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плоскоклеточный рак пищевода (прп) 
представляет собой группу гетерогенных 
опухолей с различным прогнозом. В послед-
ние годы были выявлены различные моле-
кулярные сигнатуры прп, отличные в раз-
ных популяциях. Целью исследования стало 
молекулярное типирование прп пациентов 
Юга россии и оценка выживаемости боль-
ных с учетом выявленного молекулярно-ге-
нетического подтипа опухоли. Материалом 
для исследования послужили срезы FFPE-
блоков 124 пациентов с прп. Выделение 
опухолевых и нормальных клеток пищево-
да осуществлялось путем лазерной микро-
диссекции с бесконтактным захватом. из 
клеток фенол-хлороформным методом была 
проведена экстракция 248 образцов Днк. 
Для молекулярного типирования прп было 
проведено определение относительной копий-
ности (CNV) 8 генов (CUL3, ATG7, SOX2, 
TP63, YAP1, VGLL4, CDK6, KDM6А) методом 
Real-Time qPCR и определение 7 полимор-
физмов (SNP) (NFE2L2 (c.85G>A), NOTCH1 
(c.1379C>T), NOTCH1 (c.1451G>T), ZNF750 
(c.414C>A), ZNF750 (c.1621G>A), SMARCA4 
(p.Q758*, c.2272C>T), KMT2D (Q5170* , 
c.15508C>T)) методом прямого секвенирова-
ния по сэнгеру. В ходе исследования у боль-
ных прп популяции Юга россии выявлены 
SNP в генах NFE2L2, NOTCH1, SMARCA4, 
KMT2D и CNV генов CUL3, ATG7, SOX2, 
TP63, YAP1, VGLL4, CDK6 и KDM6А, описан-
ные ранее для популяций Восточной Европы, 
канады и сША. на основании дифференци-
альных отличий по SNP и CNV этих генов 
было верифицировано 3 молекулярно-генети-
ческих подтипа плоскоклеточного рака пище-
вода: прп-1 был установлен у 31.5%, прп-2 
у 66.1% и прп-3 у 2.4% больных. при этом 
у больных прп с молекулярно-генетическим 
подтипом прп-2 установлены более высокие 
показатели выживаемости по сравнению с 
прп-1 и прп-3. различия в выживаемости 
между тремя группами были статистически 
значимыми (р=0,00001). Таким образом, опре-
деление молекулярно-генетического подтипа 
прп является важным подходом для улуч-
шения прогнозирования течения данного за-

болевания и возможности корректировки со-
ответствующей терапии.
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рак пищевода (рП) занимает 6 место в струк-
туре онкологической смертности во всем мире: 
ежегодно регистрируется более 400 тысяч смер-
тей от этого заболевания [1, 2]. Выделяют два 
основных гистологических типа рП: плоскокле-
точный рак пищевода (ПрП) и аденокарциному 
пищевода, которые существенно отличаются по 
этиологии, географическому распространению, 
5-летней общей выживаемости и молекулярно-
генетическому профилю, при этом ПрП состав-
ляет приблизительно 80 % от всех случаев за-
болевания [2, 3]. 

ПрП представляет собой группу гетероген-
ных опухолей с различным прогнозом, одна-
ко клинические сигнатуры, такие как TNM и 
локализация опухоли, не являются значимыми 
факторами прогноза при лечении данного за-
болевания. В последние годы были проведены 
несколько исследований, с применением тех-
нологии микрочипов или RNA-seq, для изуче-
ния профилей дифференциально экспрессируе-
мых генов, miRNAs и некодирующих рнК при 
ПрП. Были выявлены различные молекулярные 
сигнатуры ПрП, причем отличные в разных по-
пуляциях, так у вьетнамцев часто встречались 
мутации гена NFE2L2 и увеличение копийности 
гена SOX2, у всех пациентов из Сша и Канады 
были мутации в гене SMARCA4 [1]. В настоящее 
время создана молекулярная классификация, со-
ответствующая каждой популяции, и на основа-
нии молекулярно-генетического анализа иденти-
фицированы три подтипа ПрП, отличающиеся 
наличием полиморфизмов (SNP) и/или уровнем 
копийности (CNV) генов NFE2L2, CUL3, ATG7, 
SOX2, TP63, YAP1, ATG7, NOTCH1, ZNF750, 
KDM6A и CDK6 [3]. однако, подобное иссле-
дование не проводилось на популяции Юга рос-
сии, так же, как и не оценивалась связь каждого 
подтипа ПрП с клиническими данными, напри-
мер, общей и безрецидивной выживаемостью.
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Поэтому целью исследования стало молеку-
лярное типирование ПрП пациентов Юга рос-
сии, а также оценка общей и безрецедивной 
выживаемости больных с учетом молекулярно-
генетического подтипа опухоли.

Материалы и методы

В ретроспективную группу больных были включены 
124 пациента с ПрП. материалом для исследования по-
служили срезы тканей из FFPE (Formalin-fixed paraffin-
embedded)-блоков пациентов. Срезы толщиной 3 мкм 
фиксировались на предметных стеклах, покрытых PEN-
мембраной (Polyethylene Naphthalate (PEN)-membrane), 
подвергались депарафинизации (о-ксилолом) и окраши-
вались гематоксилином-эозином. Для избирательного по-
лучения опухолевых и нормальных клеток пищевода был 

выбран подход, основанный на лазерной микродиссекции 
с бесконтактным захватом (Palm MicroBeam, Carl Zeiss, 
Германия) (рис. 1). Из клеток фенол-хлороформным ме-
тодом проведена экстракция 248 образцов ДнК (124 об-
разца из опухолевых и 124 образца из нормальных клеток 
пищевода) [4].

Для молекулярного типирования образцов плоско-
клеточного рака пищевода проведено определение от-
носительной копийности 8 генетических локусов (CUL3, 
ATG7, SOX2, TP63, YAP1, VGLL4, CDK6, KDM6А) методом 
Real-Time qPCR и определение 7 полиморфизмов (NFE2L2 
(c.85G>A), NOTCH1 (c.1379C>T), NOTCH1 (c.1451G>T), 
ZNF750 (c.414C>A), ZNF750 (c.1621G>A), SMARCA4 
(p.Q758*, c.2272C>T), KMT2D (Q5170* , c.15508C>T)) 
методом прямого секвенирования по Сэнгеру с использо-
ванием генетического анализатора ABI Prism 3500 («Life 
Technologies», Сша).

Для определения относительной копийности генов 
и полиморфизмов, с использованием базы данных NCBI 

рис. 1. Выделение клеток плоскоклеточного рака пищевода методом лазерной микродиссекции с бесконтактным захватом  
(слева до диссекции, справа после)

Таблица 1. Панель праймеров для определения относительной копийности генов и полиморфизмов

№ наименование гена Последовательность прямого праймера Последовательность обратного праймера

GAPDH GCtGAACGGGAAGCtCACt GCAGGtttttCtAGACGGCAG

ACtB CACCCtGAAGtACCCCAtCG tGtAGAAGGtGtGGtGCCAG

B2M tGAGtGCtGtCtCCAtGtttGA AttCtCtGCtCCCCACCtCt

CUL3 ACGAGCACCAtGtCGAAtCt CGAGGAGAGACtCACCGGA

AtG7 CtCCCACCGttCCtCCtAGA GtAGAtAGCCACCCACtGGC

soX2 ttt GtC GGA GAC GGA GAA GC CCG GGC AGC GtG tAC ttA t

tP63 GGCCtGtCtAGAtGtCtGCC AtCCCAGCtAGGtCtGCtCA

YAP1 GtAACCtGACttAACAGtGGGA CACCGtAtAGAGACAAAGCAGGAt

VGLL4 ACAtCGCACAACGtCtCAGt tCGtGCACGttttACtCGGA

CDK6 tCtCCGAGGtCtGGACtttCt GGCCGAAGtCAGCGAGttt

KDM6а tGACACAAttACAACAACtttGtGC GAGCACtGAGGGGAttCGtt

nFe2L2 (c.85G>A) CCCACCAtCAACAGtGGCAtAA AGCtCAtACtCtttCCGtCGCt

notCH1 (c.1379C>t/ c.1451G>t) CAGtGtCtGCAGGGCtACA CtGCtGGCACACtCGtCt

ZnF750 (c.414C>A) AtGGACtCtCtGCCttCGAC GCCCCttGAGtCtGtGCt

ZnF750 (c.1621G>A) CCCCtCAACCtCtCCAAGAAAt CtGGGtGttACAGGGGtCCt

sMARCA4 (p.Q758*, c.2272C>t) tCAGCGCttAtGGtCAAtGGt CAGCtAACCtACCAGACCACAt

KMt2D (Q5170* , c.15508C>t) CGAtGGCGtGGAACACAAGG GtGCCAAGtGCAtGttCttCA
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GenBank, были разработаны последовательности 17 пар 
синтетических олигонуклеотидов (праймеров, прямых 
и обратных), включая 3 пары для референсных локусов 
(ACTB, B2M, GAPDH) (табл. 1). 

определение относительной копийности 8 генетиче-
ских локусов (CUL3, ATG7, SOX2, TP63, YAP1, VGLL4, 
CDK6, KDM6А) в нормальных и опухолевых клетках 
пищевода проводили методом Real-Time qPCR. Принцип 
метода заключается в одновременной амплификации гена-
мишени и референсного гена в опытной и контрольной 
пробах. Вывод об изменении дозы гена делается на ос-
новании анализа соотношения сигналов, продуцируемых 
ампликонами изучаемой и референсной последовательно-
стей [5]. Количественная Real-Time-PCR амплификация 
проводилась с использованием термоциклера Bio-Rad 
CFX96 (Bio-Rad, Сша). В качестве красителя исполь-
зовали EvaGreen®Dye (Biotium, Сша). амплификация 
каждой из проб осуществлялась в трех повторностях. 
Усредненные данные по каждому генетическому локусу 
нормировались по усредненному показателю референс-
ных генов для получения величины ΔCt (ΔCt=Ct(среднее 
исследуемого гена)  — Ct(среднее референсных генов)). 
относительную копийность генетического локуса (RQ) 
рассчитывали по формуле е=-ΔCt, где е-эффективность 
амплификации, рассчитанная по формуле E = 10-1/k , где 
k- коэффициент из уравнения прямой C(T) = k•log P0 + 
b, полученного путем линейной аппроксимации экспери-
ментальных данных (е= 1,9343; k= -3,49). Далее вычис-
ляли медиану RQоп опухолевых образцов и медиану RQк 
контрольных (нормальных) для каждого генетического 
локуса и рассчитывали соотношение относительной ко-
пийности генов в опухолевых образцах по отношению к 
нормальным: RQоп/RQк. 

Статистический анализ выполняли с использовани-
ем прикладных пакетов программ Microsoft Excel 2013 
и STATISTICA 8.0. Для проведения кластерного анали-
за (Hierarchical Clustering, Euclidean distance) и построе-
ния тепловых карт использовали приложение Morpheus 
(Broad Institute, https://software.broadinstitute.org/morpheus). 
нормальность распределения показателей оценивали с 
помощью критерия Колмогорова-Смирнова (при n>50) и 
критерия шапиро-Уилка (при n<50). оценку различий про-
водили с использованием критерия манна-Уитни для поро-
гового уровня статистической значимости р<0.05 и таблиц 
сопряженности с применением критерия χ2 для порогово-
го уровня p<0.05. общая и безрецидивная выживаемость 
больных ретроспективной группы была изучена методом 
Каплана-мейера, Log-rank тест использовался для оценки 
различий выживаемости между группами.

результаты

Верификация молекулярного-генетического 
подтипа плоскоклеточного рака пищевода (ПрП-
1, ПрП-2 и ПрП-3) осуществлялась в ходе мо-
лекулярно-генетического анализа полиморфиз-
мов (SNP) и копийности (CNV) генов NFE2L2, 
CUL3, ATG7, SOX2, TP63, YAP1, ATG7, NOTCH1, 
ZNF750, KMT2D, SMARCA4, KDM6A и CDK6. 
Перечень SNP и CNV был сформирован на ос-
новании анализа литературы [3] и баз данных 
cBioportal [6] и TCGA [7].

на суммарной выборке, состоящей из 124 
пациентов, обнаружено статистически значимое 
изменение копийности только 1 из 8 генетиче-

ских локусов  — CDK6 (увеличение копийности 
в 2.9 раза (р<0.05) в опухолевых клетках отно-
сительно нормальных (рис. 2.б).

Применение кластерного анализа (Hierarchical 
Clustering, Euclidean distance) позволило выде-
лить три кластера образцов плоскоклеточного 
рака пищевода, отличающиеся по копийности 
генов (рис. 2.а) 

так в первом кластере (39 образцов ПрП) 
статистически значимо (р<0.005) повышена ко-
пийность генов SOX2, TP63, YAP1 в 5.8, 4.7 
и 4.2 раза соответственно, и понижена копий-
ность генов CUL3, ATG7 и VGLL4 в 1.4, 1.4 и 
1.7 раза соответственно в опухолевых клетках 
относительно нормальных. Во втором кластере 
(82 образца ПрП) в опухолевых клетках отно-
сительно нормальных статистически значимо 
(р<0.05) повышена копийность гена CDK6 в 
3.0 раза и понижена копийность KDM6А в 1,2 
раза соответственно. В третьем кластере (3 об-
разца ПрП) в опухолевых клетках относительно 
нормальных статистически значимо (р<0.05) по-
нижена копийность гена ATG7 в 1.3 раза (рис. 
2.в). Далее образцы из каждого кластера были 
проанализированы на наличие/отсутствие сле-
дующих полиморфизмов: NFE2L2 (c.85G>A), 
NOTCH1 (c.1379C>T), NOTCH1 (c.1451G>T), 
ZNF750 (c.414C>A), ZNF750 (c.1621G>A), 
SMARCA4 (p.Q758*, c.2272C>T) и KMT2D 
(Q5170* , c.15508C>T).

В 31% образцов из первого кластера был 
обнаружен SNP c.85G>A в гене NFE2L2 (у 8% 
в гомозиготном состоянии, у 92% в гетерози-
готном), в 23% образцах из второго кластера 
был обнаружен SNP c.1379C>T (у 5% в гомо-
зиготном состоянии, у 95% в гетерозиготном) и 
в 26% образцов SNP c.1451G>T (у 10% в гомо-
зиготном состоянии, у 90% в гетерозиготном) в 
гене NOTCH1, в 18% и 12% образцов из второго 
кластера были обнаружены SNP c.414C>A (у 6% 
в гомозиготном состоянии, у 94% в гетерозигот-
ном) и c.1621G>A (у 10% в гомозиготном состо-
янии, у 90% в гетерозиготном) соответственно 
в гене ZNF750, в 100% и 67% образцов из тре-
тьего кластера были обнаружены SNP p.Q758* 
и Q5170* в генах SMARCA4 и KMT2D соответ-
ственно (в гетерозиготном состоянии) (рис. 2.г). 

таким образом, кластеры отличаются друг 
от друга и по наличию/отсутствию перечислен-
ных выше полиморфизмов. на основании этих 
данных все исследованные образцы плоско-
клеточного рака пищевода можно дифферен-
цировать на 3 молекулярно-генетических под-
типа. Перечень SNP и CNV характеризующий 
определенный подтип (ПрП-1, ПрП-2 и ПрП-3) 
плоскоклеточного рака пищевода представлен в 
таблице 2.
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рис. 2. snP и CnV (копийность*) генов: а) кластерный анализ копийности генов, б) копийность генов в выборке из 124 пациентов,  
в) копийность генов в трех выделенных кластерах (ПрП1-3), г) мутации в опухолевых клетках из разных кластеров.

* копийность генов в опухолевых клетках относительно нормальных



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2019, ТОМ 65, № 5

695

общая и безрецидивная выживаемость боль-
ных ПрП была изучена методом Каплана-мей-
ера (рис. 3.а). 

Кумулятивная доля выживания за 20 мес. по-
сле операции в общем по группе (124 пациента) 
прогрессивно снижалась с 1.0 до 0.2. медиана 
показателя кумулятивной доли выживания соста-
вила 7.2 мес. нижний квартиль (25%) соответ-
ствовал 2.05 мес., а верхний квартиль (75%)  — 
17.6 мес. Средняя величина выживаемости в 
общем по группе составила 12.1±1.47 мес.

Кривые Каплана-мейера по общей выжива-
емости больных ПрП с учетом молекулярно-ге-
нетического подтипа ПрП отражены на рис. 3.б.

Более высокие показатели выживаемости на-
блюдались у пациентов с молекулярно-генетиче-
ским типом ПрП-2, а самые низкие  — при типе 
ПрП-3. Промежуточные значения выживаемости 
были характерны для пациентов с молекулярно-
генетическим типом ПрП-1. различие выживае-
мости между тремя группами было статистиче-
ски значимыми (р=0.00001). медиана дожития 
после операции у больных рП с молекулярно-
генетическим типом ПрП-1 составила 2.4 мес., 
типом ПрП-2  — 10.8 мес. и типом ПрП-3  — 
0.7 мес. Средняя выживаемость в подгруппе 
с типом ПрП-1 имела значение 4.6±0.74 мес., 
типом ПрП-2  — 16.1±2.0 мес. и типом ПрП-
3  — 0.88±0.56 мес.

Ввиду малочисленности подгруппы пациен-
тов с молекулярно-генетическим типом ПрП-3 
далее оценивали различие общей выживаемости 
между двумя подгруппами с подтипом ПрП-1 и 
ПрП-2. Кривые Каплана-мейера общей выжива-
емости больных ПрП с молекулярным подтипом 
ПрП-1 и ПрП-2 представлены на рис. 4. Log-
rank тест показал, что различие выживаемости 
между двумя подгруппами было статистически 
значимым (test statistic = 3.96 p = 0.00007).

рис. 3. общая выживаемость больных ПрП: а) без учета молекулярно-генетического подтипа (слева), б) с учетом молекулярно-
генетического подтипа (справа)

Таблица 2. Характерные SNP и CNV для подтипов плоскоклеточного рака пищевода

CnV snP

Подтип CDK6 CUL3 AtG7 soX2 tP63 YAP1 VGLL4 KDM6а
notCH1 
(c.1379C>t или 
c.1451G>t)

ZnF750 
(c.414C>A или 
c.1621G>A)

nFe2L2 
(c.85G>A)

KMt2D/ 
sMARCA4

ПрП-1 - + + + + + + - - - + -
ПрП-2 + - - - - - - + + + - -
ПрП-3 - + - - - - - - - +/+

рис. 4. Кривые Каплана-Мейера общей выживаемости больных 
ПрП с молекулярно-генетическим подтипом ПрП-1 и ПрП-2
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Кривая Каплана-мейера безрецидивной вы-
живаемости больных ПрП отражена на рис. 5. 
медиана показателя кумулятивной доли безре-
цидивного выживания составила 8.77 мес. ниж-
ний квартиль (25%) соответствовал 2.19 мес., а 
верхний квартиль (75%)  — 16.6 мес. Средняя 
величина безрецидивной выживаемости в об-
щем по группе составила 11.7±1.3 мес. 

Безрецидивная выживаемость больных ПрП 
при молекулярно- генетическом подтипе ПрП-
3 имела наихудшие показатели (медиана 0.7 
мес.). также низкие значения медианы безре-
цидивной выживаемости отмечали и для боль-
ных с подтипом ПрП-1 (медиана 3.0 мес.). При 
молекулярном подтипе ПрП-2 медиана безре-
цидивной выживаемости имела наибольшую 
величину  — 9.9 мес.

Следовательно, молекулярно-генетические 
подтипы ПрП-3 и ПрП-1 сопряжены с меньши-
ми значениями безрецидивной выживаемости 
больных ПрП (c2=21.5, p=0.00002) (табл. 3).

Таблица 3. Временные и частотные характеристики 
безрецидивной выживаемости больных РП в зависимости от 

молекулярно-генетического типа

Тип Mе M s Число 
умерших

оВ n

ПрП-1 3.0 5.6 5.5 37 94.9 39

ПрП-2 9.9 15.0 16.3 78 95.1 82

ПрП-3 0.7 0.9 1.0 3 100 3

c2, p c2=21.5, 
p=0.00002

обсуждение результатов исследования

В результате исследования 124 пациентов 
было верифицировано 3 молекулярно-генетиче-
ских подтипа плоскоклеточного рака пищевода: 

рис. 5. Безрецидивная выживаемость больных ПрП: а) без учета молекулярно-генетического подтипа опухоли;  
б) с учетом молекулярно-генетического подтипа опухоли

ПрП-1 был установлен у 31.5%, ПрП-2 у 66.1% и 
ПрП-3 у 2.4% больных. Полученное процентное 
распределение по подтипам ПрП в исследуемой 
популяции несколько отличается от описанного 
в литературе:56%, 40% и 4% соответственно [3], 
что может являться как следствием малого объ-
ема выборки, так и уникальной характеристикой 
данной популяции. 

Для ПрП первого типа (ПрП-1) данной по-
пуляции характерно изменение копийности генов 
SOX2, TP63, YAP1, CUL3, ATG7 и VGLL4 в опухо-
левых клетках относительно нормальных, а также 
SNP в гене NFE2L2 (c.85G>A). наиболее сильно 
выражено изменение копийности генов SOX2, 
TP63 и YAP1 (увеличение более чем в 4 раза). 

SOX2 является фактором транскрипции, ко-
торый необходим для поддержания самообнов-
ления недифференцированных эмбриональных 
стволовых клеток. При плоскоклеточных опухо-
лях часто увеличивается копийность генов, рас-
положенных в области 3q26.3, где и расположен 
SOX2, что характеризует его как онкоген. SOX2 
является ключевым фактором, регулирующим 
многие гены, участвующие в развитии опухоли 
[8]. Гиперэкспрессия гена SOX2 встречается при 
раке предстательной железы и колоректальном 
раке [9].

TP63, в зависимости от изоформы, может 
действовать как ДнК-связывающий транскрип-
ционный активатор или репрессор. так изо-
форма 2 активирует транскрипцию RIPK4 и в 
сочетании с TP73 участвует в инициировании 
TP53-зависимого апоптоза в ответ на активацию 
онкогенов. также TP63 оказывает влияние на 
сигнальный путь Notch, активируя JAG1 и JAG2, 
участвует в регуляции морфогенеза эпителия[10]. 

YAP1 связан с семейством транскрипционных 
факторов TEAD, обладает пролиферативной и 
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онкогенной активностью, регулируя активность 
генов, которые способствуют делению клеток и 
ингибируют апоптоз [11].

Патогенная миссенс мутация в гене NFE2L2 
(c.85G>A, замена G на а в 85 позиции) наруша-
ет выполнение функций данного транскрипци-
онного фактора (PolyPhen-2 v2.2 score = 0.999), 
регулирующего экспрессию антиоксидантных 
ферментов.

Кодируемый геном CUL3 белок играет важ-
ную роль в полиубиквитинизации и последу-
ющей деградации специфических белковых 
субстратов в качестве основного компонента 
и скэффолд-белка комплекса убиквитинлигазы 
е3[12]. ATG7 кодирует важный белок для дегра-
дации клеток и субклеточных структур во время 
аутофагии. ATG7 помогает убиквитиноподоб-
ным (UBL)-белкам нацеливаться на их мишени, 
является регулятором сборки аутофагосом. [13]

Согласованная регуляция множества сигналь-
ных путей имеет решающее значение для гомео-
стаза ткани и онкогенеза. наблюдаемое повыше-
ние копийности генов SOX2 и YAP1 при ПрП-1 
приводит к повышению пролиферативной ак-
тивности тканей. Для подавления чрезмерного 
роста тканей и образования опухолей важно 
ограничивать онкогенную активности YAP. Эту 
функцию, в норме, выполняет VGLL4, напря-
мую конкурируя с YAP за связывание TEAD. 
Экспрессия VGLL4 значительно снижена в об-
разцах колоректального рака и рака желудка, и 
связана с выживаемостью пациентов [14]. В на-
шем исследовании копийность гена VGLL4 так-
же снижена, что потенциально может нарушать 
ингибирующее действие на YAP1. так же при 
данном подтипе ПрП нарушена регуляция апоп-
тоза, экспрессии антиоксидантных ферментов и 
системы убиквитин-зависимого протеолиза.

Для ПрП-2 характерно изменение копийно-
сти генов CDK6 и KDM6А, а также SNP в генах 
NOTCH1 (c.1379C>T и c.1451G>T) и ZNF750 
(c.414C>A и c.1621G>A).

CDK6 (Cell division protein kinase 6) обеспе-
чивает переключение между фазами клеточного 
цикла G1 и S, в ответ на внешние сигналы (на-
пример, факторы роста) [15, 16].

Потеря нормального контроля клеточного 
цикла является первым шагом к развитию раз-
личных опухолей. Изменение копийности CDK6 
может прямо или косвенно повлиять на такие 
параметры как клеточный метаболизм, пролифе-
рация, ангиогенез. например, нарушение функ-
ционирования CDK6 играет важную роль при 
злокачественных опухолях лимфоидных тканей, 
увеличивая ангиогенез [17]. Белок p53 являет-
ся одним из факторов транскрипции, который 
инициирует синтез белка p21, являющегося ин-
гибитором комплекса CDK6, что приводит к 

остановке клеточного цикла в периоде G1 и G2. 
Клетка, у которой повреждена ДнК, не вступает 
в S-фазу. При мутациях, приводящих к наруше-
нию функции белка p53, или при увеличении 
концентрации продукта гена CDK6 (из-за уве-
личения копийности в данном случае), блокады 
клеточного цикла не происходит, что приводит 
к появлению мутантных клеток, большая часть 
из которых нежизнеспособна, другая  — дает на-
чало злокачественным клеткам.

KDM6а участвует в регуляции клеточного 
метаболизма, за счет деметилирования остат-
ков лизина в гистонах, в частности H3K27, что 
снижает уровень или полностью снимает ре-
прессию генов, в том числе ассоциированных 
c сигнальным путем p53 [17]. Соответственно, 
наблюдаемое снижение копийности гена KDM6А 
приводит к нарушению нормального процесса 
деметилирования, и часть генов, которые в нор-
ме были бы активны остаются репресированны-
ми, например, р53. 

Ген NOTCH1 кодирует трансмембранный бе-
лок, входящий в семейство Notch. Белки семей-
ства Notch регулируют реализацию программ 
дифференцировки, пролиферации и апоптоза. 
NOTCH1 участвует в ангиогенезе; отрицательно 
регулирует пролиферацию и миграцию эндоте-
лиальных клеток и ангиогенное прорастание.

Notch-зависимые сигнальные пути регулиру-
ют пролиферацию, апоптоз, дифференцировку, 
индукцию неоангиогенеза, метастазирование, 
изменение свойств стромальных фибробластов, 
формирование преметастатических ниш и т. д. 
По-видимому, активация сигнального пути Notch 
может отвечать и за приобретение стромальными 
клетками, в частности опухоль-ассоциированны-
ми фибробластами, способности стимулировать 
рост и инвазию многих опухолей эпителиального 
происхождения. Принимая во внимание, с одной 
стороны, роль сигнального пути Notch в этих 
процессах, а с другой  — его активное участие в 
коммуникации различных типов клеток и поддер-
жании так называемых преметастатических ниш, 
можно предположить, что этот сигнальный ка-
скад проявляет как опухоль-промотирующую, так 
и опухоль-супрессирующую активность, причем 
в пределах одной и той же опухоли, в зависимо-
сти от состояния клетки и ее микроокружения. 
Способность сигнального пути Notch выступать 
в качестве онкогена или проявлять свойства опу-
холевого супрессора зависит не только от гисто-
генетического типа экспрессирующих его клеток, 
но и от их микроокружения [19].

До 75% мутаций генов NOTCH при плоско-
клеточных опухолях являются инактивирующи-
ми [20]. однако, биологический эффект SNP в 
гене NOTCH1 (c.1379C>T, замена C на T в 1379 
позиции и c.1451G>T замена G на T в 1451 по-
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зиции) не описан [21], при помощи PolyPhen-2 
v2.2 показана высокая их патогенность и по-
вреждающий эффект на функцию белка.

транскрипционный фактор ZNF750 участву-
ет в дифференцировке эпидермиса на терми-
нальной стадии  — активирует экспрессию ге-
нов поздней эпидермальной дифференцировки, 
связывается с промотором гена KLF4 и спо-
собствует повышению его экспрессии. ZNF750 
контролирует эпителиальный гомеостаз, регу-
лируя гены эпидермальной дифференцировки, 
что подчеркивает роль его патогенных мутаций 
в развитии ПрП. Показано, что ZNF750 часто 
мутирован и слабо экспрессируется в человече-
ских плоскоклеточных опухолях пищевода, что 
в свою очередь связывают с плохой выживае-
мостью пациентов. Кроме того, ZNF750 эффек-
тивно подавляет миграцию клеток, напрямую 
ингибируя активацию LAMC2. таким образом, 
в норме ZNF750 можно охарактеризовать как 
важнейший специфичный для плоскоклеточного 
опухолевый супрессор[22]. 

По данным PolyPhen-2 v2.2 SNP в гене 
ZNF750 (c.414C>A и c.1621G>A) обладают раз-
ным эффектом на функцию соответствующего 
белка. так ZNF750 (c.414C>A) является нон-
сенс мутацией, терминирующей синтез белка 
и элиминирующей его функции. SNP ZNF750 
(c.1621G>A) является миссенс мутацией с ней-
тральным эффектом на функцию белка.

таким образом, при ПрП-2 происходят из-
менения, затрагивающие регуляцию клеточно-
го цикла, ангиогенеза и клеточной миграции 
(рис. 6). наблюдаемые молекулярные изменения 
отличаются от изменений при ПрП-1, хотя и за-
трагивают схожие биологические функции кле-

ток. В молекулярно-генетическом плане, ПрП-2 
является более стабильным и менее агрессив-
ным (кол-во CNV и патогенность SNP) по срав-
нению с ПрП-1, что вероятно и объясняет более 
высокие показатели выживаемости пациентов.

Для ПрП-3 характерно изменение копийности 
гена ATG7 и SNP в генах SMARCA4 (p.Q758*, 
c.2272C>T) и KMT2D (Q5170* , c.15508C>T).

основные функции гена ATG7 были описаны 
ранее. При ПрП-3 так же, как и при ПрП-1, на-
блюдается снижение копийности данного гена, 
что ассоциировано с нарушением убиквитин-за-
висимого внутриклеточного протеолиза.

SNP Q758* и Q5170* в генах SMARCA4 и 
KMT2D соответственно являются онкогенными 
мутациями, вызывают потерю функции соответ-
ствующих белков [23]. 

Кодируемый SMARCA4 (ATP-dependent 
chromatin remodeler, BRG1) белок является ча-
стью большого атФ-зависимого комплекса ре-
моделирования хроматина SWI/SNF, который 
необходим для активации транскрипции ре-
прессированных генов. Кроме того, этот белок 
может связывать BRCA1 и регулировать экс-
прессию онкогенного белка CD44. В опухолях 
BRG1 (SMARCA4) является наиболее часто му-
тирующей атФазой ремоделирующей хроматин 
[24]. мутации происходят в высоко консерватив-
ных последовательностях атФазы, например, в 
ДнК-связывающем участке. Эти мутации изме-
няют регуляторную функцию белка [25]. также 
показано, что SMARCA4 взаимодействует с опу-
холевым супрессором р53 и необходим для ак-
тивации р53-опосредованной транскрипции [26].

KMT2D (Histone-lysine N-methyltransferase 2D) 
является основной монометилтрансферазой ги-

рис. 6. Сеть генетических взаимодействий при ПрП: 1) ПрП-1 (слева), 2) общие сигнальные пути для ПрП-1, ПрП-2 и ПрП-3 (справа)
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стона H3K4 и необходим для дифференцировки 
клеток и эмбрионального развития [27]. он игра-
ет критическую роль в регуляции судьбы клетки 
(деления или апоптоза), метаболизма и подавле-
ния роста опухоли [28]. мутации в KMT2D свя-
заны с различными формами рака [29].

KMT2C и KMT2D вместе с NCOA6 действу-
ют как соактиваторы р53, и необходимы для 
эндогенной экспрессии р53 в ответ на агент, 
повреждающий ДнК [30]. нокаут KMT2D у 
мышей отрицательно влияет на экспрессию ге-
нов-супрессоров опухолей TNFAIP3, SOCS3 и 
TNFRSF14 [31]. И наоборот, дефицит KMT2D 
в некоторых опухолевых клеточных линиях при-
водит к снижению пролиферации [32]. таким 
образом, KMT2D может оказывать различное 
влияние на развитие опухоли в разных типах 
клеток и при разных условиях. 

Сочетание данных молекулярных изменений, 
нарушающих нормальное функционирование 
опухолевых супрессоров, очевидно является 
причиной наихудших показателей выживаемо-
сти пациентов при подтипе ПрП-3.

Заключение

Проведенный молекулярно-генетический ана-
лиз выявил у больных ПрП популяции Юга 
россии SNP (NFE2L2 (c.85G>A), NOTCH1 
(c.1379C>T), NOTCH1 (c.1451G>T), ZNF750 
(c.414C>A), ZNF750 (c.1621G>A), SMARCA4 
(c.2272C>T), KMT2D (c.15508C>T) и CNV (CUL3, 
ATG7, SOX2, TP63, YAP1, VGLL4, CDK6, KDM6А) 
генов, описанные ранее для популяций Восточной 
европы, Канады и Сша. на основании диффе-
ренциальных отличий по SNP и CNV этих генов 
было верифицировано 3 молекулярно-генетиче-
ских подтипа плоскоклеточного рака пищевода: 
ПрП-1 был установлен у 31.5%, ПрП-2 у 66.1% 
и ПрП-3 у 2.4% больных. При этом у больных 
рП с молекулярно-генетическим подтипом ПрП-2 
установлены более высокие показатели выжива-
емости по сравнению с ПрП-1 и ПрП-3. разли-
чие выживаемости между тремя группами было 
статистически значимым (р=0,00001). таким об-
разом, определение молекулярно-генетического 
подтипа ПрП является перспективным для про-
гноза течения данного заболевания.
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Dependence of overall and relapse-free patients 
survival from molecular genetic subtype of 

esophageal squamous cell cancer
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Esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) is a group 
of heterogeneous tumors with a different prognosis. In recent 
years, various molecular signatures of ESCC have been iden-
tified, which are different in different populations. The aim 
of the study was the molecular typing of ESCC patients in 
southern Russia and the assessment of patient survival, taking 
into account the identified tumor molecular genetic subtype. 
The material for the study was the sections of FFPE-blocks 
of 124 patients with ESCC. Tumor and non-tumor esophagus 
cells isolation was carried out by laser microdissection with 
contactless capture. 248 DNA samples were extracted from the 
cells by the phenol-chloroform method. For molecular typing 
of ESCC, the relative copy number variation (CNV) of 8 genes 
(CUL3, ATG7, SOX2, TP63, YAP1, VGLL4, CDK6, KDM6A) 
was determined by Real-Time qPCR and 7 single nucleo-
tide polymorphisms (SNP) (NFE2L2 (c.85G> A), NOTCH1 
( c.1379C> T), NOTCH1 (c.1451G> T), ZNF750 (c.414C> 
A), ZNF750 (c.1621G> A), SMARCA4 (p.Q758 *, c.2272C> 
T), KMT2D ( Q5170 *, c.15508C> T)) were determined by 
the method of Sanger direct sequencing. During the study, 
in ESCC patients of the Southern Russia population identi-
fied SNP in genes NFE2L2, NOTCH1, SMARCA4, KMT2D 
and CNV of genes CUL3, ATG7, SOX2, TP63, YAP1, VGLL4, 
CDK6 and KDM6A, earlier described for populations of East-
ern Europe, Canada and the USA. Three molecular genetic 
subtypes of ESCC were verified, based on the differences in 
SNP and CNV of these genes: ESCC1 was verified in 31.5%, 
ESCC2 in 66.1%, and ESCC3 in 2.4% of patients. At the same 
time, higher survival rates were established in ESCC patients 
with the molecular genetic subtype ESCC2, as compared with 
ESCC1 and ESCC3. Differences in survival between the three 
groups were statistically significant (p = 0.00001). Thus, the 
determination of the molecular genetic subtype of ESCC is an 
important approach to improve the prediction of the course of 
this disease and the possibility of adjusting the appropriate 
therapy.

Key words: esophageal squamous cell carcinoma; molecu-
lar genetic subtype; gene copy number variation; single nucleo-
tide polymorphisms; laser microdissection; survival


