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Меланома является одной из наиболее агрессивных и устойчивых к действию лекарств форм рака. Несмот�
ря на появление новых многообещающих стратегий для её лечения, прогноз у больных с метастатической
меланомой остается плохим. Он часто ассоциируется с большой вероятностью рецидива болезни. Эндофи�
лин B1, также известный как BIF�1, является многофункциональным белком, который вовлечен в различ�
ные биологические процессы, включая аутофагию и апоптоз. BIF�1 участвует в развитии апоптоза, связы�
ваясь с BAX и способствуя его транслокации на внешнюю мембрану митохондрий. С другой стороны, по�
казано, что BIF�1 может взаимодействовать с Beclin�1 через белок UVRAG и способствовать процессу ауто�
фагии. В ряде работ была предположена значительная роль BIF�1 в развитии и прогрессировании рака.
Например, было обнаружено, что экспрессия BIF�1 снижается как в случае первичной меланомы, так и при
её метастатической форме, и снижение уровня экспрессии BIF�1 ассоциируется с общей выживаемостью
больных с меланомой. В настоящей работе показано, что у больных с меланомой снижена экспрессия
Beclin�1 и активной формы белка BAX. Однако при отчетливо выраженной положительной корреляции
между экспрессией BIF�1 и Beclin�1, а также между белками BIF�1 и BAX доброкачественных невусов, эта
корреляция утрачивалась в клетках первичной и метастатической меланомы. Эти данные свидетельствуют
о том, что есть нарушение функционирования проксимальных молекулярных механизмов, регулирующих
экспрессию BIF�1, Beclin�1 и BAX при первичной и метастатической меланоме.
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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на появление новых обещающих
терапевтических подходов, таких как иммуноте�
рапия или таргетная терапия, прогноз больных с
метастатической меланомой остается плохим,
который часто ассоциируется с высокой часто�
той рецидива опухолей. К сожалению, в настоя�
щее время прогностические факторы, которые
используются в клинике, часто недостаточны
для выявления больных с высоким риском раз�
вития меланомы. BIF�1, также известный как
эндофилин B1 или взаимодействующий с BAX
белок 1 (BAX�interacting protein 1), принадлежит
к белковому семейству эндофилинов, которые
являются цитоплазматическими белками,
участвующими во многих биологических про�
цессах, таких как динамика митохондриальных
мембран, апоптоз, аутофагия, извлечение си�
наптических везикул, а также трафик рецептор�

ных тирозиновых киназ и внутриклеточная пе�
редача сигнала [1]. Ранее было показано, что
экспрессия BIF�1 при первичной и метастати�
ческой меланоме снижается по сравнению со
здоровыми тканями, и пониженные уровни
BIF�1 ассоциируются с менее благоприятным
клиническим исходом [2].

Белок BIF�1 чаще обнаруживается в цитозо�
ле. Часть белка также располагается во внутри�
клеточных мембранных компартментах, включая
комплекс Гольджи и митохондрии [3–6]. Было
показано, что этот белок необходим для поддер�
жания морфологии и функционирования мито�
хондрий [2, 4]. После того, как было установлено,
что этот белок является взаимодействующим
партнером белка BAX, в нескольких работах бы�
ла подробно изучена его роль в процессе апопто�
за. Кроме того, было показано, что снижение
экспрессии BIF�1 в клетках HeLa вызывало задерж�
ку конформационных изменений белков BAX и
BAK, высвобождение цитохрома c и активацию
каспазы�3, индуцированную различными внут�* Адресат для корреспонденции.
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ренними сигналами гибели клетки [3, 6]. Кроме
участия в активации белка ВАХ, также было по�
казано, что BIF�1 образует комплекс с Beclin�1
через белок UVRAG и положительно модулирует
образование аутофагосом [7]. Участие BIF�1 в ау�
тофагии и апоптозе привело к появлению работ,
посвященных изучению его роли в канцерогене�
зе. Показано, что BIF�1 экспрессируется в незна�
чительных количествах, за исключением мелано�
мы [2], при инвазивных формах рака мочевого
пузыря и желчного пузыря [8], а также в случае
колоректальной аденокарциномы [9]. Напротив,
в случае гепатоцеллюлярной карциномы обнару�
жено повышение его экспрессии [10]. Более того,
отсутствие BIF�1 в клетках меланомы приводило
к повышенному образованию АТФ, метаболи�
ческому закислению клеток и повышению ин�
тенсивности митохондриального дыхания, что
ассоциировалось с большей степенью пролифе�
рации клеток как in vitro, так и in vivo [2].

Поскольку BIF�1 играет роль в процессах
апоптоза и аутофагии, было решено изучить
корреляцию между экспрессией апоптотичес�
ких или аутофагических белков и BIF�1 в добро�
качественных невусах по сравнению с тканями
при первичной и метастатической меланоме.
Показано, что экспрессия активной формы бел�
ка BAX у больных с метастатической меланомой
понижена. Кроме того, обнаружено, что у боль�
ных с метастатической меланомой также сниже�
на, по сравнению с доброкачественными неву�
сами, экспрессия основного аутофагического
белка Beclin�1. Более того, в клетках первичной
и метастатической меланомы исчезает положи�
тельная корреляция между BIF�1 и активной
формой BAX, белком Beclin�1 или белком LC3B,
являющимся маркером аутофагии. Эти данные
свидетельствуют о том, что при первичной и ме�
тастатической меланоме нарушается регуляция
экспрессии белков BIF�1, Beclin�1 и BAX. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

План исследования и больные. Тканевой мик�
рочип (TMA – Tissue Micro Array) был создан в
Отделении патологии (г. Берн, Швейцария).
Выполнение данной работы было одобрено Ко�
митетом по этике Кантона (г. Берн). Целью дан�
ного когортного исследования являлось изуче�
ние роли BIF�1, BAX, LC3B и Beclin�1 в патоге�
незе меланомы кожи. TMA включала сохранен�
ные образцы ткани 65 меланоцитических неву�
сов, 41 первичной и 30 метастатических мела�
ном, полученных за период от 2003 по 2015 г. от
больных в Отделении дерматологии (Inselspital,
Берн).

Иммуногистохимия. Иммуногистохимичес�
кий анализ проводили как описано ранее [2, 11,
12]. Погруженные в парафин кусочки ткани ос�
вобождали от парафина и воды с помощью раз�
личных разведений этанола, и затем проводили
выявление антигена. Иммуногистохимическое
окрашивание осуществляли на приборе Dako
REAL Detection System, используя набор с ще�
лочной фосфатазой (Alkaline Phosphatase/RED
kit), также содержащий вторичные антитела, в
соответствии с инструкциями производителя
(Agilent Technologies, K5005). Были использова�
ны следующие первичные антитела: монокло�
нальные антитела против эндофилина B1/BIF�1
(Novus Biologicals, NBP2�24733; 1:100), кро�
личьи поликлональные антитела против Beclin�
1 (Abgent, США; 1:100), моноклональные анти�
тела против белка BAX (клон 6A7, Santa Cruz
Biotechnology, США; 1:100) и кроличьи полик�
лональные антитела против белка LC3B (Abgent,
1:100). Интенсивность окрашивания определя�
ли с помощью программы QuPath [2, 13]. Полу�
ченные данные были представлены в виде сред�
них значений оптической плотности (OD) или
же использовали программу Image Pro Plus, и
данные представляли в виде интегрированной
оптической плотности (IOD – integrated optical
density) [11, 12].

Статистическая обработка результатов. Ре�
зультаты представлены в виде среднего значе�
ния ± стандартное отклонение (SD) с использо�
ванием программного пакета Prism Software v6
(GraphPad, Ла Джолла, США). Достоверные зна�
чения были представлены следующим образом:
p ≥ 0,05ns, p ≤ 0,05*, p ≤ 0,01**, p ≤ 0,001*** и
p ≤ 0,0001****. Для проведения анализа данные
больных с первичной и метастатической мелано�
мой были разделены на две группы в соответ�
ствии со средними значениями экспрессии ак�
тивной формы белка BAX или Beclin�1 в их опу�
холях. Группа «Высокий уровень экспрессии BAX
или Beclin�1» включала больных с уровнем
экспрессии BAX или Beclin�1, превышающим
среднее значение экспрессии для всей популя�
ции. Группа «Низкий уровень экспрессии BAX
или Beclin�1» включала больных с уровнем бел�
ков BAX или Beclin�1, который был ниже средне�
го значения для популяции в целом. Общая вы�
живаемость (OS – overall survival) была определе�
на как время от начала исследования до смерти
от любой причины. Выживаемость в отсутствии
заболевания (DFS – disease�free survival) была оп�
ределена как время от случайного распределения
до повторного заболевания или его прогрессиро�
вания. Это было проанализировано с помощью
логрангового критерия и показано на графике в
виде кривых выживаемости Каплана–Мейера.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Снижение экспрессии активной формы белка
BAX у больных с метастатической меланомой. Ра�
нее нами было предположено, что белок BIF�1
является опухолевым репрессором при мелано�
ме, так как он ограничивает рост опухоли, инги�
бируя функционирование митохондрий. В ряде
работ было показано, что BIF�1 усиливает апоп�
тоз, способствуя конформационным изменени�
ям в белках BAX и BAK и транслокации белка
BAX в митохондрию [3, 6]. Апоптоз является
ключевым механизмом клеточной гибели, с по�

мощью которого удаляются поврежденные клет�
ки, а также трансформированные клетки, кото�
рые потенциально могут превратиться в опухо�
левые клетки. Было решено сначала изучить
экспрессию конформационно активной формы
белка BAX на различных стадиях развития мела�
номы с использованием изготовленного на заказ
тканевого микрочипа (TMA) [2]. TMA содержал
64 образца доброкачественных невусов, 41 обра�
зец первичной меланомы и 30 образцов метаста�
тической меланомы. Иммуногистохимический
анализ с помощью TMA выявил постепенное
снижение экспрессии активного BAX из добро�
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Рис. 1. Экспрессия активной мономерной формы белка BAX при метастатических меланомах понижена по сравнению с
доброкачественными меланоцитическими невусами. а – Иммуногистохимия. Измерение интенсивности сигнала актив�
ной мономерной формы белка BAX. Представлены значения интенсивности IOD для отдельных больных. Красными ли�
ниями показаны средние из всех значений. Статистические различия были проанализированы с помощью односторон�
него метода ANOVA с использованием теста Крускал–Уоллис (Kruskal–Wallis) и пост�хок теста Данна (Dunn’s post hoc test)
(левая панель). Представлены репрезентативные изображения 65 доброкачественных невусов, 41 первичной и 30 метас�
татических меланом (правая панель); b – те же самые больные, находящиеся под наблюдением, были разбиты на две груп�
пы («повышенная» и «пониженная») на основании средних значений экспрессии белка BAX в их опухолях. Показаны
кривые Каплан–Мейер (Kaplan–Meier) для общей выживаемости и для не связанной с болезнями выживаемостью.
(С цветными вариантами рис. 1 и 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)
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качественных невусов, далее из первичной мела�
номы и наконец из метастатической меланомы
(рис. 1, a). Экспрессия активного белка BAX су�
щественно снижалась в метастатической мела�
номе (среднее значение IOD = 0,1116 ± 0,03897)
в сравнении с доброкачественными невусами
(среднее значение IOD = 0,1588 ± 0,05966). К на�
шему удивлению, дальнейшая разбивка больных
согласно их средней экспрессии белка BAX в
группах с повышенной IOD > 0,1344 для первич�
ной меланомы и IOD > 0,1274 в случае метаста�
тической меланомы или с низкой экспрессией
активной формы белка BAX показало, что актив�
ная форма BAX не влияет на показатели OS или
DFS больных меланомой (рис. 1, b).

Пониженная экспрессия белка Beclin�1 у боль�
ных с метастатической меланомой. Помимо апоп�
тоза, также показано, что существует корреля�
ция между белком BIF�1 и процессом аутофагии.
BIF�1 взаимодействует с Beclin�1, связываясь с
белком UVRAG, действует как положительный
медиатор PI(3)�киназ III класса и аутофагии [7].
Далее была изучена экспрессия белка Beclin�1 в
доброкачественных невусах и тканях у больных
меланомой. Обнаружено небольшое снижение
уровня экспрессии Beclin�1 при первичной ме�
ланоме и выраженное снижение экспрессии
Beclin�1 у больных с метастатической меланомой
по сравнению с доброкачественными невусами
(рис. 2, a). Интересно, что разделение больных
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Рис. 2. Экспрессия белка Beclin�1 при метастатических меланомах понижена по сравнению с доброкачественными мела�
ноцитическими невусами. а – Иммуногистохимия. Измерение интенсивности сигнала белка Beclin�1. Представлены зна�
чения интенсивности (интегрированная оптическая плотность (IOD) для отдельных больных). Красными линиями
представлены средние показатели всех значений. Статистические различия были проанализированы с помощью одно�
стороннего метода ANOVA с использованием теста Крускал�Уоллис (Kruskal�Wallis) и пост�хок теста Данна (Dunn’s post
hoc test) (левая панель). Представлены репрезентативные изображения 65 доброкачественных невусов, 41 первичной и 30
метастатических меланом (правая панель); b – те же самые больные, находящиеся под наблюдением, были разбиты на две
группы («повышенная» и «пониженная») на основании средних значений экспрессии белка Beclin�1 в их опухолях. По�
казаны кривые Каплан–Мейер для общей и для не связанной с болезнями выживаемостью
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согласно усредненной экспрессии белка Beclin�1
в группах с повышенной (IOD > 9316,11 при пер�
вичной меланоме и IOD > 808,272 в случае ме�
тастатических меланом) экспрессией или в слу�
чае пониженной экспрессии этого белка показа�
ло, что уровень экспрессии белка Beclin�1 не
оказывает влияния на показатели OS или DFS
больных меланомой (рис. 2, b).

При первичной или метастатической меланоме
исчезает корреляция между экспрессией BIF�1 и
активных форм белка BAX, Beclin�1 или LC3B.
Поскольку BIF�1 связан с аутофагией и апопто�
зом и в связи с тем, что эти процессы важны для
предотвращения развития и прогрессирования
опухолей, нами была изучена возможность того,
что белки, вовлеченные в процессы аутофагии
или апоптоза, имеют картину экспрессии, сход�

ную с таковой в случае экспрессии белка BIF�1
в доброкачественных невусах и у больных мела�
номой. С этой целью мы проанализировали
корреляцию между BIF�1 и активной формой
белка BAX и Beclin�1. Была выявлена строгая
корреляция между BIF�1 и активной формой
BAX в доброкачественных невусах (рис. 3, a),
что позволяет предположить сходный или оди�
наковый механизм регуляции этих двух белков в
меланоцитах. Интересно, что в тканях первич�
ной и метастатической меланом не обнаружена
корреляция между BIF�1 и активной формой
белка BAX (рис. 3, b и c).

Кроме того, помимо взаимодействия с бел�
ком BAX, BIF�1 также образует комплекс с бел�
ком Beclin�1 через белок UVRAG, оказывая вли�
яние на индукцию аутофагии [7]. Beclin�1 явля�
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Рис. 3. BIF�1 положительно коррелирует с активной мономерной формой белка BAX в доброкачественных невусах и не
выявлено корреляции в образцах тканей при первичной или метастатической меланоме. a–c – На точечной диаграмме
показана корреляция между средними значениями IOD активной мономерной формы белка BAX и белком BIF�1 в образ�
цах из доброкачественных невусов (a), первичной меланомы (b) и метастатической меланомы (c). Представленные значе�
ния r и p показывают корреляцию Пирсона
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ется центральным регулятором процесса ауто�
фагии и действует на начальной стадии аутофа�
гии, участвуя в образовании мембраны, которая
охватывает цитоплазматический материал [14].
Поэтому также была изучена экспрессия белка
Beclin�1 и выявлена строгая корреляция между
активной формой белка BAX и белком Beclin�1 в
доброкачественных невусах (рис. 4, a) и отсут�
ствие такой корреляции в тканях при первичной
и метастатической меланоме (рис. 4, b, c).

В связи с тем, что BIF�1 является положи�
тельным регулятором аутофагии, мы также изу�
чили корреляцию между экспрессией BIF�1 и
экспрессией белка LC3B – широко используе�
мого маркера аутофагии. После расщепления и
связывания с фосфатилдилэтаноламином (PE)
LC3 обнаруживается на внутренней и внешней

мембранах аутофагосом [15]. В соответствии с
ролью BIF�1 в процессе аутофагии была обнару�
жена строгая положительная корреляция между
уровнем белков BIF�1 и LC3B в доброкачествен�
ных невусах (рис. 5, a) и отсутствие такой корре�
ляции в тканях при первичной и метастатичес�
кой меланомах (рис. 5, b, c). Эти результаты оз�
начают, что проксимальная регуляция экспрес�
сии BIF�1, Beclin�1 и BAX в клетках первичной и
метастатической меланом нарушена.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Белок BIF�1 был ассоциирован с нескольки�
ми биологическими процессами, в частности, с
апоптозом, во время которого этот белок взаи�
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Рис. 4. BIF�1 положительно коррелирует с белком Beclin�1 в доброкачественных невусах, и нет корреляции в образцах
тканей при первичной или метастатической меланоме. (a–c) На точечной диаграмме показана корреляция между значе�
ниями IOD для белка Beclin�1 и средними значениями оптической плотности белка BIF�1 в образцах доброкачественных
невусов (a), первичной меланомы (b) и метастатической меланомы (c). Представленные значения r и p показывают кор�
реляцию Пирсона
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модействует с белком BAX и способствует его
конформационным изменениям во время гибе�
ли клетки [3, 6]. Поэтому мы поставили своей
целью изучить ось BIF�1�BAX axis в нашей груп�
пе больных меланомой. Используя антитела,
чувствительные к конформации белка BAX и
распознающие его активированную форму, мы
выявили соответствующее снижение уровня ак�
тивной формы белка BAX, ассоциированное со
снижением уровня белка BIF�1 в кусочках ткани
из метастатической меланомы по сравнению с
доброкачественными невусами. Более того, на�
ми была обнаружена положительная корреля�
ция между уровнем экспрессии белка BIF�1 и
активной формой белка BAX в невусах, в кото�
рых был активирован митохондриальный апоп�
тотический путь [16]. Напротив, эта корреляция
не сохранялась в клетках меланомы, что позво�

ляет предположить, что устойчивость к апопто�
зу, часто возникающая в опухолях меланомы,
может быть, по крайней мере, частично, объяс�
нена снижением экспрессии белка BIF�1.

Аутофагия и апоптоз представляют два клю�
чевых внутриклеточных процесса, играющих
роль в определении судьбы клетки, и они оказы�
вают большое влияние на развитие и прогресси�
рование неоплазм [17]. Апоптоз является наибо�
лее распространенной физиологической фор�
мой гибели клетки в отсутствие воспаления [18].
Внутренний путь апоптоза регулируется семей�
ством белков BCL�2 и включает пермеабилиза�
цию внешней митохондриальной мембраны
(MOMP – mitochondrial outer membrane perme�
abilization), которая приводит к высвобождению
проапоптотических факторов, таких как цитох�
ром c и SMAC/DIABLO, из митохондрий в ци�
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Рис. 5. BIF�1 положительно коррелирует с LC3B в доброкачественных невусах и нет такой корреляции в образцах первич�
ной или метастатической меланом. a–c – На точечной диаграмме показана корреляция между значениями IOD для бел�
ка LC3B и средними значениями IОD для белка BIF�1 в образцах тканей доброкачественных невусов (a), первичной ме�
ланомы (b) и метастатической меланомы (c). Представленные значения r и p показывают корреляцию Пирсона
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тозоль. За MOMP следует процесс активации
каскада каспаз, который приводит к гибели
клетки [19]. В клетках здоровой ткани централь�
ные проапоптотические регуляторы, белки BAX
и BAK перемещаются между внешней митохон�
дриальной мембраной (OMM – outer mitochon�
drial membrane) и цитозолем [20, 21]. В условиях
апоптоза белки BAX и BAK активируются и под�
вергаются димеризации и сборке на OMM, в ко�
торой они образуют мультимерные поры [21].
Баланс взаимодействий между проапоптотичес�
кими и антиапоптотическими белками, такими
как Bcl�2 или Bcl�XL, обеспечивает соответству�
ющую регуляцию апоптоза в ответ на клеточные
стрессы и другие факторы, запускающие про�
цессы гибели клетки [19].

Было показано, что утрата экспрессии BAX
является отрицательным прогностическим мар�
кером отдельных типов опухолей, таких как рак
молочной железы, яичников, поджелудочной
железы и пищевода [22–25]. Кроме того, Fecker
et al. недавно показали, что отсутствие экспрес�
сии белка BAX в первичных поверхностно�расп�
ространяющихся меланомах ассоциирована с
прогрессированием опухоли и снижением вы�
живаемости больных [26]. Более того, снижение
уровня экспрессии белка BAX в меланоме на ста�
дии IIa ассоциировалось с повышенным риском
развития метастазов и плохим прогнозом [27].

Представляет интерес, что белок Beclin�1 был
идентифицирован в качестве взаимодействую�
щего партнера белков Bcl�2, Bcl�XL и MCL�1.
Такие взаимодействия могут регулировать пе�
рекрестные связи между апоптотическим и ауто�
фагическим сигнальными путями [17]. Кроме
участия в активации белка BAX, BIF�1 также об�
разует комплекс с белком Beclin�1 через белок
UVRAG и положительно регулирует процесс об�
разования аутофагосом [7]. В настоящей работе
было показано, что экспрессия Beclin� 1 в тканях
меланомы понижена в сравнении с его экспрес�
сией в ткани доброкачественных невусов. Кроме
того, в дополнение к положительной корреля�
ции между BIF�1 и BAX мы также наблюдали
строгую корреляцию между экспрессией в мела�
ноцитах белков BIF�1 и Beclin�1, которая не бы�
ла обнаружена в тканях первичной и метастати�
ческой меланом. Более того, мы также наблюда�
ли аналогичную картину корреляции между
BIF�1 и маркером аутофагии – белком LC3B.

В ряде работ была отмечена роль аутофагии в
подавлении роста опухолей. Ген Beclin�1 был
описан в качестве гена�супрессора опухолей,
так как было обнаружено, что его аллель от 40%
до 75% случаев рака молочной железы, яични�
ков и простаты человека [28]. Кроме того, поте�
ря аллеля гена Beclin�1 у мышей приводила к по�

вышенной встречаемости опухолей, таких как
B�клеточная лимфома, гепатоцеллюлярная кар�
цинома и аденокарцинома легких [29]. Связь
между ролью белка Beclin�1 при меланоме была
недавно описана в работе, в которой показано,
что пониженная экспрессия белка Beclin�1 кор�
релирует с инвазивностью и снижением уровня
выживаемости в течение 5 лет после проведения
хирургической операции [30].

Таким образом, наши результаты свидетель�
ствуют о том, что проксимальная регуляция, от�
ветственная за координированную экспрессию
BIF�1, Beclin�1 и BAX в меланоцитах, по�види�
мому, отсутствует в клетках первичной и метас�
татической меланомы. Вероятно, что понижен�
ная экспрессия BIF�1, Beclin�1 и BAX и ожидае�
мый нефункционирующий проксимальный ре�
гуляторный механизм вносят вклад в развитие
опухоли и устойчивость к действию лекарств в
клетках меланомы. 
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Melanoma is one of the most aggressive and drug�resistant cancers. Despite novel promising therapeutic strategies,
the prognosis of metastatic melanoma patients remains poor and it is often associated with high relapse rates.
Endophilin B1, also known as BIF�1, is a multifunctional protein involved in several biological processes such as
autophagy and apoptosis. BIF�1 promotes apoptosis through binding to BAX and its translocation to the mitochon�
drial outer membrane. On the other hand, BIF�1 can interact with Beclin�1 through UVRAG to promote autophagy.
Several reports suggest an ambiguous role of BIF�1 in cancer development and progression. For example, it has been
demonstrated that the expression of BIF�1 is reduced in both primary and metastatic melanoma and that the reduc�
tion of BIF�1 expression is associated with reduced overall survival of melanoma patients. Here we show that the
expression of Beclin�1 and active form of BAX are also reduced in the melanoma patients. However, while we observed
strong positive correlations between the expression of BIF�1 and Beclin�1 as well as between BIF�1 and BAX in
benign nevi, these correlations were lost in the primary and metastatic melanoma cells. These data indicate disrup�
tion in the proximal molecular mechanisms which regulate expression of BIF�1, Beclin�1, and BAX in the primary
and metastatic melanoma.
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