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Введение
Злокачественные новообразования 

являются одной из важнейших про-
блем современного общества. В Си-
бири и на Дальнем Востоке ежегодно 
регистрируется около 80 000 больных 
с впервые в жизни установленным 
диагнозом злокачественного новооб-
разования. В конце 90-х гг. (1990-2001) 
показатель заболеваемости вырос на 
25,1%. В структуре заболеваемости 
злокачественными новообразования-
ми женского населения региона Сиби-
ри и Дальнего Востока рак молочной 
железы (РМЖ) стоит на первом месте 
и занимает 18,8% [2]. Различные гене-
тические нарушения являются типич-
ной характеристикой практически всех 
злокачественных новообразований. 
Аберрантное метилирование ДНК, 
приводящее к инактивации транскрип-
ции опухолесупрессорных генов, явля-
ется одним из таких нарушений. Ме-
тилирование промоторных регионов 
генов RB1, p14ARF и p15INK4B, вов-
леченных в ретинобластомный и p53-
зависимый пути регуляции клеточного 
цикла, встречается с различной часто-
той при многих типах злокачественных 
новообразований, в том числе и при 
РМЖ. Однако исследования, в кото-
рых одновременно проводился анализ 
эпигенетического статуса нескольких 

генов, участвующих в общих мета-
болических или регуляторных путях, 
являются единичными, что ограничи-
вает представления об особенностях 
эпигенетической дисрегуляции генной 
активности при развитии опухолевого 
процесса.

Целью настоящего исследования 
явилась сравнительная характеристи-
ка статуса метилирования промотор-
ных регионов онкосупрессорных генов 
RB1, p14ARF и p15INK4B в образцах 
опухолей молочной железы, а также 
изучение особенностей их взаимо-
действия в эпигенетической инакти-
вации RB-зависимого пути регуляции 
клеточного цикла.

Материалы и методы
Объектом исследования являлась 

группа женщин, больных раком молоч-
ной железы (n=40). Проведение иссле-
дования было одобрено Комитетами по 
биомедицинской этике НИИ медицин-
ской генетики СО РАМН и НИИ онко-
логии СО РАМН. Клинические данные 
больных были получены при анализе 
первичных документов – историй бо-
лезни и амбулаторных карт. Больные 
инфильтрирующим операбельным 
РМЖ стадии Т1-4N0-3M0-1 получали 
лечение в НИИ онкологии СО РАМН в 
1996-2006 гг. Средний возраст больных 
на момент заболевания составил 50,8 
лет (31-71 лет). У 18 женщин (45%) 
менструальный цикл был сохранен, а 
22 пациентки (55%) находились в ме-
нопаузе. При гистологическом иссле-
довании операционного материала у 
39 чел. был диагностирован инфиль-
трирующий протоковый, у 1 женщины 
(2,5%) – инфильтрирующий дольковый 
рак. Уницентрическая форма роста 
опухоли отмечена у 36 женщин, тогда 
как у 4 пациенток (10%) наблюдался 
мультицентрический рост опухоли. 

Образцы ДНК были выделены из 
операционного материала опухолей 
с использованием стандартной фе-
нол-хлороформной методики. Для 
определения статуса метилирования 
онкосупрессорных генов был исполь-
зован метод бисульфитной модифи-
кации ДНК с последующей метилспе-
цифической полимеразной цепной 
реакцией [12]. Для проведения амп-
лификации использовали последова-
тельности олигонуклеотидных прайме-
ров, специфичных метилированным и 
неметилированным аллелям генов [5, 
9, 11]. Фрагменты ДНК фракциониро-
вали с помощью гель-электрофореза 
в 2,5% агарозном геле и визуализиро-
вали в проходящем свете на установке 
«GelDoc» («Bio-Rad», США).

Результаты и обсуждение
Аберрантное метилирование он-

косупрессорных генов p14ARF и 
p15INK4B было зарегистрировано с 
частотой 72 и 12% соответственно, тог-
да как метилирования RB1 отмечено 
не было. В большинстве случаев в ис-
следованных образцах выявлялись и 
метилированные и неметилированные 
последовательности локусов. Нали-
чие только метилированных аллелей 
было зарегистрировано в гене p14ARF 
в 12% случаев. В 10 из 40 образцов 
опухолевой ткани (22,5%) промоторы 
всех 3 генов находились в неметили-
рованном состоянии. По клинической 
характеристике данная группа не от-
личалась от группы больных с эпиму-
тациями. Возраст больных с эпимута-
циями был от 32 до 71 года (средний 
возраст – 52,65 ± 1,49 лет), у больных 
без эпимутаций – в пределах 31-65 лет 
(средний возраст – 46,56 ± 3,77 лет) 
(p = 0,119). Среди больных с эпиму-
тациями мультицентричные опухоли 
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наблюдались в 6,8%, а в образцах без 
эпимутаций – в 25% случаев (p = 0,19). 
Менструальный цикл у больных с ано-
малиями метилирования был сохра-
нен в 38,7%, у больных без аномалий 
метилирования - в 55,5% случаев (p = 
0,30). У образцов с эпимутациями на-
следственная отягощенность наблю-
далась в 29%, в то время как у образ-
цов без эпимутаций отягощенность – в 
55,5% случаев (p = 0,09).

Нами обнаружены результаты еди-
ничных исследований, в которых оце-
нивался статус метилирования данных 
генов при РМЖ. Что касается других 
типов опухолей, то частоты метилиро-
вания генов RB1, p14ARF и p15INK4B 
варьируют в широком диапазоне (табл. 
1). Однако эта информация не дает 
представления о механизмах эпигене-
тической инактивации путей регуляции 
клеточного цикла при развитии опухо-
левого процесса. В связи с этим нами 
была предпринята попытка провести 

сравнительный анализ характера ме-
тилирования исследованных генов как 
в образцах опухолей молочной желе-
зы, так и при других типах рака, опи-
раясь на доступные в литературе пер-
вичные данные (табл. 2).

Для более ясного представления 
процессов, в которых задействованы 
данные гены, следует рассмотреть 
основные механизмы их взаимодейс-
твия в процессе регуляции клеточного 
цикла. Белок RB в норме связывает се-
мейство транскрипционных факторов 
E2F. Фосфорилирование ретиноблас-
томного белка, осуществляемого комп-
лексом циклина D и циклин-зависимой 
киназы CDK4, приводит к высвобож-
дению и активации транскрипционных 
факторов E2F, что индуцирует переход 
клетки с G1-фазы в S-период. Продукт 
гена р15INK4B формирует комплексы 
с циклин-зависимыми киназами, бло-
кируя тем самым связывание послед-
них с циклином D1 и CIP/KIP-протеи-

нами, что в конечном итоге ведет 
к ингибированию фосфорилиро-
вания RB-белка. При нарушении 
экспрессии гена р15INK4B проис-
ходит гиперфосфорилирование 
RB-белка, следовательно, и уси-
ленная клеточная пролиферация 
(рисунок) [10].

Ген p14ARF участвует как в 
ретинобластомном, так и в р53–
зависимом путях регуляции кле-
точного цикла. Аберрантная экс-
прессия E2F и c-Myc приводит к 

активации белка ARF, продукта гена 
p14ARF. Белок ARF взаимодействует 
с MDM2-фактором и инициирует функ-
ционирование гена р53. Активация р53 
приводит к стимуляции транскрипции 
гена CDKN1A, который является инги-
битором циклин-зависимых киназ (ри-
сунок) [13].

Подобный механизм взаимодейс-
твия генов RB1, p14ARF и p15INK4B 
позволяет выдвинуть гипотезу о том, 
что при метилировании гена RB1 из-
менение экспрессионной активности 
генов p14ARF и p15INK4B уже не будет 
оказывать влияния на RB-зависимый 
путь регуляции клеточного цикла, пос-
кольку белок pRB будет отсутствовать 
в клетке, следовательно транскрипци-
онный фактор E2F будет находиться 
в активном состоянии и без фосфори-
лирования pRB. Анализ литературных 
данных показывает, что метилирова-
ние гена RB1 одновременно с генами 
p15INK4B и p14ARF происходит с не-
высокой частотой (4-5%) (табл. 2). При 
этом, безусловно, нельзя исключить 
возможность участия генов p15INK4B 
и p14ARF в других процессах, в том 
числе и в качестве онкосупрессоров. 
Отсюда следует, что даже если их эпи-
генетическая инактивация не играет 
существенной роли в нарушении RB-
зависимого пути регуляции клеточного 
цикла в клетках с метилированными 
аллелями гена RB1, она может повли-
ять на канцерогенез через другие ме-
ханизмы, приводящие к малигнизации 
клетки.

В настоящем исследовании метили-
рования гена RB1 не было обнаружено 
ни в одном из обследованных случаев, 
в то время как метилирование генов 
p14ARF и p15INK4B в различных ком-
бинациях встретилось в 29 образцах 
(72,5%), что в целом соответствует 
результатам аналогичных исследова-
ний статуса метилирования этих генов 
при эпидермальном раке и лимфоме 
(табл. 2). Возможно, что эпигенетичес-
кая инактивация RB-зависимого пути 
регуляции клеточного цикла при раке 
молочной железы, а также при других 
типах рака, реализуется не через ме-
тилирование самого гена RB1, а че-
рез инактивацию генов, кодирующих 
ингибиторы циклин-зависимых киназ. 
В таком случае даже при нормальной 
экспрессионной активности гена RB1 
белок RB будет активно фосфори-
лироваться комплексом циклина D и 
циклин-зависимых киназ, ингибиторы 
которых находятся в неактивном со-
стоянии. В конечном итоге такое со-
стояние обусловит возможность про-
хождения клеткой серии непрерывных 
клеточных делений.

Частота метилирования  генов p14ARF, p15INK4b, RB1 и CDKN1A 
при различных типах рака

p14ARF p15INK4b RB1 Литература Тип рака
Частота метилирования 
при различных типах 
злокачественных 
новообразований

41% 41% 20% [15] Лимфома
59% 40% 8% [7] Лимфома

83,3% 50% 0% [16] Колоректальный рак
15% 0% 5% [6] Рак эпидермиса
6% 32% 35% [17] Рак гипофиза

Частота метилирования при 
раке молочной железы

50% - - [4] РМЖ
- 0% - [9] РМЖ
- - - [18] РМЖ
- - 17% [3] РМЖ

Таблица 1

Таблица 2

Взаимодействие основных генов, участвующих в 
регуляции клеточного цикла по RB и p53-зависи-
мым путям

Комбинации метилирования генов p15INK4b, p14ARF и RB1 
при различных типах опухолей

Метилирование генов Лимфома
Эпидер-
мальный 

рак

Настоящее 
исследова-
ние РМЖ

Суммарная 
частота ме-

тилирования
p15INK4b, p14ARF и RB1, одновременное 0 0 0 0
p14ARF и RB1, одновременное 1 (4,5%) 1 (5%) 0 2 (2,4%)
p15INK4b и RB1, одновременное 0 0 0 0
p14ARF и p15INK4b, одновременное 6 (27,2%) 0 3 (7,5%) 9 (10,9%)
Только p14ARF 6 (27,2%) 2 (10%) 24 (60%) 32 (39%)
Только p15INK4b 2 (9%) 0 2 (5%) 4 (4,8%)
Только RB1 1 (4,5%) 0 0 1 (1,2%)
Отсутствие метилирования всех трех генов 6 (27,2%) 17 (85%) 11 (27,5%) 34 (41,4%)
Всего образцов 22 20 40 82
Ссылки [7] [6]
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Заключение
Сравнительный анализ статуса 

метилирования генов RB1, p14ARF 
и p15INK4B в образцах опухолевой 
ДНК от пациенток с раком молочных 
желез демонстрирует высокую часто-
ту аномального метилирования генов 
p14ARF и p15INK4B при нормальном 
эпигенетическом статусе гена RB1. 
Анализ литературных данных, доступ-
ных в отношении других форм рака, 
свидетельствует о том, что по край-
ней мере при лимфомах и при эпи-
дермальном раке преимущественно 
наблюдается аналогичная ситуация. 
Не исключено, что такая комбинация 
эпигенотипов исследованных генов, с 
одной стороны, может объясняться бо-
лее высокой частотой метилирования 
генов ингибиторов циклин-зависимых 
киназ, по сравнению с геном RB1, с 
другой – может указывать на сущест-
вование особых эпигенетических ме-
ханизмов дизрегуляции клеточного 
цикла и поддержания стабильности 
генома при канцерогенезе, которые за-
пускаются уже на уровне ингибиторов 
циклин-зависимых киназ.

Работа выполнена в рамках интег-
рационного проекта СО РАМН «Мо-

лекулярно-генетические механизмы 
формирования и прогрессии рака мо-
лочной железы: разработка критериев 
риска, прогноза клинического течения 
и чувствительности к химиотерапии 
на основании информативных марке-
ров опухоли и организма».
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Введение
В последние годы в России отме-

чается тенденция к росту заболевае-

мости раком молочной железы (РМЖ). 
Риск возникновения заболевания в 
течение жизни оценивается в среднем 
у женщин 11%. Изучение распростра-
нения генетических маркеров пред-
расположенности к РМЖ в популяциях 
России дает необходимую информа-
цию для скрининговых исследований, 
ранней диагностики и профилактики 
данной патологии.

Рак молочной железы в Республике 
Саха (Якутия) в структуре онкологичес-
кой заболеваемости (19,2%) и смерт-
ности (12,8%) занимает лидирующие 
позиции. Стандартизованные показа-
тели заболеваемости и смертности в 
1,4 и 1,5 раза ниже российского уров-
ня и составляют 28,5±1,2 и 11,7±1,5 

на 100000 населения соответственно. 
Средний возраст заболевших РМЖ со-
ставил 56 лет [4].

На сегодняшний день установлено, 
что мутации в генах BRCA1, BRCA2, 
CHEK2 и NBS1 приводят к развитию 
РМЖ. Продукты этих генов участвуют в 
процессах репарации ДНК, регуляции 
клеточного цикла, дифференцировки 
клеток, апоптоза (рисунок).

Анализ структурных изменений в 
этих генах у женщин с отягощенным 
семейным анамнезом может способс-
твовать ранней диагностике заболева-
ния. 

На сегодняшний день молекулярно-
генетические исследования по изуче-
нию РМЖ в Республике Саха не про- 

А.Р. Фарахтдинова, С.А. Федорова, Т.И. Николаева, П.М. Иванов, 
М.А. Бермишева, Т. Доерк, Э.К. Хуснутдинова

АНАЛИЗ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ BRCA1, CHEK2, NBS1 
У БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ИЗ РЕСПУБ-
ЛИКИ САХА (ЯКУТИЯ)УДК 616-092; 575.224

Проведен скрининг у больных раком молочной железы (РМЖ) (n=60) и контрольной группы (n=120) из Республики Саха (Якутия) на 
наличие мутаций 5382insС, 4153delA, С61G гена BRCA1, мутаций IVS2+1G>A, CHEK2dele9,10 (5kb), 1100delC гена CHEK2 и 657del5 гена 
NBN. Данные мутации в изученной выборке не обнаружены.

Ключевые слова: рак молочной железы, мутации, популяция.

We carried out screening of patients with breast cancer (n=60) and healthy population controls (n=120) of Republic Sakha (Yakutia) on presence 
of mutations 5382insC, 4153delA, С61G in BRCA1gene, mutations IVS2+1 G>A, CHEK2dele9,10 (5kb), 1100delC in CHEK2 gene and 657del5 in 
NBN gene. These mutations have not been found in the cohort.

Keywords: breast cancer, mutations, population.
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