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Введение. В настоящее время для лечения рака применяются следующие подходы: хирургическое удаление опухоли, химио-
терапия, таргетная терапия и иммунотерапия. Комбинирование препаратов различных классов позволяет добиться боль-
шего терапевтического эффекта по сравнению с их применением в монорежиме. Более того, могут наблюдаться и другие 
эффекты, в том числе изменение уровня экспрессии белков PD–L1 и PD–L2, важных мишеней чекпойнт-терапии.
Цель исследования – оценить влияние аранозы, цисплатина и паклитаксела в монорежиме или в комбинации на изменение 
уровня экспрессии мРНК и белков PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях меланомы и сопоставить результат со степенью 
дифференцировки клеток и наличием или отсутствием мутаций.
Материалы и методы. Исследования проводили на клеточных линиях меланомы человека, полученных из опухолевого мате-
риала больных. Уровень экспрессии генов PD–L1 и PD–L2 оценивали методом полимеразной цепной реакции в режиме реаль-
ного времени. В реакции иммунофлуоресценции оценивали экспрессию белков PD–L1 и PD–L2. Данные анализировали мето-
дами корреляционного анализа и медианного теста.
Результаты. Уровень экспрессии гена PD–L2 прямо коррелировал со степенью дифференцировки клеток (коэффициент 
Пирсона 0,937, p <0,15). Активность гена PD–L1 и белков PD–L1 и PD–L2 не связана со степенью дифференцировки, 
а также не зависит от наличия мутаций гена TP53. PD–L2 экспрессируется на меньшем уровне в клеточных линиях, име-
ющих мутации гена BRAF (p = 0,0117). Интересно, что мутации в гене TP53 наблюдаются при наличии мутаций BRAF 
(коэффициент Пирсона 1, p <0,15). Воздействие аранозы привело к увеличению уровня экспрессии гена PD–L1 (p = 0,23). 
Инкубация с цисплатином в комбинации с паклитакселом также приводила к увеличению уровня экспрессии белка PD–L1 
(p = 0,037). Цисплатин и паклитаксел в монорежиме не оказывали влияния на экспрессию белка PD–L1. Уровень экспрессии 
гена и белка PD–L2 снижался под действием любого препарата, но статистически незначимо (р = 0,6).
Выводы. Исследованные препараты практически не оказывают влияния на уровень экспрессии PD–L1 и PD–L2 как на уров-
не белка, так и на уровне мРНК. Из этого следует, что сочетание анти-PD терапии и противоопухолевых препаратов, 
таких как паклитаксел и араноза, потенциально не снизит эффективность чекпойнт-терапии и может иметь большие 
перспективы применения в будущем при создании протоколов комбинированной терапии.
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Introduction. Currently, the following approaches are used for cancer treatment: surgical tumor removal, chemotherapy, targeted thera-
py and immunotherapy. The combination of different drugs may have additional advantages due to cumulative effect. Moreover, some 
additional effects like changes in PD–L1 and PD–L2 expression levels may be observed.
Aim. The aim of this study was to determinate the influence of aranose, cisplatin or paclitaxel and their combination on the expression 
of mRNA level and proteins PD–L1 and PD–L2 in melanoma cell lines and to compare the results with the differentiation status and 
with the appearance of mutations in melanoma cells.
Materials and methods. Melanoma cell lines used in this study were derived from surgical species of patients with disseminated melano-
ma. The mRNA expression level of PD–L1 and PD–L2 genes was measured by RQ-PCR. The expression of PD–L1 and PD–L2 
proteins was measured by flow cytometry. The Pearson’s correlation and median test were used for statistical analysis.
Results. The expression level of PD–L2 gene was correlated with melanomas cell’s differentiation status (Pearson’s coefficient 0.937, 
p <0.15). The expression levels of PD–L1 gene and PD–L1 and PD–L2 proteins were not correlated with differentiation status 
of mela noma cells as well as TP53 mutations. In case of BRAF mutations the expression of PD–L2 was low detectable (p = 0.0117). 
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It is worth noting that the TP53 mutations were associated with BRAF mutations (Pearson’s coefficient 1, p <0.15). The exposure 
of cells to aranose led to increased PD–L1 gene expression (p = 0,23). Incubation with cisplatin in combination with paclitaxel also 
resulted in an increase in PD–L1 protein expression (p = 0.037). Cisplatin or paclitaxel had no effect on the expression of PD–L1 
 protein. The expression level of PD–L2 gene and protein decreased under the action of any of these two drugs: these data are statistically 
(p = 0.6).
Conclusion. The tested drugs had no effect on the expression of PD–L1 and PD–L2 both at the protein level and at the mRNA level. 
It follows that the combination of anti-PD therapy and anticancer drugs, such as paclitaxel and aranose, will not potentially reduce 
the effectiveness of checkpoint therapy, and may have great prospects for future use in the creation of combined therapy protocols.
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Введение
Меланома – агрессивная неоплазия, вызванная 

злокачественной трансформацией меланоцитов, пиг-
ментгенерирующих клеток кожи, которая является 
причиной 75 % всех смертей, связанных с раком 
кожи. Меланома фенотипически и молекулярно-не-
однородное заболевание, выделяют кожные, увеаль-
ные, акральные и слизистые меланомы. Они имеют 
разные варианты клинических проявлений, лечения 
и прогноза, так как обладают различными мутацион-
ными профилями и различными факторами риска. 
Меланома кожи характеризуется наибольшим числом 
мутаций по сравнению с другими солидными опухо-
лями [1, 2]. Идентифицированы онкогенные мута-
ции BRAF (около 50 %), NRAS (около 15–20 %), c-Kit 
(около 2 %) и нуклеотид Guanine (GNAQ / GNA11) 
(около 50 % случаев увеальной меланомы) [3]. Иден-
тификация этих молекулярных аномалий при мела-
номе имеет значение для развития таргетной терапии [4].

Мутация в гене BRAF – наиболее распространен-
ное событие, встречающееся примерно в половине 
случаев меланомы. Самыми распространенными 
онкогенными мутациями BRAF в меланоме являются 
BRAFV600E и BRAFV600K, представляющие 80–90 
и 10–20 % всех мутаций BRAF соответственно [5, 6]. 
Киназы BRAFV600E и BRAFV600K – конститутивно 
активные, поддерживают передачу сигнала по MAPK- 
каскаду и стимулируют рост клеток. Фенотипически 
BRAFV600E и BRAFV600K придают агрессивное 
поведение клеткам меланомы [7, 8], а их наличие 
у больного коррелирует с неблагоприятным прогно-
зом [6].

Идентификация мутаций BRAF в опухолях мела-
номы привела к разработке направленных на MAPK-
каскад малых молекул – ингибиторов киназ, в частно-
сти ингибиторов BRAF и MEK. Блокируя сигнальный 
путь MAPK, эти агенты значительно улучшили вы-
живаемость пациентов с мутацией BRAFV600, что 
привело к внедрению в клиническую практику вему-
рафениба в 2011 г., дабрафениба и траметиниба 
в 2013 г. в США [9–11]. По разным данным, сомати-
ческие мутации гена BRAF выявляются в 40–88 % слу-
чаев при местно-распространенных и метастати-
ческих формах меланомы [12]. И хотя больные, не 

имеющие мутации BRAF, не могут получать анти- 
BRAF-терапию, для них возможны другие способы 
лечения.

Еще один перспективный метод лечения злокаче-
ственных новообразований – иммунотерапия [13–15]. 
PD-1 (белок запрограммированной гибели клеток/ 
programmed cell death-1) экспрессируется на поверх-
ности активированных Т-лимфоцитов [16, 17]. Ассо-
циация PD-1 с лигандами приводит к инактивации 
Т-клеток. Известны 2 лиганда РD-1: PD–L1 и PD–
L2 [18]. В физиологических условиях PD–L1 экс-
прессируется на иммунных клетках, включая ден-
дритные клетки (DCs), а также на негемопоэтических 
клетках [19], а PD–L2 экспрессируется лишь на ак-
тивированных макрофагах и дендритных клетках 
[20]. Взаимодействие рецептора с лигандом PD–L1 
на опухолевых клетках и клетках опухолевого микро-
окружения приводит к иммуносупрессии и подавле-
нию противоопухолевого иммунного ответа [21–24]. 
Поэтому блокирование либо иммунного контроль-
ного белка PD-1, либо его лигандов PD–L1 и/или 
PD–L2 – это новые стратегии противоракового ле-
чения, которые уже доказали свою эффективность 
[25]. Однако к блокаторам PD-1 в некоторых случаях 
развивается резистентность [26]. Долгосрочные от-
веты на анти-PD-1-терапию наблюдались у 30–35 % 
пациентов с метастатической меланомой [27].

Несмотря на эти достижения, использование 
представленных подходов, а также химиопрепаратов 
в качестве монотерапии имеет значительные ограни-
чения. Возрастает интерес к использованию комби-
наций препаратов, так как ожидается взаимное 
усиление их лекарственного эффекта [28].

Иммунотерапия эффективна при разных типах 
опухолей, и поэтому сочетание химиотерапии с инги-
биторами PD-1 может, во-первых, уменьшить токси-
ческую нагрузку на организм, во-вторых, усилить 
противоопухолевый ответ путем воздействия на опу-
холь иммунных клеток и, в-третьих, непосредственно 
воздействовать на стромальные клетки опухоли. Вы-
бор химиотерапевтического средства и время для при-
менения комбинаций будет иметь большое значение, 
поскольку многие цитотоксические химиопрепараты 
нацелены на быстрое деление клеток [29].
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Лечение ингибиторами BRAF улучшает противо-
опухолевый иммунный ответ на меланому, возмож-
но, путем увеличения перекрестного представления 
антигенов из мертвых опухолевых клеток [30, 31]. 
Развитие резистентности к ингибиторам BRAF сопро-
вождается увеличением уровня экспрессии PD–L1 
на клетках меланомы [32]. Исследования с исполь-
зованием мышиной модели с мутацией BRAFV600E 
показали, что блокада PD-1 или PD–L1 в сочетании 
с ингибированием BRAF увеличивает активность 
опухолеинфильтрирующих лимфоцитов и опосреду-
ет более продолжительную выживаемость [33]. На 
основе данных наблюдений в настоящее время ве-
дутся клинические испытания, в которых оценива-
ются комбинации блокаторов PD-1 с ингибиторами 
BRAF, такими как вемурафениб (NCT01656642) или 
дабрафениб (Tafinlar; GlaxoSmithKline) [34]. Но даже 
такие комбинации оказались неидеальными. По этой 
причине классические цитотоксические препараты 
остаются актуальными, так как их тоже можно соче-
тать и с анти-PD1-терапией, и друг с другом.

Цисплатин, цисплатина или цис-диаммин-
дихлорплатина (II) является хорошо известным хи-
миотерапевтическим лекарственным средством. Он 
используется для лечения многочисленных онколо-
гических заболеваний человека, включая рак моче-
вого пузыря, головы и шеи, легких, яичников и яи-
чек. Эффективен при различных видах рака, включая 
карциномы, опухоли зародышевых клеток, лимфомы 
и саркомы. Однако из-за развития резистентности 
к цисплатину и многочисленных нежелательных 
побочных эффектов, таких как почечная недостаточ-
ность, аллергические реакции, снижение иммуните-
та к инфекциям, желудочно-кишечные расстройства, 
кровоизлияние и потеря слуха, особенно у более 
молодых пациентов, другие платиновые лекарствен-
ные средства, такие как карбоплатин, оксалиплатин 
и проч., стали чаще применяться в противоопухоле-
вой терапии [35].

Начальная чувствительность к препаратам пла-
тины – высокая, но у большинства больных в конечном 
счете происходит рецидив заболевания, резистент-
ного к цисплатину. Следовательно, лекарственная 
устойчивость развивается у многих пациентов. Для 
преодоления резистентности цисплатин обычно ис-
пользуется в сочетании с некоторыми другими пре-
паратами [36].

К достоинствам цисплатина, помимо его эффек-
тивности, относится то, что механизм его противо-
опухолевой активности отличается от токсичности 
других противоопухолевых препаратов [37]. В связи 
с этим комбинированная химиотерапия с цисплати-
ном стала основой для лечения многих видов рака.

Паклитаксел занимает особое место среди эф-
фективных противоопухолевых химиопрепаратов. 

Он характеризуется высокой терапевтической актив-
ностью при лечении рака молочной железы, яични-
ков, головы и шеи, а также успешно применяется 
в случае злокачественных новообразований, не под-
дающихся традиционной химиотерапии [38].

Паклитаксел относится к цитотоксическим аген-
там таксана и к числу наиболее часто назначаемых 
химиотерапевтических средств в онкологии. Пакли-
таксел является естественным экстрактом, получен-
ным из коры тихоокеанского тисового дерева (Taxus 
brevifolia), который стал коммерчески доступным 
в 1992 г. Препарат препятствует сборке микротрубо-
чек, способствует полимеризации тубулина в высо-
костабильные структуры, тем самым нарушает митоз 
и в конечном итоге приводит к гибели опухолевых 
клеток [39–42].

Частота положительных ответов во II фазе кли-
нических испытаний таксанов варьирует от 3,3 
до 17 %. Сочетания таксанов с платиновыми и дру-
гими химиопрепаратами продемонстрировали часто-
ту ответа от 12 до 41 %, что свидетельствует о том, 
что они более эффективны в комбинированной хи-
миотерапии. Таксаны, как в качестве отдельных 
агентов, так и в комбинации, могут быть вариантом 
лечения для некоторых пациентов с метастатической 
меланомой [43].

Еще одним химиопрепаратом, применяемым для 
лечения метастатической меланомы, является ара-
ноза, разработанная в НИИ ЭДиТО ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России 
[44–49]. Общая эффективность монотерапии арано-
зой при лечении диссеминированной меланомы кожи 
составила 20,6 % [50].

В настоящее время сочетания химиопрепаратов 
с анти-PD–L1 и PD–L2 интенсивно изучаются 
при опухолях разных локализаций и молекулярных 
подтипов. В связи с этим актуальным вопросом оста-
ется влияние различных сочетаний химиопрепаратов 
на уровень экспрессии PD–L1 и PD–L2, мишеней 
для чекпойнт-терапии.

Материалы и методы
клеточные линии
Исследования проводили на клеточных линиях 

меланомы человека mel Mtp, mel Z, mel Kor, mel Ibr, 
mel P, mel Is, mel Me, mel H, mel Hn, mel Bgf, mel Si, 
mel Rac, mel Gus, mel Gi, mel Ksen, mel Ch, mel Il, mel 
R, полученных из опухолевого материала больных, 
проходивших лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России [51]. Клеточ-
ные линии различались по степени дифференциров-
ки и наличию или отсутствию мутаций генов BRAF 
и ТР53 [52–54]. Клеточные линии культивировали 
в среде RPMI-1640, содержащей 10 % сыворотки 
эмбриона теленка, 2мМ L-глутамина (Sigma, США), 
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пенициллин (25 000 Ед) – стрептомицин (25 000 мкг), 
пируват натрия, 0,1 % раствор аминокислот и 0,1 % 
раствор витаминов при +37 °C в атмосфере 5 % СО

2
. 

Культуры клеток пересевали через 3–4 дня.

мтт-тест
В МТТ-тесте изучали цитотоксическое действие 

на клеточные линии противоопухолевых препаратов: 
аранозы, цисплатина и паклитаксела. Препараты 
добавляли как в монорежиме, так и в комбинации.

Клетки вносили в 96-луночные плоскодонные 
планшеты по 7 × 103 клеток в 180 мкл ростовой среды 
на лунку. Через 24 ч в лунки с клетками добавляли по 
20 мкл препаратов. Аранозу добавляли в концентрациях 
125, 250 и 500 мкг/мл. Для цисплатина и паклитаксела 
было выбрано по 9 концентраций с 2-кратным шагом 
разведения: 0,39–100 мкг/мл и 1,171–300 мкг/мл.

Клетки инкубировали с препаратами в течение 
24 ч при +37 °С и 5 % СО

2
. После инкубации в ка-

ждую лунку вносили по 20 мкл раствора МТТ 
(1 мг/мл, Sigma, Сhemical Co, США) и оставляли еще 
на 4 ч при +37 °C при 5 % СО

2
. По окончании инку-

бации планшеты центрифугировали, отбирали супер-
натант и вносили в лунки по 150 мкл диметилсульфок-
сида (ПанЭко, Россия) для растворения кристаллов 
формазана, после чего планшеты встряхивали на шей-
кере для равномерного распределения окрашивания. 
Оптическую плотность раствора формазана опреде-
ляли на фотометрическом анализаторе иммунофер-
ментных реакций «Multiscan EX» (ThermoLabsystems, 
Германия) при длине волны 540 нм. Величина погло-
щения прямо пропорциональна числу живых клеток.

Процент живых клеток вычисляли по формуле:

N
0
 = N

1
 / N

2
•100 %,

где N
0
 – процент живых клеток; N

1
 – средняя опти-

ческая плотность в лунках, содержащих клетки и пре-
парат; N

2
 – средняя оптическая плотность в кон-

трольных лунках, содержащих только клетки.

Подготовка клеточного материала  
и выделение общей рнк
Клетки снимали с культуральных флаконов 0,02 % 

раствором Версена объемом 2 мл, содержащим 
0,25 % трипсина. Клетки находились в трипсине 2 мин 
при постоянном наблюдении за их состоянием с по-
мощью микроскопа. Добавляли 10 мл буфера STE 
(0,1 моль NaCl, 1 моль Трис-HCl pH 8,0, 1 ммоль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты) и центрифу-
гировали в течение 5 мин при 800 об/мин. Удаляли 
супернатант, а клеточный осадок ресуспендировали 
в 5 мл 0,9 % физиологического раствора и центрифу-
гировали в течение 5 мин при 1200 об/мин. Из полу-
ченного осадка клеток далее выделяли РНК.

Выделение РНК из предварительно обработан-
ных образцов производилось по протоколу, предло-
женному P. Chomczynski и N. Sacchi [55]. Подготов-
ленный клеточный материал лизировали в 0,5 мл 
гуанидин-тиоционатного буфера (4 моль тиоционата 
гуанидина, 25 ммоль цитрата натрия, 0,5 % N-лау-
рил-саркозината натрия и 0,1 моль меркаптоэтано-
ла). Во время лизиса материал пропускали через иглу 
19G не менее 20 раз. Далее в пробирку добавляли 
0,5 мл водонасыщенного фенола (pH 5,2) и 0,125 мл 
раствора ацетата натрия (pH 4,2), встряхивали и до-
бавляли 0,25 мл хлороформа. Полученную смесь 
встряхивали до молочно-белого цвета и центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 12 000 об/мин и охлаж-
дении до +4 °C. После центрифугирования отбирали 
0,65 мл верхней водной фазы, содержащей клеточную 
РНК, и смешивали с 0,65 мл изопропанола. Инкуби-
рование РНК в изопропаноле проводилось в течение 
20 ч при температуре –20 °C. После инкубирования 
РНК осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
при 12 000 об/мин, удаляли супернатант и 2 раза про-
мывали в 80 % этаноле. После промывок осадок РНК 
высушивали в термостате в течение 20 мин при 
+37 °С, растворяли в 20 мкл деионизованной воды 
и измеряли концентрацию раствора.

Для синтеза кДНК с использованием ревертазы 
брали 2 мкг мРНК, выделенной на предыдущем этапе. 
Реакцию обратной транскрипции проводили с ис-
пользованием фермента RevertAid Transcriptase и ком-
мерческого набора реактивов (Fermentas, США) 
в условиях, предложенных фирмой-производителем. 
Для отжига использовали смесь случайных гексаме-
ров («Синтол», Россия). В качестве отрицательного 
контроля использовали рабочую смесь без добавления 
РНК. Пробу доводили до конечного объема 165 мкл 
деионизованной водой.

количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Количественную полимеразную цепную реакцию 

в реальном времени проводили с использованием 
2-кратной реакционной смеси (40 ммоль трис-HCl, 
100 ммоль KCl, 4 ммоль MgCl

2
, 1 ммоль каждого из 

4  дезоксирибонуклеотидов и 0,2 ммоль β-меркапто-
этанола) и Taq-полимеразы (Fermentas, США). В ка-
ждую пробу было добавлено 5 мкл кДНК, 250 нмоль 
прямого и 250 нмоль обратного праймера и 140 нмоль 
флуоресцентного зонда. Подбор праймеров и флуо-
ресцентных зондов проводили с использованием 
программы Vector NTI 10 на основе данных нуклео-
тидных последовательностей генов PD–L1 и PD–L2, 
доступных на интернет-ресурсе PubMed (http://www. 
 ncbi.nlm.nih. gov/pubmed).

В каждом образце был исследован уровень экс-
прессии генов PD–L1 и PD–L2. Уровень экспрессии 
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рассчитывали количественно относительно уровня 
экспрессии гена ABL.

Данный эксперимент проводили на приборе 
DTlite («ДНК-технология», Россия).

Программа проведения реакций была следую-
щей: предварительная обработка в течение 5 мин 
при +94 °C и 45 циклов денатурации в течение 10 с 
при +94 °C с последующим отжигом праймеров 
и синтезом в течение 12 с при +60 °C.

Для детекции флуоресценции был выбран канал 
Hex. Измерения велись по общепризнанной методи-
ке относительно гена ABL, уровень экспрессии кото-
рого был принят за 100 % [56]. В качестве положи-
тельного контроля использовали векторы pET-15b, 
экспрессирующие клонированные геномные после-
довательности. Правильность синтезированных оли-
гонуклеотидных последовательностей подтверждена 
секвенированием по Сэнгеру на анализаторе ABI 
Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).

реакция иммунофлуоресценции
После 24 ч инкубации с исследуемыми препара-

тами клетки снимали с культуральных флаконов 
раствором Версена и 2 раза отмывали в PBS. Разно-
сили в пробирки по 50 мкл и добавляли по 20 мкл 
антител к PD–L1 (CD274FITC, 558065, BD Phar-
mingen™) и к PD–L2 (CD273APC, 557926, BD Phar-
mingen™). Инкубировали в течение 30 минут, после 
чего дважды отмывали в PBS. Подсчет проводили 
на проточном цитофлуориметре FACSCantoII, с ис-
пользованием программного обеспечения FACSDiva 
(Bekton Dikenson).

Анализ данных
Для статистического анализа данных использо-

вались непараметрические критерии. Для определе-
ния связи между цитотоксичностью препаратов 
и наличием мутаций в генах BRAF и TP53 или степе-
нью дифференцировки клеток, между наличием 
мутаций в генах BRAF и TP53 и уровнем экспрессии 
PD–L1 и PD–L2, а также для сравнения цитотокси-
ческой активности различных комбинаций препара-
тов и связи этих препаратов с уровнем экспрессии 
PD–L1 и PD–L2 на уровне белка и мРНК использо-
вался критерий Манна–Уитни. Для изучения корре-
ляции между уровнем экспрессии генов PD–L1 
и PD–L2 и степенью дифференцировки клеток вы-
числялся коэффициент корреляции Пирсона.

Результаты
Для определения эффективных концентраций 

исследуемых препаратов изучили их цитотоксиче-
скую активность на линиях клеток меланомы чело-
века с помощью МТТ-теста, по результатам которо-
го рассчитывали IC50 – концентрацию, при которой 

детектировали ингибирование метаболической ак-
тивности 50 % клеток (см. таблицу).

Определение чувствительности клеток меланомы 
человека к цитотоксическому действию препаратов 
показало, что при сопоставлении величины IC50 
с наличием мутаций генов BRAF или TP53 связь 
не выявлена (p >0,5 во всех случаях). Высокодиффе-
ренцированные линии несколько более чувствитель-
ны к препаратам, так как для достижения IC50 
требовалась меньшая концентрация препаратов 
(p = 0,154). IC50 комбинации цисплатина с пакли-
такселом и паклитаксела в монорежиме не различа-
ются (p = 0,431).

Определен уровень экспрессии поверхностных 
белков PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях мета-
статической меланомы человека (рис. 1). Активность 
белков PD–L1 и PD–L2 не связана со степенью 
дифференцировки, а также не зависит от наличия 
мутаций гена TP53. Наличие мутации BRAF в клеточ-
ных линиях меланомы человека связано с меньшим 
уровнем экспрессии PD–L2 (p = 0,0117). Инкубация 
цисплатина в комбинации с паклитакселом также уве-
личивает уровень экспрессии белка PD–L1 (p = 0,037). 
Цисплатин и паклитаксел в монорежиме не оказы-
вают влияния на экспрессию белка PD–L1. Уровень 
экспрессии белка PD–L2 несколько снижается 
под действием любого препарата, но статистически 
незначимо (p = 0,609).

Также был определен уровень экспрессии мРНК 
PD–L1 и PD–L2 (рис. 2). Уровень экспрессии PD–L2 
прямо коррелировал со степенью дифференцировки 
клеток (коэффициент Пирсона 0,937, p <0,15), а ак-
тивность гена не связана со степенью дифференци-
ровки. Наличие гена TP53 не оказывает никакого 
вли яния на экспрессию генов PD–L1 и PD–L2. Ин-
тересно, что мутации в гене TP53 наблюдаются в слу-
чае мутаций гена BRAF (коэффициент Пирсона 1, 
p <0,15). Араноза незначимо повышает уровень экс-
прессии мРНК PD–L1 в линиях меланомы (p = 0,23).

Заключение
Согласно полученным нами результатам мутации 

генов BRAF или TP53 не оказывают влияния на чув-
ствительность к препаратам, представленным в ис-
следовании. Степень дифференцировки клеток так-
же оказывает незначимое влияние. Из этого следует, 
что паклитаксел, цисплатин и аранозу можно приме-
нять независимо от наличия мутаций BRAF или TP53.

Комбинация цисплатина с паклитакселом 
по проявленной цитотоксичности может не обладать 
особыми преимуществами по сравнению с паклитак-
селом в монорежиме. Не удалось обнаружить каких-то 
признаков, при которых применение цисплатина 
с паклитакселом одновременно могло бы быть по-
лезным в клинической практике, так как паклитаксел 
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Наличие мутаций в клеточных линиях меланомы и IC50 аранозы, цисплатина и паклитаксела, а также сочетания цисплатина и пакли-
таксела

клеточные линии мутации BRAF мутации TP53
араноза, IC50, 

мкг
Цисплатин, 

IC50, мкг
Паклитаксел, 

IC50, мкг
Сочетание цисплатина 

и паклитаксела, IC50, мкг

Mel BGF Нет  – 2000  –  –  – 

Mel Ch Нет Нет 1300  –  –  – 

Mel Gus Нет Нет 2000 8,4 14,2 3,62

Mel H Нет  – 1800  –  –  – 

Mel Hn V600E P151S и S240F 1500 12,5 2,9 3,54

Mel Ibr V600E E171A 2000 6,6 10 3,82

Mel Il V600K Нет 1900 8 9,7 1,42

Mel Is V600E Нет 1300 28 11 3,12

Mel Kor Нет Нет 500  –  –  – 

Mel Ksen V600E  – 2000  –  –  – 

Mel Me Нет  – 2000 11,4 8,6 2,00

Mel Mtp Нет  – 2000  –  –  – 

Мel P V600E  – 1000  –  –  – 

Мel R V600E  – 1500  –  –  – 

Mel Rac Нет Нет 1250 3,3 2,1 1,08

Mel Si L597Q  – 1350  –  –  – 

Мel Z V600E  – 800  –  –  – 

Mel Gi V600E Нет 1550  –  –  – 

Примечание. «Нет» – отсутствует экспрессия; «–» нет данных.

рис. 1. Уровень экспрессии белков PD–L1 и PD–L2, подвергнутых воздействию различными химиопрепаратами
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в монорежиме менее токсичен для организма боль-
ного в целом.

С опухолью взаимодействуют не только химио-
препараты, но и иммунная система. Мы показали, 
что наличие мутаций в гене BRAF несколько снижает 
экспрессию PD–L2. Это открывает новые возмож-
ности лечения, так как больные, имеющие мутации 
BRAF, могут получать таргетную терапию не только 
против киназы BRAF, но и анти-PD-терапию.

Исследованные препараты практически не оказы-
вают влияния на уровень экспрессии PD–L1 и PD–L2 

как на уровне белка, так и на уровне мРНК. Из этого 
следует, что сочетание анти-PD-терапии и противо-
опухолевых препаратов, таких как паклитаксел и ара-
ноза, потенциально не снизит эффективность чек-
пойнт-терапии, и может иметь большие перспективы.

Таким образом, при терапии больных сочетанием 
цисплатина и паклитаксела можно порекомендовать 
использование ингибиторов взаимодействия PD-1 
и PD–Ls. Возможно, лучше не включать в терапию 
паклитаксел из-за опасности ухода опухоли от им-
мунного ответа.
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