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РЕФЕРАТ Ранее нами было показано, что внеклеточные везикулы, секретируемые клетками метастати-
ческой меланомы кожи, стимулируют рост, миграцию и стволовость нормальных кератиноцитов. В ра-
боте мы впервые показываем, что внеклеточные везикулы, секретируемые клетками метастатической 
меланомы линий mel H, mel Kor и mel P, содержат как на уровне мРНК, так и на уровне белка нико-
тиновый ацетилхолиновый рецептор α7 типа (α7-nAChR), который участвует в регуляции онкогенных 
сигнальных путей в эпителиальных клетках. Инкубация с везикулами, секретируемыми клетками mel 
H и имеющими наибольшее содержание мРНК α7-рецептора, приводит к увеличению поверхностной 
экспрессии α7-nAChR в нормальных кератиноцитах Het-1A, а также к стимуляции их роста. При этом 
наблюдается отмена обоих этих эффектов в присутствии ингибитора α7-nAChR – α-бунгаротоксина. 
Биоинформатический анализ выявил корреляцию между повышенной экспрессией гена α7-nAChR у па-
циентов с метастатической меланомой и неблагоприятным прогнозом выживаемости. Таким образом, 
внеклеточные везикулы метастатической меланомы могут переносить мРНК α7-nAChR, усиливая поверх-
ностную экспрессию этого рецептора и стимулируя рост нормальных кератиноцитов, а таргетирование 
этого рецептора может стать новой стратегией контроля злокачественной трансформации кератиноцитов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА α7-nAChR, везикулы, метастатическая меланома, кератиноциты, онкотерапия, рак.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ α7-nAChR – никотиновый рецептор ацетилхолина типа α7; ВЕВМ – среда роста 
бронхиального эпителия; α-Bgtx – α-бунгаротоксин; HRP – пероксидаза хрена; WST-1 – водораство-
римая соль тетразолия 1.
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ВВЕДЕНИЕ
Меланома – агрессивная опухоль, развивающаяся 
из меланоцитов [1]. Прогрессия меланом опосре-
дуется секрецией опухолевыми клетками внекле-
точных везикул – покрытых мембраной структур, 
включающих в себя различные белки и нуклеино-
вые кислоты. Внеклеточные везикулы осуществля-
ют передачу онкогенных сигналов между клетками 

опухоли, а также между опухолью и окружающими 
ее тканями [2, 3]. Фибробласты, иммунные клетки 
и кератиноциты регулируют физиологию меланоци-
тов, а также контролируют пролиферацию, инвазию 
и ангиогенез меланомы за счет секреции паракрин-
ных факторов роста и межклеточной коммуника-
ции [4, 5]. Однако в стрессовых условиях, например 
при фотоповреждении, кератиноциты могут секре-
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тировать митогенные и провоспалительные факто-
ры [6]. 

Ранее мы показали, что внеклеточные везику-
лы, секретируемые клетками метастатических ме-
ланом, стимулируют рост, миграцию и стволовость 
нормальных кератиноцитов [7]. Процессы диффе-
ренцировки и роста нормальных кератиноцитов 
регулируются с участием никотинового рецептора 
ацетилхолина типа α7 (α7-nAChR) [8], активация 
которого никотином или его производными, содер-
жащимися в табаке (нитрозаминами), приводит 
к злокачественной трансформации кератиноцитов 
[9]. Однако возможное вовлечение α7-nAChR в сти-
муляцию роста кератиноцитов под действием вне-
клеточных везикул меланом ранее не изучалось. 

В настоящей работе мы впервые показали, 
что внеклеточные везикулы, секретируемые клет-
ками метастатической меланомы кожи, содержат 
α7-nAChR на уровне мРНК и белка. При инкуба-
ции с везикулами, полученными из клеток линии 
mel H, наблюдались увеличение поверхностной экс-
прессии α7-nAChR в нормальных кератиноцитах 
и стимуляция их роста, которые отменялись в при-
сутствии ингибитора α7-nAChR – α-бунгаротоксина 
(α-Bgtx). Полученные данные позволяют по-новому 
взглянуть на роль внеклеточных везикул метаста-
тической меланомы и α7-nAChR в злокачественной 
трансформации кератиноцитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки метастатической меланомы кожи линий mel 
H, mel Kor и mel P получены от пациентов НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина Минздрава России 
(Москва, Россия) и охарактеризованы ранее [10]. 
Клетки выращивали в среде RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия) с добавлением 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (Cytiva, Великобритания) и 1% пеницил-
лина/стрептомицина («ПанЭко»). Для удаления эн-
догенных экзосом эмбриональную телячью сыворот-
ку центрифугировали (70 мин, 120000 g), после чего 
фильтровали и смешивали со средой. Кератиноциты 

человека Het-1A (ATCC, США) культивировали 
в среде BEBM (Lonza, Швейцария) как описано ра-
нее [7]. Внеклеточные везикулы выделяли из клеток 
метастатической меланомы как в [7]: клетки выра-
щивали в среде без экзосом, культуральную сре-
ду центрифугировали последовательно при 10000 g 
(15 мин, 4°C) и при 120000 g (70 мин, 4°С). Белковые 
комплексы удаляли с помощью гель-фильтрации, 
используя сорбент Superdex G-250 (GE Healthcare, 
США). Размер везикул оценивали с помощью ди-
намического светорассеяния на приборе DynaPro 
Titan (Wyatt Technology, США). Экспрессию экзосо-
мального маркера TSG101 в везикулах подтвержда-
ли Вестерн-блотингом. 

Анализ экспрессии мРНК субъединиц nAChR 
проводили с помощью ПЦР в реальном време-
ни как описано ранее [7]. Анализировали экспрес-
сию генов CHRNA3, CHRNA4, CHRNA5, CHRNA7, 
CHRNA9, CHRNB2 и CHRNB4 (праймеры указаны 
в табл. 1) на амплификаторе Roche LightCycler 96 
(Roche, Швейцария). Уровень мРНК нормировали 
на экспрессию рРНК S18. 

Наличие α7-nAChR на белковом уровне во вне-
клеточных везикулах анализировали с помощью 
Вестерн-блотинга [7]. Нитроцеллюлозные мембраны, 
заблокированные 5% молоком после гель-электро-
фореза и переноса лизатов везикул, инкубировали 
в течение ночи при 4°C с первичными антитела-
ми кролика против TSG101 (1:1000, ABIN2780037, 
Antibodies-Online, Германия) или α7-nAChR (1:1000, 
ABIN5611363, Antibodies-Online), промывали и ин-
кубировали с HRP-конъюгированными анти-кро-
личьими антителами (1 : 5000, 111-035-003, Jackson 
Immunoresearch, США) в течение 1 ч при 20°C. 
После этого мембраны промывали и регистриро-
вали сигнал HRP с помощью ECL-субстрата (Bio-
Rad, США) с использованием хемидокументера 
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, США).

Для изучения влияния внеклеточных везикул 
на пролиферацию кератиноцитов клетки высевали 
в 96-луночные планшеты (5 × 103 клеток/лунку), 

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Ген
Праймер Ампликон,  

п.н.Прямой Обратный
S18 SSU RNA CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC CGC TCC ACC AAC TAA GAA CG 110

CHRNA3 TGT CCC TCT CTG CTT TGT CAC CCC AGG TTC TTG ATC GGA TGT T 169
CHRNA4 TCG TCC TCT ACA ACA AGT GAG GGT CCA GGA GCC GAA TTT CA 199
CHRNA5 CGT CTG GTT GAA ACA GGA ATG G ACA GTG CCA TTG TAC CTG ATG A 185
CHRNA7 TTT ACA GTG GAA TGT GTC AGA TGT GGA ATG TGG CGT CAA G 88
CHRNA9 GGA GGC CAG ACA TCG TCT TA CAC TGC TGG TTG TCA AAA GGG 168
CHRNB2 ATC TCC TGG ATC CTT CCC GC AGA AGG ACA CCT CGT ACA TGC C 290
CHRNB4 CGC CTT CCC TGG TCC TTT TC TGT TCA CAC CCT CGT AGC GG 381
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через 24 ч к ним добавляли везикулы (50 мкг/мл 
по общему белку) и/или 10 мкМ α-бунгаротоксина 
(α-Bgtx, – ингибитор α7-nAChR, Tocris, Великобри-
тания) и дополнительно инкубировали в течение 
72 ч без смены среды. Концентрация общего вези-
кулярного белка соответствовала таковой в плазме 
крови онкологических больных (20–100 мкг/мл) [7]. 
Жизнеспособность клеток анализировали с исполь-
зованием колориметрического теста WST-1 (Santa 
Cruz, США) [11]. Данные нормировали на усреднен-
ные показания контрольных лунок c необработан-
ными клетками.

Влияние везикул и α-Bgtx на  экспрессию 
α7-nAChR в  кератино цитах исследовали по-
сле окрашивания клеток TRITC-меченым α-Bgtx 
(Sigma-Aldrich, США) c помощью проточного ци-
тофлуориметра Attune NxT (Life Technologies, 
США) как описано ранее [11]. Медиану флуорес-
ценции нормировали на аутофлуоресценцию не-
окрашенных клеток. 

Корреляцию уровня экспрессии CHRNA7 у паци-
ентов с метастатической меланомой из базы данных 
TCGA (исследование SKCM) с их выживаемостью 
анализировали при помощи программы Xena [12].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Внеклеточные везикулы, секретируемые клетка-
ми меланомы, содержат микроРНК, мРНК и белки, 
способствующие усилению пролиферации, миграции 
и стволовости нормальных кератиноцитов [7]. Однако 
вопрос о включении nAChR, регулирующих многие 
онкогенные процессы в эпителиальных клетках, в со-

став внеклеточных везикул ранее не исследовали. 
Методом ПЦР в реальном времени мы впервые 

показали, что внеклеточные везикулы, секретиру-
емые клетками метастатической меланомы линий 
mel H, mel Kor и mel P, полученных от пациентов, 
содержат мРНК CHRNA7, кодирующую субъедини-
цу гомопентамерного рецептора α7-nAChR (рис. 1А). 
Наибольший уровень CHRNA7 содержали везикулы, 
секретируемые клетками mel H. При этом не обна-
ружены мРНК, кодирующие α3, α4, α5, α9, β2 и β4-
субъединицы nAChR. С помощью Вестерн-блотинга 
подтвердили присутствие белка α7-nAChR в соста-
ве везикул, секретируемых клетками всех исследо-
ванных в работе линий метастатической меланомы 
(рис. 1Б). Примечательно, что ранее проведенный 
анализ белкового состава внеклеточных везикул, се-
кретируемых первичными меланомами, не выявил 
в них α7-nAChR [3]. Возможно, экспрессия этого 
рецептора может быть специфическим свойством 
внеклеточных везикул метастатической меланомы.

Ранее мы показали, что внеклеточные везикулы, 
секретируемые клетками метастатической мелано-
мы mel P, содержат мРНК, кодирующую рецептор 
эпидермального фактора роста (EGFR), и инкубация 
нормальных кератиноцитов с этими везикулами при-
водит к увеличению экспрессии EGFR на поверхно-
сти кератиноцитов и стимуляции их пролиферации 
[7]. В данной работе мы изучили влияние внекле-
точных везикул метастатической меланомы mel H, 
mel Kor и mel P на экспрессию α7-nAChR в нор-
мальных кератиноцитах. С помощью проточной ци-
тофлуориметрии установлено, что только инкубация 

Рис. 1. Анализ экспрессии α7-nAChR в везикулах, секретируемых клетками метастатической меланомы. 
А – анализ экспрессии гена CHRNA7 в везикулах клеток линий mel H, mel Kor и mel P. Данные ПЦР в реальном 
времени нормированы на экспрессию мРНК S18 и приведены как среднее ± среднеквадратичная ошибка (n = 4). 
** (p < 0.01) означает статистически значимое отличие групп данных согласно тесту Оne-way ANOVA/Tukey. 
Б – анализ содержания α7-nAChR в везикулах клеток mel H, mel Kor и mel P с помощью Вестерн-блотинга. Белок 
TSG101 использовали в качестве экзосомального маркера
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Рис. 2. Анализ влияния 
везикул, секретируемых 
клетками метастатической 
меланомы, и α-Bgtx на экс-
прессию α7-nAChR и про-
лиферацию кератиноцитов. 
А–В – экспрессия α7-nAChR 
на поверхности нормальных 
кератиноцитов, инкубиро-
ванных с внеклеточными ве-
зикулами клеток линий mel 
H (A), mel Kor (Б) и mel P (В) 
и/или α-Bgtx. Данные при-
ведены как нормализован-
ная медиана флуоресцен-
ции ± среднеквадратичная 
ошибка (n = 3). * (p < 0.05) 
и ** (р < 0.01) означают 
статистически значимые 
различия между группа-
ми данных согласно тесту 
Оne-way ANOVA/Tukey. 
Г–Е – влияние везикул кле-
ток линий mel H (Г), mel Kor 
(Д) и mel P (Е) и/или α-Bgtx 
на пролиферацию нормаль-
ных кератиноцитов. Данные 
представлены как % от кон-
троля (необработанные 
клетки, пунктирная линия) 
± среднеквадратичная 
ошибка (n = 4). # (р < 0.05) 
означает значимое отличие 
от контроля согласно Оne-
sample t-тесту. *(p < 0.05) 
означает достоверное 
различие между группами 
данных согласно тесту Оne-
way ANOVA/Tukey

с внеклеточными везикулами клеток mel H вызывает 
достоверное увеличение экспрессии α7-nAChR на по-
верхности нормальных кератиноцитов. Обработка 
кератиноцитов везикулами mel Kor и mel P не вли-
яла на уровень экспрессии рецептора (рис. 2А–В). 
Полученные результаты находятся в соответствии 
с данными ПЦР, согласно которым наибольший уро-
вень экспрессии гена CHRNA7 наблюдается именно 
в везикулах клеток mel H (рис. 1А). Возможно, вези-
кулы клеток метастатической меланомы линии mel 
H переносят мРНК, кодирующую α7-nAChR, в ке-
ратиноциты, увеличивая таким образом экспрессию 

этого рецептора в нормальных клетках. Интересно 
отметить, что инкубация с ингибитором α7-nAChR – 
α-Bgtx, приводила к снижению экспрессии этого ре-
цептора на поверхности кератиноцитов (рис. 2А–В) 
как в присутствии везикул mel H, так и в их отсут-
ствие, что подтверждает существование положитель-
ной обратной связи между активностью рецептора 
и его экспрессией. 

Инкубация с везикулами клеток mel H, mel Kor 
и mel P во всех случаях приводила к значительно-
му увеличению числа жизнеспособных кератино-
цитов (рис. 2Г–Е). Однако только везикулы mel H 
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Рис. 3. Биоинформатический анализ корреляции вы-
живаемости пациентов с метастатической меланомой 
с уровнем экспрессии CHRNA7. Пациентов делили 
на две группы – с уровнем экспрессии гена выше 
и ниже медианного значения. Статистический анализ 
выживаемости пациентов проводили по методу Капла-
на–Мейера с помощью log-rank теста 
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вызывали отмену митогенного эффекта в присут-
ствии α-Bgtx, что коррелирует с отсутствием из-
менения экспрессии α7-nAChR в кератиноцитах 
под действием везикул mel Kor и mel P (рис. 2Б,В). 
Примечательно, что инкубация с α-Bgtx в отсутствие 
везикул не приводила к существенному снижению 
числа жизнеспособных кератиноцитов (рис. 2Г–Е), 
несмотря на значительное снижение экспрессии ре-
цептора под действием токсина (рис. 2А–В). Это ука-
зывает на то, что рост кератиноцитов в нормальных 
условиях не зависит от регуляции α7-nAChR, но пе-
ренос везикулами mel H гена CHRNA7 приводит 
к значительному увеличению экспрессии рецептора 
в кератиноцитах и, как следствие, к дополнительной 
стимуляции их пролиферации. Видимо, несмотря 
на сравнимую экспрессию α7-рецептора во всех ти-
пах исследованных везикул (рис. 1Б), именно мРНК 
CHRNA7 является основным переносимым компонен-

том, обеспечивающим усиление роста кератиноцитов 
под влиянием везикул. При этом, увеличение проли-
ферации кератиноцитов при инкубации с везикулами 
mel Kor и mel P, вероятно, происходит за счет других 
факторов, не связанных с α7-nAChR, например та-
ких, как мРНК EGFR [7]. 

Чтобы понять, как уровень экспрессии CHRNA7 
может влиять на развитие онкогенных процессов и, 
в частности, коррелировать со злокачественностью 
клеток, мы провели биоинформатический анализ 
экспрессии этого рецептора в образцах биопсии па-
циентов с метастатической меланомой кожи. Анализ 
по Каплану–Мейеру показал, что повышенная экс-
прессия CHRNA7 связана с неблагоприятным прогно-
зом выживаемости пациентов (рис. 3). Полученные 
данные свидетельствуют, что α7-nAChR, возможно, 
вовлечен в патогенез метастатической меланомы 
и перенос мРНК этого рецептора в составе внекле-
точных везикул может представлять собой один 
из механизмов стимуляции прогрессии опухоли. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В составе внеклеточных везикул, секретируемых 
клетками метастатической меланомы разных линий, 
впервые обнаружена экспрессия α7-nAChR на уров-
не как мРНК, так и белка. Показано, что внекле-
точные везикулы клеток mel H, демонстрирующие 
наибольшую экспрессию CHRNA7, переносят мРНК 
рецептора в нормальные кератиноциты, увеличивая 
экспрессию α7-nAChR на их поверхности и сти-
мулируя их рост. Отмена эффекта везикул mel H 
в присутствии α-Bgtx указывает на перспектив-
ность таргетирования α7-nAChR для контроля зло-
качественной трансформации нормальных керати-
ноцитов. 

Работа выполнена при поддержке РНФ  
(проект № 17-74-20161).
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