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Определение спектра маркеров, ассоциированных с индивидуальными параметрами опухолевой прогрессии, –
одно из приоритетных направлений молекулярной онкологии. Изучены изменения продукции некоторых бел7
ков, вовлеченных в Ras7Ral7ассоциированную передачу внутриклеточных сигналов (Arf6, RalA и BIRC5), при
немелкоклеточном раке легкого. Методом Вестерн7блотинга проанализирована продукция перечисленных
белков в 53 образцах немелкоклеточного рака легкого различного генеза. Показано, что в 55% образцов немел7
коклеточного рака легкого уровень белка Arf6 выше, чем в условно нормальной ткани, причем при плоскокле7
точном раке легкого такое увеличение встречается чаще. В 64% образцов немелкоклеточного рака легкого, не7
зависимо от их морфологической структуры, продукция белка RalA снижена по сравнению с условно нормаль7
ной тканью. Обнаружена связь между снижением уровня белка RalA и отсутствием регионарных метастазов
при плоскоклеточном раке легкого. Продукция белка BIRC5 увеличивалась в 76% образцов плоскоклеточного
рака легкого, что в 1.3 раза чаще, чем в аденокарциномах, в которых повышение уровня этого белка отмечено
в 63% образцов. Обнаружено статистически значимое снижение уровня белка RalA (p = 0.015) и повышение
уровня белка Arf6 (p = 0.049) в группах так называемых “малых раков” (T1–2N0M0 и Т1–2N1–2M0 ) плоскокле7
точного рака легкого по сравнению с образцами условно нормальной легочной ткани.

Ключевые слова: плоскоклеточный рак легкого, немелкоклеточный рак легкого, аденокарцинома, RalA,
Arf6, BIRC5, сурвивин.

Arf6, RalA AND BIRC5 PROTEIN EXPRESSION IN NON SMALL CELL LUNG CANCER, by A. V. Knizhnik1,
O. V. Kovaleva1, K. K. Laktionov2, V. V. Mochalnikova2, A. V. Komelkov1, E. M. Tchevkina1, I. B. Zborovskaya1*
(1Institute of Carcinogenesis, Blokhin Cancer Research Center, Russian Academy of Medical Science, Moscow,
115478 Russia; *e7mail: camel@crc.umos.ru; 2Blokhin Cancer Research Center, Russian Academy of Medical Sci7
ences, Moscow, 115478 Russia). Evaluation of tumor markers expression pattern which determines individual pro7
gression parameters is one of the major topics in molecular oncopathology research. This work presents research on
expression analysis of several Ras7Ral associated signal transduction pathway proteins (Arf6, RalA and BIRC5) in ac7
cordance with clinical criteria in non small cell lung cancer patients. Using Western7blot analysis and RT7PCR Arf6,
RalA and BIRC5 expression has been analyzed in parallel in 53 non small cell lung cancer samples of different origin.
Arf6 protein expression was elevated in 55% non small cell lung cancer tumor samples in comparison with normal tis7
sue. In the group of squamous cell lung cancer Arf6 expression elevation was observed more often. RalA protein ex7
pression was decreased in comparison to normal tissue samples in 64% of non small cell lung cancer regardless to mor7
phological structure. Correlation between RalA protein expression decrease and absence of regional metastases was
revealed for squamous cell lung cancer. BIRC5 protein expression in tumor samples versus corresponding normal tis7
sue was 1.3 times more often elevated in the squamous cell lung cancer group (in 76% tumor samples). At the same
time elevation of BIRC5 expression was fixed only in 63% of adenocarcinoma tumor samples. A statistically significant
decrease (p = 0.0158) of RalA protein expression and increase (p = 0.0498) of Arf6 protein expression in comparison
with normal tissue was found for T1–2N0M0 and Т1–2N1–2M0 groups of squamous cell lung cancer correspondingly.
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RalA и Arf6 входят в разные подсемейства малых
GTPаз Ras. Малые GTPазы – это белки, активные в
составе комплекса с GTP и неактивные в комплексе
с GDP. Для активации и инактивации малых GTPаз
необходимы белки GEF (GTPase Exchange Factors) и
GAP (GTPase activating proteins) соответственно.

Белки Ral выполняют множество функций в
клетках млекопитающих: регулируют мембранный
транспорт, апоптоз, транскрипцию, миграцию и
пролиферацию клеток, а также влияют на процессы
онкогенеза [1]. Белок Аrf6 участвует в регуляции
ключевых процессов, а именно в миграции, цитоки�
незе и эндоцитозе, а также в опухолевой трансфор�
мации клеток [2]. Одна из особенностей белков
Arf состоит в присутствии на N�конце молекулы
амфифильной спирали, ко второму остатку гли�
цина которой присоединена миристильная груп�
па [3]. Эта модификация важна для связывания
Arf6 с мембранами, регуляции процессов эндоци�
тоза, взаимодействия с белками GEF и, возмож�
но, с одним из основных эффекторов Arf6 – фос�
фолипазой D (PLD) [4–6]. PLD катализирует гид�
ролиз фосфатидилхолина до фосфатидной кислоты
и холина – важнейших вторых посредников. PLD
участвует, в основном, в процессах секреции, реор�
ганизации актина, а также в прикреплении и мигра�
ции клеток. Arf6 и RalA колокализуются в клетке в
специфических мембранных доменах, так называе�
мых липидных рафтах, где проявляет основную ак�
тивность и PLD. Для активации PLD в ответ на раз�
личные факторы роста и сигнальные молекулы
(фактор роста эпидермиса (EGF), фактор роста
тромбоцитов (PDGF), Src, Н�Ras, Raf и инсулин)
необходима комбинация активированных RalA и
Arf6 [7]. Следует отметить, что упомянутые сигналь�
ные молекулы играют ключевые роли в процессах,
ассоциированных со злокачественной трансформа�
цией клеток.

Существует модель опосредованной Ras актива�
ции PLD, согласно которой митогенные сигналы от
Н�Ras стимулируют два параллельных пути, приво�
дящих к активации белков RalA и Arf6 с помощью
GEF. RalA рекрутирует Arf6 в комплекс RalA�PLD
[8]. Кроме того, активность PLD повышена в кле�
точных линиях с мутациями в генах H�Ras и K�Ras,
характерными для многих злокачественных новооб�
разований человека, в том числе и рака легкого (РЛ)
[9]. В первичных опухолях некоторых типов, напри�
мер при раке молочной железы и почек человека,
также повышена активность PLD [10, 11]. Одним из
эффектов активации PLD может быть стимуляция
антиапоптотической киназы mTOR (mammalian tar�
get of rapamycin). При гипоксии и недостатке пита�
тельных веществ наблюдается подавление активно�
сти киназы mTOR, что приводит к апоптозу. Показа�
но, что в некоторых линиях клеток рака молочной
железы mTOR активируется преимущественно с
участием PLD [12]. Активация mTOR может приво�
дить к повышению уровня белка BIRC5 (Baculoviral

IAP repeat, сурвивин) [13], который входит в семей�
ство ингибиторов апоптоза (IAP). Характер экспрес�
сии гена BIRC5 достаточно специфичен. Сурвивин
активно синтезируется во время эмбриогенеза,
практически не обнаруживается в дифференциро�
ванных клетках взрослого организма, однако при
злокачественной трансформации клеток его синтез
восстанавливается [14]. В связи с этим предприни�
мались многочисленные попытки использовать
сурвивин в качестве маркера развития и/или про�
гноза онкологических заболеваний. Особенно это
актуально в отношении РЛ, как одной из самых не�
благоприятно протекающих онкопатологий [15, 16].
В 2010 году опубликованы результаты исследова�
ний, свидетельствующие в пользу непосредственно�
го участия сурвивина не только в программируемой
клеточной гибели, но и в регуляции процессов мета�
стазирования [17]. В экспериментальных системах
in vivo показано, что в регуляции процессов метаста�
зирования может принимать участие и RalA [18–20].
Следует отметить отсутствие данных о возможной
взаимной регуляции малых GTPаз RalА и Arf6 и сур�
вивина. Несмотря на то, что на клеточных культурах
можно изучать механизмы опухолевой прогрессии,
огромный интерес представляют данные, получен�
ные в результате изучения первичных опухолей че�
ловека, так как они могут определять тактику поиска
маркеров и их использования для мониторинга и
оценки эффективности лечения.

Цель нашей работы – сравнительный анализ воз�
можных изменений уровня продукции белков Arf6,
RalA и основной изоформы сурвивина в образцах
первичных опухолей немелкоклеточного рака лег�
кого (НМРЛ), а также поиск взаимозависимых из�
менений продукции этих белков как возможных
участников единого потенциального сигнального
пути, играющего немаловажную роль в прогрессии
и течении НМРЛ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы тканей двух основных гистологических
типов НМРЛ – плоскоклеточного рака (ПКРЛ) и
аденокарциномы (АК), и прилегающих к опухолям
морфологически нормальных тканей, так называе�
мых условных норм, получены от больных, опери�
рованных в 2005–2008 гг. по поводу РЛ в НИИ КО
РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН. Весь материал про�
ходил двойную гистологическую верификацию со�
гласно последней классификации ВОЗ (Histological
Typing of Lung and Pleural Tumors третьего пересмот�
ра, IARC Prеss, Lion, 2004) в отделе патологической
анатомии опухолей человека НИИ КО ГУ РОНЦ
им. Н.Н. Блохина РАМН и охарактеризован в соот�
ветствии с TNM�классификацией шестого пере�
смотра (версия 2003 г.). Образцы тканей заморажи�
вали и хранили в жидком азоте до использования
для выделения нуклеиновых кислот и приготовле�
ния белковых лизатов. В анализ брали только те об�
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разцы, в которых по данным гистологического ис�
следования опухолевые клетки составляли не менее
75%. Как правило, в используемых образцах опухо�
левые клетки составляли 90–100%. В работе приве�
дены результаты анализа 53 образцов НМРЛ, кли�
нические характеристики которых представлены в
табл. 1.

Выделение РНК из тканей легкого. Суммарную
РНК из замороженных в жидком азоте измельчен�
ных образцов нормальных и опухолевых тканей лег�
кого выделяли с использованием реактива TRIzol
(“Life Technologies, Inc.”) согласно рекомендациям
фирмы�производителя.

Образец ткани ресуспендировали в 1 мл реактива
TRIzol. К суспензии добавляли 200 мкл хлороформа,
затем центрифугировали (10 мин, 12000 об/мин при
4°C). Верхнюю фазу осаждали равным объемом изо�
пропилового спирта с последующим центрифугиро�
ванием (15 мин, 12000 об/мин при 4°C). Осадок
РНК промывали 1 мл 70%�ного этилового спирта,
подсушивали и растворяли в 100 мкл обработанной
диэтилпирокарбонатом воды. Концентрацию и
качество РНК определяли на спектрофотометре
NanoDrop ND�1000 (“NanoDrop Technologies Inc.”).
Соотношение A260/А280 в образцах РНК было не ме�
нее 1.8–2.0.

Получение кДНК. Для получения одноцепочеч�
ных кДНК брали 2 мкг суммарной РНК, предвари�
тельно обработанной ДНКазой I (“Fermentas”, Лит�
ва, 1 ед. на 1 мкг РНК). Реакцию обратной тран�
скрипции проводили по стандартной методике в
объеме 50 мкл; реакционная смесь содержала 2 мкг
суммарной РНК, 80 пМ олиго�dT18�праймера
(“Синтол”, Россия), по 400 мкМ каждого нуклеоти�
да, буфер для обратной транскриптазы, 250 ед. инги�
битора нуклеаз и 200 ед. обратной транскриптазы
MMuLV (“Fermentas”). Реакцию проводили при
42°C в течение 60 мин.

OT7ПЦР. Матрицей для ПЦР служила кДНК из
опухолевых и условно нормальных тканей. Реакци�
онная смесь включала 5'� и 3'�праймеры (по 10 пМ),
амплификационный буфер (“Силекс”), 1–2 ед. Taq�
ДНК�полимеразы (“СибЭнзим”, Россия). Прово�
дили от 25 до 32 циклов ПЦР. Использовали прайме�
ры Arf6 f (5'�GGAAACTTGAAACCCTCATG�3'), Arf6
r (5'�ACATCTCACCTGCAACATTC�3'), GAPDH
f (5'�TGCACCACCAACTGCTTAG�3'), GAPDH
r (5'�CTGTTGCTGTAGCCAAATTC�3'), Survivin
f (5'�GCATGGGTGCCCCGACGTTG�3'), Survivin
r (5'�GCTCCGGCCAGAGGCCTCAA�3') и следую�
щую программу ПЦР: 95°С – 1 мин; 95°С – 30 с;
56°С – 30 с; 72°С – 30 с; 72°С – 2 мин. Продукты
ПЦР анализировали в 1.5%�ном агарозном�TBE�ге�
ле, гель фотографировали с помощью системы де�
текции и анализа изображений Kodak GelLogic
2200 Imaging system с последующей обработкой
изображений в программе Kodak Molecular Imaging
Software SE ver.5.0.1.27.

Вестерн7блот7гибридизация. Для получения бел�
кового лизата аликвоты тех же образцов условно
нормальных и опухолевых тканей легкого, заморо�
женные в жидком азоте, гомогенизировали в лизи�
рующем буфере (100 мM NaCl, 10 мM Tрис�HCl, pH
7.8, 10 мM EDTA, 1% Tритона X�100, 10% глицери�
на, 0.1% додецилсульфата натрия (SDS), 0.5% дезок�
сихолата натрия, 0.05 мM ортованадат натрия,
10 мM фторид натрия, ингибиторы протеаз) и инку�
бировали в течение 16 ч при 4°C и постоянном пере�
мешивании. После центрифугирования лизатов
(20 мин, 12000 об/мин при 4°C) в надосадочной
жидкости определяли концентрацию белков мето�
дом Брэдфорд (“Bio�Rad Laboratories GmbH”) со�
гласно рекомендациям производителя.

Образцы, содержащие по 20 мкг суммарного бел�
ка, разделяли в вертикальном 12%�ном денатуриру�
ющем полиакриламидном геле в Трис�глициновом
буфере при 100 В и 30 мА, а затем переносили на
PVDF�мембрану (“Millipore”) в Трис�глициновом
буфере, содержащем 20%�ный этанол, при 100 В и
250 мА в течение 1 ч. Качество переноса проверяли,
окрашивая мембраны красителем Ponceau S (“Sig�
ma”). Мембрану инкубировали в блокирующем рас�
творе (5% обезжиренного молока, 0.1% Tween�20
(“Serva”) в буфере TBS) в течение 1 ч при комнатной
температуре. Продукцию белков анализировали с
помощью антител к Arf6 (“Sigma”, A5230), сурвиви�
ну (“Abcam”, ab24479), β�актину (“Abcam”, ab8227).
В качестве вторых антител использовали козьи ан�
ти�мышиные и козьи анти�кроличьи антитела
(“Upstate”, Сell Signaling), коньюгированные c пе�
роксидазой хрена.

После стандартной отмывки белки проявляли с
помощью реагента для хемилюминесцентной реак�
ции ECL (“Millipore”) и фотографировали изобра�
жение с помощью системы детекции и анализа
изображений Kodak GelLogic 2200 Imaging system с

Таблица 1.  Клинические характеристики образцов
немелкоклеточного рака легкого

Показатель АК ПКРЛ Всего

Стадия заболевания I–II 13 15 28

III–IV 11 14 25

Дифференцировка опу�
холевых клеток

в/д 1 1 2

у/д 15 21 36

н/д 8 7 15

Метастазы в регионарные 
лимфоузлы

N0 10 11 21

N+ 14 18 32

Всего 24 29 53

Примечание. в/д – высоко дифференцированная опухоль; у/д –
умеренно дифференцированная опухоль; N0 – отсутствие мета�
статического поражения регионарных лимфоузлов; N+ – мета�
статическое поражение регионарных лимфоузлов.
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последующей обработкой изображений в програм�
ме Kodak Molecular Imaging Software SE ver.5.0.1.27.

Статистическую обработку результатов независи�
мо повторенных дважды опытов проводили с ис�
пользованием программы GraphPad Prizm 5.02
(“GraphPad Software Inc.”). Cтатистическую значи�
мость ассоциации клинических характеристик опу�
холей человека и продукции анализируемых белков
определяли с использованием двухстороннего точ�
ного критерия Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами проанализирована экспрессия мРНК, про�
дукция белков Arf6, сурвивина, а также белка RalA в
53 образцах НМРЛ различного генеза (24 образца
АК и 29 образцов ПКРЛ).

Первоначально в части образцов (20) определили
экспрессию мРНК генов Arf6 и сурвивина (рис. 1).
Снижение уровня мРНК Arf6 обнаружено в подав�
ляющем большинстве образцов опухолей – в 18 из
20 (90%), тогда как во всех образцах НМРЛ, за ис�

ключением одного, мы наблюдали увеличение экс�
прессии мРНК гена BIRC5. Такие изменения харак�
терны и для ПКРЛ, и для АК, т.е. для опухолей раз�
личного гистогенеза.

Полученные результаты свидетельствуют в поль�
зу того, что снижение экспрессии мРНК Arf6 и уве�
личение экспрессии мРНК BIRC5 могут служить
маркерами опухолевой трансформации при НМРЛ.
Изменение уровня экспрессии мРНК некоторых ге�
нов часто говорит о нарушениях, ассоциированных
с опухолевым ростом, однако количество мРНК
этих генов в клетках не всегда однозначно коррели�
рует с количеством белковых продуктов этих генов.
В связи с этим мы анализировали продукцию белков
Arf6, сурвивина, а также белка RalA при НМРЛ.

Несмотря на снижение уровня мРНК Arf6 в 90%
опухолей легкого, продукция белка Arf6 уменьша�
лась только в половине образцов (55%).Так, из 20 об�
разцов, проанализированных предварительно мето�
дом ОТ�ПЦР, в 9 (45%) наблюдалось повышение
продукции белка Arf6, в 8 (40%) содержание этого
белка не изменялось, а в трех (15%) образцах снижа�
лось. Таким образом, изменение экспрессии мРНК
в образцах НМРЛ не коррелировало с изменением
уровня белка Arf6 в тех же самых образцах.

В образцах условно нормальной ткани легкого
белок сурвивин практически отсутствовал, тогда как
в 70% образцов НМРЛ различного генеза мы наблю�
дали значительную продукцию этого белка (рис. 2).
Количество белка RalA снижалось в 64% образцов
НМРЛ по сравнению с условной нормой, причем в
АК это было более заметно.

Мы проанализировали продукцию как каждого
из трех белков по отдельности, так и совместно в
опухолях с определенными клинико�морфологиче�
скими характеристиками.

H O

Arf6

BIRC5

GAPDH

H H H HO O O O

Рис. 1. Анализ экспрессии мРНК Arf6 и BIRC5 в опу�
холевой и нормальной ткани легкого методом ОТ�
ПЦР. Н – условная норма, О – опухолевый образец.

H O H HO O

Arf6

Сурвивин

RalA

β�актин

Аденокарцинома Плоскоклеточный рак

H O H HO O H O

Рис. 2. Анализ продукции белков Arf6, RalA и сурвивина в опухолевой и нормальной ткани легкого методом Вестерн�
блот�гибридизации. Н – условная норма; О – опухолевый образец;  – миристилированная форма Arf6.
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В первую очередь мы оценили продукцию белков
в зависимости от гистологического типа опухоли и
стадии заболевания (табл. 2).

В группе АК уровень белка Arf6 увеличивается в
46% образцов и не изменяется в 38%, в то время как
в группе ПКРЛ увеличение продукции белка Arf6
фиксируется в 1.4 раза чаще (62% случаев). В трети
образцов ПКРЛ количество белка Arf6 было таким
же, как в образцах прилежащей к опухоли нормаль�
ной слизистой бронхов, используемой в качестве
контроля. Кроме того, в некоторых образцах опухо�
левой ткани антитела к Arf6 выявляли дополнитель�
ную “полосу”, которая, вероятно, принадлежит ми�
ристилированной форме данного белка (по данным
Audrey Claing, Университет Монреаля, Монреаль,
Канада) (рис. 2). Эта форма обнаружена в 37% об�
разцов АК и в 57% случаев ПКРЛ.

Повышение уровня сурвивина мы наблюдали в
76% образцов ПКРЛ и только в 63% образцов АК. В
части образцов сурвивин не выявлен ни в опухолях,
ни в условно нормальных тканях (21 и 29% образцов
ПКРЛ и АК соответственно).

В анализируемой выборке снижение уровня бел�
ка RalA в опухолевой ткани по сравнению с услов�
ной нормой, как и отсутствие изменения продукции
RalA, в группах ПКРЛ и АК происходило практиче�
ски в равных пропорциях (62 и 67% в группе ПКРЛ
и 24 и 29% в группе АК (рис. 2, табл. 2).

Как видно из данных, приведенных в табл. 2, не
удалось обнаружить корреляции между продукци�
ей белков Arf6, RalA и сурвивина и стадией заболе�

вания. Это может быть связано с тем, что стадия
лишь частично отражает ход заболевания, посколь�
ку при РЛ прогрессия опухоли не всегда зависит от
стадии, установленной на момент хирургического
вмешательства.

При проведении клинического анализа маркеров
опухолевого роста особое значение имеют корреля�
ции между определенными молекулярными изме�
нениями и степенью дифференцировки опухолевых
клеток, а также метастатическим поражением реги�
онарного лимфоаппарата (N+), особенно в случае
так называемых “малых раков”, когда размер пер�
вичного очага не превышает 2–5 см (Т1–2). 

Поэтому на следующем этапе работы оценивали
продукцию всех представленных белков в НМРЛ
каждого гистологического типа по отдельности в за�
висимости от стадии дифференцировки опухоли и
наличия регионарных метастазов в лимфатические
узлы к моменту оперативного вмешательства. Такое
деление позволяет выявить отдельные закономер�
ности, характерные для двух групп НМРЛ. Получен�
ные результаты представлены в табл. 3 (АК) и табл. 4
(ПКРЛ). Наша выборка содержала всего два образца
высокодифференцированного РЛ (по одному ПКРЛ
и АК), поэтому для удобства эти образцы объедини�
ли с образцами с умеренной дифференцировкой
опухолевых клеток и сходным уровнем продукции
анализируемых белков.

Обнаружено, что в умеренно дифференцирован�
ных АК продукция Arf6 сохраняется чаще (44%),
чем в низкодифференцированных АК (25%). Не�

Таблица 2.  Продукция белков Arf6, RalA и cурвивина в зависимости от гистологического типа немелкоклеточно�
го рака легкого и стадии заболевания

Гистологический 
тип Стадия Arf6, повышение,

29/53 (55%)
RalA, снижение,

34/53 (64%)
Сурвивин, повышение,

37/53 (70%)

АК I–II 11/24 (46%) 6/13 (46%) 16/24 (67%) 8/13 (62%) 15/24 (63%) 8/13 (62%) 

III–IV 5/11 (45%) 8/11 (73%) 7/11 (64%)

ПКРЛ I–II 18/29 (62%) 9/15 (60%) 18/29 (62%) 10/15 (67%) 22/29 (76%) 11/15 (73%)

III–IV 9/14 (64%) 8/14 (57%) 11/14 (79%)

Таблица 3.  Продукция белков Arf6, RalA и сурвивина при аденокарциномах в зависимости от степени дифферен�
цировки опухоли и наличия регионарных метастазов

Клинико�мор�
фологический 

критерий 

Arf6 RalA Сурвивин

+ – = + – = + – =

у/д 7/16 44% 2/16 12% 7/16 44% 1/16 6% 10/16 63% 5/16 31% 10/16 63% 1/16 6% 5/16 31%

н/д 4/8 50% 2/8 25% 2/8 25% – 6/8 75% 2/8 25% 5/8 63% 1/8 12% 2/8 25%

N0 5/10 50% 3/10 30% 2/10 20% – 6/10 60% 4/10 40% 6/10 60% 1/10 10% 3/10 30%

N+ 6/14 43% 1/14 7% 7/14 50% 1/14 7% 10/14 72% 3/14 21% 9/14 64% 1/14 7% 4/14 29%

Примечание. Сокращения, как в табл. 1. “+" – Повышение продукции белка; "–" – снижение продукции белка; "=" –продук�
ция белка не изменена.
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КНИЖНИК и др.

ожиданно для нас тенденция к сохранению продук�
ции Arf6 прослеживается и в образцах АК с метаста�
зами в регионарные лимфоузлы N+ (50%), тогда
как среди опухолей группы N0 таких образцов зна�
чительно меньше (20%). В группе метастазирующих
ПКРЛ такие образцы составляют лишь 25%. Появ�
ление миристилированной формы белка в большей
степени характерно для ПКРЛ, чем для АК (67 и
45% соответственно).

При сравнении продукции RalA в группах ПКРЛ
с или без регионарных метастазов мы не обнаружи�
ли образцов N0, в которых уровень данного белка не
изменялся, тогда как в группе N+ было 39% таких
образцов.

Практически во всех образцах ПКРЛ, получен�
ных от больных без регионарных метастазов, уро�
вень белка RalA (p = 0.01) статистически значимо
снижен по сравнению с группой больных с верифи�
цированными метастазами в лимфоузлы. В случае
АК такой корреляции не выявлено. Напротив, сле�
дует отметить, что в группе АК наблюдается обрат�
ная тенденция, а именно: продукция RalA, как и
Arf6, сохраняется в образцах опухолей без метаста�
зов (40%), в отличие от группы N+ (21%).

Нами выявлено незначительное количество об�
разцов, в которых повышен уровень белка RalA или
снижена продукция сурвивина, причем во всех этих
образцах наблюдается высокий уровень Arf6. Сни�
жение уровня сурвивина обнаружено в трех образ�
цах опухолей разного гистологического типа и сте�
пени дифференцировки, оно сопровождается не
только повышением содержания Arf6 и появлением
его миристилированной формы, но и снижением
уровня белка RalA. Любопытно, что все четыре опу�
холи с повышенным уровнем белка RalA, хотя и от�

носятся к умеренно дифференцированным, но три
из них характеризуются метастатическим пораже�
нием лимфатической системы, а один имеет класси�
фикацию T2N0M0, т.е. принадлежит к опухолям, ме�
тастатический потенциал которых на данном этапе
заболевания может быть не известен, так называе�
мых “малых раков”. Доля “малых раков” в нашей
выборке составила 68% (36/53).

В общей выборке нами выделено 18 образцов, от�
носящихся к группе “малых раков” с агрессивным
течением (Т1–2N1–2M0). У больных этой группы об�
наружены метастатические поражения регионар�
ных лимфоузлов первого и/или второго порядка при
первичной опухоли, не превышающей 3 см в диа�
метре. Доля таких больных и в группе опухолей
плоскоклеточного генеза, и в группе АК составила
около 30% (9/29–31 и 9/24–38% соответственно). В
44% (8/18) образцов данного типа мы выявили ми�
ристилированную форму Arf6. В этой группе образ�
цов также наблюдаются различия в продукции ана�
лизируемых белков. Так, в 67% (12/18) опухолей уве�
личено количество белка Arf6, причем в образцах
этой группы, относящихся к ПКРЛ, этот показатель
достигает 88% (8/9). В группе плоскоклеточных “ма�
лых раков” без метастазов (T1–2N0M0) продукция
белка Arf6 увеличена только в 38% образцов (3/8)
(см. табл. 5).

Интересная закономерность наблюдалась в слу�
чае белка RalA – снижение его уровня обнаружено
всего в 44% (8/18) образцов из всей группы “малых
раков” с агрессивным течением, против 72% в груп�
пе T1–2N0M0. В группе ПКРЛ категории Т1–2N1–2M0
мы обнаружили только два образца со сниженным
уровнем RalA, причем оба они принадлежали к низ�
кодифференцированным ПКРЛ, для которых ха�
рактерно именно снижение продукции белка RalA
(см. табл. 5). 

Таким образом, снижение уровня продукции
белка RalA (p = 0.015) и повышение уровня Arf6 (p =
= 0.049) статистически значимо различаются в груп�
пах T1–2N0M0 и Т1–2N1–2M0 ПКРЛ соответственно. 

Продукция сурвивина увеличивается в 75–77%
образцов, что соответствует средним значениям это�
го показателя во всей группе НМРЛ.

Таблица 4.  Продукция белков Arf6, RalA и сурвивина при плоскоклеточном раке легкого в зависимости от стадии
дифференцировки опухоли и наличия регионарных метастазов*

Клинико�мор�
фологический 

критерий

Arf6 RalA Сурвивин

+ – = + – = + – =

у/д 14/22 (64%) 1/22 (4%) 7/22 (32%) 3/22 (13%) 12/22 (55%) 7/22 (32%) 17/22 (77%) 1/22 (5%) 4/22 (18%)

н/д 4/7 (57%) 1/7 (14%) 2/7 (29%) – 6/7 (86%) 1/7 (14%) 5/7 (71%) – 2/7 (29%)

N0 6/11 (55%) 1/11 (9%) 4/11 (36%) 1/11 (9%) 10/11 (91%) – 8/11 (73%) – 3/11 (27%)

N+ 12/18 (67%) 1/18 (5%) 5/18 (28%) 2/18 (11%) 9/18 (50%) 7/18 (39%) 14/18 (78%) 1/18 (5%) 3/18 (17%)

* Обозначения, как в табл. 3.

Таблица 5.  Продукция Arf6 и RalA в группе “малых раков”
плоскоклеточного генеза

Группа “малых 
раков”

RalA,
cнижение 

Arf6,
повышение

Сурвивин, 
повышение

T1–2N0M0 (88%) 7/8 (38%) 3/8 (75) 6/8

Т1–2N1–2M0 (22%) 2/9 (88%) 8/9 (77) 7/9
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поиск маркеров прогноза и течения НМРЛ – од�
но из важнейших направлений молекулярной онко�
логии, которое успешно развивается в последнее
время. Найдено достаточно большое количество
белков, потенциально ассоциированных с прогрес�
сией НМРЛ.

Ранее в качестве потенциального маркера про�
гноза и течения НМРЛ активно изучали только один
из рассматриваемых нами белков, а именно, сурви�
вин. Сейчас мало известно о связи между содержа�
нием сурвивина в клетке и плохим прогнозом при
АК различной локализации. Необходимо учитывать
данные о совместной продукции сурвивина и других
белков, например, циклина D1, интегрина�β1 и
фактора роста сосудистого эндотелия (VEGF) [21].
Об ассоциации продукции и локализации сурвиви�
на с параметрами прогрессии НМРЛ и выживаемо�
сти больных говорят результаты различных исследо�
ваний [14, 15]. Опубликованы также данные о кор�
реляции между повышенной продукцией сурвивина
и прогнозом при ПКРЛ, но не АК [22].

Нами предпринята попытка найти возможную
связь между тремя белками: Arf6, сурвивином и
RalA, потенциально ассоциированными с прогно�
зом при НМРЛ и, вероятно, вовлеченными в один
сигнальный каскад PLD�mTOR.

Существует предположение, что повышение
уровня белка Arf6 может быть ассоциировано с уве�
личенной инвазивной способностью и степенью
злокачественности некоторых линий рака молоч�
ной железы [23]. Кроме того, повышенную экспрес�
сию мРНК белков, активирующих Arf6, наблюдали
в образцах высоко� и низкодифференцированных
глиом [24]. Уровень белка Arf6 в контексте прогрес�
сии РЛ человека до сих пор не определяли. Оказа�
лось, что количество белка Arf6 возрастало в 55%
всех использованных нами образцов НМРЛ – в 62%
ПКРЛ и менее чем в половине АК (46%). Увеличе�
ние числа образцов ПКРЛ с повышенной продукци�
ей белка Arf6 может говорить о большей вовлечен�
ности этого белка в развитие ПКРЛ, чем АК. В поль�
зу этого предположения свидетельствуют также
результаты изучения группы “малых раков” с раз�
личным метастатическим статусом и более частое
появление миристилированной формы Arf6 при
ПКРЛ. Наша гипотеза находит подтверждение в не�
давно опубликованных данных [25] о преимуще�
ственной активации сигнального пути с участием
Arf6 в кератиноцитах. Вероятно, увеличение про�
дукции белка Arf6 в большей степени характерно для
опухолей плоскоклеточного генеза.

Определение экспрессии Arf6 не выявило зависи�
мости между уровнем мРНК и белка, что согласует�
ся с полученными на линиях рака молочной железы
данными, которые также говорят об отсутствии свя�
зи между уровнем мРНК и белка Arf6 и инвазивным
потенциалом клеток [23]. Снижение количества

мРНК Arf6 и повышение уровня белка Arf6 в образ�
цах опухолей по сравнению с нормальной тканью
указывает на возможность быстрого оборота мРНК
с ее последующей деградацией, а также, по�видимо�
му, и на регуляцию количества белка на посттран�
скрипционном уровне. Следует учитывать и тот
факт, что активность Arf6 зависит от его связывания
с GTP и продукции белков GEF и GAP.

Ранее сотрудники нашей лаборатории показали,
что зависимая от H�Ras стимуляция метастастиче�
ской активности трансформированных вирусом
саркомы Рауса (RSV, Rous sarcoma virus) эмбрио�
нальных фибробластов хомяка зависит от активации
сигнального пути с участием белков GEF для Ral
[19]. Кроме того, активация белка RalA приводит к
стимуляции метастатической активности клеток
[19]. На моделях in vivo показано, что белки семей�
ства Ral участвуют в стимуляции процессов метаста�
зирования при раке предстательной железы и моче�
вого пузыря [18, 20].

В представленной работе показано, что в нашей
выборке продукция белка RalA снижена в 67 и 62%
образцов АК и ПКРЛ соответственно.Следователь�
но, никаких различий, связанных с гистологиче�
ским типом опухоли, выявить не удалось. В целом,
снижение продукции RalA в 64% НМРЛ говорит о
том, что этот белок не вовлечен в прогрессию НМРЛ
в той же степени, в какой в ней участвуют Arf6 и сур�
вивин. Тем не менее, очевидно, что снижение коли�
чества белка RalA связано с прогрессией НМРЛ.
Интересно, что во всех 11 образцах АК, в которых
повышена продукция белка Arf6, продукция RalA
снижалась или не изменялась. В образцах ПКРЛ с
повышеным уровнем белка RalA обнаружено син�
хронное повышение продукции Arf6. Ввиду малого
числа таких образцов сложно делать какие�либо вы�
воды о существовании связи между продукцией Arf6
и RalA. Однако можно предположить, что отсут�
ствие образцов с увеличенным уровнем как Arf6, так
и RalA в группе АК и присутствие таких образцов в
группе ПКРЛ говорит о возможности различной ре�
гуляции этих белков в опухолях данных гистологи�
ческих групп. Принимая во внимание, что оба белка
совместно активируют PLD, можно предположить,
что в АК PLD “уходит” от полной активации этими
белками, возможной в ПКРЛ. В качестве альтерна�
тивного объяснения данного факта можно говорить
о том, что в прогрессию АК вовлечены и другие бел�
ки, и сигнальные каскады помимо RalA�PLD. Все
образцы, в которых повышена продукция обоих
белков одновременно, относятся к умеренно диф�
ференцированному ПКРЛ с ороговением. Кроме
того, снижение продукции белка RalA в 91% образ�
цов ПКРЛ, полученных от больных без метастазов,
против 50% образцов ПКРЛ от больных с метастаза�
ми, также свидетельствует в пользу того, что повы�
шение уровня RalA и, возможно, стимуляция актив�
ности PLD могут приводить к стимуляции процесса
метастазирования при ПКРЛ. В случае АК такой
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корреляции не выявлено, скорее наоборот – про�
дукция RalA снижается в 60% АК, полученных от
больных без метастазов, и в 72% АК от больных с ме�
тастазами. Возможно, в АК RalA выполняет иные
функции. Отсутствие образцов с повышенным
уровнем одновременно Arf6 и RalA и снижение про�
дукции RalA в 72% образцов метастазирующих опу�
холей свидетельствует скорее об иных механизмах
регуляции прогрессии в АК. Об этом же свидетель�
ствуют результаты изучения ПКРЛ ранних стадий
развития.

Белок сурвивин активно изучали в качестве воз�
можного маркера прогрессии опухолей различного
генеза. Увеличение количества сурвивина в 70%
НМРЛ в целом свидетельствует о том, что этот белок
можно отнести к маркерам данного заболевания,
что согласуется с результатами [26]. Полученные на�
ми данные позволяют говорить о том, что повыше�
ние продукции белка сурвивина в ПКРЛ происходит
несколько чаще, чем в АК (76 и 63% соответствен�
но). Однако корреляций с дифференцировкой, ста�
дией или наличием метастазов обнаружить не уда�
лось. Уровень мРНК BIRC5 возрастает не только во
всех образцах с повышенным уровнем белка, но и в
тех образцах, где продукция сурвивина понижается.
Поэтому можно предположить, что регуляция син�
теза сурвивина осуществляется на посттранскрип�
ционном уровне. 

Мы не обнаружили статистически значимой свя�
зи между изменением продукции белков Arf6,
cурвивина и RalA между собой. Интересно, что из 11
образцов ПКРЛ, в которых продукция белка Arf6
снижалась или не изменялась, в 9 (82%) наблюда�
лось увеличение продукции сурвивина. При этом
продукция сурвивина возрастала в 7 из 13 (54%) об�
разцов АК, в которых не отмечено повышения уров�
ня Arf6.

Таким образом, Arf6, cурвивин и RalA потенци�
ально могут служить независимыми маркерами
НМРЛ, причем продукция белков Arf6 и сурвивина
повышается при прогрессии опухоли и в большей
степени ассоциирована с прогрессией ПКРЛ, тогда
как уровень белка RalA снижается независимо от ги�
стологического типа опухоли. На наш взгляд, обна�
руженная статистически достоверная зависимость
между снижением продукции RalA и отсутствием
метастазов при ПКРЛ заслуживает пристального
внимания, особенно на ранних стадиях заболева�
ния, когда метастатический потенциал опухоли не
может быть определен клинически.

Для объяснения полученных результатов необхо�
димы не только дальнейшие исследования in vitro,
которые позволят расширить знания о взаимной ре�
гуляции белков Arf6, RalA и сурвивина, но и мас�
штабные скрининговые исследования клиниче�
ского материала для подтверждения обнаружен�
ных тенденций и закономерностей. Безусловно,
изучение данных белков в контексте течения и

прогноза НМРЛ, сопоставление с мутационным
статусом генов семейства Ras и продукцией других
белков, ассоциированных с развитием и прогрес�
сией РЛ, необходимо для четкого понимания при�
чин прогрессии заболевания и поиска эффектив�
ных противоопухолевых средств.
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ки по приоритетным направлениям развития научно�
технологического комплекса России на 2007–2012 го�
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центры” (государственный контракт № 02.740.11.0085)
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