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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Фенотипическая пластичность и гетерогенность клеток меланомы, обусловленные эпигенетической регу-
ляцией и активностью транскрипционных факторов, играют ключевую роль в развитии резистентности к химиотерапии, 
что требует углублённого изучения молекулярных механизмов устойчивости к алкилирующим агентам, таким как да
карбазин.
Цель исследования. Анализ транскриптомных данных клеток меланомы B16 после воздействия дакарбазином in vivo 
для выявления ключевых кластеров дифференциально экспрессирующихся генов и регулирующих транскрипционных 
факторов, ассоциированных с резистентностью к терапии.
Методы. В исследовании использовали модель меланомы B16 у мышей C57Bl/6, разделённых на контрольную и опыт-
ную (дакарбазин в дозе 50 мг/кг) группы по 12 особей. Тотальную РНК экстрагировали из опухолевой ткани, проводили 
высокопроизводительное секвенирование с последующей биоинформатической обработкой для кластеризации генов 
и предсказания транскрипционных факторов — с использованием биоинформатических инструментов для анализа мо-
тивов в последовательностях РНК.
Результаты. С помощью NGS-секвенирования и биоинформатического анализа выявлено 670 дифференциально экс-
прессирующихся генов, объединённых в 12 функциональных кластеров, связанных с репарацией ДНК, апоптозом и кле-
точным циклом. Идентифицированы ключевые транскрипционные факторы (RELB, IRF5/7/4, NANOG, SOX2, LEF1, NFKB2), 
регулирующие сигнальные пути поддержания плюрипотентности (p=0,000001), Wnt (p=0,000753), TGF-β (p=0,002631), Toll-
подобных рецепторов (p=0,000776) и NF-κB (p=0,044609), ассоциированные с развитием устойчивости клеток меланомы 
B16 к алкилирующему агенту дакарбазину in vivo. 
Заключение. Выявлены эпигенетические и транскрипционные механизмы устойчивости клеток меланомы к воздействию 
химиотерапевтических средств, включая поддержание стволового фенотипа, регуляцию иммунного ответа и активацию 
эпителиально-мезенхимального перехода. 

Ключевые слова: меланома B16; дакарбазин; химиорезистентность; транскрипционные факторы; NGS-секвенирование; 
сигнальные пути.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Phenotypic plasticity and heterogeneity of melanoma cells arising from epigenetic regulation and the activity 
of transcription factors is pivotal in chemoresistance. Therefore, there it is necessary to explore the molecular mechanisms 
underlying resistance to alkylating agents, such as dacarbazine.
AIM: This study aimed to analyze transcriptome profiles of B16 melanoma cells after in vivo treatment with dacarbazine to iden-
tify key clusters of differentially expressed genes and regulatory transcription factors associated with chemoresistance.
METHODS: The study used a C57Bl/6 mouse model of B16 melanoma. The animals were randomly allocated into a control 
group and an experimental group, each with 12 mice. The experimental group was treated with dacarbazine at 50 mg/kg. Total 
RNA was extracted from tumor tissue, before high-throughput sequencing was performed. Data were subjected to bioinfor-
matic processing for gene clustering and prediction of transcription factors for analyzing motifs in RNA sequences.
RESULTS: NGS sequencing and bioinformatic analysis yielded 670 differentially expressed genes, which were organized into 
12 functional clusters related to DNA repair, apoptosis, and cell cycle. A comprehensive analysis identified key transcription fac-
tors (RELB, IRF5/7/4, NANOG, SOX2, LEF1, and NFKB2) that regulate signaling pathways essential for maintaining pluripotency 
(p = 0.000001), Wnt (p = 0.000753), TGF-β (p = 0.002631), Toll-like receptors (p = 0.000776), and NF-κB (p = 0.044609) associ-
ated with B16 melanoma cell resistance to the alkylating agent dacarbazine in vivo.
CONCLUSION: The findings of this study indicated that the epigenetic and transcription mechanisms of chemoresistance in me
lanoma cells involves maintenance of the stem cell phenotype, regulation of the immune response, and activation of the epi-
thelial-mesenchymal transition.
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ОБОСНОВАНИЕ
Функциональная экспрессия всех генов регулируется бел-
ками — факторами транскрипции, которые связываются 
с определёнными областями ДНК, известными как регуля-
торные области. У высших эукариот экспрессия генов нахо-
дится под строгим контролем сложных цис-регуляторных 
систем, включающих множество энхансеров, влияющих 
на уровень транскрипции целевого гена. Определение 
всех активных промоторов и энхансеров в определённом 
типе клеток позволяет анализировать функциональную 
сеть регуляции генов и раскрывать цис-регуляторную ло-
гику генома, формирующую транскриптом этого типа кле-
ток. Меланома — агрессивная опухоль, развивающаяся 
из меланоцитов и обладающая уникальными свойства-
ми клеточной пластичности. Как и многие злокачествен-
ные новообразования, меланома кожи характеризуется 
быстрым развитием лекарственной устойчивости; боль-
шинство пациентов невосприимчивы к монотерапии [1]. 

Внутриопухолевая гетерогенность считается ключе-
вым фактором, определяющим появление устойчивых 
к терапии клеток, что приводит к неэффективности ле-
чения и рецидиву опухоли. Лекарственные препараты 
обычно нацелены на одну субпопуляцию клеток мелано-
мы, в то время как другие субпопуляции выживают, спо-
собствуя диссеминации опухолевых клеток и опухолевой 
прогрессии [2].

Фенотипическая неоднородность возникает среди 
клеток меланомы внутри опухоли в результате эпигене-
тических изменений и взаимодействия с микроокруже-
нием. Сигнальные процессы, участвующие в клеточной 
пластичности меланомы, взаимосвязаны с факторами 
транскрипции, инициирующими эпителиально-мезенхи-
мальный переход — процесс, при котором клетки приоб-
ретают мезенхимальные свойства и становятся подвиж-
ными. Факторы транскрипции — это регуляторные белки, 
активирующие или подавляющие транскрипцию генов 
посредством связывания с регуляторными последова-
тельностями ДНК и регулирования набора транскрипци-
онных комплексов. Факторы транскрипции SNAIL, SLUG, 
ZEB1 и ZEB2 были идентифицированы и тщательно изуче-
ны как молекулы, регулирующие эпителиально-мезенхи-
мальный переход [3].

Опухоль состоит из популяций клеток в различных со-
стояниях дифференцировки: от активно пролифериру-
ющих до покоящихся стволовых клеток, ответственных 
за распространение и рост опухоли [4]. Медленно деля-
щиеся опухолевые стволовые клетки могут избегать воз-
действия химиотерапии, нацеленной на быстро деля-
шиеся клетки. Факторы транскрипции, регулирующие 
эпителиально-мезенхимальный переход, также формиру-
ют характеристики опухолевых стволовых клеток, иници-
ирующих опухоль [5].

Обратимое переключение между дифференцирован-
ным и инвазивным фенотипами управляется онкогенными 

сигналами и факторами микроокружения и связано с из-
менением активности факторов транскрипции. Важней-
ший регулятор  — ассоциированный с микрофтальмией 
фактор транскрипции MITF, специфический для мелано-
цитов и играющий роль в развитии меланомы, который 
совместно с MC1R контролирует меланогенез [6, 7]. Клет-
ки с низким уровнем MITF имеют фенотип, более близкий 
к фенотипу стволовых клеток, повышенную пластичность 
и сниженную пролиферацию, что в совокупности способ-
ствует прогрессированию опухоли, в то время как высокий 
уровень MITF стимулирует рост и дифференцировку [8]. 

Клетки меланомы обладают уникальными свойства-
ми обратимой клеточной пластичности, а переключе-
ние фенотипа объясняет гетерогенность меланомы. Гете-
рогенность опухоли является одной из основных причин 
неоднозначных ответов на лечение. Часто наблюдаемая 
картина у пациентов с меланомой — временная регрес-
сия опухоли с последующей резистентностью к лечению. 
Более того, различные опухолевые очаги у одного и того 
же пациента могут демонстрировать широкий спектр от-
ветов на лечение, несмотря на наличие одних и тех же он-
когенных мутаций, что иллюстрирует сложность гетеро-
генности меланомы [9]. 

Большинство стратегий лечения, включая химиоте-
рапию и таргетную терапию, нацелено на большую часть 
опухоли с пролиферативным фенотипом, тогда как поко-
ящиеся стволовые клетки могут оставаться неповреж-
дёнными [10]. Опухолевые клетки с фенотипом медленно 
пролиферирующих стволовых клеток могут быть мета-
болически активными и высокоагрессивными, с повы-
шенным потенциалом к образованию новых опухолей 
и метастазированию [11]. Высокая экспрессия MITF и его 
меланоцит-специфических мишеневых генов связана 
с резистентностью к лечению BRAF-ингибиторами и ком-
бинированной терапии BRAF- и MEK-ингибиторами [12]. 
Таким образом, эктопическая сверхэкспрессия MITF спо-
собствует резистентности к ингибиторам BRAF, MEK 
или ERK [13]. 

В клеточных линиях меланомы показана устойчивость 
к лечению к траметинибу, сопровождающаяся экспресси-
ей и активностью рецептора эпидермального фактора ро-
ста EGFR [14]. Приобретение меланомой резистентности 
к BRAF-ингибиторам связано с эпигенетическими измене-
ниями в гене EGFR — гипометилированием участков CpG-
областей промоторов и энхансеров, что приводит к его 
сверхэкспрессии и гиперактивации сигнального каска-
да PI3K–AKT [15]. Сиртуин 2 (SIRT2) напрямую регулиру-
ет экспрессию EGFR, изменяет нисходящую сигнализацию 
через белки SRC-ERK1/2 и RAF-ERK1/2 в клетках мелано-
мы и участвует в устойчивости этих клеток к дазатинибу 
и цисплатину [16].

Было показано, что активация другого транскрипци-
онного фактора — NFκB — играет важную роль в нарас-
тании резистентности к лечению в клетках с низким уров-
нем MITF. В линиях клеток меланомы без воздействия 
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противоопухолевыми агентами клетки с высокой экспрес-
сией NFκB и низкой экспрессией MITF были изначально 
устойчивы как к ингибированию одним агентом посред-
ством воздействия на несколько мишеней в сигнальном 
пути MAPK, так и к комбинированному ингибированию 
сигнального каскада BRAF/MEK [17]. 

Понимание регуляторных механизмов фенотипическо-
го перепрограммирования клеток меланомы имеет ак-
туальное значение и открывает перспективы разработки 
эффективного терапевтического воздействия на процесс 
для преодоления резистентности к лечению и в конечном 
итоге улучшения терапии меланомы. 

Цель исследования — проанализировать транскрип-
томные данные клеток меланомы B16 после воздействия 
дакарбазином in vivo с целью идентификации ключевых 
кластеров дифференциально экспрессирующихся генов 
и регулирующих транскрипционных факторов.

МЕТОДЫ
Самок мышей C57Bl/6 (6–8 нед) из питомника «Рапполо-
во» (НИЦ «Курчатовский институт») содержали в виварии 
при стандартных условиях в мае — июне 2023 года. Экс-
периментальное исследование одобрено этическим коми-
тетом Красноярского государственного медицинского уни-
верситета им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого (№ 116/2022 
от 27.12.2022) и проведено в соответствии с руководством 
по уходу за лабораторными животными и их использо
ванию [18].

Животные (n=24) были разделены на контроль-
ную (фосфатный солевой буфер) и опытную (дакарба-
зин, 50 мг/кг) группы. Меланому индуцировали подкож-
ным введением клеток B16 (1,5×10⁶ в 0,5  мл раствора 
Хенкса). Культура клеток меланомы В16 получена в науч-
но-исследовательском институте фундаментальной и кли-

нической иммунологии (Новосибирск). Лечение осущест-
вляли внутрибрюшинным введением на 8, 10 и 12-й день, 
а на 14-йдень проводили эвтаназию с забором опухолевой 
ткани (рис. 1).

Тотальную РНК экстрагировали с использованием TRI
zol® и RNeasy Mini Kit (Quiagen, Германия), оценивали ка-
чество библиотек посредством Qsep400 (BiOptic, Тайвань) 
и количество РНК с помощью Qubit RNA High Broad Range 
kit (Thermo Fisher Scientific, США). 

Библиотеки готовили с обогащением poly-A-фракции, 
фрагментацией и синтезом cDNA (с заменой dTTP на dUTP). 
После лигирования адаптеров и удаления 2-й цепи (UDG) 
проводили амплификацию ДНК методом полимеразной 
цепной реакции.

Секвенирование (DNBSeq G-400, парные чтения 
100 п.н., ≥40 млн ридов/образец) выполняли после кон-
троля качества библиотек (Qsep400). Данные фильтрова-
ли (SOAPnuke), оценивали (FastQC), выравнивали на геном 
GRCm39 (HISAT2) и квантифицировали (htseq-count). DEG-
анализ (DESeq2) выявлял гены с |log2FC| ≥0,5 и FDR <0,05.

Для построения кластеризации дифференциально экс-
прессирующихся генов клеток меланомы B16 при воздей-
ствии химиотерапевтическим агентом дакарбазином был 
использован инструмент STRING, представляющий собой 
базу данных, предназначенную для оценки и интеграции 
межгенных взаимодействий, включая как прямые (физи-
ческие), так и косвенные (функциональные) ассоциации. 
Для интеграции данных и визуализации сети при ана-
лизе баз данных использовали программное обеспече-
ние Cytoscape (Institute of Systems Biology, США) [19, 20].

На следующем этапе производили поиск мотивов 
транскрипционных факторов дифференциально экс-
прессирующихся генов химиорезистентных клеток ме-
ланомы B16. Мотив — это короткая последовательность 
ДНК или белка, которая имеет значение в биологической 

Рис. 1. Дизайн экспериментального исследования транскриптома химиорезистентных клеток меланомы in vivo. 
ДЭГ — дифференциально экспрессирующиеся гены.
Fig. 1. In vivo study of the transcriptome of chemoresistant melanoma cells. DEG, differentially expressed genes.
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функции молекулы, в которой она находится. За послед-
ние несколько 10-летий было описано много вычисли-
тельных методов для идентификации, характеристи-
ки и поиска специфичных мотивов. Критически важным 
для практически любого конвейера анализа последова-
тельностей на основе мотивов является возможность ска-
нирования базы данных последовательностей на пред-
мет вхождений заданного мотива, описанного матрицей 
частот, специфичной для позиции [21]. Для обнаружения 
и анализа мотивов, обусловливающих такие особенно-
сти, как сайты связывания ДНК и домены взаимодействия 
белков, в нашем исследовании мы использовали портал 
MEME Suite1. Алгоритмы обнаружения мотивов позволя-
ют идентифицировать фрагменты молекул, обладающие 
биологической функцией, например участки связывания 
ДНК- и РНК-связывающих белков [22]. 

Предсказанные мотивы факторов транскрипции срав-
нивали с мотивами из популярных баз данных с помо-
щью алгоритма Tomtom2 [23] — инструмента поиска по-
хожих известных мотивов. Tomtom сравнивает один 
или несколько мотивов с базой данных, ранжирует моти-
вы в базе данных и выполняет выравнивание для каждого 
значимого совпадения. Tomtom ищет один или несколь-
ко мотивов запроса в одной или нескольких базах данных 
целевых мотивов (и их обратных дополнений, когда это 
применимо). Результатом работы алгоритма является спи-
сок целевых мотивов, ранжированных по p-значению [24].

Предсказанные транскрипционные факторы исполь-
зовали в дальнейшем для определения сигнальных пу-
тей, задействованных в развитии химиорезистентности 
клеток меланомы В16 in vivo, с помощью программно-
го обеспечения Transcriptome Analysis Console (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Статистический анализ результатов секвенирования 
генома исследуемых образцов выполнен с использовани-
ем теста ANOVA. P value рассчитывали с поправкой на мно-
жественность по методу Бенджамина–Ходжберга (FDR). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Дифференциально экспрессируемые гены в клетках ме-
ланомы in vivo после воздействия алкилирующего аген-
та посредством программного обеспечения STRING были 
разделены на 12 кластеров согласно биологическим 
функциям генов, среди которых были наиболее значимы 
четыре кластера в процессах канцерогенеза.

Первый кластер включает 50 дифференциально экс-
прессирующихся генов, связанных с процессами клеточ-
ного цикла, митотической сегрегации хроматид, репара-
цией ДНК, регуляции организации органелл.

Второй кластер содержит 41 ген, участвующий в син-
тезе белка, негативной и позитивной регуляции апоптоза, 
внутреннем сигнальном пути апоптоза, а также в форми-
ровании меланосом.

Третий кластер включает 26 генов, связанных с регу-
ляцией функций аминокислот, их транспорта, регуляцией 
цикла Кребса и оксиредуктазной активности.

Четвёртый кластер включает 23 дифференциально 
экспрессирующихся гена, ассоциированных с процессами 
апоптоза и сигнальным путём p53. 

В другие кластеры были сгруппированы гены, функ-
ции которых связаны с высокодифференцированными 
тканеспецифичными структурными и регуляторными ком-
понентами.

С целью определения механизмов регуляции диффе-
ренциально экспрессирующихся генов далее с помощью 
биоинформатического программного комплекса Tomtom 
были определены последовательности мотивов для пред-
сказания транскрипционных факторов, способных связы-
ваться и регулировать вышеуказанные гены (табл. 1).

С помощью биоинформатического программного 
комплекса MEME Suite utility было идентифицировано 
пять обогащённых мотивов в дифференциально экспрес-
сирующихся генах для связывания с транскрипционны-
ми факторами. В табл. 1 представлены логотипы мотивов, 
количество положительных последовательностей, соот-
ветствующих мотиву (процент) и их позиционное распре-
деление. Позиционное распределение отражает график 
наилучшего соответствия мотиву в положительных обу-
чающих последовательностях. Рассматриваются только 
соответствия с оценками не ниже порогового значения. 
График сглажен треугольной функцией, ширина которой 
составляет 5% от максимальной длины положительной 
обучающей последовательности. Положение пунктир-
ной вертикальной линии указывает, были ли последова-
тельности выровнены по их левым концам, центрам или 
правым концам соответственно. Оценка мотива  — это 
нескорректированное p-значение, основанное на соот-
ветствующем тесте, применённом к последовательно-
стям обучающего набора. Статистический тест, использу-
емый при вычислении оценки, — точный тест Фишера, 
биномиальный тест или кумулятивное распределение 
Бейтса. 

На следующем этапе исследования идентифициро-
ваны последовательности целевых мотивов, использо-
ванные для предсказания транскрипционных факторов 
(табл. 2). Веб-версия Tomtom предоставляет совокуп-
ность баз данных целевых мотивов. Для заданной пары 
мотивов программа учитывает все смещения меж-
ду мотивами, при этом требуя минимального количества 

1 The MEME Suite [internet]. Available from: https://meme-suite.org/ Accessed: 20.09.2024.
2 The MEME Suite [internet]. Tomtom Motif Comparison Tool. Available from: https://web.mit.edu/meme/current/share/doc/tomtom.html Accessed: 
20.09.2024.

https://meme-suite.org/
https://web.mit.edu/meme/current/share/doc/tomtom.html
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перекрывающихся позиций. Для заданного смещения 
каждая перекрывающаяся позиция оценивается с ис-
пользованием одной из семи функций сходства столбцов, 
определённых ниже. Столбцам в мотиве запроса, которые 
не перекрывают целевой мотив, присваивается оценка, 
равная медианной оценке набора случайных совпадений 
с этим столбцом. 

Для вычисления оценок Tomtom необходимо знать ча-
стоты букв алфавита последовательности в просматри-
ваемой базе данных (частоты букв «фона»). По умолча-
нию используются частоты букв фона, включённые в файл 

мотива запроса. Оценки столбцов, которые перекрывают-
ся для заданного смещения, суммируются. Затем эта сум-
мированная оценка преобразуется в  p-значение. Сооб-
щаемое p-значение является минимальным p-значением 
по всем возможным смещениям.

На основе биоинформатического ресурса Transcrip-
tome Analysis Console дифференциально экспрессируе-
мые гены, имеющие сайты связывания для идентифи-
цированных последовательностей транскрипционных 
факторов, были распределены по сигнальным путям, ком-
понентами которых эти гены являются (табл. 3).

Таблица 2. Фрагменты последовательностей транскрипционных факторов, отобранные программным обеспечением Tomtom на основе сиквенсов 
дифференциально экспрессирующихся генов в клетках меланомы В16 in vivo после воздействия дакарбазином
Table 2. Fragments of transcription factor sequences selected by the Tomtom software based on sequences of differentially expressed genes in B16 mela-
noma cells after in vivo treatment with dacarbazine

Мотивы связывания транскрипционных факторов Число сайтов 
связывания Предсказанные транскрипционные факторы

2-AWGACATASATTGYCMW 8 СUX1, HXA10, NFAC1, CDX1, RORG, HXA7, PBX2, EVX1 

3-CATTAWATAAGAMASRRSRG 36

HXA5, FOXJ3, NANOG, HXB7, SOX2, DBP, HXB8, FOXC1, FUBP1, NFIL3, 
HNF1B, BRAC, PO6F1, ELF5, FOXQ1, FOXJ2, MSX3, EVI1, FOXA2, FOXP2, 
FOXF1, FOXO4, BARX2, HNF1A, PROP1, ATF3, STA5B, HXD9, LEF1, PBX1, 
NR1D2, TCF7, HXD10, PO5F1, PBX3

4-GAGAAAGCCAAMASYTSA 17
PTF1A, FOXM1, SIX4, IRF5, IRF7, OLIG2, NFKB2, FOXA1, NR4A1, HAND1, 
RELB, TF65, PITX2, FOXC2, IRF9, ONEC2, FOXJ2

5-YCGCAAAGGSAAGKAASM 17
PPARG, NR4A3, PPARA, SPI1, ISL1, COT1, GABPA, PRDM1, OTX2, IRF4, 
SPIB, TAL1, IRF8, EHF, SMCA5, ETV5, ETV2

1-AGCGGACCAAAST1-AGCGGACCAAAST 77
PPARG, HNF4A, HNF4G, PBX3, PBX1, FOXI1, PPARA, HNF4A, HNF4G, 
PBX3, PBX1

1-AGCGGACCAAAST2-AWGACATASATTGYCMW 78
PPARG, HNF4A, HNF4G, PBX3, PBX1, FOXI1, PPARA, HXA10, NFAC1, 
CDX1, RORG, HXA7, PBX2, EVX1

1-AGCGGACCAAAST3-CATTAWATAAGAMASRRSRG 736

PPARG, HNF4A, HNF4G, PBX3, PBX1, FOXI1, PPARA, FOXJ3, NANOG, 
HXB7, FOXJ3, SOX2, DBP, HXB8, FOXC1, FUBP1, NFIL3, HNF1B, BRAC, 
PO6F1, ELF5, FOXQ1, FOXJ2, MSX3, EVI1, FOXA2, FOXP2, FOXF1, FOXO4, 
BARX2, HNF1A, PROP1, BATF3, STA5B, HXD9, LEF1, PBX1, NR1D2, TCF7, 
HXD10, PO5F1, PBX3

1-AGCGGACCAAAST4-GAGAAAGCCAAMASYTSA 717
PPARG, HNF4A, HNF4G, PBX3, PBX1, FOXI1, PPARA, FOXM1, SIX4, IRF5, 
IRF7, OLIG2, NFKB2, FOXA1, NR4A1, HAND1, RELB, TF65, PITX2, FOXC2, 
IRF9, ONEC2, FOXJ2

1-AGCGGACCAAAST5-YCGCAAAGGSAAGKAASM 717
PPARG, HNF4A, HNF4G, PBX3, PBX1, FOXI1, PPARA, NR4A3, PPARA, 
SPI1, ISL1, COT1, GABPA, PRDM1, OTX2, IRF4, SPIB, TAL1, IRF8, EHF, 
SMCA5, ETV5, ETV2

Таблица 1. Перечень последовательностей в дифференциально экспрессирующихся генах химиорезистентных клеток меланомы В16 in vivo, 
с которыми возможно связывание транскрипционных факторов
Table 1. In vivo sequences of differentially expressed genes in chemoresistant B16 melanoma cells on which transcription factors may bind

Мотивы связывания транскрипционных факторов Оценка Сайты связывания Позиционное распределение

1-AGCGGACCAAAST 4.5e-014 36 (109,1%)

2-AWGACATASATTGYCMW 3.5e-009 6 (18,2%)

3-CATTAWATAAGAMASRRSRG 3.5e-009 6 (18,2%)

4-GAGAAAGCCAAMASYTSA 3.5e-009 6 (18,2%)

5-YCGCAAAGGSAAGKAASM 3.5e-009 6 (18,2%)
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В перечне идентифицированных процессов и сигналь-
ных путей, насыщенных дифференциально экспрессиру-
ющимися генами с предсказанными транскрипционными 
факторами, ключевое значение для канцеронегеза име-
ют: механизмы, связанные с плюрипотентностью; апоптоз; 
сигнальные пути Wnt и плюрипотентности; сигнальный 
путь Toll-подобных рецепторов; сигнальный путь TGF-β-
рецептора; TNF-α-NF-κB-сигнальный путь.

ОБСУЖДЕНИЕ 
С помощью NGS-секвенирования и последующего био-
информатического анализа, включавшего кластериза-
цию генов и предсказание транскрипционных факторов, 
выявлено 670 дифференциально экспрессирующихся ге-
нов, объединённых в 12 функциональных кластеров, 
связанных с репарацией ДНК, апоптозом и клеточным 
циклом. В перечне идентифицированных транскрипци-
онных факторов особое значение имеют представители 
семейства белков регуляторного фактора интерферона 
(IRF), первоначально идентифицированные как регу-

ляторы транскрипции интерфероновой системы I типа. 
В настоящее время известно, что IRF участвуют в канце-
рогенезе, определяют восприимчивость организма к зло-
качественным новообразованиям и влияют на их про-
грессирование [25].

В частности, интерферон-регуляторный фактор 5 
(IRF5) — ключевой медиатор врождённого и адаптивного 
иммунитета. Нарушение регуляции экспрессии IRF5 было 
зарегистрировано при гематологических злокачественных 
новообразованиях и солидных опухолевых заболевани-
ях, что подтверждает роль IRF5 в злокачественной транс-
формации, регуляции иммунной системы опухоли, клини-
ческом прогнозе и ответе на лечение. Отмечено, что IRF5 
подавляет метастазирование посредством регуляции вне-
клеточных везикул, образующихся в опухоли, и образова-
ния преметастатической ниши, а полиморфизм гена IRF5 
может изменять иммунную реактивность, влияя на вну-
треннюю биологию меланомы [26–28]. Кроме того, пока-
зано, что к ускользанию от иммунного ответа приводит 
подавление сигнальных путей IRF7 в клетках рака молоч-
ной железы, что способствует метастазированию [29]. 

Таблица 3. Сигнальные пути, насыщенные дифференциально экспрессирующимися генами с предсказанными транскрипционными факторами 
в клетках меланомы В16 in vivo после воздействия дакарбазином
Table 3. Signaling pathways and predicted transcription factors in B16 melanoma cells that are saturated with differentially expressed genes after in vivo 
treatment with dacarbazine

Сигнальные пути № Транскрипционные факторы Статистическая значимость p

Развитие сердца 6 HAND1, ISL1, FOXC2, PITX, FOXA2, FOXC1 9,54 0,000001

Развитие клеточных линий в нейрональной 
дифференцировке

6 SOX2, OLIG2, NANOG, HNF4A, LEF1, 
FOXA2

6,79 0,000001

Белок-белковые взаимодействия 
в подоцитах

11 PITX2, ISL1, OLIG2, HAND1, NR4A3, 
FOXC2, PPARA, FOXA2, TCF7, PROP1, LEF1

6,52 0,000001

Ядерные рецепторы 4 HNF4A, NR4A1, PPARA, NR1D2 6,15 0,000001

Механизмы, связанные 
с плюрипотентностью

7 RELB, NANOG, SOX2, ETV5, OTX2, TCF7, 
LEF1

5,98 0,000001

Дифференцировка нервного гребня 5 MSX3, ISL1, NFKB2, OLIG2, HAND1 5,93 0,000001

BMP-сигнальный путь в развитии век 3 PITX2, FOXC2, FOXC1 5,19 0,000006

Дофаминергический нейрогенез 3 OTX2, SOX2, FOXA2 4,65 0,000023

Передача сигналов интерферона II типа 
(IFNG)

3 IRF9, IRF4, IRF8 4,48 0,000033

Апоптоз 3 IRF5, IRF7, IRF4 3,37 0,000429

Передача сигналов эктодисплазином А  
в развитии волосяных фолликулов

2 NFKB2, RELB 3,31 0,000492

Модель гипертрофии 2 NR4A3, ATF3 3,22 0,000609

Сигнальные пути Wnt и плюрипотентность 3 SOX2, NANOG, LEF1 3,12 0,000753

Сигнальный путь Toll-подобных рецепторов 3 IRF7, IRF5, NFKB2 3,11 0,000776

Сигнальная ось GDNF/RET 2 FOXC2, FOXC1 3,09 0,000808

Сигнальный путь TGF-β-рецептора 3 ATF3, HNF4A, LEF1 2,58 0,002631

Развитие конечностей 2 HAND1, ETV5 2,44 0,003647

Гены адипогенеза 2 FOXC2, PPARA 1,61 0,024667

Пути расслабления и сокращения 
миометрия

2 ATF3, GABPA 1,51 0,030792

TNF-α-NF-κB-сигнальный путь 2 NFKB2, RELB 1,35 0,044609
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Фактор регуляции интерферона 4 (IRF4) активирует-
ся при передаче сигналов через рецепторы Т-клеток, Toll-
подобные рецепторы и рецепторы фактора некроза опу-
холи. Его экспрессия в значительной степени ограничена 
иммунными клетками, и он играет важную роль в диффе-
ренцировке и функционировании как эффекторных, так 
и иммуносупрессивных клеток, особенно во время кло-
нальной экспансии и реализации эффекторных функций 
Т-клеток. Это делает IRF4 важнейшим внутренним фак-
тором функционирования Т-клеток в опухолях и подчёр-
кивает потенциал его инженерии как иммунотерапевтиче-
ского подхода [30, 31].

Генетические и фармакологические подходы пока-
зали, что посредством прямой индукции отрицательно-
го регулятора IRF4-фактор транскрипции SOX10 подавляет 
транскрипцию IRF1, что регулирует иммуногенность мела-
номы [32].

Перспективным биомаркером в прогнозировании от-
вета клеток меланомы на воздействие химиотерапевтиче-
скими агентами может быть LEF1 — фактор связывания 
лимфоидного энхансера 1. Показано, что он является клю-
чевым фактором старения, а его контекстная регуляция 
наблюдается при развитии признаков клеточного старе-
ния у человека и мыши. LEF1 — член семейства факторов 
транскрипции группы высокой подвижности T-клеточного 
фактора, является нижестоящим медиатором сигнального 
пути Wnt/β-катенина, но также может независимо модули-
ровать транскрипцию генов. LEF1 необходим для поддер-
жания жизнеспособности стволовых клеток и развития 
органов, а также имеет значение в эпителиально-ме-
зенхимальном переходе посредством активации транс-
крипции его отличительных эффекторов — N-кадгерина, 
виментина, Snail. Аберрантная экспрессия LEF1 имеет 
значение при опухолеобразовании и пролиферации, ми-
грации и инвазии опухолевых клеток [33–35]. 

Неканонический путь активации ядерного фактора kB 
(NF-κB) также участвует в качестве регулятора иммунных 
реакций, и изменения его активности часто определяют-
ся при злокачественных новообразованиях человека [36]. 

RELB, входящий в состав неканонического сигнал-
линга NF-κB, часто обнаруживается в аномально высо-
ких количествах при многих злокачественных опухолях 
и служит прогностическим маркером при глиобластоме. 
Кроме того, повышенная активность RELB регистрирует-
ся при агрессивных формах трижды негативного рака мо-
лочной железы, что указывает на его возможную роль 
в прогрессировании этого типа злокачественных новооб-
разований [37].

RELB стимулирует пролиферацию клеток за счёт ин-
дукции перехода G1/S и/или снижения апоптоза путём 
повышения экспрессии циклина D1 и Bcl-2. Кроме того, 
RELB повышает подвижность клеток посредством акти-
вации эпителиально-мезенхимального перехода [38]. 

В неканоническом пути активации NF-κB участву-
ет фактор транскрипции NFKB2, что имеет решающее 

значение в прогрессировании меланомы [39]. Показа-
но, что снижение экспрессии NFKB2 приводит к подавле-
нию экспрессии белка SPP1, который, в свою очередь, по-
давляет пролиферацию, миграцию и инвазию меланомы. 
NFKB2 опосредует реакции иммунного ответа и метаста-
зирования колоректального рака [40]. 

Ключевым фактором транскрипции, оказывающим 
влияние на лекарственную устойчивость и способству-
ющим уклонению от апоптоза клеток меланомы, яв-
ляется транскрипционный фактор NANOG, низкоэк-
спрессирующийся в дифференцированных тканях. Этот 
фактор транскрипции индуцирует экспрессию в опухоле-
вых клетках антигенов стволовых клеток, стимулирует не-
ограниченное самообновление, инвазивность, ангиогенез 
и лекарственную устойчивость посредством изменения 
активности транскрипционных факторов WNT, OCT4, SOX2, 
Hedgehog, BMI-1 и других комплексов. NANOG способ-
ствует поддержанию жизнеспособности опухолевых ство-
ловых клеток через несколько процессов, включающих 
стимуляцию ангиогенеза и снижение уровней экспрессии 
E-кадгерина [41]. Таким образом, NANOG позволяет опу-
холевым клеткам приобретать свойства, подобные свой-
ствам стволовых клеток, которые являются источником 
экспансии опухолевых клеток, поддержания их жизне-
способности, образования метастазов и рецидива опухо-
ли [42]. Высокая экспрессия NANOG при злокачественных 
новообразованиях часто связана с поздними стадиями 
онкологического заболевания, низкой дифференциров-
кой, сниженной общей выживаемостью и устойчивостью 
к лечению [43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Настоящее исследование позволило выявить ключевые 
транскрипционные факторы и сигнальные пути, ассоции-
рованные с развитием устойчивости клеток меланомы B16 
к дакарбазину in vivo. С помощью NGS-секвенирования 
и биоинформатического анализа установлено, что воз-
действие алкилирующего агента приводит к значитель-
ным изменениям в экспрессии 670 генов, участвующих 
в процессах репарации ДНК, регуляции апоптоза, клеточ-
ного цикла и метаболического переключения. Кластери-
зация дифференциально экспрессируемых генов выявила 
12 функциональных кластеров, связанных с ключевыми 
проонкогенными процессами, включая изменения выра-
женности p53-зависимого апоптоза, синтез белка и регу-
ляцию клеточного цикла. Идентифицированы транскрип-
ционные факторы — RELB, IRF5, IRF7, IRF4, NANOG, SOX2, 
LEF1, NFKB2, — регулирующие экспрессию генов устой-
чивости к терапии и участвующие в регуляции поддер-
жания плюрипотентности, сигнальных путей Wnt, TGF-β, 
Toll-подобных рецепторов и NF-κB. Факторы транскрип-
ции в контексте опухолевой резистентности IRF5, IRF7, 
IRF4 модулируют иммунный ответ и метастатический по-
тенциал меланомы. LEF1 может опосредовать влияние 
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алкилирующих агентов на опухолевые стволовые клет-
ки через регуляцию клеточного старения и изменения 
активности генов, связанных с эпителиально-мезенхи-
мальным переходом. Транскрипционный фактор NANOG 
поддерживает фенотип стволовости, способствуя уклоне-
нию от терапии, тогда как RELB и NFKB2 активируют не-
канонический путь NF-κB, усиливая их пролиферацию 
и инвазивность опухолевых клеток. Полученные данные 
подчёркивают важность эпигенетических и транскрипци-
онных механизмов в формировании резистентности ме-
ланомы к химиотерапии. Выявленные факторы транс-
крипции и ассоциированные с ними пути представляют 
собой потенциальные мишени для комбинированной те-
рапии и преодоления лекарственной устойчивости клеток 
меланомы.
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