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ОСОБЛИВОСТІ ЕКСПРЕСІЇ  
ГЕНА RB1 У ПУХЛИНАХ 
ГОЛОВНОГО МОЗКУ
Мета: визначити особливості експресії гена RB1 на рівні мРНК і про-
теїна в злоякісних клітинах новоутворень головного мозку, з урахуванням 
ступеня злоякісності пухлини. Об’єкт і методи: зразки операційного 
матеріалу 27 хворих із пухлинами головного мозку G2–G4. Рівень експресії 
гена RB1 визначали методом кПЛР, рівень експресії протеїну RB1 —  
методом імуногістохімії. Також було проведено дослідження Патерну 
експресії гена RB1 у пухлинах головного мозку, використовуючи біоін-
форматичний аналіз відкритого масиву даних Онкомайн (Oncomine) та 
базу даних Protein Atlas. Cтатистичний аналіз проводили за допомогою 
програми GraphPadPrism9. Результати: показано, що патерни експресії 
гена RB1 на рівні мРНК і протеїна у пухлинах головного мозку в основ
ному односпрямовані. Виявлено гетерогенність у патерні експресії RB1 
у зразках астроцитом NOS (Not Otherwise Specified): пілоцитарної G2, 
дифузної астроцитоми G2, дифузної астроцитоми G3, гліобластоми G4, 
та атипової менінгіоми (змішаний варіант) G2, де позитивними були 
від 20 до 60% пухлин, в той час як в усіх ембріональних пухлинах ЦНС 
NOS G4, пінеобластомі G4 і медулобластомі G4 виявляли експресію гена 
RB1 на рівні мРНК і протеїна. Висновки: молекулярні механізми, що 
лежать в основі інактивації шляху RB-E2F,  потребують подальшого 
фундаментального дослідження для пошуку причин виникнення пухлин 
головного мозку і маркерів для уточненої персоніфікованої діагностики 
та прогнозування перебігу захворювання.

На сьогодні пухлини головного мозку скла-
дають 2–3% всіх злоякісних новоутворень 

та 85–90% всіх первинних пухлин центральної 
нервової системи (ЦНС) [1]. Як правило, для зло-
якісних пухлин головного мозку 5-річна вижива-
ність є невисокою і становить біля 35%. Більша 
частка усіх пухлин головного мозку (приблизно 
60%) є нейроепітеліальними новоутвореннями.  
Є певні відмінності у типах пухлин головного моз-
ку дорослих і дітей [2].

Приблизно 80% усіх новоутворень головного 
мозку становлять гліоми, що походять від гліаль- 
них клітин — опорних клітин, які оточують ней
рони в ЦНС. Гліоми, як і інші пухлини, класи-
фікують на основі їх морфо-гістологічних харак- 
теристик і генетичних маркерів, при цьому най-
поширенішими підтипами є астроцитома, оліго-
дендрогліома і змішані гліоми.

Пілоцитарна астроцитома (ПАЦ) та піломіксо-
їдна астроцитома (ПМАЦ), що може рогдядатися 
як одна із форм ПАЦ, найчастіше зустрічаються 
у дитячому віці та у молоді (перші 20 років жит-
тя). Ці пухлини виникають у мозочку, проте вони 
можуть виникнути і в іншому відділі головного 
мозку, де знаходяться астроцити, наприклад, у пів- 
кулях. ПАЦ і ПМАЦ відносять до пухлин І ступе-
ня злоякісності, згідно класифікації ВООЗ [3, 4]. 
Астроцитоми дифузного зростання, або фібриляр-
ні астроцитоми (ДАЦ), як правило, зустрічаються 

у людей молодого віку (20–40 років). ДАЦ не має 
чітких меж і доволі повільно збільшується (ІІ сту-
пінь злоякісності) [3, 5].

Анапластичні астроцитоми (ААЦ) належать 
до групи злоякісних пухлин III–IV ступенів (за 
класифікацією ВООЗ) і мають поганий клініч-
ний прогноз, як і інші недиференційовані гліоми. 
Проте, на відміну гліобластом (ГБ), які відносять 
виключно до IV ступеню злоякісності, у зразках 
ААЦ не виявляють ангіогенезу або некрозу. ГБ — 
це агресивна злоякісна пухлина головного мозку, 
яка утворюється з гліальної тканини. Як правило, 
пацієнти із ГБ мають низьку виживаність: середня 
тривалість життя складає 12–18 міс. від моменту 
встановлення діагнозу [4, 6–8].

Дуже рідкими є ембріональні пухлини (ЕП) 
ЦНС, які утворюються в клітинах, що залишилися 
після внутрішньоутробного розвитку (ембріональ-
них клітинах). Пінеобластома (ПБ) утворюється 
внаслідок проліферації різних клітин шишкопо
дібного тіла — пінеалоцитів, астроцитів, гермі- 
нальних клітин. За клінічною маніфестацію дуже 
схожа на медулобластому (МБ), що також розви- 
вається із ембріональних клітин [9]. МБ розви
вається в черві мозочка, що прилягає до четвер-
того шлуночка мозку і найчастіше діагностується 
у дітей. Переважно МБ походять від клітин-по
передників мозочка, що розвивається, а саме — 
клітин його зовнішнього гранулярного шару [9, 10].  
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Ці пухлини характеризуються інвазивним зрос
танням та здатністю до метастазування через  
спинномозкову рідину.

Однією із рідкісних пухлин головного мозку є 
менінгіома, що утворюється з павутинної (арахно
їдальної) оболонки головного (або спинного) моз-
ку. Атипова менінгіома (АМГМ), хоч і характери-
зується як новоутворення ІІ ступеню злоякісності, 
доволі швидко зростає.

Злоякісна трансформація клітин головного 
мозку може бути викликана порушенням функціо
нальності сигнальних шляхів, що регулюють ріст і 
диференціацію клітин, в яких беруть участь про-
дукти таких генів, як SHH, WNT1, PTCH1, PTCH2, 
SMO, TP53, RB1 та ін. [11, 12]. Проте їх зв’язок з 
прогресуванням пухлинного процесу потребує 
більш ретельного дослідження.

Одним із протеїнів, про експресію якого у пух-
линах головного мозку дуже мало інформації, є 
продукт асоційованого із ретинобластомою гена 
RB1. Ген RB1 є першим геном-супресором рос-
ту пухлин, який було клоновано та пов’язано із 
розвитком злоякісної пухлини [13]. Протеїн RB 
відіграє важливу роль у контролі процесів пролі-
ферації клітин, підтримки стовбуровості клітин, 
тощо [14].

Тому метою даної роботи було визначити особ
ливості експресії гена RB1 на рівні мРНК та про-
теїна в злоякісних клітинах новоутворень голов-
ного мозку, з урахуванням ступеня злоякісності 
пухлини.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

У роботі використовували зразки пухлин го-
ловного мозку 27 пацієнтів, прооперованих у ДУ 
“Інститут нейрохірургії імені А.П. Ромоданова 
Національної академії медичних наук України”  
(НАМНУ), які не отримували спеціального ліку-
вання до оперативного втручання.

Усі експериментальні роботи проводились згід-
но із затвердженими протоколами. Використання 
пухлинної тканини схвалено Етичним комітетом 
ДУ “Інститут нейрохірургії ім. А.П. Ромоданова 
НАМН України”, згідно Гельсінської декларації. 
На використання зразків пухлинної тканини в 
дослідженні була отримана інформована згода від 
пацієнтів/ батьків пацієнтів. Діагностику прово-
дили досвідчені патологоанатоми НАМНУ.

В дослідженні були використані 27 зразків пух-
лин головного мозку: пілоцитарної астроцитоми 
(ПАЦ, n = 2), дифузної астроцитоми (ДАЦ, n = 3), 

атипової менінгіоми (АМГМ, n = 3), анапластичної 
астроцитоми (ААЦ, n = 5), гліобластоми (ГБ, n = 4),  
ембріональної пухлини NOS (ЕП, n = 3), пінеоблас
томи (ПБ, n = 1) і медулобластоми (МБ, n = 6).

Виділення РНК, синтез кДНК і кПЦР. Для за-
гальної екстракції мРНК зразки тканини гомо-
генізували в рідкому азоті. Потім додавали ізо-
ляційний реагент TRIzol (ThermoFisher Scientific, 
США) у співвідношенні 500 мл буфера на 2 г тка- 
нини. Зразки інкубували при кімнатній темпера-
турі протягом 10 хв. Після цього додавали 0,5 мл 
хлороформу на 1 мл ТРІзолу; через 2–3 хв реак
ційну суміш центрифугували протягом 20 хв при 
12000 об./хв. Водну фазу, яка містила мРНК, пе-
реносили в нову пробірку і додавали ізопропа-
нол (1/3 об’єму водної фази). Зразки обережно 
перемішували та інкубували протягом 30 хв. при 
–20°С для осадження мРНК. Після центрифугу-
вання протягом 20 хв при 12000 об./хв осаджену 
мРНК двічі промивали 70% етанолом і розчиняли 
у воді, вільній від РНКази. Концентрацію РНК 
оцінювали за допомогою нанокраплі “ND 1000” 
(ThermoFisher Scientific).

Отриману мРНК (кінцева концентрація  
25 нг/мкл) використовували для синтезу кДНК, 
використовуючи RevertAid RT Reverse Transcription 
Kit (ThermoFisher Scientific, США), згідно з про-
токолом виробника.

Для оцінки відносної експресії гена RB1 на рів-
ні мРНК використовували кількісну полімеразну 
ланцюгову реакцію (кПЛР) у реальному часі. Ре-
акційна суміш для ампліфікації складалася з 2 мкл 
кДНК, 4 мкл 5xHOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix 
(Solis BioDyne, Естонія), 13 мкл H2O без РНКази 
та 1 мкл суміші праймерів (зворотний і прямий, 
кінцева концентрація 25 рМ). Перелік праймерів, 
використаних у нашому дослідженні, наведено в 
табл. 1. Кожну реакцію проводили в трьох повто
рах і нормалізували відповідно до експресії внут
рішнього контролю — мРНК TBP, гену, що кодує 
ТАТА-binding protein (TPB). Дані обчислювали 
методом 2ΔΔCt.

Програмне забезпечення GraphPad Prism (вер-
сія 9, GraphPad Software, La Jolla, США) викорис-
товували для оцінки експресії за U-критерій тесту 
Манна-Уітні для непараметричних даних у групах 
для кожного з генів.

Патерн експресії гена RB1 було проведено, 
використовуючи біоінформатичний аналіз нара-
зі закритого (із 2022 р.) масиву даних Онкомайн 
(Oncomine). У базі Oncomine містяться дані щодо 

Таблиця 1
Послідовності праймерів, які були використані в дослідженні

Ген 5′ → 3′ 3′ → 5′

TBP TTTCTTGCCAGTCTGGAC CACGAACCACGGCACTGATT
RB1 CAGAAGGTCTGCCAACACCAAC TTGAGCACACGGTCGCTGTTAC
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експресії та кількості копій генів, як опубліковані, 
так і не опубліковані у вигляді статей, що були 
зібрані, стандартизовані, анотовані та проаналізо-
вані фірмою Compendia Bioscience (Thermo Fisher 
Scientific, Ann-Arbor, MI, США).

Експресію гена RB1 і його продукта було також 
проведено, використовуючи біоінформатичний 
аналіз загальнодоступного порталу Protein Atlas 
(http://www.proteinatlas.org).

Імуногістохімічний (ІГХ) аналіз. Імуногісто
хімічне забарвлення з використанням антитіл 
проти протеїна RB проводили на зрізах пухлин 
товщиною 5 мкм. Зрізи тканин депарафінізували 
у ксилолі після 10 хв нагріву при 55°С. Залишки 
ксилола відмивали етанолом, зрізи регідратува-
ли промиванням у фосфатно-буферному розчині 
(PBS), що містив етанол — 90%, 70%, і 30% етанол. 
Зрізи витримували у 2% розчині пероксиду водню 
в метанолі протягом 15 хв при кімнатній темпера-
турі для зменшення фону. Епітопи відновлювали 
у гарячому цитратному буфері при 92°С протягом 
20 хв. з поступовим охолодженням для збереження 
структури зрізу тканини.

Мишачі моноклональні антитіла проти про-
теїна RB (Cell signaling, США), розведені 1 : 200 у 
блокувальному буфері (2% бичачого сироватко-
вого альбуміну, 0,2% TWEEN-20, 10% гліцерину, 
0,05% NaN3 в PBS) наносили на зрізи на 1 год. 
Використовували систему EnVision (DAKO, Данія). 
Активність пероксидази визначали за допомогою 
DAB після відмивання зразків у PBS. Забарвлення 
ядер проводили гематоксиліном протягом 1 хв, 
після чого зрізи зневоднювали та фіксували у ка-
надському бальзамі.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Експресію протеїну RB різної інтенсивності 
у зразках пухлин головного мозку спостерігали 
у ядрі пухлинних клітин. В деяких пухлинах екс-
пресія даного протеїну була відсутня. На рис. 1 

наведено приклади патерну експресії протеїну RB 
у зразках ЕП (NOS) та МБ.

Такий патерн експресії є характерним для ба-
гатьох пухлин, в тому числі для загальної групи 
пухлин головного мозку, згідно даних Protein Atlas 
(рис. 2).

Рис. 1. � Патерн експресії продукта гену RB1 у пухлинній 
тканині пацієнтів: а — із ембріональною пухли-
ною (ЕП) NOS; б —  із медулобластомою (МБ)

а

б

Рис.2. � Експресія протеїна RB у пухлинах різного типу, встановлена за допомогою антитіла НРА050082, згідно 
даних бази Protein Atlas: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000139687-RB1/pathology
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Дослідження патерну експресії гена RB1 на рів-
ні мРНК та білка показало односпрямованість їх 
змін. Було виявлено, що експресія гена RB1 була 
найвищою у низькодиференційованих пухлинах 
(G3) та перевищувала експресію даного гена у 
недиференційованих новоутвореннях (G4) майже  
в 5 разів, у помірнодиференційованих (G2) —  
майже в 3 рази (рис. 3).

Виявлена гетерогенність експресії RB1 залеж-
но від типу пухлини спонукала провести аналіз в 
кожному окремому типі новоутворень головного 
мозку. Найменша частка RB1-позитивних пухлин 
була характерна для групи недиференційованих 
ГБ (рис. 4).

Як видно із рис. 4, всі ембріональні пухлини 
експресують RB1, в той час як у гліобластомах 
RB1 виявлено тільку у одному із чотирьох зразків 
пухлинної тканини. Така гетерогенність експресії 
досліджуваного гену у пухлинах головного мозку 
обумовлює складність аналізу отриманих нами 
і літературних даних. Так, загальну картину па-
терну експресії гена RB1 у пухлинах головного 
мозку представлено на рис. 5. Слід зазначити, що 
найнижчий рівень експресії RB1 виявлявся у не-
диференційованих ГБ.

Схожий патерн екпресії гена RB1 встановлено 
методом гібридизації мікромасивів, що описано в 
базі Oncomine (аналіз було проведено 20 березня 
2021 р.). Так, найвищий рівень експресії виявлено 
у зразках атипової тератоїдно-рабдоїдної пухлини, 
швидкопрогресуючої ембріональної пухлини го-
ловного та спинного мозку (рис. 6). Астроцитоми 
не було виділено в окрему групу, скоріше за все, 
вони входили в групу злоякісних гліом NOS [15]. 
Для аналізу використовували HumanGenePL Array, 
85 зразків та 5388 генів.

Схожі результати було отримано при вивченні 
більшої когорти пацієнтів. Досліджено 180 зразків 
пухлинної тканини, причому було проаналізова-
но 19 574 гена за допомогою мікромасиву Human 

Рис. 3. � Патерн експресії гена RB1 у пухлинній ткани-
ні пацієнтів із злоякісними новоутвореннями 
головного мозку. До групи G2 входило 8 зраз-
ків пухлин, до групи G3 — 4 зразка, до групи  
G4 — 15 зразків

Рис. 4. � Частка пухлин (%), в яких виявлено експресію 
гена RB1

Рис. 5. � Відносна експресія (у.о.) гена RB1 у зразках пух
лин головного мозку, згідно даних кПЛР

Рис. 6. � Відносна експресія гена RB1 у зразках пухлин 
головного мозку, згідно даних кПЛР, описаних 
у [15]: АТРП — атипова тератоїдно-рабдоїдна 
пухлина, МБ — медулобластома, ДМБ — десмо-
пластична/вузлова медулобластома, ГЛ — зло- 
якісна гліома NOS, ПНЕП — примітивна нейро-
ектодермальна пухлина NOS. Цифри в дужках —  
кількість випадків; 4 зразка виявилися неінфор
мативними
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genome U133 Plus 2.0 Array (рис. 7). Так, у зразках 
ДАЦ і ААЦ ген RB1 експресується приблизно на 
однаковому рівні, як показано і нами (див. рис. 5). 
Рівень експресії у групах, сформованих за ступе-
нем злоякісності, практично не відрізняється —  
приблизно 3,25 у.о. у зразках G1 проти 3,5 у.о.  
у зразках G4 (див. рис. 7, ліва панель), в той час, 
як у нашій когорті ми показали, що середня екс-
пресія гена RB1 у зразках G2 — 0,19 у.о, а у зразках 
G4 — 0.13 у.о. (див. рис. 3).

Відомо, що одним із клітинних шляхів, най-
частіше інактивованих у клітинах пухлин мозку  
(і взагалі ЦНС) є шлях RB-E2F [17]. В експеримен-
тах in vitro та in vivo було показано, що відбуваєть-
ся малігнізація астроцитом, якщо інактивується 
шлях RB-E2F [18]. Більш агресивні гліобластоми 
характеризуються відсутністю експресії гена RB1 
на рівнях мРНК і протеїна за рахунок гетерози-
готних делецій [19]. Таким чином, результати на-
шого дослідження зразків пухлин головного мозку 
українських пацієнтів вписуються в загальне на-
правлення, проте тонкі механізми, які відповіда-
ють за інактивацію шаляху RB-E2F, залишаються 
невідомими. Зважаючи на отримані результати та 
невелику кількість випадків новоутворень голов-
ного мозку потрібні подальші дослідження для 
пошуку маркерів для уточненої діагностики та 
прогнозування перебігу цього важкого захворю-
вання.

ВИСНОВКИ

1. Встановлено, що направленість змін експре-
сії гена RB1 на рівні мРНК і протеїна у пухлинах 
головного мозку в основному співпадають.

2. Виявлено гетерогенність у патерні експре-
сії RB1 у зразках пілоцитарної, дифузної і ана-
пластичної астроцитоми, атипової менінгіоми 
та гліобластоми, де позитивними були від 20 до 
60% пухлин. Експресію гена RB1 на рівні мРНК і 
протеїна виявляли в усіх ембріональних пухлинах 
NOS, пінеобластомі і медулобластомах.

Робота виконана в рамках НДР “Вивчення мо-
лекулярних механізмів інгібування росту ембріо-
нальних пухлин за рахунок інактивації протеїна 
MRPS18-2” (№ держреєстрації 0123U100099).
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FEATURES OF THE RB1 GENE EXPRESSION 
IN BRAIN TUMORS

S. Kalman1, A. Sushnovа1, L. Kovalevska1,  
O. Malysheva2, T. Malysheva2, E. Kashuba1

1 � R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 
Oncology and Radiobiology, NASU,

2 � The State Institution A.P. Romodanov Neurosurgery 
Institute of NAMSU, Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: to determine the features of the RB1 gene 
expression at mRNA and protein levels in malignant cells 
of brain neoplasms, as well as to reveal the relationship 
between the RB1 expression levels and the degree of tumor 
malignancy. Object and methods: Samples of surgical 
material of 27 patients with brain tumors G2–G4. RB1 
gene expression levels were assessed by q-PCR, and the 
RB protein by immunohistochemistry. The RB1 gene  
expression pattern in brain tumors was also performed 
using bioinformatic analysis of the Oncomine and Pro-
tein Atlas databases. Statistical analysis was performed 
using the GraphPadPrism9 program. Results: we have 
found that the expression patterns of the RB1 gene at 
the mRNA and protein levels in brain tumors are mainly  

unidirectional. The RB1 expression pattern showed 
high heterogeneity in samples of astrocytoma NOS (Not 
Otherwise Specified): pilocytic G2, diffuse astrocytoma 
G2–G3, glioblastoma G4, and atypical meningioma 
(mixed variant) G2, where from 20 to 60% of tumors were 
positive, while in all embryonic tumors of CNS NOS —  
pineoblastoma G4 and medulloblastoma G4, RB1 gene  
expression was detected at the mRNA and protein levels.  
Conclusions: the molecular mechanisms underlying the 
inactivation of the RB-E2F pathway require further fun-
damental research to find the causes of brain tumors 
and markers for improved personalized diagnosis and 
prognosis of the course of disease.

Keywords: RB protein, brain tumors, astrocytoma, 
glioma, medulloblastoma, embryonic brain tumors.
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