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РЕФЕРАТ
Цель. Сравнить уровни экспрессии генов семейства 
WNT в  мезенхимальных стромальных клетках (МСК) 
гемопоэтической ниши костного мозга (КМ) у  больных 
множественной миеломой (ММ) и здоровых доноров.
Материалы и методы. В исследование включено 12 па-
циентов с ММ после стандартной индукционной терапии 
на основе бортезомиба. Пациенты были в возрасте 49–
71  год (медиана 61  год). Эффективность лечения оце-
нивали в  соответствии с  критериями Международной 
группы по изучению ММ (IMWG). Выделены следующие 
группы пациентов: с полным и частичным ответом (ПЧО; 
1-я группа, n = 9), с отсутствием ответа (2-я группа, n = 3). 
Кроме того, сформирована группа первичных больных 
(n = 2), не получавших лечения. Контрольная группа — 
здоровые доноры КМ (n = 3). Уровень экспрессии генов 
WNT и  CTNNB1 определяли методом ПЦР в  реальном 
времени на выделенной кДНК из МСК.
Результаты. В группе из 2 первичных больных два гена 
(WNT2B и  WNT9B) значительно различались по  степе-
ни экспрессии. У пациентов, не ответивших на лечение 
(n = 3), экспрессия гена WNT2B не определялась, а гена 
WNT15, напротив, была повышена. В группе ПЧО (n = 9) 
содержание мРНК гена WNT5A повышалось после про-
веденного лечения, в то время как экспрессия гена WN-
T3A возвращалась к норме. Уровень транскрипции гена 
WNT7B не различался в группах сравнения и контроля. 
Выявлено значимое повышение уровня экспрессии 
гена CTNNB1, кодирующего β-катенин, в группе ПЧО.
Заключение. Обнаруженные различия в экспрессии ге-
нов WNT2B, WNT9B и CTNNB1 в перспективе позволяют 
предположить возможное их использование в качестве 
прогностических молекулярных маркеров при ММ.
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ABSTRACT
Aim. To compare the expression levels of the WNT family 
genes in mesenchymal stromal cells (MSC) of the bone mar-
row (BM) hematopoietic niche in multiple myeloma (MM) pa-
tients vs. healthy donors.
Materials & Methods. The study enrolled 12 MM patients 
aged 49–71 years (the median age 61 years) after standard 
induction bortezomib therapy. The treatment efficacy was 
assessed in accordance with the criteria of International 
Myeloma Working Group (IMWG). Patients were stratified in 
groups with complete and partial response (CPR; group 1, 
n = 9) and no response (group 2, n = 3). Besides, a group of 
primary untreated patients was formed (n = 2). The control 
group included healthy donors of BM (n = 3). The levels of 
the WNT and CTNNB1 gene expression were assessed by 
real-time PCR on cDNA isolated from MSC.
Results. In the group of 2 primary patients, two genes 
(WNT2B and WNT9B) considerably differed in the degree of 
expression. In non-responders (n = 3), the WNT2B expres-
sion could not be determined, whereas the WNT15 expres-
sion appeared to be increased. In group CPR (n = 9), mRNA 
level of the WNT5A gene increased after therapy, whereas 
the WNT3A gene expression returned to the normal level. 
The  WNT7B gene transcription level did not differ in the 
control and comparison groups. In group CPR, a significant 
expression increase in the β-catenin-coding CTNNB1 gene 
was detected.
Conclusion. The differences identified in the expression of 
the WNT2B, WNT9B, and CTNNB1 genes suggest the pos-
sibility of their use as prognostic molecular markers in MM.
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ВВЕДЕНИЕ

Множественная миелома (ММ) относится к злока-
чественным В-клеточным лимфоидным опухолям. 
Морфологическим субстратом ММ являются плазма-
тические клетки, продуцирующие моноклональный 
иммуноглобулин. Частота новых зарегистрированных 
случаев ММ в России ежегодно составляет прибли-
зительно 1,9  на 100  000  населения. До настоящего 
времени ММ признается неизлечимым заболеванием 
и служит причиной смерти более 10 000 человек в год 
[1].

Жизнеспособность опухолевых клеток при ММ 
поддерживается в т.  ч. за счет взаимодействия с 
элементами гемопоэтической ниши (ГН), образую-
щими микроокружение опухоли [2]. Важной частью 
костного мозга (КМ) является его строма, состоящая 
из компонентов межклеточного матрикса и раз-
личных типов клеток, не относящихся к форменным 
элементам крови. Клетки стромы КМ не участвуют в 
гемопоэзе. Они выполняют роль микроокружения для 
гемопоэтических стволовых клеток (ГСК), дающих 
начало всем типам клеток крови [3]. К компонентам 
ГН относятся остеобласты, остеокласты, клетки 
эндотелия, мезенхимальные стромальные клетки 
(МСК) и др. МСК являются ключевым, важнейшим 
компонентом ГН в норме и участвуют в обновлении 
стромы КМ и гемопоэзе, регулируя дифференцировку 
ГСК [4]. При онкогематологических заболеваниях в ГН 
наблюдаются изменения всех ее элементов. Так, МСК 
приобретают опухоль-ассоциированный фенотип, 
что способствует росту опухоли и развитию ее лекар-
ственной устойчивости [2]. Показано, что изменения в 
ГН сохраняются даже после лечения ММ, хотя степень 
их выраженности различная у пациентов с разным 
ответом на противоопухолевую терапию [5].

Характерным изменением в МСК опухолевой ГН 
является изменение работы сигнального каскада 
WNT, одного из основных путей регуляции баланса 
остеобластогенеза/остеокластогенеза и, как след-
ствие, процессов формирования/резорбции костной 
ткани. Поражение костей скелета и черепа характерно 

для ММ. Оно наблюдается у 80 % больных с впервые 
диагностированной ММ [6]. Повреждения костей 
происходят из-за нарушения баланса процессов де-
струкции и восстановления в костной ткани. Известно, 
что ремоделирование костной ткани представлено 
совокупностью двух последовательных процессов: ло-
кального разрушения кости и последующего восста-
новления. Сигнальный путь WNT, включающий в себя 
собственно белки семейства WNT, их рецепторные 
молекулы, белки, активируемые этими рецепторами, 
и т.  д., осуществляет важную роль в регуляции этих 
процессов [7]. Семейство белков WNT  — это группа 
секретируемых гликопротеинов, кодируемых 19  ге-
нами WNT, расположенными в разных аутосомах. При 
подавлении WNT-каскада снижается функциональная 
активность остеобластов и активируется остеокла-
стогенез [8, 9].

В норме сигнальный путь WNT регулирует баланс 
между остеобластами и остеокластами, благодаря 
чему интенсивность резорбции костной ткани не 
превышает скорости ее формирования. Однако при 
ММ этот баланс нарушается. Клетки ММ выделяют в 
микроокружение антагонисты WNT, в результате чего 
сигналы лигандов WNT не передаются, нарушается 
деятельность остеобластов, а процесс формирования 
кости замедляется. При этом активация остеокла-
стов становится причиной литических процессов и 
приводит к резорбции костной ткани [10]. При остео
лизисе выделяются факторы роста, способствующие 
выживанию и росту клеток ММ.

МСК в здоровой ГН секретируют лиганды WNT, в 
т. ч. WNT2, WNT4, WNT5A, WNT11 и WNT16 [11]. Остео
бласты секретируют WNT5A, а остеокласты — WNT10B 
для взаимной регуляции [12, 13]. Лиганды  WNT 
выделяют и другие клетки микроокружения. При 
секреции опухолью антагонистов WNT вероятно, 
что МСК опухолевой ГН будут отвечать на их воздей-
ствие изменением активности сигнального каскада 
WNT. Поскольку опухолевая ГН при ММ (как и любая 
опухолевая ниша) проявляет устойчивость к проти-
воопухолевой терапии [2, 14, 15], она сохраняется в 
период ремиссии и способствует развитию рецидивов 
заболевания. Можно предположить, что изменения 
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регуляторных процессов остеогенеза, характерные 
для ММ, сохраняются в период ремиссии у некоторых 
пациентов, в т.  ч. за счет нарушений работы каскада 
WNT в МСК опухолевой ГН.

Цель исследования  — сравнить уровни экс-
прессии генов семейства WNT в МСК ГН у больных 
ММ после противоопухолевой терапии и у здоровых 
доноров КМ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоэтика
Все образцы КМ получены от больных ММ и 

здоровых доноров. Забор образцов осуществляли 
согласно стандартам, установленным приказом 
Минздрава РФ от 11 августа 2017 г. № 517n и в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации (Хельсинкская декларация: 
этические принципы медицинских исследований с 
участием человека, включая поправки, внесенные на 
64-м заседании ВМА в Форталезе, Бразилия, октябрь 
2013  г.). Исследование было одобрено этическим 
комитетом ФГБУ  РосНИИГТ ФМБА  России (протокол 
№  6-2019 от 11.06.2019  г.). От каждого пациента, 
участвующего в исследовании, получено письменное 
информированное согласие.

Пациенты
В исследование включено 14  пациентов с ММ 

после стандартной индукционной терапии на основе 
бортезомиба, проведенной в соответствии со стан-
дартами лечения ММ в РФ, включающей следующие 
схемы: бортезомиб и дексаметазон (VD); бортезомиб, 
циклофосфамид и дексаметазон (VCD); бортезомиб, 
леналидомид и дексаметазон (VRD) с последующей 
трансплантацией аутологичных гемопоэтических 
стволовых клеток (аутоТГСК) (табл.  1). Пациенты 

были в возрасте 49–71  год (медиана 61  год). Эффек-
тивность лечения оценивали по критериям Междуна-
родной группы по изучению ММ (IMWG).

Больные были разделены на три группы. 
Первую группу (пациенты с полным или частичным 
ответом  — ПЧО) составили 9  больных с одним из 
следующих вариантов ответа на лечение: полный 
ответ (ПО), очень хороший частичный ответ (охЧО) 
и частичный ответ (ЧО). Во 2-ю группу включено 
3  больных, не ответивших на лечение (НО). Кроме 
того, была сформирована 3-я группа из 2 первичных 
больных (ПБ) с установленным диагнозом ММ, но не 
получавших терапии. Контрольную группу составили 
здоровые доноры (ЗД) КМ.

Клеточные культуры и линии
Образцы аспирата КМ от больных ММ и ЗД 

получали путем стернальной пункции гребня под-
вздошной кости, объем пробы 1–6  мл. Полученные 
образцы аспирата КМ разводили физиологическим 
раствором в соотношении 1:3. Мононуклеарные 
клетки выделяли по стандартному протоколу в 
градиенте плотности Ficoll-Paque (ρ  =  1,077  г/см3; 
«ПанЭко», Россия). Разбавленный образец КМ (7,5 мл) 
наслаивали на 7,5  мл Ficoll-Paque и центрифугиро-
вали в течение 40 мин при скорости 400 g. Фракцию 
мононуклеарных клеток собирали, разбавляли PBS 
в соотношении 1:10 и центрифугировали в течение 
10  мин со скоростью 200  g для удаления фиколла и 
тромбоцитов. Затем клетки помещали в специальные 
флаконы и культивировали в среде DMEM с низким 
содержанием глюкозы (Thermofisher, США) с добав-
лением 10 % Advanced Stem Cell Supplement (HyClone, 
США), а также 100 ЕД/мл пенициллина и 100  мкг/
мл стрептомицина (Gibco, США). Клетки инкубиро-
вали при температуре 37  °С в атмосфере 5  % СО2 и 
7  % О2 (условия так называемой физиологической 
гипоксии  — культивирование клеток при концен-

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, включенных в исследование (n = 14)

№ образца 
аспирата 

КМ
Тип 

М-протеина

Инфильтрация ПК 
КМ по данным 

гистологии 
(трепанобиоптата), 

%
Число ПК 

в миелограмме, % 

Площадь 
микрососудов 

в КМ по данным 
гистологии 

(трепанобиоптата), % Терапия
Тип ответа 
на терапию

1 Нет секреции 10 6,0 7,2 VCD 4 курса ЧО
2 IgGκ 10 3,0 8,9 VCD 6 курсов, аутоТГСК ПО
3 IgAκ 5 2,4 10,2 VCD 5 курсов ЧО
4 IgGλ 1–2 1,0 7,4 VCD 5 курсов, аутоТГСК ПО
5 IgGκ 3 3,6 8,5 VRD 2 курса + KRd 2 курса, 

аутоТГСК
охЧО

6 IgGλ 30 2,2 11,7 VCD 3 курса, аутоТГСК охЧО
7 IgGκ 1–2 1,4 10,6 VCD 5 курсов, аутоТГСК ЧО
8 IgGκ 1–2 2,6 8,6 CV 6 курсов ПО
9 IgGλ 1–2 2,8 9,2 VRD 1 курс, аутоТГСК охЧО
10 IgGκ 50 47,0 13,0 VD 6 курсов, аутоТГСК Нет ответа
11 IgAκ 50 14,4 12,5 VCD 3 курса, аутоТГСК Нет ответа
12 IgGλ 90 82,4 11,4 VCD 2 курса Нет ответа
13 IgGκ Нет данных 2,4 Нет данных Не проводилась —
14 IgA 90 66,0 9,3 Не проводилась —

аутоТГСК — трансплантация аутологичных гемопоэтических стволовых клеток; КМ — костный мозг; охЧО — очень хороший частичный ответ; ПК — 
плазматические клетки; ПО — полный ответ; ЧО — частичный ответ.
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трации кислорода, соответствующей тканевой) [16]. 
Адгезия МСК к пластику происходила через 5–7 дней, 
неприкрепившиеся клетки удаляли. Среду меняли 
каждые 3  дня. При достижении плотности культуры 
70–80 % клетки собирали с использованием растворов 
трипсина и версена (Gibco, США) и пересевали в со-
отношении 1:2–1:3. Для дальнейших экспериментов 
использовали МСК на 1–5 пассажах.

Олигонуклеотидные последовательности: зонды 
и праймеры
Праймеры для амплификации 10 генов семейства 

WNT, а также гена CTNNB1 (β-катенина) [17] приве-
дены в табл. 2.

Выделение РНК и получение кДНК
Суммарную  РНК из МСК выделяли методом фе-

нол-хлороформной экстракции с использованием ре-
агента ExtractRNA («Евроген», Россия), содержащего 
фенол и гуанидин-изотиоцианат, согласно протоколу 
производителя. Затем осадок РНК высушивали и 
растворяли в РНК-буфере, входящем в состав набора 
«РИБО-сорб» («АмплиСенс», Россия). Дополни-
тельную очистку полученной РНК от примесей ДНК 
осуществляли с помощью инкубирования с ДНКазой 
I и ЭДТА. Полученную РНК хранили при температуре 
–80 °С.

Для получения кДНК с выделенной РНК прово-
дили полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с об-
ратной транскрипцией с использованием ревертазы 
(обратной транскриптазы) M-MuLV–RH (Biolabmix, 
Россия). К РНК-матрице добавляли олиго(dT)16-прай-
меры и инкубировали в течение 2 мин при темпера-
туре 70  °С для расплавления вторичных структур. 
Затем добавляли буфер и ревертазу и инкубировали 
в течение 60  мин при температуре 42  °С. Реакцию 
завершали нагреванием до 70  °С в течение 10  мин. 
Полученную однонитевую кДНК затем использовали 
для проведения ПЦР в реальном времени.

ПЦР в режиме реального времени
ПЦР в реальном времени проводили с исполь-

зованием системы CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, 
США). Для приготовления проб использовали набор 
для количественной ПЦР (кПЦР) qPCRmix-HS SYBR 
(«Евроген», Россия).

При амплификации использовали следующий 
протокол: температура 95  °С в течение 5  мин, затем 
40  циклов при температуре 95  °С в течение 10  с, 
56 °С в течение 30 с и 72 °С в течение 20 с (3-этапный 
протокол). После завершения системы циклов в про-
грамму добавляли шаги для построения кривой плав-
ления, позволяющей оценить соответствие продуктов 
амплификации ожидаемым.

Статистический анализ
Данные являются репрезентативными для трех 

или более независимых экспериментов. кПЦР прово-
дили в двух биологических повторах. Для построения 
графиков и статистического анализа использовалась 
программа GraphPad Prism 8. Результаты представ-
лены как среднее значение  ±  стандартная ошибка 
среднего. Для анализа результатов ПЦР в реальном 
времени использовали критерий Краскела—Уоллиса. 
Различия считались статистически значимыми при 
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Белки семейства WNT играют ключевую роль в остео-
генезе, эпителиально-мезенхимном переходе и других 
процессах, важных для развития опухоли. В ходе 
работы оценивали активность транскрипции генов, 
кодирующих белки этого семейства, у пациентов до и 
после лечения ММ. Несмотря на большое количество 
публикаций об активности генов WNT в опухолях раз-
личного происхождения, данные по ММ сравнительно 
немногочисленные.

Белки WNT3, WNT3А, WNT5А уже некоторое время 
изучаются как факторы стимуляции (WNT3) или, 
наоборот, подавления роста ММ (WNT3A, WNT5A) 
[18–21]. Однако, происходит ли нормализация уровня 
их экспрессии после проведенного лечения, неиз-
вестно. Неясно также, затрагивают ли изменения не 
только сами опухолевые клетки, но и компоненты ГН, 
особенно МСК, играющие важную роль в регуляции 
WNT-каскада.

В настоящем исследовании обнаружены статисти-
чески значимые различия по уровню мРНК гена WNT3 
в группах ПБ-МСК (n = 2) и ЗД-МСК (n = 3) (рис. 1, A). 
Это свидетельствует о том, что активация гена при 

Таблица 2. Праймеры для обнаружения кДНК генов семейства WNT методом ПЦР в режиме реального времени

Ген Прямой праймер Обратный праймер
WNT3 5'-GGAGAAGCGGAAGGAAAAATG-3' 5'-GCACGTCGTAGATGCGAATACA-3'
WNT3A 5'-CCTGCACTCCATCCAGCTACA-3' 5'-GACCTCTCTTCCTACCTTTCCCTTA-3'
WNT5A 5'-GAAATGCGTGTTGGGTTGAA-3' 5'-ATGCCCTCTCCACAAAGTGAA-3'
WNT5B 5'-CTGCCTTTCCAGCGAGAATT-3' 5'-AGGTCAAATGGCCCCCTTT-3'
WNT7B 5'-CCCGGCAAGTTCTCTTTCTTC-3' 5'-GGCGTAGCTTTTCTGTGTCCAT-3'
WNT8B 5'-TCCCAGAAAAACTGAGGAAACTG-3' 5'-AACCTCTGCCTCTAGGAACCAA-3'
WNT10B 5'-CTTTTCAGCCCTTTGCTCTGAT-3' 5'-CCCCTAAAGCTGTTTCCAGGTA-3'
WNT2B (ранее WNT13) 5'-TGCCAAGGAGAAGAGGCTTAAG-3' 5'-GTGCGACCACAGCGGTTATT-3''
WNT9A (ранее WNT14) 5'-CTTAAGTACAGCAGCAAGTTCGTCAA-3' 5'-CCACGAGGTTGTTGTGGAAGT-3'
WNT9B (ранее WNT15) 5'-CAGGTGCTGAAACTGCGCTAT-3' 5'-GCCCAAGGCCTCATTGGT-3'
CTNNB1 (β-катенин) 5'-CTGCTGTTTTGTTCCGAATGTC-3' 5'-CCATTGGCTCTGTTCTGAAGAGA-3'
Референсный ген GAPDH 5'-AGGTCGGAGTCAACGGATTT-3' 5'-TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC-3'
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ММ происходит не только в опухолевых клетках, но 
и в клетках микроокружения, по крайней мере в МСК. 
Уровень транскрипции гена у ПБ-МСК был повышен 
в сравнении с ЗД-МСК в среднем в 136  раз (ми-
нимум — в 49 раз, максимум — в 323 раза) (p < 0,05). 
У большинства пациентов, прошедших лечение, 
уровень транскрипции гена возвращался к норме, за 
исключением 1  пациента с ЧО, у которого уровень 
транскрипции оставался повышенным в 143  раза по 
сравнению с ЗД-МСК. Таким образом, повышенная 
экспрессия гена WNT3 у ПБ может свидетельствовать 
об участии лиганда WNT3, экспрессирующегося при 
ММ. Однако проводимое лечение способствует норма-
лизации активности гена WNT3 в МСК. Для понимания 
клинической значимости сохранения повышенного 
уровня экспрессии WNT3 у некоторых пациентов с 
ЧО необходимо продолжить исследования: увеличить 
количество подвергнутых анализу образцов и сопо-
ставить их с данными анамнеза.

По существующим данным, клетки ММ секрети-
руют ингибиторы WNT3A-канонического пути пере-
дачи сигнала, а стимуляция экспрессии гена WNT3A 
у лабораторных мышей восстанавливает остеобла-
стогенез и замедляет развитие ММ [22]. Мы показали 
(рис. 1, Б), что у ПБ с ММ до начала лечения уровень 
мРНК гена WNT3A в МСК резко повышался (в 2–55 раз 
по сравнению с ЗД). Возможно, это проявление ком-
пенсаторных механизмов в ответ на повышенную 
секрецию ингибиторов каскада клетками ММ. После 
лечения, вне зависимости от его исхода, уровень 
экспрессии гена WNT3A возвращался к исходному 
и не отличался от такового у ЗД. Возможно, МСК ГН 
принимают участие в компенсаторных механизмах, а 
используемые методы лечения влияют на активность 
элементов WNT-каскада.

Существуют разнообразные данные о значении 
гена WNT5A при ММ. Ранее показано, что его экс-
прессия в МСК повышает их остеогенный дифферен-
цировочный потенциал, который при ММ обычно на-
рушается [21]. При этом ген WNT5A экспрессируется 
в клетках КМ пациентов с ММ [20]. По нашим данным 
(рис.  1, В), уровень транскрипции повышается по 
сравнению с ЗД в 2–6  раз (4,0  ±  2,2) у пациентов до 
начала лечения ММ. Однако у пациентов, прошедших 
лечение, но не ответивших на него, экспрессия гена 
сопоставима с ее уровнем у ЗД. У большинства па-
циентов с ПЧО уровень экспрессии гена был очень 
высоким: количество мРНК превышало контрольный 
показатель в 4–50  раз (42,6  ±  12,0). Таким образом, 
по нашим данным, количество мРНК гена WNT5A 
увеличивается после проведенного лечения, в то 
время как экспрессия WNT3A возвращается к норме. 
Такое изменение баланса двух генов семейства WNT, 
являющихся одними из основных регуляторов остео-
генеза при ММ, свидетельствует о сложных процессах, 
протекающих в ГН в ответ на сигналы клеток ММ и 
нарушение остеогенеза.

Белок WNT5B по структуре и функциям близок к 
WNT5A [23]. Однако о его роли в развитии ММ данных 
пока нет. Тем не менее известно, что отклонения в 
его работе вызывают заболевания, связанные с на-
рушениями в костной ткани. В проанализированных 
образцах (рис. 1, Г) повышение экспрессии гена в МСК 

наблюдалось только у 1 пациента с НО и 1 пациента 
с ЧО после лечения (11, 2 ± 1,2 и 27,2 ± 10,7 соответ-
ственно). У остальных пациентов уровень транс-
крипции гена WNT5B не отличался от такового у ЗД. 
Таким образом, несмотря на отмечаемое другими 
авторами сходство функций с WNT5A, при ММ, по-ви-
димому, функции этих белков различаются.

О роли белка WNT7B в развитии ММ сообщается 
в исследовании 2021  г., в котором продемонстри-
ровано, что усиление экспрессии гена WNT7B спо-
собствует росту опухоли [24]. Мы показали, что эти 
изменения не затрагивают МСК ГН. Уровень транс-
крипции гена WNT7B не различался между группами 
и у ЗД (рис. 1, Д).

Для лиганда WNT8B к настоящему времени нет 
данных об участии в развитии ММ. Однако этот белок 
вовлечен в развитие некоторых других видов рака, 
таких как рак желудка, молочной железы и др. [25]. В 
нашем исследовании (рис. 1, Е) у всех пациентов с ММ, 
как первичных, так и прошедших лечение, уровень 
транскрипционной активности гена в МСК резко воз-
растал (в 147–4123 раза) по сравнению с контрольной 
группой ЗД. Несмотря на то что уровень мРНК гена 
WNT8B и биологические функции транслируемого 
белка при ММ не исследованы, известно, что белок 
WNT8B регулирует опосредованный β-катенином 
переход МСК к миофибробластному фенотипу [26], 
который характерен для значительной части опу-
холь-ассоциированных фибробластов. Мы показали 
ранее, что МСК ГН совершают такой переход при 
сокультивировании с клетками ММ [5]. Миофибро
бласты играют ключевую роль в развитии фиброзов, 
поэтому активация гена WNT8B в МСК ГН как до, так 
и после лечения, вероятнее всего, связана с присут-
ствием опухоль-ассоциированных фибробластов в ГН 
пациентов с ММ.

WNT10B  — еще один представитель семейства 
белков WNT. Уровень мРНК и роль белка не иссле-
дованы при ММ. Однако известно, что этот белок во
влечен в процесс остеогенной дифференцировки [27–
29]. Доказано, что белок экспрессируется в клетках 
стромы КМ. Считается, что он является неклеточным 
компонентом микроокружения ГСК и вовлечен в про-
цесс дифференцировки B-клеток [30]. Уровень мРНК 
в МСК всех пациентов, прошедших лечение по поводу 
ММ, был выше, чем у ЗД, в 12–401 раз. Статистически 
значимых различий между группами с разным от-
ветом на терапию не выявлено. Уровень мРНК в МСК 
пациентов с ПЧО и НО превышал контрольный у ЗД 
в 147  ±  121 и 212  ±  190  раз соответственно (рис.  1, 
Ж). Несмотря на значительный разброс значений, 
повышение уровня мРНК наблюдалось у всех паци-
ентов, что говорит о возможной роли белка WNT10B 
в патогенезе ММ.

WNT2B (ранее WNT13) участвует в процессах 
дифференцировки моноцитов в макрофаги [31], что 
предполагает его роль в формировании ГН. В МСК 
мы не обнаружили мРНК гена WNT2B ни у одного 
из 3  пациентов группы НО (рис.  1, З). В то же время 
в группах ПБ и ПЧО уровень мРНК был повышен в 
9,91–7054,78 раза по сравнению с ЗД. Возможно, такое 
повышение связано с развитием иммунного ответа. 
Дальнейшие исследования, по всей вероятности, дадут 
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Рис. 1. Оценка методом кПЦР уровня экспрессии (А–К) генов WNT и (Л) гена CTNNB1 (β-катенина) в культурах мезенхимальных 
стромальных клеток пациентов с ММ

ЗД — здоровые доноры; НО — не ответившие на лечение; ПБ — первичные больные; ПЧО — пациенты с полным или частичным ответом.
* p < 0,05.

Fig. 1. The qPCR assessment of expression level of (А–К) the WNT genes and (Л) the CTNNB1 gene (β-catenin) in the mesenchymal stromal 
cell cultures in MM patients

ЗД — healthy donors; НО — non-responders; ПБ — primary patients; ПЧО — patients with complete or partial response.
* p < 0.05.
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ответ на вопрос о значимости данного параметра в 
диагностике и прогнозировании результатов лечения. 
Также необходимо исследовать уровень мРНК, предше-
ствующих различным изоформам этого белка.

По существующим данным, WNT9A (ранее 
WNT14) участвует в гемопоэзе [32]. Кроме того, он 
экспрессируется клетками различных типов рака 
человека, таких как рак желудка, поджелудочной же-
лезы, молочной железы [33]. В исследованных нами 
образцах МСК у ПБ уровень мРНК гена WNT9A был 
повышен по сравнению с пациентами после лечения 
и ЗД в 4,81–6072,85 раза (рис. 1, И). Значение такого 
повышения еще предстоит выяснить.

Для белка WNT9B (ранее WNT15) имеются данные 
о его участии при некоторых других видах рака, 
включая рак молочной железы [34], но не ММ. Мы 
обнаружили, что в МСК у 1 из 2 ПБ и у всех 3 пациентов 
группы НО уровень мРНК гена WNT15 оказался повы-
шенным в 4,7–189  раз по сравнению с пациентами, 
ответившими на терапию, и ЗД (рис. 1, К).

β-катенин  — внутриклеточный посредник в 
каноническом пути WNT, передающий сигналы 
транскрипционным факторам, которые активируют 
экспрессию генов-мишеней. При ММ он регулируется 
в двух противоположных направлениях. В клетках 
микроокружения, в т.  ч. в МСК, канонический путь 
подавляется, в то время как в опухолевых клетках он 
активируется и приводит к повышению их пролифе-
ративной активности [35]. Для гена CTNNB1, кодирую-
щего β-катенин, мы выявили статистически значимое 
повышение уровня экспрессии в группе пациентов с 
ММ, ответивших на терапию (рис. 1, Л).

Существенный разброс значений внутри групп 
обусловлен малым размером выборок и их разнород-
ностью. Для повышения достоверности результатов в 
дальнейших исследованиях планируется расширить 
выборки, а наиболее разнородные из них разделить 
на отдельные группы в соответствии с анамнезом 
пациентов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что для взаимодействия с другими клетками 
микроокружения, а также для аутокринной передачи 
сигналов в МСК экспрессируется ряд лигандов WNT, в 
частности WNT2, WNT4, WNT5A, WNT11, WNT16 [11]. 
В основном в перечисленных процессах задействована 
активация WNT-сигнального пути, в основе которой 
лежит накопление в МСК белка β-катенина.

При  ММ наблюдается аберрантная активность 
белков каскада WNT. Усиление  WNT-сигналинга в 
клетках ММ способствует их пролиферации, а подав
ление сигналов WNT в микроокружении с помощью 
выделяемых опухолью антагонистов приводит к 
подавлению остеогенеза. Механизмы нарушения 
регуляции WNT-пути в последнее время активно 
изучаются. Одним из факторов, влияющих на WNT-
активность, может быть уровень лигандов WNT, 
экспрессируемых в клетках как ММ, так и опухолевого 
микроокружения, в т. ч. МСК [36].

В связи с этим мы исследовали экспрессию генов 
WNT и CTNNB1 (β-катенина) в ММ-МСК, чтобы выяс-

нить, различается ли интенсивность транскрипции в 
МСК здоровой и опухолевой ГН КМ.

При исследовании уровней транскрипции генов 
семейства WNT мы обнаружили повышенную экс-
прессию гена WNT3 в группе ПБ. В исследовании, вы-
полненном под руководством Y.  Niitsu, показано, что 
ген WNT3 участвует в развитии лекарственной устой-
чивости клеток ММ, опосредованной их адгезией к 
стромальным клеткам КМ [18]. Воздействие белка 
WNT3 носит аутокринный характер: высокий уро-
вень адгезии связан с гиперэкспрессией гена WNT3 в 
опухолевых клетках. Однако в этом исследовании ана-
лизировали наличие мРНК только в клетках опухоли, 
но не в клетках ГН, поэтому неизвестно, оказывает ли 
такое же воздействие паракринная передача WNT3 
клеткам ММ от МСК [18].

Мы также выявили повышение экспрессии WNT5A 
в группе ПЧО по отношению к остальным группам. 
WNT5A известен как лиганд, участвующий преиму-
щественно в неканонической активации WNT-пути. 
Показано, что неканонический путь WNT5A/ROR2 
поддерживает остеогенную дифференцировку МСК, 
нарушающуюся при ММ. Экспрессия гена WNT5A в 
МСК повышает их способность к дифференцировке в 
остеогенном направлении [21]. Показанная в нашем 
исследовании повышенная экспрессия WNT5A у 
пациентов из группы ПЧО по сравнению с ПБ и НО со-
гласуется с этим утверждением. Однако сложно объ-
яснить повышение мРНК гена WNT5A у пациентов 
с ПЧО по сравнению с ЗД. Можно предположить, 
что при успешном лечении ММ экспрессия WNT5A 
чрезмерно повышается для интенсивного восста-
новления костной ткани. Кроме того, считается, что 
ген WNT5A активно экспрессируется в КМ пациентов 
с ММ [20]. В исследовании группы, возглавляемой 
J.  Tonon, выявлено, что гиперэкспрессия в клетках 
ММ рецептора ROR2, лигандом которого является 
WNT5A, приводит к формированию лекарственной 
устойчивости, опосредованной клеточной адгезией 
[37]. Таким образом, повышение транскрипции гена 
WNT5A у пациентов с ПЧО по сравнению с ЗД можно 
объяснить тем, что после противоопухолевой те-
рапии в поврежденной ГН КМ идут более активные 
обменные процессы, связанные как с восстановле-
нием костной ткани, так и с экспрессией сигнальных 
молекул и рецепторов самими опухолевыми клет-
ками ММ. В здоровой ГН уровень белка WNT5A ниже, 
чем при ММ, т. к. баланс сигнальных путей остеоге-
неза не нарушен.

В проведенном нами исследовании показано, что 
у всех пациентов вне зависимости от исхода лечения 
повышается уровень транскрипции гена WNT8B. 
Известно, что этот ген играет существенную роль в 
дифференцировке МСК эпителия легких по миофи-
бробластному пути и в развитии идиопатического 
фиброза [26] наряду с WNT10A и WNT7B [38]. У части 
пациентов с ММ наблюдается усиление фиброти-
ческого компонента ГН, что связано с повышением 
митотической активности опухолевых плазматиче-
ских клеток и их меньшей дифференцированностью 
[39]. МСК и фибробласты опухолевой ГН являются 
основными поставщиками внеклеточного матрикса 
при фиброзе. Однако для опухолевой ГН подобные 
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данные отсутствуют. В дальнейшем мы планируем 
проверить, влияет ли присутствие в среде лиганда 
WNT8B на состав и уровень экспрессии компонентов 
внеклеточного матрикса МСК и фибробластами ГН.

Канонический сигнальный путь WNT в норме регу-
лирует важные процессы, однако при ММ он действует 
в противоположных направлениях. Канонический путь 
в КМ отвечает за баланс остеобластов и остеокластов, а 
выделяемые опухолевыми клетками ММ антагонисты 
WNT-белков ингибируют передачу сигнала и нару-
шают остеогенез. При этом аутокринные воздействия 
вызывают внутреннюю каноническую активацию 
WNT в клетках ММ, что способствует их пролиферации 
и клональной эволюции опухолевых клеток [35]. В на-
стоящем исследовании экспрессия гена, кодирующего 
β-катенин, была повышена в ПЧО-МСК по сравнению 
как с ЗД-МСК, так и с ПБ/НО-МСК. Повышение мРНК 
гена CTNNB1 относительно других групп больных ММ 
(ПБ и НО) можно интерпретировать как результат 
лечения, приведшего к возобновлению процессов 
остеогенеза, в которых β-катенин принимает участие. 
По аналогии с WNT5A можно предположить, что вы-
сокая экспрессия в группе охЧО относительно группы 
ЗД обусловлена ускорением процессов остеогенеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты дают основание предполо-
жить, что каскад, связанный с белками семейства 
WNT, разбалансирован у пациентов с ММ и в этом про-
цессе важную роль играет состояние МСК, которые 
частично сохраняют опухоль-ассоциированный 
фенотип. Последнее также способствует развитию ле-
карственной устойчивости клеток ММ. Таким образом, 
согласно полученным данным, ГН у пациентов с ММ 
не восстанавливается полностью после проведенного 
лечения, в т. ч. на уровне механизмов сигналинга.

Из протестированных в нашем исследовании 
генов, кодирующих лиганды WNT, два гена (WNT2B, 
WNT9B) значительно отличались по своей экспрессии 
в группе ПБ. Ген WNT2B не был активирован в группе 
НО. Учитывая, что изоформы лиганда WNT2B вовле-
чены в процессы дифференцировки и поляризации 
макрофагов [31], возможно, что его высокий уровень 
связан с противоопухолевым ответом. Экспрессия 
гена WNT15 (по новой классификации WNT9B), на-
против, была повышена. Ранее показано, что в КМ у ЗД 
этот ген не транскрибируется. Кроме того, по группам 
пациентов была показана статистически значимая 
разница в уровнях транскрипции гена CTNNB1.

Результаты оценки уровня мРНК генов WNT в МСК 
опухолевой ГН при ММ позволяют сделать вывод о 
возможных перспективах определения мРНК генов 
WNT2B, WNT9B и CTNNB1 в качестве молекулярно-ге-
нетических маркеров, позволяющих прогнозировать 
исход ММ.
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