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Рак желудка (РЖ) характеризуется агрессивным течением и является одной из ведущих причин смерти от онкологических 
заболеваний. Стандартные схемы лечения не всегда эффективны при этом заболевании, поэтому разработка новых подходов 
терапии и поиск предиктивных маркеров представляется актуальной научной задачей. Перспективными терапевтическими 
мишенями при злокачественных новообразованиях являются иммунные контрольные точки (ИКТ). Для понимания патогенеза и 
оптимизации терапии активно исследуется вклад ИКТ в процессы опухолевой прогрессии. В данном исследовании на выборке 
пациентов с микросателлитно стабильным фенотипом опухоли РЖ были изучены уровни экспрессии генов ИКТ и их коэкспрессия 
с генами, вовлеченными в эпителиально-мезенхимальный переход. Проведена оценка ассоциации экспрессии этих генов 
с клиническими характеристиками РЖ. Показано, что для низкодифференцированных опухолей характерно понижение 
экспрессии генов CD276 и PVR (p<0,05). Также обнаружено, что развитие метастазов ассоциировано с повышением уровня 
экспрессии гена TDO2. В случае неметастатического РЖ была выявлена корреляционная связь между уровнями экспрессии 
генов CD44 и CD276. В группе метастатического РЖ корреляционная связь уровней экспрессии выявлена между генами ADAM17, 
PVR, CD276 и генами CD44, SNAI1. Полученные данные дополняют представление о молекулярно-генетических механизмах, 
регулирующих прогрессию опухоли, и могут внести вклад в разработку новых терапевтических подходов, предполагающих 
совместное ингибирование генов, коэкспрессия которых является особенностью данной нозологии.
Ключевые слова: ген, экспрессия, рак желудка, иммунные контрольные точки, эпителиально-мезенхимальный переход, 
микросателлитная нестабильность.
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Gastric cancer (GC) is an aggressive tumor that is one of the leading causes of death from cancer. Treatment regimens are not often 
effective for this disease, so the development of new approaches to therapy and the search for predictive markers seems to be an urgent 
scientific task. Immune checkpoints (ICs) are promising therapeutic targets for malignant neoplasms. To understand the pathogenesis 
and optimize therapy, the role of ICs in tumor progression is being actively studied. In this study, IC gene expression levels and their 
co-expression with epithelial-mesenchymal transition-related genes were examined in a sample of patients with a microsatellite stable 
GC tumor phenotype. The association of the expression of these genes with the clinical characteristics of GC was assessed. It was found 
that the expression of the CD276 and PVR genes was reduced in low-differentiated tumors (p < 0.05). The development of metastases 
is associated with an increased level of TDO2 gene expression. In non-metastatic GC, a correlation was found between the expression 
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levels of the CD44 and CD276 genes. In metastatic GC, a correlation of expression levels was found between the ADAM17, PVR, CD276 
genes and the CD44, SNAI1 genes. The findings add to the understanding of the molecular genetic mechanisms that regulate tumor 
progression and may contribute to the development of new therapeutic approaches involving mutual inhibition of genes.
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Введение

Рак желудка (РЖ) является одним из наиболее рас-
пространенных видов рака, занимает 5-е место 
по заболеваемости и 4-е место по смертности в 

мире [1]. В России за 2021 г. было выявлено более 
32 тыс. случаев РЖ [2]. Стандартом терапии РЖ явля-
ются комбинации производных платины с фторпири-
мидином, такие как XELOX (оксалиплатин и капеци-
табин) и mFOLFOX6 (оксалиплатин, кальция фоли-
нат и 5-фторурацил)  [3]. Однако у значительной части 
пациентов эти терапевтические схемы являются недо-
статочно эффективными. Поэтому разработка новых 
подходов терапии и поиск предиктивных маркеров 
представляется актуальной научной задачей. 

Существует несколько классификаций РЖ, в том 
числе построенных с учетом молекулярно-генетиче-
ских особенностей опухоли, в частности, предложен-
ные консорциумами The Cancer Genome Atlas (TCGA) 
и Asian Cancer Research Group (ACRG) [4,5]. В обеих 
молекулярно-генетических классификациях выделя-
ют РЖ с микросателлитно стабильным и микросател-
литно нестабильным фенотипом. Микросателлитная 
нестабильность используется в клинической практи-
ке как предиктивный маркер, наличие которого явля-
ется показанием для назначения иммунотерапии [6].

Ингибиторы иммунных контрольных точек (ИКТ) 
рассматриваются как одно из наиболее перспективных 
направлений в лекарственной терапии онкологических 
заболеваний. В основе этой терапии лежит блокирова-
ние ИКТ моноклональными антителами, что препят-
ствует ускользанию опухоли от иммунного ответа. Ши-
рокое распространение получили моноклональные ан-
титела против таких ИКТ, как PD-1 (пембролизумаб, 
ниволумаб, цемиплимаб), PD-L1 (атезолизумаб, аве-
лумаб, дурвалумаб) и CTLA-4 (ипилимумаб, тремели-
мумаб). Необходимо отметить, что данный тип тера-
пии более эффективен у когорты пациентов с микроса-
теллитно нестабильным фенотипом  опухоли. Согласно 

имеющимся данным, доля таких пациентов с РЖ со-
ставляет от 10 до 22% [7].

В настоящее время активно исследуется вклад ИКТ 
в процессы опухолевой прогрессии. В частности, име-
ются данные о связи ИКТ с механизмами, регулирую-
щими эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) 
и метастазирование при разных типах рака. Так, при ге-
патоцеллюлярной карциноме повышенная экспрессия 
CD276 значительно коррелировала с метастазировани-
ем. В опухолевых клетках с нокдауном CD276 экспрес-
сия E-кадгерина повышалась, в то время как экспрессия 
N-кадгерина и виментина подавлялась [8]. В экспери-
ментах на клеточных линиях почечно-клеточного рака 
и плоскоклеточного рака головы и шеи было показано, 
что при сверхэкспрессии PD-L1 наблюдалось подавле-
ние экспрессии эпителиальных маркеров наряду с акти-
вацией мезенхимальных маркеров [9, 10]. При РЖ бы-
ло показано, что ЭМП приводит к повышению уровня 
экспрессии PD-L1 [11]. Однако сведения о вовлечен-
ности генов ИКТ в процесс метастазирования опухо-
ли при РЖ еще требуют уточнений. В данном исследо-
вании на выборке пациентов с РЖ с микросателлитно 
стабильным фенотипом опухоли были изучены уров-
ни экспрессии генов ИКТ и их коэкспрессия с генами, 
вовлеченными в ЭМП. Проведена оценка ассоциации 
экспрессии этих генов с клиническими характеристи-
ками РЖ. Полученные данные дополняют представле-
ние о молекулярно-генетических механизмах, регули-
рующих прогрессию опухоли и могут оказаться полез-
ными при разработке новых подходов терапии.

Методы

Образцы
Образцы РЖ (норма/опухоль) были получены 

в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Мин-
здрава России. Гистопатологическую характеристику 
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образцов тканей желудка проводили согласно реко-
мендациям 8-го издания классификации AJCC. В вы-
борку были включены образцы ткани от 51 пациента, 
среди них 25 мужчин и 26 женщин. Средний возраст 
пациентов на момент постановки диагноза – 63,2 года. 
Распределение в выборке по стадиям: стадия I – 6 че-
ловек, стадия II –16 человек, стадия III – 15 человек, 
стадия IV – 14 человек. Исследование проведено в со-
ответствии с Хельсинкской декларацией и одобрено 
Комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ «Ме-
дико-генетический научный центр имени академика 
Н.П. Бочкова» (протокол № 7/4 от 9 ноября 2020 г.). 
Все пациенты подписали информированное согласие.

Анализ микросателлитной  
нестабильности
ДНК выделяли из образцов опухолевой и нормаль-

ной ткани желудка с использованием набора QIAamp 
Fast DNA Tissue Kit (Qiagen, США) в соответствии с ре-
комендациями производителя. Количество и качество 
ДНК оценивали спектрофотометрически. ПЦР про-
водили общепринятым методом. В ходе реакции ам-
плифицировали мононуклеотидные микросателлит-
ные локусы BAT-25, BAT-26, NR21, NR24 и NR27, 
согласно существующему протоколу [12]. Анализ про-
дуктов ПЦР осуществляли с использованием прибо-
ра 3500xL Genetic Analyzer (Applied Вiosystems, США). 
Данные анализировали при помощи программного 
обеспечения (ПО) GeneMapper (Applied Вiosystems, 
США). Интерпретацию результатов фрагментного ана-
лиза проводили согласно рекомендациям ESMO [13].

Анализ экспрессии генов
РНК выделяли с использованием набора RNeasy 

Mini Kit (Qiagen, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Количество и качество РНК 
оценивали с помощью спектрофотометрии и элек-
трофоретического разделения в агарозном геле. Реак-
цию обратной транскрипции осуществляли с исполь-
зованием набора MMLV RT (Евроген, Россия). Флуо-
ресцентный сигнал при проведении ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-РВ) регистрировали с использованием 
прибора QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, США). Реакционную смесь для ПЦР гото-
вили на основе набора реактивов qPCRmix-HS SYBR + 
HighROX Master Mix (Евроген, Россия).

В 51 паре образцов РЖ (опухоль/норма) изуча-
ли экспрессию генов ADAM17, PVR, TDO2, CD274, 
CD276, CEACAM1, IDO1, LGALS3, LGALS9, HHLA2, 
CD44, SNAI1, ZEB1, ZEB2, CDH1. Ген GAPDH исполь-

зовали в качестве эндогенного контроля. Относитель-
ный уровень экспрессии мРНК каждого гена рассчи-
тывали в опухолевых тканях по отношению к нормаль-
ной ткани желудка с помощью ПО QuantStudio Design 
and Analysis (Applied Biosystems, США) методом ΔΔCt 
(RQ). Последовательности праймеров для каждого гена 
и размер ампликонов перечислены в табл. 1.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных осуществляли 

с использованием ПО Statistica 10.0 и MedCalc. Группы 
сравнивали между собой, основываясь на критериях 
Манна-Уитни и Краскела-Уоллиса. Для всех видов 
анализа статистически значимыми считались разли-
чия при уровне p < 0,05. 

Результаты

Для исследования были отобраны образцы ткани 
51 пациента. Характеристики образцов представлены 
в табл. 2. В результате гистопатологического анализа 
все образцы были классифицированы как аденокарци-
нома. В 49% случаев наблюдали низкую степень диф-
ференцировки клеток опухоли. Метастазы в лимфати-
ческие узлы имели место в 65% случаев, отдаленные – 
в 27% случаев. У большинства пациентов опухоль была 
локализована в теле желудка.

С целью уточнения молекулярно-генетиче-
ских характеристик образцов ткани опухоли в ана-
лизируемой выборке было проведено тестирова-
ние на наличие микросателлитной нестабильности. 
В 48 (94%) случаях микросателлитная нестабиль-
ность отсутствовала. Как отмечалось выше, для па-
циентов с микросателлитно стабильным фенотипом 
опухоли частота объективного ответа при назначе-
нии иммунотерапевтических препаратов на основе 
моноклональных антител против ИКТ значительно 
ниже, чем у пациентов с микросателлитно неста-
бильном фенотипом опухоли. Для понимания па-
тогенеза и оптимизации терапевтических подходов 
при лечении РЖ у пациентов с микросателлитно ста-
бильным фенотипом опухоли нами была предприня-
та попытка выявить особенности экспрессии генов, 
обеспечивающих иммунотолерантность и прогрес-
сию опухоли. Изучена экспрессия генов ИКТ и их 
коэкспрессия с генами ЭМП. 

В анализируемой выборке микросателлитно ста-
бильных опухолей РЖ были исследованы уровни экс-
прессии следующих генов ИКТ: ADAM17, PVR, TDO2, 
CD274, CD276, CEACAM1, IDO1, LGALS3, LGALS9, 
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HHLA2. Показано, что для низкодифференцированных 
опухолей характерно достоверное понижение экспрес-
сии генов CD276 и PVR (p < 0,05). Также обнаружено, 
что развитие метастазов ассоциировано с повышени-
ем уровня экспрессии гена TDO2 (рисунок), вовлечен-
ного в метаболизм триптофана, что не противоречит 
результатам других исследований [14].

Исследование корреляционных связей между экс-
прессией генов ИКТ и генов CD44, SNAI1, ZEB1, ZEB2, 
CDH1, вовлеченных в ЭМП, показало наличие связи 
между экспрессией генов ИКТ ADAM17, PVR, CD276 
и генами CD44, SNAI1 (табл. 3). На следующем этапе 
анализа коэкспрессию генов ИКТ и ЭМП оценивали 
при неметастатическом и метастатическом РЖ. 

Таблица 1. Последовательности праймеров для ПЦР-РВ.

Table 1. Primer sequences for real-time PCR.

Ген Направление Последовательность (5’→3’) Длина продукта (п.н.)

GAPDH
Forward GGCTGCTTTTAACTCTGG

190
Reverse GGAGGGATCTCGCTCC

ADAM17
Forward GCTTGGATCTTGGCAAGTGT

150
Reverse CATCGACATAGGGCACACAG

IDO1
Forward CCAGCTATCAGACGGTCTG

228
Reverse CGGACTGAGGGATTTGACTC

CD274
Forward GTGCCGACTACAAGCGAATT

104
Reverse TGTCAGTTCATGTTCAGAGGTG

PVR
Forward CTACACCTGCCTGTTCGTCA

186
Reverse TCTGAGTGCCAGGTGATTTG

TDO2
Forward TCCTCAGGCTATCACTACCTGC

110
Reverse ATCTTCGGTATCCAGTGTCGG

CD276
Forward GGCTGTCTGTCTGTCTCATTG

176
Reverse TCCATCATCTTCTTTGCTGTCA

LGALS9
Forward GATGAGAATGCTGTGGTCCG

260
Reverse GAAGCCGCCTATGTCTGCA

CEACAM1
Forward TCTACCCTGAACTTTGAAGCCCA

150
Reverse TGAGAGACTTGAAATACATCAGCACTG

HHLA2
Forward AGTGGTGCTAAAGGTGGGAGTT

154
Reverse CATGTTGTTTTCAGAGATAGGTGTGT

LGALS3
Forward GGCCACTGATTGTGCCTTAT

154
Reverse AAGCGTGGGTTAAAGTGGAAG

СD44
Forward GCCTTGGCTTTGATTCTTGC

152
Reverse ATTTCCTGAGACTTGCTGGC

SNAI1
Forward GCTGCAGGACTCTAATCCAGA

84
Reverse ATCTCCGGAGGTGGGATG

ZEB1
Forward GCCAACAGACCAGACAGTGTT

95
Reverse TTTCTTGCCCTTCCTTTCTG

ZEB2
Forward CAAGAGGCGCAAACAAGC

128
Reverse GGTTGGCAATACCGTCATCC

CDH1
Forward CGGACGATGATGTGAACACC

213
Reverse TTGCTGTTGTGCTTAACCCC
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Таблица 2. Гистопатологические характеристики образцов РЖ.

Table 2. Histopathological characteristics of GC samples.

Характеристика Количество пациентов

Локализация опухоли
Кардиальный отдел 10
Тело 25
Антральный отдел 16

Степень дифференцировки
опухоли

Высокая/умеренная 26
Низкая 25

Тип по классификации Lauren
Кишечный 29
Диффузный 22

 Наличие микросателлитной нестабильности
MSS 48
MSI-H 3

Глубина инвазии опухоли (T)
1-2 9
3-4 42

Наличие метастазов в лимфатических узлах (N)
0 18
1 17
2-3 16

Наличие отдаленных метастазов (M)
M0 37
M1 14

Примечание: MSS – отсутствие микросателлитной нестабильности, MSI-H – наличие микросателлитной нестабильности в ≥ 2 локусах.

Рисунок. Изменение экспрессии генов ИКТ при метастазировании. 

* – значимые различия (p = 0,017; критерий Краскела-Уоллиса).

Figure. Changes in IC gene expression during metastasis

* – significant differences (p = 0,017; Kruskal–Wallis test).
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В случае неметастатического РЖ была выявлена 
корреляционная связь между уровнями экспрессии 
только одной пары генов: CD44 – CD276 (табл. 4). Оба 
гена являются трансмембранными белками, обеспе-
чивающими выживаемость опухолевой клетки в ходе 
прогрессии. Полученные данные позволяют предполо-
жить, что экспрессия этих генов регулируется общи-
ми механизмами и может являться одной из причин 
уклонения опухоли от иммунного надзора на ранних 
стадиях. По имеющимся на сегодняшний день сведе-
ниям, ассоциация между экспрессией CD44 и CD276 
была показана при глиоме [15]. Для РЖ полученная ас-
социация выявлена впервые.

В группе метастатического РЖ корреляционная 
связь между уровнями экспрессии обнаружена для 
значительно большего количества генов (табл. 5). Так 
же, как и при неметастатическом РЖ, наблюдалась 
коэкспрессия генов CD44 и CD276, что, скорее все-
го, можно рассматривать как молекулярно-генети-
ческую особенность данной нозологии. Кроме это-
го, были выявлены связи между уровнями экспрессии 
CD44 и экспрессией генов ADAM17 и PVR. Также при 
метастатическом РЖ выявлена корреляционная связь 
между экспрессией гена транскрипционного ядерно-
го фактора SNAI1 и генами ADAM17, PVR и CD276, что 
не противоречит результатам, полученным на образ-

Таблица 3. Результаты корреляционного анализа экспрессии генов ИКТ и ЭМП при микросателлитно стабильном РЖ.

Table 3. Correlation of IC and EMT gene expression in microsatellite stable  GC.

CD44 SNAI1 ZEB1 ZEB2 CDH1

ADAM17 0,54* 0,52* 0,31 0,34 0,46

IDO1 0,15 0,25 0,34 0,36 -0,00

CD274 0,17 0,39 0,31 0,37 0,12

PVR 0,51* 0,55* 0,35 0,29 0,45

TDO2 0,06 0,31 0,32 0,12 -0,02

CD276 0,61* 0,45* 0,28 0,27 0,24

LGALS9 0,17 0,40 0,25 0,22 0,39

CEACAM1 -0,39 -0,13 0,01 -0,08 -0,23

HHLA2 0,12 -0,09 -0,07 0,01 0,31

LGALS3 0,27 0,15 0,12 0,23 0,42

Примечание: * - значимые коэффициенты корреляции по Спирмену (p < 0,01)

Таблица 4. Результаты корреляционного анализа экспрессии генов ИКТ и ЭМП при неметастатическом РЖ.

Table 4. Correlation of IC and epithelial-mesenchymal transition gene expression in non-metastatic GC.

CD44 SNAI1 ZEB1 ZEB2 CDH1

ADAM17 0,63 0,29 0,29 0,23 0,52

IDO1 0,21 0,64 0,55 0,62 -0,28

CD274 0,46 0,32 0,34 0,35 -0,12

PVR 0,62 0,57 0,39 0,34 0,38

TDO2 -0,32 0,04 0,35 0,19 -0,14

CD276 0,66* 0,38 0,26 0,24 0,38

LGALS9 0,06 0,20 -0,01 0,12 0,24

CEACAM1 -0,45 -0,00 -0,12 -0,16 -0,10

HHLA2 0,13 0,05 -0,11 -0,18 0,18

LGALS3 0,36 0,17 0,35 0,31 0,33

Примечание: * - значимые коэффициенты корреляции по Спирмену (p < 0,01)
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цах других типов рака и клеточных линиях. В рабо-
те на клеточных линиях РЖ было показано, что нок-
даун гена ADAM17 приводил к подавлению уровней 
экспрессии мезенхимальных маркеров, в том числе 
Snail, и наоборот, гиперэкспрессия ADAM17 приво-
дила к повышению уровней экспрессии этих марке-
ров [16]. При гепатоцеллюлярной карциноме сниже-
ние экспрессии ADAM17 приводило к подавлению 
ЭМП [17]. В экспериментах на клеточных линиях ра-
ка молочной железы было показано, что повышен-
ный уровень экспрессии CD155 был связан с мезен-
химальным фенотипом клеток [18].

Обнаруженная в данной работе ассоциация генов 
ИКТ и ЭМП при РЖ не была описана ранее. Получен-
ные результаты могут внести вклад в разработку новых 
терапевтических подходов, предполагающих совмест-
ное ингибирование генов, коэкспрессия которых яв-
ляется особенностью данной нозологии.

Выводы

В данном исследовании на выборке пациентов 
с РЖ с микросателлитно стабильным фенотипом впер-
вые обнаружена корреляционная связь между уровня-
ми экспрессии генов ADAM17, PVR, CD276 и генами 
CD44 и SNAI1, ассоциированными с ЭМП. Для осталь-
ных генов такая связь не была выявлена. Полученные 
сведения могут оказаться полезными при разработ-
ке новых подходов терапии, а также создания прогно-
стических моделей, основанных на молекулярно-гене-
тическом тестировании. Продолжение исследований 

в данной области позволит значительно расширить на-
ши представления о молекулярных механизмах, регу-
лирующих прогрессию РЖ.
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