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Одним из компонентов опухолевой прогрессии меланомы кожи является формирование лекарственной
устойчивости. Химиотерапевтические средства способны влиять на клеточный цикл, репарацию ДНК, в
том числе посредством реализации эпигенетических механизмов с участием микроРНК, представляющих
собой малые некодирующие молекулы РНК длиной 18–25 нуклеотидов. Они способны осуществлять ре-
гуляцию возникновения и развития опухоли, изменяя экспрессию генов различных сигнальных каскадов.
В этой связи, цель нашего исследования заключалась в определении профиля микроРНК и распределения
клеток меланомы по фазам клеточного цикла при воздействии химиотерапевтическим агентом дакарба-
зином с последующим биоинформатическим анализом профиля микроРНК, опосредующих развитие хи-
миорезистентности. Для решения этой задачи использовали клеточную линию BRO, в которой после воз-
действия дакарбазином оценивали профиль микроРНК при помощи микрочипирования и определяли
распределение клеток по фазам клеточного цикла на основе проточной цитометрии. Статистическую зна-
чимость данных анализа профиля микроРНК рассчитывали методом дисперсионного анализа (ANOVA),
а для коррекции уровней значимости различий использовали метод множественного сравнения Бенджа-
мини−Хохберга с использованием коэффициента ложного обнаружения FDR, остальные эксперименты
оценивали по U-критерию Манна−Уитни. Результаты показали, что под воздействием дакарбазина увели-
чивается доля жизнеспособных опухолевых клеток линии BRO в фазе митоза, а также изменяется экспрес-
сия ряда микроРНК. Согласно проведенному биоинформатическому анализу, эти микроРНК принимают
участие в механизмах передачи сигнала, относящихся исключительно к канцерогенезу и имеют ключевое
значение в патогенезе меланомы.
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Развитие злокачественных новообразований
включает многочисленные генетические и эпигене-
тические изменения, принципы организации кото-
рых остаются до сих пор малопонятными (Powers et al.,
2016), а изменение уровней и активности различных
молекул микроРНК является одним из характерных
эпигенетических явлений этого процесса (Fabbri et
al., 2013). МикроРНК относятся к классу малых не-
кодирующих РНК, каноническая функция которых
заключается в регуляции экспрессии генов посред-
ством связывания с целевой мРНК, приводя к по-
следующей деградации последней и ингибированию
трансляции. Синтез микроРНК начинается в ядре
клетки, где образуется первичный транскрипт,
прай-микроРНК, из которого впоследствии под воз-
действием нуклеазы-РНКaзы III типа формируются
шпилеподобные структуры размером 60–70 нуклео-
тидов, связывающиея с белком экспортином и
транслоцирующиеся в цитоплазму. Фермент Dicer

образует ассимметричный дуплекс микроРНК: мик-
роРНК, который взаимодействует с РНК-индуци-
рованным комплексом выключения гена (комплек-
сом RISC), в результате чего одна часть дуплекса
становится зрелой, функционально активной мик-
роРНК.

Один вид микроРНК может регулировать экс-
прессию нескольких сотен генов. МикроРНК харак-
теризуются высокой стабильностью, а также специ-
фичностью профиля экспрессии в отдельных типах
тканей и клеток (Ha et al., 2014). Эти молекулы вы-
полняют как онкогенную, так и онкосупрессорную
функцию в канцерогенезе (Zhang et al., 2007). Одной
из микроРНК, изменение уровня которой показано
при меланоме, является miR-204-5p (Galasso et al.,
2018). Ранее нами было установлено, что данная
микроРНК функционирует в клетках меланомы как
онкосупрессор, регулируя интенсивность пролифе-
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рации и миграции клеток. В частности, снижение
уровня miR-204-5p в клетках меланомы приводит к
снижению уровня пролиферации и усилению ми-
грации клеток меланомы (Palkina et al., 2018). Поми-
мо этого, показано, что изменение уровня этой мик-
роРНК посредством введения как имитатора (син-
тетического специфического аналога), так и
ингибитора, вызывает увеличение доли клеток мела-
номы, находящихся в фазе G1 клеточного цикла и
снижает долю клеток, находящихся в фазах S и G2.
Эти данные согласуются с другими исследованиями
в отношении функционирования miR-204-5p в опу-
холевых клетках.

Например, было установлено, что эктопическая
экспрессия микроРНК miR-204-5p вызывает сни-
жение миграции и инвазии клеток рака молочной
железы (Toda et al., 2018). Экспрессия miR-204-5p
негативно коррелировала с объемом опухоли, разви-
тием метастазирования при немелкоклеточном раке
легкого (Xia et al., 2014). А при плоскоклеточном раке
кожи наблюдается значительное снижение miR-204-5p
по сравнению с актиническим кератозом – хрониче-
ским предраковым заболеванием кожи, возникающем
под воздействием ультрафиолетового излучения
(Toll et al., 2016). Показано участие miR-204-5p, а также
miR-211, относящейся к этому же семейству, в реа-
лизации резистентности клеток меланомы к селек-
тивному ингибитору BRAFV600E вемурафенибу по-
средством воздействия на компоненты сигнального
каскада ERK, изменении синтеза меланина и функ-
ционировании меланосом. Меланин обладает фото-
протекторными свойствами, но в меланосомах, по-
мимо его синтеза, происходит секвестрация проти-
воопухолевых агентов с последующей элиминацией
их опухолевыми клетками, что вносит вклад в развитие
лекарственной резистентности (Башмакова и др.,
2015; Vitiello et al., 2017).

Было предположено несколько механизмов, по-
средством которых возможна реализация эффектов
микроРНК miR-204-5p в опухолевых клетках. В
частности, было показано, что miR-204-5p компле-
ментарно связывается с белком HMGB1 (амфотери-
ном), который, в свою очередь, обладает способно-
стью взаимодействовать с ДНК и транскрипцион-
ными факторами, регулируя структуру и функцию
хромосом. При этом функционирование HMGB1 в
качестве мишени miR-204-5p было подтверждено
люциферазным тестом, а модуляция уровня этой
микроРНК вызывала HMGB1-опосредованное из-
менение пролиферации и миграции клеток рака щи-
товидной железы (Lin et al., 2020). Кроме этого, ра-
нее нами было установлено, что одним из генов-ми-
шеней miR-204-5p является транскрипционный
фактор FOXC1, который входит в семейство тран-
скрипционных факторов “Forkhead box” (FOX) и ко-
торый способен менять динамику клеточного цикла,
участвуя во внутриклеточном сигнальном пути
PI3K/AKT и регулируя при этом экспрессию бел-

ков-циклинов. С помощью репортерного люцифе-
разного анализа установлено, что воздействие ими-
татора miR-204-5p вызывает репрессию люцифераз-
ной активности в клетках с этой конструкцией, что
указывает на прямое регуляторное воздействие
miR-204-5p на мРНК гена FOXC1 посредством взаи-
модействия с ее 3'-нетранслируемой областью (Ду-
бовцева и др., 2021).

Одним из механизмов прогрессии злокачествен-
ных новообразований является развитие лекар-
ственной устойчивости клеток к противоопухоле-
вым средствам – невосприимчивости к лекарствен-
ным препаратам разного химического строения и
механизма действия, в основе которой могут лежать
эпигенетические модификации (Housman et al.,
2014). В свою очередь, известно, что посредством ре-
ализации эпигенетических механизмов противоопу-
холевые средства могут влиять на прогрессию кле-
точного цикла (Yang et al., 2021).

В этой связи, цель настоящего исследования за-
ключалась в определении изменений профиля мик-
роРНК в клетках меланомы, резистентных к дей-
ствию дакарбазина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточная линия BRO и культивирование. Клетки

меланомы линии BRO были предоставлены Научно-
исследовательским институтом фундаментальной и
клинической иммунологии (Новосибирск, Россия);
клетки были получены из беспигментной меланомы
лица мужского пола 34 лет в 1985 г. Клетки культи-
вировали в питательной среде RPMI-1640 с L-глута-
мином, содержащей 10% фетальной бычьей сыво-
ротки (FBS) и противомикробный комплекс анти-
биотик-антимикотик в условиях CO2-инкубатора
MSO-5AC (Sanyo Electric Co. Ltd., Япония) при тем-
пературе 37°C и концентрации углекислого газа 5%.
Эксперименты на клетках проводили после предва-
рительного культивирования в течение трех-пяти
пассажей. Исследование было выполнено после со-
гласования с Локальным этическим комитетом Крас-
ноярского государственного медицинского универси-
тета (протокол № 92/2019 от 25 октября 2019 г.).

Определение IC50 для дакарбазина. Концентра-
цию, при которой погибает 50% клеток (IC50), про-
водили колориметрическим методом на основе
определения оптической плотности формазана, явля-
ющегося продуктом метаболизма 3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида (МТТ) как
было описано ранее (Komina et al., 2019). Оптиче-
скую плотность определяли на спектрофотометре
Anthos 2010 ELISA (Biochrom Ltd, Англия) с исполь-
зованием фильтров 495 и 620 нм с нормированием
по чистому раствору DMSO (растворителя формаза-
на). Значение определяемой оптической плотности
считали соответствующим значению жизнеспособ-
ности клеток (усл. ед.). Полумаксимальную ингиби-
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рующую концентрацию дакарбазина рассчитывали с
помощью программы Microsoft Excel (Microsoft Cor-
poration, США). В дальнейшем клетки линии BRO
высевали в 6-луночные планшеты или культураль-
ные флаконы объемом 25 см2, по достижении плот-
ности клеток 80–90% вносили стоковый раствор да-
карбазина в DMSO в концентрации, соответствующей
1 × IC50. В контроли вместо раствора дакарбазина до-
бавляли DMSO в конечной концентрации 1%. Клетки
культивировали 72 ч при 37°C в CO2-инкубаторе, после
чего культуральную среду заменяли на свежую и куль-
тивировали еще 48 ч, а затем клетки трансфицировали
имитатором микроРНК miR-204-5p – hsa-miR-204-
5p-mimic (последовательность зрелой микроРНК:
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU). Трансфек-
цию имитатора микроРНК осуществляли по прото-
колу, описанному нами ранее (Palkina et al., 2018).
Эксперименты выполняли в трех технологических
повторах.

Проточная цитометрия и распределение клеток по
фазам клеточного цикла. Для определения доли кле-
ток меланомы, находящихся в G0-фазе клеточного
цикла, использовали метод проточной цитометрии.
С этой целью клетки линии BRO открепляли от по-
верхности культуральной емкости при помощи
0.25%-ного раствора Трипсин-ЭДТА, промывали
фосфатным буфером и фиксировали 10%-ным рас-
твором формальдегида в течение 30 мин при комнат-
ной температуре. Далее при помощи 0.1% -ного рас-
твора Тритона X-100 пермеабилизовали клеточные
мембраны для проникновения красителей в ядро и
другие внутриклеточные структуры, после чего клет-
ки несколько раз промывали фосфатным буфером, а
затем инкубировали с антителами к маркеру проли-
ферации Ki-67, конъюгированными с флуоресцеи-
новой меткой (FITC) в разведении 1 : 100 в присут-
ствии 10% FBS в течение 4 ч при комнатной темпе-
ратуре. После инкубации клетки снова промывали
фосфатным буфером и окрашивали иодидом пропи-
дия (PI) в концентрации 100 мкг/мл в течение
20 мин. Суспензии окрашенных клеток анализиро-
вали на проточном цитометре Navios (Beckman
Coulter, Inc., США) с использованием лазерного мо-
дуля, излучающего в синем спектре (488 нм). Полу-
ченные цитометрические результаты обрабатывали
с помощью программных продуктов Navios Software
v. 1.2 и Kaluza v. 2.1.1 (Beckman Coulter, Inc., США).
Гейтинг клеток на разных стадиях клеточного цикла
проводили в логарифмическом режиме. Клетки в
G0-фазе определяли как Ki-67-отрицательные и
имеющие низкие уровни флуоресценции по PI (в
интервале 0.7–1.3 отн. ед.). Эксперимент выполняли
в трех технологических повторах.

ПЦР в реальном времени. Выделение РНК из кле-
ток проводили с помощью набора реагентов, пред-
назначенных для выделения тотальной РНК из
культур клеток diaGene (ДиаЭм, Москва, РФ). Для
определения уровней экспрессии микроРНК прово-

дили реакцию обратной транскрипции с использо-
ванием набора MMLV RT. Для этого каждый обра-
зец, состоящий из 3 мкл раствора РНК, содержащего
1.5 мкл 5× праймеров из соответствующего набора
микроРНК для исследования экспрессии мик-
роРНК miR-204-5p и miR-4286, а также 1.5 мкл слу-
чайных праймеров, входящих в набор MMLV RT, на-
гревали в термостате при 70°C в течение 2 мин и
охлаждали на льду. Затем к образцу добавляли
5.5 мкл реакционной смеси, состоящей из 1 мкл сме-
си dNTP, 1 мкл DTT (1.4-дитиотреитола), 2 мкл
5-кратного стандартного буфера, 0.5 мкл обратной
транскриптазы MMLV и 1 мкл воды без нуклеаз, ин-
кубировали в термостате при 37°C в течение 50 мин,
а затем реакцию останавливали, нагревая образцы в
течение 10 мин при 70°C. Амплификацию получен-
ной кДНК в количестве 2 мкл на каждый образец
выполняли на основе ПЦР с детекцией в режиме ре-
ального времени с использованием амплификатора
StepOneTM (Applied Biosystems, Сингапур) с протоко-
лом термоциклирования: 50°C – 2 мин, 95°C –
10 мин, затем 40 циклов 95°C – 15 с, 60°C – 1 мин.
Реакционная смесь для каждой реакции по опреде-
лению экспрессии микроРНК в общем объеме
18 мкл состояла из 1 мкл 20× праймеров TaqMan™
Gene Expression Assay и TaqMan™ MicroRNA & Non-
coding RNA Assays, 8 мкл 2.5-кратной реакционной
смеси для ПЦР в присутствии ROX и 9 мкл безнукле-
азной воды. В качестве эндогенного нормализующе-
го контроля использовали U6 snRNA и RNU6B snR-
NA (№ 001973 и 001093 соответственно; Applied Bio-
systems, США). Данные анализировали с
использованием метода ∆∆Ct (Livak, Schmittgen,
2001). Исследование было проведено в трех техноло-
гических повторениях.

Микрочипирование с целью определения профиля
микроРНК. Анализ профиля микроРНК выполняли
с использованием системы GeneAtlas Microarray Sys-
tem (Affymetrix, Санта-Клара, США). Выделение то-
тальной РНК с целью изучения транскриптома осу-
ществляли с использованием набора Affymetrix Flash
TagTM Biotin HSR в соответствии с инструкциями
производителя. Концентрацию полученной РНК и
степень чистоты образцов определяли на приборе
Qubit® 2.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Син-
гапур). Для анализа каждого образца использовали
100 нг общей РНК. Гибридизацию на чипе Affymetrix
miRNA 4.1 Array Strip (Thermo Fisher Scientific, Син-
гапур) проводили с использованием набора реаген-
тов Gene Chip Gene Atlas Hybridization, Wash and
Stain Module (Affymetrix, Санта-Клара, США) при
48°C в течение 20 ч, затем чипы промывали и реги-
стрировали флуоресцентные сигналы на станциях
Gene Atlas Fluidic Station и Gene Atlas Imaging Station
(Affymetrix, Санта-Клара, США). Обработку резуль-
татов проводили с помощью программы Transcrip-
tome Analysis Console 4.0.1 (Thermo Fisher Scientific,
США). Отбор дифференциально-экспрессируемых
микроРНК, которые далее были сгруппированы в
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соответствии с категориями функций, выполняемых
в клетках, проводили на основе значений уровня
статистической значимости p < 0.05 с использовани-
ем коэффициента ложного обнаружения FDR (Sto-
rey, Tibshirani, 2003), а также значения кратности
различий, равного значению 2 и более.

Статистический анализ. Использовали программ-
ный пакет статистического анализа Statistica 7.0
(StatSoft, Россия). Статистическую значимость дан-
ных анализа профиля микроРНК рассчитывали ме-
тодом дисперсионного анализа (ANOVA), а для кор-
рекции уровней значимости различий использовали
метод множественного сравнения Бенджамини–
Хохберга с использованием коэффициента ложного
обнаружения FDR, остальные эксперименты рас-
считывали по U-критерию Манна–Уитни, результа-
ты считали значимыми при p < 0.05. В биоинфома-
тическом анализе пороговые значения определяли с
использованием точного критерия Фишера при уров-
не значимости p ≤ 0.05. Данные представлены как сред-
ние и стандартные ошибки среднего (M ± m).

Использованные реактивы. RPMI-1640 с L-глута-
мином (ПанЭко, Россия); FBS, антибиотик-анти-
микотик, hsa-miR-204-5p-mimic (№ 4464066,
MC11116), Трипсин-ЭДТА (Gibco, ThermoFisher Sci-
entific, США); дакарбазин (Sigma, США); фосфат-
ный буфер (VWR International, LL AMRESCO,
США); Triton X-100 (GERBU Biotechnik GmbH, Гер-
мания); антитела к Ki-67, конъюгированные с флуо-
ресцеином (eBioscience, Invitrogen, США); иодид
пропидия (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Нидерланды); diaGene (Диа-М, Россия); MMLV RT
(Евроген, Россия); наборы для исследования экс-
прессии микроРНК miR-204-5p, miR-4286
(№ 4427975, Applied Biosystems, США); U6 snRNA и
RNU6B snRNA (№ 001973 и 001093 Applied Biosyste-
ms, США); реакционная смесь для ПЦР в присут-
ствии ROX (Syntol, Россия); Affymetrix Flash TagTM
Biotin HSR (№ 901911, Thermo Fisher Scientific,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ клеточного цикла в клетках BRO после воз-
действия дакарбазином, трансфекции имитатора miR-
204-5p. В клеточной линии BRO после воздействия
дакарбазином показано снижение доли клеток в фа-
зе G0 клеточного цикла в сравнении с контролем в
2.7 раза, а также увеличение доли клеток в фазе М в
2.9 раза, тогда как процентное содержание клеток,
находящихся в фазах G1, S, G2 оставалось без изме-
нений. Клетки в М-фазе клеточного цикла диффе-
ренцировали от клеток, находящихся в фазах G1, S,
G2 на основе интенсивности флуоресценции: в клет-
ках, находящихся в фазе М, интенсивность флуорес-
ценции Ki-67 возрастала в 10–15 раз, хотя, безуслов-
но, для точной дифференцировки циклов эффек-
тивнее использовать анализ уровня нескольких
белков. При трансфекции в клетки имитатора мик-
роРНК miR-204-5p наблюдали увеличение доли
клеток, находящихся в фазе G1 клеточного цикла на
14 и 16% по сравнению с клетками BRO, подвергну-
тыми только воздействию дакарбазина и по сравне-
нию с контролем соответственно (табл. 1).

Профилирование микроРНК в клетках BRO после
воздействия дакарбазином, трансфекции имитатора
miR-204-5p. Валидация результатов посредством
ПЦР в реальном времени. При анализе результатов
микрочипирования (MicroArray) выявлено 202 вида
микроРНК, профиль экспрессии которых изменил-
ся после воздействия дакарбазином, а также при
трансфекции имитатора микроРНК miR-204-5p.
Иерархическая кластеризация продемонстрировала
четкое разделение на кластеры, соответствующие
трем исследованным группам (рис. 1). Результаты
микрочипирования были переподтверждены по-
средством определения уровней двух микроРНК –
miR-204-5p и miR-4286 во всех группах с помощью
ПЦР в реальном времени (рис. 2,  3). Эти микроРНК
были выбраны для валидации результатов микрочи-
пирования, исходя из наличия различий в процент-
ном содержании GC и количестве нуклеотидов в
miR-204-5p и miR-4286: 45.5% и 22 нуклеотида,
64.7% и 17 нуклеотидов соответственно.

Таблица 1. Распределение клеток меланомы BRO по фазам клеточного цикла после действия дакарбазина и трансфек-
ции hsa-miR-204-5p-mimic (имитатора miR-204-5p)

Примечание. Различия достоверны при р ≤ 0.05 по сравнению с соответствующей фазой в контроле (а) и по сравнению с соответ-
ствующей фазой для клеток, подвергнутых действию только дакарбазина (б).

Фаза клеточного цикла
Доля клеток после воздействия, %

нет (контроль) дакарбазина дакарбазина и трансфекция

G0 17.4 ± 3.8 6.5 ± 1.1а 4.6 ± 2.5

G1 42.3 ± 7.6 42.0 ± 6.3 56.5 ± 8.6б

S 21.3 ± 1.4 24.3 ± 3.2 18.8 ± 1.8
G2 14.9 ± 5.8 14.1 ± 8.3 10.3 ± 2.2
M 4.5 ± 1.2 13.1 ± 3.9а 9.2 ± 4.5
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По результатам микрочипирования образцов, по-
лученных после воздействия дакарбазина на клетки
линии BRO, было зафиксировано изменение уровня
37 видов микроРНК по сравнению с контролем, сре-
ди которых имели повышенную экспрессию 8 ви-
дов, а пониженную – 29. К числу высокоэкспресси-
руемых микроРНК относились miR-320a, miR-30c-
2-3p, miR-6871-5p. Среди микроРНК со сниженной
экспрессией определялись miR-146a-5p, miR-21-5p,
miR-301a-3p, уровни которых была понижены в 6.4,
5.2 и 4.7 раза соответственно. К микроРНК, имею-
щим наибольшую величину показателя кратности

различий, можно отнести miR-320a, miR-30c-2-3p и
miR-6871-5p, для которых выявили снижение экс-
прессии в 2.8, 2.7 и 2.7 раз соответственно. Все мик-
роРНК с измененной экспрессией после воздей-
ствия дакарбазина на клетки линии BRO являлись
зрелыми.

После воздействия дакарбазина на клетки линии
BRO с последующей трансфекцией в них имитатора
miR-204-5p определялось изменение экспрессии
более чем в 2 раза у 152 видов микроРНК по отноше-
нию к контрольной группе, и 142 видов микроРНК
по сравнению с профилем клеток, подвергнутых

Рис. 1. Тепловая карта с отображением иерархической кластеризации микроРНК. a – В клетках меланомы BRO, б – после
воздействия дакарбазина, в – после воздействия дакарбазинам с последующей трансфекцией имитатора miR-204-5p (Mimic
miR-204-5p).

аа ааа ааа бб ббб ббб ввв ввв ввв

13
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0.08
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б  Дакарбазин
в  Mimic miR-204-5p

Рис. 2. Характер экспрессии микроРНК miR-204-5p (вверху) и miR-4286 (внизу) в клетках меланомы BRO после воздействия
только дакарбазина и дакарбазина с последующей трансфекцией имитатора miR-204-5p (согласно методу MicroArray).
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только влиянию дакарбазина. Уровни 54-х мик-
роРНК были выше, чем в контрольной группе, и
82-х – выше в группе после воздействия
дакарбазином. К высокоэкспрессируемым мик-
роРНК по сравнению с контролем относились miR-
204-5p, miR-483-5p и miR-1973, уровни которых бы-
ли повышены в 98.6, 19.2 и 13.0 раз соответственно.
К наиболее высокоэкспрессируемым микроРНК в
клетках, подвергнутых воздействию дакарбазина с
последующей трансфекцией имитатора miR-204-5p,
по отношению к клеткам, подвергнутым только воз-
действию дакарбазина, относились miR-204-5p,
miR-483-5p, miR-6723-5p, у которых регистрировали
изменение экспрессии в 127.5, 21.0 и 13.6 раз соответ-
ственно. Из повышенных 54 видов микроРНК 5
микроРНК были незрелыми – это mir-3689b, mir-
3689b, mir-4419a, mir-4539, mir-682, из 82 – 6 незрелых

микроРНК – это mir-3689b, mir-3689b, mir-4539, mir-
6791, mir-6800, mir-6827.

После воздействия дакарбазином и имитатором
miR-204-5p в профиле микроРНК выявляли сниже-
ние экспрессии 99 микроРНК по отношению к кон-
трольной группе, 60 – по сравнению с клетками,
подвергнутыми только воздействию дакарбазина.
Минимальная экспрессия регистрировалась у мик-
роРНК miR-7975, miR-18a-5p, miR-15a-5p. Сниже-
ние экспрессии по отношению к контролю состави-
ло 21.9, 21.6 и 15.4 раза соответственно. Наиболее
низкая экспрессия в клетках после воздействия да-
карбазина и трансфекции имитатора miR-204-5p по
отношению к профилю клеток, подвергнутых толь-
ко воздействию дакарбазина, отмечалась у мик-
роРНК miR-7975, miR-6765-3p, miR-7977 со сниже-
нием в 17.1, 13.1 и 12.6 раз соответственно. Из 99 из-
мененных микроРНК 7 микроРНК были незрелыми –
mir-3150a, mir-3158-2, mir-3714, mir-4758, mir-4785,
mir-6724 и mir-6819, из 60 микроРНК – 3: mir-3150a,
mir-3714, mir-933.

Биоинформатический анализ результатов профили-
рования микроРНК. По результатам биоинформати-
ческого анализа на основе Киотской энциклопедии
генов и геномов определено, что часть сигнальных
путей, в которых регуляцию генов осуществляют мо-
лекулы микроРНК с измененными профилями экс-
прессии, была однотипной во всех трех сравнивае-
мых группах. К таким внутриклеточным сигналь-
ным каскадам можно отнести PI3K/Akt, MAPK,
“Сигнальные пути при раке” и Ras-путь. Напротив,
в клетках меланомы после действия дакарбазина из-
менялась экспрессия совокупности микроРНК,
участвующих в регуляции сигнальных каскадов “На-
рушение транскрипции при раке” и “Протеогликаны
при раке”, а после воздействия дакарбазина с последу-
ющей трансфекцией имитатора miR-204-5p – Rap1-
путь и “Сигнальные пути, регулирующие плюрипо-
тентность стволовых клеток” (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Изменение клеточного цикла и профиля микроРНК

в клеточной линии BRO после воздействия дакарбази-
на. Эпигенетические изменения в опухолевых клет-
ках наблюдаются на всех этапах канцерогенеза в рав-
ной степени, как и изменения микроРНК. В данной
работе показано, что под воздействием дакарбазина
в клеточной линии BRO увеличивается доля жизне-
способных опухолевых клеток, находящихся в
фазе М клеточного цикла, снижается доля G0-поло-
жительных клеток. Согласно биоинформатическому
анализу, увеличение доли клеток в фазе митоза со-
пряжено с увеличением уровня микроРНК, регули-
рующих механизмы внутриклеточной сигнализации
и имеющие ключевое значение в патогенезе мелано-
мы – “Сигнальные пути при раке”, путь путь PI3K–
Akt, MAPK, Ras-сигнальный путь, а также “Наруше-
ние транскрипции при раке”. Необходимо отметить,

Рис. 3. Уровни экспрессии miR-204-5p (а) и miR-4286 (б)
в клетках меланомы BRO после воздействия дакарбази-
нoм и имитатора miR-204-5p, определяемые с помощью
ПЦР в реальном времени. Обозначения те же, что и на
рис. 1. Данные представлены как средние и их стандарт-
ные ошибки, различия достоверны при (*, **, ***)
p ≤ 0.05.
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Таблица 2. Сигнальные пути, регулируемые микроРНК, уровни которых изменялись в клетках меланомы BRO после
действия дакарбазина и трансфекции hsa-miR-204-5p-mimic (имитатора miR-204-5p)

Примечание. Названия сигнальных путей даны в соответствии с Киотской классификацией генов и геномов по ресурсу PANTER,
некоторые из которых даны на английском языке (в скобках); р – уровень статистической значимости, рассчитанный методом дис-
персионного анализа ANOVA.

№
Сигнальный путь (signaling pathway), регулируемый 

микроРНК, уровень которой изменялся после 
воздействия дакарбазина

Число микроРНК 
с измененной 
экспрессией

Число генов, 
регулируемых 
измененными 

микроРНК

p

1 Сигнальные пути при раке (Pathways in cancer) 28 184 1.7680e-07
2 PI3K–Akt 28 153 6.3451e-05
3 MAPK 28 123 9.7119e-06
4 Ras 27 106 2.4041e-05
5 cAMP 26 89 0.0091
6 Эндоцитоз (Endocytosis) 25 103 2.2518e-05
7 Нарушение транскрипции при раке (Transcriptional 

misregulation in cancer)
25 80 0.0038

8 Дофаминергический синапс (Dopaminergic synapse) 25 61 0.0131
9 Протеогликаны при раке (Proteoglycans in cancer) 24 93 4.1801e-07

10 Вирусный канцерогенез (Viral carcinogenesis) 24 77 0.0053
Сигнальные пути, регулируемые микроРНК, уровни которых изменялись в клетках меланомы BRO 

после воздействия имитатором miR-204-5p
1 PI3K–Akt 80 245 0.0014
2 Ras 80 172 0.0001
3 MAPK 79 186 0.0015
4 Сигнальные пути при раке 78 296 3.5794e-06
5 cAMP 78 148 0.0028
6 Neurotrophin 78 96 0.0006
7 cGMP–PKG 77 121 0.0172
8 Эндоцитоз 76 163 3.8380e-06
9 Фокальная адгезия (Focal adhesion) 76 162 2.3611e-05

10 Rap1 76 165 2.3611e-05
Сигнальные пути, регулируемые микроРНК, уровни которых изменялись в клетках меланомы BRO 

после воздействия дакарбазином и трансфекции имитатора miR-204-5p
1 Ras 81 179 1.5860e-06
2 Сигнальные пути при раке 80 298 0.0001
3 PI3K–Akt 80 252 0.0004
4 Эндоцитоз 80 163 1.0054e-05
5 MAPK 79 191 0,0004
6 Rap1 78 172 4.3567e-07
7 Фокальная адгезия 78 166 5.4193e-06
8 cAMP 78 151 0.0015
9 Метаболизм холина при раке (Choline metabolism in 

cancer)
78 81 0.0023

10 Сигнальные пути, регулирующие плюрипотентность 
стволовых клеток (Signaling pathways regulating pluripo-
tency of stem cells)

77 115 9.8532e-06
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что при воздействии на клетки линии BRO дакарба-
зина, уменьшались уровни miR-146a-5p и miR-21-5p.

Ранее нами было показано, что miR-146a-5p от-
носится к наиболее высокоэкспрессируемым мик-
роРНК в клетках меланомы по сравнению с клетка-
ми непораженной кожи (Aksenenko et al., 2019). По-
вышение данной микроРНК описано при различных
злокачественных новообразованиях – трижды нега-
тивном раке молочной железы (Liang et al., 2019), раке
желудка (Xiao et al., 2012) и раке щитовидной железы
(Czajka et al., 2016). В клетках меланомы высокая
экспрессия miR-146a-5p сопряжена с резистентно-
стью к BRAF- и MEK-ингибиторам, а также связана
с активацией провоспалительного внутриклеточно-
го механизма передачи сигнала NF-kB (Vergani et al.,
2020). Вместе с тем, в клетках гепатоцеллюлярной
карциномы комбинированное применение ингиби-
тора поли(АДФ-рибоза)-полимеразы и блокатора
рецепторов андрогена вызывало снижение miR-
146a-5p, нарушение BRCA1-опосредованной репа-
рации ДНК с последующим повышением уровня
апоптоза (Zhao et al., 2020). Таким образом, измене-
ние уровня miR-146a-5p может быть ассоциировано
с развитием химорезистентности. Наряду с miR-
146a-5, miR-21-5p также регулируется транскрипци-
онным фактором NF-kB и имеет высокое число ге-
нов-мишеней, являющихся компонентами одно-
именного внутриклеточного сигнального каскада,
незначительно экспрессируется в нормальных клет-
ках, но экспрессируется повышенно в опухолевых
клетках (Olivieri et al., 2021).

Изменения профиля микроРНК в клеточной линии
BRO после воздействия дакарбазином и последующей
трансфекции имитатора микроРНК miR-204-5p. Ин-
тересно, что при трансфекции имитатора miR-204-5p в
клетки линии BRO после воздействия дакарбазина,
наблюдали повышение miR-483-5p по сравнению
как с клетками контрольной группы, так и клетками,
подвергнутыми воздействию дакарбазина. Функци-
ональная активность miR-483-5p является менее
изученной по сравнению с вышеуказанными моле-
кулами. Вместе с тем, известно, что высокая экс-
прессия этой микроРНК ассоциируется с развитием
химиорезистентности при эпителиальном раке яич-
ников (Castro-Vega et al., 2020), а также с высокими
уровнями миграции и инвазии клеток рака надпо-
чечников (Agosta et al., 2018). Это может, по меньшей
мере, свидетельствовать о роли этой микроРНК в кан-
церогенезе. Стоит также подчеркнуть, что трансфек-
ция имитатора miR-204-5p вызывала изменение в про-
филе микроРНК незрелых форм данных молекул.

Необходимо отметить, что недавние исследова-
ния указывают на возможную регуляторную роль
незрелых форм микроРНК, которые в контексте
канцерогенеза также могут иметь проонкогенную,
антионкогенную роль или быть амбивалентны по
своей функции. Пре-микроРНК могут превращать-
ся в две зрелые микроРНК, а последние могут вы-

полнять функцию, противоположную своему пред-
шественнику (Chen et al., 2020). Точная роль незре-
лых микроРНК при этом требует разъяснения на
основе механистических исследований в такой же
мере, как и зрелых микроРНК.

Внутриклеточные сигнальные механизмы, ком-
поненты которых регулируются микроРНК с изме-
ненной экспрессией, относятся исключительно к
канцерогенезу и к изменениям, характерным для
меланомы. В частности, внутриклеточный сигналь-
ный каскад PI3K–Akt в норме регулирует процессы
пролиферации, дифференцировки, апоптоза струк-
турных элементов кожи, препятствует развитию
апоптоза в меланоцитах, индуцированного окисли-
тельным стрессом (Teng et al., 2021). Активация
PI3K–Akt достоверно связана с развитием мелано-
мы посредством ряда механизмов, в том числе изме-
нения динамики клеточного цикла (Broussard et al.,
2018), что регистрировалось и в настоящей работе с
помощью проточной цитометрии.

Стоит отметить, что после трансфекции имитато-
ра микроРНК miR-204-5p в клетки, подвергнутые
воздействию дакарбазина, отмечали изменение
уровня микроРНК, регулирующих компоненты сиг-
нального каскада Rap1. Rap1 (Ras-ассоциированный
белок 1) относится с ГТФазам белкового семейства
Ras и является регулятором и медиатором многочис-
ленных функций белка. Кроме того, сообщается, что
Rap1 регулирует процессы адгезии и считается од-
ним из ключевых регуляторов подвижности, миграции
клеток, что согласуется с выявленным нами ранее ре-
гуляторным влиянием miR-204-5p в клетках мелано-
мы на эти процессы (Palkina et al., 2018; Shah et al.,
2019). Помимо этого, в данной группе клеток отме-
чали изменение профиля микроРНК, регулирую-
щих внутриклеточный путь “Сигнальные пути, регу-
лирующие плюрипотентность стволовых клеток”.
Предполагается, что наиболее резистентными к хи-
миотерапии являются опухолевые клетки, которые в
той или иной мере обладают характеристиками нор-
мальных стволовых клеток (Phi et al., 2018).

МикроРНК miR-204-5p, согласно ряду исследо-
ваний, определялась как онкосупрессор, поэтому в
настоящей работе трансфекция ее имитатора была
осуществлена в клетки линии BRO, резистентные к
воздействию противоопухолевым препаратом. Вы-
явленные изменения свидетельствуют, что действи-
тельно, в данном случае профиль микроРНК подвер-
гается изменениям, соотносящимися с развитием хи-
миорезистентности. Целенаправленное исследование
профиля микроРНК резистентных опухолевых клеток
с определением молекул-мишеней для изменения их
фенотипа может рассматриваться как перспектив-
ный подход в экспериментальной онкологии для
установления маркеров химиорезистентности и мо-
лекул-мишеней для таргетного воздействия на них.
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It is known that microRNAs are capable for regulating the onset and development of tumor growth by altering the
gene expression within a specific signaling pathways. Drug resistance is crucial for tumor progression since chemo-
therapeutic agents can affect the cell cycle, DNA replication resulting both genetic and epigenetic changes in sur-
vived cells. In this regard, the purpose of this study was to determine the microRNAs profile and cell cycle alteration
in melanoma cells after chemotherapeutic agent dacarbazine treatment or after dacarbazine treatment followed by
microRNA miR-204-5p mimic transfection. Dacarbazine led to increase in the proportion of cells in M phase, as
well as to changes in the expression of microRNAs. MiR-146a-5p and miR-21-5p levels were one of the most down-
regulated which are according to bioinformatic analysis, take part cancer cell chemoresistance.
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