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Резюме

Цель исследования – охарактеризовать потенциальные молекулярные мишени для управления метаболизмом и 
апоптотической гибелью опухолевых клеток линии А375 в условиях изменения редокс-статуса. Актуальность 
исследования обоснована агрессивностью меланомы, высоким потенциалом метастазирования и устойчиво-
стью клеток опухоли к действию активных форм кислорода. Использование клеточной линии А375 меланомы 
человека, имеющей мутацию BRAFV600E, позволяет исследовать механизмы лекарственной устойчивости опу-
холевых клеток. В условиях изменения редокс-статуса опухолевых клеток происходит окислительная моди-
фикация белков, которые, в свою очередь, влияют на функциональную активность протеинов, регулирующих 
метаболизм. Ведущую роль в регуляции окислительной модификации макромолекул играют системы глута-
тиона, глутаредоксина, тиоредоксина. От конформационной укладки белковых молекул в условиях изменения 
редокс-статуса напрямую зависят пролиферативная активность, функционирование и выживание опухолевых 
клеток. Установление молекулярных механизмов управления метаболизмом в опухолевых клетках при изме-
нении редокс-статуса позволяет предложить потенциальные молекулярные мишени для активации апоптоза. 
Представленные в обзоре сведения логически обосновывают использование изменений редокс-статуса и окис-
лительной модификации белков как молекулярных механизмов управления клеточным метаболизмом и апопто-
зом опухолевых клеток линии А375.
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Abstract

The aim of the study is to describe potential molecular targets for regulating metabolism and apoptosis of A375 tumor cells 
under conditions of altered redox status. The relevance of the study is justified by the aggressive nature of melanoma, its 
high metastatic potential, and the resistance of tumor cells to reactive oxygen species. The use of the human melanoma 
cell line A375, which carries the BRAFV600E mutation, serves as a valuable model for investigating mechanisms of drug 
resistance in tumor cells. Under conditions of altered redox status, oxidative modifications of proteins occur, which in 
turn affect the functional activity of proteins that regulate metabolism. The systems of glutathione, glutaredoxin, and 
thioredoxin play a key role in regulating the oxidative modification of macromolecules. The conformational arrangement 
of protein molecules in response to changes in redox status directly influences the proliferative activity, functionality, 
and survival of tumor cells. By discovering the molecular mechanisms that regulate metabolism in tumor cells during 
changes in redox status, we could identify potential molecular targets for activating apoptosis. The information presented 
in this review logically supports the use of changes in redox status and oxidative modification of proteins as molecular 
mechanisms for regulating cellular metabolism and apoptosis in A375 melanoma cells.
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Введение
Управление метаболизмом опухолевых кле-

ток является приоритетной научной задачей экс-
периментальной биохимии. На сегодняшний день 
наиболее агрессивным видом рака кожи является 
меланома, берущая начало из клеток нейрональ-
ного гребня. Меланому нельзя отнести к истинно 
эпителиальным новообразованиям. Опухолевые 
клетки характеризуются схожими биологически-
ми программами с эпителиальными клетками, но 
при этом имеют нейрональную природу, что спо-
собствует онкогенезу, инвазии и метастазирова-
нию. Данное сложное явление называется «пере-
ключением фенотипа» нормального меланоцита 
кожи и тесно связано с особенностями метаболиз-
ма опухолевых клеток, а также с малигнизацией 
нормальных клеток [1]. Наряду с этим меланома 
кожи встречается реже, чем другие виды злока-
чественных новообразований, но является при-
чиной наибольшего числа смертей, связанных с 
раком кожи, во всем мире. Чрезмерная агрессив-
ность меланомы обусловлена высоким потенци-
алом метастазирования и устойчивостью клеток 
к действию активных форм кислорода (АФК) [2]. 
В основе малигнизации меланоцитов на каждой 
стадии злокачественной трансформации важную 
роль играет окислительный стресс и изменение 

окислительно-восстановительного гомеостаза 
[2–4]. При этом возрастает продукция клетками 
меланомы молекул, способствующих адгезии, 
инвазии и метастазированию. К таким молекулам 
относят соединения белково-пептидной природы: 
провоспалительные пептиды (цитокины), кадге-
рины, молекулы клеточной адгезии и др. Вклад 
окислительного стресса в увеличение агрессив-
ности опухолевых клеток обоснован тем, что 
АФК способствуют окислительной модификации 
макромолекул, в том числе белково-пептидной 
природы, изменяя их функциональную актив-
ность. Белки и пептиды представляют особый 
интерес в аспекте управления внутриклеточной 
сигнализацией, метаболизмом и активностью ге-
нома малигнизированных клеток, в связи с чем 
рассматриваются в качестве перспективных мар-
керов ранней диагностики возникновения мела-
номы и оценки проводимой терапии. 

Поиск молекул с целью таргетного управле-
ния процессами адгезии, инвазии, пролиферации 
и апоптотической клеточной гибели клеток, ме-
ланомы человека до сих пор актуален, а изучение 
механизмов изменения содержания функцио-
нально активных белков и пептидов, отвечающих 
за регуляцию передачи внутриклеточных сигна-
лов, метаболизма, адгезию и инвазию малигнизи-
рованных клеток, является перспективным. 
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Роль изменений в сигнальных путях  
в развитии лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток меланомы  
с мутациями гена BRAF
Меланома представляет собой мультифак-

торное заболевание, включающее изменения ге-
номного ландшафта, работы сигнальных путей, 
метаболизма и редокс-гомеостаза, приводящие к 
малигнизации меланоцитов, нарушению проли-
ферации и клеточной гибели [5–9]. По данным 
World Population Review, среди распространен-
ных форм рака меланома занимает 17-ю позицию 
[10]. Основная причина высокой смертности – 
неэффективность лечения метастатического за-
болевания и связанный с этим пробел в знаниях о 
формировании метастазов. Агрессивное течение, 
неблагоприятный прогноз и низкие показатели 
безметастической выживаемости пациентов с 
меланомой кожи обусловлены наличием сомати-
ческих мутаций генов BRAF или NRAS МАР-ки-
назного сигнального пути – RAS/RAF/MEK/ERK. 
Так, наиболее распространенной мутацией явля-
ется мутация гена BRAF (гомолог B1 вирусного 
онкогена саркомы мышей V-raf), который коди-
рует белок семейства серин-треониновых проте-
инкиназ RAF, активирующихся путем связыва-
ния малых G-белков семейства RAS с помощью 
N-терминальной области белков RAF. RAF-кина-
зы, посредством фосфорилирования, активируют 
MEK1 и MEK2 (МЕК1/2), которые, в свою оче-
редь, способствуют активации ERK-1- и ERK-2-
киназ (ERK1/2) [11–15]. Вторым часто встреча-
ющимся изменением генома является мутация 
гена семейства RAS, включающего NRAS, HRAS, 
KRAS4A и KRAS4B. Эти гены кодируют инфор-
мацию о высокогомологичных G-регуляторных 
белках – ГТФазах, которые, посредством фосфо-
рилирования белков RAF, являются участниками 
киназного каскада MEK и PI3K/Akt в передаче 
сигнала от рецепторов факторов роста к нижеле-
жащим эффекторам клетки: факторам транскрип-
ции, циклин-зависимым киназам, циклинам и др. 
[16, 17]. Вышеперечисленные мутации при мела-
номагенезе нарушают сигнализацию MAPK, что 
приводит к усилению пролиферации клеток, ин-
вазии, метастазированию и ангиогенезу [18, 19]. 

В современной литературе широко освеще-
на проблема устойчивости меланомы к прово-
димому лечению, например селуметинибом, да-
брафенибом или вемурафенибом у пациентов, 
имеющих мутацию участка гена BRAF (V600Е), 
иматинибом у больных с мутацией участка гена 
c-KIT и другими препаратами [12, 13, 15]. Одним 
из перспективных подходов лечения опухолевых 
процессов является иммунотерапия высокими 

дозами ИЛ-2, ИЛ-12, интерферона-α2b и други-
ми препаратами [20, 21]. Особое внимание заслу-
живает эффективность комбинированного под-
хода к лечению, сочетающего химиотерапию и 
иммунотерапию – биохимиотерапия [22]. Однако 
проблема устойчивости клеток меланомы к лече-
нию остается актуальной и требует углубленно-
го изучения и поиска молекулярных механизмов 
формирования «ускользания» от механизмов кле-
точной гибели, срыва регуляции пролиферации, 
повышения потенциала «стволовости», обуслов-
ливающей толерантность к лечению и высокую 
способность к метастазированию этих клеток.

Изменение редокс-гомеостаза меланоцита 
опухолевой линии А375 как фактор  
управления клеточной гибелью и  
метастазированием меланомы
Одной из причин активации меланомагенеза 

и резистентности к лечению меланом является 
повышенная продукция АФК и нарушение ре-
докс-гомеостаза меланоцитов. Поэтому изучение 
аспекта формирования окислительного стресса 
является перспективным в выявлении молекуляр-
ных механизмов малигнизации меланоцитов и 
разработке более эффективных терапевтических 
подходов к лечению меланомы [3, 4]. С одной 
стороны, редокс-гомеостаз играет важную роль 
в поддержании активности генома, работы сиг-
нальных путей и метаболизма клетки, где регу-
лирующее влияние АФК на клетки обусловлено 
их участием в качестве вторичных мессенджеров 
в передаче сигнала, опосредованного лиганд-ре-
цепторными взаимодействиями [23, 24]. С другой 
стороны, многочисленные исследования показа-
ли, что редокс-регуляция оказывает влияние на 
процессы сигнальной трансдукции при действии 
биологически активных веществ и на экспрессию 
ряда генов как при адаптивной реакции клеток 
в экстремальных условиях, так и при развитии 
патологических процессов, вызывая прогрессию 
и метастазирование меланомы [25–27]. В ре-
зультате этого происходит изменение регуляции 
клеточных процессов – пролиферации, диффе-
ренцировки, апоптоза, а также нарушение функ-
циональных свойств и иммунного ответа клетки 
[28, 29]. Дисбаланс про- и антиоксидантов при-
водит к гиперпродукции АФК, способствующих 
окислительному повреждению макромолекул и 
дерегуляции процессов пролиферации и гибели 
клеток [30, 31].

В экспериментальной биохимии и онколо-
гии удобным объектом исследования являются 
клеточные линии, имеющие мутации в геноме. В 
качестве одной из таких линий выступает опухо-
левая линия А375 меланомы человека с мутацией 
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BRAFV600E [19, 32]. Работы, проводимые с ее ис-
пользованием, позволяют более детально изучать 
аспекты лекарственной устойчивости опухоле-
вых клеток с мутацией гена BRAF.

Как компоненты систем запуска окисли-
тельного стресса, так и компоненты антиок-
сидантных систем клеток в настоящее время 
активно изучаются с позиции повышения цитоток-
сического эффекта на клетки меланомы. В работе  
J. de Backer, D. Hoogewijs на клетках линии А375 
предлагают цитоглобин, один из компонентов су-
персемейства кислород-связывающих глобинов, 
в качестве регулятора экспрессии генов, отвечаю-
щих за сигнальные пути mTORC1 и AKT/mTOR; 
цитоглобин также подавляет экспрессию генов 
NLRP1, CASP1 и CD74, продукты которых игра-
ют ключевую роль в регуляции секреции цитоки-
нов и активации инфламмасомы [33]. В качестве 
мишени для управления гибелью клеток А375 
посредством окислительной модификации может 
выступать мембранно-связанная НАДФН-окси-
даза, продуцирующая супероксидный анион-ра-
дикал. Так, воздействие холодной атмосферной 
плазмы на опухолевые клетки линии А375 при-
водит к их гибели на фоне активации выработки 
АФК НАДФН-оксидазным комплексом NOX1 
вследствие окислительного изменения одной из 
его структурных субъединиц, белка-активатора 
Noxa1 [34]. 

X. Li et al. [35] предложили в качестве пер-
спективной молекулы для регуляции антиокси-
дантного ответа и управления метастазированием 
клеток меланомы митохондриальную глице-
рол-3-фосфатдегидрогеназу: низкая экспрессия 
мРНК и активности фермента на фоне высокого 
содержания Nrf2 усиливает метастазирование, а 
возрастание экспрессии мРНК и активности бел-
ка на фоне сниженного содержания транскрип-
ционного фактора – уменьшает. Авторы считают, 
что одним из молекулярных механизмов повы-
шения «стволовости» изучаемых клеток является 
окислительная модификация белков клеток ме-
ланомы [35]. Интересный подход продемонстри-
рован при изучении радиочувствительности на 
опухолевых клетках линии А375 [36]. Применяя 
сульфасалазин, ингибитор транспортера для ци-
стеина, в клетках меланомы останавливали син-
тез глутатиона и наблюдали повышение чувстви-
тельности опухолевых клеток к лучевой терапии 
на фоне формирования окислительного стресса 
[36]. Использование L-бутионинсульфоксимина в 
клетках А375 вызывало истощение запасов глу-
татиона и активацию гибели клеток в результате 
ферроптоза, что позволило авторам исследования 
предложить управление этим типом клеточной 
гибели как альтернативный терапевтический под-

ход для лечения меланомы, а редокс-регуляцию 
фосфолипидов мембраны – как молекулярный 
механизм реализации проферроптотических сиг-
налов смерти [37]. 

Показана роль глиоксалазы-1, кодируемой 
GLO1, в опухолевых клетках линии А375 в моду-
ляции ряда внутриклеточных процессов [38]. Ав-
торы применили технологию CRISPR/Cas  9 для 
делеции и восстановления экспрессии гена GLO1 
и продемонстрировали, что в клетках с геномной 
делецией GLO1 модулируются функциональная 
активность тиоредоксин-связывающего белка 
TXNIP (thioredoxin-interacting protein,), окисли-
тельно-восстановительный гомеостаз, метабо-
лизм глюкозы, сопровождающиеся ускорением 
роста клеток A375 [38]. Коллектив авторов [39], 
занимающийся изучением на клеточных линиях 
ингибиторов антипортера xCT (белка, участвую-
щего в активном транспорте глутамата (выход) и 
цистина (вход) через клеточную мембрану кле-
ток), показал, что характерный для опухолевых 
клеток A375 высокий уровень экспрессии пере-
носчика xCT сопровождается высокой скоростью 
синтеза в них глутатиона. Применение ингибито-
ров поглощения цистина с помощью антипорте-
ра xCT впоследствии приводит к блокированию 
синтеза глутатиона, что в конечном итоге сопро-
вождается усилением окислительного стресса и 
повышением эффективности противоопухолевой 
терапии [39].

Окислительная модификация белков – 
способ молекулярного управления  
клеточным метаболизмом и гибелью  
клеток в условиях окислительного  
стресса
Среди многообразия молекулярных мише-

ней АФК можно выделить две главные: взаи-
модействие с металлосодержащими белками 
и окисление SH-групп в белках. В настоящее 
время актуальным направлением медико-био-
логической науки является изучение изменения 
функционирования молекулярных систем в ре-
зультате конформационных изменений белковых 
молекул (карбонилирование и глутатионилиро-
вание). Наиболее важно выявлять взаимосвязи 
между дисбалансом тиолдисульфидной системы, 
степенью окислительной модификации белков и 
функциональным состоянием компонентов сиг-
нальных путей, белков-регуляторов и белков-эф-
фекторов передачи сигнала, клеточного цикла, 
пролиферации, дифференцировки и гибели кле-
ток, в том числе меланомы кожи. Формирование 
окислительного стресса, возникающее в клетке 
при нарушении соотношения прооксидантов и 
компонентов антиоксидантных систем, приводит 
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к окислительному повреждению белков, липидов, 
углеводов, нуклеиновых кислот, в результате чего 
возникают нарушения процессов метаболизма, 
пролиферации и апоптоза опухолевых клеток [30, 
31, 40]. Особую роль в этих процессах отводят 
окислительной модификации белков как надеж-
ному маркеру интенсивности свободнорадикаль-
ного окисления [3, 41–43]. Активация окисления 
протеинов является фактором возрастания со-
держания карбонильных производных белков, 
что вызывает изменения в структурной органи-
зации белковых макромолекул, сопровождается 
их агрегацией и денатурацией, приводя к нару-
шению или потере функциональной активности 
(каталитической, регуляторной, транспортной, 
рецепторной и др.), и может индуцировать гибель 
клетки [44–47]. Окислительная модификация 
белков способствует появлению новых антигенов 
на цитоплазматической мембране и провоцирует 
иммунный ответ, что играет важную роль в пато-
генезе опухолевого роста, приобретении адгезив-
ных и инвазивных свойств меланоцитов [48].

В поддержании внутриклеточного редокс-го-
меостаза участвует система глутаредоксина, кото-
рая вносит существенный вклад в антиоксидант-
ную защиту клеток от окислительного стресса, 
вызывающего образование внутри- и межмоле-
кулярных дисульфидных связей в белках, окис-

ление функциональных SН-групп с поэтапным 
образованием сульфеновой, сульфиновой, суль-
фоновой кислот и последующей протеасомаль-
ной деградацией белков [49, 50]. Кроме того, при 
изменении редокс-статуса клетки, индикатором 
которого является соотношение восстановленной 
формы глутатиона (GSH) к окисленной (GSSG), 
GSSG принимает участие в реакциях обратимо-
го S-глутатионилирования протеинов (белков 
клеточного цитоскелета, регуляторов клеточного 
цикла и др.), предотвращая необратимое окисле-
ние SН-групп в составе аминокислотных остат-
ков белков [51–53] (рис. 1). Повышенный синтез 
глутатиона позволяет опухолевым клеткам справ-
ляться с возрастанием продукции АФК при моду-
ляции редокс-гомеостаза, в том числе в условиях 
гипоксии при метастазировании опухолевых кле-
ток [39].

Система глутаредоксина выполняет двоякую 
роль в окислительной модификации белков. Глу-
таредоксины (Grx) являются низкомолекулярны-
ми термоустойчивыми белками суперсемейства 
тиоредоксинов. Их принято подразделять на мо-
нотиольные, имеющие один остаток цистеина в 
активном центре, и дитиольные, включающие 
два остатка цистеина в каталитическом домене. 
У млекопитающих принято различать четыре 
изоформы глутаредоксинов: Grx1 – дитиольная, 

Рис. 1. �Молекулярные механизмы глутатионилирования/деглутатионилирования белков-регуляторов и бел-
ков-эффекторов апоптоза в клетках (по данным [50])

Fig. 1. �Molecular mechanisms of glutathionylation/deglutathionylation of regulatory proteins and effector proteins 
involved in apoptosis (based on [50])
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цитоплазматическая форма, которая также при-
сутствует в межмембранном пространстве мито-
хондрий; Grx2 – дитиольная, преимущественно 
митохондриальная, а также цитоплазматическая 
форма; Grx3 – монотиольная, ядерная и цито-
плазматическая форма; Grx5 – монотиольная, 
митохондриальная форма [49, 53–55]. Для под-
держания функциональной активности глутаре-
доксинов, восстановления их окисленных форм, 
зачастую необходим GSH. Также в восстановле-
нии окисленного Grx может принимать участие 
НАДФН-зависимая селеносодержащая тиоре-
доксинредуктаза (TrxR) и НАДФН-зависимая 
ферредоксинредуктаза у прокариот [54]. Глутаре-
доксины способны осуществлять катализ по мо-
нотиольному и дитиольному типу реакций в зави-
симости от строения активного центра фермента. 
В соответствии с редокс-состоянием клетки глу-
таредоксины могут катализировать как деглута-
тионилирование (монотиольный тип реакции), 
так и S-глутатионилирование модифицирован-
ных белков. При снижении величины соотноше-
ния GSH/GSSG (нарастании внутриклеточного 
содержания окисленной формы трипептида) в 
клетке глутаредоксины могут выполнять реакции 
S-глутатионилирования белков, а при восстанов-
лении редокс-статуса (повышении концентрации 
восстановительных молекул) – реакции деглута-
тионилирования [53–55] (см. рис. 1). 

Тиолсодержащие редокс-белки могут функ-
ционировать в качестве редуктаз или оксидаз, и 
эта способность определяется окислительно-вос-
становительными условиями компартмента клет-
ки (цитоплазма, митохондрия, ядро), в котором 
они находятся, а также наличием или отсутстви-
ем редокс-протеинов, способных поддерживать 
их в окисленном или восстановленном состоянии 
[29, 56, 57]. Одними из таких редокс-белков яв-
ляются компоненты системы тиоредоксина: тио-
редоксин (Trx), TrxR и TXNIP. Trx представляет 
собой белок с молекулярной массой 12 кДа, под-
держивающий окислительно-восстановительный 
гомеостаз клеток млекопитающих, в клетках со-
держится в двух изоформах: цитозольной (Trx1) 
и митохондриальной (Trx2). TrxR представлена 
тремя изоформами: цитозольной (TrxR1), мито-
хондриальной (TrxR2) и ядерной (TrxR3) [3, 4, 
58, 59]. Для ядерной изоформы TrxR субстрата-
ми могут служить как окисленный тиоредоксин, 
так и GSSG, поэтому этот фермент называют тио- 
редоксин-глутатионредуктазой. Помимо этого в 
N-концевой последовательности фермента на-
ходится дополнительный домен глутаредоксина, 
благодаря которому белок может каталитически 
функционировать как тиоредоксинредуктаза, 
глутатионредуктаза и глутаредоксин [58–60]. В 
современном аспекте изучения системы тиоре-

доксина принято выделять в качестве одного из 
компонентов белок, связывающий тиоредоксин 
– TXNIP [3, 61]. S.F. Goldberg et al. [62] в иссле-
довании, посвященном изучению взаимосвязи 
метастазирования меланомы кожи и активности 
компонентов системы тиоредоксина, показали 
роль низкой экспрессии TXNIP и высокой степе-
ни метастазирования опухолевых клеток у паци-
ентов [62]. 

Функциональную взаимосвязь с компонента-
ми системы тиоредоксина имеют пероксиредок-
сины (тиолзависимые селеннезависимые перок-
сидазы), которые катализируют восстановление 
перекиси водорода, пероксинитрита и органи-
ческих гидропероксидов при непосредственном 
участии в катализе восстановленной формы тио- 
редоксина или глутаредоксина [54, 63, 64]. В 
клетках содержатся шесть изоформ пероксире-
доксина: цитоплазматические (Prx1, Prx2, Prx4, 
Prx5 и Prx6), митохондриальные (Prx3, Prx5), 
ядерные (Prx2, Prx5), лизосомальные (Prx4) 
[58, 63, 65, 66]. При этом тиолсодержащие ре-
докс-белки являются активными участниками 
окислительно-восстановительных реакций, ре-
гулируя внутриклеточную концентрацию АФК. 
В данном аспекте большой интерес вызывает 
изучение роли окислительно-модифицирован-
ных белков в редокс-регуляции передачи клеточ-
ного сигнала, пролиферации, дифференцировки, 
апоптотической гибели и иммунного ответа опу-
холевых клеток. Поскольку белки в своей сово-
купности не только определяют функциональные 
возможности отдельной клетки, но и представля-
ют собой молекулярные мишени для фармаколо-
гической коррекции патологических процессов, 
селективное управление окислительной модифи-
кацией белков-регуляторов и белков-эффекторов 
клеточного метаболизма представляется весьма 
перспективным для разработки терапевтических 
подходов к лечению меланомы.

Таким образом, окислительная модифика-
ция белков – это способ специфической регуля-
ции активности белков, выполняющих регуля-
торную, каталитическую, сигнализирующую, 
транспортную, структурную, двигательную и 
другие функции в клетке. Факторы транскрип-
ции, контролирующие экспрессию участков ге-
нома, кодирующих информацию о компонентах 
МАР-киназного сигнального пути, непосред-
ственно молекулы этого сигнального пути – RAS/
RAF/MEK/ERK, также подвержены управлению 
посредством окислительной модификации, что 
позволяет аргументировать использование про-
цессов глутатионилирования SH-содержащих мо-
лекул и карбонилирования для управления мета-
болизмом клеток меланомы линии А375 (рис. 2). 
Научное обоснование участия АФК и компонен-
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тов антиоксидантной системы в управлении ме-
таболизмом клеток А375, имеющих мутацию в 
геноме, позволит в некоторой степени объяснить 
процессы ускользания от клеточной гибели, на-
рушения пролиферации, приобретение свойств 
«стволовости» и лекарственную устойчивость 
малигнизированных меланоцитов. Помимо это-
го, выявление редокс-зависимых молекулярных 
мишеней, опосредующих изменение функцио-
нальной активности протеинов внутри клеток, 
расширит понимание процесса малигнизации ме-
ланоцитов, управления их метаболизмом и поло-
жит начало разработке нового поколения фарма-
кологических препаратов селективного действия 
для лечения меланомы кожи, а также позволит 
установить маркеры для ранней диагностики он-
кологического заболевания и контроля проводи-
мой терапии. 
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