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Введение. В последние годы достигнут значительный прогресс в иммунотерапии опухолей, однако пока мало информации 
о влиянии химиопрепаратов на взаимодействие опухоли и иммунной системы. Вызывает интерес вопрос о возможности 
лечения блокаторами PD-1 и его лигандов после химиотерапии.
Цель исследования – изучить изменение экспрессии матричной РНК (мРНК) и поверхностных молекул PD-L1 и PD-L2 в кле-
точных линиях меланомы человека после воздействия лекарственных форм аранозы – лиофилизата для приготовления рас-
твора для инъекций (араноза-лио) и липосомальной, а также «пустых» липосом, не содержащих аранозы.
Материалы и методы. Исследование проводили на 11 клеточных линиях метастатической меланомы человека, 5 из которых 
несли мутацию BRAF. В количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени исследовали уровень экспрессии 
генов PD-L1 и PD-L2. В реакции иммунофлуоресценции оценивали экспрессию белков PD-L1 и PD-L2.
Результаты. МРНК PD-L1 и PD-L2 экспрессируется на меньшем уровне в клеточных линиях, имеющих мутации BRAF, 
но различия достоверны только для PD-L2 (p = 0,1373 и p = 0,0207 соответственно). Экспрессия поверхностных белков 
PD-L1 и PD-L2 в необработанных препаратами клеточных линиях детектируется только на клеточных линиях с диким 
типом BRAF. В целом, после воздействия липосомальной аранозы уровень экспрессии мРНК PD-L1 и PD-L2 становится 
значительно ниже (p = 0,0004 и p = 0,0442 соответственно), чем в необработанных линиях. Араноза-лио и «пустые» липо-
сомы в основном привели к увеличению уровня экспрессии PD-L1 (p <0,0001 и p = 0,0005 соответственно) и PD-L2  
(p = 0,0005 и p = 0,0025). Но на отдельных линиях наблюдался противоположный эффект. Изменения экспрессии белков 
PD-L1 и PD-L2 не коррелируют с изменениями уровня экспрессии мРНК. Экспрессия белка PD-L1 после инкубации с липо-
сомальной аранозой повышается по сравнению с необработанными линиями (p = 0,0269), а после воздействия аранозы-лио 
и «пустых» липосом – уменьшается (p = 0,0663 и p = 0,7213 соответственно). Экспрессия белка PD-L2 после воздействия 
липосомальной аранозы значимо не меняется (p = 0,1141), а после инкубации с аранозой-лио и «пустыми» липосомами умень-
шается (p = 0,0021 и p = 0,008).
Выводы. Полученные нами результаты согласуются с данными других исследователей и еще раз подтверждают, что уровень 
мРНК и белков PD-L1 и PD-L2 изменяется при различных воздействиях. Лекарственные формы аранозы, а также «пустые» 
липосомы оказывают разное влияние на экспрессию как мРНК, так и белков PD-L1 и PD-L2.
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Introduction. In recent years, significant progress has been achieved in immunotherapy of tumors, however, little is known about the 
crosstalk between the tumor and the immune system. It seems reasonable to rise the question of patients treatment with PD-1 and its li-
gands blockers after chemotherapy.
Objective. To investigate the expression of cell surface molecules PD-L1 and PD-L2 both at the mRNA and protein levels in human 
melanoma cell lines after exposure to «Aranoza, lyophilisate for preparation of solution for injections» (aranoza-lio), liposomal formu-
lation of aranoza and «empty» liposomes without aranoza.
Materials and methods. In this study we used 11 melanoma cell lines, 5 of which carried the BRAF mutation. In quantitative poly-
merase chain reaction in real time we investigated the level of PD-L1 and PD-L2 gene expression. Using flow cytometry we evaluated 
the expression of cell surface antigens PD-L1 and PD-L2.
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Results. PD-L1 and PD-L2 mRNA are expressed at a lower level in cells with BRAF mutations, differences were significant only for 
PD-L2 (p = 0.1373 and p = 0.0207 respectively). A high basal level of protein PD-L1 and PD-L2 expression was observed in wild type 
BRAF melanoma cells. After exposure to liposomal aranoza the level of PD-L1 and PDL-2 mRNA expression was significantly reduced 
(p = 0.0004 and p = 0.0442 respectively) in compare to control non-treated cells. It is of interest, aranoza-lio and «empty» liposomes 
increased the expression of PD-L1 (p <0.0001 and p = 0.0005 respectively) and PDL2 (p = 0.0005 and p = 0.0025). Of note, we ob-
served an opposite effect in some melanoma cell lines. Moreover, changes in the expression of proteins PD-L1 and PD-L2 did not cor-
relate with the mRNA level. The expression of PD-L1 protein after incubation with the liposomal aranoza increased dramatically com-
pared to non-treated cells (p = 0.0269). Aranoza-lio and «empty» liposomes decreased the expression of PD-L1 protein (p = 0.0663 
and p = 0.7213 respectively). The protein level of PD-L2 after exposure to liposomal aranoza did not change significantly (p = 0.1141), 
however, aranoza-lio and «empty» liposomes reduced the expression of PD-L2 (p = 0.0021 and p = 0.008). 
Conclusion. These findings are consistent with those of other researchers and confirm that the level of PD-L1 and PD-L2 mRNA and 
protein are modulated after treatment. Also, various drug formulations of Aranoza, as well as the «empty» liposomes, have different ef-
fects on the expression of PD-L1 and PD-L2 mRNA and proteins.
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Введение
В последние годы значительное развитие полу-

чила иммунотерапия опухолей. Разрешены к приме-
нению или находятся на последних фазах клиниче-
ских испытаний новые иммунотерапевтические 
препараты для лечения меланомы, в том числе бло-
каторы взаимодействия PD-1 с PD-L1 / PD-L2 [1, 2]. 
Данные препараты показывают хорошие результаты 
по сравнению с традиционной химиотерапией опу-
холей [3]. Было замечено, что их эффективность за-
висит от наличия или отсутствия молекулы PD-L1 
в опухоли [4]. В нормальной физиологии система 
PD-L1 / PD-1 играет важную роль в предотвращении 
аутоиммунных реакций. PD-1 обычно экспрессиру-
ется на Т- и В-клетках [5]. PD-1 взаимодействует с 2 
лигандами: PD-L1 (B7-H1, CD274) и PDL2 (B7-DC, 
CD273), которые демонстрируют совершенно разные 
паттерны экспрессии. В норме PD-L1 (CD274) экс-
прессируется на многих популяциях иммунных кле-
ток [6], тогда как PD-L2 (CD273) экспрессируется 
на небольшом уровне в дендритных клетках и акти-
вированных макрофагах [7, 8]. Экспрессия PD-L1 
на уровне матричной РНК (мРНК) высока в нор-
мальных человеческих органах, включая сердце, 
скелетные мышцы, плаценту и легкие [9], однако 
экспрессия белка PD-L1 у здоровых субъектов имму-
ногистохимически [10] не обнаруживается.

Интересно, что белок PD-L1 индуцируется в раз-
личных нелимфоидных клетках, включая эпители-
альные [11, 12] и эндотелиальные [13], в ответ на вос-
палительные цитокины, присутствующие в очаге 
заболевания. Например, в воспаленной коже PD-L1 
экспрессируется в некоторых клетках микрососудов 
и кератиноцитах, но в здоровой коже не обнаружи-
вается [14]. Экспрессия PD-L1 в эпителиальных 
клетках почечных канальцев детектируется у паци-
ентов с почечными заболеваниями, такими как ин-
терстициальный нефрит, волчаночный нефрит 

и IgA-нефропатия. Экспрессия PD-L1 на этих клет-
ках in vitro повышалась после их стимуляции интер-
лейкином-1 альфа, липополисахаридом, фактором 
некроза опухоли альфа, интерфероном гамма или ан-
ти-CD40-антителами [15]. Таким образом, эпители-
альная экспрессия PD-L1 индуцируется воспали-
тельными стимулами как in vitro, так и in vivo [16].

Возможно, иммунологические механизмы, ин-
дуцирующие экспрессию PD-L1, также могут быть 
связаны с лекарственной устойчивостью к химиоте-
рапии. Есть данные, что в некоторых клеточных 
линиях меланомы человека повышалась экспрессия 
поверхностного PD-L1 после выработки резистент-
ности к вемурафенибу в процессе культивирования 
с препаратом [17, 18].

Несмотря на значительные успехи иммунотера-
пии, на сегодняшний день стандартным методом ле-
чения пациентов с метастатической меланомой кожи 
без BRAF / cKIT-мутации остается химиотерапия [19].

Ряд исследований посвящен комбинации тради-
ционной химиотерапии или таргетной терапии с им-
мунотерапией, в частности, изучается влияние хими-
опрепаратов на индукцию противоопухолевого 
иммунитета, что может помочь в выборе оптималь-
ного сочетания препаратов и в итоге улучшить кли-
нический эффект [20–22].

В настоящее время многие комбинации имму-
нопрепаратов с химиопрепаратами находятся еще 
на доклинической стадии исследования. Часто не-
понятно, будет ли химиотерапия способствовать 
иммуногенности опухоли или же, наоборот, окажет 
иммуносупрессивный эффект, который может ни-
велировать положительное воздействие иммуноте-
рапии. Для большинства таких комбинаций требу-
ются тщательные клинические исследования [23].

К числу химиопрепаратов, применяемых для ле-
чения метастатической меланомы, относятся и произ-
водные нитрозомочевины, в том числе араноза. Для 
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лечения меланомы кожи зарегистрирована лекар-
ственная форма аранозы «лиофилизат для приготов-
ления раствора для инъекций» (араноза-лио). В лабо-
ратории разработки лекарственных форм НИИ 
экспериментальной диагностики и терапии опухолей 
(НИИ ЭДиТО) ФГБУ «Российский онкологический 
научный центр им. Н. Н. Блохина» (РОНЦ им. 
Н. Н. Блохина) Минздрава России создана новая ле-
карственная форма аранозы – липосомальная [24, 25]. 
В исследованиях [26, 27] было показано, что липосо-
мальная араноза in vitro оказывает воздействие на кле-
точные линии, устойчивые к аранозе-лио. Было обна-
ружено, что лекарственные формы аранозы 
по-разному воздействуют на клетки меланомы [28, 29].

В связи с этим мы решили изучить влияние 2 
лекарственных форм аранозы – лиофилизата 
для приготовления раствора для инъекций и липосо-
мальной, а также «пустых» липосом, не содержащих 
аранозу, на экспрессию мРНК и поверхностных 
молекул PD-L1 и PD-L2 в клеточных линиях мела-
номы человека.

Материалы и методы

клеточные линии
Исследования проводили на 11 клеточных лини-

ях метастатической меланомы кожи человека: mel 
Cher, mel H, mel Gus, mel BGF, mel Hn, mel Ibr, mel Il, 
mel Is, mel Me, mel Mtp и mel Si, выделенных из опу-
холевого материала больных, проходивших лечение 
в НИИ клинической онкологии ФГБУ «РОНЦ им. 
Н. Н. Блохина» Минздрава России [30]. Клеточные 
линии различались по степени дифференцировки 
и наличию или отсутствию мутаций гена BRAF [31, 
32]. Линии mel Hn, mel Ibr, mel Il, mel Is, mel Si несут 
мутацию BRAF. Клеточные линии культивировали 
в среде RPMI-1640, содержащей 10 % телячьей эм-
бриональной сыворотки, 10 ммоль HEPES, 2 ммоль 
L-глутамина, пенициллин (25 000 Ед) – стрептоми-
цин (25 000 мкг), пируват натрия, 0,1 % раствор ами-
нокислот и 0,1 % раствор витаминов при +37 °C 
в атмосфере 5 % СО

2
 (полная среда). Клетки поддер-

живали в логарифмической фазе роста постоянным 
пересевом культуры через 3–4 дня.

Противоопухолевые препараты
• «Араноза, лиофилизат для приготовления 

раствора для инъекций, 500 мг» (арано-
за-лио) производства филиала «Наукопро-
фи» ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России;

• липосомальная лекарственная форма ара-
нозы (липосомальная араноза), предостав-
ленная лабораторией разработки лекар-
ственных форм НИИ ЭДиТО ФГБУ «РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина» Минздрава России.

Кроме лекарственных форм аранозы исследова-
ли воздействие на клетки «пустых» липосом того же 
состава, который использовался для липосомальной 
аранозы.

Клетки инкубировали с лекарственными форма-
ми аранозы в концентрации 0,5 ИК

50
 в течение 24 ч.

Подготовка клеточного материала и выделение 
общей рнк
Клетки снимали с культуральных флаконов 

0,02 % раствором Версена объемом 2 мл, содержа-
щим 0,25 % трипсина. Клетки находились в трипси-
не 2 мин при постоянном наблюдении за их состоя-
нием с помощью микроскопа. Добавляли 10 мл 
буфера STE (0,1 моль натрия хлорида, 1 моль Трис-
HCl pH 8,0, 1 ммоль этилендиаминтетрауксусной 
кислоты) и центрифугировали в течение 5 мин 
при 800 об / мин. Удаляли супернатант, а клеточный 
осадок ресуспендировали в 5 мл 0,9 % раствора на-
трия хлорида и центрифугировали в течение 5 мин 
при 1200 об / мин. Из полученного осадка клеток 
далее выделяли РНК.

Выделение РНК из предварительно обработан-
ных образцов производилось по протоколу, предло-
женному P. Chomczynski и N. Sacchi [33]. Подготов-
ленный клеточный материал лизировали в 0,5 мл 
гуанидин-тиоцианатного буфера (4 моль тиоцианата 
гуанидина, 25 ммоль цитрата натрия, 0,5 % N-лау-
рил-саркозината натрия и 0,1 моль β-меркаптоэта-
нола). Во время лизиса материал пропускали через 
иглу 19G не менее 20 раз. Далее в пробирку добавля-
ли 0,5 мл водонасыщенного фенола (pH 5,2) 
и 0,125 мл раствора ацетата натрия (pH 4,2), встряхи-
вали и добавляли 0,25 мл хлороформа. Полученную 
смесь встряхивали до молочно-белого цвета и цен-
трифугировали в течение 10 мин при 12 000 об / мин 
и охлаждении до +4 °C. После центрифугирования 
отбирали 0,65 мл верхней водной фазы, содержащей 
клеточную РНК, и смешивали ее с 0,65 мл изопропа-
нола. Инкубирование РНК в изопропаноле прово-
дилось в течение 20 ч при температуре –20 °C. После 
инкубирования РНК осаждали центрифугированием 
в течение 10 мин при 12 000 об / мин, удаляли супер-
натант и 2 раза промывали 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 комплементарной ДНК (кДНК) 
с использованием ревертазы брали 2 мкг мРНК, вы-
деленной на предыдущем этапе. Реакцию обратной 
транскрипции проводили с использованием фермен-
та RevertAid Reverse Transcriptase и коммерческого 
набора реактивов (Fermentas, США) в условиях, 
предложенных фирмой-производителем. Для отжи-
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га использовали смесь случайных гексамеров («Син-
тол», Россия). В качестве отрицательного контроля 
использовали рабочую смесь без добавления РНК. 
Пробу доводили до конечного объема 165 мкл деио-
низованной водой.

количественная полимеразная цепная реакция 
в реальном времени
Количественную полимеразную цепную реакцию 

(ПЦР) в реальном времени проводили с использова-
нием 2-кратной реакционной смеси (40 ммоль Трис-
HCl, 100 ммоль хлорида калия, 4 ммоль хлорида маг-
ния, 1 ммоль каждого из 4 дезоксирибонуклеотидов 
и 0,2 ммоль β-меркаптоэтанола) и Taq-полимеразы 
(Fermentas, США). В каждую пробу было добавлено 
5 мкл кДНК, 250 нмоль прямого и 250 нмоль обратно-
го праймеров, и 140 нмоль флуоресцентного зонда. 
Подбор праймеров и флуоресцентных зондов прово-
дили с использованием программы Vector NTI 10 
на основе данных нуклеотидных 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 
рассчитывали количественно относительно уровня 
экспрессии гена ABL.

Данный эксперимент проводили на приборе DT-
Lite («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 % [34]. Измерения уровня 
экспрессии проводились в 3 независимых повторах, 
после чего для анализа было рассчитано среднее 
значение. В качестве положительного контроля ис-
пользовали векторы pET-15b, экспрессирующие 
клонированные геномные последовательности. Пра-
вильность синтезированных олигонуклеотидных по-
следовательностей 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 натрий-фос-
фатным буфером. Разносили в пробирки по 50 мкл 
и добавляли по 20 мкл антител к PD-L1 (CD274FITC, 
558 065, BD Pharmingen™) и к PD-L2 (CD273APC, 
557 926, BD Pharmingen™). Инкубировали в течение 

30 мин, после чего 2 раза отмывали в натрий-фосфат-
ном буфере. Подсчет проводили на проточном цито-
флуориметре BD FACSCanto II с использованием 
программного обеспечения BD FACSDiva (Bekton 
Dickinson, США). Измерения проводили в 3 незави-
симых повторах, после чего для анализа было рассчи-
тано среднее значение.

Статистический анализ данных
Для сравнения базового уровня экспрессии 

PD-L1 и PD-L2 между разными группами клеток 
линий меланомы, различающихся по таким призна-
кам, как наличие или отсутствие мутаций гена BRAF 
и степень дифференцировки, использовался одно-
факторный дисперсионный анализ (analysis of varia-
tion, ANOVA). Для сравнения эффектов, оказываемых 
на уровень экспрессии PD-L1 и PD-L2 различными 
формами аранозы, был использован T-критерий  
Уилкоксона для связных выборок. Анализ был прове-
ден в программе STATISTICA версии 7. Различия 
считали достоверными при уровне значимости p <0,05.

Результаты
Клеточные линии метастатической меланомы 

кожи человека инкубировали в течение 24 ч с лекар-
ственными формами аранозы – аранозой-лио и ли-
посомальной, а также с «пустыми» липосомами, 
после чего оценивали изменение экспрессии мРНК 
и белков PD-L1 и PD-L2.

Некоторые клеточные линии – mel Cher, mel Bgf, 
mel Me – имеют высокий базовый уровень мРНК 
PD-L1 или PD-L2 (табл. 1). МРНК PD-L1 и PD-L2 
экспрессируется на меньшем уровне в клетках, име-
ющих мутации гена BRAF, но эти различия были 
достоверны только для PD-L2 (p = 0,1373 и p = 0,0207 
соответственно).

Уровень экспрессии мРНК PD-L1 и PD-L2 не за-
висит от степени дифференцировки клеточных ли-
ний меланомы (р = 0,8922 и р = 0,9582 соответствен-
но) [31].

Определен уровень экспрессии поверхностных 
белков PD-L1 и PD-L2 в клеточных линиях метаста-
тической меланомы человека (табл. 2). Экспрессия 
поверхностных белков PD-L1 и PD-L2 в не обрабо-
танных препаратами клеточных линиях чаще всего 
невысока или отсутствует. Положительная экспрес-
сия хотя бы 1 из исследуемых белков детектируется 
только на 5 линиях из 11 (mel Cher, mel Gus, mel Bgf, 
mel Me, mel Mtp). Интересно, что все клетки, экс-
прессирующие белки PD-L1 или PD-L2, не имеют 
мутации гена BRAF.

Анализ изменения уровня экспрессии мРНК 
PD-L1 и PD-L2 показал, что араноза в разных лекар-
ственных формах оказывает неодинаковые эффекты. 
В целом, после воздействия липосомальной аранозы 
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уровень экспрессии PD-L1 и PD-L2 становится зна-
чительно ниже (p = 0,0004 и p = 0,0442 соответствен-
но), чем в исходных линиях. Но есть исключения: 
в линиях mel Ibr, mel H и mel Gus уровень экспрессии 
гена PD-L1 увеличился. Араноза-лио и «пустые» ли-
посомы в основном привели к увеличению уровня 
экспрессии PD-L1 (p <0,0001 и p = 0,0005 соответ-
ственно) и PD-L2 (p = 0,0005 и p = 0,0025) (рис. 1). 
На отдельных линиях наблюдался противоположный 
эффект (табл. 1).

Араноза-лио и «пустые» липосомы уменьшают 
уровень экспрессии белка PD-L1 в линиях меланомы 
(p = 0,0663 и p = 0,7213 соответственно). Инкубация 
с липосомальной аранозой, напротив, приводит 
к значительному повышению уровня экспрессии 
белка PD-L1 по сравнению с исходными линиями  
(p = 0,0269) (рис. 2а).

Инкубация с аранозой-лио и «пустыми» липосо-
мами уменьшает уровень экспрессии белка PD-L2 (p 
= 0,0021 и p = 0,008). Уровень экспрессии PD-L2 
после воздействия липосомальной аранозы значимо 
не изменился (p = 0,1141) (рис. 2б).

Заключение
Мы обнаружили, что белки PD-L1 и PD-L2 

экспрессируются только на клеточных линиях с ди-
ким типом BRAF. Экспрессия мРНК и белка PD-L1 
и PD-L2 на BRAF-отрицательных линиях достаточ-
но заметно меняется после инкубации клеток 
как с разными лекарственными формами аранозы, 
так и с «пустыми» липосомами, однако изменения 
уровня белка не коррелируют с изменениями уров-
ня мРНК. Учитывая тот факт, что в некоторых 
клеточных линиях «пустые» липосомы значимо 

таблица 1. Изменение экспрессии мРНК PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях метастатической меланомы человека

клеточная 
линия

мутации
BRAF

Экспрессия мрнк,  %

необработанные клетки араноза-лио липосомальная араноза «Пустые» липосомы

Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2

mel Hn + 8,84 0,39 50,00 0,00 10,88 0,00 131,95 0,00

mel Ibr + 0,68 0,63 2,92 3,12 8,84 1,46 1,56 2,06

mel Il + 5,44 0,73 21,76 13,40 7,69 2,92 18,95 15,39

mel Is + 0,63 0,00 0,78 0,01 0,36 0,26 0,90 0,04

mel Si + 1,79 6,25 0,78 0,01 0,36 0,26 0,90 0,04

mel Cher  – 70,71 20,31 123,11 40,61 5,44 1,18 214,35 151,57

mel H  – 11,66 1,10 246,23 174,11 26,79 4,12 6,70 20,31

mel Gus  – 4,12 16,49 0,78 17,68 8,84 7,18 10,88 263,90

mel Bgf  – 12,50 75,79 1,27 107,18 0,96 3,35 12,50 123,11

mel Me  – 23,33 81,23 5,44 17,68 5,08 7,69 7,18 21,76

mel Mtp  – 8,80 13,40 1,46 4,42 0,01 1,67 1,10 1,10

таблица 2. Изменение экспрессии поверхностных белков PD–L1 и PD–L2 в клеточных линиях метастатической меланомы человека

клеточная 
линия

мутации
BRAF

антиген-положительные клетки,  %

необработанные клетки араноза-лио липосомальная араноза «Пустые» липосомы

Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2 Pd–L1 Pd–L2

mel Cher  – 4,1 2,4 1 0,5 16,2 0,3 2,6 7,4

mel Gus  – 0,7 30,8 1,3 24,8 20,1 2,8 1,3 0,6

mel Bgf  – 4,5 95,5 0,1 98 6,3 1,9 0,7 15,8

mel Me  – 0,8 9,9 0,9 0,7 0,7 1,7 1,9 25,9

mel Mtp  – 2,1 14 1,9 0,2 2,3 1,1 1,1 17,4
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повышают уровень экспрессии мРНК PD-L1 
или PD-L2, становится ясно, что подобные изме-
нения могут быть вызваны не только противоопу-
холевыми химиопрепаратами. Однако мы не можем 
объяснить, какие механизмы задействованы 
при повышении уровня экспрессии мРНК PD-L1 
или PD-L2 под влиянием аранозы-лио или «пу-
стых» липосом.

В схожих исследованиях на клеточных линиях 
меланомы человека отмечена важность сигнальных 
белков MAPK и STAT3 в увеличении уровня экспрес-
сии мРНК и белка PD-L1 при воздействии вемура-
фениба [17, 18] и STAT3 – в поддержании конститу-
тивной экспрессии PD-L1 [35]. Также можно 
отметить, что в экспериментах in vitro на линиях 
плоскоклеточного рака пищевода человека облуче-
ние увеличивало поверхностную экспрессию PD-L1. 
Для плоскоклеточного рака пищевода лучевая тера-
пия является хорошо налаженным лечебным воздей-
ствием и обеспечивает преимущества в выживаемо-
сти [36]. Для молекулы PD-L2 подобных данных 
в литературе не найдено.

В исследовании К. А. Schats и соавт. на 46 образ-
цах метастазов меланомы изучали присутствие по-
верхностного PD-L1 методом иммуногистохимии 

и его мРНК на 21 образце из 46. Данные иммуноги-
стохимии показали высокую корреляцию с данными 
экспрессии мРНК PD-L1. Во всех образцах, где была 
измерена мРНК PD-L1, была обнаружена ее экспрес-
сия на уровне от 1 до 250 % [37]. Эти результаты 
схожи с нашими данными, полученными на клеточ-
ных линиях, не обработанных препаратами. Схожие 
данные по экспрессии PD-L1 были получены на кле-
точных линиях меланомы человека и в работах дру-
гих ученых [17, 18].

Наши результаты подтверждают данные других 
исследователей о том, что уровень мРНК и белка 
PD-L1 в клеточных линиях нестабилен.

Увеличение экспрессии PD-L1 и PD-L2 в опухо-
левых клетках может способствовать защите опухо-
ли от иммунного ответа. В нашем исследовании 
липосомальная форма аранозы не вызывала значи-
тельного повышения уровня экспрессии мРНК 
PD-L1 и PD-L2 в исследованных линиях меланомы 
человека. Мы обнаружили, что, несмотря на повы-
шение уровня экспрессии мРНК PD-L1 или PD-L2 
под действием аранозы-лио или «пустых» липосом, 
экспрессия белков PD-L1 или PD-L2 значимо не по-
вышается, а в большинстве случаев, наоборот, сни-
жается.
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рис. 1. Изменение уровня экспрессии мРНК PD–L1 (А) и PD–L2 (Б) после воздействия исследуемыми препаратами

рис. 2. Изменение уровня экспрессии белков PD–L1 (а) и PD–L2 (б) после воздействия исследуемыми препаратами
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