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Изучено участие актинсвязывающих белков профилина, фасцина и эзрина в метастазировании не-
мелкоклеточного рака легкого. В парных образцах опухолевой и прилежащей гистологически неиз-
мененной ткани легкого, полученных от 46 больных, методами ПЦР в реальном времени и Вестерн-
блотинга определены уровни мРНК PFN1, FSCN1 и EZR и соответствующих белков. Выявлено
увеличение уровня экспрессии мРНК профилина, фасцина и эзрина при повышении содержания
профилина и фасцина у больных с лимфогенными метастазами. При развитии отдаленных метаста-
зов наблюдается повышение и уровня экспрессии мРНК, и содержания изучаемых белков. Предпо-
лагается, что эти молекулы могут служить дополнительными предикторами течения немелкокле-
точного рака легкого.
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ВВЕДЕНИЕ
Профилин, фасцин и эзрин входят в семейство

актинсвязывающих белков, которое насчитывает
около 100 членов и продолжает пополняться [1].
Эти белки специфически взаимодействуют с G- и
F-актином, они регулируют структуру и динами-
ку актинового цитоскелета, что приводит к акти-
вации клеточной подвижности ‒ нормального
физиологического процесса, характерного для
различных клеток, включая иммунокомпетент-
ные и эндотелиальные клетки, фибробласты. Из-
вестно также, что клеточная подвижность играет
важную роль в формировании патологических
состояний, в том числе и злокачественных опухо-
лей [2, 3]. Кроме того, актинсвязывающие белки
выполняют и дополнительные функции, связан-
ные с сигнальной трансдукцией и клеточным де-
лением. Интересным представляется одновремен-
ное изучение актинсвязывающих белков разных
функциональных групп, дополняющих работу
друг друга в процессе ремоделирования цитоске-

лета. К таким белкам относятся профилин, фас-
цин и эзрин.

Профилин взаимодействует с молекулами, ини-
циирующими полимеризацию актина, он вовлечен
в каскад Rho/ROCK, регулирующий подвижность
актинового цитоскелета [4]. Профилин участвует в
выполнении многих важных функций, включая
пролиферацию, выживаемость, эндоцитоз, сплай-
синг мРНК и транскрипцию. Профилин может вза-
имодействовать с фактором роста сосудистого эн-
дотелия (VEGF), что предполагает возможность его
участия в ангиогенезе и опухолевом росте [5]. Одна-
ко роль профилина в канцерогенезе неоднозначна.
Высокий уровень профилина может быть связан
как с подавлением роста и метастазирования рака
поджелудочной железы и печени [6, 7], так и с
прогрессией почечноклеточного рака и плоско-
клеточного рака гортани [8, 9].

Эзрин (цитовиллин, белок р81) входит в се-
мейство эзрин–радиксин–моезин (ЭРМ), пред-
ставители которого функционируют как линкеры

Сокращения: НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого.
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между белками плазматической мембраны и ак-
тиновым цитоскелетом. Эзрин участвует в экс-
прессии мембранных белков на клеточной по-
верхности, мембранном транспорте и эндоцитозе
[10], а также способствует метастазированию опу-
холей. Однако молекулярные механизмы дей-
ствия эзрина до сих пор не изучены. Так, извест-
но, что содержание эзрина повышается в ткани
рака языка, поэтому этот белок рассматривается в
качестве терапевтической мишени при этом виде
рака [11]. На клеточных культурах рака прямой
кишки показано участие эзрина в некоторых пу-
тях передачи сигнала [12, 13].

Еще один актинсвязывающий белок – фас-
цин, облегчает формирование пучков и ветвление
F-актина [14]. Фасцин способствует нарушению
межклеточных контактов и выходу опухолевых
клеток во внеклеточный матрикс [15]. Уровень
фасцина повышен в опухолях легкого [16], желудка
[17], яичников [18]. В эксперименте на мышах пока-
зано, что ингибируя функцию фасцина, можно
снизить миграцию опухолевых клеток и метастази-
рование [19]. Повышенный уровень фасцина рас-
сматривается как возможный диагностический
маркер тройного негативного рака молочной желе-
зы [20].

В настоящее время предпринимаются много-
численные попытки использования актинсвязы-
вающих белков как прогностических маркеров
онкологических заболеваний. Особенно актуаль-
но это для немелкоклеточного рака легкого
(НМРЛ), одного из агрессивных типов рака. Пя-
тилетняя выживаемость больных НМРЛ не пре-
вышает 55%, а наиболее частой причиной смерти
оперированных больных являются гематогенные

метастазы (60‒70%) [21]. Таким образом, изуче-
ние актинсвязывающих белков разной функцио-
нальной направленности позволит выявить но-
вые механизмы, способствующие прогрессии ра-
ка легкого.

Цель нашей работы состояла в определении
содержания актинсвязывающих белков (профи-
лина, фасцина и эзрина) и экспрессии соответ-
ствующих мРНК в ткани опухоли при прогрессии
НМРЛ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В исследование вошли 46 пациентов с морфоло-
гически верифицированным диагнозом НМРЛ, не
получавших неоадъювантную химиотерапию. Ана-
лизировали ткань первичной опухоли и прилежа-
щей к опухоли неизмененной ткани легкого. Весь
материал проходил гистологическую верификацию
и был охарактеризован в соответствии с TNM-клас-
сификацией седьмого пересмотра (версия 2009 го-
да). Клинические характеристики образцов пред-
ставлены в табл. 1. Образцы тканей замораживали в
жидком азоте и хранили при –80°С (образцы, пред-
назначенные для выделения нуклеиновых кислот,
хранили в RNAlater (“Thermo Fisher Scientific”,
США)). Определяли уровень экспрессии мРНК и
содержание профилина, фасцина и эзрина в об-
разцах.

Получение осветленных гомогенатов. Заморо-
женную ткань (100 мг) гомогенизировали в уль-
тразвуковом гомогенизаторе SONOPULS mini20
(“Bandelin”, ФРГ) в 300 мкл 50 мМ Трис-HCl-бу-
фера (pH 7.5), содержащего 2 мМ АТР, 5 мМ хло-
рид магния, 1 мМ дитиотреитол, 1 мМ EDТА и

Таблица 1. Клинические характеристики образцов немелкоклеточного рака легкого

Клинико-патологический параметр Показатель Число случаев (%)

Возраст

50–59 лет 14 (30.4)

60–69 лет 30 (65.2)

70‒79 лет 2 (4.4)

Пол
Мужчины 33 (72.0)

Женщины 13 (28.0)

Размер опухоли (Т)
T2N0‒2M0 26 (56.5)

T3N0‒2M0 20 (43.5)

Лимфогенные метастазы (N)
T2‒3N0M0 15 (32.6)

T2‒3N1‒2M0 31 (67.4)

Гематогенные метастазы в отдаленные сроки
Есть 13 (28.3)

Нет 33 (71.7)

Гистологический тип опухоли
Плоскоклеточный 17 (37.0)

Аденокарцинома 29 (63.0)
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100 мМ хлорид натрия. Гомогенат центрифугиро-
вали в течение 60 мин при 10000 g и 4°С. Содержа-
ние суммарного белка в надосадочной жидкости
(осветленный гомогенат) определяли по методу
Лоури [22].

Определение содержания актинсвязывающих
белков. Уровень профилина, фасцина и эзрина
оценивали методом Вестерн-блотинга. Образцы,
содержащие по 20 мкг суммарного белка, разде-
ляли с помощью электрофореза в вертикальном
10%-ном денатурирующем полиакриламидном ге-
ле в Трис-глициновом буфере при 200 В и 400 мА, а
затем переносили на PVDF-мембрану (“Milli-
pore”, США) в Трис-глициновом буфере, содер-
жащем 10% этанола, при 100 В и 350 мА, в течение
1 ч. Продукцию белков анализировали с помо-
щью первичных антител к профилину, фасцину,
эзрину и β-актину (“Cell Signaling Technology”,
США). В качестве вторичных антител использо-
вали конъюгированные с пероксидазой хрена ан-
титела козы против иммуноглобулинов мыши и
антитела лошади против иммуноглобулинов кро-
лика (“Cell Signaling Technology”). Для связыва-
ния антител и промывки мембран использовали
полуавтоматизированный прибор iBind Western
System (“Thermo Fisher Scientifiс”). Затем мем-
брану обрабатывали с помощью системы хеми-
люминесцентной детекции ECL (“GE Healthcare”,
Великобритания). Иммунодетекцию проводили с
помощью гель-документирующей системы Chemi-
Doc Touch Imaging System (“Bio-Rad”, США). Ин-
тенсивность полос оценивали с помощью ком-
пьютерной программы “Image Lab”. Данные нор-
мировали по β-актину. Результаты выражали как
соотношение содержания изучаемого белка в
опухоли и неизмененной ткани.

Выделение мРНК и получение кДНК. РНК вы-
деляли с использованием набора diaGene (“Qia-
gen”, США) согласно рекомендациям производи-
теля. Концентрацию и чистоту РНК оценивали
спектрофотометрически (NanoDrop-2000, “Ther-
mo Fisher Scientific”). Концентрация РНК соста-
вила от 80 до 250 нг/мкл, А260/А280 = 1.95‒2.05;
А260/А230 = 1.90‒2.31. кДНК получали с помощью
набора РеалБест Мастер микс ОТ (“Вектор-
Бест”, Новосибирск). Реакцию проводили в тече-
ние 30 мин при 42оС, затем инактивировали об-
ратную транскриптазу при 95оС в течение 2 мин.
Реакционную смесь, содержащую кДНК (3 мкл),
сразу использовали в качестве матрицы для поли-
меразной цепной реакции (ПЦР).

Проведение ПЦР в реальном времени. Количе-
ственную ПЦР в режиме реального времени про-
водили на амплификаторе Rotor-Gene 6000
(“Corbett Research”, Австралия). Смесь для ПЦР
(“Биолабмикс”, Новосибирск) имела конечный
объем 25 мкл и содержала: БиоМастер HS-qPCR
(100 мМ Трис-HCl ( рН 8.5), 100 мМ КCl, 0.4 мМ

dNTP, 3 мМ MgCl2, 0.06 ед. акт./мкл Taq-ДНК-
полимеразы, 0.025% Tween-20, стабилизаторы
HS-Taq-ДНК-полимеразы, SYBR Green 1 и
инертный краситель) 12.5 мкл, по 1 мкл прямо-
го и обратного праймеров, 3 мкл кДНК-матрицы
(≈20 нг/мкл) и 7.5 мкл деионизованной воды. В
качестве контрольного гена использовали ген
GAPDH (глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогена-
за). Уровень экспрессии каждого целевого гена
нормировали по экспрессии гена GAPDH по ме-
тоду Pfaffl [23]. Использовали следующий прото-
кол ПЦР: предварительный прогрев при 95°С в
течение 6 мин; затем 40 основных циклов ‒ дена-
турация при 95°С, 10 с; отжиг и элонгация ‒ 62°С,
35 с. Результаты выражали в условных единицах
относительно экспрессии целевого гена в неиз-
мененных тканях. Праймеры подбирали с помо-
щью программы Vector NTI Advance 11.5 и базы
данных NCBI:

PFN1 (F: 5′-TGGAGCAAACCCTACCCTT-3′;
R: 5′-AGCCCAGACACCGAACTTT-3′);

FSCN1 (F: 5′-TCAGAGCTCTTCCTCATGAA-
GCT-3′; R: 5′-GTCCAGTATTTGCCTGTGGA-
GTC-3′);

EZR (F: 5′-CTTGATGTGATGTGGCAGGA-3′;
R: 5′-GGAATGAGTGGGCGGAA-3′);

GAPDH (F: 5′-GGAAGTCAGGTGGAGCGA-3′;
R: 5′-GCAACAATATCCACTTTACCAGA-3′).

Специфичность реакции для каждого образца
и каждого гена контролировали после каждой
ПЦР при помощи автоматического электрофоре-
за на приборе 2200 TapeStation (“Agilent Technolo-
gies”, США) и набора R6K ScreenTape (“Agilent
Technologies”). Использовали также отрицатель-
ный контроль: без матрицы + смесь для ПЦР +
+ праймеры; матрица + смесь для ПЦР без прай-
меров; РНК + ПЦР-смесь + праймеры. Качество
РНК оценивали с помощью показателя RIN
(RNA Integrity Number), варьирующего в исследо-
ванных образцах от четырех до шести. Эффектив-
ность реакции со всеми праймерами варьировала
от 1.8 до 1.9.

Статистическая обработка. Данные обрабатыва-
ли с использованием компьютерной программы
“IBM SPSS Statistics 20”. Значимость различий оце-
нивали с помощью критерия Манна‒Уитни. Зна-
чимость показателей в развитии гематогенных ме-
тастазов проверяли с помощью ROC-анализа. Раз-
личия считали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На первом этапе работы определен уровень экс-

прессии мРНК и содержание профилина, фасцина
и эзрина в ткани НМРЛ и в неизмененной ткани
легкого. Оказалось, что экспрессия мРНК и содер-
жание профилина, фасцина и эзрина в опухоли
были значимо выше, чем в неизмененных тканях
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Рис. 1. Экспрессия мРНК (а) и содержание (б) профилина (PFN1), фасцина (FSCN1) и эзрина (EZR) в ткани первич-
ной опухоли по сравнению с неизмененной тканью.
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Рис. 2. Относительный уровень мРНК (а) и содержание (б) профилина (PFN1), фасцина (FSCN1) и эзрина (EZR) в
ткани первичной опухоли в зависимости от присутствия лимфогенных метастазов.
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легкого. Повышение уровня мРНК фасцина вы-
явлено в 80% образцов НМРЛ, тогда как экспрес-
сия мРНК профилина и фасцина была повышена
в образцах НМРЛ, полученных от 60‒61% паци-
ентов (рис. 1а). Увеличение содержания белко-
вых продуктов изучаемых генов в опухоли по
сравнению с неизмененной тканью подтвержде-
но методом Вестерн-блотинга (рис. 1б).

Исходя из предположения, что актинсвязыва-
ющие белки могут регулировать подвижность
опухолевых клеток и, следовательно, участвовать
в метастазировании, сначала оценили экспрес-
сию мРНК и содержание профилина, фасцина и
эзрина в ткани первичной опухоли при лимфо-
генном метастазировании НМРЛ. Обнаружено
значимое повышение уровня мРНК генов PFN1,
FSCN1 и EZR в 1.8, 2.3 и 4.5 раза соответственно в
опухолях с поражением лимфатических узлов

(Т2-3N1-2M0) по сравнению с опухолями без лим-
фогенных метастазов (Т2-3N0M0) (рис. 2а). При этом
содержание профилина и фасцина также увеличи-
валось примерно в 2 раза, в то время как уровень
эзрина оставался неизменным (рис. 2б, рис. 3а).

Далее мы оценили содержание и уровень мРНК
актинсвязывающих белков при гематогенном ме-
тастазировании опухолей. Отмечено увеличение
как содержания белков, так и экспрессии соот-
ветствующих мРНК в ткани первичной опухоли
при удаленном метастазировании. Так, в ткани
первичной опухоли пациентов, у которых в тече-
ние 2 лет после операции развились отдаленные
метастазы, наблюдалось увеличение в 4.7 раза со-
держания профилина при росте экспрессии его
мРНК в 3.3 раза. Содержание фасцина выросло в
3.8 раза при увеличении уровня его мРНК в 3.3 раза.
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Содержание эзрина и относительная экспрессия
его мРНК увеличились в 4.5 раза по сравнению с
пациентами без гематогенных метастазов. (рис. 3б,
рис. 4б).

Значимость вклада данных белков и их мРНК в
гематогенное метастазирование НМРЛ подтвер-
ждено с использованием ROC-анализа (табл. 2).
Выявлена достаточно сильная связь всех перемен-
ных с развитием отдаленных метастазов (AUC >
> 0.70, р < 0.05). Наибольшее влияние на развитие
отдаленных метастазов при НМРЛ оказывал фас-
цин: как содержание этого белка, так и уровень
его мРНК вносят наибольший вклад в гематоген-
ное метастазирование (AUC = 0.89, р < 0.001 и
AUC = 0.90, р < 0.001 соответственно). Чувстви-
тельность и специфичность использованных по-
казателей также были достаточно высокими (бо-
лее 80%).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поиск информативных маркеров раннего вы-
явления прогрессии НМРЛ – важная задача моле-
кулярной онкологии. Изучено большое количе-
ство белков, в том числе и актинсвязывающих, по-
тенциально ассоциированных с прогрессией рака
легкого. В качестве возможного прогностического
маркера НМРЛ ранее рассматривали достаточно
хорошо изученный белок фасцин [16, 24]. На кле-
точных культурах рака легкого показана значи-
мость уровня профилина для метастатического
роста опухолей [25]. Опубликованы данные о
корреляции уровня фосфорилированной формы
эзрина с выживаемостью больных НМРЛ. Повы-
шенная продукция этого белка на ранней стадии
опухолевого процесса связана с низкой выживае-
мостью пациентов [26].

Нами одновременно определено содержание
актинсвязывающих белков профилина, фасцина

Рис. 3. Вестерн-блот-анализ продукции профилина, фасцина и эзрина в ткани первичной опухоли в зависимости от
наличия лимфогенных (а) и гематогенных (б) метастазов.
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Рис. 4. Относительные экспрессия мРНК (а) и содержание (б) профилина (PFN1), фасцина (FSCN1) и эзрина (EZR)
в ткани первичной опухоли в зависимости от наличия гематогенных метастазов.
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и эзрина и уровня экспрессия соответствующих
мРНК в ткани НМРЛ, оценена их связь с лимфо-
генным и гематогенным метастазированием опу-
холей.

Наблюдаемое нами повышение уровня экспрес-
сии мРНК и содержания соответствующих актинс-
вязывающих белков при прогрессии НМРЛ согла-
суется с опубликованными данными [27, 28]. Рас-
пространение клеток НМРЛ на регионарные
лимфоузлы ассоциировано с высоким уровнем
мРНК генов PFN1, FSCN1 и EZR на фоне высокого
содержания белков профилина и фасцина, при
этом содержание эзрина значимо не изменяется.
По-видимому, в опухолевой клетке включаются
механизмы, связанные с нарушением трансляции
и посттрансляционной модификации эзрина, что
приводит к снижению содержания этого белка.
Например, на клеточных линиях остеосаркомы
показано, что уровень эзрина может регулиро-
ваться микроРНК-96 с помощью РНК-интерфе-
ренции [29]. Кроме того, эзрин, как и другие кле-
точные белки, может подвергаться деградации
ферментами, входящими в состав системы кон-
троля качества клеточного протеома [30–32].

Повышение и уровня экспрессии мРНК, и со-
держания профилина, фасцина и эзрина наблю-
дается при развитии отдаленных метастазов
НМРЛ. Известно, что морфологические измене-
ния злокачественных опухолей повышают ми-
грационную способность опухолевых клеток и
приводят к инвазии и метастазированию [1]. Ло-
гично, что гематогенное метастазирование зло-
качественных опухолей сопровождается значи-
мыми изменениями в содержании и уровне экс-
прессии мРНК актинсвязывающих белков.

Стоит отметить, что с помощью ROC-анализа
выявлена достаточно сильная связь между содер-
жанием профилина, фасцина и эзрина и уровнем
экспрессии их мРНК в опухолевой ткани и разви-
тием отдаленных метастазов. Эти результаты ука-
зывают на возможность использования данных
молекул в качестве предикторов течения НМРЛ.
Нужно отметить, что фасцин уже предлагали в ка-
честве прогностического маркера НМРЛ, причем

можно использовать как экспрессию его мРНК
[33], так и содержание самого белка, определенное
с помощью иммуноферментного анализа [24].

Таким образом, нами изучено соотношение
между экспрессией генов, кодирующих актинс-
вязывающие белки, и содержанием их белковых
продуктов при лимфогенном и гематогенном
метастазировании НМРЛ. Можно предполо-
жить, что изменение уровней мРНК и содержа-
ния актинсвязывающих белков профилина,
фасцина и эзрина в определенной степени ха-
рактеризуют особенности функционирования
опухолевых клеток при раке легкого и указыва-
ют на их роль в метастазировании. Кроме того,
полученные нами результаты обосновывают воз-
можность использования актинсвязывающих бел-
ков профилина, фасцина и эзрина как прогности-
ческих маркеров НМРЛ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний и администрации Томской области в рамках
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охране здоровья граждан” (Указ Президента 39
РФ от 24.12.93 № 2288). Получено разрешение
Этических комитетов Томского национального
исследовательского медицинского центра РАН и
Томского областного онкологического диспансера
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INCREASE IN mRNA AND PROTEIN LEVEL OF GENES ENCODING 
PROFILIN, FASCIN AND EZRIN PROMOTES METASTASIS

OF NON-SMALL CELL LUNG CANCER
E. S. Kolegova1, *, G. V. Kakurina1, D. N. Kostromitskiy2, A. Yu. Dobrodeev1, and I. V. Kondakova1

1Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634009 Russia
2Tomsk Regional Oncology Center, Tomsk, 634009 Russia

*e-mail: elenakolegowa@mail.ru

Here we show the involvement of the actin-binding proteins profilin, fascin and ezrin in metastasis of non-
small cell lung cancer. The levels of PFN, FSCN and EZR mRNA and respective proteins were determined
by real-time PCR and Western blot analysis in samples of tumor and adjacent normal lung tissue obtained
from 46 non-small cell lung cancer (NSCLC) patients. In patients with lymphogenous route of metastasizing,
an increase in the expression levels of mRNA of profilin, fascin and ezrin, as well as with an increase in the
profilin and fascin protein levels were detected. An increase in both the level of mRNA expression and the
level of the studied proteins was observed in distant metastasis. These molecules may serve as predictors for
the prognosis of NSCLC.

Keywords: actin-binding proteins, profilin, fascin, ezrin, metastasis, non-small cell lung cancer
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