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СВЯЗЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
БЕЛКОВ ЦИТОСКЕЛЕТА И МАРКЕРА 
ЭПИТЕЛИАЛЬНО-МЕЗЕНХИМАЛЬНОГО 
ПЕРЕХОДА ВИМЕНТИНА 
ПРИ ПЛОСКОКЛЕТОЧНОМ РАКЕ ГОРТАНИ

Отсутствие лабораторных методов прогноза метастазирования агрессивного 
плоскоклеточного рака гортани (ПРГ) обуславливает актуальность исследования, 
в т.ч. необходимость исследования молекулярных характеристик опухоли. При 
метастазировании инициация эпителиально-мезенхимального перехода сопровождается 
увеличением уровня мРНК виментина (VIM) и изменением экспрессии различных генов, 
включая гены белков цитоскелета. Поэтому целью работы явилась оценка связи уровня 
мРНК VIM с мРНК белков цитоскелета фасцина-1 (FSCN1), эзрина (EZR), кофилина-1 
(CFL1), профилина-1 (PFN1) и аденилилциклаза-ассоциированного протеина 1 (САР1) 
и наличием лимфогенных метастазов в опухолевой ткани ПРГ (T1-4N1-2M0). Анализ 
проводили методом обратно-транскриптазной полимеразно-цепной реакции в реальном 
времени в парных образцах у больных с лимфогенным метастазированием (N1-2) и без 
него (N0). У больных ПРГ (N1-2) отмечено увеличение уровня мРНК PFN1 в 6,3 раза, по 
сравнению с группой больных N0. Уровень мРНК эзрина был ниже в 17 раз у больных ПРГ 
(T3-4N0-2M0) по сравнению с группой больных ПРГ (T1-2N0-1M0). Высокий уровень мРНК 
VIM сочетался с высоким уровнем мРНК FSCN1 и САР1 и способствовал усилению силы 
связи между уровнями мРНК CFL1 и PFN1. Таким образом, прямой зависимости между 
уровнем маркера ЭМП виментина и метастазированием у пациентов с ПРГ не выявлено. 
Обнаруженные связи экспрессии генов белков цитоскелета с экспрессией мРНК VIM могут 
свидетельствовать об активной перестройке цитоскелета, которая обеспечивает высокую 
миграционную и пролиферативную активность злокачественных клеток ПРГ.
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Aggressive laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is characterized by a high metastatic potential, which is closely associated with epithe-
lial-mesenchymal transition (EMT). Initiation of EMT is manifested by changes in the expression of some genes, including those associated with 
cytoskeleton reorganization. Currently, there are no effective methods for predicting metastasis in LSCC patients.  In this regard, the study of SCC 
molecular characteristics remains relevant. In our study we assessed the relationship between the mRNA level of vimentin (VIM) and mRNA of 
cytoskeleton proteins: fascin-1 (FSCN1), ezrin (EZR), cofilin-1 (CFL1), profilin-1 (PFN1) and adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP1) in LSCC 
tumor tissue. The analysis was carried out using RT-PCR in paired samples from LSCC patients with and without lymph node metastases. The 
PFN1 mRNA level was found to be 6.3 times higher in LSCC patients with lymph node metastases than in patients without metastases. The EZR 
mRNA level was 17 times lower in patients with stage T3-4N0-2M0 LSCC than in patients with stage T1-2N0-1M0 LSCC. High VIM mRNA levels 
were associated with high FSCN1 and CAP1 mRNA levels and contributed to a stronger association between CFL1 and PFN1 mRNA levels. Thus, 
no direct relationship between the level of VIM as a marker of EMP and metastasis in a sample of LSCC patients was found. However, the detect-
ed relationships between the levels of cytoskeleton protein mRNA and vimentin mRNA may indicate an active reorganization of the cytoskeleton, 
which ensures high migration and proliferative activity of malignant cells of LSCC. 

Keywords: epithelial-mesenchymal transition, actin-binding proteins, laryngeal squamous cell carcinoma, vimentin, intermediate filament pro-
teins, metastasis
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Введение. Агрессивность ПРГ ас-
социирована с его высоким метаста-
тическим потенциалом, который тесно 
связан с процессами эпителиально-
мезенхимального перехода (ЭМП) 
[17]. Инициация ЭМП при опухолевом 
росте приводит к изменению экспрес-
сии различных генов, в т. ч. связанных 
с реорганизацией цитоскелета. Для 
клеток опухолей эпителиального про-
исхождения наиболее специфично от-
ражает злокачественную трансформа-
цию активация процессов связанных с 
ЭМП [11, 13], который сопровождается 
каскадом молекулярно-генетических 
изменений: активацией факторов 
транскрипции, усилением продукции 
тканевых металлопротеаиназ, изме-
нением в содержании актин-связыва-
ющих белков (АСБ) и других внутри-
клеточных событиях [5, 7, 9, 11, 13, 
15]. Все эти процессы заканчиваются 
реорганизацией актинового цитоске-
лета, которая является заключитель-
ным этапом перед началом инвазии 
опухолевых клеток [7, 8]. Накоплено 
достаточно доказательств участия ви-
ментина не только в регуляции ЭМП, 
но и в регуляции Wnt/β-катенин и GSK-
3/Snail – сигнальных путей, что по-
зволяет использовать этот белок как 
маркер ЭМП, и, соответственно, как 
маркер метастазирования [12]. Ремо-
делирование цитоскелета опосреду-
ется множеством белков цитоскелета, 
в том числе АСБ кофилином-1 (CFL1), 
профилином-1 (PFN1), эзрином (EZR), 
фасцином-1 (FSCN1) и аденилил-ас-
социированным протеином-1 CAP1), 
которые имеют разные функциональ-
ные роли в клетке [6, 9, 19]. В ответ 
на внеклеточные и внутриклеточные 
сигналы АСБ и виментин, регулиру-

ют реорганизацию цитоскелета, тем 
самым принимая участие в инвазии 
и метастазировании опухолевых кле-
ток [5, 12]. Практически нет данных о 
взаимосвязи виментина и АСБ, пере-
численных выше, в процессе метаста-
зирования при ПРГ. Возможно, оценка 
в ткани ПРГ взаимосвязи экспрессии 
гена кодирующего виментин с экспрес-
сионной активностью генов АСБ, и их 
связи с лимфогенным метастазирова-
нием будет полезна в качестве новых 
подходов в диагностике или разработ-
ке терапевтических мишеней. Учиты-
вая, что лабораторные специфичные 
методы прогноза метастазирования 
ПРГ не внедрены в практику, это на-
правление исследований остается ак-
туальным. 

Поэтому целью настоящего иссле-
дования была оценка связи уровней 
мРНК виментина и белков цитоскеле-
та CFL1, PFN1, EZR, FSCN1 и CAP1 
в опухолевой ткани больных ПРГ, а 
также связь их экспрессионной актив-
ности с метастазированием.

Материалы и методы. В исследо-
вании участвовали 43 пациента с ПРГ, 
поступившие на лечение в 2017-2021 
гг. в НИИ онкологии Томского НИМЦ. 
Уровень мРНК определяли в образ-
цах опухолей (стадии T1-4N0-1M0) и 
морфологически неизмененного эпи-
телия, полученные при диагностиче-
ской видеоларингоскопии. В группу с 
регионарными метастазами вошли 25 
больных ПРГ, и без метастазирования 
– 18 пациентов. У всех больных диа-
гноз ПРГ был гистологически верифи-
цирован. Полученные образцы тка-
ней помещали и хранили в растворе 
RNAlater (Ambion, США) до проведе-
ния настоящего анализа. Работа про-

ведена в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной медицинской 
ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских ис-
следований с участием человека» с 
поправками 2000 г. и «Правилами кли-
нической практики в Российской Фе-
дерации», утвержденными Приказом 
Минздрава РФ №  266 (19.06.2003). 
Получены информированное согласие 
каждого пациента и разрешение эти-
ческогого комитета ФГБУ «НИИ онко-
логии» ТНИМЦ (выписка из протокола 
№ 7 от 24.06.2019). 

Выделение мРНК из тканей и по-
лучение кДНК. Для экстракции обще-
го пула мРНК из парных образцов 
тканей использовали набор CCR-50 
(Биосилика, Новосибирск), согласно 
инструкции производителя. Концен-
трацию и чистоту мРНК оценивали 
на спектрофотометре NanoDrop-2000 
(Thermo Scientific, USA). Синтез кДНК 
на матрице РНК проводили с помощью 
набора реагентов для обратной транс-
крипции «ОТ-1» (Синтол, Москва) со-
гласно инструкции, далее полученную 
смесь использовали для проведения 
количественной полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ).

Проведение ПЦР в реальном вре-
мени. Уровень экспрессии мРНК ге-
нов оценивали методом ПЦР-РВ по 
технологии Sybr Green на амплифи-
каторе iCycler (Bio-Rad, США). Прай-
меры были подобраны с использова-
нием программы Vector NTI Advance 
11.5 (Thermo Fisher Scientific, США) 
и базы данных NCBI (http://www.ncbi.
nlm. nih.gov/nuccore) [9]. Для оценки 
конечного продукта ПЦР на наличие 
праймер-димеров или неспецифиче-
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ских продуктов использовался анализ 
кривой плавления (Melt). В качестве 
референсного гена использовали 
ген фермента глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (GAPDH). Ка-
либратором служила мРНК (кДНК), 
выделенная из морфологически не 
измененного эпителия гортани. Анализ 
экспрессии проводили по методу 2-ΔΔСT 

[14]. 
Статистический анализ результа-

тов проводился с применением паке-
та программ Statistica 6.0 и IBM SPSS 
Statistics 22.0. После проверки нор-
мальности распределения с помощью 
критерия Шапиро–Уилка для анализа 
данных были использованы непара-
метрический тест U–критерий Манна-
Уитни и для анализа взаимосвязей 
коэффициент ранговой корреляции 
Спирмена (r). Результаты представле-
ны как Мe (Q1; Q3), где Ме – медиа-
на и Q1; Q3 – интерквартильный раз-
мах. Количество человек в группе – n, 
P (U-test) – непараметрический тест 
U-критерий Манна–Уитни. Статистиче-
ски значимыми считали различия при 
p <0,05.

Результаты и обсуждение. Не 
выявлено значимых различий в экс-
прессии гена виментина между груп-
пами пациентов с ПРГ «N1-2» и «N 0» 
и «T1-2N0-1M0» и «T3-4N0-2M0». В 
опухолевой ткани у больных ПРГ с 
метастазированием (N1-2) отмечено 
увеличение уровня мРНК профилина 
– 1 в 6,3 раза, по сравнению с груп-
пой больных без метастазов «N  0». 
Распространенность опухолевого 
процесса оказывала влияние на уро-
вень мРНК эзрина, который был ниже 
почти в 17 раз у больных со стадией 
заболевания T3-4N0-2M0 по сравне-

нию с группой больных «T1-2N0-1M0» 
(табл.1).

Согласно корреляционному анали-
зу, метастазирование влияло на силу 
и количество связей между экспресси-
руемыми генами, кодирующими бел-
ки цитоскелета. Так у больных ПРГ в 
группе «N 0» отмечена одна сильная 
корреляция между уровнем мРНК про-
филина 1 и кофилина 1 (r=0,8; p ˂ 0,05). 
(рис. 1А). 

У больных ПРГ с метастазами 
(рис.1 В) выявлены взаимосвязи сред-
ней силы между уровнем экспрессии 
практически всех исследуемых генов 

Рис. 1. Экспрессия генов, кодирующих белки цитоскелета, в опухолевой ткани больных раком гортани относительно лимфогенного мета-
стазирования (А и В) и влияние уровня мРНК виментина на коэскспрессию генов АСБ в ткани рака гортани (С)
Примечание: r - коэффициенты корреляции Спирмена. Жирные стрелки r=0,8, тонкие – r = 0,5-0,6; р˂0,05

Относительная экспрессия мРНК актин-связывающих белков и виментина в опухолевой ткани больных ПРГ в зависимости 
от лимфогенного метастазирования и в зависимости от распространенности опухолевого процесса, у. е.

мРНК T1-2N0-1M0 T3-4N0-2M0 N0 N1-2 P1 P2
VIM 0,31 (0,01;41,93) 1,27 (0,22;7,31) 0,39(0,01;41,93) 1,44(0,22;18,00) 0,58 0,28

FSCN1 1,31 (0,03;7,15) 0,94 (0,12;8,00) 0,32(0,04;6,60) 1,73(0,21;14,40) 0,70 0,11
EZR 12,50 (0,57;34,32) 0,72 (0,05;4,67) 3,46(0,06;21,99) 1,53(0,07;8,17) 0,03 0,50
PFN1 1,19 (0,01;7,30) 2,09 (0,18;18,82) 0,40(0,00;4,69) 2,51(0,76;25,99) 0,22 0,01
CFL1 1,53 (0,08;13,77) 1,15 (0,19;6,60) 0,38(0,04;7,75) 3,10(0,19;27,00) 0,94 0,06
САР1 5,46 (1,07;26,93) 3,30 (0,10;29,25) 3,52(0,22;29,33) 4,55(1,07;28,62) 0,87 0,38

Примечание. N0 – группа пациентов без лимфогенных метастазов; N1-2 – группа пациентов с метастазами; P1 – значимость различий 
между группами «T1-2N0-1M0» и «T3-4N0-2M0»; P2 – значимость различий между группами «N0» и «N1-2».

Таблица 1

Таблица 2

Экспрессии гена, кодирующего виментин, в опухолевой ткани больных раком 
гортани относительно наличия лимфогенного метастазирования

Группы больных ПРГ
уровень мРНК VIM

Всего больных
низкий высокий

Лимфогенное
метастазирование

нет 12 13 25
есть 9 9 18

Всего больных 21 22 43
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(r=0,5-0,6; p ˂0,05). При этом уровень 
мРНК VIM положительно коррелиро-
вал с экспрессионной активностью ге-
нов FSCN1, EZR, PFN1 и CAP1 (r=0,6; 
p˂0,05). Обнаружена положительная 
взаимосвязь между экспрессионной 
активностью генов PFN1, САР1 и 
CFL1. Устанавливалась сильная связь 
в цепочке FSCN1- PFN1-САР1 – CFL1 
(r=0,8; p ˂ 0,5). Таким образом, наличие 
лимфогенных метастазов увеличивало 
количество коэкспрессируемых генов, 
при этом наблюдалась, именно, поло-
жительная связь.

Для определения связи изменения 
уровня экспрессии мРНК виментина и 
мРНК белков цитоскелета общая вы-
борка больных ПРГ была разделена на 
группы относительно медианы уров-
ня мРНК виментина в общей группе 
(0,65 у.е.). Группа больных ПРГ с вы-
соким уровнем мРНК VIM экспрессии 
(выше 0,65 у.е.) состояла из 9 человек 

с лимфогенным метастазированием и 
без него – 13 больных. Аналогичная 
картина была и для группы больных с 
низким уровнем мРНК VIM (ниже 0,65 
у.е.) (табл. 2).

Несмотря на то, что лимфогенное 
метастазирование не связано с уров-
нем мРНК VIM (табл. 1), изменение 
этого показателя отражалось на экс-
прессионной активности других генов 
цитоскелета. Так, при высоком уровне 
мРНК VIM достоверно увеличивалась 
экспрессия генов САР1 и FSCN-1 (рис. 
2). Согласно корреляционному анали-
зу, уровень мРНК VIM влиял на взаи-
мосвязи между экспрессируемыми ге-
нами в ткани ПРГ (рис. 1С). Так, при 
низком уровне мРНК VIM наблюдалась 
одна корреляционная связь между 
мРНК PFN1 и CFL1 (r=0,4; p  ˂0,05), 
как в группе пациентов без метастазов 
(рис.1 А), а при высокой экспрессии 
гена VIM увеличивалось количество 

связей между уровнями мРНК белков 
цитоскелета и возрастала сила свя-
зи между мРНК СFL1 и PFN1 (r=0,8; 
p=0,04) (рис.1С).

Таким образом, на представленной 
выборке показано, что ни лимфоген-
ное метастазирование, ни распростра-
ненность опухолевого заболевания 
при ПРГ не имеет прямой зависимости 
от экспрессии гена виментина, кото-
рый является белком промежуточных 
филаментов III типа и маркером ЭМП. 
Полученные результаты частично под-
тверждаются информацией, извле-
ченной из базы данных GEPIA2 (http://
gepia2.cancer-pku.cn/), ресурса для 
анализа экспрессии генов опухоле-
вых и нормальных образцов из TCGA 
и GTEx наборов данных. Так, согласно 
анализу GEPIA2, экспрессия гена VIM 
не имеет связи с распространенно-
стью опухолевого процесса при пло-
скоклеточном раке головы и шеи (рис. 
3А), не экспрессируется на достаточно 
высоком уровне (рис.3В), и, в т.ч. по 
сравнению с морфологически не изме-
ненной тканью (показатель N, норма), 
и с изучаемыми в этой работе другими 
генами (рис.3С). 

Несмотря на то, что высокий уро-
вень мРНК VIM не продемонстриро-
вал достоверную разницу в группах 
больных с метастазами и без них, его 
тенденция к увеличению сочеталась 
с достоверным увеличением уровня 
мРНК PFN1. Кроме этого, высокая экс-
прессия гена VIM усиливала положи-
тельную взаимосвязь между уровнями 
мРНК CFL1 и PFN1 и способствовала 
появлению множества взаимосвязей 
между уровнями мРНК других изуча-
емых белков. Учитывая, что при ме-
тастазировании также наблюдалось 
установление множества положитель-

Рис. 2. Уровень экспрессии генов актин-связанных белков в опухолевой ткани больных 
раком гортани в зависимости от разной экспрессионной активности гена, кодирующего ви-
ментин. Р – уровень различий между группами, U-test.

Рис. 3. Экспрессия гена виментина в зависимости от распространенности опухолевого процесса при плоскоклеточном раке головы и 
шеи (А), в нормальной и опухолевой ткани плоскоклеточного рака головы и шеи (рис.5В), и в сравнении с экспрессией генов фасцина-1, 
эзрина, кофилина 1, профилина-1 и аденилал-ассоциированного протеина 1 в опухолевой и нормальной ткани плоскоклеточного рака 
головы и шеи (С).
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ных взаимосвязей между уровнями 
мРНК изучаемых белков, можно сде-
лать вывод о косвенном участии ви-
ментина в процессе метастазирования 
и роста первичной опухоли. Существу-
ют доказательства о регуляции АСБ и 
другими белками цитоскелета не толь-
ко локомоторной активности клетки, но 
и процессов транскрипции, поскольку 
актин присутствует не только в цито-
плазме, но и в ядре клетки. При этом 
в ядре клетки присутствует именно мо-
номерная форма актина, количество 
которого зависит от основных АСБ – 
PFN1 и CFL1 [1, 2]. Возможно, коакти-
вация изучаемых нами генов связана 
не только с подвижностью опухолевых 
клеток во время метастазирования, но 
и с процессами транскрипции, и да-
лее с пролиферативной активностью 
самой опухоли. В целом, полученные 
результаты подтверждаются рядом 
работ, где показана весомая роль бел-
кового тандема CAP1, PFN1 и CFL1 в 
метастатическом каскаде и коэкспрес-
сия генов, кодирующих эти белки, во 
время метастазирования [6, 9, 18]. В 
нашей работе, уровень мРНК эзрина 
снижался в 17 раз с распространени-
ем опухоли со стадии T1-2N0-1M0 до 
T3-4N0-2M0 у больных ПРГ. Эзрин, бе-
лок, соединяющий цитоскелет клетки, 
мембрану и внеклеточный матрикс, 
участвует не только в локомоции кле-
ток, но и в адгезии, дифференциров-
ки, пролиферации, передаче сигналов, 
блеббинге и энтозе [3, 4, 16], и, в том 
числе в метастазировании [4, 10]. Воз-
можно, для анализа связи EZR с лим-
фогенным метастазированием нужно 
учитывать наличие мутаций в его гене, 
а также экспрессионную активность ге-
нов семейства ERM (эзрин-радиксин-
моезин), к которому принадлежит этот 
белок [19]. Выявленное нами снижение 
уровня мРНК эзрина, также возможно, 
связано с нарушением адгезивных 
свойств опухолевых клеток, что важно 
для инвазии и метастазирования. Роль 
эзрина в процессах прогрессирования 
различных опухолей до сих пор актив-
но изучается [4, 10]. 

Заключение. В целом, наши дан-
ные, дополняют сведения об участии 
изучаемых генов, кодирующих бел-
ки цитоскелета, в патогенезе и, в том 
числе, в процессе метастазирования 
при ПРГ. По нашим данным, экспрес-
сия гена маркера ЭМП виментина не 
является прямым показателем ме-
тастазирования при ПРГ. Поэтому, 
можно предположить наличие других 
белков-участников молекулярно-био-
логических изменений сопровождаю-
щих метастазирование ПРГ. Для под-
тверждения полученных результатов и 
определения конкретных молекуляр-
ных механизмов метастазирования 
ПРГ необходимы дальнейшие иссле-
дования, включающие сигнальные мо-
лекулы способные регулировать АСБ 
и другие белки цитоскелета. Тем не 
менее, полученные результаты могут 
быть полезны при разработке новых 
диагностических тестов или терапев-
тических целей.
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