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РЕЗЮМЕ

Цель – оценить изменения транскриптома клеток ткани плоскоклеточного рака головы и шеи (ПРГШ) у 
пациентов после протонного облучения.

Материалы и методы. Биопсийный материал, полученный от трех пациентов ПРГШ до и после протон-
ного облучения в суммарной дозе 10 изоГр, был подвергнут гомогенизации, очистке и концентрации. По-
сле чего была выделена тотальная РНК с последующей очисткой и концентрацией набором RNA Clean 
& Concentrator (Zymo Research), количество оценивали с помощью прибора Qubit 2.0 (Invitrogen, Life 
Technologies). После выделения тотальной РНК из 1 мкг для секвенирования на платформе Illumina были 
приготовлены библиотеки с использованием набора TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 с этапом обогащения 
в 10 циклов в соответствии с рекомендациями производителя. Качество РНК и полученных библиотек 
проверялось с помощью системы капиллярного электрофореза Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tec. Inc., 
США). Параметр RIN для РНК составлял не менее 7. Концентрацию библиотек оценивали с помощью по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени на приборе CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad, США). Окончательные библиотеки объединяли в эквимолярных пропорциях перед секвенирова-
нием на платформе Illumina HiSeq 2500 с использованием парно-концевых прочтений по 50 оснований. Па-
раметр Q20 для всех образцов составил более 97%, а количество прочтений в среднем равнялось 60,2 млн 
на образец. Cырые прочтения были обработаны с использованием RTA 1.17.21.3 и Casava 1.8.2 (Illumina). 
Анализ обогащения был выполнен с помощью программного обеспечения PANTHER 17.0.

Результаты. В ходе транскриптомного анализа ПРГШ после пятикратного облучения пациентов протонами 
(2 изоГр) в суммарной дозе 10 изоГр было обнаружено 1 414 значимо дифференциально экспрессированных 
генов. Выделены 10 наиболее и наименее экспрессируемых генов и ассоциированные с ними сигнальные 
пути. В ПРГШ после облучения протонами обнаружен ряд сигнальных путей, связанных с низкоэкспрес-
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сированными генами, таких как STAT5; сигнальный путь PD-1; отмечена MET-опосредованная активация 
сигнального пути PTK2, передача сигналов PDGF; CD22-опосредованная регуляция BCR; активация MAPK, 
опосредованная FCERI. Кроме вышеназванных сигнальных путей обращает на себя внимание активация 
процесса распада коллагена, FCGR3A-опосредованного фагоцитоза и FCGR3A-опосредованного синтеза 
интерлейкина-10 (IL10). При анализе обогащения среди высокоэкспрессируемых генов в ткани ПРГШ после 
протонного облучения были активированы процессы ороговения и биологического окисления.

Заключение. Облучение протонами при ПРГШ приводит к гиперэкспрессии генов, вовлеченных в регу-
ляцию процессов ороговения и биологического окисления; гипоэкспрессии генов, связанных с подавлени-
ем сигнальных путей: STAT5, PD-1, MET-опосредованной активации сигнального пути PTK2, передачи 
сигналов PDGF; CD22-опосредованной регуляции BCR; активации MAPK, опосредованной FCERI, про-
цесса распада коллагена, активации FCGR3A-опосредованного фагоцитоза и FCGR3A-опосредованного 
синтеза IL10. Все сигнальные пути гипоэкспрессированных генов функционируют в клетках ПРГШ, если 
негативного влияния на опухоль не оказывается извне (облучение или поступление противоопухолевых 
препаратов).  Преобладание подавленных сигнальных путей над активированными, вероятнее всего, свиде-
тельствует о снижении функционального потенциала клеток после облучения протонами. Дозозависимость 
эффектов ПТ обусловливает необходимость дальнейшего изучения изменений клеточных и молекуляр-
но-генетических сигнатур ПРГШ после протонного облучения разными дозами. 

Ключевые слова: плоскоклеточный рак головы и шеи, транскриптом, протонное облучение, сигнальные 
пути
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ABSTRACT

Aim. To evaluate changes in the transcriptome of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) tissue cells 
in patients after proton therapy. 

Materials and methods. Biopsy material obtained from 3 HNSCC patients before and after proton therapy at a 
total dose of 10 isoGy was homogenized, purified, and concentrated. Then total RNA was isolated with further 
purification and concentration with the RNA Clean & Concentrator kit (Zymo Research). Library quantitation 
was assessed using the Qubit 2.0 instrument (Invitrogen, Life Technologies). After isolation of 1 μg total RNA for 
sequencing, libraries were prepared on the Illumina platform using the TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 with a 
10-cycle enrichment step according to the manufacturer’s recommendations. The quality of RNA and the resulting 
libraries was checked using the Agilent 2100 Bioanalyzer system (Agilent Tec. Inc., USA). The RIN parameter 
for RNA was at least 7. The library concentration was assessed by real-time PCR on the CFX96 Touch Real-Time 
PCR Detection System (Bio-Rad, USA). Final libraries were pooled in equimolar ratios before sequencing on the 
Illumina HiSeq 2500 platform using 50 base-pair paired-end reads. The Q20 parameter for all samples was > 97%, 
and the number of reads averaged 60.2 million per sample. Raw reads were processed using the RTA 1.17.21.3 and 
Casava 1.8.2 (Illumina). The enrichment analysis was performed using the PANTHER 17.0 software.

Results. The transcriptome analysis of HNSCC after proton radiation therapy (5 x 2 isoGy) at a total dose of 
10 isoGy revealed 1,414 significantly differentially expressed genes. The 10 most and least expressed genes 
and their associated signaling pathways were identified. A number of signaling pathways associated with the 
underexpressed genes were detected in HNSCC after proton therapy, such as: STAT5; PD-1 signaling pathway; 
marked MET-mediated activation of PTK2 signaling pathway, PDGF signaling; CD22-mediated regulation of 
BCR; and FCERI-mediated MAPK activation. In addition to the above signaling pathways, activation of collagen 
degradation, FCGR3A-mediated phagocytosis, and FCGR3A-mediated interleukin (IL)-10 synthesis are of interest. 
In the enrichment analysis among highly expressed genes, keratinization and biological oxidation processes were 
activated in HNSCC tissues after proton therapy.

Conclusion. Proton therapy in HNSCC leads to overexpression of genes involved in the regulation of keratinization 
and biological oxidation processes as well as to underexpression of genes associated with suppression of signaling 
pathways: STAT5, PD-1, MET-mediated activation of PTK2 signaling pathway, PDGF signaling; CD22-mediated 
regulation of BCR; FCERI-mediated MAPK activation, collagen degradation, FCGR3A-mediated phagocytosis 
activation, and FCGR3A-mediated IL-10 synthesis. All signaling pathways of underexpressed genes function in 
HNSCC cells if there is no negative influence on the tumor from outside (irradiation or delivery of antitumor 
drugs).  The predominance of suppressed signaling pathways over activated ones most likely indicates a decrease in 
the functional potential of cells after proton therapy. The dose-dependence of PT effects necessitates further study 
of changes in cellular and molecular-genetic signatures of HNSCC after proton irradiation with different doses.

Keywords: head and neck squamous cell carcinoma, transcriptome, proton therapy, signaling pathways
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ВВЕДЕНИЕ

Плоскоклеточный рак головы и шеи (ПРГШ) за-
нимает 7-е место в структуре общей заболеваемо-
сти злокачественными новообразованиями, частота 
встречаемости которого составляет 0,7 млн новых 
случаев в год [1, 2]. Характерными чертами ПРГШ 
являются частые рецидивы и низкая 5-летняя вы-
живаемость как при локализованной, так и при рас-
пространенной стадии заболевания (69 и 34% соот-
ветственно) [1]. Низкая выживаемость пациентов 
связана с поздней диагностикой, плохим ответом на 
различные виды лечения и высокой частотой реци-
дивов [2–4]. В большинстве случаев ПРГШ диагно-
стируется на местнораспространенной стадии, для 
которой лучевая терапия (ЛТ) с сопутствующей ра-
диосенсибилизирующей химиотерапией или без нее 
является одним из основных подходов лечения, ис-
пользуемым в 80% случаев [5].

Протонная терапия (ПТ) представляет собой один 
из наиболее перспективных видов корпускулярного 
облучения, внедрение которого в практику позволя-
ет минимизировать возникновение нежелательных 
явлений, ассоциированных с облучением. Терапев-
тический эффект ПТ состоит в стойком поврежде-
нии генетического материала опухолевых клеток, 
ведущем к их гибели [6]. При этом цитотоксический 
эффект протонов обусловлен как прямым поврежде-
нием цепи ДНК опухолевых клеток, так и косвенным 
путем – за счет индукции образования активных 
форм кислорода [7] и стимуляции апоптоза (за счет 
активации каспазы-3 протонами) [8]. 

В нашем прошлом обзоре [9] мы описали био-
логические эффекты ПТ. Считается, что плоскокле-
точный рак носоглотки является одним из основных 
показаний для ПТ ввиду сложной анатомии и бли-
зости расположения критических анатомических 
структур и органов, таких как перекрест зритель-
ных нервов, височные доли и ствол головного моз-
га, мышцы-констрикторы глотки, слюнные железы 
[10]. В нескольких исследованиях продемонстри-
ровали значимое снижение частоты возникновения 
острых постлучевых осложнений у пациентов с пло-
скоклеточным раком носоглотки, получающих ПТ, 
по сравнению с пациентами, получающих классиче-
скую ЛТ [11]. 

Накапливающийся клинический опыт примене-
ния протонного облучения значительно опережает 
фундаментальные радиобиологические исследова-
ния и способствует увеличению числа протонных 
центров в разных странах мира [12]. Однако огра-
ниченные знания о молекулярно-генетических изме-
нениях, индуцированных ПТ в опухолевых клетках, 

препятствуют разработке новых терапевтических и 
комбинированных стратегий. Данное исследование 
посвящено описанию транскрипционных изменений 
в клетках ПРГШ после облучения протонами.

Целью нашего исследования являлась оценка из-
менений транскриптома клеток ткани плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи у пациентов после протон-
ного облучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Биопсийный материал опухолевой ткани был по-

лучен от трех пациентов с ПРГШ до и после протон-
ного облучения СОД 10 изоГр (коэффициент отно-
сительной биологической эффективности – 1,1). Все 
пациенты подписали информированное согласие на 
участие в исследовании. Исследование одобрено не-
зависимым комитетом по этике (протокол № 634 от 
17.11.2021, протокол № 684 от 02.03.2022).  Исследо-
вание соответствует этическим стандартам, разрабо-
танным в соответствии с Хельсинкской декларацией 
Всемирной медицинской ассоциации «Этические 
принципы проведения научных медицинских иссле-
дований с участием человека» с поправками 2000 г. 
и «Правилами клинической практики в Российской 
Федерации», утвержденными Приказом Минздрава 
РФ от 19.06.2003 № 266. Участников идентифициро-
вали только по номеру пациента.

Облучение пациентов протонами проведено с 
использованием горизонтально фиксированного ак-
тивного сканирующего пучка протонов в положении 
сидя на комплексе ПТ «Прометеус» (ЗАО «Протом», 
Россия). Всем пациентам ежедневно выполнялась 
верификация положения с использованием встроен-
ного конусно-лучевого компьютерного томографа. 
Толщина срезов составляла 1 мм. Фиксацию паци-
ента осуществляли с помощью усиленной термопла-
стической маски и подголовников.

Обработка биоматериала выполнялась в асепти-
ческих условиях с использованием стерильных 
инструментов. Тотальную РНК выделяли из тка-
ни после гомогенизации с тефлоновыми бусина-
ми в QIAZOL (Qiagen) с последующей очисткой и 
концентрацией набором RNA Clean & Concentrator 
(Zymo Research), количество оценивали с помощью 
прибора Qubit 2.0 (Invitrogen, Life Technologies). По-
сле выделения тотальной РНК из 1 мкг для секвени-
рования на платформе Illumina были приготовлены 
библиотеки с использованием набора TruSeq RNA 
Sample Prep Kit v2 с этапом обогащения в 10 циклов 
в соответствии с рекомендациями производителя. 

Качество РНК и полученных библиотек прове-
рялось с помощью системы капиллярного электро-
фореза Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tec. Inc., 
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США). Параметр RIN для РНК составлял не менее 
7. Концентрацию библиотек оценивали с помощью 
полимеразной цепной реакции в реальном времени 
на приборе CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 
System (Bio-Rad, США). Окончательные библиоте-
ки объединяли в эквимолярных пропорциях перед 
секвенированием на платформе Illumina HiSeq 2500 
с использованием парно-концевых прочтений по  
50 оснований. Параметр Q20 для всех образцов со-
ставил > 97%, а количество прочтений в среднем 
равнялось 60,2 млн на образец. Cырые прочтения 
были обработаны с использованием RTA 1.17.21.3 и 
Casava 1.8.2 (Illumina).

Для получения матриц экспрессий из fastq фай-
лов использовался пайплайн nf-core/rnaseq версии 
3.0. Пайплайн запускался с референсным геномом 
GRCh38, выравнивание проводилось с помощью 
инструмента STAR, а квантификация – с помощью 
Salmon. Анализ дифференциальной экспрессии про-
водился между опухолевыми образцами до и после 
облучения. Анализ дифференциальной экспрессии 
проведен независимо с помощью нескольких ин-
струментов DESeq2, EBSeq, limma-voom, NOISeq и 
edgeR, для каждого из которых были получены та-
блицы с оценкой дифференциальной экспрессии. 
Полученные результаты сравнивались с помощью 
Hobotnica [13].

 Hobotnica – инструмент для оценки качества 
инструментов вычисления дифференциальной экс-
прессии. Инструмент создан при использовании ко-
личественной оценки качества на концепции способ-
ности к разделению данных разных экспериментов, 
которые построены на основе матриц расстояний. 
Порогом дифференциальной экспрессируемости 
считались значения |log2FC| > 1, статистической зна-
чимости p < 0,05 для DESeq2, limma-voom и edgeR, 
q > 0,9 для NOISeq и |log2FC| > 1, PPDE > 0,95 для 
EBSeq. Для множественного сравнения для расчета 
p использовалась поправка Бонферрони совместно с 
максиминным критерием Вальда (критерий крайне-
го пессимизма). 

По итогам сравнения DESeq2 показал лучшие ре-
зультаты при сравнении опухолевых образцов до и 
после облучения. Анализ обогащения был выполнен 
с помощью программного обеспечения PANTHER 
17.0. Порогом статистической значимости для вклю-
чения сигнального пути в список обогащенных явля-
лось значение p < 0,05 (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

 Значение оценки качества инструмента  
дифференциальной экспрессии, полученной  

с помощью инструмента Hobotnica
Инструмент Hobotnica score

DESeq2 1
EBSeq 0,96
edgeR 0,5
limma-voom 0,5
NOISeq 0,67

Для установления значимости данные подвергали 
анализу с помощью парного критерия Стьюдента с 
использованием статистического пакета программно-
го обеспечения GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). 
Критерий значимости был установлен на уровне p ≤ 
0,05. Для множественного сравнения использовалась 
поправка Бонферрони совместно с максиминным 
критерием Вальда (критерий крайнего пессимизма), 
который принято считать самым «осторожным».

РЕЗУЛЬТАТЫ
В ходе транскриптомного анализа опухолевой 

ткани ПРГШ после пятикратного облучения пациен-
тов протонами (2 изоГр) в суммарной дозе 10 изоГр 
было обнаружено 1 414 значимо дифференциаль-
но экспрессированных генов. Нами было выделено  
10 генов на основании минимальных (с наиболее 
пониженной экспрессией) и максимальных (с наи-
более повышенной экспрессией) значений LOG2FC. 
Наименьшая экспрессия после протонного облуче-
ния была отмечена в следующих генах: CLEC4E, 
IGHV2-70, P2RX1, SLC5A3, MYBPC1, RP11-551L14,1, 
FCRLA, FAM30A, IGHV2-26, IGHV2-5 (табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Наиболее низкоэкспрессируемые гены в образцах биопсий ПРГШ после протонного облучения

Ген p LOG2FC Расшифровка
названия Функция

CLEC4E 1,89E-06 –5,0
C-Type Lectin Domain Family 4 
Member E – член E семейства 4 

доменов лектинов C-типа

Кодирует члена суперсемейства лектинов C-типа/лекти-
ноподобных доменов C-типа (CTL/CTLD), участвующего 
в клеточной адгезии, передаче сигналов между клетками, 
обмене гликопротеинов, в воспалении и иммунном ответе

IGHV2-70 8,57E-06 –5,1
Immunoglobulin Heavy Variable 

2-70 – тяжелая переменная 
иммуноглобулина 2-70

Обеспечивает антигенсвязывающую активность и актив-
ность связывания рецепторов иммуноглобулинов; участву-
ет в активации иммунного ответа, защитной реакции на 
другой организм и фагоцитоз
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Ген p LOG2FC Расшифровка
названия Функция

P2RX1 3,99E-05 –5,2 Purinergic Receptor P2X 1 – пури-
нергический рецептор P2X 1

Белок, кодируемый этим геном, принадлежит к семейству 
P2X-рецепторов, связанных с G-белком. Функционирует 
как АТФ-управляемый ионный канал и обеспечивает бы-
струю и селективную проницаемость для катионов 

SLC5A3 2,37E-05 –5,2
Solute Carrier Family 5 Member 

3 – семейство переносчиков 
растворителей 5 член 3

Участвует в метаболическом процессе инозитола; транс-
мембранном транспорте моносахаридов; импорте миоино-
зитола через плазматическую мембрану

MYBPC1 0,000185 –5,2 Myosin Binding Protein C1– 
миозинсвязывающий белок C1 Участие в сокращении поперечно-полосатой мускулатуры

RP11-551L14,1 0,011218 –5,3 Нет данных Нет данных

FCRLA 0,000857 –5,3 Fc Receptor Like A – рецептор Fc, 
подобный A

Участвует в гуморальном иммунитете: разрушение покры-
тых IgG антигенов и клеток, индуцированное антителами

FAM30A 0,000853 –5,3
Family With Sequence Similarity 30 

Member A – семейство со сходством 
последовательностей, член А из 30

Точная функция неясна, однако его активацию связывают с 
раковыми заболеваниями

IGHV2-26 0,002372 –5,4
Immunoglobulin Heavy Variable 

2-26 – тяжелая переменная 
иммуноглобулина 2-26

Принимает участие в активации иммунного ответа; защит-
ной реакции на другой организм; фагоцитоза

IGHV2-5 0,018504 –5,4
Immunoglobulin Heavy Variable 

2-5 – тяжелая переменная 
иммуноглобулина 2-5

Обеспечивает антигенсвязывающую активность и актив-
ность связывания рецепторов иммуноглобулинов. Активи-
рует иммунного ответа; защитная реакция на другой орга-
низм; фагоцитоз

О к о н ч а н и е  т а б л .  2

Т а б л и ц а  3

Наиболее высокоэкспрессируемые гены в образцах биопсий ПРГШ после протонного облучения
Ген p LOG2FC Расшифровка названия Функция

PIK3R2 0,001165114 4,9
Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 2 – 
регуляторная субъединица 2 фосфоинозитид-
3-киназы

Фосфорилирует фосфатидилинозитол и подоб- 
ные соединения, создавая вторичные мессенд- 
жеры, важные в сигнальных путях роста

CTD-
3074O7,11 2,72E-06 4,6 Нет данных

Принимает участие в развитии глаз, 
конечностей, сердца и репродуктивной 
системы

GOLGA6L9 1,59E-07 4,5 Gene – Golgin A6 Family Like 9 – семейство 
голгина А6 подобное 9 Нет данных

GP1BB 4,01E-10 4,3 Glycoprotein Ib Platelet Subunit Beta – гликопро-
теин Ib тромбоцитарная субъединица бета Опосредует адгезию тромбоцитов

NPIPA2 8,65E-10 4,0
Nuclear Pore Complex Interacting Protein Family 
Member A2 – ядерный комплекс пор, член 
семейства взаимодействующих белков A2

Участвует в транспорте мРНК и транспорте 
белков

Наибольшая экспрессия в образцах биопсий 
ПРГШ после протонного облучения была отмечена в 
генах PIK3R2; CTD-3074O7,11; GOLGA6L9; GP1BB; 
NPIPA2; RP11-96O20,4; AC008132,13; SNX31; RP1-
127D3,4; RPL21P119 (табл. 3).

Для определения принадлежности значимо высо-
ко- и низкоэкспрессированных генов к тем или иным 
сигнальным путям был проведен анализ обогащения 
для каждой из этих групп генов по отдельности. В 
образцах опухолевой ткани после протонного облу-
чения по сравнению с опухолевой тканью до про-
тонного облучения среди низкоэкспрессируемых ге-
нов изменения были отмечены в сигнальных путях, 
представленных в табл. 4. В ПРГШ после облучения 

протонами был обнаружен ряд сигнальных путей, 
связанных с низкоэкспрессированными генами, та-
ких как STAT5; сигнальный путь PD-1; отмечена 
MET-опосредованная активация сигнального пути 
PTK2, передача сигналов PDGF; CD22-опосредован-
ная регуляция BCR; активация MAPK, опосредован-
ная FCERI. Кроме вышеназванных сигнальных путей 
обращает на себя внимание процесс распада коллаге-
на, активация FCGR3A-опосредованного фагоцитоза 
и FCGR3A-опосредованного синтеза IL10 (табл. 4).

При анализе обогащения среди высокоэкспресси-
руемых генов в ткани ПРГШ после протонного об-
лучения были активированы процессы ороговения и 
биологического окисления (табл. 5).
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Оригинальные  статьи

Т а б л и ц а  4

Сигнальные пути ПРГШ, ассоциированные с низкоэкспрессированными генами, после протонного облучения

Reactome pathways
Кол-во генов из 
референс-списка 

базы данных

Количество генов, связанных 
с данным сигнальным путем в 

представленных образцах

Обогащение 
кратности p

Вероятность ложно- 
положительных 

результатов
Активация STAT5 
R-HSA-9702518.2 10 4 15,63 3.15E-04 1.60E-02

Сигнальный путь PD-1
R-HSA-389948.3 29 7 9,43 2.58E-05 2.22E-03

Распад коллагена
R-HSA-1442490.4 64 14 8,55 7.25E-09 6.03E-06

MET-опосредованная актива-
ция сигнального пути PTK2
R-HSA-8874081.2

30 6 7,81 2.42E-04 1.31E-02

Передача сигналов PDGF
R-HSA-186797.5 54 8 5,79 1.48E-04 9.44E-03

Сигнальный путь  AKT1 E17K 
при раке
R-HSA-5674400.2

26 5 7,51 9.44E-04 4.13E-02

CD22-опосредованная регуля-
ция BCR
R-HSA-5690714.3

67 9 5,25 1.13E-04 7.43E-03

Сигналинг интерферона гамма
R-HSA-877300.6 91 12 5.15 1.00E-05 1.09E-03

Активация MAPK, 
опосредованная FCERI
R-HSA-2871796.3

89 11 4,83 4.03E-05 3.14E-03

FCGR3A-опосредованный 
синтез IL10
R-HSA-9664323.2

100 12 4,69 2.37E-05 2.11E-03

Примечание .  Обогащение кратности определяется как процент генов в представленных образцах, принадлежащих к указанному пути, 
по сравнению с фоновой популяцией генов (здесь и в табл. 5).

Т а б л и ц а  5

Активированные сигнальные пути ПРГШ, связанные с высокоэкспрессированными генами, после протонного облучения

Reactome pathways
Кол-во генов из 
референс-списка 

базы данных

Количество генов, связанных 
с данным сигнальным путем 
в представленных образцах

Обогащение 
кратности p

Вероятность 
ложноположительных 

результатов

Формирование 
ороговевающей оболочки
R-HSA-6809371.5

129 14 6,96 4.57E-08 1.14E-04

Биологическое окисление
R-HSA-211859.3 220 15 4,37 3.83E-06 4.77E-03

Ген p LOG2FC Расшифровка названия Функция
RP11-96O20,4 3,93E-11 3,8 Нет данных Нет данных
AC008132,13 1,07E-11 3,6 Нет данных Нет данных

SNX31 7,48E-13 3,4 Sorting Nexin 31 – сортировка Нексина 31 Участвует во внутриклеточном транспорте 
белков

RP1-127D3,4 7,48E-13 3,4 Нет данных Нет данных

RPL21P119 4,15E-12 3,4 Ribosomal Protein L21 Pseudogene 119 – рибосо-
мальный белок L21, псевдоген 119 Псевдоген

О к о н ч а н и е  т а б л .  3
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Полученные данные в ходе данной исследователь-
ской работы являются уникальными в своем роде, 
поскольку в литературных источниках информация 
об изменениях на уровне транскриптома, индуциро-
ванных ПТ, ограничена. Это связано, во-первых, со 
сложностью сбора биопсий пациентов, так как для 
такого анализа необходимо собрать материал до ПТ 
и после облучения с целью выявления значимо из-
мененных сигнатур. Во-вторых, не во всех центрах 
имеется необходимое дорогостоящее оборудование 
для проведения ПТ, зачастую клиницисты ограни-
чиваются назначением классической фотонной ЛТ. 
В-третьих, сам транскрипционный анализ и биоин-
форматическая обработка данных довольно сложны, 
требуют высокой квалификации специалистов.

ОБСУЖДЕНИЕ
Транскриптом – динамически изменяющаяся под 

действием различных факторов система. В каче-
стве прецизионного онкологического исследования 
транскрипционный анализ начал применяться срав-
нительно недавно [14, 15]. В литературных источ-
никах отсутствуют данные, описывающие измене-
ния на уровне транскриптома ПРГШ, вызванные 
протонным облучением. На наш взгляд, понимание 
транскрипционной гетерогенности ПРГШ способ-
ствует разработке диагностических и прогностиче-
ских биомаркеров, которые позволят осуществлять 
подбор терапии персонализировано, что приведет к 
увеличению положительных ответов на противоопу-
холевую терапию и улучшит исходы/увеличит число 
положительных ответов на лечение.

Ключевая роль активации преобразователей сиг-
налов и активаторов транскрипции 5 (STAT5) обна-
ружена при многих злокачественных образованиях. 
В большинстве случаев STAT5 усиливает рост кле-
ток плоского эпителия, увеличивает миграцию и 
инвазию клеток плоскоклеточного рака, вызывает 
фенотипические и молекулярные изменения, свя-
занные с эпителиально-мезенхимальным переходом 
[16]. При ПРГШ активация STAT5 коррелирует с 
усилением роста опухоли, инвазией и эпителиаль-
но-мезенхимальным переходом [17]. После протон-
ного облучения ПРГШ отмечено подавление STAT5.

Нерецепторная протеинтирозинкиназа 2 (PTK2), 
также известная как киназа фокальной адгезии 
(FAK), является многофункциональным регулято-
ром клеточного сигнала между опухолевыми клет-
ками и микроокружением опухоли. Активированная 
PTK2 участвует в регуляции ряда клеточных функ-
ций: адгезии, пролиферации и миграции [18, 19]. 
Протеомный анализ показал, что гиперэкспрессия 
PTK2/FAK является биомаркером радиорезистент-

ности ПРГШ. Комбинации ингибирования PTK2/
FAK с ЛТ в настоящее время изучаются в качестве 
терапевтической стратегии для улучшения местного 
контроля при ВПЧ-негативном ПРГШ [20].

Активация сигнального пути PD-1/PD-L1 ассо-
циирована с индукцией и поддержанием иммунной 
толерантности в опухолевой ткани, путем подавле-
ния эффекторных функций Т-клеток [21]. Уровни 
экспрессии PD-L1 при  ПРГШ в значительной сте-
пени коррелируют с выраженным клиническим 
прогрессированием и плохой выживаемостью паци-
ентов [22]. Активность PD-1 и его лигандов PD-L1 
или PD-L2 отвечает за активацию, пролиферацию и 
цитотоксическую секрецию Т-лимфоцитов [23]. В 
ходе нашего транскриптомного анализа выявлено 
подавление данного сигнального пути.

Синтез интерлейкина 10 (IL-10) в опухолевой 
ткани ПРГШ также был снижен после облучения 
протонами. В процессе канцерогенеза IL-10 функци-
онирует и как проонкогенный цитокин, ингибируя 
противоопухолевый иммунитет, и в качестве проти-
воопухолевого цитокина, выполняя антиангиналь-
ную роль [24]. Важно отметить, что он участвует в 
контроле пролиферации и инвазии опухолевых кле-
ток через сигнальный путь JAK/STAT [25, 26].

Сигнальный путь PDGF/PDGFR играет одну из 
ключевых ролей в прогрессировании опухолей [27]. 
Гиперэкспрессия PDGF способствует росту опухо-
левых клеток [28] и индуцирует ангиогенез [29], 
воздействуя на клетки микроокружения опухоли, 
тем самым провоцируя прогрессирование опухоли. 
Кроме этого, имеются сведения о том, что повышен-
ная активность PDGF в опухоли сопряжена с рези-
стентностью к лекарственному лечению, вызванной 
нарушением капиллярного кровотока в опухоли 
из-за повышения давления интерстициальной жид-
кости [30]. В данном исследовании облучение про-
тонами вызвало подавление сигнального пути PDGF 
в ПРГШ.

Сигнальный путь митоген-активируемой проте-
инкиназы (MAPK) является ключевым посредником, 
объединяющим внеклеточные сигналы для контроля 
клеточной пролиферации, выживания, дифферен-
цировки, старения, а также лекарственной устой-
чивости [31]. Для пациенты ПРГШ с высокой вну-
триопухолевой экспрессией p-MAPK1/3 (p-ERK1/2) 
характерна худшая выживаемость [32]. Считают, 
что измененная киназная сигнальная сеть, включаю-
щая EGFR, PDGFR, PAK1, PTK2 (FAK) и MAP2K2, 
по-видимому, регулирует аберрантные изменения в 
опухолевой ткани, сопровождающие рецидив [33].

Выявление изменений ПРГШ после ПТ на транс-
криптомном уровне позволит разделить пациентов 
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на группы с разным прогнозом заболевания и отве-
том на лечение. Так, например, общая выживаемость 
пациентов с ПРГШ зависит от активности процесса 
кератинизации, особенно у пациентов с ПРГШ не-
ассоциированного с вирусом папилломы человека. 
Активация процесса кератинизации в ПРГШ связана 
с неблагоприятным прогнозом и меньшей общей вы-
живаемостью пациентов [34]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, облучение протонами при ПРГШ 

приводит к гиперэкспрессии генов, вовлеченных в 
регуляцию процессов ороговения и биологического 
окисления; гипоэкспрессии генов, связанных с по-
давлением сигнальных путей: STAT5, PD-1, MET- 
опосредованной активации сигнального пути PTK2, 
передачи сигналов PDGF; CD22-опосредованной 
регуляции BCR; активации MAPK, опосредован-
ной FCERI, процесса распада коллагена, активации 
FCGR3A-опосредованного фагоцитоза и FCGR3A- 
опосредованного синтеза IL10. 

Обобщая полученные результаты в ходе транс-
криптомного исследования ПРГШ после протонно-
го облучения в суммарной дозе 10 изоГр, обращает 
на себя внимание преобладающее количество пода-
вленных сигнальных путей над активированными. 
При этом часть из обнаруженных сигнальных путей 
соответствует данным, описанным в литературных 
источниках, а часть путей, изменившихся в ходе 
исследования, отличается от имеющихся данных. 
Все сигнальные пути гипоэкспрессированных ге-
нов функционируют в клетках ПРГШ, если нега-
тивного влияния на опухоль не оказывается извне 
(облучение или поступление противоопухолевых 
препаратов).  Преобладание подавленных сигналь-
ных путей над активированными, вероятнее все-
го, свидетельствует о снижении функционального 
потенциала клеток после облучения протонами. 
Дозозависимость эффектов ПТ обусловливает не-
обходимость дальнейшего изучения изменений 
клеточных и молекулярно-генетических сигна-
тур ПРГШ после протонного облучения разными  
дозами. 
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