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Введение. В настоящее время большое внимание уде-
ляется изучению биологических особенностей опухоли 
желудка. Аутофагия является универсальным клеточным 
процессом, связанным с адаптацией опухоли к изменяю-
щимся условиям, и влияет на эффективность проводимого 
лечения.

Цель. Изучение содержания белков LC3B, Beclin-1, 
ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 в ткани опухоли 
желудка в зависимости от клинико-морфологических осо-
бенностей злокачественного процесса, а также влияние их 
содержания на исход заболевания, сроки до прогрессиро-
вания.

Материалы и методы. В исследовании участвовали 22 
больных операбельным раком желудка (РЖ), которым было 
проведено комбинированное лечение, включающее предо-
перационную полихимиотерапию по схеме FLOT с после-
дующим хирургическим вмешательством. Содержание бел-
ков LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 
в опухоли оценивали с помощью метода Вестерн Блоттинг.

Результаты. В результате проведенного исследования 
выявлено повышение содержания Beclin-1, ATG7, ATG16L 
по мере роста размера первичной опухоли и появления 
регионарных метастазов, что связано с активацией ау-
тофагии в ходе прогрессирования опухолевого процесса. 
Отмечено, что в случае положительного HER2-статуса на-
блюдалось повышение содержания LC3B, ATG7, ATG5L в 
2,8; 1,3 и 1,2 раза соответственно, по сравнению с HER2-
негативными опухолями. При этом в случае положитель-
ного PD-L1-статуса отмечен рост содержания LC3B в 2,4 
раза, по сравнению с опухолями с негативным статусом.

В случае прогрессирования заболевания наблюдался 
рост содержания ATG12, ATG5L ATG16L в 1,3; 1,2 и 2,0 
раза соответственно, по сравнению с таковым у больных 

Introduction. Much attention is currently being paid to 
studying the biological characteristics of a gastric tumor. Au-
tophagy is a universal cellular process that is associated with 
tumor adaptation to changing conditions and affects the ef-
ficacy of treatment.

Aim. To study the content of LC3B, Beclin-1, ATG12, 
ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 proteins in gastric tumor tis-
sue in relation to clinical and morphological features of the 
malignant process, as well as the effect of their content on the 
outcome of the disease, time to progression.

Material and Methods. The study involved 22 patients 
with operable gastric cancer (GC) who underwent combined 
treatment, including preoperative polychemotherapy accord-
ing to the FLOT scheme followed by surgery. The content of 
LC3B, Beclin 1, ATG12, ATG7, ATG5, ATG16L, AG3 proteins 
in the tumor was evaluated by western blotting analysis.

Results. The study showed that the content of Beclin-1, 
ATG7 and ATG16L increases with the size of the primary 
tumor and the appearance of regional metastases, which is 
associated with the activation of autophagy during tumor 
progression. It was noted that LC3B, ATG7 and ATG5L were 
2.8-, 1.3- and 1.2-fold increased in HER2-positive tumors 
compared to HER2-negative tumors, respectively. In PD-L1-
positive cancers, a 2.4-fold increase in LC3B content was 
observed compared to tumors with negative status. In pa-
tients with progression, ATG12, ATG5L and ATG16L were 
increased 1.3, 1.2 and 2.0-fold, respectively, compared to 
patients without progression. The fatal outcome resulted in 
a 1.8-fold increase in ATG16L content compared to patients 
with a favorable disease outcome. There was an association 
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без прогрессирования. При развитии смертельного исхода 
заболевания отмечено повышение содержания ATG16L в 
1,8 раза, по сравнению с больными с благоприятным исхо-
дом опухолевого процесса. Кроме того, отмечена ассоциа-
ция с содержанием индуктора Beclin-1, который повышался 
в 1,4 раза у больных со стабилизацией опухолевого про-
цесса, по сравнению с больными, у которых зафиксирован 
частичный ответ опухоли.

Заключение. Таким образом, выявлены ассоциации 
между ростом содержания белков Beclin-1, ATG7, ATG16L 
с размером первичной опухоли и поражением регионарных 
лимфатических узлов. Показана зависимость между акти-
вацией аутофагией и молекулярными характеристиками 
опухоли. Полученные данные свидетельствуют о значимой 
роли аутофагии в процессах онкогенеза при раке желудка, 
что определяет не только биологические и молекулярные 
особенности опухоли, но также оказывают влияние на эф-
фективность проводимого лечения.

Ключевые слова: рак желудка; аутофагия; HER2; PD-
L1; прогрессирование; исход заболевания
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with the 1.4-fold increase in Beclin-1 content in patients 
with stabilization compared to patients with partial tumor 
regression.

Conclusion. Thus, we found associations between the in-
crease of Beclin-1, ATG7, ATG16L proteins with primary tu-
mor size and regional lymph node involvement. A correlation 
between autophagy activation and molecular characteristics of 
the tumor has been shown. The data obtained indicate that 
autophagy plays an important role in the oncogenic processes 
of gastric cancer. This ‘self-digestion’ determines the biological 
and molecular characteristics of the tumor and influences the 
efficacy of the treatment.

Keywords: gastric cancer; autophagy; HER2; PD-L1; pro-
gression; outcome of the disease
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Введение

Рак желудка (РЖ) остается значимой про-
блемой современной онкологии [1]. Известно о 
возрастании количества больных с распростра-
ненными формами заболевания [2]. Показано, 
что эффективность лечения данной категории 
пациентов остается невысокой [3].

В настоящее время большое внимание при-
даётся изучению биологических особенностей 
опухоли желудка [4]. Аутофагия является уни-
версальным клеточным процессом, связанным 
с адаптацией опухоли к изменяющимся ус-
ловиям [5]. Полагают, что активация данно-
го процесса сопровождается развитием рези-
стентности [6].

Лечение больных операбельным РЖ связано 
с развитием схем периоперационной терапии с 
определением значимых онкогенных факторов, 
т. к. HER2 и PD-L1 [7, 8]. Однако значимых 
маркеров, способных предсказать эффектив-
ность лечения, до сих пор не выявлено. Из-
вестно, что инфицирование H. pylory влияет 
на адаптационные возможности организма, в 
частности, сопровождается инициацией аутофа-
гии [9, 10]. Известно, что аутофагия способна 
влиять на уровень экспрессии PD-L1 лигандов 
и PD-1 рецепторов в опухоли желудка [11], в 
частности, при блокировании аутофагии увели-
чивается содержание PD-L1 белков в трансфор-
мированной ткани. Процесс аутофагии начина-
ется с активации фактора Beclin-1, который 

участвует в формировании аутофагосомы при 
участии комплексов ATG12, ATG7, ATG5L, 
ATG16L, ATG3 и белка LC3B [12]. Показана 
прогностическая роль белков, ассоциированных 
с аутофагией, у больных с РЖ [13, 14], кото-
рые также могут представлять перспективные 
мишени для противоопухолевой терапии [15]. 
Показано влияние аутофагии в процессе онко-
генеза, а также на развитие резистентности к 
противоопухолевой терапии за счет влияния на 
ингибирование ATG12- и ATG7 ассоциирован-
ную аутофагию [16, 17]. Широко признанный 
канонический подход подразумевает изменение 
активности компонентов внутриклеточного сиг-
налинга, например, MAPK, AKT/mTOR и др. 
[18, 19]. Кроме того, полагают, что изменение 
чувствительности к 5-фторурацилу возможно 
за счет модификации процессов аутофагии [20]. 
В целом выявленные факты показывают вклад 
аутофагии в процессы онкогенеза, а также 
представляют значимые мишени для противо-
опухолевой терапии [21]. Литературные данные 
свидетельствуют о противоречивых аспектах 
вклада аутофагии в развитии РЖ, эффективно-
сти терапии. Цель проведенного исследования 
заключалась в изучении содержания белков 
LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, 
ATG3 в ткани опухоли желудка в зависимости 
от клинико-морфологических особенностей 
злокачественного процесса, а также влияние 
их содержания на исход заболевания, сроки до 
прогрессирования.
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Материалы и методы

В исследовании участвовало 22 больных опе-
рабельным РЖ, которым было проведено ком-
бинированное лечение, включающее предопе-
рационную химиотерапию по схеме FLOT. При 
положительном PD-L1-статусе дополнительно 
назначался пембролизумаб в стандартном режи-
ме введения; при позитивном HER2-статусе — 
трастузумаб с последующим хирургическим 
лечением. До начала лечения больные были 
разделены на группы в зависимости от размера 
первичной опухоли (стадия T2 зафиксирована у 
4 пациентов, T3 — 16 чел., T4 — 2 чел.) и на-
личия пораженных лимфатических узлов (ста-
дия N0 отмечена у 4 пациентов, N1 — у 14 
больных, N2 — у 4 пациентов). Положительный 
HER2-статус опухоли отмечен у 4 больных, PD-
L1 положительный статус — у 4 больных. У 12 
больных отмечен частичный ответ после про-
веденного лечения и у 10 больных — стабили-
зация. Отмечено прогрессирование заболевания 
у 4 больных в течение первых шести месяцев 
после проведенного комбинированного лечения. 
Данное исследования было одобрено этическим 
комитетом НИИ онкологии Томского НИМЦ 
РАН (протокол № 5 от 01 февраля 2021 г.).

Материал исследования. Материалом иссле-
дования служили биопсийные образцы опухо-
левой и неизмененной ткани желудка (ткань, 
находящаяся на расстоянии не менее 1 см от 
границы опухоли), полученные при проведении 
диагностической видеогастроскопии, которые 
в последующем замораживали и хранили при 
-80 °С.

Определение PD-L1 и HER2-статуса опухо-
ли. PD-L1-статус опухоли оценивали с помощью 
метода иммуногистохимии (ИГХ). Положитель-
ный PD-L1-статус опухоли диагностировали в 
случае, когда количество позитивных клеток 
было более 5 (CPS > 5). Пациенты с уровнем 
экспрессии HER2 в опухоли 3+ (методом ИГХ) 
или 2+ (методом ИГХ) и положительном ре-
зультате FISH исследования имели позитивный 
HER2-статус.

Получение гомогенатов. Замороженную ткань 
(100 мг) измельчали в жидком азоте, затем ресу-
спендировали в 300 мкл 50 мМ трис-HCl буфера 
(pH = 7,5), содержащего 2 мМ аденозинтрифос-
фата (АТФ), 5 мМ хлорид магния, 1 мМ ди-
тиотреитола, 1 мМ этилендиаминтетрауксусной 
кислоты (ЭДТА) и 100 мМ хлорид натрия. Гомо-
генат центрифугировали 60 мин. при 10 000 g 
и 4 оС.

Электрофорез. Электрофорез проводили по 
Laemmli в 13 % полиакриламидном геле.

Вестерн-блоттинг. После электрофореза 
полипептиды переносили на PVDF-мембрану 

(Immobylon, Millipore, США). Иммунодетек-
цию выполняли с антителами к белкам, ассо-
циированным с аутофагией (LC3B, Beclin-1, 
ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3), вклю-
ченных в состав набора для изучения аутофагии 
(«Affinity», KHP). Стандартизация проводилась 
относительно β-актина. Результаты выражали в 
процентах от содержания показателей в неизме-
ненной ткани (рисунок). 

Статистическую обработку результатов про-
водили с применением пакета программ Statistica 
12.0. Нормальность проверяли с помощью кри-
терия Колмогорова – Смирнова. Результаты 
определения экспрессии генов представлены как 
медиана (Me) (Q1; Q3). Значимость различий 
независимых параметров в 2 группах оценива-
ли с использованием критерия Манна –Уитни. 
Критерий Краскела – Уоллиса применяли при 
оценке значимости различий более чем в 2 груп-
пах. Различия считали значимыми при р < 0,05. 

Результаты

В результате проведенного исследования вы-
явлено повышение содержания Beclin-1, ATG7, 
ATG16L в зависимости от размера первичной 
опухоли, что связано с активацией в ходе про-
грессирования опухолевого процесса (табл. 1). 
Подобная картина наблюдается при поражении 
регионарных лимфатических узлов и росте ко-
личества пораженных лимфатических узлов: 
происходит увеличение содержания ATG5L, 
ATG16L, ATG3. 

Содержание белков, ассоциированных с аутофагией в ткани рака 
желудка

Autophagy-associated protein content in gastric tumor tissue

ATG 7, 72 KDa

ATG5L, 56KDa, 35 KDa

Beelin, 52 KDa

ATG12, 22 KDa, 12 KDa

ATG 16L, 69 KDa

ATG3, 40 KDa
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Таблица 1. Экспрессия и содержание белков LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 
в ткани опухоли желудка в зависимости от размера опухоли, наличия регионарных метастазов

Table 1. Expression and protein content of LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, and ATG3 
in gastric tumor tissue depending on tumor size, presence of regional metastases

Показатель
Размер первичной опухоли Поражение регионарных лимфоузлов

T2 T3 T4 N0 N1 N2

белок LC3B
55,70 (37,00; 

60,55)
70,00 (20,00; 

119,90)
83,00 (7,72; 

168,00)
32,15 (11,98; 

119,90)
89,03 (60,55; 

168,00)
44,65 (13,51; 

122,50)
Критерий Крускала – Уоллиса, p > 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p > 0,05

белок Beclin-1
95,62 (88,06; 

103,17)
113,57 (90,57; 

141,26)
28,20 (28,20; 

28,20)
108,33 (95,62; 

140,04)
69,60 (57,53; 

111,53)
141,26 (121,74; 

160,78)
Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05

белок ATG12
105,60 (95,23; 

115,96)
86,61 (65,59; 

110,36)
79,81 (79,81; 

79,81)
96,26 (92,53; 

106,62)
79,81 (70,19; 

83,40)
67,54 (11,65; 

123,43)
Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05

белок ATG7
119,21 (92,85; 

145,56)
100,72 (71,62; 

103,25)
109,19 (109,19; 

109,19)
97,89 (83,53; 

124,24)
102,35 (69,04; 

109,19)
101,33 (99,09; 

103,57)
Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05

белок ATG5L
102,29 (96,39; 

108,18)
86,88 (75,08; 

115,02)
88,63 (88,63; 

88,63)
90,12 (82,33; 

102,29)
88,63 (69,34; 

89,91)
115,02 (112,94; 

117,10)
Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05

белок ATG16L
136,60 (110,71; 

162,49)
72,10 (43,24; 

143,84)
101,76 (101,76; 

101,76)
94,96 (58,71; 

136,60)
64,98 (46,33; 

101,76)
145,99 (125,56; 

166,41)
Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05

белок ATG3
95,80 (92,85: 

98,74)
98,91 (84,14; 

121,44)
84,15 (84,15; 

84,15)
97,81 (94,86; 

99,85)
84,15 (80,92; 

87,35)
130,58 (113,40; 

147,76)
Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05 Критерий Крускала – Уоллиса, p < 0,05

Таблица 2. Экспрессия и содержание белков LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 
в ткани опухоли желудка в зависимости от HER2 и PD-L1 статуса опухоли

Table 2. Expression and protein content of LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, and ATG3 
in gastric tumor tissue depending on HER2 and PD-L1 status of the tumor

Показатель
HER2 статус опухоли PD-L1 статус опухоли

негативный позитивный негативный позитивный

белок LC3B 60,55 (20,00; 110,00) 171,50 (11,98; 231,98)* 58,13 (20,00; 110,00) 139,00 (7,72; 175,00)**

белок Beclin-1 103,17 (69,60; 121,74) 112,60 (111,53; 113,66) 103,17 (69,60; 121,74) 112,51 (111,53; 113,48)

белок ATG12 89,82 (70,19; 97,28) 112,56 (111,53; 113,66) 89,82 (70,19; 115,96) 90,34 (83,40; 97,28)

белок ATG7 99,09 (74,20; 103,57) 112,60 (111,53; 113,66)* 99,09 (74,20; 109,19) 102,64 (102,35; 102,92)

белок ATG5L 88,63 (80,82; 108,18) 104,13 (89,91; 118,35)* 96,39 (80,82; 112,94) 86,88 (83,84; 89,91)

белок ATG16L 101,76 (46,33; 125,56) 104,13 (89,91; 118,35) 110,71 (79,21; 162,12) 51,59 (38,20; 64,98)

белок ATG3 96,87 (87,35; 100,95) 105,20 (80,92; 129,48) 98,74 (87,35; 113,40) 88,90 (80,92; 96,87)

* значимость различий по сравнению с больными с отрицательным HER2 статусом опухоли, p < 0,05; ** значимость различий по сравнению с больными с отрицательным 
PD-L1 статусом опухоли, p < 0,05.

К значимым маркерам, связанным с приме-
нением таргетных препаратов, а также иммуно-
терапии относят HER2, PD-L1-статус опухоли 
[7, 8]. В результате проведенного исследования 
отмечено, что в случае положительного HER2-
статуса наблюдалось повышение содержания 
LC3B, ATG7, ATG5L в 2,8; 1,3 и 1,2 раза соответ-
ственно, по сравнению с HER2-отрицательными 
опухолями (табл. 2). При этом при положитель-
ной экспрессии PD-L1 отмечен рост содержания 
LC3B в 2,4 раза, по сравнению с опухолями с 
негативным статусом. 

В случае прогрессирования заболевания на-
блюдался рост содержания ATG12, ATG5L 
ATG16L в 1,3; 1,2 и 2,0 раза соответственно, 
по сравнению с таковым у больных без про-
грессирования (табл. 3). Известно, что высокое 
содержание ATG16L в опухоли желудка связано 
с благоприятным прогнозом течения заболева-
ния [23]. Однако в проведённом исследовании 
показано, что при развитии смертельного исхода 
заболевания отмечено повышение содержания 
ATG16L в 1,8 раза, по сравнению с больными с 
благоприятным исходом опухолевого процесса.
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В табл. 4 представлены данные о связи со-
держания белков, ассоциированных с аутофаги-
ей, в ткани опухоли с эффективностью комби-
нированного лечения. Отмечена ассоциация с 
содержанием индуктора Beclin-1, который повы-
шался в 1,4 раза у больных со стабилизацией, по 
сравнению с больными с частичной регрессией.

Обсуждение

Следовательно, в опухолевой ткани желуд-
ка отмечена активация аутофагии сопряженная 
с ростом размера опухоли и распространением 
патологического процесса. Выявленные факты 
согласуются с ранее проведенными исследова-
ниями, где была показана вовлеченность данно-
го процесса в онкогенез и формирование ответа 
опухоли на лечение [13, 22].

В ранее проведенных исследованиях была 
показана зависимость между положительным 
HER2-статусом опухоли и активацией аутофа-
гии в культуре клеток РЖ [8], что было так-

же подтверждено на клиническом материале. В 
работе X. Wang и соавт. (2019) была показана 
взаимосвязь влияния аутофагии на изменение 
экспрессии белков программированной клеточ-
ной гибели [11]. Подобные факты были также 
подтверждены в данной работе, показана связь 
между позитивным PD-L1-статусом опухоли и 
ростом белка аутофагосом LC3B.

В целом представленные данные свидетель-
ствуют о прогностической роли аутофагии для 
больных РЖ. В частности, наличие прогресси-
рования заболевания, а также развитие смер-
тельного исхода сопровождалось активацией 
аутофагии, что является свидетельством низкой 
эффективности комбинированного лечения у 
данной категории пациентов.

Роль аутофагии в модификации ответа опухо-
ли на лечение представлена во многих исследо-
ваниях [20]. Эти данные способствуют развитию 
представлений об использовании ее белков в ка-
честве мишеней для таргетной терапии, а также 
для формирования групп риска.

Таблица 3. Содержание белков LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 
в ткани опухоли желудка в зависимости прогрессирования и исхода заболевания

Table 3. Protein content of LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, and ATG3 
in gastric tumor tissue according to disease progression and outcome

Показатель
Наличие прогрессирования Исход

Без прогрессирования С прогрессированием Живы Мертвы

белок LC3B 60,55 (19,30; 166,56) 83,00 (24,86; 93,46) 60,55 (19,30; 166,56) 59,16 (24,86; 93,46)

белок Beclin-1 111,53 (69,60; 121,74) 108,42 (103,17; 113,66) 112,51 (69,60; 121,74) 103,17 (103,17; 103,17)

белок ATG12 83,40 (70,19; 97,28) 111,48 (95,23; 127,73)* 86,61 (70,19; 115,96) 95,23 (95,23; 95,23)

белок ATG7 102,35 (74,20; 103,57) 126,57 (92,85; 160,29) 102,64 (74,20; 109,19) 92,85 (92,85; 92,85)

белок ATG5L 88,63 (80,82; 108,18) 107,37 (96,39; 118,35)* 89,27 (80,82; 112,94) 96,39 (96,39; 96,39)

белок ATG16L 79,21 (46,33; 110,71) 162,31 (162,12; 162,49)* 90,49 (46,33; 125,56) 162,49 (162,49; 162,49)**

белок ATG3 96,87 (84,15; 100,95) 111,17 (92,85; 129,48) 92,85 (82,85; 102,85) 97,805 (84,15; 113,40)

* значимость различий, по сравнению с больными без прогрессирования, p < 0,05; ** значимость различий, по сравнению с больными с благоприятным исходом (мертвы), p < 0,05

Таблица 4. Содержание белков LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, ATG3 в ткани 
опухоли желудка и эффективность комбинированного лечения у больных раком желудка

Table 4. Protein content of LC3B, Beclin-1, ATG12, ATG7, ATG5L, ATG16L, and ATG3 in gastric tumor 
tissue and efficacy of combined treatment in gastric cancer patients

Показатель Регрессия Стабилизация

белок LC3B 65,27 (20,00; 175,00) 60,55 (19,30; 119,90)

белок Beclin-1 78,83 (57,53; 111,53) 113,66 (113,48; 121,74)*

белок ATG12 81,60 (70,19; 115,96) 95,23 (89,82; 97,28)

белок ATG7 100,72 (69,04; 109,19) 102,92 (92,85; 103,57)

белок ATG5L 89,27 (69,34; 108,18) 96,39 (83,84; 112,94)

белок ATG16L 83,37 (46,33; 110,71) 125,56 (79,21; 162,12)

белок ATG3 85,75 (80,92; 98,74) 100,95 (96,87; 113,40)

* значимость различий, по сравнению с больными с регрессией опухоли, p < 0,05
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Заключение

Таким образом, выявлены ассоциации меж-
ду ростом содержания белков Beclin-1, ATG7, 
ATG16L, размером первичной опухоли и пора-
жением регионарных лимфатических узлов. По-
казана зависимость между активацией аутофагии 
и молекулярными характеристиками опухоли. 
В частности, положительный HER2 и PD-L1-
статус были связаны с повышением содержания 
белка аутофагосом LC3B, а также ATG7, ATG5L. 
Зафиксированы ассоциации между содержанием 
изучаемых белков, развитием прогрессирования 
заболевания и его смертельным исходом. Пока-
зано, что ответ опухоли на проведенное лечение 
сопряжен с высоким уровнем белка Beclin-1. 
Выявленные факты свидетельствуют о значимой 
роли аутофагии в процессах онкогенеза при РЖ, 
что определяет не только биологические, моле-
кулярные особенности опухоли, но и эффектив-
ность проводимой терапии.
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