èññëå-
äîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ìåòîäû íåïàðàìåòðè÷åñêîé ñòàòè-
ñòèêè — U-òåñò Ìàííà—Óèòíè è äèñïåðñèîííûé àíàëèç
Êðàñêåëà—Óîëèñà. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó áèîèí-
ôîðìàöèîííîãî àíàëèçà ïðîèçâîäèëè ïðè ïîìîùè êðèòå-
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ðèÿ Ôèøåðà. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñðàâíèâàåìûìè ïîêàçàòå-
ëÿìè ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè ïðè p < 0.05.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: RecoverAll™ To-
tal Nucleic Acid Isolation kit (Ambion, Ëèòâà); Qubit® mic-
roRNA Assay kit (Molecular probes, ÑØÀ); RPMI Medium
1640, Fetal Bovine Serum (Gibco, Life Technologies, ÑØÀ);
Anti-miR hsa-let-7c, Anti-miR Negative Control #1, Anti-
miR hsa-106a-5p, Hs00171569_ml, Hs01060665_gl (Applied
Biosystems, ÑØÀ); Lipofectamine 2000 Reagent (Life Tech-
nologies, ÑØÀ); Ðèáî-çîëü Â, Ðåâåðòà (AmpliSens, Ðîñ-
ñèÿ); Annexin V—FITC/7AAD (BeckmanCoulter, Ôðàí-
öèÿ); CytoSelectTM 24-Well Cell Migration and Invasion
Assay (8 mm, Colorimetric Format) (Cell Biolabs, ÑØÀ);
Gentian Violet solution (Sigma, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïî ðåçóëüòàòàì ïîëíîãî ýêñïðåññèîííîãî àíàëèçà,
904 âèäà ìèêðîÐÍÊ èìåëè â êëåòêàõ ìåëàíîìû èçìåíåí-
íûé ïðîôèëü ýêñïðåññèè ïî ñðàâíåíèþ ñ äîáðîêà÷åñò-
âåííûìè ìåëàíîöèòàðíûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè êîæè. Èç
íèõ óðîâíè ýêñïðåññèè 716 âèäîâ ìèêðîÐÍÊ â ìåëàíîìå
áûëè áîëåå ÷åì â 2 ðàçà âûøå, ÷åì â íåâóñíîé òêàíè
(p < 0.05), ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü èõ êëþ÷åâûå ïî-
çèòèâíûå ðåãóëÿòîðíûå ðîëè â ïðîöåññàõ ïðîãðåññèè ìå-
ëàíîìû êîæè. Ê ïîñëåäíåé ãðóïïå ìèêðîÐÍÊ îòíîñèòñÿ

òàêæå è ìèêðîÐÍÊ miR-106à, óðîâåíü ýêñïðåññèè êîòî-
ðîé â ìåëàíîìå â 2.5 ðàçà âûøå, ÷åì â ïèãìåíòíûõ
íåâóñàõ, ÷òî ìîæåò õàðàêòåðèçîâàòü åå êàê îíêîãåííóþ
ìèêðîÐÍÊ ïðè ìåëàíîìå.

Ïî ðåçóëüòàòàì áèîèíôîðìàöèîííîãî àíàëèçà ñèãíà-
ëüíûõ ïóòåé îïðåäåëåíû çíà÷èìûå ïóòè ñèãíàëüíîé
òðàíñäóêöèè, ïîäòâåðæäåííûå ðàíåå ôóíêöèîíàëüíûìè
èññëåäîâàíèÿìè, â ðåãóëÿöèè êîòîðûõ ïðèíèìàåò ó÷àñ-
òèå miR-106a. Ïåðå÷åíü 10 íàèáîëåå âûñîêîçíà÷èìûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïðåäñòàâëåí â òàáëèöå.

Ýôôåêòèâíîñòü òðàíñôåêöèè miR-106a áûëà ïîäòâåðæ-
äåíà ðåçóëüòàòàìè ýêñïðåññèîííîãî àíàëèçà HMGA2.
Âûÿâèëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå (p = 0.0495) óâåëè÷å-
íèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè äàííîãî áåëêà â êëåòêàõ, òðàíñôè-
öèðîâàííûõ ïîëîæèòåëüíûì êîíòðîëåì, ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè, òðàíñôèöèðîâàííûìè îòðèöàòåëüíûì êîíòðî-
ëåì (ðèñ. 1).

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
ïðè èõ îêðàñêå áðîìôåíîëîâûì ñèíèì, äëÿ êëåòîê ìåëà-
íîìû âî âñåõ èññëåäóåìûõ ãðóïïàõ áûë õàðàêòåðåí ðàâ-
íîìåðíûé ýêñïîíåíöèàëüíûé ðîñò. Âî âñåõ ãðóïïàõ ÷åðåç
êàæäûå 24 ÷ íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ÷èñëà îïóõîëåâûõ
êëåòîê, îäíàêî çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó êëåòêàìè ñ èí-
ãèáèðîâàííîé miR-106a ïî ñðàâíåíèþ ñ îòðèöàòåëüíûì
êîíòðîëåì íå âûÿâëåíî (p > 0.05) (ðèñ. 2).

Äëÿ âåðèôèêàöèè îïèñàííûõ âûøå ðåçóëüòàòîâ èñ-
ïîëüçîâàëè ÌÒÒ-òåñò. Åãî ðåçóëüòàòû òàêæå ïîçâîëÿ-
þò çàêëþ÷èòü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå miR-106à íå âëèÿåò íà
æèçíåñïîñîáíîñòü è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ìåëàíîìû
ïî ñðàâíåíèþ ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì (p = 0.28)
(ðèñ. 3).
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Ñèãíàëüíûå ïóòè, ðåãóëèðóåìûå miR-106a, ïî ðåçóëüòàòàì áèîèíôîðìàöèîííîãî àíàëèçà

Íîìåð Íàèìåíîâàíèå ïóòè ïåðåäà÷è ñèãíàëàa pá

1 Ïðèîííûå áîëåçíè 1.34731278258e-21

2 Ïðîöåññèíã áåëêà â ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì 1.60889947196e-06

3 Êëåòî÷íûé öèêë 9.5770965164e-06

4 Ýíäîöèòîç 0.000121278674449

5 TGF-b 0.000237820456829

6 Äåãðàäàöèÿ ëèçèíà 0.00036635832124

7 Ïðîòåîãëèêàíû ïðè ðàêå 0.00036635832124

8 Fox-O-ñèãíàëüíûé ïóòü 0.00056291040656

9 Öèðêàäíûå ðèòìû 0.00056291040656

10 Ñèãíàëüíûå ïóòè ïðè ðàêå 0.00056291040656

aÍàçâàíèÿ ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïðèâîäÿòñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ áàçîé äàííûõ DIANA miRPath v.3.0. áÓðîâåíü
ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè.

Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè òðàíñôåêöèè.

Còàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ HMGA2
â ïîëîæèòåëüíîì êîíòðîëå ïîäòâåðæäàåò èíãèáèðîâàíèå ìèêðî-
ÐÍÊ-ìèøåíè. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàð-

òíûõ îøèáîê (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè).
Ðèñ. 2. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ìåëàíîìû ïîñëå

òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ miR-106a.



Äîëÿ àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â êóëüòóðå ìåëàíîìû
ïîñëå òðàíñôåêöèè èíãèáèòîðà miR-106a îñòàâàëàñü îäè-
íàêîâîé (p = 0.13), íåñìîòðÿ íà òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ
ñðåäíåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê â ñîñòîÿíèè àïîïòîçà è ïðå-
àïîïòîçà ïðè èíãèáèðîâàíèè miR-106a (ðèñ. 4).

Èññëåäîâàíèå ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìå-
ëàíîìû ïîñëå èíãèáèðîâàíèÿ miR-106 íå âûÿâèëî çíà÷è-
ìûõ ðàçëè÷èé ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (p = 0.83) (ðèñ. 5).

Èññëåäîâàíèå ñïîñîáíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû ê èíâà-
çèè ïîêàçàëî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ìèêðîÐÍÊ miR-106a
ïðèâîäèò ê ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîìó óâåëè÷åíèþ ñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû ðàñùåïëÿòü ìàòðèãåëü (p =
= 0.0495) è òåì ñàìûì ñïîñîáñòâîâàòü ïðîöåññàì èíâàçèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê (ðèñ. 6).

Èíãèáèðîâàíèå miR-106a ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî óâå-
ëè÷èâàåò ñïîñîáíîñòü êëåòîê ìåëàíîìû îáðàçîâûâàòü êî-
ëîíèè (p = 0.0495), ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â óâåëè÷åíèè ÷èñëà
êîëîíèé â ëóíêå êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà (ðèñ. 7).

Ïî ðåçóëüòàòàì äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ìîæíî ðåçþ-
ìèðîâàòü, ÷òî ìèêðîÐÍÊ miR-106à âëèÿåò ëèøü íà íåêî-
òîðûå àñïåêòû îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè êëåòîê ìåëàíîìû,
à åe èíãèáèðîâàíèå ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ èíâàçèâíîé
ñïîñîáíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû, íåñìîòðÿ íà ïîâûøåíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè äàííîé ìèêðîÐÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ

äîáðîêà÷åñòâåííûìè ïèãìåíòíûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè,
âûÿâëåííîå ïðè îöåíêå ýêñïðåññèîííîãî ïðîôèëÿ ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðî÷èïèðîâàíèÿ. Ïî-âèäèìîìó, õàðàêòåðèñòè-
êà òîé èëè èíîé ìèêðîÐÍÊ êàê «îíêîãåííîé» ëèáî «îí-
êîñóïðåññîðíîé» ëèøü íà îñíîâàíèè äàííûõ îá èçìåíå-
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Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû ÌÒÒ-òåñòà â êëåòêàõ ìåëàíîìû ïîñëå èíãè-
áèðîâàíèÿ ìèêðîÐÍÊ miR-106a è â îòðèöàòåëüíîì êîíòðîëå.

Óðîâåíü æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ñ÷èòàëè ñîîòâåòñòâóþùèì çíà÷åíè-
ÿì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì. Äàííûå ïðåäñòàâëå-
íû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàðòíûõ îøèáîê (âåðòèêàëüíûå îò-

ðåçêè).

Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû îöåíêè àïîïòîçà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè.

à, â — ñîîòíîøåíèå æèâûõ, íåêðîòè÷åñêèõ, ïðåàïîïòîòè÷åñêèõ è àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê â êîíòðîëå è ïîñëå èíãèáèðîâàíèÿ miR-106a ñîîòâåòñòâåí-
íî. á — äîëÿ êëåòîê (%), íàõîäÿùèõñÿ â ñòàäèè ïðåàïîïòîçà, ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà miR-106a. ã — ïðîöåíòíîå
ñîäåðæàíèå êëåòîê (%), íàõîäÿùèõñÿ â ñòàäèè àïîïòîçà, ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà miR-106a. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû

â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàðòíûõ îøèáîê (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè).
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Ðèñ. 5. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ìèãðàöèîííîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû.

a — ìèãðàöèîííàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ miR-106à; ïîêàçàòåëè ìèãðàöèîííîé àê-
òèâíîñòè êëåòîê ñ÷èòàëè ñîîòâåòñòâóþùèìè çíà÷åíèÿì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè äëèíå âîëíû 560 íì; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷å-
íèé è ñòàíäàðòíûõ îøèáîê (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). á — êëåòêè ìåëàíîìû, ìèãðèðîâàâøèå ÷åðåç ïîðû ïîëèêàðáîíàòíîé ìåìáðàíû ïîñëå òðàíñôåê-

öèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà miR-106a. Îá. 20�.

Ðèñ. 6. Ðåçóëüòàòû îöåíêè èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû.

a — èíâàçèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ miR-106à; óðîâíè èíâàçèâíîé àêòèâíîñòè
ñ÷èòàëè ñîîòâåòñòâóþùèìè çíà÷åíèÿì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè äëèíå âîëíû 560 íì; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàðòíûõ
îøèáîê (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). á — êëåòêè ìåëàíîìû ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà miR-106a, êîòîðûå ìèãðèðîâàëè

÷åðåç ïîðû ïîëèêàðáîíàòíîé ìåìáðàíû, ïîêðûòîé ìàòðèãåëåì, áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñòè ðàñùåïëÿòü ìàòðèãåëü. Îá. 20�.



íèè åå ýêñïðåññèîííîãî ïðîôèëÿ áåç äîïîëíèòåëüíîãî
ôóíêöèîíàëüíîãî àíàëèçà ìîæåò áûòü íåòî÷íîé.

Êàê ïîêàçàë áèîèíôîðìàöèîííûé àíàëèç, ìèêðîÐÍÊ
miR-106à ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè òàêèõ âàæíûõ
ñèãíàëüíûõ ïóòåé ïðè êàíöåðîãåíåçå, êàê «TGF-b-ñèã-
íàëüíûé ïóòü», «ïðîòåîãëèêàíû ïðè ðàêå» è «Fox-O-ñèã-
íàëüíûé ïóòü». Íàðóøåíèÿ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ íåêîòî-
ðûõ èç ïåðå÷èñëåííûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ïî ðåçóëüòàòàì
àíàëèçà ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ, òàêæå èìåþò çíà÷åíèå â
ìåëàíîìàãåíåçå. TGF-b-îïîñðåäîâàííûé ìåõàíèçì ïåðå-
äà÷è ñèãíàëà àêòèâèðóåòñÿ ïðè ìåëàíîìå êîæè, ýôôåêòû
àêòèâàöèè ýòîãî ïóòè ñâÿçûâàþò ñ ïðîöåññàìè äåãðàäà-
öèè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ñ ïðîöåññàìè èíâàçèè è
ìåòàñòàçèðîâàíèÿ (Lauden et al., 2014). Êðîìå òîãî, ïîêà-
çàíî, ÷òî ñíèæåíèå ýêñïðåññèè áåëêà Fox-O îêàçûâàåò
âëèÿíèå íà ôîðìèðîâàíèå çëîêà÷åñòâåííîãî ôåíîòèïà
êëåòîê ìåëàíîìû (Link, 2015). Èíòåðåñíî, ÷òî îïèñàíà
ïàòîãåíåòè÷åñêàÿ ñâÿçü ìåæäó èçìåíåíèÿìè öèðêàäíûõ
ðèòìîâ îðãàíèçìà è âîçíèêíîâåíèåì ìåëàíîìû. Â ÷àñò-
íîñòè, ðîëü öèðêàäíîãî ðèòìà ÿâëÿåòñÿ âàæíîé â êîí-
òåêñòå ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè ÄÍÊ è
âëèÿíèÿ óëüòðàôèîëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ è èñêóññòâåííûõ
èñòî÷íèêîâ ñâåòà íà ðàçâèòèå ìåëàíîìû (Markova-Car
et al., 2014).

Âìåñòå ñ òåì ïîâûøåíèå óðîâíÿ miR-106a ïðè ìåëà-
íîìå ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåëàíîöèòàðíûìè íåâóñàìè ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá àêòèâàöèè áàçîâûõ, à íå òîëüêî
ñïåöèôè÷åñêèõ äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðîöåññîâ, òàêèõ
êàê áèîõèìè÷åñêèå ðåàêöèè îáìåíà âåùåñòâ è ðåîðãàíè-
çàöèÿ öèòîñêåëåòà. Ïîìèìî ýòîãî, ôóíêöèîíèðîâàíèå
miR-106a, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé ãåíîâ «äîìàø-
íåãî õîçÿéñòâà» ïðè óñèëåííûõ ïðîöåññàõ êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ïðè êàíöåðîãåíåçå.
Ïðè ýòîì óñèëåíèå èíâàçèâíîé ñïîñîáíîñòè êëåòîê ìåëà-
íîìû ïðè èíãèáèðîâàíèè miR-106a ìîæíî ïîïûòàòüñÿ
îáúÿñíèòü ýâîëþöèîííî ñôîðìèðîâàâøèìèñÿ ìåõàíèç-
ìàìè êîìïåíñàöèè, êîãäà ïðè «âûêëþ÷åíèè» êàêîãî-ëè-
áî ìåõàíèçìà æèçíåäåÿòåëüíîñòè ñðàáàòûâàþò ìåõàíèç-
ìû àäàïòàöèè, êîìïåíñèðóþùèå óòðà÷åííûå ôóíêöèè íå
òîëüêî â ïîëíîé ìåðå, íî äàæå ïðåâûøàÿ èçíà÷àëüíûå
óòðà÷åííûå ôóíêöèè. Â îòíîøåíèè ìèêðîÐÍÊ ýòî ïðîèñ-
õîäèò ïðè êëàñòåðíîé ôóíêöèîíàëüíîé îðãàíèçàöèè ìèê-
ðîÐÍÊ, êîãäà ðàçëè÷íûå ïðåäñòàâèòåëè êëàñòåðà ìîãóò
îòâå÷àòü çà îäíè è òå æå ôóíêöèè, íî ÷åðåç ðàçëè÷íûå
ìåõàíèçìû, ÷òî ïðåäñòàâëåíî â ðàáîòå ïî èññëåäîâàíèþ
ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè ïðè èçìåíåíèè àê-

òèâàöèè ðàçëè÷íûõ ÷ëåíîâ êëàñòåðà, ê êîòîðîìó ïðèíàä-
ëåæèò miR-106a (Khuu et al., 2014).

Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ñîîáùåíèÿ îá èçìåíåíèè
óðîâíåé miR-106à ïðè íåêîòîðûõ äðóãèõ çëîêà÷åñòâåííûõ
íîâîîáðàçîâàíèÿõ. Âìåñòå ñ òåì ìåõàíèçìû è ïîñëåäñòâèÿ
ýòèõ èçìåíåíèé ÿâëÿþòñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íåÿñíûìè.
Íàïðèìåð, ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ miR-106a
èìååò ìåñòî â êëåòêàõ çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëåé æåëóä-
êà, ìîëî÷íîé æåëåçû, ïðÿìîé êèøêè è ïðè íåìåëêîêëå-
òî÷íîì ðàêå ëåãêîãî (Yao et al., 2009; Donnem et al., 2012;
Feng et al., 2012; Kim et al., 2012). Òåì íå ìåíåå ñíèæåí-
íûé óðîâåíü ýêñïðåññèè miR-106a óñòàíîâëåí ïðè òàêèõ
çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëÿõ, êàê ïëîñêîêëåòî÷íûé ðàê
êîæè, ðàê òîëñòîé êèøè è ãëèîìà (Zhi et al., 2013).

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìèøåíÿìè äëÿ ìèêðîÐÍÊ miR-106a
ÿâëÿåòñÿ ñóïðåññîð îïóõîëåâîãî ðîñòà PTEN, äåéñòâèå
êîòîðîãî ïîäàâëÿåòñÿ â êëåòêàõ ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æå-
ëåçû ïîñðåäñòâîì miR-106a (Dhar et al., 2015). Òåì íå ìå-
íåå ïðè êàðöèíîìå ïèùåâîäà ýòà ìèêðîÐÍÊ âûñòóïàåò â
ðîëè àíòèîíêîãåíà, òàê êàê ñíèæàåò ýêñïðåññèþ ãåíà CA-
CUL1, ðåãóëèðóþùåãî êëåòî÷íûé öèêë è óñèëèâàþùåãî
ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè êëåòîê (Ma et al., 2015). Ïðÿìîé
ìèøåíüþ äëÿ miR-106a ÿâëÿåòñÿ ÒÈÌÏ-2, è ïîâûøåíèå
óðîâíÿ ýêñïðåññèè äàííîé ìèêðîÐÍÊ ïðè ãëèîìå è ðàêå
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ èíâàçèâ-
íîé ñïîñîáíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Li et al., 2014; Wang
et al., 2015), ÷òî ïðîòèâîðå÷èò ïîëó÷åííûì íàìè ðåçóëü-
òàòàì îá óâåëè÷åíèè èíâàçèâíîé ñïîñîáíîñòè êëåòîê ìå-
ëàíîìû ïðè èíãèáèðîâàíèè miR-106a.

Â îòíîøåíèè íåîïóõîëåâûõ ïðîöåññîâ ïîêàçàíî, ÷òî
miR-106a ñïîñîáíà ðåãóëèðîâàòü ìàêðîôàãàëüíóþ èí-
ôèëüòðàöèþ, ôàãîöèòîç è ñåêðåöèþ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ
öèòîêèíîâ ïóòåì òàðãåòèðîâàíèÿ ñèãíàë-ðåãóëÿòîðíîãî
ïðîòåèíà-àëüôà ïðè âîñïàëåíèè (Zhu et al., 2013).

Ñ ó÷åòîì ñðàâíèòåëüíî íåìíîãî÷èñëåííûõ äàííûõ
îá ó÷àñòèè miR-106a â ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññàõ íà äàííûé ìîìåíò îñòàåòñÿ îòêðûòûì âîïðîñ î
òîì, ÷åì îáóñëîâëåíà ôóíêöèîíàëüíàÿ «äâîéñòâåííîñòü»
äàííîé ìèêðîÐÍÊ è êàêèå ìåõàíèçìû â ýòîì çàäåéñòâî-
âàíû. Èññëåäîâàíèå ðàçíîíàïðàâëåííîñòè ýôôåêòîâ ìèê-
ðîÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ âàæíûì äëÿ ïîíèìàíèÿ îñîáåííîñòåé
ôîðìèðîâàíèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ ïîäõîäîâ â îíêîëîãèè íà
îñíîâå ìîäóëÿöèè ìèêðîÐÍÊ.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00074).
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Ðèñ. 7. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ñïîñîáíîñòè êëåòîê ìåëàíîìû îáðàçîâûâàòü êîëîíèè.

a — ñðåäíåå ÷èñëî êîëîíèé â ëóíêàõ 6-ëóíî÷íîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðî-
ëÿ è èíãèáèòîðà ìèêðîÐÍÊ miR-106à; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàðòíûõ îøèáîê (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). á — êîëîíèè
êëåòîê ìåëàíîìû ïîñëå òðàíñôåêöèè îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ è èíãèáèòîðà miR-106a; êîëîíèè, íàñ÷èòûâàþùèå 50 êëåòîê è áîëåå, ïîñëå ôèêñàöèè

è îêðàñêè âèäíû íåâîîðóæåííûì ãëàçîì.
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PROONCOGENIC EFFECTS OF INHIBITING THE microRNA miR-106A

IN SKIN MELANOMA CELLS IN VITRO

N. V. Palkina, A. V. Komina, M. B. Aksenenko, T. G. Ruksha1

Krasnoyarsk State Medical University, Department of Pathophysiology, Krasnoyarsk, 660022;
1 e-mail: tatyana_ruksha@mail.ru

One of the regulators of gene expression at the post-transcriptional level are miRNAs. Due to its multifunc-
tionality, these molecules are considered as potential targets for controlling the biological behavior of tumor
cells. To date, several thousand types of microRNAs have been identified and their expression profiles have
shown significant during malignant transformation of cells. In this study, we have investigated the effect of
miR-106a functional inhibition on the growth, viability and apoptosis of melanoma cells. Comparative analysis
of expression profiles in melanona cells and in cells of melanocytic nevi identified by the use of microarray has
revealed a significant increase in the miRNA expression level in melanoma cells. Despite this, inhibition of this
molecule in melanoma cells has no antitumor effect on cell proliferation, viability, migration activity and apop-
tosis of melanoma cells, but increases invasive activity and the ability to form colonies. The paper discusses the
importance of evaluating changes in miRNA levels in melanoma and other malignancies, relationship îf
miR-106a with the pathogenesis of melanoma, as well as the possible role of miR-106a in other pathologies.

K e y w o r d s: skin melanoma, expression profile, microRNA, miR-106a, proliferation, migration, invasi-
on, apoptosis.
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