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Введение. Во всем мире по заболеваемости рак шейки матки (РШМ) занимает 4-е место среди онкологических за-
болеваний у женщин. В стандарты лечения ранней стадии РШМ входит радикальная гистерэктомия и/или луче-
вая терапия (ЛТ), а местнораспространенные формы рака подвергаются ЛТ, иной раз в сочетании с химиотера-
пией. При ЛТ полный клинический ответ достигается лишь у части пациенток, что обусловлено формированием 
радиорезистентности опухолевых клеток. К настоящему времени выявлен значительный перечень маркеров для 
предсказания ответа на ЛТ, однако ни один из них пока не вошел в клиническую практику. 
Цель исследования. Биоинформационный и лабораторный скрининг молекулярных маркеров для малоинвазивного 
определения чувствительности рака шейки матки (РШМ) к лучевой терапии (ЛТ). 
Материалы и методы. Исследование выполнено на 300 больных РШМ (IB1, IB2, IIA1, опухоль < 4 см) и 30 доно-
рах без онкопатологии. Для идентификации потенциальных маркеров проводился анализ базы данных The Cancer 
Genome Atlas, для получения данных использовали пакет TCGABiolinks языка R. Для идентификации областей гено-
ма, размер которых значительно изменялся в ряде образцов опухолей, применяли алгоритм GISTIC. Для валидации 
данных биоинформационного анализа использовали срезы тканей из FFPE-блоков и плазму крови пациенток. Выяв-
ленные на биоинформационном этапе маркеры валидировали методом Real-Time-PCR в образцах ДНК, выделенной 
из опухолевых и нормальных клеток, а также в образцах внеклеточной ДНК. Опухолевые и нормальные клетки 
из тканей шейки матки выделяли с помощью лазерной микродиссекции с бесконтактным захватом. Дистанци-
онная ЛТ выполнялась на линейном ускорителе Varian TrueBeam в режиме VMAT/IMRT (СОД 50 Гр). Для оценки 
различий показателя копийности генов применяли критерий Манна-Уитни с поправкой Бонферрони.
Результаты. Анализ результатов ЛТ позволил разделить пациенток на две группы — чувствительных к ЛТ (n = 170, 
группа 1) и резистентных (n = 130, группа 2). На этапе биоинформационного анализа был выделен ряд генов, изменя-
ющих копийность и ассоциированных с чувствительностью к ЛТ, — ERBB2, BIRC2, TRPC6, YAP1, MIR569, LRRC31, 
SPRED3, MIR4456, CYP-1A, -A2, CYP11A1, MIR4786, TIGD1, GPX4, ST14, LINC00167, LINC00558, LINC00400, FOXO1, 
ENOX1, EPSTI1, NEK5, KCTD4, SERP2, MIR621, PTEN, SOD2, MIR3939, ATM, CASP-1, -4, -5, CHEK1 и H2AFX. Пока-
затель копийности этих генов был проанализирован в ДНК опухолевых и нормальных клеток тканей шейки матки. 
У пациенток группы 1 обнаружено уменьшение (р < 0,05) копийности H2AFX, ATM, CHEK1, LINC00400 и увеличе-
ние (р < 0,05) копийности генов CASP-1, -4, -5, CYP1-A1, -A2 и GPX4 в опухолевых клетках относительно этих пока-
зателей в нормальных клетках. У пациенток группы 2 обнаружено уменьшение (р < 0,05) копийности генов CASP-4, 
-5, CYP1A1, YAP1 и увеличение копийности (р < 0,05) H2AFX, CHEK1, ERBB2 и BIRC2 в опухолевых клетках отно-
сительно этих показателей в нормальных клетках. Копийность генов H2AFX, CHEK1, ERBB2, LINC00400, CASP-4, 
-5 и CYP1A1 статистически значимо (р < 0,005) отличалась в опухолевых клетках у двух групп больных РШМ. По-
казатель копийности генетических локусов H2AFX, CHEK1, LINC00400, CASP-1, -4, -5, CYP1-A1, -A2, GPX4, YAP1, 
ERBB2 и BIRC2 далее был проанализирован во внДНК. В группе 1 обнаружено уменьшение (р < 0,05) копийности 
H2AFX, CHEK1, LINC00400 и увеличение (р < 0,05) копийности CASP-4, -5, CYP1-A1, -A2 и GPX4. В группе 2 обна-
ружено уменьшение (р < 0,05) копийности CASP-4, -5, CYP1-A1 и YAP1 и увеличение копийности (р < 0,05) H2AFX, 
CHEK1, ERBB2 и BIRC2 относительно этих показателей у доноров без онкопатологии. Копийность генов H2AFX, 
CHEK1, ERBB2, BIRC2, LINC00400, CASP-4, -5 и CYP1A1 статистически значимо (р < 0,005) отличалась в двух 
группах больных РШМ.
Заключение. Выявленные с помощью комбинации биоинформационных и молекулярно-генетических подходов мар-
керы — показатель копийности H2AFX, CHEK1, ERBB2, BIRC2, LINC00400, CASP4, CASP5 и CYP1A1 во внДНК — 
могут стать основой малоинвазивного определения чувствительности РШМ к ЛТ.
Ключевые слова: рак шейки матки, копийность генов, лучевая терапия, внеклеточная ДНК
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Introduction. Cervical cancer is the fourth most commonly occurring cancer in women globally. Treatment standards 
of early stage cervical cancer include radical hysterectomy and/or radiation therapy (RT), while for locally advanced 
cancers, radiation therapy, sometimes in combination with chemotherapy are the standard-of-care treatment. Complete 
clinical response after radiation therapy is achieved only in a fraction of patients, which is due to the development of tumor 
cell radioresistance. Thus far, a considerable number of markers for the prediction of response to radiation therapy has 
been identifi ed, however, none of them has entered clinical practice yet. 
Objective of the study — is bioinformatics and laboratory screening of molecular markers for minimally invasive testing 
of cervical cancer sensitivity to radiation therapy. 
Materials and Methods. The study was conducted on 300 patients with cervical cancer (IB1, IB2, IIA1, tumor < 4 cm) 
and 30 donors who had no oncologic disease. The Cancer Genome Atlas database was analyzed to identify potential 
markers, and the TCGABiolinks R language package was used to obtain the data. The GISTIC algorithm was used to 
identify regions of the genome, whose size changed signifi cantly in a number of tumor samples. To validate the data of 
bioinformatics analysis, tissue sections from FFPE-blocks and blood plasma of patients were used. The markers detected 
at the bioinformatics stage were validated using Real-Time-PCR in DNA samples isolated from tumor and normal cells, 
as well as in extracellular DNA samples. Tumor and normal cells were isolated from cervical tissue using non-contact 
laser capture microdissection. Linear accelerator Varian TrueBeam was used to deliver external beam radiation therapy 
in VMAT/IMRT mode (total focal dose of 50 Gy). Mann-Whitney U test with Bonferroni correction was used to assess the 
differences in gene copy- number. 
Results. Analysis of the results of radiation therapy allowed to divide patients into 2 groups — sensitive to radiation therapy 
(n = 170, group 1) and resistant (n = 130, group 2). A number of genes associated with copy- number change and sensitivity to 
radiation therapy were identifi ed at the stage of bioinformatics analysis — ERBB2, BIRC2, TRPC6, YAP1, MIR569, LRRC31, 
SPRED3, MIR4456, CYP-1A, A2, CYP11A1, MIR4786, TIGD1, GPX4, ST14, LINC00167, LINC00558, LINC00400, FOXO1, 
ENOX1, EPSTI1, NEK5, KCTD4, SERP2, MIR621, PTEN, SOD2, MIR3939, ATM, CASP-1, -4, -5, CHEK1, and H2AFX. 
Copy-number variants of these genes were analyzed in the DNA of tumor and normal cells of cervical tissues. Patients in 
group 1 exhibited a decrease (p < 0.05) in H2AFX, ATM, CHEK1, LINC00400 gene copy-number and an increase (p < 0.05) 
in CASP-1, -4, -5, CYP1-A1, -A2, and GPX4 gene copy-number in tumor cells, as compared to those copy-number variants 
in normal cells. A decrease (p < 0.05) in CASP-4, -5, CYP1A1, YAP1 gene copy-number and an increase (p < 0.05) in 
H2AFX, CHEK1, ERBB2 and BIRC2 gene copy-number in tumor cells, as compared to those variants in normal cells were 
observed in group 2 patients. The difference between H2AFX, CHEK1, ERBB2, LINC00400, CASP-4, -5, and CYP1A1 gene 
copy-number variants in tumor cells of two groups of the patients with cervical cancer was statistically signifi cant (p < 0.05). 
H2AFX, CHEK1, LINC00400, CASP-1, -4, -5, CYP1-A1, -A2, GPX4, YAP1, ERBB2 and BIRC2 genetic loci copy-number 
was further analyzed in cfDNA. A decrease (p < 0.05) in H2AFX, CHEK1, LINC00400 gene copy-number and an increase (p 
< 0.05) in CASP-4, -5, CYP1-A1, -A2 and GPX4 gene copy-number were found in group 1. Group 2 exhibited a decrease (p 
< 0.05) in CASP-4, -5, CYP1-A1 and YAP1 gene copy-number and an increase (p < 0.05) in H2AFX, CHEK1, ERBB2 and 
BIRC2 gene copy-number variants, as compared to those copy-number variants in donors who had no oncologic disease. The 
difference between H2AFX, CHEK1, ERBB2, BIRC2, LINC00400, CASP-4, -5, and CYP1A1 gene copy-number variants in 
tumor cells of two groups of patients with cervical cancer was statistically signifi cant (p < 0.05).
Conclusion. Markers, identifi ed by a combination of bioinformatics and molecular genetic approaches — which are 
indicators of H2AFX, CHEK1, ERBB2, BIRC2, LINC00400, CASP4, CASP5 and CYP1A1 copy-number variation in 
cfDNA — can become a basis of minimally-invasive determination of cervical cancer sensitivity to radiation therapy. 
Keywords: cervical cancer, gene copy-number, radiation therapy, cell-free DNA
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Введение
Во всем мире по заболеваемости рак шейки 

матки (РШМ) занимает 4-е место среди онко-
логической патологии у женщин [1, 2]. Ежегодно 
регистрируют более 500 000 новых случаев 
рака шейки матки и 260 000 смертей от него, 
что превышает показатели любой другой гине-
кологической патологии [2–4].

В стандарты лечения ранней стадии РШМ 
входит радикальная гистерэктомия и/или луче-
вая терапия (ЛТ), а местнораспространенные 
формы рака лечатся только ЛТ [5]. Поражение 
раковых клеток достигается путем облучения 
высокой дозой энергии в диапазоне от 40 до 
85 Гр, в зависимости от размера опухоли и гра-
ницы расстояния от непораженной ткани [6]. 
По рекомендациям FIGO (International Federation 
of Gynecology and Obstetrics), больным РШМ 
IB1, IB2 и IIA1 (опухоль размером < 4 см) при 
невозможности проведения хирургического 
этапа лечения по соматическим показаниям 
или по желанию пациентки рекомендовано 
проводить самостоятельную химио-лучевую 
терапию (ХЛТ): ДЛТ в суммарной дозе 
50 Гр одновременно с химиотерапией (ХТ, еже-
недельно ≥ 5 циклов цисплатина в РД 40 мг/м2) 
или самостоятельно, без ХТ [7]. 

Несмотря на широкое применение лучевой 
терапии в клинической практике, эффектив-
ность при лечении рака шейки матки, по мне-
нию ряда исследователей, является спорным. 
Так, показано, что операция и лучевая терапия 
при раке шейки матки связаны с одинаковыми 
показателями выживаемости у пациенток на ран-
ней стадии, но лучевая терапия имеет более 
низкий уровень тяжелых осложнений. Также 
показано, что ответ на лучевую терапию может 
варьироваться в зависимости от различных кли-
нических характеристик пациенток и молеку-
лярных характеристик ткани опухоли [4].

Была исследована связь между микроРНК 
и устойчивостью к ЛТ у больных раком шейки 
матки [8]. По оценкам авторов, 60 % больных 
РШМ получают лучевую терапию в качестве 
стандартного лечения, однако около половины 
из них приобретают резистентность к ЛТ, 
и это является основным фактором, способ-
ствующим неэффективности лечения и, соот-

ветственно, развитию рецидивов. Имеющиеся 
данные показывают, что некоторые микроРНК 
тесно коррелируют с радиорезистентностью 
при РШМ. Так, исследование Zhang et al. 
(2013) показало, что 14 микроРНК (miR-1246, 
1290, 137, 150*, 3138, 3663–3p, 371–5p, 3926, 
4271, 4327, 572, 584, 630, 765) были гиперэк-
спрессированы и 6 микроРНК (miR-BHRF1–1, 
1271, 15b*, 19b-1*, 378*, 95) были гипорэк-
спрессированы в клеточных линиях радиорези-
стентного рака шейки матки [9]. Авторы иден-
тифицировали сигнатуру экспрессии miRNAs 
(miR-630, 1246, 1290, 3138), которая связана 
с повышенной радиорезистентностью при раке 
шейки матки. miR-630 взаимодействует с инсу-
линоподобным рецептором фактора роста, ре-
гулируя прогрессирование рака [10].

Таким образом, при ЛТ РШМ, как и в слу-
чае с другими нозологиями, полный клиниче-
ский ответ достигается лишь у части пациен-
ток, в то время как у другой части формируется 
радиорезистентность опухолевых клеток [11, 
12]. К настоящему времени выявлен значитель-
ный перечень маркеров для предсказания отве-
та на ЛТ, однако ни один из них пока не вошел 
в клиническую практику [8].

Поэтому целью исследования стал биоин-
формационный и лабораторный скрининг мо ле-
кулярных маркеров для малоинвазивного опре-
деления чувствительности РШМ к ЛТ. 

Материалы и методы исследования
Исследование выполнено на 300 больных 

раком шейки матки (IB1, IB2, IIA1, опухоль 
< 4 см) и 30 донорах без онкопатологии. Средний 
возраст пациенток составлял 59,1 ± 7,6 года. 
Дистанционная ЛТ (ДЛТ) выполнялась на линей-
ном ускорителе Varian TrueBeam в режиме 
VMAT или IMRT (РОД 2 Гр до СОД 50 Гр). 
На фоне дистанционной лучевой терапии про-
водилось еженедельное введение цисплатина 
в РД 40 мг/м2 от 4 до 6 введений (в зависимости 
от переносимости и показателей ОАК, биохими-
ческого анализа крови). После этого пациентки 
получали курс внутриполостной брахитерапии 
на аппарате Multisourse HDR в РОД 6,5–7 Гр до 
СОД 35–40 Гр по изоэффекту (EQD2). Таким 
образом, достигались суммарные дозы на пер-
вичный очаг шейки матки 85–90 Гр (EQD2).

Опухоли шейки матки
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Первым этапом работы явился биоинфор-
мационный анализ базы данных TCGA (The 
Cancer Genome Atlas). На втором этапе для 
высококачественной дифференцировки опухо-
левых и нормальных клеток шейки матки 
использовали подход, основанный на лазерной 
микродиссекции с бесконтактным захватом. 
Определение относительной копийности гене-
тических локусов в нормальных и опухолевых 
клетках шейки матки проводили методом Real-
Time qPCR.

Биоинформационный анализ данных. 
Ключевым этапом исследования стал биоин-
формационный анализ базы данных TCGA 
(The Cancer Genome Atlas, https://portal.gdc.
cancer.gov/). Для получения данных из Genomic 
Data Commons Data Portal (https://portal.gdc.
cancer.gov/) использовали пакет TCGABiolinks 
языка R v.4.0.0 в оболочке Rstudio. Для иден-
тификации областей генома, размер которых 
значительно изменялся в ряде образцов опу-
холей шейки матки, применяли алгоритм 
GISTIC [13].

Лазерная микродиссекция с бесконтакт-
ным захватом. Материалом для исследования 
послужили срезы тканей из FFPE (Formalin-
fixed paraffin-embedded)-блоков 300 пациенток. 
Срезы, полученные на микротоме, фиксирова-
лись на предметных стеклах с PEN-мембраной 
(Polyethylene Naphthalate membrane). Выделение 
и разделение опухолевых и нормальных клеток 
яичников осуществляли с помощью лазерной 
микродиссекции с бесконтактным захватом 
(Palm MicroBeam, Carl Zeiss, Германия) [14].

Определение показателя относительной 
копийности генов в опухолевых и нормаль-
ных клетках. Из клеток, извлеченных путем 
лазерной микродиссекции с бесконтактным 
захватом, методом фенол-хлороформной экс-
тракции было выделено 600 образцов ДНК 
(300 из опухолевых и 300 из нормальных кле-
ток). Полученная ДНК использовалась для 
определения относительной копийности генов 
метод ПЦР в режиме реального времени (Real-
Time qPCR). Для осуществления этого подхода 
предварительно, с использованием базы дан-
ных NCBI GenBank, были сконструированы 
последовательности 37 пар синтетических оли-

гонуклеотидов (праймеров), включая пары для 
референсных локусов (ACTB, B2M, GAPDH).

Список генов, выбранных в ходе биоинфор-
мационного анализа, включал 34 локуса 
(ERBB2, BIRC2, TRPC6, YAP1, MIR569, LRRC31, 
SPRED3, MIR4456, CYP-1A, -A2, CYP11A1, 
MIR4786, TIGD1, GPX4, ST14, LINC00167, 
LINC00558, LINC00400, FOXO1, ENOX1, 
EPSTI1, NEK5, KCTD4, SERP2, MIR621, PTEN, 
SOD2, MIR3939, ATM, CASP-1, -4, -5, CHEK1 
и H2AFX). Количественная ПЦР в режиме 
реального времени с интеркалирующим краси-
телем EvaGreen®Dye (Biotium, США) прово-
дилась на термоциклере Bio-Rad CFX96. 

Амплификация каждого образца осущест-
влялась в трех технических повторах. При этом 
усредненные данные по каждому генетическо-
му локусу нормализовались относительно 
усредненного показателя референсных генов: 
ΔC(t) = C(t)(среднее гена мишени) – C(t)(среднее геометрическое 

3 референсных генов) . 

Копийность гена (rCN) вычисляли по фор-
муле rC = Е-ΔC(t),
где Е — эффективность реакции амплифика-
ции, рассчитанная по формуле E = 10–1/h, 
где h — коэффициент уравнения C(t) = h•log 
P0 + b, полученный путем линейной аппрокси-
мации экспериментальных данных (Е = 2,0). 

Далее вычисляли медиану rCоп для образцов 
опухолевых клеток и медиану rCNн для образ-
цов нормальных клеток по каждому генетиче-
скому локусу и рассчитывали кратность изме-
нения (fold change, FC) копийности генов 
в опухолевых образцах по отношению к нор-
мальным: FC = rCNопухоль/rCNнорма = E-ΔC(t)опухоль/
E-ΔC(t)норма [15].

Статистический анализ. Статистический 
и биоинформационный анализ данных выпол-
няли в Statistica 10.0 (StatSoft, США) и Rstudio 
(v4.0.1). Для проверки распределения признаков 
на соответствие закону нормального распреде-
ления использовали критерий Кол мо го рова-
Смирнова. Для оценки различий значений коли-
чественных показателей применяли t-кри те рий 
Стьюдента (для нормального распределения) 
или непараметрический U-критерий Манна-
Уитни (для распределения отклоняющегося 

Опухоли шейки матки
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от нормального). Для учета множественного 
сравнения использовали поправку Бонферрони. 
Критерий Краскела-Уоллиса использовали для 
оценки различий между тремя и более независи-
мыми группами. Для разделения генов по функ-
циональным модулям использовали алгоритм 
FMD (Functional module detection), основанный 
на методе k-ближайших соседей (k-nearest 
neighbors algorithm, KNN) и методе определения 
множества Лувена для кластеризации тесно свя-
занных генетических локусов в отдельные моду-
ли, которые подвергаются процедуре функцио-
нального обогащения. Результатом выполнения 
алгоритма является графическое представление 
сигнальных путей, в которых участвуют гены, 
по сходным признакам объединенные в класте-
ры, а также результирующее значение Q. 
Значение Q каждого члена функционального 
модуля рассчитывается с использованием одно-
стороннего точного критерия Фишера и поправ-
ки Бенджамини-Хохберга для корректировки 
множественного сравнения [16].

Результаты исследования 
и обсуждение
Анализ данных проекта TCGA. По ка-

затель числа копий генов (CNV, copy number 
variation) — полиморфизм, приводящий 
к из менению копийности определенного гене-
тического локуса и, как следствие, изменению 
экспрессии этого гена и его продукта — белка 
или некодирующей РНК [17]. В настоящее 
время накоплены значительные объемы дан-
ных о копийности генов в клетках опухолей, 
в том числе при раке шейки матки. Чтобы 
подобрать перечень потенциальных молеку-
лярных маркеров для диагностики чувстви-
тельности этих опухолей к ЛТ, мы использо-
вали данные проекта The Cancer Genome Atlas 
(TCGA), которые были извлечены с портала 
Genomic Data Commons. Портал содержит 
информацию о мутациях, метилировании 
ДНК, транскриптоме, экспрессии микро-РНК 
и копийности генов в образцах тканей (опу-
холь, здоровая ткань, клетки крови) более чем 
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Рис. 1. Геномное положение участков с амплификациями и делециями
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14 тыс. больных 38-ю видами онкологических 
заболеваний, в том числе 295 больных РШМ, 
для которых были доступны данные по копий-
ности генов в образцах опухоли и прилежа-
щей здоровой ткани, и данные по проведен-
ной терапии. 

Результаты анализа копийности генов 
с помощью алгоритма GISTIC2. GISTIC иден-
тифицирует области генома, размер которых 
значительно увеличивается или уменьшается 
в ряде образцов опухолей. Конвейер сначала 
фильтрует нормальные образцы из сегментиро-
ванных данных по копийности, проверяя коды 
TCGA, и затем выполняется GISTIC 2.0.22.

В этом анализе было использовано 295 образ-
цов опухолей и было обнаружено 25 значимых 
результатов на уровне фрагментов хромосом, 
26 значительных очаговых амплификации 
и 37 значительных очаговых делеций.

На рисунке 1 показано геномное положение 
участков с амплификациями и делециями.

Наиболее значимые изменения копийности 
генов обнаружены в следующих участках хро-
мосом: 1) увеличение копийности 11q22.1, 
3q26.31, 17q12, 20q11.21, 8q24.21, 19q13.13, 
9p24.1, 5p15.33, 13q22.1, 17q25.1, 1q21.3, Xq28, 

16p13.13, 11q13.3, 6p21.33, 15q26.1, 7p11.2, 
2q33.1, 13q34, 1p31.3, 11p12, 21q22.13, 2p24.3, 
19p13.2, 4q12 и 19p13.3; 2) снижение копийно-
сти 2q37.1, 2q22.1, 19p13.3, 11q25, 13q14.2, 
4q35.2, 10q23.31, 3p14.2, 20p12.1, 6q26, 11q23.3, 
5q12.1, 15q21.1, 16q23.1, 17q25.3, 1p36.23, 
14q32.31, 22q13.32, 7q34, 18q21.2, 4q22.1, 
Xq21.33, 13q12.11, 1p13.2, 8p23.1, 16q11.2, 
Xp11.3, 11p15.1, 17p12, 19q13.33, 4q21.3, 6p24.2, 
4p16.3, 8p23.3, 21q11.2, 5q35.2 и 3p22.1.

В итоге было зарегистрировано изменение 
копийности 4350 генетических локусов. Данные 
гены были распределены по функциональным 
модулям с использованием алгоритма FMD 
(рис. 2 и 3).

Была проведена фильтрация сигнальных 
путей для генов, снизивших копийность, и выб-
раны только те локусы и регулируемые ими 
сигнальные каскады, которые могут быть ассо-
циированы с устойчивостью к лучевой терапии: 
регуляция продукции интерлейкинов, клеточно-
го ответа на облучение, клеточного ответа 
на стимулы внешней среды, регуляция убикви-
тинирования белка, активация иммунного отве-
та, апоптотическая фрагментация ДНК, регуля-
ция активности фосфа ти ди ли но зи тол-3-киназы, 
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Рис. 2. Распределение снизивших копийность генов по функциональным модулям с использованием алгоритма 
FMD (а) и ключевые сигнальные пути, в которых они задействованы (б)
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репарация межнитевых поперечных связей 
ДНК. 

Аналогичная фильтрация была выполнена 
для генов с повышенной копийностью относи-
тельно нормальной ткани. Были идентифици-
рованы следующие сигнальные пути: регуля-
ция распространения клеток, зависящего 
от адгезии к субстрату, клеточное деление, 
реорганизация внеклеточного матрикса, регу-
ляция организации хромосом, регуляция мито-
тического деления, водный гомеостаз много-
клеточных организмов, регуляция уровня гор-
монов, передача сигналов регуляции контроль-
ных точек клеточного цикла, реакция на иони-
зирующее излучение.

Таким образом, из более чем 4000 генов 
были выбраны 34 локуса, с наибольшей веро-
ятностью ассоциированные с чувствительно-
стью к лучевой терапии: ERBB2, BIRC2, TRPC6, 
YAP1, MIR569, LRRC31, SPRED3, MIR4456, 
CYP-1A, CYP-A2, CYP11A1, MIR4786, TIGD1, 
GPX4, ST14, LINC00167, LINC00558, LINC00400, 
FOXO1, ENOX1, EPSTI1, NEK5, KCTD4, SERP2, 
MIR621, PTEN, SOD2, MIR3939, ATM, CASP-1, 
CASP-4, CASP-5, CHEK1 и H2AFX.

Анализ копийности генов с помощью 
ПЦР в опухолевых клетках. Анализ результа-
тов ЛТ позволил разделить 300 пациенток 
на две группы: чувствительных к ЛТ (n = 170, 
группа 1) и резистентных (n = 130, группа 2). 
Выявленный на этапе биоинформационного 
анализа паттерн генов — ERBB2, BIRC2, TRPC6, 
YAP1, MIR569, LRRC31, SPRED3, MIR4456, 
CYP-1A, -A2, CYP11A1, MIR4786, TIGD1, GPX4, 
ST14, LINC00167, LINC00558, LINC00400, 
FOXO1, ENOX1, EPSTI1, NEK5, KCTD4, SERP2, 
MIR621, PTEN, SOD2, MIR3939, ATM, CASP-1, 
-4, -5, CHEK1 и H2AFX — был валидирован 
методом ПЦР на ДНК из опухолевых и нор-
мальных клеток тканей шейки матки. У паци-
енток группы 1 обнаружено статистически зна-
чимое (р < 0,05) уменьшение копийности генов 
H2AFX, ATM, CHEK1, LINC00400 в 2, 2,5, в 1,7, 
4,5 раза и увеличение копийности генов CASP-1, 
-4, -5, CYP1-A1, -A2 и GPX4 в 1,8, 2,5, 2, 2,7, 2,1 
и 2,6 раза соответственно в опухолевых клет-
ках относительно этих показателей в нормаль-
ных клетках (рис. 4). У пациенток группы 
2 обнаружено статистически значимое (р < 0,05) 
уменьшение копийности генов CASP4, CASP5, 
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Рис. 3. Распределение увеличивших копийность генов по функциональным модулям с использованием алгоритма 
FMD (а) и ключевые сигнальные пути, в которых они задействованы (б)
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CYP1A1, YAP1 в 3,3, 1,7, 1,4, 2 раза и увеличе-
ние копийности генов H2AFX, CHEK1, ERBB2 
и BIRC2 в 3,5, 3,2, 2,8 и 3,4 раза соответственно 
в опухолевых клетках относительно этих пока-
зателей в нормальных клетках шейки матки 
(рис. 4). 

Копийность генов H2AFX, CHEK1, ERBB2, 
LINC00400, CASP-4, -5 и CYP1A1 статистиче-
ски значимо (р < 0,005) отличалась в опухоле-
вых клетках у двух групп больных РШМ. Так, 
копийность гена H2AFX в 7 раз была выше 
в опухолевых клетках в группе пациенток, 
резистентных к ЛТ, гена CHEK1 в 5,3 раза 
выше, гена ERBB2 в 2,3 раза выше, LINC00400 
в 6,8 раза выше, а CASP-4 в 8,3 раза ниже, 
CASP-5 в 3,3 раза выше и CYP1A1 в 3,9 раза 
ниже, чем в опухолевых клетках в группе паци-
енток, чувствительных к ЛТ (рис. 4).

Анализ копийности генов во внеклеточ-
ной ДНК (внДНК) плазмы крови. Для разра-
ботки эффективных малоинвазивных методов 
определения чувствительности РШМ к ЛТ необ-
ходим скрининг молекулярных маркеров внДНК 
плазмы крови. В качестве таких маркеров боль-
шим потенциалом обладает показатель числа 
копий генов (CNV). Данный показатель облада-
ет достаточной стабильностью во внеклеточных 
средах организма человека, в том числе в плазме 
крови [18]. ВнДНК плазмы крови может проис-
ходить из ядерной и митохондриальной ДНК 
соматических или опухолевых клеток, подверг-
шихся апоптозу; из ДНК клеток крови, вирусной 
и бактериальной ДНК [19]. Проведенный ана-
лиз позволил выделить ряд генов, показатель 
CNV которых имеет потенциал для малоинва-
зивной диагностики чувствительности РШМ 
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Рис. 4. Особенности копийности генетических локусов в опухолевых клетках шейки матки относительно нормаль-
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* — статистически значимые отличия от нормальных клеток; 
** — статистически значимые отличия между копийностью генов в опухолевых клетках пациенток, резистент-
ных к ЛТ, и копийностью генов в опухолевых клетках пациенток, чувствительных к ЛТ
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к ЛТ. Показатель копийности генетических 
локусов H2AFX, CHEK1, LINC00400, CASP-1, 
-4, -5, CYP1-A1, -A2, GPX4, YAP1, ERBB2 и 
BIRC2 далее был проанализирован во внДНК 
плазмы крови пациенток, чувствительных 
и резистентных к ЛТ. 

В группе 1 обнаружено уменьшение 
(р < 0,05) копийности H2AFX, CHEK1, 
LINC00400 в 1,7, 2,5, 2,5 раза и увеличение 
(р < 0,05) копийности CASP-4, -5, CYP1-A1, -A2 
и GPX4 в 2,8, 3, 2,3, 2,2 и 2 раза соответствен-
но. В группе 2 обнаружено уменьшение 
(р < 0,05) копийности CASP-4, CASP-5, CYP1-
A1, YAP1 в 2,0, 2, 3,3, 2 раза и увеличение 
копийности (р < 0,05) H2AFX, CHEK1, ERBB2 
и BIRC2 в 3,8, 3,6, 2,2 и 3 раза соответственно 
относительно этих показателей у доноров без 
онкопатологии. Копийность генов H2AFX, 
CHEK1, ERBB2, BIRC2, LINC00400, CASP-4, -5 
и CYP1-A1 статистически значимо (р < 0,005) 
отличалась в двух группах больных РШМ. Так, 

копийность H2AFX, CHEK1, ERBB2, BIRC2, 
LINC00400 была выше в группе пациенток, 
резистентных к ЛТ, в 6,3, 9, 1,8, 2,1, 3,8 раза 
соответственно, а копийность CASP-4, -5 и CYP1-
A1 была в 5,6, 6,0 и 7,7 раза ниже, чем в группе 
пациенток чувствительных к ЛТ (рис. 5).

Возможным эффектом, опосредованным 
изменением копийности этих генов, может 
быть изменение последовательности событий, 
необходимых для репарации двунитевых раз-
рывов ДНК. Ионизирующее излучение, воз-
действуя на клетку, приводит к индукции дву-
цепочечных разрывов ДНК, после чего должна 
запускаться цепь событий, направленных 
на элиминацию этих структурных аномалий. 
Известно, что для этого хроматин должен быть 
деконденсирован (ремоделирован), так как кон-
денсированный эукариотический хроматин 
представляет преграду для многих биологиче-
ских процессов, связанных с присоединением 
ферментов к определенным локусам ДНК [20].
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** — статистически значимые отличия между копийностью генов во внДНК пациенток, резистентных к ЛТ, 
и копийностью генов во внДНК пациенток, чувствительных к ЛТ
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В одном из ключевых этапов этого процесса 
и задействован ген H2AFX (H2AX, H2A histone 
family member X), кодирующий гистоновый 
белок, который в ответ на ионизирующее излу-
чение фосфорилируется по серину и переходит 
в модифицированную форму γH2AX. Из-за 
этого хроматин становится менее конденсиро-
ванным, и белковые комплексы, необходимые 
для осуществления процесса репарации ДНК, 
могут к нему присоединиться [21].

Повреждение ДНК вызывает активацию 
CHEK1, что способствует инициации реакции 
контрольных точек клеточного цикла. Реакция 
на повреждение ДНК представляет собой сеть 
сигнальных путей, которая приводит к актива-
ции контрольных точек, репарации ДНК 
и апоптозу, чтобы препятствовать выживанию 
поврежденных клеток. Белок Chk1, кодируе-
мый геном CHEK1, регулируется ATR посред-
ством фосфорилирования, образуя сигнальный 
путь ATR-Chk1. Этот комплекс распознает 
одноцепочечную ДНК, которая может быть 
результатом повреждения, вызванного излуче-
нием [21]. Регуляторные белки, такие как белок 
репликации A, Claspin, Tim/Tipin, Rad 17, 
TopBP1, могут участвовать в активации Chk1. 
Активация Chk1 также может быть ATR-
независимой за счет взаимодействия с други-
ми протеинкиназами, такими как PKB/AKT, 
MAPKAPK и p90/RSK [22].

Chk1 взаимодействует со многими ниже-
стоящими эффекторами, вызывая остановку 
клеточного цикла. В ответ на повреждение 
ДНК Chk1 в первую очередь фосфорилирует 
Cdc25, что приводит к его протеасомной дегра-
дации [21]. Деградация оказывает ингибирую-
щее действие на образование циклинзависи-
мых киназных комплексов, которые являются 
ключевыми факторами клеточного цикла [23]. 

Chk1 играет центральную роль в координа-
ции ответа на повреждение ДНК и, следова-
тельно, представляет большой интерес для 
онкологии и разработки противоопухолевой 
терапии [24]. Было показано, что Chk1 сверх-
экспрессируется во многих опухолях, включая 
рак молочной железы, толстой кишки, печени, 
желудка и носоглотки. Существует положи-
тельная корреляция с экспрессией Chk1, степе-

нью опухоли и рецидивом заболевания, что 
позволяет предположить, что Chk1 может спо-
собствовать росту опухоли [22]. 

Chk1 необходим для выживания клеток 
и благодаря высоким уровням экспрессии 
в опухолях может индуцировать пролифера-
цию опухолевых клеток. Опухолевые клетки 
с повышенным уровнем Chk1 приобретают 
преимущества в плане выживания благодаря 
способности переносить более высокий уро-
вень повреждения ДНК. Следовательно, Chk1 
может способствовать резистентности к ЛТ 
и химиотерапии [25].

Клеточные сигнальные пути, регулирую-
щие апоптоз, также вовлечены в формирование 
чувствительности к ЛТ. Так, белок, кодируе-
мый геном BIRC2(cIAP1), является членом 
семейства белков, ингибирующих апоптоз 
путем связывания с факторами, ассоциирован-
ными с рецептором фактора некроза опухоли, 
TRAF1 и TRAF2, а также путем вмешательства 
в активацию ICE-подобных протеаз. Этот мно-
гофункциональный белок регулирует не только 
каспазы и апоптоз, но также модулирует вос-
палительные сигнальные пути и иммунитет, 
клеточную пролиферацию, клеточную инвазию 
и метастазирование. Он действует как 
убиквитин-протеинлигаза Е3, регулирующая 
передачу сигналов NF-каппа-В, и регулирует 
как каноническую, так и неканоническую пере-
дачу сигналов NF-каппа-В, действуя в противо-
положных направлениях: как положительный 
регулятор канонического пути и как подавляю-
щий конститутивную активацию (неканониче-
ская передача сигналов NF-каппа-B). Его мише-
нями являются RIPK1, RIPK2, RIPK3, RIPK4, 
CASP3, CASP7, CASP8, TRAF2, DIABLO/SMAC, 
MAP3K14/NIK, MAP3K5/ASK1, IKBKG/NEMO, 
IKBKE и MXD1/MAD1 [26].

Каспазы 4 и 5, кодируемые генами CASP-4/-5 
соответственно, представляют собой фермен-
ты, которые протеолитически расщепляют дру-
гие белки по остатку аспарагиновой кислоты 
и принадлежат к семейству цистеиновых про-
теаз. Функции каспазы 4 и 5 до конца не извест-
ны, но считается, что они является воспалитель-
ными каспазами и наряду с каспазой 1 играют 
важную роль в иммунной системе [27].

Опухоли шейки матки
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По данным GeneCards (https://www.
genecards.org/), LINC00400 (Long Intergenic 
Non-Protein Coding RNA 400) представляет 
собой ген длинной, не кодирующей белок 
РНК (lncRNA). Публикации, описывающие 
функции этой РНК, не многочисленны. 
В 2019 г. в работе Yuan W. и соавторов было 
показано, что LINC00400 играет важную роль 
в развитии и прогрессировании колоректаль-
ного рака (КРР). Был проведен анализ коэк-
спрессии LINC00400 с соседними генами, 
кодирующими белки. Результаты показали, 
что LINC00400 не экспрессировалась совмест-
но ни с одним из соседних белковых генов, 
что указывает на то, что она не имеет цис-
регуляторной функции и не участвует непо-
средственно в регуляции транскрипционного 
или посттранскрипционного уровня генов. 
Одним из возможных способов для lncRNA 
регулировать посттранскрипционную актив-
ность генов является механизм регуляции 
ceRNA (конкурентно взаимодействующих 
РНК). Существующие исследования показали, 
что lncRNA может действовать как «губка» 
miRNAs, конкурентно связывая miRNA и, 
таким образом, влияя на регуляцию нижестоя-
щих генов-мишеней [12]. Потенциальными 
ceRNA-мишенями LINC00400 являются 
микро-РНК, взаимодействующие с генами 
сигнального пути p53 и регулирующие тем 
самым апоптоз и клеточное деление [28].

В регуляции деления клеток также задей-
ствован исследованный нами ген ERBB2 (HER2), 
который кодирует her2 (erbB-2) (human epidermal 
growth factor receptor 2; рецептор эпидермаль-
ного фактора роста, тип 2) — мембранный 
белок, тирозиновую протеинкиназу семейства 
рецепторов эпидермального фактора роста 
EGFR/ErbB. В нормальной клетке есть две 
копии этого гена, в раковой — намного больше, 
в результате на поверхности опухолевой клет-
ки располагается много молекул белка her2, что 
приводит к нарушению регуляции роста кле-
ток. Такие опухоли быстрее растут, более агрес-
сивны и меньше подвержены воздействию 
химиотерапии и лучевой терапии [29]. Ампли-
фикация или повышенная экспрессия этого 

гена играет важную роль в патогенезе и про-
грессировании определенных агрессивных 
типов рака, является важным биомаркером 
и терапевтической мишенью [30]. Амплифика-
ция her2 связана с устойчивостью к противора-
ковому препарату цетуксимаб [31].

Her2 в отличие от других членов семейства 
erbb напрямую не связывает лиганд. Активация 
происходит в результате гетеродимеризации 
с другим членом erbb или гомодимеризации, 
когда концентрация her2 высока, например при 
раке [32]. Амплификация гена ERBB2 проис-
ходит примерно в 15–30 % случаев рака молоч-
ной железы [33], также при раке яичников, 
желудка, аденокарциноме легкого [34] и агрес-
сивных формах рака тела матки, таких как 
серозная аденокарцинома эндометрия [35]. 

Хорошо известно, что в патогенезе ряда 
гинекологических злокачественных опухолей 
важную роль играет эндогенная или экзогенная 
гиперэстрогения [36]. По данным О. И. Кита 
и соавторов [36, 37], одним из ключевых факто-
ров в канцерогенезе РШМ может быть метабо-
лическая активация эстрадиола. Ген CYP1A1 
кодирует фермент из семейства цитохромов 
Р450, который катализируют гидроксилирова-
ние 17-β-эстрадиола в положении С-2. Из дан-
ных литературы известно, что в некоторых гине-
кологических опухолях повышена экспрессия 
генетических локусов, регулирующих гидрок-
силирование эстрадиола (CYP1A1) [38].

Таким образом, проведенный анализ копий-
ности генетических локусов и регулируемых 
ими сигнальных путей позволил установить, 
что у больных РШМ чувствительность к ЛТ 
ассоциирована с особенностями регуляции 
репарации ДНК, апоптоза, пролиферации кле-
ток и метаболизма эстрадиола. 

Заключение
Выявленные с помощью комбинации био-

информационных и молекулярных подходов 
маркеры — показатель копийности H2AFX, 
CHEK1, ERBB2, BIRC2, LINC00400, CASP4, 
CASP5 и CYP1A1 во внДНК могут стать осно-
вой малоинвазивного определения чувстви-
тельности РШМ к ЛТ.
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