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ЗНАЧИМОСТЬ ОДНОНУКЛЕОТИДНЫХ 
ПОЛИМОРФИЗМОВ -2578C>A И +936C>T 
ГЕНА VEGF ДЛЯ ОЦЕНКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ИММУНОТЕРАПИИ 
МЕТАСТАТИЧЕСКОЙ МЕЛАНОМЫ КОЖИ
Хоченкова Ю.А., Чкадуа Г.З., Самойленко И.В., Маливанова Т.Ф., 
Михайлова И.Н., Демидов Л.В., Степанова Е.В.
ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» РАМН, Москва, Россия

Резюме. Повышение уровня VEGF у онкологических больных может сопровождаться снижением 
числа дендритных клеток (ДК) и их функциональной активности. Проведено пилотное исследование 
взаимосвязи между частотой встречаемости аллельных вариантов гена VEGF в позициях -2578C>A 
(rs699947) и +936C>T (rs3025039) и эффективностью иммунотерапии аутологичными ДК больных 
метастатической меланомой. Установлено, что под действием индукторов дифференцировки по мере 
созревания ДК экспрессия VEGFR-1 снижалась (от 18,9±0,7% на моноцитах периферической крови 
до 6,3±0,6% на зрелых ДК), а VEGFR-2 значимо не менялась (13,1±0,4% и 15,9±0,4% соответственно). 
Частота встречаемости генотипа АА участка -2578C>A (rs699947) гена VEGF составила 46,1%, АС – 
38,5% и СС – 15,4%. Наличие генотипов АА и АС гена VEGF -2578C>A прямо коррелирует с про-
должительностью времени до прогрессирования и эффективностью проводимого лечения. Медиана 
времени до прогрессирования составила 8,4 мес. у больных с АА и АС генотипом и 2,7 мес. у носи-
телей СС генотипа (р = 0,002). Выявленные особенности могут быть использованы для оценки ри-
ска прогрессирования заболевания у больных метастатической меланомой, а также для оптимизации 
и персонализации проводимого лечения, в том числе и с использованием антиангиогенной терапии. 
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SignifiCAnCe of Single-nuCleoTide 
polymorphiSmS 2578C>A And +936C>T in 
The VEGF gene for effiCienCy evAluATion 
of AnTiCAnCer immunoTherApy in 
pATienTS wiTh meTASTATiC Skin melAnomA
Khochenkova Yu.A., Chkadua G.Z., Samoylenko I.V., Malivanova T.F., 
Mikhailova I.N., Demidov L.V., Stepanova E.V.
N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. Increased VEGF levels in cancer patients may be associated with decreased number of dendritic 
cells (DCs) and lower DC function. We investigated whether VEGF gene polymorphisms -2578C>A (rs699947) 
and +936C>T (rs3025039) are associated with efficacy of autologous DC-based immunotherapy in patients 
with malignant melanoma. Evaluation of VEGFR-1 and VEGFR-2 expression on mature monocyte-derived 
DC revealed a decreased VEGFR-1 level (18.9±0.7% on peripheral blood monocytes, as compared to 6.3±0.6% 
on mature DCs) and non-changed VEGFR-2 expression (13.1±0.4% and 15.9±0.4%, respectively). The АА 
genotype frequency of -2578C>A (rs699947) polymorphism of VEGF gene was 46.1%. АС heterozygous 
state was found in 38.5%, and СС, in 15.4% of cases. The VEGF -2578 AC and AA genotypes were directly 
associated with progression-free survival and efficacy of treatment. The median progression-free survival of 
patients with -2578 AA and AC genotypes was a significantly longer (8.4 months), as compared with that 
of patients with CC genotypes (2.7 months), p = 0.002. The established relationship between genotype and 
efficacy of immunotherapy can be used to develop modern methods for predicting melanoma progression and 
to personalize immunotherapy including a combination with antiangiogenic therapy. (Med. Immunol., 2013, 
vol. 15, N 6, pp 563-570)
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Полиморфизм гена VEGF и иммунотерапия
VEGF gene polymorphisms and immunotherapy2013, Vol. 15,  6

2013, Т. 15, № 6

Введение
Метастатическая меланома кожи является 

агрессивной злокачественной опухолью со зна-
чительным потенциалом роста и метастазиро-
вания. Она нечувствительна к большинству со-
временных режимов химиотерапии, что ставит 
вопрос о поиске новых методов лечения [2]. 

Как один из перспективных методов лечения 
больных метастатической меланомой рассма-
тривают специфическую иммунотерапию. В на-
стоящее время в ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Бло-
хина» РАМН идут клинические исследования 
эффективности противоопухолевой вакциноте-
рапии на основе аутологичных дендритных кле-
ток (ДК). Эти клетки играют важную роль в ин-
дукции антиген-специфического Т-клеточного 
ответа и их считают перспективными для ис-
пользования в иммунотерапии метастатических 
опухолей [18]. Действие таких противоопухоле-
вых вакцин основано на усилении уже существу-
ющего противоопухолевого иммунного ответа, 
индукции иммунитета de novo или снижении 
имеющейся иммунотолерантности. Однако, не-
смотря на доказанную эффективность такого 
подхода, не все больные отвечают на получаемую 
вакцинотерапию [3]. В среднем у 37% больных 
ДК-вакцинотерапия является эффективной в ле-
чебном режиме и сопровождается адекватным 
иммунным ответом [1]. В некоторых случаях про-
исходит активация механизмов, позволяющих 
опухолевым клеткам уходить от контроля иммун-
ной системы [10]. Таким образом, возможность 
предсказания эффективности применяемой ДК-
вакцинотерапии остается актуальной нерешен-
ной проблемой клинической онкологии. 

Большинство злокачественных новообра-
зований, включая метастатическую меланому 
кожи, ассоциированы с гиперэкспрессией фак-
тора роста эндотелия сосудов (Vascular Endothelial 
Growth Factor, VEGF). Так, при I стадии заболе-
вания клетки меланомы, экспрессирующие 
VEGF, составляют 32%, тогда как при наличии 
метастазов – 91% [16]. Увеличение числа VEGF-
положительных опухолевых клеток ассоцииро-
вано с увеличением степени злокачественности 
опухоли и прогрессированием заболевания. В то 
же время повышение уровня VEGF у онкологи-
ческих больных сопровождается снижением чис-
ла ДК и их функциональной активности [9, 12]. 
Некоторые однонуклеотидные полиморфизмы 
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP) гена VEGF 
ассоциированы с повышением содержания соот-
ветствующего белка в крови и коррелируют с уве-
личением риска развития и прогрессирования 
заболевания, а также устойчивостью опухолевых 
клеток к лечению [6, 11]. В настоящей работе мы 
оценили значимость двух наиболее часто встре-

чаемых полиморфизмов гена VEGF для прогно-
зирования эффективности иммунотерапии на ос-
нове ДК у больных метастатической меланомой. 
Был определен уровень экспрессии рецепторов 
к VEGF на различных стадиях созревания и диф-
ференцировки ДК, а также изучена взаимосвязь 
между аллельными вариантами SNPs -2578C>A 
(rs699947) и +936C>T (rs3025039) гена VEGF и эф-
фективностью проводимой иммунотерапии ДК. 

Материалы и методы
Клиническая характеристика группы больных 
В работе использованы результаты клиниче-

ских наблюдений за 13 пациентами с метаста-
тической меланомой, находившихся на лечении 
в НИИ клинической онкологии ФГБУ «РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина» РАМН с 2009 по 2013 г. Дан-
ная группа больных получала противоопухоле-
вую иммунотерапию на основе аутологичных ДК, 
нагруженных опухолевыми антигенами in vitro. 
Вакцинотерапию проводили как в терапевтиче-
ском, так и в адъювантном режиме. У большин-
ства пациентов до начала вакцинотерапии было 
отмечено прогрессирование на фоне различных 
режимов химиотерапии. 

Больным было проведено 127 вакцинаций 
(от 3 до 23 введений, в среднем 9,8±6,0). ДК при-
вивали внутрикожно в несколько точек (от 2 
до 10) в непосредственной близости от регионар-
ных лимфатических коллекторов, однократная 
доза варьировалась от 1 × 106 до 5 × 106 ДК. Интер-
вал между инъекциями был от 2 до 6 недель в за-
висимости от состояния конкретного больного.

Культивирование дендритных клеток 
ДК получали согласно методике, разрабо-

танной ранее в НИИ ЭДиТО ФГБУ «РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина» РАМН [4]. Для этого монону-
клеары периферической крови (МПК) выделя-
ли по стандартной методике путем центрифу-
гирования в градиенте плотности Ficoll-Paque 
(Pharmacia, Швеция), r = 1,077. Затем прикре-
пившиеся к пластику моноциты культивировали 
в полной среде RPMI-1640 (ПанЭко, Россия), 
содержащей 80 нг/мл GM-CSF (Shering-Plough, 
США) и 10 нг/мл IL-4 (R&D Systems, США). 
На седьмые сутки к полученным незрелым ДК до-
бавляли полную среду RPMI-1640, содержащую 
200 нг TNFα (MP Biomedicals, США) и 2,5 мкг 
ПГЕ2 (MP Biomedicals, США). ДК нагружали ме-
ланомными антигенами путем добавления к ним 
опухолевого лизата на 2 часа. Для чего опухоль 
пациента механически измельчали и полученную 
клеточную суспензию замораживали и оттаивали 
3 раза, помещая ампулу с клетками в жидкий азот 
или в теплую воду соответственно. Разрушенные 
клетки осаждали центрифугированием (2 мин 
при 12 000 g), надосадочную жидкость собира-
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ли, стерилизовали фильтрованием через фильтр 
с диаметром пор 0,22 мкм.

Иммунофенотипирование дендритных клеток
Фенотип клеток определяли методом прямой 

иммуноцитофлуоресценции с коммерческими 
моноклональными антителами к поверхностным 
антигенам: CD40 (Caltag, США), CD54 (Caltag, 
США), CD80 (Dako, Дания), CD83 (Caltag, 
США), CD86 (Pharmingen, США), HLA-ABC (BD 
Biosciences, США), и HLA-DR (BD Biosciences, 
США), конъюгированными с флуоресцентными 
метками FITC или PE. Для оценки экспрессии 
рецепторов VEGFR-1 (Flt-1) и VEGFR-2 (KDR/
Flk-1) использовали соответствующие МКА, ме-
ченные FITC (R&D Systems, США). 

Анализ иммунофенотипа клеток проводили 
на проточном цитофлуориметре FACSСalibur 
(Becton Dickinson, США). Полученные данные 
обрабатывали с помощью программы «WinMDI 
2.8» (Scripps Institute, La Jolla, США).

Анализ SNPs -2578C>A и +936C>T гена VEGF 
Образцы геномной ДНК экстрагировали 

из лейкоцитов периферической крови больных 
с использованием набора реактивов для выде-
ления и очистки нуклеиновых кислот QIAamp 
DNA Mini Kit (QIAGEN, Германия) согласно 
протоколу фирмы-производителя. Анализ поли-
морфизмов проводили с использованием ПЦР 
и последующей рестрикцией полученных про-
дуктов. Для амплификации гена VEGF по поли-
морфизмам -2578C>A и +936C>T использовали 
последовательности праймеров и условия реак-
ции, предложенные ранее (табл. 1) [11, 14]. 

Учет результатов реакций осуществляли мето-
дом горизонтального электрофореза в 2% агароз-
ном геле с последующей визуализацией получен-
ных результатов в ультрафиолетовом свете. 

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ проводили на пер-

сональном компьютере с использованием про-
граммы «GraphPad Prism 5» (для Windows XP). 
Для проверки достоверности различий значе-
ний признаков в группах использовали метод 
«хи-квадрат» (χ2) с поправкой Фишера. Разли-
чия считались статистически достоверными при 

р < 0,05 (95% точности). Кривые выживаемости 
до прогрес сирования строили методом Каплана–
Мейера. Сравнение двух кривых выживаемости 
проводили с помощью логранкового критерия.

Результаты
Экспрессия рецепторов к VEGF при дифферен-

цировке и созревании ДК in vitro
На первом этапе исследования мы про-

анализировали экспрессию рецепторов к VEGF 
(VEGFR-1 и VEGFR-2) на ДК разной степени 
дифференцировки. В процессе культивирова-
ния прикрепившиеся моноциты увеличивались 
в размере и приобретали характерную отростча-
тую форму. На 7-е сутки клетки приобретали им-
мунофенотип незрелых ДК (нДК), которые экс-
прессировали поверхностные антигены: CD40, 
CD54, CD86, HLA-ABC и HLA-DR. 

После полной замены среды и последую-
щего внесения индукторов дифференцировки 
(TNFα и ПГЕ2) происходило созревание ДК, 
выражавшееся в приобретении гранулярности, 
увеличении количества дендритов на клетке. 
Происходило увеличение экспрессии адгезион-
ных и ко-стимулирующих молекул CD54, CD40, 
CD80, CD86 и маркера дифференцировки ДК 
CD83. Уровень экспрессии маркеров HLA-ABC 
и HLA-DR в процессе созревания ДК практиче-
ски не изменялся (табл. 2). 

Количество клеток, позитивных по VEGFR-1 
и VEGFR-2, определяли с помощью проточной 
цитофлуориметрии (табл. 3). Мы установили, что 
экспрессия VEGFR-1 снижается по мере созрева-
ния ДК из моноцитов под действием индукторов 
дифференцировки. Тогда как экспрессия VEGFR-2 
значимо не менялась.

Эффективность иммунотерапии и однонуклео-
тидные полиморфизмы гена VEGF

Мы оценили эффективность иммунотерапии 
ДК в зависимости от генотипов VEGF: -2578C>A 
(rs699947) и +936C>T (rs3025039).

Частота встречаемости генотипа АА участка 
-2578C>A (rs699947) гена VEGF составила 46,1%, 
АС – 38,5% и СС – 15,4%. Такое распределение 

Таблица 1. ПоследоваТельносТи Праймеров и эндонуклеазы ресТрикции, исПользуемые При Пцр 
и Последующей ресТрикции Полученных ПродукТов

Праймеры Эндонуклеаза рестрикции

VEGF -2578C>A
F5’-ATA AGG GCC TTA GGA CAC CA-3’
R5’-GCT ACT TCT CCA GGC TCA CA-3’

Bgl II 
(SibEnzyme, Россия)

VEGF +936C>T
F5’-AGG GTT TCG GGA ACC AGA TC-3’ 
R5’-CTC GGT GAT TTA GCA GCA AG-3’ 

Fae I
(SibEnzyme, Россия)
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генотипов не отличалось от ожидаемого распре-
деления по Hardy–Weinberg и от представленного 
ранее другими авторами распределения [14]. При 
анализе SNP +936C>T (rs3025039) все 13 больных 
имели генотип СС, поэтому клиническая значи-
мость этого полиморфизма изучена не была. 

Девять больных (69,2%) получали вакцина-
цию в терапевтическом режиме. Инъекции про-
водили каждые 2-6 недель до прогрессирования 
заболевания. Среднее число инъекций противо-
опухолевой ДК вакцины было сходным в случае 
АА и АС генотипов (11,75±7,7 и 12,7±6,7 соот-
ветственно) (рис. 1). Тогда как у 2-х пациентов 
с выявленным генотипом СС до начала прогрес-
сирования было проведено только 5 вакцинаций 
(р > 0,05). 

Нами было установлено, что среди боль-
ных злокачественной меланомой, получавших 
иммунотерапию на основе ДК, носители АА 

и АС генотипов гена VEGF 2578C>A отличают-
ся увеличением времени до прогрессирования, 
по сравнению с носителями СС генотипа (рис. 2). 
Медиана времени до прогрессирования состави-
ла 8,4 мес. и 2,7 мес. соответственно (р = 0,002). 

Обсуждение
По нашим и другим данным, зДК моноцитар-

ного происхождения экспрессируют оба изученных 
рецептора: VEGFR-1 и VEGFR-2 [13]. Появление 
VEGFR-1 на поверхности CD34-положительных 
гемопоэтических стволовых клеток считают ха-
рактерным признаком дифференцировки по мо-
ноцитарно-макрофагальному направлению. 
VEGF привлекает моноциты крови в очаг вос-
паления и/или роста сосудов через взаимодей-
ствие с VEGFR-1 [8], в то время как в тканевых 
макрофагах VEGFR-1 и VEGFR-2 опосредуют 
хемотаксическую активность [19]. Поэтому сни-

Таблица 2. эксПрессия ПоверхносТных маркеров на дк разных сТадий дифференцировки (м±m) 
Типы 

клеток
Экспрессия маркеров, % клеток

CD40 CD54 CD80 CD83 CD86 HLA-ABC HLA-DR
нДК 97,3±1,5 98,3±1,1 12,1±5,4 5,7±2,2 87,5±3,3 99,0±0,7 99,6±0,3
зДК 99,1±0,6 99,3±0,2 91,6±7,3 88,9±9,4 99,1±0,7 99,3±0,4 99,2±0,7

Таблица 3. эксПрессия VEGFR-1 и VEGFR-2 на дк разных сТадий дифференцировки (м±m)

Типы клеток
Экспрессия рецепторов, % клеток

VEGFR-1 VEGFR-2
МПК 18,9±0,7 13,1±0,4

нДК 7,6±0,5* 14,7±0,6

зДК 6,3±0,6* 15,9±0,4

Примечание.* – различия в экспрессии являются достоверными по сравнению с МПК (p < 0,05).

рисунок 1. количество вакцинаций 
до прогрессирования заболевания в зависимости 
от аллельного состава гена VEGF -2578C>A (rs699947)

рисунок 2. зависимость прогрессирования заболевания 
от полиморфизма VEGF -2578C>A (rs699947)
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жение экспрессии VEGFR-1 на зДК может быть 
связано со снижением миграционной активно-
сти ДК, т.к. в отличие от циркулирующих моно-
цитов, которые могут переходить из кровеносно-
го русла в ткани, зрелые клетки располагаются 
во вторичных лимфоидных органах и выполня-
ют иммуностимулирующие функции. Считают, 
что созревание ДК подавляется при связывании 
VEGF с VEGFR-1 [7], а функциональная ак-
тивность зДК угнетается при взаимодействии 
VEGF – с VEGFR-2 [13]. Было показано, что 
в присутствии VEGF в зДК снижается экспрессия 
ко-стимулирующих молекул CD80 и CD86, моле-
кулы HLA-DR [5]. 

Таким образом, зДК, используемые для вак-
цинации больных метастатической меланомой, 
экспрессируют VEGFR-2 и могут быть чувстви-
тельны к ингибирующим эффектам VEGF в кро-
ви и ткани опухоли. Нельзя исключать, что эф-
фективность иммунотерапии может зависеть 
от уровня VEGF, который угнетает функциональ-
ную активность ДК. Ранее многими исследова-
телями было показано, что синтез белка VEGF 
и его концентрация в известной степени зависит 
от наличия однонуклеотидных замен в кодирую-
щем его гене [15, 17].

Нами показано, что больных АА и АС гено-
типов гена VEGF 2578C>A можно эффективно 
лечить иммунотерапией ДК по сравнению с но-
сителями СС. Мы объясняем этот результат воз-
можной высокой концентрацией сывороточного 
VEGF у носителей С-аллеля [17]. SNP-2578C>A, 
локализованный в промоторной области гена 
VEGF, прямо коррелирует с концентрацией белка 
в сыворотке крови [17]. Его уровень был значи-
тельно ниже у пациентов с гомозиготным геноти-
пом АА в сравнении с носителями С-аллеля (СС 
и СА генотип). 

У всех 13 пациентов, включенных в данное 
исследование, было выявлено носительство 

гомозиготного СС генотипа VEGF +936C>T 
(rs3025039), частота встречаемости которого, 
по результатам различных исследований, состав-
ляет более 70% [15, 17]. Однако полученные дру-
гими исследователями данные свидетельствуют 
об актуальности проведения дальнейших иссле-
дований данного SNP при условии увеличения 
выборки группы больных. Так, ранее было уста-
новлено, что наличие T-аллели у здоровых до-
норов было связано со значительным снижени-
ем VEGF в плазме крови [15]. Тогда как наличие 
С-аллели было ассоциировано с увеличенным 
синтезом VEGF и быстрым прогрессированием 
заболевания [6, 11]. 

Таким образом, результаты нашего пилотно-
го исследования свидетельствуют о важности 
дальнейшего анализа комбинаций полиморфных 
вариантов гена VEGF для предсказания эффек-
тивности проводимой вакцинотерапии аутоло-
гичными ДК. Для подтверждения полученных 
данных по полиморфизму 2578C>A и поиска но-
вых перспективных SNP-маркеров планируется 
дальнейшее расширение групп больных, получа-
ющих данный вид иммунотерапии. 

Разработка новых подходов к комбинирова-
нию иммунотерапии с препаратами, блокирую-
щими VEGF рецептор-лигандную систему, явля-
ется актуальной и перспективной. Выявленные 
особенности могут быть также использованы 
для разработки современных методов прогнози-
рования развития рецидивов у больных метаста-
тической меланомой, а также для оптимизации 
и персонализации проводимого лечения, в том 
числе и с использованием антиангиогенной те-
рапии. 

Работа поддержана Министерством об-
разования и науки РФ (соглашение № 8151 
от 24.08.2012 г.).
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