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Аденокарцинома толстой кишки, по дан-
ным литературы, в 10-20% случаев связана 
с микросателлитной нестабильностью, кото-
рая может наблюдаться как в спорадических 
раках, так и в наследственном неполипозном 
раке толстой кишки. при собственном анали-
зе 196 случаев аденокарцином толстой кишки 
пациентов микросателлитная нестабильность 
(MSI-H) была выявлена только у 1,5% па-
циентов. последующий прицельный выбор 
больных с подозрением на наследственный 
синдром линча позволил отобрать еще 17 
пациентов с микросателлитной нестабильно-
стью. У них был выполнен анализ генов си-
стемы репарации неспаренных нуклеотидов 
Днк. исследование показало, что иммуноги-
стохимическое окрашивание MSH2, MSH6, 
MLH1, PMS2 позволяет эффективно прово-
дить предварительный скрининг синдрома 
линча, однако неспособно разделить случаи 
спорадического и наследственного MSI-H 
рака толстой кишки. 
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наследственный неполипозный рак толстой 
кишки (синдром Линча) впервые был описан 
A.S. Warthin и соавт. [29] как первично-множе-
ственный рак толстой кишки (ртК), эндометрия 
и желудка с тенденцией к проявлению у ближай-
ших родственников. Причиной синдрома Линча 
является наследственная мутация одного из ге-
нов, отвечающих за репарацию неспаренных ну-
клеотидов ДнК: MLH1 (mutL, гомолог 1), MSH2 
(mutS, гомолог 2), MSH6 (mutS, гомолог 6), 
PMS2 (post-meiotic recombination 2) [13,19,26]. 
опухоли подобных пациентов характеризуются 
нестабильностью коротких нуклеотидных по-
второв  — микросателлитов [8]. Большинство 
микросателлитных последовательностей генома 
располагаются в некодирующих областях ге-
нома, и их мутация не приводит к каким-либо 
последствиям. однако в ряде генов микросател-

литы находятся в экзонах и их мутация может 
привести к злокачественной трансформации. 
Это трансформирующий фактор роста бета тип 
2 [16], инсулино-подобный фактор роста, тип 2 
[24], регуляторы клеточного цикла [28] и апоп-
тоза [22]. мутации в генах системы репарации 
неспаренных нуклеотидов ДнК наследуются по 
аутосомно-доминантному типу, таким образом, 
важной задачей является выявление таких па-
циентов с целью предупреждения развития син-
хронных раков, а кроме того более тщательное 
наблюдение в отношении здоровых носителей 
мутаций, у которых еще синдром Линча не про-
явился клинически. 

Материал и методика

В исследование были включены две группы пациен-
тов. 1-ая – 212 случаев аденокарциномы толстой кишки 
(ртК), которые находились на лечении в нии онкологии 
им. н.н. Петрова (С.-Петербург) в 2005-2006 гг. Данная 
группа больных исследовалась на микросателлитную не-
стабильность с целью выявления её частоты при ртК. Вто-
рая группа пациентов из 17 человек выбрана в результате 
анализа 1500 историй болезни пациентов с аденокарцино-
мой толстой кишки, возраст которых не превышал 60 лет, 
а семейный анамнез онкологических заболеваний включал 
Линч-ассоциированные новообразования  — опухоли эндо-
метрия, желудка, почки, яичника и кожи [26]. Парафиновые 
блоки для иммуногистохимического исследования оказа-
лись доступными у 10 больных.

Выделение ДнК осуществлялось по методике, опи-
санной в более ранних работах [27]. Последовательности 
праймеров для выявления микросателлитной нестабильно-
сти были получены из публикаций [1,6,15,18,25]. опухоль 
считалась MSI–негативной, когда все 3 маркера из основ-
ной панели (BAT26, BAT25 и BAT40) не выявляли измене-
ний. Для подтверждения статуса MSI-H использовались 3 
дополнительных праймера (CAT25, NR22 и NR27). 

Выполнение иммуногистохимического исследование 
проводилось по стандартному протоколу: срезы с парафи-
новых блоков наносились на поли-L-лизиновые стекла с 
последующей инкубацией их в термостате при температуре 
35-37оС с целью плотного их прикрепления. Затем прово-
дилась депарафинизация материала в ксилоле, отмывка в 
96% и 70% этиловых спиртах, дистиллированной воде с 
последующей демаскировкой антигенов при температуре 
96 оС в буфере Antigen Retrieval Solution (DAKO) pH9,0. 
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Последовательно выполнялись ингибирование эндогенной 
пероксидазы 3% перекисью водорода, инкубация первых 
антител к MSH2, MSH6, PMS2, MLH1, выявление связы-
вания антиген-антитело при помощи системы визуализации 
Dako EnVision и диаминобензидином в качестве хромогена. 
Докрашивание ядер проводили гематоксилином майера.

результаты

При исследовании первой группы пациен-
тов, состоящей из 196 лиц с ртК, микросател-
литная нестабильность была выявлена лишь у 
3 больных (1,5%). В 12 опухолях наблюдалось 
изменение длины фрагмента по одному из мар-
керов основной панели (1: BAT25; 11: BAT40), 
однако, использование дополнительной панели 
маркеров (CAT25, NR22, NR27) не подтвердило 
статуса MSI-H. По данным литературы, MSI-H 
встречается в 10-15% спорадических ртК [4, 5, 
12]. так при проспективном исследовании 257 
случаев колоректального рака в клинике Mayo 
Clinic с использованием иммуногистохимии к 
4 основным маркерам (MSH2, MSH6, MLH1, 
PMS2) и ПЦр с 6 динуклеотидными маркерами, 
20% случаев показали микросателлитную неста-
бильность [14]. В основном в данных случаях 
MSI-H была связана с потерей экспрессии MLH1 
вследствие гиперметилирования. В дополнение 
в 2% случаев были выявлены мутации MLH1 
и 1%  — MSH2. однако в литературе имеются 
данные о различии встречаемости MSI-H в ртК 
различных этнических групп [10].

Помимо этого, в исследование были вклю-
чены пациенты с клиническими признаками 
синдрома Линча. Для выявления таких боль-
ных было просмотрено 1500 историй болезни 
пациентов с аденокарциномой толстой кишки. 
В результате этого были отобраны 17 пациентов, 
у родственников которых были выявлены опухо-
ли, наиболее часто встречаемые при синдроме 
Линча (табл. 1). 

Таблица 1.
Исследование MSI, генов MMR (ИГХ и ПЦР) у пациентов с 

клиническими признаками синдрома Линча

Всего ИГХ не-
гатив 
MLH1/
PMS2

ИГХ не-
гатив
MSH2/
MSH6

Экспрес-
сия всех 
генов MMR

MSI-H 12 (71%) 3 (60%) 3 (100%) 1 (50%)

MSI-L 3 (18%) 2 (40%) 0 1 (50%)

Нет MSI 2 (11%) 0 0 0

Мутация 
гена MMR

10 (63%) 4 (80%) 2 (66%) 0

Гены MMR 
дикого 
типа

6 (37%) 1 (20%) 1 (33%) 2 (100%)

Всего 17 (100%) 5 (50%) 3 (30%) 2 (20%)

Как видно из табл. 1 в двух случаях с со-
хранной экспрессией MSH2,6, MLH1, PMS2 
гены MMR были дикого типа (рис. 1а). В боль-

шинстве случаев выпадение экспрессии (рис. 
1б) сопровождалось мутацией соответствующих 
генов, однако в 2-х случаях MMR гены также 
были дикого типа.

Рис. 1. Иммуногистохимическое исследование MSH6, MLH1 в 
аденокарциноме толстой кишки. а) Интенсивная ядерная реакция 

на MSH6 в клетках аденокарциномы, б) Выпадение экспрессии 
MLH1 в аденокарциноме (верхняя часть фотографии) в сравнении 
с сохранной ядерной реакцией в нормальной слизистой оболочке 

(нижняя часть снимка), Х 200.

По данным N.M. Lindor и соавт. [14] при про-
ведении аналогичного исследования с использо-
ванием иммуногистохимии и ПЦр для исследо-
вания MSI и MMR потеря экспрессии MSH2 и 
MLH1 в 100% случаев сопровождается микро-
сателлитной нестабильностью высокой степе-
ни. В наших же исследованиях была выявлена 
аденокарцинома толстой кишки с негативной 
иммуногистохимической реакцией на PMS2 и 
MLH1, в которой микросателлитная нестабиль-
ность была низкой. С другой стороны автор 
допускает возможность сохранения экспрессии 
генов MSH2, PMS2, MLH1, MSH6 при микро-
сателлитной нестабильности высокой степени (у 
нас также имеется одно наблюдение с данным 
противоречием). Правда, при детальном его ис-
следовании видна фокальная потеря экспрессии 
MSH2 и MSH6 генов (рис. 2).
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Рис. 2. Иммуногистохимическое исследование MSH2.  
Потеря экспрессии в части опухолевых клеток (ядра, окрашенные 

синим цветом), Х 400

В 2002–2003 годах было доложено, что му-
тация V600E в BRAF гене связана с микроса-
теллитной нестабильностью в опухоли [2, 14, 
17]. мутация BRAF (V600E) часто выявляется 
в спорадических колоректальных раках с гипер-
метилированным MLH1, но не бывает при на-
следуемом неполипозном колоректальном раке 
(синдроме Линча) [21]. BRAF (V600E) мутация 
не выявлялась в 4/4 MSI-H клеточных линиях 
с мутацией MLH1 и в 20/20 MSI-H аденокар-
цином толстой кишки с синдромом Линча [3]. 
исходя из этих данных, а также результатов дру-
гих исследований [4, 5, 11], авторы делают вы-
вод об эффективности использования мутации 
BRAF(V600E) для разделения случаев аденокар-
циномы толстой кишки с MSI на спорадические 
и наследуемые (синдром Линча).

В наших 17-и случаях с выявленной микро-
сателлитной нестабильностью мутация BRAF 
(V600E) не выявлялась. из них в 6-и случаях 
гены MMR были дикого типа с сохранной экс-
прессией MSH2, MSH6, MLH1, PMS2 в 2-х на-
блюдениях (табл. 1, в 2-х случаях материал для 
иГх был недоступен).

использование иммуногистохимии для иссле-
дования системы репарации неспаренных нукле-
отидов имеет свои особенности и ограничения. 
В основном мутация MMR генов сопровожда-
ется деградацией соответствующего белка и от-
рицательной иммуногистохимической реакцией. 
иммуногистохимия однако не способна диффе-
ренцировать между белком с миссенс-мутацией 
и диким типом белка. около 30% случаев му-
таций в MLH1 носят характер миссенс, которые 
приводят к потере его функции, но сохраняют 
антигенные свойства [20]. однако MMR проте-
ины функционируют в виде гетеродимеров [9]. 
MSH2 димеризуется с MSH6, образуя функци-
ональный комплекс MutSα38, а MLH1 диме-

ризуется с PMS2, формируя MutLα [7]. MLH1 
облигатный партнер PMS2, соответственно на-
рушение структуры MLH1 приводит к разруше-
нию димера и потери экспрессии второго белка. 
однако мутации PMS2 и MSH6 не обязательно 
приводят к деградации их партнеров, потому что 
MLH1 и MSH2 могут альтернативно связываться 
с MSH3, MLH3, и PMS1. тем не менее, иммуно-
гистохимическое исследование PMS2 позволяет 
выявлять миссенс мутации MLH1 даже в усло-
виях его антигенной сохранности [23]. 

таким образом, исследование микросателлит-
ной нестабильности и экспрессии генов системы 
репарации неспаренных нуклеотидов (MSH2, 
MSH6, MLH1, PMS2) при аденокарциноме 
толстой кишки позволяет выявлять неполипоз-
ный наследуемый рак толстой кишки (синдром 
Линча), а следовательно, способствует ранней 
диагностике и увеличению выживаемости па-
циентов и их родственников. иммуногистохи-
мическое исследование MSH2, MSH6, MLH1, 
PMS2 позволяет проводить скрининг синдрома 
Линча c высокой чувствительностью, превыша-
ющей 95%, однако неспособно разделить случаи 
спорадического рака с микросателлитной неста-
бильностью и наследуемого неполипозного рака 
толстой кишки. Кроме того, позитивная реакция 
при иммуногистохимическом исследовании не 
позволяет полностью исключить микросателлит-
ную нестабильность в спорадических случаях. 

работа поддержана грантом рФФи 12-04-
0035.
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Adenocarcinoma of the colon in 10-20% is associated with 
microsatellite instability, which can occur both in sporadic 
cancers and in hereditary nonpolyposis colon cancer. Our 
analysis of 195 cases of adenocarcinoma of the colon showed 
that microsatellite instability (MSI-H) was found only in 1.5% 
of patients. Subsequent choice of patients with suspected 
hereditary Lynch syndrome led to the identification of additional 
17 patients with microsatellite instability. They passed an 
analysis of genes of repair system of unpaired nucleotides of 
DNA. The study showed that immunohistochemical staining 
of MSH2, MSH6, MLH1, PMS2 could effectively conduct a 
preliminary screening of the Lynch syndrome but was unable 
to divide cases of sporadic and hereditary MSI-H colon cancer.
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