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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования. Рак легкого (РЛ) занимает лидирующую позицию в 

структуре онкологической заболеваемости и смертности во всем мире [Cheng et al., 2016]. В 

80% случаев рак легкого представлен немелкоклеточными формами, среди которых наиболее 

распространенными являются плоскоклеточный рак легкого (ПРЛ) и аденокарцинома (АК) 

[Tang et al., 2017]. Несмотря на  последние достижения в области молекулярной диагностики и 

терапии немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ), 5-летняя выживаемость больных не 

превышает 50% [Herbst et al., 2018]. Такая удручающая статистика в первую очередь связана с 

высокой частотой рецидивирования и метастазирования НМРЛ [Herbst et al., 2018]. Поэтому 

крайне важным и актуальным является поиск способов предсказания вероятности и 

предотвращения метастазирования и рецидивирования НМРЛ. 

На настоящий момент описан ряд генов, некодирующих РНК и белков, нарушения или 

уровень экспрессии и метилирования которых могут быть использованы для оценки риска 

метастазирования и рецидивирования НМРЛ. Несмотря на большое количество исследований, 

предложенные маркеры и разработанные прогностические сигнатуры применимы в основном 

для АК легкого и гораздо реже для ПРЛ. Более того, они имеют ряд существенных 

ограничений, таких как недостаточная прогностическая эффективность, экономическая и 

методическая трудоемкость анализа.  

Известно, что морфологические изменения бронхиального эпителия, развивающиеся на 

фоне хронического воспаления, предшествуют формированию НМРЛ [G-Andre Banat, et al., 

2015; Kadara et al., 2016]. Предполагается, что предопухолевый процесс при ПРЛ включает в 

себя следующие последовательные изменения эпителия бронхов: базальноклеточная 

гиперплазия (БКГ), плоскоклеточная метаплазия (ПМ), дисплазия I-III степеней и карцинома in 

situ [Kadara et al., 2016]. Междисциплинарным научным коллективом НИИ онкологии Томского 

НИМЦ проведены исследования, позволившие обнаружить ассоциацию между 

предопухолевыми изменениями эпителия мелких бронхов и прогрессией НМРЛ. Так рецидивы 

чаще всего обнаруживались у больных НМРЛ с сочетанием БКГ и ПМ в эпителии бронхов 

[Pankova et al., 2016]. Гематогенное метастазирование  было ассоциировано с наличием 

изолированной БКГ [Pankova et al., 2021]. Гематогенные метастазы и рецидивы обнаруживались 

крайне редко у больных НМРЛ без соответствующих морфологических изменений в слизистой 

оболочке бронхов в отдалении от опухолевого очага [Pankova et al., 2016]. 

На основании данных о различных сочетаниях морфологических изменений в эпителии 

бронхов и их клинической значимости были предложены модели, отражающие вероятность 

рецидивирования или метастазирования НМРЛ: 
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1. Изолированная БКГ (не сочетающаяся с другими типами изменений) – высокая 

вероятность гематогенного метастазирования. 

2. БКГ, сочетающаяся с ПМ – высокая вероятность рецидивирования. 

3. Отсутствие морфологических изменений – низкая вероятность метастазирования и 

рецидивирования. 

В настоящее время механизмы, лежащие в основе ассоциации разных вариантов 

предопухолевых изменений в эпителии бронхов с риском прогрессии НМРЛ, не известны. 

Потенциальными причинами такого феномена могут быть  определенные патогенетически 

важные  генотипические характеристики больных НМРЛ, особенности развития иммуно-

воспалительных реакций, определяющих в существенной мере условия для прогрессии 

опухоли,  и мутационный ландшафт опухолей. 

Мутационный ландшафт НМРЛ охарактеризован в достаточной мере, и 

идентифицированы гены-драйверы, мутации в которых ассоциированы с канцерогенезом в 

бронхолегочном эпителии. При аденокарциноме в роли таких драйверов выступают мутации в 

генах KRAS (частота ~ 25%) и EGFR (17%). Помимо них к драйверам относят транслокации 

генов ALK, ROS1 и RET, точковые мутации гена BRAF (1-3%), амплификации генов HER2 и 

MET и др. [Hirsh et al., 2016]. При ПРЛ драйверами канцерогенеза являются амплификации 

генов PI3KCA (33%) и FGFR1 (22%). Реже встречаются амплификация гена MET, мутации в 

генах DDR2 и BRAF и др. [Bubendorf et al., 2017]. 

Анализ соматических мутаций в гене EGFR (19-21 экзоны), транслокаций генов ALK и 

ROS1 и мутации BRAF V600E в настоящее время широко используется в клинической практике 

для назначения таргетной терапии больным с аденокарциномой лёгкого. Такое молекулярно-

генетическое тестирование может быть оправдано и в случаях ПРЛ, а также при затруднении в 

определении гистологического подтипа у некурящих молодых больных (<50 лет) 

[Практические рекомендации RUSSCO, 2022]. 

Результаты исследований указывают на то, что мутационный ландшафт локализованного 

и метастатического НМРЛ различен. Так, у пациентов с метастатической аденокарциномой 

чаще обнаруживаются мутации в гене EGFR и транслокации гена ALK, и реже встречаются 

мутации гена NF1, приводящие к трансляции укороченных (truncating) форм соответствующего 

белка [Skoulidis, Heymach, 2019]. Помимо этого доказана ассоциация некоторых генетических 

нарушений с метастазированием и рецидивированием НМРЛ. Известно, что транслокация ALK, 

а также драйверные мутации в генах EGFR и KRAS в значительной степени снижают 

безрецидивную и безметастатическую выживаемость больных НМРЛ [Chaft et al., 2018]. 

Нарушения в гене ALK чаще обнаруживаются при метастазировании в перикард, а 

одновременное наличие изменений ALK и EGFR – у больных с метастазами в печень [Doebele 
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et al., 2012]. Мутация L858R гена EGFR ассоциирована с частым отдаленным 

метастазированием [Na et al., 2012], преимущественно в головной мозг [Mizuno et al., 2016]. 

Высокая частота рецидивов ассоциирована с миссенс-мутациями в экзонах 18 и 21, а также Del 

Ex19 гена EGFR [Hayashi et al., 2012], а также с нарушениями в генах CDKN2A, FAS, SUFU и 

SMARCA4 [Cheuk et al., 2018]. У больных АК риск рецидивов выше при наличии амплификации 

гена ERBB2 и делеции хромосомного региона 4q34.3 [Han et al., 2019].  

Таким образом, проблема прогнозирования и предотвращения риска прогрессии НМРЛ 

стоит чрезвычайно остро. Несмотря на большое количество работ, ни один из предложенных 

маркеров и панелей/сигнатур не одобрен для клинического применения. В этом плане 

ассоциация предопухолевых изменений эпителия бронхов с вероятностью прогрессии НМРЛ и 

предложенные на её основе модели высокого риска отдаленного метастазирования и 

рецидивирования являются эффективным инструментом для поиска новых прогностических 

маркеров данного заболевания.  

 

Объект исследования. Больные немелкоклеточным раком легкого. 

Предмет исследования. Генетические нарушения при НМРЛ с высоким и низким 

риском гематогенного метастазирования и рецидивирования. 

Цель исследования: идентифицировать генетические нарушения при НМРЛ, 

ассоциированные с высоким риском гематогенного метастазирования и рецидивирования. 

Задачи: 

1. Оценить тип и частоту генетических нарушений при НМРЛ с высоким риском 

гематогенного метастазирования. 

2. Оценить тип и частоту генетических нарушений при НМРЛ с высоким риском 

рецидивирования. 

3. Выделить и охарактеризовать в функциональном плане гены, соматические нарушения 

которых представлены в НМРЛ с высоким риском гематогенного метастазирования и 

рецидивирования. 

4. Выявить различия в мутационном ландшафте плоскоклеточного рака и аденокарциномы 

легкого.  

5. Определить мутационные сигнатуры, ассоциированные с риском гематогенного 

метастазирования и рецидивирования НМРЛ. 

6. Выполнить анализ функциональной значимости генетических нарушений, 

ассоциированных с высоким риском гематогенного метастазирования и рецидивирования 

НМРЛ, в условиях in vitro. 
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Научная новизна. Впервые будут определены соматические генетические нарушения, а 

также ассоциированные биологические процессы и сигнальные пути, у больных НМРЛ, с 

высоким риском гематогенного метастазирования и рецидивирования. 

 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Для больных НМРЛ с высоким риском гематогенного метастазирования характерны 

соматические нарушения в генах, вовлеченных в регуляцию межклеточной адгезии, продукции и 

ответа на цитокины, транспорта везикул, дифференцировки и пролиферации иммунных клеток, 

агрегации тромбоцитов, регуляции клеточного цикла и организации внеклеточного матрикса. 

2. Для больных НМРЛ с высоким риском рецидивирования характерны соматические нарушения 

в генах, вовлеченных в формирование микротрубочек и актиновых филаментов, регуляцию 

образования клеточных протрузий, изменение клеточной полярности, формирование сосудов и 

репарацию ДНК. 

3. Высоким риск гематогенного метастазирования НМРЛ ассоциирован с  мутационными 

сигнатурами, связанными с активностью цитидиндезаминаз семейства AID/APOBEC (SBS2, 

SBS13), нарушением репарации (SBS6 и SBS36), химиотерапией препаратами платины (SBS35) и 

неизвестной этиологии (SBS23, SBS25). 

 

Теоретическая и практическая значимость. Результаты исследования предоставят 

информацию о соматических генетических нарушениях, вовлеченных в отдаленное 

метастазирование и рецидивирование НМРЛ, и послужат основой для разработки 

прогностической панели риска прогрессирования данного заболевания. 

 

Степень достоверности результатов. Достоверность полученных в ходе исследования 

результатов обеспечивается достаточным количеством набранного материала, объемом 

выборок, применением высокоинформативных методик, использованием современного 

оборудования и выбором подходящих методов биоинформатической обработки данных. 

 

Личный вклад автора. Анализ научной литературы, формулировка цели и задач, 

планирование этапов исследования проводилась совместно с научным руководителем. Автором 

самостоятельно были выполнены все экспериментальные исследования, проведен анализ и 

обобщение полученных данных, сформулированы положения и выводы, а также написан текст 

научного доклада. 
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Апробация. Результаты, полученные в процессе выполнения исследовательской работы, 

были доложены и обсуждены на Школе конференции «Генетические технологии в 

фундаментальных и прикладных исследованиях» (Москва, декабрь 2019); XXVIII 

Всероссийской конференции молодых учёных с международным участием «Актуальные 

проблемы биомедицины» (Санкт-Петербург, март 2021); XVIII международной конференции 

студентов, аспирантов и молодых ученых «Перспективы развития фундаментальных наук» 

(Томск, апрель 2021); VII-VIII научно-практической конференции молодых ученых OpenBio 

(Новосибирск, сентябрь 2021-2022); VI Всероссийской конференции по молекулярной 

онкологии (Москва, декабрь 2021); III Всероссийской конференции «Высокопроизводительное 

секвенирование в геномике» (Новосибирск, июнь 2022); 13-ой Международной 

мультиконференции «Биоинформатика Геномной Регуляции и Структурной/Системной 

Биологии» (BGRS/SB-2022) (Новосибирск, июль 2022); 11-ой Всероссийской научно-

практической конференции центров геномных исследований мирового уровня «Геномное 

секвенирование и редактирование» (Москва, май 2022). 

 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 18 работ. Из них 14 − в 

материалах международных и российских конференций, 4 научные статьи в журналах, 

входящих в международные наукометрические реферативные базы данных Scopus и Web of 

Science (Q1). Также получено 1 свидетельство о регистрации базы данных.  

 

Финансирование. Исследование выполнено в рамках проекта РНФ № 20-75-10060 

"Генетические детерминанты риска метастазирования немелкоклеточного рака легкого" и 

фундаментального научного исследования НИИ онкологии Томского НИМЦ на тему 

“Молекулярная природа метастатического каскада злокачественных новообразований”.  

 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Материалы исследования 

В настоящем исследовании использовались свежие образцы опухолевой ткани и 

периферической крови, полученные от больных НМРЛ (n=94). Основные клинико-

патологические параметры заболевания получены из канцер-регистра НИИ онкологии 

Томского НИМЦ. Для больных из регионов получены сведения по выживаемости и 

прогрессировании из областных диспансеров. В группу вошли пациенты мужского и женского 

пола старше 18 лет с гистологическим типом плоскоклеточный рак и аденокарцинома, с 

центральной или периферической локализацией опухоли, стадией I-III, размером опухоли T1-4, 
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с высокой, умеренной и низкой степенью дифференцировки, получавшие неоадъювантную 

химиотерапию (НАХТ) и без неё. Забор крови осуществлялся в пробирки-вакутейнеры с ЭДТА, 

образцы помещались в биобанк и хранились при температуре -20°С до этапа выделения ДНК. В 

ходе оперативного вмешательства получали образцы опухолевой ткани в отдалении от 

первичной опухоли. Опухолевые образцы помещались в биобанк и хранились при -80°С до 

этапа выделения ДНК. 

 

Методы исследования 

Морфологическое исследование эпителия мелких бронхов у больных НМРЛ 

Для оценки вариантов морфологических изменений бронхиального эпителия у больных 

НМРЛ были исследованы фрагменты ткани удаленного легкого на расстоянии 3-5 см от 

первичного опухолевого очага. Микропрепараты окрашивали растворами гематоксилина и 

эозина по стандартному протоколу. Морфологическое исследование проводили с помощью 

светового микроскопа Axio Scope A1 (Carl Zeiss, Германия). В ходе морфологического 

исследования у больных НМРЛ были выявлены следующие типы изменений бронхиального 

эпителия: изолированная базальноклеточная гиперплазия (БКГ) и плоскоклеточная метаплазия 

(ПМ) (рисунок 1). В дальнейшее исследование были включены пациенты для полноэкзомного 

секвенирования: только с наличием изолированной БКГ (n=60, высокий риск гематогенного 

метастазирования), с наличием сочетания БКГ и ПМ (n=24, высокий риск рецидивирования), и 

больные с отсутствием морфологических изменений (n=10, низкий риск прогрессирования). 

 

А.  Б.  

Рисунок 1 – А. Базальноклеточная гиперплазия, х200. Б. Плоскоклеточная метаплазия, 

х400. Окраска гематоксилином и эозином 

 

Выделение ДНК 

ДНК из образцов периферической крови больных НМРЛ (n=94) выделялась фенол-

хлороформным методом с использованием протеиназы К по стандартному протоколу. ДНК из 

опухолевых образцов пациентов выделялась (n=94) колоночным методом с помощью набора 



 

8 

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, США). Для всех образцов ДНК оценивались концентрация 

(Qubit 4.0, Thermo Fisher Scientific, США) и чистота (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, 

США). Концентрация ДНК из крови варьировала от 20 до 142 нг/мкл, показатель 260/280 был 

больше 1,8. Концентрация ДНК из опухолевого материала варьировала от 15,2 до 218 нг/мкл, 

показатель 260/280 был больше 1,7. Образцы ДНК помещались на хранение при температуре -

80°С до этапа подготовки ДНК-библиотек. 

 

Подготовка ДНК библиотек и секвенирование 

Образцы ДНК периферической крови (n=94) и опухолевого материала (n=94) 

использовались для подготовки экзомных библиотек с помощью набора SureSelect XT Human 

All Exon v8 kit (Agilent, США), который включал следующие этапы: 

1. Ультразвуковая фрагментация ДНК с использованием аппарата Covaris E220 (Covaris, 

США). Образцы ДНК периферической крови фрагментировались до целевого размера – 150-200 

п.о., а образцы ДНК опухолевого материала – 200-300 п.о. Размер ДНК фрагментов оценивался 

на станции автоматического гель-электрофореза 4150 TapeStation (Agilent, США) с помощью 

набора HS D1000 ScreenTape (рисунок 2).  

2. Репарация концевых участков фрагментов ДНК и отбор целевых фрагментов ДНК с 

помощью частиц AMPure (Beckman Coulter, США). 

3. Полиаденилирование 3′ концов фрагментов ДНК и отбор целевых фрагментов ДНК с 

помощью частиц AMPure (Beckman Coulter, США). 

 

А Б  

Рисунок 2 – А. Электрофореграмма образцов ДНК после ультразвуковой фрагментации. 

ЕL1(L), маркер молекулярного веса; [bp] – размер фрагментов в парах оснований; A1-E1, 

фрагментированные образцы ДНК. Б. Электрофореграмма образца ДНК E1. По горизонтали 

размер в парах оснований, по вертикали уровень репортерной флуоресценции. 

 

4. Лигирование спаренно-концевых адаптеров и отбор целевых фрагментов ДНК с 

помощью частиц AMPure (Beckmann Coulter, США). 

5. Амплификация библиотек с адаптерами. 
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6. Оценка концентрации и качества геномных библиотек на флюориметре Qubit 4.0 с 

помощью набора dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific, США) и станции автоматического гель-

электрофореза 4150 TapeStation (Agilent, США) с помощью набора D1000 ScreenTape (рисунок 

3). Размер библиотек из ДНК периферической крови варьировал от 240 до 270 п.н., а из 

образцов ДНК опухолевого материала – от 285 до 350 п.о. Средняя концентрация составила 87 

нг/мкл.  

 

А Б  

Рисунок 3 – Электрофореграмма геномных библиотек. ЕL1(L), маркер молекулярного веса; [bp] 

– размер фрагментов в парах оснований; A1-E1, фрагментированные образцы ДНК. Б. 

Электрофореграмма образца ДНК B1. По горизонтали размер в парах оснований, по вертикали 

уровень репортерной флуоресценции. 

 

7. Гибридизация со экзомными зондами. 

8. Захват гибридизированных библиотек с использованием стрептавидиновых частиц  

(Thermo Fisher Scientific, США). 

9. Амплификация библиотек с индексирующими праймерами и отбор целевых 

фрагментов ДНК с помощью частиц AMPure (Beckman Coulter, США). 

10. Оценка качества и количества экзомных библиотек на флюориметре Qubit 4.0 с 

помощью набора dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific, США) и станции автоматического гель-

электрофореза 4150 TapeStation (Agilent, США) с помощью набора HS D1000 ScreenTape 

(рисунок 4). Размер экзомных библиотек из периферической крови варьировал от 270 до 300 

п.н., а из образцов ДНК опухолевого материала – от 294 до 420 п.н. Средняя концентрация 

составила 12,4 нг/мкл. 
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Рисунок 4 – Электрофореграмма экзомных библиотек. ЕL1(L), маркер молекулярного веса; [bp] 

– размер фрагментов в парах оснований; A1-E1, фрагментированные образцы ДНК. Б. 

Электрофореграмма образца ДНК С1. По горизонтали размер в парах оснований, по вертикали 

уровень репортерной флуоресценции. 

 

Секвенирование выполнялось на платформах NextSeq 550 (режим PE75 и PE150), 

NextSeq 2000 (режим PE100) и Genolab M (режим PE150) со средним покрытием 30х для 

библиотек из периферической крови и 100х для библиотек из опухолевого материала. Объемная 

доля PhiX в пуле составляла 1%. 

 

Биоинформатическая обработка данных 

Нуклеотидные последовательности, полученные в ходе секвенирования, выравнивались 

на референсный геном GRCh38. Идентификация соматических мутаций проводилась с 

помощью пайплайна GATK [Van der Auwera, et al., 2013]. Байесовская статистика и 

апостериорная вероятность использовалась для определения (calling) генотипов. Для 

идентификации и аннотирования точковых мутаций (SNVs) и вариантов типа indel 

использовался инструмент ANNOVAR [Van der Auwera, et al., 2013]. Тип и частота 

соматических мутаций известных генов-драйверов канцерогенеза у больных НМРЛ с высоким 

риском гематогенного метастазирования и рецидивирования оценивались с помощью онлайн-

ресурса IntoGen [Martínez-Jiménez., et al., 2020]. Для предсказания функциональной значимости 

мутаций в генах использовали инструменты SIFT и PolyPhen2 [Liberzon., et al., 2015]. 

Количество общих и специфических генов, содержащих нарушения, для каждого типа опухолей 

будет подсчитываться с помощью инструмента InteractiVenn [Heberle et al., 2015]. Для 

функционального аннотирования генов (анализ выраженности биологических процессов и 

сигнальных путей) использовался онлайн-ресурс Enrichr [Chen et. al., 2013, Kuleshov et al., 2016, 

Xie et al., 2021]. Мутационные сигнатуры НМРЛ с высоким риском гематогенного 

метастазирования и рецидивирования оценивались с помощью SigProfiler и базы COSMIC 

[Alexandrov et al., 2020]. Для детекции аберраций числа копий ДНК (CNAs) использовался 

инструмент CNVkit с применением метода циркулярной бинарной сегментации (circular binary 
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segmentation, CBS) и скрытой Марковской модели (Hidden Markov Model, HMM) [Talevich., et 

al., 2016, Olshen., et al., 2011, Venkatraman and Olshen, 2007]. Расчёты проводились как в рамках 

исходных регионов экзомной панели Agilent SureSelect v8, так и с исключением регионов, 

входящих в трек Duke Excluded Regions на основании данных о картировании и уникальности с 

ENCODE и переразмеченных для референсного генома GRCh38/hg38. В итоговом анализе 

использовались только общие пересечения полученных с помощью разных методов и 

предобработки исходных данных CNA-сегменты. Генетические нарушения, встречающиеся 

только у пациентов с изолированной БКГ по сравнению с остальными больными, 

рассматривались как ассоциированные с высоким риском метастазирования. Мутации, 

обнаруженные только у пациентов с сочетанием БКГ и ПМ в эпителии бронхов по сравнению с 

остальными больными, рассматривались как ассоциированные с высоким риском 

рецидивирования. 
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Глава «Результаты и обсуждения» (стр. 12–38) содержит результаты интеллектуальной 

деятельности в научной сфере, изъята из выпускной квалификационной работы в соответствии 

с пунктом 3.2. «Регламента размещения текстов выпускных квалификационных работы в 

электронной библиотеке Научной библиотеке НИ ТГУ» (Приказ № 413/ОД от 24.05.2016 г.). 
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РЛ – Рак легкого; 

ДНК – Дезоксирибонуклеиновая кислота; 

РНК – Рибонуклеиновая кислота; 

НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого; 

ПРЛ – плоскоклеточный рак легкого; 

АК – аденокарцинома легкого; 

БКГ – базальноклеточная гиперплазия; 

ПМ – плоскоклеточная метаплазия; 

ВРМ – высокий риск метастазирования; 

ВРР – высокий риск рецидивирования; 

НРП – низкий риск прогрессирования; 

SBS – Single Base Substitutions. 
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