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РЕЗЮМЕ 

Понимание молекулярных механизмов, лежащих в основе патогенеза рака лег-
кого, является критически важным для разработки эффективных терапев-
тических стратегий. Важным является изучение роли ключевых генов репара-
ции ДНК, таких как BRCA1, CHEK1 и др., в контексте наличия нарушений в них 
и их влияния на отдаленные результаты лечения.
Цель. Оценка наличия хромосомных аберраций и экспрессии в основных генах 
системы гомологичной рекомбинации (ГР) в опухоли легкого.
Материалы и методы. В исследование было включено 111 больных немелко-
клеточным раком легкого (НМРЛ) IIA–IIIB стадии. РНК и ДНК выделяли из опе-
рационного материала нормальной и опухолевой ткани. Уровень экспрессии 
генов ГР оценивали при помощи ОТ-ПЦР. Наличие хромосомных аберраций 
и участков потери гетерозиготности проводили при помощи микроматрич-
ного анализа.
Результаты. Оценка уровня экспрессии показала, что наличие гиперэкспрес-
сии (более 1) гена RAD51D сопряжена со 100 % безметастатической выживае-
мостью (БМВ) по сравнению с группой с низкой экспрессией (67,5 %), log-rank test 
p = 0,05. Установлено влияние наличия амплификации в генах ATM, BRIP1, BRCA1 
на рост их экспрессии (при p < 0,05). Для гена BRCA1 установлена связь наличия 
делеции с гипоэкспрессией гена (p = 0,00006). Согласно кривым Каплана – Майе-
ра, при наличии амплификаций в гене PPP2R2A в опухоли показатель 5-летней 
безметастатической выживаемости (БМВ) составляет всего 50 %, по срав-
нению с нормальной копийностью при 85 % выживаемости (p = 0,02). Для гена 
BRCA2 наблюдается противоположная картина: при делеции показатель БМВ 
составляет 54 % против 88 % в норме (p = 0,001).
Заключение. Важным остается необходимость дальнейших исследований 
для более глубокого понимания взаимодействия между нарушениями в генах 
системы ГР и оценкой экспрессионного профиля данных генов, и терапевтиче-
скими ответами, что в конечном итоге может привести к более эффектив-
ным и индивидуализированным стратегиям лечения НМРЛ.
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бинации, аберрации числа копий ДНК, прогноз, выживаемость, персонализиро-
ванное лечение
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RESUME

Understanding the molecular mechanisms underlying the pathogenesis of lung cancer 
is critical for developing effective therapeutic strategies. It is important to study the role 
of key DNA repair genes, such as BRCA1, CHEK1, etc., in the context of the presence 
of aberrations in them and their influence on long-term treatment outcomes.
Thus, the aim of the work was to assess the presence of chromosomal aberrations 
and expression in the main genes of the homologous recombination system in lung 
tumor.
Materials and methods. The study included 111 patients with non-small cell lung 
cancer (NSCLC) stage IIA-IIIB. RNA and DNA were isolated from the surgical material 
of normal and tumor tissue. The expression level of HR genes was assessed using RT-
PCR. The presence of chromosomal aberrations and loss of heterozygosity sites was 
determined using microarray analysis.
Results. Evaluation of the expression level showed that the presence of hyperexpres-
sion (more than 1) of the RAD51D gene is associated with 100 % metastasis-free sur-
vival (MFS) compared to the group with low expression (67.5 %), log-rank test p = 0.05. 
The effect of amplification in the ATM, BRIP1, BRCA1 genes on the increase in their 
expression was established (at p < 0.05). For the BRCA1 gene, an association was es-
tablished between the presence of a deletion and gene hypoexpression (p = 0.00006). 
According to Kaplan – Meier curves, in the presence of amplifications in the PPP2R2A 
gene in the tumor, the 5-year survival rate is only 50 %, compared to normal copy num-
ber with 85 % survival (p = 0.02). The opposite picture is observed for the BRCA2 gene: 
with a deletion, the survival rate is 54 % versus 88 % in the norm (p = 0.001).
Conclusion. It remains important to further research to better understand the interac-
tion between aberrations in the genes of the HR system and the assessment of the ex-
pression profile of these genes and therapeutic responses, which may ultimately lead 
to more effective and individualized treatment strategies for NSCLC.

Keywords: non-small cell lung cancer, homologous recombination genes, DNA copy 
number aberrations, prognosis, survival, personalized treatment
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время немелкоклеточный рак легких 
(НМРЛ) у значительной доли пациентов диагностиру-
ется на резектабельной стадии [1]. При этом, прибли-
зительно у 20% пациентов заболевание диагностиру-
ется на I-II стадии и у 30% на III стадии. На II–III стадиях 
предпочтительным методом лечения является полная 
резекция [2]. Однако 5-летняя частота рецидивов в этом 
случае может достигать 62  % на II и 76  % на III стади-
ях. Важно отметить, что около 48–57  % пациентов 
с резектабельным НМРЛ на данных стадиях получают 
адъювантную химиотерапию [1]. Неплатиновая цито-
токсическая химиотерапия в монорежиме (например, 
доцетаксел или пеметрексед) применяется после пер-
вой линии лечения. Однако пациенты, получавшие 
её в адъювантном режиме, имеют неблагоприятный 
прогноз с частотой ответа менее 10 %, и медианой вы-
живаемости без прогрессирования не более 3 месяцев 
[3]. Согласно современным рекомендациям назначение 
химиотерапии на основе платины является стандарт-
ным методом лечения НМРЛ как в предоперационный, 
так и послеоперационный период [4, 5]. Проведенный 
метаанализ по оценке эффективности применения адъ-
ювантной терапии цисплатином показал, что химиоте-
рапия на основе препаратов платины приводит к увели-
чению 5-летней общей выживаемости (ОВ) у пациентов 
с резектабельным НМРЛ на 5,4 % [6]. В другом метаана-
лизе по данным 10 исследований с участием пациентов 
с НМРЛ, получавших повторную терапию платиной, 
было показано, что частота объективного ответа на схе-
мы лечения с включением препаратов платины в каче-
стве второй линии, составила 27,5 %, при медиане выжи-
ваемости без прогрессирования – 3,9 месяца и медиане 
общей выживаемости – 8,7 месяца [7]. Эти результаты 
свидетельствуют о том, что применение платиновых 
дублетов в качестве последующей химиотерапии мо-
жет быть эффективным вариантом лечения. Тем не ме-
нее, одной из причин неэффективности химиотерапии 
может являться процесс репарации повреждений ДНК, 
которые возникают под действием препаратов платины 
и других ДНК-повреждающих химиотерапевтических 
агентов. Процесс гомологичной рекомбинации опре-
деляется как обмен нуклеотидными последовательно-
стями при участии специфических ферментов, коди-
руемых генами гомологичной рекомбинации, одним 
из которых является BRCA1 [8]. Несмотря на то, что мута-
ции BRCA1 и эпигенетические изменения присутствуют 
либо в наследственных, либо в спорадических формах 
опухолей молочной железы и яичников, в опухолях лег-
ких дефицит BRCA1 за счет эпигенетических изменений 
или других механизмов является необычным [9]. Более 
того, BRCA1 является молекулярным маркером ряда ци-
тотоксических агентов, таких как препараты платины, 
а также препаратов, участвующих в деполимеризации 
и разрушении митотического веретена, которые могут 
использоваться в качестве первой линии лечения боль-
ных с опухолью легкого [10]. Таким образом, изучение 
различных аберрантных состояний гена BRCA1 и других 

генов гомологичной рекомбинации может явиться до-
полнительным маркёром эффективности химиотера-
пии. Так, например, в одном из первых исследований 
Taron  M. et al. была показана потенциальная роль экс-
прессии мРНК BRCA1 в определении чувствительности 
опухоли к химиотерапии при НМРЛ [11]. У пациентов, 
пролеченных по схеме гемцитабин/цисплатин в нео-
адъювантном режиме, была показана корреляция эф-
фекта с уровнем экспрессии BRCA1: у пациентов с уров-
нем менее 0,61 исход был лучше, а у пациентов более 
2,45 – хуже. Анализ мутаций генов BRCA1 и BRCA2 среди 
6220 обследованных пациентов с НМРЛ показал нали-
чие 64 патогенных мутации и 699 вариантов BRCA с не-
известным значением [12]. В целом, частота встречае-
мости выявленных мутаций составила 1,03  % (64/6220 
случаев), с преобладанием мутаций в гене BRCA2 (49/64, 
76,5 %). Была установлена положительная связь между 
наличием мутаций в исследуемых генах и риском раз-
вития немелкоклеточного рака легкого.

Что же касается других генов системы гомологич-
ной рекомбинации (ГР), то установлено, что такие гены 
серин/треониновая протеинкиназа (ATM), BRCA1-ассо-
циированный домен RING 1 (BARD1) и взаимодейству-
ющий с BRCA1 белок C-концевой геликазы 1 (BRIP1), 
поли(АДФ-рибозо)полимераза 1 (PARP1) и т.д. также 
имеют высокий предиктивный и прогностический по-
тенциал [13]. Лекарственная терапия, направленная 
на дефицит гомологичной рекомбинации (ДГР), напри-
мер, PARP-ингибиторы, широко используется при раке 
молочной железы, раке яичников и раке простаты [14]. 
При этом, наличие геномной нестабильности и чув-
ствительности к ДНК-повреждающим агентам опухоли 
легкого делают ингибиторы PARP перспективным вари-
антом в исследованиях таргетной терапии. Но для это-
го необходимо понимание изменения мутационного 
профиля данных генов у пациентов с раком легкого.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка наличия хромосомных аберраций и экс-
прессии в основных генах системы гомологичной ре-
комбинации (ГР) в опухоли легкого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование было включено 111 больных не-
мелкоклеточным раком легкого IIA-IIIB стадии, цен-
тральной и периферической локализации с морфоло-
гически верифицированным диагнозом. Исследование 
проходило в соответствии с Хельсинкской Деклараци-
ей 1964 г. (с изменениями в 2013 г.) и с разрешения ло-
кального этического комитета института (Протокол № 1 
от 15 января 2016 г.), все пациенты подписали инфор-
мированное согласие на исследование. Больные нахо-
дились на лечении в клинике НИИ онкологии Томского 
НИМЦ, где им проводилась операция в объеме пнев-
монэктомии или лобэктомии. После хирургического 
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вмешательства больным проведено 3  курса адъювант-
ной химиотерапии (АХТ) «платиновыми дуплетами» 
по схемам: винорелбин 25  мг/м2 (1-й и 8-й дни)/карбо-
платин AUC 6 (во 2-й день); доксорубицин 50 мг/м2/кар-
боплатин AUC 6 (во 2-й день); гемцитабин 1250 мг/м2 (1-й, 
8-й дни)/карбоплатин AUC 6 (во 2-й день); карбоплатин 
AUC 6 (во 2-й день)/паклитаксел 175  мг/м2. Интервал 
между курсами химиотерапии составил 3  недели. Хи-
миотерапия проводилась при удовлетворительном об-
щем состоянии и лабораторных показателях пациентов 
без отклонений от нормы. Основные клинико-патологи-
ческие параметры исследуемых больных представлены 
в таблице 1.

Материал. В качестве исследуемого материала 
был использован операционный материал нормаль-
ной и опухолевой ткани легкого (~60–70 мм3). Образцы 
материала помещали в раствор RNAlater (Ambion, USA). 
После 24-часовой инкубации при +4ºС образцы опухо-
ли сохраняли при температуре –80ºС для дальнейшего 
выделения РНК.

Выделение РНК. РНК выделяли из послеопера-
ционных образцов (нормальная и опухолевая ткань 
лёгкого) 46 пациентов с помощью набора RNeasy Plus 
mini Kit (Qiagen, Germany #74134) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Концентрация РНК измеря-
лась при помощи флуориметра Qubit 4.0 (Thermo Fisher 
Scientific, USA) с использованием набора для количе-
ственной оценки РНК. Концентрация составила от 20 
до 500  нг/мкл. Целостность РНК оценивалась при по-
мощи капиллярного электрофореза на приборе Tape 
Station (Agilent Technologies, USA) и набора R6K Screen 
Tape. Показатель RIN составил 5,6–9,0. Выделенная РНК 
хранилась при –80ºС в низкотемпературном морозиль-
нике (Sanyo, Japan). Далее использовалась для оценки 
экспрессии генов при помощи количественной ПЦР 
с обратной транскрипцией (RT-qPCR).

Выделение ДНК. ДНК из опухолевой ткани лег-
кого выделяли из 111 образцов при помощи набора 
QIAamp DNA mini Kit (Qiagen, Germany #51304) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Концентрацию 

Клинико-патологический параметр Количество больных 
(n = 111), абс. ч. (%)

Пол
Мужской 82 (73,9)

Женский 29 (26,1)

Возраст (лет)

Средний 60,2±0,76 лет

≤50 лет 20 (18,0)

>50 лет 91 (82,0)

Размер опухоли

Т1 19 (17,1)

Т2 41 (37,0)

Т3 42 (37,8)

Т4 6 (5,4)

Нет данных 3 (2,7)

Лимфогенное метастазирование

N0 46 (41,5)

N1 24 (21,6)

N2 34 (30,6)

N3 3 (2,7)

Нет данных 4 (3,6)

Клинико-анатомическая форма рака легкого
Центральный 30 (27,0)

Периферический 81 (73,0)

Гистологический тип опухоли
Плоскоклеточный рак 52 (46,8)

Аденокарцинома 59 (53,2)

Характер операции
Пневмонэктомия 26 (23,4)

Лобэктомия 85 (76,6)

Схема химиотерапии

Винорелбин/карбоплатин 36 (32,1)

Доксорубицин/карбоплатин 21 (18,9)

Гемцитабин/карбоплатин 41 (37,7)

Карбоплатин/паклитаксел 13 (11,3)

ТАБЛИЦА 1

КЛИНИКО-ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ 
БОЛЬНЫХ РЛ

TABLE 1

CLINICAL AND PATHOLOGICAL PARAMETERS 
OF PATIENTS WITH LC
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и чистоту выделения ДНК оценивали на спектрофото-
метре NanoDrop-2000 (Thermo Scientific, USA). Концен-
трация составила от 50 до 300  нг/мкл, А260/А280=2,10-
2,35; А260/А230=2,15-2,40. Целостность ДНК оценивалась 
при помощи капиллярного электрофореза на приборе 
TapeStation (Agilent Technologies, USA) с использова-
нием набора Agilent Genomic DNA ScreenTape System 
Quick Guide (Agilent Technologies, USA #5067-5365). Вы-
деленная ДНК хранилась при –80ºС в низкотемпера-
турном морозильнике (Sanyo, Japan) и использовалась 
для дальнейших микроматричных исследований.

Количественная Real-time qPCR. Уровень экс-
прессии генов гомологичной рекомбинации был оце-
нен для 46 больных: BRCA1, BRCA2, ATM, BARD1, BRIP1, 
CDK12, CHEK1, CHEK2, FANCL, PALB2, PPP2R2A, RAD51B, 
RAD51C, RAD51D, RAD54L, PARP1 оценивали при по-
мощи обратно-транскриптазной количественной 
ПЦР в режиме реального времени (RT-qPCR) по тех-
нологии TaqMan на амплификаторе Rotor-Gene-6000 
(Corbett Research, Australia). ПЦР ставился в трех ре-
пликах в объеме 15  мкл, содержащем 250  мкM dNTPs 
(Sibenzyme, Россия), 300  нM прямого и обратного 
праймеров, 200 нM зонда, 2.5 мM MgCl2, 19 SE buffer (67 
мM Tris–HCl pH 8,8 при 25ºC, 16.6  мM(NH4)2SO4, 0,01  % 
Tween-20), 2,5  ед HotStart Taq polymerase (Sibenzyme, 
Россия) и 50 нг кДНК. Двухшаговая программа ампли-
фикации включала 1 цикл – 94ºС, 10 мин – предвари-
тельная денатурация; 40 циклов – 1 шаг 94ºС, 10 сек 
и 2 шаг 20 сек – при температуре 60ºС. В качестве ге-
на-рефери использовались два гена рефери: GAPDH 
(glyceraldehydes-3-phosphatedehydrogenase) и ACTB 
(actin beta), уровень экспрессии генов нормализовал-
ся по отношению к экспрессии данных генов в норме 
и измерялся в условных единицах. Относительная экс-
прессия генов была оценена с помощью метода Pfaffl 
[15] и следующая формула (1) использовалась для того, 
чтобы определить отношение экспрессии между об-
разцом и калибратором:

где Е – эффективность реакции, Ct – пороговый 
цикл генов мишеней (target) и гена-рефери (ref ). ∆Ct, 
target(calibrator – test)  =  Ct гена мишени в калибра-
торе минус Ct гена мишени в опытном образце; ∆Ct, 
ref(calibrator – test)  =  Ct гена-рефери в калибраторе 
минус Ct гена-рефери в опытном образце. В качестве 
калибратора использовалась РНК, выделенная из нор-
мальной ткани.

Микроматричный анализ. Для оценки наличия 
аберраций числа копий ДНК проводили микрома-
тричный анализ на микроматрицах (ДНК-чипах) высо-
кой плотности фирмы Affymetrix (USA) CytoScanTM HD 
Array, которые содержат 1  млн. 900  тыс. неполимор-
фных маркеров для анализа аберраций числа копий. 
Процедуры пробоподготовки, гибридизации и скани-
рования проводили в соответствии с протоколом про-
изводителя на системе Affymetrix GeneChip® Scanner 

3000 7G (Affymetrix, USA). Для обработки результа-
тов микрочипирования использовали программу 
«Chromosome Analysis Suite 4.1» (Affymetrix, USA), кото-
рая разработана специально для анализа результатов 
на матрице CytoScanTM HD Array. При помощи програм-
мы в хромосомах определяли несбалансированные 
хромосомные аберрации – делеции и амплификации 
(Loss и Gain), а также участки потери гетерозиготности 
(Loss of heterozygosity – LOH). В случае наличия «Loss» 
программа детектировала потерю копии гена, в случае 
«Gain» – к появлению трёх или четырёх копий гена.

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистическая обработка данных проводилась с исполь-
зованием пакета прикладных программ «Statistica 8.0» 
(StatSoft Inc., USA). Для каждой выборки вычисляли 
среднее арифметическое и среднюю квадратичную 
ошибку. Для проверки гипотезы о значимости раз-
личий между исследуемыми группами использовали 
критерий Вилкоксона – Манна – Уитни. Различия между 
исследуемыми группами считались статистически зна-
чимыми при уровне значимости p < 0,05. Для анализа 
безметастатической выживаемости (БМВ) использо-
вались кривые выживаемости, построенные по мето-
ду Каплана – Майера [16]. Сравнение статистической 
значимости различий между группами производилось 
с помощью log-rank теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе работы был оценен уровень экс-
прессии основных генов гомологичной рекомбинации 
в опухолевой ткани легкого у 46 пациентов (Рис.  1А). 
Установлено, что наименьшее среднее значение ха-
рактерно для гена BRCA2: 0,3  ±  0,12 и гена серин/тре-
онин-протеинфосфатаза 2A (PPP2R2A): 0,53  ±  0,08. 
При этом наибольшее значение экспрессии показа-
но для трех генов CHEK2, CHEK1 и RAD51L: 1,20  ±  0,17, 
1,74 ± 0,21 и 1,93 ± 0,54, соответственно.

Далее с использованием метода Каплана – Майера 
была оценена связь БМВ с экспрессией генов ГР. В груп-
пе из 46 обследованных пациентов отдаленные метас-
тазы развились у 11 (23,9 %) больных в сроки 5–52 меся-
цев от момента постановки диагноза. Однолетняя БМВ 
составила 87,8 %, 2-летняя – 85,0 %, 5-летняя – 68,6 %. 
С учетом того, что оценка уровня экспрессии исследуе-
мых генов проходила относительно нормальной ткани, 
то согласно статистическим характеристикам нашей 
выборки пациентов можно разделить на две группы 
анализа: пациенты с гиперэкспрессией генов (экспрес-
сия более 1) и группа гипоэкспрессии (экспрессия ме-
нее 1). Только для одного гена были показаны стати-
стически значимые различия на пограничном уровне 
(Рис.  1Б). При гиперэкспрессии RAD51D наблюдается 
100  % безместастатическая выживаемость по сравне-
нию с группой с низкой экспрессией (67,5 %), log-rank 
test p = 0,05.

С учетом того, что существуют разные регу-
ляторные механизмы экспрессии, то при помощи 

Ratio =
(𝐸𝐸𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡)∆𝐶𝐶𝐶𝐶,𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡(𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐−𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡)

(𝐸𝐸𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟)∆𝐶𝐶𝐶𝐶,𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟(𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐−𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡)
 

(1)
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микроматричного исследования были исследованы 
крупные хромосомные перестройки, приводящие 
к потере или увеличению количества копий гена, а так-
же наличие участков потери гетерозиготности, в ис-
следуемых генах. Установлено, что данные нарушения 
могут оказывать сильное влияние на экспрессионный 

портрет генов и, как следствие, на химиочувствитель-
ность и репаративную активность опухолевых клеток.

Была оценена частота хромосомных аберраций 
и участков потери гетерозиготности в исследуемых 
генах ГР в опухолевой ткани легкого у 111 больных 
(Табл. 2).

РИС. 1. 
Уровень экспрессии основных генов гомологичной рекомбина-
ции в опухолевой ткани легкого (А) и кривые безметастати-
ческой выживаемости в зависимости от уровня экспрессии 
гена RAD51D (Б)

FIG. 1. 
The expression level of the main genes of homologous recombi-
nation in lung tumor tissue (A) and the curves of metastasis-free 
survival depending on the expression level of the RAD51D gene (Б)

Гены Локализация
Хромосомные аберрации, абс. ч. (%) Участки потери 

гетерозиготности

Gain n Loss LOH n

BRCA2 13q13.1 2 (1,8) 96 (86,5) 13 (11,7) 18 (16,2) 93 (83,8)

PPP2R2A 8p21.2 6 (5,4) 87 (78,4) 18 (16,2) 17 (15,3) 94 (84,7)

RAD51C 17q22 18 (16,2) 91 (82) 2 (1,8) 44 (39,6) 67 (60,4)

RAD51B 14q24.1 6 (5,4) 99 (89,2) 6 (5,4) 70 (63,1) 41 (36,9)

FANCL 2p16.1 13 (11,7) 97 (87,4) 1 (0,9) 23 (20,7) 88 (79,3)

PALB2 16p12.2 8 (7,2) 99 (89,2) 4 (3,6) 33 (29,7) 78 (70,3)

ATM 11q22.3 4 (3,6) 98 (88,3) 9 (8,1) 32 (28,8) 79 (71,2)

RAD51D 17q12 13 (11,7) 95 (85,6) 3 (2,7) 21 (18,9) 90 (81,1)

CDK12 17q12 13 (11,7) 95 (85,6) 3 (2,7) 21 (18,9) 90 (81,1)

BRCA1 17q21.31 21 (18,9) 85 (76,6) 5 (4,5) 57 (51,4) 54 (48,6)

PARP1 1q42.12 32 (28,8) 77 (69,4) 2 (1,8) 21 (18,9) 90 (81,1)

BARD1 2q35 2 (1,8) 104 (93,7) 5 (4,5) 18 (16,2) 93 (83,8)

BRIP1 17q23.2 11 (9,9) 98 (88,3) 2 (1,8) 79 (71,2) 32 (28,8)

CHEK2 22q12.1 13 (11,7) 91 (82) 7 (6,3) 28 (25,2) 83 (74,8)

CHEK1 11q24.2 8 (7,2) 92 (82,9) 11 (9,9) 15 (13,5) 96 (86,5)

RAD54L 1p34.1 8 (7,2) 98 (88,3) 5 (4,5) 39 (35,1) 72 (64,9)
Примечания: Gain – увеличение копийности; Loss – делеция; n – нормальное количество копий гена (без изменений); LOH – loss of heterozygosity (участки 
потери гетерозиготности).

ТАБЛИЦА 2

ЧАСТОТА ХРОМОСОМНЫХ АБЕРРАЦИЙ В ГЕНАХ 
ГОМОЛОГИЧНОЙ РЕКОМБИНАЦИИ В ОПУХОЛЯХ 
ЛЕГКОГО

TABLE 2

FREQUENCY OF CHROMOSOMAL ABERRATIONS 
IN HOMOLOGOUS RECOMBINATION GENES IN LUNG 
TUMORS
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Показано, что наибольшая частота делеций наблю-
дается в генах BRCA2 (11,7 %, 13/111 случаев), PPP2R2A 
(16,2 %, 18/111 случаев), CHEK1 (9,9 %, 11/111 случаев). 
При этом высокая частота увеличения количества ко-
пий, в наибольшей степени, установлена для генов 
PARP1 (28,8 %, 32/111 случаев), RAD51C (16,2 %, 18/111 
случаев) и BRCA1 (18,9 %, 21/111 случаев. Что касается 
участков потери гетерозиготности, то максимальные 
значения достигнуты в гене BRIP1 (79/111 случаев, 
71,2 %), кроме этого, 63,1 % и 51,4 % пациентов имеют 
потери гегерозиготности в генах RAD51B и BRCA1. Наи-
меньшая частота потери гетерозиготности характерна 
для двух генов CHEK1 и PPP2R2A: 13,5 % и 15,3 %, соот-
ветственно (15/111 и 17/111 случаев, соответственно).

Затем, имея значения экспрессии на исследуемые 
гены (для 46 пациентов), описанные ранее, мы оценили 
влияние наличия аберраций числа копий ДНК и поте-
ри гетерозиготности на экспрессию этих генов (Рис. 2). 
В результате проведенного анализа получена прямая 
зависимость между увеличением количества копий 
в гене ATM и высоким уровнем экспрессии (Рис.  2А). 
Так среднее значение экспрессии при нормальном со-
стоянии гена составляет 0,5  ±  0,07 против 3,39  ±  0,72, 
при p = 0,001. Аналогичный результат показан для гена 
BRIP1: увеличение копийности сопряжено с гиперэкс-
прессией: 0,88 ± 0,29 против 2,27 ± 0,67, соответственно 

(p = 0,004) (Рис. 2В). В случае гена BRCA1 установлено, 
что наличие делеции статистически значимо определя-
ет низкий уровень экспрессии: 0,02 ± 0,01 (p = 0,00006), 
а увеличение числа копий высокий уровень: 1,64 ± 0,36 
(p  =  0,05), по сравнению с нормальной копийностью 
данного гена (0,87 ± 0,12) (Рис. 2Б).

Анализ выживаемости позволил установить, что на-
личие аберрантных состояний только в генах PPP2R2A 
и BRCA1 влияют на данный показатель (Рис.  2Г и Д). 
В частности, при наличии увеличенного количества 
копий в гене PPP2R2A в операционном материале опу-
холи легкого показатель 5-летней безметастатической 
выживаемости составляет всего 50  %, по сравнению 
с нормальной копийностью при 85  % выживаемости 
(log-rank test p  =  0,02). Интересные данные показаны 
для гена BRCA2. Согласно ранее полученным данным 
[17], а также данным литературы, наличие делеции, 
равно как и иных механизмов подавления экспрессии 
гена должно влиять на формирование дефицита го-
мологичной рекомбинации и как следствие на более 
высокие показатели эффективности лечения. В данном 
случае для гена BRCA2 наблюдается противоположная 
картина: при делеции показатель БМВ составляет 54 % 
против 88 % в норме (log-rank test p = 0,001). Кроме это-
го, для части генов показана связь увеличения копий-
ности с показателями БМВ (данные не представлены). 

РИС. 2. 
Влияние наличия хромосомных аберраций на уровень экспрес-
сии генов ATM (А), BRCA1 (Б) и BRIP1 (В), кривые безметастати-
ческой выживаемости в зависимости от наличия аберраций 
числа копий ДНК гена PPP2R2A (Г) и BRCA1 (Д), n = 46

FIG. 2. 
The influence of the presence of chromosomal aberrations and the 
level of expression of the genes ATM (A), BRCA1 (Б) and BRIP1 (В), 
curves of metastasis-free survival depending on the presence of ab-
errations in the number of DNA copies of the gene PPP2R2A (Г) and 
BRCA1 (Д), n = 46
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В частности, для гена RAD51C показано, что при увели-
чении копийности показатель выживаемости составля-
ет 70 %, что ниже по сравнению с нормой (86 %), при 
p  =  0,1. Аналогичный результат характерен для гена 
CHEK2, 67 % против 85 %, при p = 0,06. Несмотря на то, 
что наличие участков потери гетерозиготности в иссле-
дуемой группе генов статистически значимо не связано 
с выживаемостью, для двух генов ATM и BRIP1 показана 
выраженная тенденция (p = 0,06 и p = 0,1). При этом на-
личие потери гетерозиготности благоприятно влияет 
на отдаленные результаты лечения: 94 % и 87 % пока-
затель 5-летней БМВ, соответственно для ATM и BRIP1. 
Когда как при нормальном состоянии показатель 80 % 
и 77 %, соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Вариации числа копий ДНК — это такой тип генети-
ческих вариаций, которые могут влиять на физиологию 
клетки и развитие различных заболеваний, нарушая 
функцию генов или изменяя их экспрессию. В опухо-
левых клетках это довольно таки частое явление, при 
этом наличие данного вида нарушений может быть 
связано с эффективностью лечения определенными 
химиопрепаратами и влиять на отдаленные результа-
ты лечения [18]. Было установлено, что амплификация 
CHEK1 вызывает гиперэкспрессию данного гена и свя-
зано с плохим прогнозом пациентов с раком легкого. 
При этом экспрессия гена варьирует в пределах одной 
опухоли, а клетки с высоким уровнем экспрессии бо-
лее склоны к метастазированию [19].

Группа генов RAD51 имеет решающее значение 
для процесса гомологичной рекомбинации, репара-
ции и геномной стабильности, а также может играть 
роль в канцерогенезе и терапии рака [20]. Несмотря 
на то, что в нашей работе было показано, что высокая 
экспрессия RAD51D связана со 100 % БМВ, иные иссле-
дования показали, что экспрессия другого гена этой 
группы – RAD51C – была связана с резистентностью 
к химиотерапии (у 56 больных НМРЛ) на основе плати-
ны. В этих случаях высокая экспрессия RAD51C в 67 % 
случаев (23/34 больных) связана с отсутствием ответа 
на химиотерапию (стабилизация и прогрессирование), 
чем в группе с низкой экспрессией, где частота боль-
ных с отсутствием ответа на лечение составляет всего 
36 % (8/24 больных), p = 0,021 [20]. Кроме этого высо-
кая экспрессия RAD51C тесно коррелировала с низкой 
общей выживаемостью (p  =  0,036) и выживаемостью 
без признаков заболевания (p  =  0,02) [20]. Интересно, 
что высокая экспрессия паралогов RAD51 при раке мо-
лочной железы также была связана с улучшением пока-
зателей выживаемости без прогрессирования (p < 0,01) 
[21]. Противоположный результат показан при РЛ: вы-
сокий уровень экспрессии RAD51 наблюдался в 29,4 % 
(100 из 340) случаев. Пациенты, опухоли которых де-
монстрировали высокий уровень экспрессии RAD51, 
показали значительно более короткую медиану общей 
выживаемости (19 против 68 месяцев в группе с низкой 

экспрессией), p < 0,0001 [22]. Установлено, что RAD51D 
сверхэкспрессируется во многих опухолях и особен-
но данное явление наблюдается в клетках с дефици-
том BRCA [23]. Возможным объяснением этого может 
являться компенсация генетической нестабильности 
во время злокачественной прогрессии, вызванная на-
личием дефицита гомологичной рекомбинации [24]. 
В подтверждение этого, в литературе описано, что сни-
жение экспрессии BRCA1 часто сопровождается уве-
личением экспрессии RAD51, что связано с попытками 
клеток компенсировать ДГР. Однако такая компенса-
ция не всегда эффективна и может наоборот приводить 
к повышенной геномной нестабильности, и, как след-
ствие, иметь отражение в эффективности лечения [25].

Схожий результат относительно экспрессии пока-
зан для гена PPP2R2A. Kalev P. et al. показали, что уро-
вень экспрессии PPP2R2A ниже в опухолевой ткани 
легкого по сравнению с нормой [26]. При этом, делеция 
или наличие участков потери гетерозиготности в дан-
ном гене, редкие события [27], которые коррелируют 
со снижением экспрессии, что в свою очередь связа-
но с высокой чувствительностью опухолевых клеток 
PARP-ингибиторам [26].

Интересный результат получен для BRCA2. Мы по-
казали, что уровень экспрессии данного гена в опухоли 
имеет наименьшее значение среди всех исследуемых 
генов ГР (Рис. 1) и наибольшую частоту делеций (Табл. 2) 
и это коррелировало с плохим прогнозом заболе-
вания. Но согласно литературным данным, наличие 
ДГР в опухолевых клетках, обусловленного мутацией 
BRCA2, связано с чувствительностью к PARP-ингибито-
рам и ДНК-повреждающим агентам [28]. Так, результаты 
лечения пациента с метастатической аденокарцино-
мой легкого показали, что при наличии герминальной 
патогенной мутации p.Phe2801LysfsTer11 наблюдался 
положительный ответ на олапариб после того, как бо-
лезнь имела резистентность к химиотерапии, таргет-
ной терапии и иммунотерапии и прогрессировала. Со-
четание олапариба и анлотиниба позволило достичь 
частичной регрессии с увеличение выживаемости 
[29]. Хотя исследования на других локализациях (рак 
желудка, колоректальный рак и т.д.) показали, что ги-
поэкспрессия BRCA2 обуславливает низкие показатели 
общей выживаемости (менее 20 %), при p < 0,001 [30]. 
Что касается других генов системы гомологичной ре-
комбинации, установлено, что гены ATM, BARD1, BRIP1, 
PARP1 и т.д. имеют высокий предиктивный и прогности-
ческий потенциал при разных видах рака [13]. Несмо-
тря на это, в нашем исследовании не было установлено 
статистически значимой связи исследуемых параме-
тров с показателями выживаемости.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в проведенной работе были изу-
чены различные генетические маркеры, обладающие 
прогностическим потенциалом. Среди них особое 
значение имеет уровень экспрессии RAD51D, высокая 
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экспрессия которого связана со 100  % безметастати-
ческой выживаемостью, что делает этот маркер по-
тенциально ценным для прогноза. Анализ хромосо-
мных аберраций выявил, что делеции в генах BRCA2 
и PPP2R2A существенно влияют на выживаемость и эф-
фективность лечения. Наличие участков потери гете-
розиготности в генах ATM и BRIP1 оказались связаны 
с более благоприятным прогнозом, повышая показате-
ли 5-летней выживаемости, но на уровне выраженной 
тенденции. Полученные данные важны с точки зрения 
понимания биологии опухолевых клеток и идентифи-
кации генов и маркеров, которые могут служить по-
тенциальными предиктивными и прогностическими 
мишенями при лечении пациентов с раком легкого.
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