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Злокачественная меланома кожи (МК) – крайне агрессивное онкологическое заболевание, для ко-
торого характерны высокая метастатическая активность, неблагоприятный прогноз, высокая ча-
стота рецидивов, а также резистентность к большинству видов лекарственной терапии. На долю
МК приходится 80% летальных исходов от всех злокачественных новообразований кожи. Перспек-
тивными мишенями для молекулярной терапии меланомы считаются белки нуклеолин/С23 и нук-
леофозмин/В23, которые вместе составляют около 70% объема ядрышек. Эти белки выполняют в
клетке множество важных функций. Нарушение структуры генов NCL и/или NPM и экспрессии ко-
дируемых ими белков С23 и В23 может приводить к неограниченной клеточной пролиферации и
развитию опухолей. Именно поэтому исследование структуры и экспрессии генов, кодирующих
белки С23 и В23, представляет собой актуальную проблему, решение которой необходимо для по-
нимания механизмов канцерогенеза МК и разработки новых терапевтических подходов. В статье
представлены данные о новых полиморфных вариантах генов NCL и NPM, а также результаты ис-
следования экспрессии кодируемых ими белков в нормальной и опухолевой ткани больных МК и
меланомой слизистых оболочек.
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ВВЕДЕНИЕ
Злокачественная меланома кожи (МК) – край-

не агрессивное онкологическое заболевание, воз-
никающее в результате неопластической транс-
формации меланоцитов и меланобластов. Для МК
характерны высокая метастатическая активность и
неблагоприятный прогноз. В 2016 году заболевае-
мость МК в России составила, в среднем, 59.3 на
100 тыс. населения [1]. Для распространенной МК
характерна высокая частота рецидивов, а также ре-
зистентность к большинству лекарственных препа-
ратов. На долю МК приходится 80% летальных ис-
ходов от всех злокачественных новообразований
кожи, одна из причин высокой смертности –
трудность диагностики на ранних стадиях разви-
тия заболевания.

Молекулярно-генетические подходы при ис-
следовании МК важны для разработки методов
ранней диагностики, профилактики и лечения
этого заболевания. Благодаря молекулярно на-
правленной (таргетной) терапии, стал возмож-

ным персонализированный подход к лечению
МК, улучшающий выживаемость и качество жиз-
ни пациентов. Однако в большинстве случаев
используемые таргетные препараты оказывают
кратковременное действие, вызывая стабилиза-
цию опухолевого процесса с последующим раз-
витием резистентности к большинству лекар-
ственных средств. Эту проблему можно преодо-
леть путем разработки подходов для адресной
доставки молекулярно-направленных препара-
тов в опухолевые клетки. Это позволит снизить
лекарственную токсичность и улучшить лечеб-
ный патоморфоз.

Перспективными мишенями для молекуляр-
ной терапии МК могут служить белки нуклео-
лин/С23 и нуклеофозмин/В23, которые составля-
ют около 70% объема ядрышек. Эти белки вовле-
чены в регуляцию функций РНК-полимеразы,
участвуют в транскрипции, репликации и реком-
бинации ДНК, процессинге рРНК, стабилизации
структуры клеточных белков, хроматина и мРНК,
регулируют митоз и апоптоз. Они выполняют
транспортную функцию, а также контролируют
клеточный сигналинг и ангиогенез. Нарушение

Сокращения: МК – меланома кожи; ПВ – полиморф-
ный(е) вариант(ы).
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структуры генов NCL и/или NPM, изменение
уровня экспрессии кодируемых ими белков С23 и
В23 приводит к неограниченной клеточной про-
лиферации и развитию опухолей. Таким образом,
исследование структуры и экспрессии генов NCL
и NPM важно для понимания механизмов канце-
рогенеза МК и разработки новых терапевтиче-
ских подходов.

Нуклеофозмин (В23, NPM), или ньюматрин,
относится к семейству многофункциональных не-
гистоновых белков с высоко консервативной
структурой. Нуклеофозмин играет ключевую роль
во многих процессах жизнедеятельности клетки,
включая репарацию ДНК, биогенез рибосом, про-
цессинг мРНК, реконструкцию хроматина, регу-
ляцию апоптоза, ангиогенеза, контроль клеточно-
го цикла, сигналинг и стабилизацию генома [2].

Ген NPM, кодирующий белок В23, картирован
на хромосоме 5q35. Он состоит из 12 экзонов и
11 интронов [3]. На 5'-концевом участке нуклео-
тидной последовательности NPM идентифици-
рован сайт связывания с транскрипционным
фактором YY1 [4]. Первый интрон гена NPM со-
держит последовательность, с которой связывает-
ся онкогенный фактор транскрипции с-Мус [5].
Еще одна важная структурная особенность гена
NPM – наличие так называемого “сайта ломко-
сти”, локализованного в последовательности ин-
трона 4, где наиболее часто происходят транслока-
ции генов и протяженных участков хромосом. В та-
ких случаях образуются слитные (fusion) белки,
обнаруженные в некоторых типах неопластических
клеток [4, 6]. В результате альтернативного сплай-
синга пре-мРНК, транскрибируемой с гена NPM, об-
разуется 3 изоформы белка: первая содержит
294 аминокислотных остатка, вторая – 259 вслед-
ствие делеции экзона 12, третья – 265 из-за деле-
ции последовательности вблизи 3'-конца пре-
мРНК [7–9].

В молекуле В23 имеются уникальные области,
ответственные за олигомеризацию, шаперонную
активность, связывание с нуклеиновыми кисло-
тами и белками [10, 11]. Первые 15 аминокислот-
ных остатков в молекуле В23 обогащены метио-
нином, однако функциональное значение этого
мотива до конца не выяснено. Возможно, он
ускоряет процесс инициации трансляции других
белков, так как метиониновые кодоны входят в
состав консенсусной последовательности Козак,
фланкирующей старт-кодон и важной для транс-
ляции. Met-богатый аминокислотный мотив мо-
жет повлиять на конформацию молекулы В23.
Кислые, отрицательно заряженные, мотивы участ-
вуют в связывании нуклеофозмина с гистонами. В
состав С-концевого домена входят ароматические
радикалы, взаимодействующие с нуклеиновыми
кислотами, сайты связывания молекул ATP и ги-
стонов. Известно, что С-концевой домен обладает

рибонуклеазной активностью и содержит сигнал
ядрышковой локализации (NoLS) [12]. Кроме то-
го, этот домен В23 вовлечен в специфичное рас-
познавание G-квадруплексов – последователь-
ностей ДНК, обогащенных гуанином и имеющих
специфичную 4-цепочную структуру [13, 14].

Функциональная активность молекул В23 за-
висит от степени фосфорилирования. В молекуле
В23 есть несколько сайтов фосфорилирования:
для серинтреониновой протеинкиназы PLK2 из
семейства polo-киназ, тирозинфосфатазы CDC
25C из семейства фосфатаз Cdc-25, ядерной про-
теинкиназы NII и казеинкиназы СК II [15]. Фос-
форилирование молекул В23 чрезвычайно важно
для регуляции клеточного цикла и контролирует-
ся также пептидилпролил-цис/транс-изомера-
зой, а нарушение этого процесса резко снижает
пролиферацию клеток и опухолевую прогрессию
[16]. Фосфорилирование Ser4 в молекуле В23 ки-
назой PLK2 опосредует прохождение клеткой
контрольной точки в фазе G1/S и дупликацию
центромеры в S-фазе митоза [17]. Известно, что
фосфорилирование молекул В23 по остаткам Ser4
и Thr199, Thr234, Thr237 связано с высокой мета-
статической активностью гепатоцеллюлярной кар-
циномы, рака предстательной железы, рака легкого
и ряда других сóлидных опухолей [18]. Показано
также, что функциональная активность молекул
В23 зависит от фосфорилирования остатков Ser10 и
Ser70 циклинзависимой киназой 2 (Cdk2). Обна-
ружено, что одновременная инактивация фосфо-
рилирования этих аминокислотных остатков мо-
лекулы В23 в клетках мышиного лейкоза ускоряет
прохождение фазы G2/М клеточного цикла и
прохождение клеткой контрольной точки G2/М
[17]. Фосфорилирование В23 протеинкиназой СК
II крайне важно для распределения молекул В23 в
клеточном ядре. Нарушение взаимодействия В23
и СК II приводит к снижению скорости пролифе-
рации и к индукции апоптоза [19]. Фосфорилиро-
вание по Ser125 вызывает диссоциацию субстрата
от В23. Фосфорилирование по этому остатку, по-
мимо того, изменяет способность В23 к внутри-
клеточным и внутриядерным перемещениям [20].

Дефосфорилирование В23 в клетке происходит
с помощью локализованной в ядрышках δ-изофор-
мы протеинфосфотазы типа I – серинтреониновой
фосфатазы [21].

Кроме фосфорилирования, модификация мо-
лекул В23 возможна путем ацетилирования, убик-
витинирования и связывания с убиквитинподоб-
ными белками-модификаторами (SUMO), белка-
ми-супрессорами BRCA2 и р53, протеазами SENP3
и SENP5. Эти пока не до конца изученные процес-
сы играют определенную роль в активации и
поддержании стабильной структуры ядрышка,
обеспечивая его функции [22, 23]. Молекулы
В23, локализованные на плазматической мем-
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бране, гликозилированы и связываются с различ-
ными вне- и внутриклеточными лигандами, регу-
лируя молекулярный транспорт и сигналинг [24].

Кроме фосфорилирования и других модифи-
каций, на функции В23 влияет олигомеризация и
местоположение в клетке. Олигомеризация моле-
кул В23 усиливает их шаперонную активность,
увеличивает сродство к нуклеиновым кислотам и
белкам и ускоряет созревание рибосом. Мономе-
ры В23 ассоциируют с образованием пентамер-
ных ассиметрично заряженных комплексов, так
что положительный и отрицательный заряды рас-
пределяются снаружи в области полюсов олиго-
мера. Это способствует взаимодействию нуклео-
фозмина как с гистонами хроматина, так и с нук-
леиновыми кислотами, а также с различными по
заряду белками. Пентамеры могут объединяться в
декамер, сохраняющий структурную пластич-
ность благодаря “гибкому” межмолекулярному
интерфейсу [25]. Олигомеризация В23 in vivo в ви-
де гексамера стимулирует экспрессию целого ря-
да генов, что указывает на онкогенную актив-
ность В23 [7, 26]. В последнее время предложены
подходы к ингибированию процессов олигоме-
ризации и деградации В23 путем связывания с со-
ответствующими лигандами, что позволяет рас-
сматривать нуклеофозмин как перспективную
мишень для молекулярно-направленной таргет-
ной терапии быстрорастущих и устойчивых к хи-
миотерапии опухолей человека [27]. Экспрессия,
локализация и олигомеризация обусловливают
про- или антиапоптотические свойства белка как
в нетрансформированных, так и в опухолевых
клетках.

Нуклеолин (С23, или NCL) высоко экспресси-
рован в быстро растущих клетках и входит в со-
став фибриллярного и, в меньшей степени, гра-
нулярного компонентов ядрышек. Это много-
функциональный белок, связывающий как РНК,
так и белки и участвующий в сборке хроматина,
межмолекулярных взаимодействиях и внутрикле-
точном транспорте молекул, формировании мно-
жественной лекарственной устойчивости опухоле-
вых клеток. Нуклеолин/С23 участвует также в регу-
ляции биогенеза рибосом, включая регуляцию
транскрипции генов, кодирующих рРНК, в про-
цессинге пре-рРНК и сборке рибосомных субъеди-
ниц. Кроме того, С23 обладает аутопротеолитиче-
ской активностью, а также контролирует метабо-
лизм ДНК и РНК, опосредуя функции ДНК- и
РНК-хеликаз и ДНК-зависимой ATPазы [28].

Ген NCL, кодирующий C23, картирован на хро-
мосоме 2q37.1. Он содержит 14 экзонов и 13 интро-
нов протяженностью около 11 т.п.н., причем ин-
трон 11 кодирует малую ядерную РНК U20. Молеку-
ла C23 состоит из 710 аминокислотных остатков, на
N-конце локализовано несколько сайтов фосфори-
лирования, важных для регуляции транскрипции

мРНК и созревания пре-рРНК. Центральный уча-
сток молекулы содержит четыре РНК-связывающих
домена (RBD), C-концевая область – Arg/Gly-обо-
гащенные структурные домены (RGG), взаимодей-
ствующие с мРНК и рибосомными белками [29].

В клетке С23 локализуется преимущественно
в ядре, а также в цитоплазме и на поверхности
клеточной мембраны. Молекулы С23 в цито-
плазматической фракции участвуют в транспор-
те в клеточное ядро различных белков и регули-
руют протеолиз, метилирование и фосфорили-
рование киназами СК II, CDC 2 других белков
путем специфического связывания с белковыми
молекулами и фолдинга. Молекулы С23, лока-
лизованные на поверхности клеток, располага-
ются кластерами в липидном слое клеточной
мембраны и взаимодействуют с различными ли-
гандами, включая факторы роста, вирусные и
другие белки. Затем эти комплексы проникают в
клетку путем эндоцитоза. Рецепторные молекулы
С23 на поверхности клеток гликозилированы и
содержат О-, N-связанные гликаны, в состав ко-
торых входит сиаловая кислота [28, 30]. В молеку-
лах поверхностного С23 нет гидрофобного транс-
мембранного домена для заякоривания в плазма-
тической мембране, поэтому они связываются с
тяжелой цепью внутриклеточного миозина и с ак-
тиновым цитоскелетом [31–33]. Большинство
лигандов поверхностного С23 играет критиче-
скую роль в онкогенезе и ангиогенезе. Таким об-
разом, молекулы С23 на поверхности мембраны
функционируют как медиаторы внеклеточных
сигналов [31].

Экспрессия С23 опосредует целый ряд жиз-
ненно важных для клетки процессов: сигналинг,
молекулярный транспорт, фолдинг и ренатура-
цию белков, сборку хроматина и митотического
веретена, рекомбинацию и репликацию ДНК,
транскрипцию РНК РНК-полимеразой I и про-
цессинг рРНК, стабилизацию мРНК, прохожде-
ние клеточного цикла и апоптоз [28]. Цель дан-
ной работы – анализ полиморфизма генов NCL и
NPM, а также экспрессии кодируемых ими бел-
ков в нормальной и опухолевой ткани больных
МК и меланомой слизистых оболочек.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. В работе использованы образцы

опухолей и нормальной ткани, полученные от
137 пациентов с метастатической МК (60 мужчин
и 77 женщин, средний возраст 52–53 года), и образ-
цы опухолей, полученные от 18 пациентов с мела-
номой слизистых оболочек (1 мужчина и 17 жен-
щин, средний возраст 54 года). В парах опухоль–
норма в качестве контроля использовали образцы
верифицированной патологоанатомом нормаль-
ной ткани тех же пациентов (внутренний кон-
троль) и образцы крови 94 здоровых лиц (популя-
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ционный контроль). В группе здоровых были
только индивиды с неотягощенной семейной ис-
торией и отсутствием хронических заболеваний в
анамнезе; соотношение полов и средний возраст
исследуемых пациентов и контрольной группы
статистически не различались.

ПЦР генов NCL и NPM. Геномную ДНК выде-
ляли из срезов свежезамороженной биопсийной
ткани или парафинированных срезов архивного
материала, верифицированного патологоанато-
мом, а также из образцов крови с помощью набора
АмплиПрайм®ДНК-сорб-В (“ИнтерЛабСервис”,
Россия), согласно инструкции производителя. Для
ПЦР использовали готовые наборы производства
НПО “СибЭнзим” (Россия) с ДНК-полимеразой
Hot Start. Праймеры, подобранные к “горячим”
точкам генов NCL и NPM, приведены в табл. 1.
Реакцию проводили в тонкостенных пробирках
для ПЦР на амплификаторе “Терцик-1” (НПФ
“ДНК-Технология”, Россия), как описано ранее
[33]. Полученные ПЦР-продукты анализировали
электрофорезом в ПААГ с последующим секве-

нированием в Центре коллективного пользова-
ния “Геном” (Россия) на автоматическом секве-
наторе ABI PRISM® (“Applied Biosystems”, США).

Анализ экспрессии генов NCL и NPM. Для ана-
лиза экспрессии генов NCL и NPM тотальную
клеточную РНК выделяли из исследуемых образ-
цов тканей пациента (из нормальной и опухолевой
свежезамороженной ткани, и/или срезов архивного
материала) с помощью набора NucleoSpin
RNAIIMN (“Macherey-Nagel”, Германия) по ин-
струкции производителя. Для первого раунда
ПЦР использовали набор с MMLV-полимеразой
и протокол для ПЦР с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР) с использованием случайных праймеров
(М13), предложенный производителем (“Silех”,
Россия). Для второго раунда ОТ-ПЦР на матрице
кДНК использовали пары праймеров, приведен-
ные в табл. 2.

Иммуногистохимическое исследование экспрес-
сии белков С23 и В23. Для визуализации белков
С23 и В23 использовали иммуногистохимическое
окрашивание срезов, полученных из свежезамо-

Таблица 1. Праймеры для амплификации последовательностей генов NCL и NPM

aВ название праймера входит название гена_номер экзона_прямой (For)/обратный (Rev). bТемпература отжига.

№ Названиеa Последовательность (5' → 3') Тотж
b, °C

1 NPM_Ex7_For
NPM_Ex7_Rev

AAGTTCCTTTTCCCATGTGC
GAACAAGAGCTGTTCTATCACCAA

59

2 NPM_Ex8_For
NPM_Ex8_Rev

TCACTTCAAGGTCCTGCTTTC
ATGATCTCCCACACCAGCTT

59

3 NPM_Ex10_For
NPM_Ex10_Rev

AGCTTTATAAGGGAGTTTTGTGAGAA
AAACATTCAAGTCTATGCAAACCA

58

4 NCL_Ex2_For
NCL_Ex2_Rev

GCGTATGAACACTAATGGCAAA
TTGCCACAGATATCCAATTTCA

58

5 NCL_Ex3_For
NCL_Ex3_Rev

GGGGCTGGACTTACTGGTTT
CTTGGCATTCTTGCCATTCT

58

6 NCL_Ex3_For1
NCL_Ex3_Rev1

CAGCCAAAGCAGTTACCACA
ACCTTGTAATCAGAAGCCCAGT

58

7 NCL_Ex4_For
NCL_Ex4_Rev

TGTTGGTTTTGGGAGATTGC
CCTCCTTTAAACATAACTCATGTCG

58

Таблица 2. Праймеры для второго раунда ОТ-ПЦР на матрице кДНК

aВ название праймера входит название гена_прямой (For)/обратный (Rev). bТемпература отжига.

№ Названиеa Последовательность (5' → 3') Тотж
b, °C

1 NCL_For
NCL_Rev

AACCTCTCCTACAGTGCAACA
CTGGCTTCTGGCATTAGGTG

60

2 Gapdh_For
Gapdh_Rev

GATGATCTTGAGGCTGTTGTC
CAGGGCTGCTTTTAACTCTG

60

3 β-actin_For
β-actin_Rev

TCCTGTGGCATCCACGAAACT
GAAGCATTTGCGGTGGACGAT

60
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роженного биопсийного материала, и гуманизи-
рованные моноклональные антитела, анти-NCL и
анти-NPM, меченные биотином (“Sigma Aldrich”,
США), в разведении 1 : 1000 и систему EnVision с
пероксидазой хрена (НПО “Лабораторная диагно-
стика”, Россия) – по инструкции производителя.
Для количественного анализа уровней экспрессии
С23 и В23 изображения (не менее 20 полей зрения)
анализировали под микроскопом ZEISS LSM
(“ZEISS”, Германия) с помощью пакета программ
MatLab 7.0 (https://imagej.nih.gov/ij/). Определяли
соотношение суммарной площади окрашенных
гранул (в пикселях) к суммарной площади клеток
(в пикселях) в выбранном поле зрения с поправ-
кой на коэффициент контрастности k. Статисти-
чески значимыми считали различия при р < 0.05.

Статистический анализ. Для статистической
обработки данных использовали программу Statis-
tica 6.1: t-тест Стьюдента (достоверность различий
между частотой встречаемости полиморфных вари-
антов в исследуемых выборках), критерий Спирме-
на (оценка корреляции между полиморфными ва-
риантами и экспрессией исследуемых белков). До-
стоверными считали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изменения в структуре генов NPM и NCL

В исследованных контрольных и клинических
образцах МК с помощью ПЦР c последующим
прямым секвенированием ампликонов по Сенге-
ру выявлены структурные изменения генов NPM
и NCL, затрагивающие преимущественно ин-
тронные последовательности. Для удобства срав-
нения описываемые изменения обозначены как
полиморфные варианты – ПВ (табл. 3).

Эти изменения не ограничены соматическими
клетками, поскольку представлены как в опухо-
левой, так и в нормальной тканях и носят популя-
ционный характер. При сравнении с базами дан-
ных BLAST 2.0, Ensembl, Cosmic оказалось, что
выявленные нами структурные особенности ге-
нов NPM и NCL описаны впервые – за исключе-
нием ПВ3 [34]. Эти ПВ встречались как самостоя-
тельно, так и в комбинациях с другими полиморф-
ными вариантами генов NPM и NCL. У пациентов с
МК обнаружено несколько гаплотипов, ранее не
выявленных у здоровых лиц.

Сравнительный анализ частот встречаемости
и комбинаций полиморфных вариантов NCL и NPM 

в образцах опухолей и нормальных тканей

При электрофоретическом анализе ПЦР-про-
дуктов, полученных на матрице ДНК из клиниче-
ских образцов с последующим секвенированием,
обнаружено, что частота встречаемости ПВ1
(40%) у пациентов с МК выше, чем частоты ПВ3–5

и del (ПВ3 – 32%, ПВ4 – 33%, ПВ5 – 32%) и ПВ2
(23%). При сравнении частот и спектра указан-
ных ПВ у пациентов с МК и здоровых лиц в кон-
трольной группе выявлены достоверные разли-
чия по всем парам ПВ, кроме ПВ2 (рис. 1).

Среди исследуемой выборки 63% составили
пациенты со спорадической МК. В эту группу во-
шли больные МК без первично-множественных
злокачественных образований, без онкологиче-
ских заболеваний в семье и без МК, возникших
на фоне невуса, так как невусы относятся к фак-
торам высокого риска развития меланомы. В ре-
зультате проведенного сравнительного анализа
выявлено, что спектры ПВ при спорадической
МК и в контроле сходные, однако эти группы до-
стоверно различаются по частоте ПВ1, ПВ3, ПВ4
и ПВ5 (рис. 2).

У здоровых лиц в контрольной группе измене-
ния в гене NCL встречаются реже, чем у пациен-
тов с МК. Наиболее часто в обеих группах встре-
чаются ПВ в гене NPM (рис. 3).

Таблица 3. Обнаруженные полиморфные варианты
генов NCL и NРМ у больных МК и здоровых индивидов

* IVS – интронный вариант, цифрами указаны позиции одо-
нуклеотидных замен.

Ген Вариант Структура*

NРМ ПВ1 IVS5 – 31G/A
IVS6 + 42G/A

NРМ ПВ4 IVS6 – 39A/G + (–42C/A)

NРМ ПВ5 IVS8 – 63A/G

NCL ПВ2 IVS2 + 31G/A

NCL ПВ3 149 GAG/GAA p.E149E, exon 3

NCL del del c.255GAT, exon 4

Рис. 1. Сравнение частот встречаемости полиморф-
ных вариантов генов NCL и NРМ у пациентов с МК и
в контрольной группе. *р < 0.05.
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Для больных с меланомой слизистых харак-
терны высокие частоты ПВ4, ПВ3, ПВ2 и del, а
также уникальные комбинации ПВ. Для паци-
ентов с МК характерна высокая частота ПВ1–3
и ПВ5, а также del (экзон 4 NCL). У здоровых
лиц отмечена высокая частота ПВ1 (60%) и ПВ4
(56%).

Для пациентов с МК характерны единичные
ПВ, комбинации двух и трех ПВ в обоих генах и
высокий полиморфизм гена NPM. В контрольной
группе преобладают комбинации двух ПВ, в ос-
новном в гене NPM, и наиболее часто – комбина-
ция ПВ1 + ПВ4 (рис. 4).

Пациенты с МК и контрольная группа суще-
ственно отличались по числу выявленных в комби-
нациях ПВ. В целом, частота комбинаций одного,
двух, трех и четырех ПВ у пациентов с МК выше,
чем у здоровых индивидов. Комбинации пяти и
шести ПВ обнаружены лишь в единичных случаях
(рис. 5). Как указывалось выше, для пациентов с
МК характерны единичные ПВ, комбинации двух
и трех ПВ в обоих генах и высокий полиморфизм
гена NPM, а также специфичные комбинации ПВ,
отличающие их от популяции здоровых лиц.

Клинико-генетический анализ

У пациентов со сходной локализацией и гисто-
логией опухоли, а также сходным спектром гене-
тических изменений наблюдали различия в тече-
нии опухолевого процесса. Четкой взаимосвязи
клинических характеристик и генетических из-
менений не обнаружено. Однако у пациентов со
спорадической МК комбинацию ПВ1 + ПВ5 в ге-
не NPM выявляли чаще, чем в контрольной груп-
пе: 8/89 и 1/94 соответственно. Во всех этих слу-
чаях наблюдалось отдаленное метастазирование

МК в легкие и головной мозг, что снижает пятилет-
нюю выживаемость до 10–15%. Для подтверждения
и корректной интерпретации этих результатов не-
обходимы дальнейшие исследования.

Анализ экспрессии генов NPM и NCL
в клетках МК и в нормальной ткани

Большой интерес представляет изучение осо-
бенностей экспрессии белков С23 и В23 в мета-
статической меланоме. При сравнительном ана-
лизе уровней мРНК этих белков в опухолевой и
нормальной ткани больных с метастатической
МК обнаружены высокие уровни экспрессии ге-
нов NPM и NCL в опухоли, что может быть связа-
но с эпигенетической регуляцией их активности.

При иммуногистохимическом исследовании
окрашенных попарных срезов опухолевой и нор-
мальной ткани у 15 пациентов с метастатической
МК выявлены следующие закономерности. Во-
первых, уровень экспрессии С23 во всех случаях
выше уровня экспрессии В23; причем относи-
тельно высокий уровень экспрессии С23 и В23
обнаружен в опухолях пациентов с отдаленными
метастазами в головной мозг. Таким образом, ги-
перэкспрессии С23 и В23 может быть прогности-
ческим маркером неблагоприятного течения МК
(рис. 6). Во-вторых, наблюдается корреляция
уровней экспрессии этих белков в опухолевых
клетках (r = 0.79; р < 0.05).

С помощью критерия Спирмена выявлено:

1) ПВ1 отрицательно коррелирует с del (r = –0.70;
р < 0.05). Частота встречаемости ПВ1 и del среди
больных МК составляет 14 из 137 (10%) случаев.

2) ПВ1 отрицательно коррелирует с экспрес-
сией С23 (r = –0.59; р < 0.05). ПВ1 локализован в
гене NPM, однако его наличие отрицательно вли-

Рис. 2. Сравнение частот встречаемости полиморф-
ных вариантов генов NCL и NРМ у пациентов со спо-
радической МК и в контрольной группе. *р < 0.05.
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яет на уровень экспрессии NCL. Напротив, при
отсутствии структурных изменений в гене NPM
(дикий тип) уровень экспрессии С23 высокий – в
диапазоне от 15 до 19, исключение составил паци-
ент с гаплотипом ПВ1 + ПВ2 + ПВ4, т.е. с изме-
нениями в двух генах одновременно (табл. 2).

3) Присутствие ПВ5 отрицательно коррелиру-
ет с del (r = –0.60; р < 0.05). Частота встречаемости
ПВ5 + del составляет 9 из 137 (7%) случаев, часто-
та комбинации ПВ1 + ПВ5 + del – 3 из 137 (2%)
случаев. Однако частота встречаемости единич-
ного ПВ5 у больных МК составила 44 из 137 (32%)
случаев, а у здоровых лиц – 14 из 94 (15%).

4) Наличие del положительно коррелирует с
экспрессией С23 (r = 0.71; р < 0.05). Вполне веро-
ятно, что отрицательная корреляция между нали-
чием ПВ1/5 и del и низкая частота встречаемости
их комбинации ПВ1 + ПВ5 + del обусловлена про-
тивоположным влиянием гаплотипов ПВ1/ПВ5 и
del на экспрессию С23.

5) Наличие ПВ5 отрицательно коррелирует как
с уровнем экспрессии В23, так и С23 (r = –0.77 и
r = –0.79 соответственно; р < 0.05).

Единичные ПВ1 или ПВ5 отрицательно корре-
лируют с экспрессией С23. Оказалось, что уровень
экспрессии С23 в образцах с этими ПВ ниже, чем в
их отсутствие, за исключением пациента с гаплоти-
пом ПВ1 + ПВ2 + ПВ4. Однако у большинства па-
циентов с комбинацией ПВ1 + ПВ5 наблюдались
отдаленные метастазы в легкие и головной мозг.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее при исследовании экспрессии нуклео-
лина, С23, и нуклеофозмина, В23, в опухолях, на
мышиных ксенотрансплантатах и в культурах
клеток рака толстой кишки, рака молочной желе-
зы и рака легкого нами выявлено [34], что в опу-
холевых клетках их уровень выше, чем в нор-
мальных.

Обнаруженная нами герминальная делеция
p.D255GAT(c.763–765delGAT) в экзоне 4 гена NCL
затрагивает Arg-богатый домен молекулы С23 –
сайт связывания РНК (по базе данных BLAST 2.0).
Наличие del положительно коррелирует с экс-
прессией С23 (r = 0.71; р < 0.05). Нуклеолин регу-
лирует целый ряд важных процессов: сборку хро-
матина, рекомбинацию и репликацию ДНК,
транскрипцию РНК РНК-полимеразой I, а также
процессинг рРНК, стабилизацию мРНК, про-
хождение клеточного цикла и апоптоз [34]. На
клетках HeLa показано, что при гиперэкспрессии
С23 снижается транскрипционная активность
промотора онкогена c-MYC в области G4. Так на-
зываемый G-квадруплекс (G4) представляет со-
бой 4-цепочечную ДНК, состоящую из 4 остатков
гуанина (G), расположенных в одной плоскости.
Такие структуры играют большую роль в регуля-

Рис. 4. Комбинации ПВ генов NCL и NPM у пациен-
тов с МК (а) и в контрольной группе (б), N – число слу-
чаев с различными комбинациями ПВ в двух генах.
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ции теломеразной активности и в поддержании
целостности теломер; при этом молекулы С23
стабилизируют G4, препятствуя раскручиванию
суперспирализованной ДНК и активации тран-
скрипции онкогена c-MYC. Транскрипционная
активность онкогена c-MYC на 85–90% контро-
лируется путем связывания и стабилизации моле-
кул С23 в области G-квадруплексной структуры
промотора c-MYC. На С-конце молекулы С23 ло-
кализованы РНК-связывающие домены, необхо-
димые для репрессии активности с-Мус [35].

Помимо участия в канцерогенезе, ангиогенезе
и активации ключевых сигнальных путей экс-
прессия С23 на клеточной поверхности – необхо-
димое условие для эффективной вирусной и/или
бактериальной инфекции клеток [36, 37]. Избы-
точная экспрессия С23 в опухолевых клетках кор-
релирует с прогрессией таких новообразований,
как рак шейки матки, желудка, легкого, толстой
кишки и ряда других [38–40]. При гиперэкспрес-
сии С23 подавляется трансляция мРНК р53 и, как
следствие, снижается уровень опухолевого су-
прессора р53 и его активность при повреждениях
ДНК [41, 42]. Рост опухоли стимулируется при
взаимодействии С23 с пептидом F3, ассоцииро-
ванным с эндотелием кровеносных сосудов, ко-
торые пронизывают опухоль. Этот пептид оха-
рактеризован как маркер скорости ангиогенеза в
опухолях и как возможная мишень для таргетной

терапии онкологических заболеваний, а его ак-
тивность напрямую зависит от уровня экспрес-
сии С23 [43].

Поскольку В23 стимулирует экспрессию рецеп-
тора фактора роста эндотелия сосудов VEGFR-A,
то С23 и В23 служат мощными индукторами
неоангиогенеза. Как правило, уровень экспрес-
сии С23 в пролиферирующих клетках, в том числе
стволовых и опухолевых, значительно выше, чем в
нормальных дифференцированных клетках. Это
усиливает РНК-связывающую и антиапоптозную
активности С23. Известно, например, что связы-
вание С23 с мРНК Bcl-2 приводит к повышению
уровня протоонкогена, который блокирует апо-
птоз в опухолевых клетках. Кроме того, С23 взаи-
модействует с мРНК AKT1, тем самым повышая
экспрессию протеазы, необходимой для выжива-
ния клеток [44].

Интронный ПВ2 представляет не меньший
интерес, чем полиморфизмы в экзонах 3 и 4 гена
NCL, так как не кодирующая белки ДНК (ncДНК)
также функционально значима. Дело в том, что
соответствующая некодирующая РНК (ncРНК)
может выполнять регуляторные функции, вклю-
чая опосредованный транскрипцией ncДНК сай-
ленсинг соседних генов и их промоторов – тран-
скрипционную интерференцию. Более того, ин-
трон 11 кодирует малую ядерную РНК U20 [29].

Рис. 6. Иммуногистохимический анализ экспрессии белков С23 (NPM) и В23 (NCL) в опухоли и в нормальной ткани
(Норма) пациентов с МК. Овалом выделены случаи МК с отдаленным метастазированием.
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Наличие интронных вариантов гена NCL указы-
вает на возможное изменение регуляторных
функций в случае ncРНК. Этот вопрос также тре-
бует дальнейшего изучения.

Структурные изменения последовательности
гена NPM способствуют изменению первичной
структуры функционально важных доменов, а
также определяют тип олигомеризации молекул
В23. Полиморфизмы, обнаруженные в гене NPM,
затрагивают исключительно интронные последо-
вательности. Как известно, первый интрон гена
NPM содержит последовательность, отвечающую
за связывание с онкогенным фактором тран-
скрипции с-Мус и опосредованную регуляцию
сигнальных путей AKT/PI3K [5]. В большинстве
опухолей наблюдается повышенный уровень экс-
прессии В23 и его колокализация с белками-про-
дуктами онкогенов или генов-супрессоров: c-Fos,
c-Myc, p53 и рRb, – например, в клетках гепато-
карциномы человека линии SMMC-772 [45].

Как следует из полученных результатов, ПВ5 в
гене NPM отрицательно коррелирует с экспрес-
сией белка В23 (р < 0.05), что указывает на воз-
можную транскрипционную интерференцию.
Гиперэкспрессия гена NPM и высокая концен-
трация белка В23, характерные для опухолевых
клеток, приводят к усилению транскрипции ри-
босомных генов, стимулируют транспорт в цито-
плазму рибосомных субъединиц и репликацию
ДНК в S-фазе митоза [12].

Мета-анализ полученных на микрочипах дан-
ных по экспрессии генов в клетках нормального
кишечника, при аденомах кишечника и колорек-
тальном раке выявил дифференциальную экс-
прессию NPM в зависимости от степени прогрес-
сии опухолей. Подавление экспрессии гена NPM
в культуре клеток с помощью малых ядерных
РНК приводило к р53-опосредованному аресту
клеточного цикла и к подавлению опухолевого ро-
ста [46]. Более того, профиль экспрессии гена NPM
в культуре клеток колоректального рака коррели-
ровал с миграцией опухолевых клеток и с их инва-
зией [47].

В контрольной группе образцов геномной
ДНК преобладал дикий тип исследуемых после-
довательностей генов NPM и NCL, в то время как
у больных МК чаще встречались описанные вы-
ше ПВ. Гаплотипы меланомы слизистых оболо-
чек преимущественно уникальны. Следует ска-
зать, что эта форма меланомы менее агрессивна
по сравнению с МК и отдаленного метастазиро-
вания у участвовавших в исследовании пациентов
не выявлено. У больных МК и в контрольной
группе чаще встречаются единичные ПВ, в то
время как у больных с меланомой слизистой обо-
лочки чаще встречаются ПВ2 (56%), ПВ3 (61%) и
ПВ4 (78%) в комбинациях из трех и более ПВ, при
этом del в одиночном варианте в изученных образ-

цах меланомы слизистых оболочек не обнаружена.
Частота ПВ в образцах МК и меланомы слизистых
оболочек различается: ПВ, редко встречающиеся в
образцах МК, часто обнаруживали в меланоме
слизистых оболочек.

Таким образом, многофункциональные белки
С23 и В23 локализованы в ядрышках, цитозоле, а
также в при- или надмембранном пространстве.
Они играют ключевую роль в большинстве жиз-
ненно важных клеточных процессов: регулируют
скорость прохождения клеточного цикла, сборку
веретена деления, структуру хроматина и G-квад-
руплекса, транспорт и фолдинг белков, киназную
активность, клеточный сигналинг, ангиогенез и
апоптоз, процессы созревания рибосом, внутри-
клеточный и межклеточный транспорт молекул.
Многие из молекулярных механизмов, регулиру-
ющих эти процессы, изучены недостаточно.

Структура генов NCL и NPM и характер экс-
прессии С23 и В23 имеет ряд принципиальных
различий в клетках МК и в нормальной ткани.
Это относится к частоте встречаемости и к спек-
тру обнаруженных полиморфных вариантов (ПВ
и мутации del GAT в экзоне 4 гена NCL), а также
их комбинаций. Выявленные генетические изме-
нения в клетках МК и меланомы слизистой обо-
лочки отличаются по частоте, спектру и комбина-
циям, что может отражать их гистоспецифич-
ность и возможную роль в канцерогенезе.

Исследование поддержано проектом Государ-
ственное задание Минздрава России, НИР (реги-
страционный номер Госреестра № 114112440122).

Проведение исследования одобрено этическим
комитетом “НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина”
Минздрава России. Все образцы получены от па-
циентов, которые дали письменное информиро-
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STRUCTURAL FEATURES AND EXPRESSION 
OF NPM AND NCL IN CUTANEUS MELANOMA

D. A. Ponkratova1 and A. A. Lushnikova1, *
1Blokhin National Medical Research Centre of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation,

Moscow, 115478 Russia
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Malignant cutaneus melanoma is the most aggressive cancer characterized by high metastatic activity and un-
favorable prognosis due to high incidence of relapses, as well as resistance to standard chemotherapy. Cutane-
us melanoma accounts for 80% of deaths from malignant skin tumors. A promising targets for the molecular
therapy of melanoma are nucleolin/C23 and nucleophosmin/B23, which together account for about 70% of
the nucleolus volume. These proteins perform many important functions in the cell, and disruption of the
structure of the NCL and/or NPM genes and the expression of the C23 and B23 proteins encoded by them
can lead to unlimited cell proliferation and tumor progression. Therefore, the study of the structure and ex-
pression of the genes encoding these proteins is an urgent problem. Its solution is important for understanding
the mechanisms of carcinogenesis of cutaneus melanoma and for the development of new therapeutic ap-
proaches. The paper describes the novel polymorphisms for NCL and NPM genes, C23 and B23 expression
levels in normal tissues, cutaneous melanoma and melanoma mucous.

Keywords: cutaneus melanoma, mucosal melanoma, nucleophosmin, B23, NPM, nucleolin, C23, NCL, gene
polymorphism, gene expression, carcinogenesis
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