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Мутация Q61R гена NRAS является одной из самых распространенных драйверных мутаций рака щитовид�
ной железы (РЩЖ). Для опухолей с данной мутацией характерна инвазия в кровеносные сосуды и образо�
вание отдаленных метастазов. Для исследования генов, экспрессия которых изменяется при появлении
данной мутации в клетках РЩЖ, была создана модельная система на основе клеточной линии эпителиаль�
ных клеток щитовидной железы Nthy�ori 3�1, трансдуцированных лентивирусным вектором, содержащим
ген NRAS с мутацией Q61R. Показано, что экспрессия NRASQ61R в клетках щитовидной железы оказывает
значимое влияние на группы генов, задействованных в образовании межклеточных контактов, а также вов�
леченных в процессы эпителиально�мезенхимального перехода и клеточной инвазии. Изменение экспрес�
сии этих генов отражается на фенотипе модельных клеток, которые приобретают черты мезенхимальных и
демонстрируют способность к выживанию и росту в отсутствие прикрепления к субстрату. Ключевыми ре�
гуляторами данных процессов являются транскрипционные факторы семейств SNAIL, ZEB и TWIST.
В данной модельной системе изменение фенотипа коррелирует с повышением экспрессия факторов
SNAIL2 и TWIST2, что указывает на их возможную роль в регуляции инвазивного роста РЩЖ с мутацией
NRAS(Q61R).
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Мутации генов семейства RAS (NRAS, KRAS
и HRAS) являются одними из самых часто встре�
чающихся драйверных мутаций в опухолях че�
ловека. Они обнаруживаются в 20–25% всех че�
ловеческих опухолей [1]. Гены данного семейства

кодируют малые ГТФазы, передающие сигнал
от рецепторов факторов роста на сигнальные
пути RAS�RAF�MEK�ERK и PI3K�AKT�mTOR.
Онкогенные мутации нарушают способность
данных белков гидролизовать ГТФ, что приво�
дит к их конститутивной активации. Распрост�
раненность разных мутаций генов этого семей�
ства сильно варьирует в зависимости от типа
рака. В образцах рака щитовидной железы
(РЩЖ) среди генов данного семейства в основ�
ном обнаруживаются мутации в гене NRAS
(5–10% от общего числа опухолей). Среди мута�
ций данного гена чаще всего (77% случаев)
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встречается мутация NRAS(Q61R), приводящая
к замене 61 аминокислоты глутамина на арги�
нин в белке NRAS [2]. У пациентов, в биоптате
узлов щитовидной железы которых обнаружи�
вались клетки с мутацией этого гена, вероят�
ность злокачественного характера опухоли сос�
тавляет 74–88% [3]. Мутация Q61R гена NRAS
чаще всего встречается в образцах фолликуляр�
ного типа рака щитовидной железы и фоллику�
лярного варианта папиллярного рака [4]. Для
опухолей с мутацией данного гена характерна
инвазия в кровеносные сосуды и образование
отдаленных метастазов [5]. В ряде исследований
было показано, что мутации NRAS встречаются
в отдаленных метастазах чаще, чем в первичных
опухолях [6, 7].

Важными этапами активации инвазивного
роста опухолевых клеток является эпителиаль�
но�мезенхимальный переход (ЭМП) и повыше�
ние способности клеток к субстрат�независимо�
му росту [8, 9]. Для клеток, реализующих дан�
ный тип трансформации, характерно повыше�
ние экспрессии ряда ключевых регуляторов дан�
ного процесса – транскрипционных факторов
семейств SNAIL, ZEB и TWIST [10, 11]. Транс�
крипционные факторы трех указанных выше
семейств регулируют экспрессию ряда генов,
отвечающих за морфологию клеток и образова�
ние межклеточных контактов [11]. Так, в про�
цессе ЭМП наблюдается повышение уровней
виментина (VIM), фибронектина (FN1) и N�кад�
герина (CDH2), а также снижение уровня Е�кад�
герина (CDH1) и окклудина (OCLN) [12, 13]. Важ�
но отметить, что вклад каждого отдельного транс�
крипционного фактора в реализацию данного
процесса в разных опухолях может сильно раз�
личаться [11], и в настоящее время роль конкрет�
ных факторов, участвующих в регуляции ЭМП в
опухолях щитовидной железы с мутацией NRAS*
(Q61R), изучена слабо. Ранее было показано,
что в высокодифференцированных опухолях щи�
товидной железы инвазивный рост характерен в
основном для периферических клеток, и иссле�
дование этого процесса на данных, полученных
для полной опухоли, затруднительно [14].

Для исследования процессов, вызываемых по�
явлением мутации Q61R гена NRAS в клетках
РЩЖ, была создана модельная система на ос�
нове клеточной линии фолликулярных эпители�
альных клеток щитовидной железы Nthy�ori 3�1,
трансдуцированных лентивирусным вектором, экс�
прессирующим соответствующий онкоген. Линия
Nthy�ori 3�1 получена из нормальных первичных
клеток, иммортализованных большим антигеном
вируса SV40 [15], и не несет драйверных мута�
ций, что позволяет наиболее полно оценить био�
логические эффекты мутации NRAS(Q61R).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клонирование лентивирусных векторов, содер�
жащих кодирующую последовательность гена
NRAS дикого типа и последовательность с мутаци�
ей NRAS(Q61R). Для клонирования гена NRAS с
мутацией Q61R использовали коммерчески дос�
тупную плазмиду pBabeN�Ras�61K («Addgene»,
США) [16], содержащую кодирующую последо�
вательность гена NRAS человека с мутацией
Q61K. Для получения последовательности с му�
тацией NRAS(Q61R) с помощью двухступенча�
той ПЦР выполняли сайт�направленный мута�
генез 182A>G в 61 кодоне исходной последова�
тельности. Аналогичным образом получали
полноразмерную кодирующую последователь�
ность гена NRAS дикого типа, вводя в последо�
вательность гена NRAS с мутацией Q61K двой�
ную замену 181A>C/182A>G. В обоих случаях в
последовательность вводили сайты рестрикции
BamHI (5'�конец) и NotI (3'�конец) для клони�
рования в лентивирусный вектор. (Последова�
тельности использованных праймеров приведе�
ны в Table S1 Приложения.) В качестве лентиви�
русного вектора была использована плазмида
LeGO�iPuro2 («Lentiviral Gene Ontology Vectors»,
Германия), содержащая ген устойчивости к пу�
ромицину.

Введение линии клеток щитовидной железы и
ее трансдукция лентивирусными векторами. Кле�
точную линию иммортализованных клеток эпи�
телия щитовидной железы Nthy�ori 3�1 («Sigma»,
США) выращивали в среде RPMI1640 («ПанЭко»,
Россия) с добавлением 10%�ной эмбриональной
телячьей сыворотки («Biosera», Франция), L�глю�
тамина (2 мМ), пенициллина и стрептомицина,
и пирувата натрия (1 мМ) («Thermo Fisher Scien�
tific», США). На основе данной линии были по�
лучены три деривата, трансдуцированные тремя
разными вариантами лентивирусных векторов:
исходным вектором LeGO�iPuro2, векторами
iPuro2�NRAS(WT) и iPuro2�NRAS(Q61R), несу�
щими разные варианты кодирующей последова�
тельности гена NRAS человека. Вирусные части�
цы были получены как описано в статье [17]. Че�
рез 48 ч после добавления вирусных частиц про�
водили селекцию на пуромицине (конечная кон�
центрация 1 мкг/мл) в течение 14 дней. Встраи�
вание целевых генов дополнительно подтверж�
дали с помощью ПЦР в реальном времени с ис�
пользованием праймеров, специфичных для
мРНК лентивирусного вектора (PURO�F/R,
Тable S1 Приложения). Данные приведены на
рис. S1 Приложения. Изменение суммарного
уровня мРНК гена NRAS во всех полученных де�
риватах линии Nthy�ori 3�1 измеряли с по�
мощью ПЦР в реальном времени с использова�
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нием праймеров NRAS�F/R (Table S1 Приложе�
ния).

Выделение РНК, синтез кДНК и количествен�
ный ПЦР в реальном времени. Суммарная РНК
была выделена из различных дериватов клеток
Nthy�ori 3�1 с использованием реагента Extract�
RNA («Евроген», Россия) согласно инструкции
производителя. Реакцию обратной транскрип�
ции проводили с использованием 2 мкг тоталь�
ной РНК с помощью набора MMLV RT Kit («Ев�
роген») согласно протоколу производителя. Ко�
личественный ПЦР анализ проводили как опи�
сано в статье [18]. Последовательности исполь�
зованных праймеров приведены в соответству�
ющем разделе Table S1 Приложения.

Вестерн�блот анализ. Вестерн�блот анализ
проводили как описано в статье [19]. Лизаты
клеток смешивали в соотношении 3 : 1 с 4 × бу�
фером Лэммли, инкубировали 5 мин при 95 °С и
наносили на 10%�ный полиакриламидный гель
из расчета 30 мкг белка на лунку. Анализ фосфо�
рилированного варианта белка Erk1/2 проводи�
ли с использованием антител Phospho�p44/42
MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) («Cell signaling»,
США) в разведении 1 : 2000 согласно протоколу
производителя; в качестве вторичных антител
использовали конъюгированные с пероксидазой
хрена антитела козы к IgG кролика («Thermo
Scientific») в разведении 1 : 30 000. Для анализа
содержания тотального Erk1/2 использовали ан�
титела p44/42 MAPK (Erk1/2) («Cell signaling») в
разведении 1 : 2000 и вторичные антитела козы к
IgG мыши, конъюгированные с пероксидазой
(«Thermo Scientific») в разведении 1 : 30 000.

Измерение способности субстрат�независимо�
го роста клеток. Способность клеток расти без
подложки измеряли методом мягкого агара как
описано в статье [20]. Для этого на дно 12�лу�
ночного планшета наливалась подложка из опи�
санной выше полной среды для ведения клеток
Nthy�ori 3�1 с добавлением 0,6%�ной агарозы.
После застывания подложки сверху заливали
полную среду с 0,3%�ной агарозы, в которую до�
бавляли исследуемые дериваты клеточной ли�
нии Nthy�ori 3�1 в количестве 5000 клеток на
лунку. Через сутки сверху наливали полную сре�
ду без агарозы и меняли ее один раз в 2–3 дня.
Через неделю с помощью микроскопа LEICA
DMI4000B на 100× увеличении проводили под�
счет колоний, содержащих более 25 клеток.

Анализ транскриптома клеток. Тотальная РНК
всех исследуемых дериватов линии Nthy�ori 3�1
была получена как описано выше. Для каждого
из дериватов, содержащих лентивирусные век�
тора с разными вариантами гена NRAS, были
получены и проанализированы два независи�
мых биологических повтора. Библиотеки кДНК

были получены с использованием набора Bio�
scientific NEXTflex Rapid Directional qRNA�Seq
Library Prep kit («Bio Scientific Corporation»,
США) согласно протоколу производителя. Сек�
венирование библиотек производили с по�
мощью прибора Illumina NextSeq («Illumina»,
США). Использовали одиночные чтения дли�
ной 75 п.н. Результаты были обработаны с ис�
пользованием программы CLC Genomics Work�
bench 8.5.1 при следующих параметрах: показа�
тель качества – 0,005; допуск двух неоднознач�
но прочитанных нуклеотидов; удаление одного
5'�концевого нуклеотида; удаление одного 3'�кон�
цевого нуклеотида; удаление чтений с финаль�
ной длиной менее 25 пн. Полученные последо�
вательности были картированы с помощью CLC
Genomics Workbench 8.5.1 на референсную пос�
ледовательность генома H. sapiens (GRCh38).
При картировании допускалось не более двух
несовпадений нуклеотидов чтения с референ�
сом. Уровень экспрессии гена определялся как
число чтений, картированных на соответствую�
щий ген. Нормализацию размеров библиотек
проводили как описано в статье [18]. Диффе�
ренциальную экспрессию генов рассчитывали с
использованием пакета «DESeq2» 1.20.0. Под
p�значениями дифференциальной экспрессии име�
ются в виду поправленные p�значения (adjusted
p�value) из DESeq2. Под корреляцией подразу�
мевается коэффициент линейной корреляции
Пирсона. При сравнении экспрессии в модели и
опухоли корреляцию рассчитывали по логариф�
мированным значениям экспрессии. P�значения
всех корреляций меньше 10–5. Для сравнения
полученных корреляций использовали преобра�
зование Фишера. Исходные данные секвениро�
вания размещены в NCBI Short Read Archive,
номер проекта PRJNA486710.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия гена NRAS с мутацией Q61R в
клетках Nthy�ori 3�1 активирует внутриклеточные
сигнальные каскады RAS�RAF�MEK�ERK и PI3K�
AKT�mTOR. На первом этапе работы произведе�
на оценка влияния конститутивной экспрессии
NRASQ61R на активацию пути RAS�RAF�MEK�
ERK и PI3K�AKT�mTOR. Одним из ключевых
этапов активации сигнального пути RAS�RAF�
MEK�ERK является фосфорилирование киназы
Erk1/2 (p44/42 MAPK) [21]. С помощью Вестерн�
блот анализа показано, что трансдукция клеток
Nthy�ori 3�1 конструкцией, содержащей мутант�
ный вариант гена NRAS, действительно приво�
дит к появлению в этих клетках фосфорилиро�
ванной формы киназы Erk1/2. При этом транс�
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дукция клеток исходным лентивирусным векто�
ром и несущим ген NRAS дикого типа вектором
не влияет на фосфорилирование данной киназы
(рис. 1, а). Таким образом, активация МАРК�
каскада вызвана именно мутантным белком, а
не эффектами, связанными со встраиванием век�
тора в геном или сверхэкспрессией гена NRAS.
Помимо данного сигнального каскада NRAS ак�
тивирует сигнальный путь PI3K�AKT�mTOR.
Ранее было показано, что при активации данно�
го каскада происходит повышение экспрессии
циклина D1 (CCND1) [22]. С помощью метода
ПЦР в реальном времени показано, что экспрес�
сия циклина D1 значимо усиливается (более чем в
5 раз) только при трансдукции клеток Nthy�ori 3�1
лентивирусом, содержащим ген NRAS с мутаци�
ей Q61R (рис. 1, б). С помощью опубликован�

ных результатов транскрипционного анализа
образцов РЩЖ [23] было показано, что в опухо�
лях, содержащих данную драйверную мутацию,
уровень экспрессии CCND1 выше, чем в нор�
мальной ткани при в ~4–6 раз (рис. 1, г), что со�
ответствует изменению экспрессии гена в
представленной модельной линии.

Увеличение количества матричной РНК оп�
ределенного гена в суммарной РНК клеточной
популяции может свидетельствовать как о по�
вышении экспрессии данного гена во всех клет�
ках, так и о высокой экспрессии гена лишь в не�
большой популяции клеток, тогда как резкое
снижение экспрессии гена в небольшой группе
клеток слабо влияет на средний уровень его
экспрессии в популяции. Значимое уменьшение
среднего уровня экспрессии определенного гена
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Рис. 1. Анализ влияния мутантного белка NRAS с мутацией Q61R на клетки Nthy�ori 3�1. а – Анализ фосфорилирования
белка Erk1/2 (p44/42 MAPK) методом Вестерн�блот. Сверху представлен результат анализа на общий Erk1/2, снизу – на
фосфорилированный. В обоих случаях приведен контроль нанесения (окраска мембраны красителем Понсо S). Образец
клеток Nthy�ori 3�1, не трансдуцированных лентивирусным вектором, обозначен «Empty», трансдуцированных исходным
вектором – «Vector», вектором, несущим кодирующую последовательность гена NRAS дикого типа и гена NRAS с мутацией
Q61R, обозначены соответственно «NRAS WT» и «NRAS Q61R»; б и в – результаты количественного анализа мРНК генов
CCND1 и FBLN1 соответственно. Обозначение вариантов клеточной линии Nthy�ori 3�1 такое же, как на рис. а. Данные
нормированы на результаты, полученные для исходных клеток Nthy�ori 3�1. Указаны средние значения по четырем неза�
висимым экспериментам ± SEM. * – Достоверное отличие от результатов, полученных для нетрансдуцированных клеток,
«Empty» (р�значение < 0,001 по критерию Стьюдента); г и д – относительная экспрессия генов CCND1 и FBLN1 в нормаль�
ной ткани ЩЖ и опухолях ЩЖ, несущих мутацию NRAS(Q61R). Данные для расчетов взяты из статьи [28]. Приведены
уровни экспрессии, нормированные на средние значения экспрессии соответствующих генов в нормальной ткани ЩЖ.
Указаны средние значения для каждого типа опухоли ± SEM. * – Достоверное отличие от результатов, полученных для
нормальной ткани (р�значение < 0,001 по критерию Стьюдента).
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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может наблюдаться только при его изменении в
значительной части клеток популяции. Таким
образом, изменение экспрессии гена, уровень
мРНК которого значительно падает, лучше от�
ражает однородность транскрипционных прог�
рамм популяции клеток. Поэтому дополнитель�
но исследовали уровень мРНК гена фибулина 1
(FBLN1), экспрессия которого в опухолях ЩЖ с
мутацией Q61R гена NRAS снижена в ~5 раз от�
носительно нормальной ткани (по данным ана�
лиза данных из статьи [23] (рис. 1, д). Как вид�
но из данных количественного анализа РНК,
показанных на рис. 1, в, уровень экспрессии фи�
булина 1 в клетках Nthy�ori 3�1, трансдуциро�
ванных вектором, содержащим мутантный ген
NRAS, также снижен в ~5 раз относительно ис�
ходной линии, что подтверждает однородность
транскриптомов полученной популяции клеток.

Экспрессия онкогена NRASQ61R приводит к из�
менению экспрессии ряда генов, задействованных
в образовании межклеточных контактов, регуля�
ции подвижности клеток и ангиогенезе. Был про�
веден сравнительный анализ транскриптомов
исходных клеток Nthy�ori 3�1 и трех ее дерива�
тов, трансдуцированных «пустым» вирусным
вектором, а также векторами, содержащими ген
NRAS дикого типа и с мутацией Q61R (нормиро�
ванная экспрессия генов приведена в Table S2
Приложения). Корреляция результатов RNA�Seq,
полученных для исходных клеток и клеток,
трансдуцированных «пустым» вектором состав�
ляет более 0,99, что говорит о низком влиянии
трансдукции на уровни экспрессии генов. Кор�
реляция транскриптомных данных, полученных
для исходных клеток и клеток, трансдуцирован�
ных векторами, содержащими NRAS дикого ти�
па и с мутацией Q61R, равна соответственно
0,98 и 0,92. В обоих дериватах со сверхэкспрес�
сией разных вариантов гена NRAS наблюдается
сходный уровень мРНК гена NRAS, в ~4 раза
превышающий уровень в нетрансдуцированных
клетках и клетках, трансдуцированных «пустым»
вектором (рис. 2).

Сравнение транскриптомов этих двух дери�
ватов клеточной линии позволило выявить ге�
ны, экспрессия которых меняется только под
действием сверхэкспрессии онкогена с исследу�
емой драйверной мутацией. При сравнении
транскриптомов двух дериватов со сверхэкспрес�
сией разных вариантов гена NRAS было выявле�
но ~1200 дифференциально экспрессирующих�
ся генов (p�значение <0,05) (Table S3 Приложе�
ния). Была проведена функциональная аннота�
ция данного списка генов с помощью ресурса
DAVID [24, 25] (Table S4 и 5 Приложения). В ре�
зультате анализа были получены частично пере�
секающиеся функциональные кластеры, содер�

жащие такие группы генов, как «Позитивная ре�
гуляция миграции клеток эндотелия», «Сиг�
нальный путь фактора роста эндотелия», «Сиг�
нальный путь рецептора внеклеточного матрик�
са», «Фокальная адгезия», «Межклеточные кон�
такты», «Сигнальный путь фактора роста эндо�
телия», «Якорные мембранные белки», а также
интегрины. Изменения экспрессии генов из
данных групп может оказывать непосредствен�
ное влияние на агрессивность опухоли. Так, при
наличии в клетках исследуемой драйверной му�
тации растет экспрессия генов FN1 и CDH2,
участвующих в миграции клеток РЩЖ [26, 27],
а также VEGFA, NRP1 и NRP2 (Table S3 Прило�
жения), участвующих в стимуляции ангиогенеза
[28, 29]. С другой стороны, трансдукция Nthy�
ori 3�1 вектором, несущим NRASQ61R, приводит к
снижению экспрессии PRKCG и увеличению
экспрессии NECTIN3 и WNT5A. Данные изме�
нения уровней мРНК трех вышеперечисленных
генов связаны со снижением способности кле�
ток опухолей к образованию метастазов [30–32].

Также анализ показал обогащение группы
генов «Сигнальные пути интерферона I типа» и

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  4  2019

564

Рис. 2. Количественный анализ экспрессии гена NRAS в
полученных дериватах клеточной линии Nthy�ori 3�1. Об�
разец клеток Nthy�ori 3�1, нетрансдуцированных лентиви�
русным вектором, обозначен как «Empty», трансдуциро�
ванных исходным вектором – «Vector», вектором, несущим
кодирующую последовательность гена NRAS дикого типа и
гена NRAS с мутацией Q61R, обозначены соответственно
«NRAS WT» и «NRAS Q61R». Данные нормированы на
уровень экспрессии бетаактина и поделены на экспрессию
гена в нетрансдуцированных клетках. Указаны средние
значения по четырем независимым экспериментам ± SEM.
* – Достоверное отличие от результатов, полученных для
нетрансдуцированных клеток, «Empty» (р�значение < 0,01
по критерию Стьюдента)
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«Защита от вирусов». В ряде работ показано, что
сигнальный путь AKT�mTOR�STAT играет клю�
чевую роль в транскрипционном ответе на ин�
терферон I типа [33, 34]. Однако в нашем экспе�
рименте наблюдали снижение транскрипции
ряда генов (таких как OAS2, MX1), экспрессия
которых должна повышаться при активации
данного сигнального пути. Согласно нашим дан�
ным, при конститутивной экспрессии NRASQ61R

повышается уровень STAT�индуцированных
STAT�ингибиторов, таких как гены семейства
SOCS (Table S3 Приложения), что может приво�
дить к подавлению активности сигнального кас�
када AKT�mTOR�STAT [35].

Таким образом, экспрессия онкогена NRASQ61R

в линии эпителиальных клеток щитовидной же�
лезы человека прежде всего приводит к измене�
нию экспрессии ряда генов, участвующих в важ�
ных для канцерогенеза процессах роста и мигра�
ции клеток. Далее была проведена оценка того,
насколько выбранная модельная система отра�
жает изменения транскриптома опухолей с со�
ответствующей драйверной мутацией.

Профиль экспрессии клеточной линии Nthy�
ori 3�1, трансдуцированной вектором, содержа�
щим ген NRAS с мутацией Q61R, схож с профиля�
ми экспрессии опухолей щитовидной железы, со�
держащих данную драйверную мутацию. Для ве�
рификации нашей модели было проведено
сравнение ее транскриптома с транскриптома�
ми опухолей, содержащих ту же драйверную му�
тацию, и опухолей, содержащих другую мута�
цию, характерную для РЩЖ, BRAF(V600E). Для
этого мы использовали опубликованные данные
транскриптомного анализа 57 образцов нор�
мальной ткани щитовидной железы человека,
28 образцов РЩЖ с мутацией Q61R гена NRAS
и 239 образцов опухолей с другой распространен�
ной драйверной мутацией РЩЖ – BRAF(V600E)
[36]. Для более показательного корреляционного
анализа нами были отобраны гены, экспрессия
которых наиболее значимо отличается в опухо�
лях и нормальной ткани. Для каждой группы
опухолей нами был составлен список из 500 ге�
нов с наиболее достоверным (наименьшие p�зна�
чения) изменением экспрессии относительно
нормальной ткани. Корреляция значений экспрес�
сии этих генов в нашей модельной линии с
экспрессией в опухолях с мутацией NRAS(Q61R)
составила 0,55, а со значениями экспрессии ге�
нов в опухолях с мутацией BRAF(V600E) – 0,38
(р�значение различия корреляций 0,0003), что
указывает на большее сходство транскриптома
модельной линии с транскриптомами опухолей с
той же драйверной мутацией.

Экспрессия онкогена NRASQ61R влияет на транс�
крипцию ряда генов, вовлеченных в процессы эпи�

телиально�мезенхимального перехода и инвазив�
ного роста, и приводит к изменению морфологии
клеток и повышению способности к субстрат�не�
зависимому росту. При анализе транскриптомов
исследуемых вариантов клеточных линий было
обнаружено, что экспрессия белка NRASQ61R су�
щественно влияет на уровень ряда генов, вовле�
ченных в регуляцию инвазивного роста клеток.
Как было отмечено выше, важными этапами ак�
тивации инвазивного роста опухолевых клеток
являются активация процессов ЭМП и повыше�
ние способности клеток к субстрат�независимо�
му росту. Согласно нашим данным, экспрессия
в клетках эпителиальной линии щитовидной
железы гена NRAS с мутацией Q61R приводит к
активации экспрессии SNAI2 и снижает экспрес�
сию гена SNAI1, которые кодируют белки SNAIL2
и SNAIL1 соответственно (рис. 3, а). Также в на�
шей модельной системе повышается экспрессия
гена TWIST2. Экспрессия ряда других генов
этих семейств (SNAI3, ZEB1, ZEB2 и TWIST1)
значимо не меняется. Как видно из данных
экспрессионного профилирования (рис. 3, а),
трансдукция клеток Nthy�ori 3�1 вектором, со�
держащим ген NRAS с мутацией Q61R, приводит
к характерному для ЭМП повышению уровня
мРНК виментина (VIM), фибронектина (FN1) и
N�кадгерина (CDH2), а также к снижению уров�
ня Е�кадгерина (CDH1) и окклудина (OCLN).

Морфологическими признаками ЭМП явля�
ются уменьшение числа межклеточных контак�
тов и контактов с субстратом, переход от много�
угольной к вытянутой и веретенообразной фор�
ме клеток [37]. На фотографиях, представлен�
ных на рис. 3, б, видно, что трансдукция клеток
вектором с мутантным геном NRAS приводит к
изменению морфологии клеток: они приобрета�
ют более вытянутую форму и контактируют
меньшей поверхностью с другими клетками.

Дополнительно было проанализировано из�
менение уровня мРНК ряда других генов, вовле�
ченных в процессы инвазивного роста и метаста�
зирования (рис. 3, а). Анализ показал, что экс�
прессия гена NRAS с мутацией Q61R приводит к
значимому повышению экспрессии генов CD44
и ANO1, кодирующих адгезионный белок и пе�
реносчик хлорид�ионов соответственно. Для
обоих этих белков показана связь с субстрат�не�
зависимым ростом опухолевых клеток и образо�
ванием метастазов [38, 39]. Кроме того, экспрес�
сия исследуемого онкогена приводит к повыше�
нию уровня экспрессии ряда генов, участвую�
щих в реорганизации межклеточного матрикса
(гены MMP1, SERPINE2) [40]. Способность ис�
следуемых вариантов клеток к субстрат�незави�
симому росту изучали с помощью теста на рост в
мягком агаре [9]. Как видно из результатов это�
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Рис. 3. Анализ признаков эпителиально�мензенхимального перехода у клеток Nthy�ori 3�1 после трансдукции векторами,
содержащими ген NRAS с мутацией Q61R. На диаграмме а – представлены результаты количественного (транскриптом�
ного) анализа генов, вовлеченных в процессы ЭМП и инвазивного роста. Приведенные данные показывают уровень
мРНК в клетках, экспрессирующих NRASQ61R, нормированный на уровень мРНК соответствующих генов в клетках Nthy�
ori 3�1, нетрансдуцированных вектором, содержащим ген NRAS (p�значение < 0,05 согласно расчетам DESeq2); б – при�
ведены микрофотографии (100× увеличение) различных вариантов клеточной линии Nthy�ori 3�1. Образец клеток Nthy�
ori 3�1, нетрансдуцированных лентивирусным вектором, обозначен как «Empty», трансдуцированных исходным вектором
«Vector», вектором, несущим кодирующую последовательность гена NRAS дикого типа и гена NRAS с мутацией Q61R,
обозначены соответственно «NRAS WT» и «NRAS Q61R»; в – результаты теста на способность роста клеток в мягком ага�
ре. Данные нормированы на результаты, полученные для клеток Nthy�ori 3�1 нетрансдуцированных лентивирусным век�
тором. Указаны средние значения по четырем независимым экспериментам ± SEM. * – Достоверное отличие от резуль�
татов полученных для нетрансдуцированных клеток, «Empty» (р�значение < 0,001 по критерию Стьюдента)
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го теста (рис. 3, в), наибольшей способностью к
такому типу роста обладают клетки, экспресси�
рующие мутантную форму NRAS. Таким обра�
зом, экспрессия мутантного варианта гена NRAS
в клетках Nthy�ori 3�1 приводит к изменениям в
транскрипции ряда генов, вовлеченных в про�
цессы инвазивного роста, причем эти измене�
ния находят свое отражение в фенотипе данных
клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на то, что большинство драйвер�
ных мутаций генов семейства RAS в целом
функционально схожи, разные мутации в раз�
личных типах эпителиальной ткани могут в
большей или меньшей степени активировать те
или иные элементы сигнальных каскадов. Ис�
следования, проводимые на различных модель�
ных клеточных линиях, позволяют оценить раз�
ветвленность путей реализации онкогенных
процессов, что может быть важно для подбора
терапевтических мишеней. Так, ранее сообща�
лось, что активация ЭМП в клетках с драйвер�
ной мутацией гена данного семейства HRAS(V12)
может происходить за счет угнетения экспрес�
сии белка p63, и подавление его экспрессии са�
мо по себе может быть достаточно для измене�
ния фенотипа клеток [41]. В другой статье сооб�
щалось, что для активации ЭМП в клетках со
сверхэкспрессией гена HRAS необходима высо�
кая экспрессия гена LTB4R2 [42]. Однако в ис�
пользуемой нами в данной работе линии Nthy�
ori 3�1 уровень экспрессии соответствующих ге�
нов TP63 и LTB4R2 (Table S3 Приложения) нахо�
дится на фоновом уровне во всех дериватах, что
не мешает клеткам демонстрировать изменение
фенотипа в ответ на экспрессию онкогена
NRASQ61R. Также было показано, что в клетках
меланомы и рака легкого с драйверными мута�
циями генов RAS и RAF важную роль в развитии
ЭМП играет повышение экспрессии транскрип�
ционного фактора SNAIL1 [43, 44]. Однако, сог�
ласно нашим данным, экспрессия NRASQ61R

приводит к значимому понижению уровня мРНК
данного фактора (рис. 3, а). Отличие регуляции
процесса ЭМП в нашей модели и других экспе�
риментальных системах может объясняться ти�
пом ткани и конкретной драйверной мутацией,
однако совместно эти данные демонстрируют
разветвленную регуляторную систему, которая
требует комплексного подхода для блокировки.

В организме клетки опухоли взаимодейству�
ют с другими клетками, которые могут сущест�
венно влиять на раковые клетки как за счет сиг�
нальных молекул, так и за счет иммунного ре�

дактирования [45]. Все это может приводить к
тому, что влияние драйверной мутации на фено�
тип опухолевой клетки может быть изменено
под действием внешних факторов. В связи с
этим интересным представляется изучение тех
генов, экспрессия которых меняется в модель�
ных клеточных линиях, но практически не ме�
няется или меняется в противоположную сторо�
ну в реальных опухолях с соответствующей
драйверной мутацией. Так, при анализе данных
экспрессионного анализа образцов РЩЖ [36]
мы установили, что экспрессия ряда генов, во�
влеченных в процессы ЭМП и клеточной инва�
зии (SNAI2, TWIST2, VIM и ANO1), а также не�
которых генов провоспалительных цитокинов и
факторов ангиогенеза (VEGFA, CXCL1, CXCL8,
IL1B и IL6) в опухолях с мутацией NRAS(Q61R)
в среднем почти такая же или ниже, чем в нор�
мальной ткани, тогда как в клеточной линии
Nthy�ori 3�1, содержащей ген NRAS с мутацией
Q61R, уровень экспрессии этих генов сущест�
венно повышается (рис. 4). Стоит отметить, что
для образцов РЩЖ с данной мутацией вообще
не выявлено повышение экспрессии факторов
семейств SNAIL, ZEB и TWIST (рис. 4), что хо�
рошо соотносится с тем фактом, что для таких
опухолей характерно наличие фенотипа, близ�
кого к фенотипу нормальной ткани. Однако по�
давление экспрессии генов VEGFA и SNAI2 в
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Рис. 4. Относительный уровень экспрессии генов, участву�
ющих в процессах ЭМП, ангиогенеза и инвазивного роста
клеток. Отношение экспрессии гена в клетках Nthy�ori 3�1,
трансдуцированных вектором, несущим ген NRAS с мута�
цией Q61R, и в исходных клетках указано черным «Модель»,
отношение экспрессии гена в опухолях с той же мутацией
и нормальной ткани указано серым «Опухоль». Недосто�
верные изменения (в модели p�значение > 0,05, в опухоли
p�значение > 0,001 согласно расчетам DESeq2) выделены
пунктирным заполнением
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клетках РЩЖ приводило к нарушению образо�
вания метастазов [46, 47], и высокая экспрессия
цитокинов CXCL1, CXCL8 и IL1B в клетках
РЩЖ также положительно коррелирует с часто�
той образования метастазов [48, 49]. Это позво�
ляет предположить, что в большинстве клеток
опухолей щитовидной железы с мутацией
NRAS(Q61R) экспрессия этих генов подавлена, а
повышение экспрессии этих генов под действи�
ем данной драйверной мутации происходит
только в периферических клетках опухоли и при
образовании метастазов. Это предположение
частично подтверждается данными о том, что
экспрессии некоторых генов, задействованных
в ЭМП (VIM и RUNX2), в периферической части
образцов РЩЖ существенно выше, чем в цент�
ральной [20].

Таким образом, клеточная линия, экспрес�
сирующая ген NRAS с мутацией Q61R, может
быть полезной моделью РЩЖ с данной драй�
верной мутацией. Наша модель может служить
для изучения наиболее подвижных и мигрирую�

щих клеток опухоли, которые являются важной
мишенью терапии.
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Q61R mutation of NRAS gene is one of the most frequent driver mutations of thyroid cancer. The tumors with this
mutation are characterized by invasion into blood vessels and formation of distant metastases. To study the role of this
mutation in thyroid cancer, we developed a model system on the basis of thyroid epithelial cell line Nthy�ori 3�1 trans�
duced by lentiviral vector containing NRAS gene with Q61R mutation. It was shown that the expression of NRASQ61R

in thyroid epithelial cells has a profound influence on groups of genes involved in the formation of intercellular con�
tacts, as well as in the processes of epithelial�mesenchymal transition and cell invasion. The alteration in expression
of these genes affects phenotype of the model cells that acquire the traits of mesenchymal cells and demonstrate
increased ability for survival and growth without attachment to a substrate. The key regulators of these processes are
transcription factors belonging to families SNAIL, ZEB and TWIST, and in different types of tumors the contribution
of each individual factor can vary greatly. In our model system, phenotype changes correlate with an increase in the
expression of SNAIL2 and TWIST2 factors, which indicates their possible role in regulating invasive growth of the
thyroid cancer with the mutation of NRAS (Q61R).

Keywords: thyroid cancer, invasive growth, epithelial�mesenchymal transition, NRASQ61R, SNAIL, TWIST


