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Аннотация. Сравнительная иммунофлуоресцентная оценка экспрессии 
TUBB3 в первичной и метастатической тканях перевиваемых опухолей мы-
шей выявила значительное увеличение уровня и интенсивности экспрессии 
TUBB3 в высоко метастазирующем раке легкого Льюис по сравнению с опу-
холью РЛ-67 с меньшей метастатической активностью. Полученные данные 
являются in vivo экспериментальным доказательством вклада опухоль-ас-
социированного белка TUBB3 в формирование метастатического потенци-
ала опухоли и указывают на его значимость как прогностического маркёра 
агрессивности течения болезни.
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В настоящее время одним из трендов, на-
правленных на повышение эффективности ле-
карственной терапии опухолей разного генеза, 
является расширение спектра молекулярных 
прогностических и предиктивных маркёров 
опухолей.  В этой связи значительный интерес 
представляет белок микротрубочек бета-III ту-
булин (TUBB3), кото рый характеризуется тка-
невой специфичностью. Белок практически не 
выявляется в нормальных эпителиальных клет-
ках и лишь с низкой интенсивностью экспрес-
сируется в эндотелиоцитах и макрофагах [1, 2]. 
В норме значительная экспрессия TUBB3 выяв-
лена только в клетках мозга [3, 4] и в клетках 
Сертоли [5, 6]. Что касается опухолей, то в тка-

ни практически всех нозологических форм но-
вообразований выявляется высокая экспрессия 
TUBB3 [7–9].

Изучение TUBB3 на культурах клеток опу-
холей разных локализаций выявило значимые 
с точки зрения возможного практического при-
менения характеристики этого белка. В част-
ности, показано, что гиперэкспрессия TUBB3 
приводит к активации метастатического потен-
циала и пролиферативной активности клеток, по-
вышает адаптацию клеток к стрессу, индуцирует 
резистентность к анойкису и к широкому кругу 
противоопухолевых лекарств, включая классиче-
ские цитостатики с разным механизмом действия 
и современные таргетные препараты [10].

ORIGINAL ARTICLE

EXPERIMENTAL IN VIVO EVIDENCE OF THE PROGNOSTIC SIGNIFI-
CANCE OF BETA-III TUBULIN (TUBB3) AS A MOLECULAR MARKER              
OF TUMOR METASTATIC AGGRESSIVENESS 

Anna N. Grishanina1, Tatiana A. Bogush1, Sergey A. Kaliuzhny1, Alexander 
M. Scherbakov1, 2, Elena A. Bogush3, Mikhail Ya. Melnikov4, Vyacheslav S. 
Kosorukov1 

1 Federal State Budgetary Scientifi c Institution «N.N. Blokhin National Medical 
Research Center of Oncology» of the Ministry of Health of the Russian Federation, 
Moscow, Russia
2 Gause Institute of New Antibiotics, Moscow, Russia
3 The State Education Institution of Higher Professional Training The First Sechenov 
Moscow State Medical University under Ministry of Health of the Russian Federation, 
Moscow, Russia
4 Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
Correspondence author: Tatiana Anatolievna Bogush, tatbogush@mail.ru

Abstract. Comparative immunofl uorescence assessment of TUBB3 expression in 
primary and metastatic tissue of transplanted mouse tumors revealed a signifi cant 
increase in the level and intensity of TUBB3 expression in highly metastatic Lewis lung 
cancer compared to the RL-67 tumor with less metastatic activity. The data obtained are 
in vivo experimental evidence of the contribution of tumor-associated protein TUBB3 
to the cancer metastatic potential and indicate its signifi cance as a prognostic marker of 
the aggressiveness of the disease. 

Keywords: beta-III tubulin (TUBB3), Lewis lung carcinoma, RL-67 lung carcinoma, 
primary tumor, metastases, immunofl uorescence analysis, fl ow cytometry 

Financial Support.  The research was carried out at the expense of a grant 
from the Russian Science Foundation № 24-25-20080, https://rscf.ru/
project/24-25-20080/.

For citation: Grishanina A.N., Bogush T.A., Kaliuzhny S.A., Scherbakov A.M., 
Bogush Е.А., Melnikov M.Ya., Kosorukov V.S. Experimental in vivo evidence 
of the prognostic significance of beta-III tubulin (TUBB3) as a molecular marker 
of tumor metastatic aggressiveness // Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Khimiya. 2025. 
T. 66. № 4. S. 401–408.



403
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2025. Т. 66. № 5 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Khimiya. 2025. T. 66. № 5

Несовпадение данных in vitro о вкладе 
TUBB3 в биологию опухолевой клетки с оцен-
кой клинической значимости TUBB3 как мо-
лекулярного маркёра агрессивности эпители-
альных новообразований в трансляционных 
исследованиях [10] побудило нас получить 
доказательство прогностической значимости 
экспрессии TUBB3 in vivo в экспериментах на 
животных.  

Объек том молекулярного изучения явилась 
опухолевая ткань двух штаммов рака легкого, 
принципиально различающихся по активности 
метастазирования в легкие после подкожной 
трансплантации мышам – высоко метастазиру-
ющий рак легкого Льюис и менее агрессивная 
опухоль РЛ-67 [11].  Для того, чтобы макси-
мально приблизить дизайн опытов на животных 
к условиям экспериментов in vitro, проведено 
сравнительное молекулярное фенотипирование 
первичной и метастатической тканей опухоли с 
использованием количественного иммунофлу-
оресцентного метода, ассоциированного с про-
точной цитометрией. 

Материалы и методы

Исследование проведено на самках мышей 
линии BDF1 и самцах мышей линии С57ВL/6 
массой тела 22–24 г в возрасте 2–3 мес. с под-
кожно трансплантированным по стандартной 
методике раком легкого Льюис (РЛ Льюис) или 
РЛ-67 [11].

  Животные из разведения мышей эксперимен-
тально-биологической лаборатории (виварий) 
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России содержались на брикетирован-
ном корме с постоянным доступом к воде. В ходе 
работы соблюдены требования этических норм ра-
боты с лабораторными животными. 

Экспрессия TUBB3 оценена в четырех группах 
сравнения: первичный подкожный узел РЛ Льюис 
vs РЛ- 67; метастазы в легком на 24-е сут. после 
подкожной трансплантации РЛ Льюис vs РЛ-67;  
первичный подкожный узел vs метастазы в легком 
РЛ Льюис; первичный подкожный узел vs метаста-
зы в легком РЛ-67. Все эксперименты проведены в 
трех повторах. 

Одноклеточную суспензию клеток для прове-
дения иммунофлуоресцентной количественной 
оценки показателей экспрессии TUBB3 в опу-
холевой ткани готовили так, как описано ранее 
[12].

Исследованы три показателя экспрессии бел-
ка: (1) уровень экспрессии – количество специфи-

чески флуоресцирующих клеток (%) относитель-
но положительного контроля (инкубация клеток 
только с вторичными антителами); (2) интен-
сивность экспрессии – средняя геометрическая 
флуоресценция клеток за вычетом показателя 
положительного контроля (усл. ед); (3) индекс – 
интегральный показатель, равный произведению 
интенсивности и уровня экспрессии, деленному 
на 100 (усл. ед).

Инкубацию клеток с первичными антитела-
ми к TUBB3 проводили в течение 1,5 ч в тем-
ноте при комнатной температуре. Затем клетки 
отмывали от свободных антител 0,5%-м рас-
твором бычьего сывороточного альбумина BSA 
(«ПанЭко», Россия) в фосфатном буфере (рН 
7,4), добавляли вторичные антитела и инкуби-
ровали в течение 1,5 ч при 4 °С. Для выведе-
ния из анализа дебриса и эритроцитов после 
завершения инкубации с вторичными антите-
лами клетки инкубировали в течение 15 мин 
со специфическим красителем ДНК Hoechst 
33258 (Sigma-Aldrich, США) в концентрации 
1,2 мкг/мл. После окончания инкубации про-
бы дважды отмывали раствором BSA, на второй 
раз оставляя в пробирке 300 мкл жидкости для 
проточного цитометра.

Измерение флуоресценции проведено на про-
точном цитометре Navios (Beckman Coulter, США) 
с применением программного обеспечения Navios 
Software. Обработка результатов проведена в про-
граммах FlowJo 10.0.8 (FlowJo, США) и WinMDI 
2.9 (WinMDI Software, США).

Статистическая обработка результатов прове-
дена в программе GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 
Software, США). Различия считали достоверными 
при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

С учетом того, что в процессе длительного 
хранения трансплантируемых опухолей и мно-
гократных трансплантаций опухолевых клеток 
животным не исключена возможность измене-
ния их биологических характеристик, на первом 
этапе исследования проведен анализ метаста-
тической активности исследуемых опухолевых 
штаммов, точнее, различий между ними. На 
рис. 1 представлены фотографии легких мышей 
спустя 24 сут. после подкожной транспланта-
ции 1×105 клеток РЛ Льюис (рис.1-1) или РЛ-
67 (рис. 1-2). Видно, что на этот срок наблюде-
ния можно визуально оценить выраженность 
метастатического поражения легких. Сравне-
ние опухолевых штаммов по этим показателям 
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указывает на значительно более выраженный 
процесс метастатического поражения легких у 
мышей с трансплантированной опухолью Льюис, 
чем у мышей с РЛ-67. По существу, это согласует-
ся с ранее описанной характеристикой этих опу-
холей [11] и подтверждает адекватность экспери-
ментальных моделей, выбранных для проведения 
настоящего исследования.

Результаты сравнител ьной оценки количе-
ственных показателей экспрессии TUBB3 в 
ткани первичного узла опухоли Льюис и РЛ-
67, а также в ткани метастазов в легком на 24-е 
сут. после трансплантации опухоли представ-
лены в таблице. Здесь обращает на себя вни-
мание практически полное совпадение всех 
показателей экспрессии TUBB3 в первичной 

Рис. 1. Визуализация метастатической активности перевиваемых опухолей мышей 
– рак легкого штаммов Льюис и РЛ-67 (1 и 2 – легкие мыши спустя 24 сут. после под-
кожной трансплантации 1×105 клеток РЛ Льюис и РЛ-67 соответственно; отмеченные 

стрелками светлые участки ткани – метастазы)

 Показатели экспрессии TUBB3 в ткани первичной опухоли  и метастазов в легком РЛ Льюис и РЛ-67 

Группы сравнения
Показатели экспрессии TUBB3

уровень, % интенсивность, усл. ед индекс, усл. ед

первичный узел   vs   метастазы в легком

РЛ Льюис 37±8,1   vs   40±1,2 69,5±5,8  vs  67±20,8 26,1±7,8   vs   27±9,1

РЛ-67 21±4,2   vs   23±4,5 18,2±5,6   vs   27±6,5 4,1±2,4   vs   6,4±2,3

первичный подкожный опухолевый узел

РЛ Льюис 37±8,1 69,5±5,8 26,1±7,8

РЛ-67 21±4,2 18,2±5,6 4,1±2,4

РЛ Льюис vs РЛ-67 ↓ 1.8* ↓ 3.8* ↓ 6.4*

метастазы в легком

РЛ Льюис 40±1,2 67±20,8 27±9,1

РЛ-67 23±4,5 27±6,5 6,4±2,3

РЛ Льюис vs РЛ-67 ↓ 1.7* ↓  2.5* ↓ 4.2*

* Различия между группами сравнения достоверны (р < 0,05). 
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и метастатической тканях двух исследованных 
штаммов опухолей. Так, в РЛ Льюис уровень 
экспрессии маркёра в подкожном опухолевом 

узле и в ткани метастазов в легких составил 
соответственно 37±8,1 и 40±1,2%, интенсив-
ность – 69,5±5,8 и 67±20,8 усл. ед, индекс 

Рис. 2. Сравнительный анализ экспрессии TUBB3 в ткани первичной опухоли и метастазов в 
легких на 24-е сут. после подкожной трансплантации рака легкого Льюис или РЛ-67 у мышей. 
Закрашенные гистограммы – после инкубации только с вторичными антителами (контроль), 
прозрачные – после инкубации с антителами к TUBB3. Цифры на рисунке обозначают уро-

вень экспрессии TUBB3 (%)
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экспрессии – 26,1±7,8 и 27±9,1 усл.ед. В РЛ-
67 уровень экспрессии маркёра в аналогичных 
группах сравнения составил 21±4,2 и 23±4,5%, 
интенсивность 18,2±5,6 и 27±6,5 усл. ед, индекс 
экспрессии – 4,1±2,4 и 6,4±2,3 усл. ед. 

В то же время  данные иммунофлуоресцентно-
го анализа, представленные в таблице, отражают 
заметную разницу в экспрессии TUBB3 в группах 
сравнения опухоль Льюис vs РЛ-67 как в первич-
ном узле, так и в метастазах. В ткани первичного 
узла высоко метастатического рака легкого Льюис 
все три показателя экспрессии – уровень, интен-
сивность и индекс экспрессии – превышают тако-
вые для опухоли РЛ-67 соответственно в 1,8; 3,8 и  
6,4 раза. 

Аналогичными оказались и результаты срав-
нительного анализа экспрессии TUBB3 на 24-е 
сут. после трансплантации опухоли в ткани ме-
тастазов двух исследованных штаммов рака лег-
кого. По уровню, интенсивности и индексу экс-
прессии TUBB3 ткань метастазов в легких опу-
холи Льюис превысила показатели для опухоли 
РЛ-67 в 1,7; 2,5 и 4,2 раза соответственно. Не-
обходимо отметить, что различия в экспрессии 
маркёра между двумя штаммами исследованных 
опухолей как в первичной, так и метастатиче-
ской ткани, наиболее сильно отразились на по-
казателях интенсивности и индекса экспрессии 
маркёра. 

На рис. 2 представлены реальные гистограм-
мы, визуализирующие результаты сравнительной 
оценки экспрессии TUBB3 в первичной и в мета-
статической тканях опухоли двух перевиваемых 
штаммов, различающихся по агрессивности и ме-
тастатической активности. Видны идентичность 
уровня экспрессии TUBB3 в ткани первичной 
опухоли и метастазов в легких как для РЛ-67 (24% 
vs 28%), так и для РЛ Льюис (59% vs 54%) и  дву-
кратное превышение показателя в ткани рака лег-
кого Льюис по сравнению с РЛ-67 как в первичной 
(59% vs 24%), так и в метастатической опухоли 
(54% vs 28%).

Таким образом, модельные эксперименты на 
мышах показали существенную разницу в экс-
прессии белка TUBB3 между двумя перевивае-
мыми штаммами рака легкого с разной интен-
сивностью метастазирования. Оба штамма про-
демонстрировали активное метастазирование в 
легкие на 24-е сут. после подкожной трансплан-
тации, но число метастазов и их размеры на этот 
срок наблюдения были существенно выше у мы-
шей с раком легкого Льюис по сравнению с опу-
холью РЛ-67. 

Более высокие показатели экспрессии TUBB3 
были обна ружены в ткани высоко метастазирую-
щего рака легкого Льюис в сравнении с тканью 
рака легкого РЛ-67 с меньшей интенсивностью 
этого процесса. Полученные данные являются 
экспериментальным доказательством вклада опу-
холь-ассоциированного белка TUBB3 в форми-
ро вание метастатического потенциала опухоли и 
указывают на его значимость как прогностическо-
го маркёра агрессивности течения болезни. 

В совокупности с выявленной на этой же экс-
периментальной модели информативностью 
TUBB3 как молекулярного маркёра локальной 
распространённости процесса в морфологически 
нормальной ткани, окружающей опухолевый очаг 
[13], полученные в настоящем исследовании дан-
ные указывают на уникальность этого опухоль-ас-
социированного белка, который требует дальней-
шего изучения спектра его клинически значимых 
характеристик. 

В этой связи необходимо подчеркнуть важ-
ность именно количественных оценок показа-
телей экспрессии TUBB3 не только на экспери-
ментальных моделях, но и при молекулярной 
диагностике сόлидных опухолей человека. Счи-
таем, что в этом случае методом выбора явля-
ется прецизионная проточная цитометрия, ко-
торая неизменно используется в фундаменталь-
ных молекулярных исследованиях на культурах 
клеток [10] и при иммунофенотипировании кро-
ви в клинике.
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