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Введение. Правильная репликация генома важна для нормального клеточного деления как гарантия неизменности передачи гене-
тической информации. ДНК-репликация является строго регулируемым и синхронизированным процессом, нарушения в котором 
могут приводить к возникновению мутаций. Нарушения во времени ДНК-репликации влияют на экспрессию генов, вызывают 
изменения в эпигенетических модификациях и влияют на увеличение частоты структурных перестроек, что приводит к неста-
бильности генома. Нарушения во времени репликации (асинхронная репликация) часто сопровождают развитие рака.
Цель исследования – изучение встречаемости лимфоцитов периферической крови с асинхронной репликацией генов AURKA и TP53 
у больных раком желудка и больных с полинеоплазиями.
Материалы и методы. Асинхронность репликации генов AURKA и TP53 определяли методом флуоресцентной in situ гибридизации 
(FISH) в лимфоцитах периферической крови. Интерфазный FISH-анализ был выполнен у 37 здоровых доноров, 19 больных с не-
опухолевой патологией желудочно-кишечного тракта, 68 больных солитарным раком желудка и 39 пациентов с полинеоплазия-
ми, т. е. с раком желудка и второй синхронной или метахронной опухолью.
Результаты. Доля лимфоцитов с асинхронной репликацией гена AURKA составила 19,8 ± 0,5 % для контрольной группы, 24,7 ± 0,4 % 
для группы с неопухолевой патологией, 32,5 ± 0,5 % для группы больных раком желудка и 39,5 ± 0,6 % для группы с полинеопла-
зиями; для гена TP53 – 17,3 ± 0,5; 19,5 ± 0,7; 26,1 ± 0,7 и 32,5 ± 0,6 % соответственно. Различия между всеми обследованными 
группами были статистически значимы по обоим исследованным генам (p <0,01). Больные раком желудка с метастазами имели 
бόльшую долю лимфоцитов с асинхронной репликацией гена AURKA, чем пациенты без метастазов (34,4 ± 1,0 % против 31,7 ± 0,6; 
p = 0,02).
Заключение. Высокий уровень лимфоцитов с асинхронной репликацией у онкологических больных может быть потенциальным 
маркером второй опухоли или возможного метастатического процесса, в том числе и на начальном уровне.

Ключевые слова: рак желудка, полинеоплазия, асинхронная репликация, ген AURKA, ген TP53, интерфазная флуоресцентная in 
situ гибридизация
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Asynchronous replication of AURKA and TP53 genes in gastric cancer patients and patients with multiple tumors

V. V. Tsepenko, G. F. Mikhailova, T. G. Shkavrova, E. V. Goloub, G. O. Rukhadze, V. Yu. Skoropad
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Background. The correct genome replication is essential for normal cell division to guarantee that genetic information comes changeless 
through the next cells generations. DNA replication is a strictly regulated and synchronous process and its disturbances could result to muta-
tions appearances. Aberrant time of DNA replication affects on gene expression causes changes of epigenetic modifications and influences on 
increasing the structural rearrangements leading to enhanced genome disbalance. Replication time failure as asynchronous replication is 
common for cancerogeneses.
The objective of our study was the assessment of asynchronous replication levels in patients with gastric cancer and patients with multiple tu-
mors.
Materials and methods. Fluorescence in situ hybridization (FISH) was used for the asynchronous replication of AURKA and TP53 genes 
analyses. Interphase FISH on lymphocytes of peripheral blood of 37 healthy donors, 19 patients with non-cancer gastrointestinal patholo-
gies, 68 patients with solitary gastric cancer and 39 patients with multiple tumors having gastric cancer and other second synchronous or 
metachronous tumor was carried out.
Results. Values of lymphocytes with asynchronous replication for AURKA were 19.8 ± 0.5 % for control group, 24.7 ± 0.4 % for non-cancer 
patients, 32.5 ± 0.5 % for gastric cancer patients, 39.5 ± 0.6 % for patients with multiple tumors and 17.3 ± 0.5, 19.5 ± 0.7, 26.1 ± 0.7 and 
32.5 ± 0.6 % for TP53 respectively. Differences between cell populations of examined groups had statistical significance with p <0.01 for 
both studied gene. Also there was statistical difference between gastric cancer patients having distant metastases and gastric cancer patients 
without metastases for AURKA (34.4 ± 1.0 % vs. 31.7 ± 0.6 %; p = 0.02).

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

https://core.ac.uk/display/230396187?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
2

, 
2

0
1

9

43ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Введение
Одна из характеристик злокачественной трансфор-

мации – неконтролируемый клеточный рост, причиной 
которого часто является накопление генетических на-
рушений, вызванных повышенным мутагенезом и не-
стабильностью генома [1]. Поэтому правильная репли-
кация генома важна для нормального клеточного 
деления как гарантия, что генетическая информация 
в неизменном виде перейдет в следующее клеточное 
поколение. ДНК-репликация является строго регу-
лируемым процессом, в результате которого большая 
часть гомологичных локусов в геноме реплицирует 
в одно время, т. е. синхронно. Нарушения времени ре-
пликации могут приводить к раскоординации процес-
са и репликационному стрессу, т. е. к замедлению, за-
миранию или остановке репликационной вилки, что, 
в свою очередь, приводит к возникновению мутаций 
[2]. Нарушения во времени ДНК-репликации влияют 
на экспрессию генов, вызывают изменения в эпигене-
тических модификациях и влияют на увеличение ча-
стоты структурных перестроек. Это, в свою очередь, 
приводит к повышенной дестабилизации генома [3–5].

Результаты многочисленных исследований указы-
вают на то, что нарушения во времени репликации – 
асинхронная репликация – часто сопровождают раз-
витие рака. В случае солидных опухолей нарушение 
синхронности репликации может наблюдаться не толь-
ко в клетках опухолевой ткани, но и в нормальных 
клетках, например в лимфоцитах периферической 
крови [6].

Рак желудка (РЖ) занимает одну из лидирующих 
позиций в структуре смертности от онкологических 
заболеваний в мире и в частности в России [7]. Миро-
вые тенденции, направленные на раннее выявление 
и диагностику заболевания, позволяют улучшить эф-
фективность лечения и увеличить долговременную 
выживаемость. Другая сторона такой эффективности – 
повышающийся риск появления вторых опухолей. 
Приблизительно у 5–7 % пациентов с РЖ развивают-
ся вторые синхронные или метахронные опухоли [8–
10]. Поэтому важно выявлять пациентов, имеющих 
тенденцию к образованию вторых опухолей, которым 
требуются более тщательное наблюдение в последую-
щий после лечения период [8]. Наличие дополнитель-
ных факторов, позволяющих формировать группы 
риска, будет полезным для клинической практики. 
В этом случае оценка уровня лимфоцитов с асинхрон-
ной репликацией (ЛАР) может быть полезна, предо-
ставляя дополнительную информацию о нестабильно-
сти генома.

Цель исследования – изучение встречаемости в пе-
риферической крови ЛАР генов AURKA и TP53 у боль-
ных солитарным РЖ и больных с полинеоплазиями.

Материалы и методы
Группа обследованных лиц. В исследование были 

включены больные с неопухолевой патологией желу-
дочно-кишечного тракта (ЖКТ), больные солитарным 
РЖ и больные с полинеоплазиями.

В контрольную группу вошли 37 клинически здо-
ровых доноров (21 мужчина и 16 женщин) в возрасте 
21–70 лет (средний возраст 34 года). В группу больных 
с неопухолевой патологией были включены 19 человек 
(7 мужчин и 12 женщин) в возрасте 24–77 лет (средний 
возраст 51 год) со следующими диагнозами: желчно-
каменная болезнь, холецистит, язва желудка, хрони-
ческий панкреатит, гастрит. В группу больных соли-
тарным РЖ были включены 68 человек (42 мужчины 
и 26 женщин) в возрасте 34–82 лет (средний возраст 
62 года). В группу больных с полинеоплазиями были 
включены 39 человек (22 мужчины и 17 женщин) в воз-
расте 48–85 лет (средний возраст 68 лет), имевшие РЖ 
и вторые синхронные или метахронные опухоли; ста-
дия заболевания варьировала от IA до IV.

Исследованные гены. Протоонкоген AURKA распо-
ложен в локусе 20q13.2. Вырабатываемый этим геном 
белок AuroraA из семейства тирозинкиназ играет кри-
тическую роль в регуляции митотических событий, 
таких как сборка веретена деления, функционирование 
центросом и цитоскелета, а также процесса цитокине-
за. В дополнение он играет ключевую роль в передаче 
сигналов от поврежденной ДНК к разнообразным эф-
фекторам, включая сигнальный путь p53 / TP53 и ча-
стично сигнальные пути, критические для онкогенной 
трансформации клеток. Сверхэкспрессия AuroraA по-
давляет экспрессию BRCA1 / 2, ATR / CHK1, p53, RAD51 
и ряда других, тем самым инактивируя сигнальный 
путь АТМ, при этом не происходит полноценной ак-
тивации чекпойнтов и остановки клеточного цикла 
в фазах G1, S или G2. В свою очередь, это приводит 
к нарушениям реакций клетки на повреждения ДНК, 
что в том числе может выражаться в химио- и радио-
резистентности опухолевых клеток [11].

Ген-супрессор TP53 расположен в локусе 17p13.1. 
Кодируемый им белок p53 отвечает за реакцию на раз-
нообразные клеточные стрессы, такие как повреждение 
ДНК, активация онкогенов, гипоксия, оксидативный 
стресс, вирусная инфекция, гипо- и гипертермия. Воз-
действуя на гены-мишени, связанные с TP53, p53 ин-
дуцирует защитные механизмы, такие как остановка 

Conclusion. High lymphocytes with asynchronous replication level in oncological patients could serve as potential marker of second tumor or 
possible metastatic process including the earliest stage of it.

Key words: gastric cancer, multiple tumor, asynchronous replication, AURKA, TP53, interphase fluorescence in situ hybridization
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patients and patients with multiple tumors. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(2):42–7.
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клеточного цикла, апоптоз, старение, ДНК-репарация 
или изменения метаболизма. Нарушение корректного 
функционирования гена TP53 ведет к нарушению экс-
прессии белка p53. Мутации в гене TP53 наблюдаются 
при многих онкологических заболеваниях, включая 
наследственные формы рака. В настоящее время об-
щепризнано, что функциональная недостаточность 
гена TP53 приводит к дестабилизации генома и воз-
никновению рака [12].

Метод интерфазной флуоресцентной in situ гибриди-
зации (I-FISH) на лимфоцитах периферической крови. 
Образцы венозной крови (4–6 мл) забирали с помощью 
вакуумной системы, содержащей Li-гепарин в концен-
трации 12–30 МЕ на 1 мл крови. Цельную кровь разбав-
ляли (1:9) теплым (+37 ºC) раствором KCl (550 мг / 110 мл) 
и помещали в термостат (+37 ºC) на 30 мин. Затем про-
водили фиксацию клеток в смеси метанол / уксусная 
кислота (3:1). Клеточную суспензию (20–30 мкл) на-
носили на предварительно замороженные очищенные 
предметные стекла. В работе были использованы ком-
мерческие наборы ДНК-зондов фирм Vysis (США) 
и Kreatech (Нидерланды) для генов AURKA и TP53. 
Пред- и постгибридизационные отмывки проводили 
в соответствии с инструкцией производителя. Для де-
натурации и гибридизации использовали гибридайзер 
Thermobritе (StatSpin, США).

Анализ и статистическая обработка. Анализ препа-
ратов выполняли независимо двумя исследователями 
на флуоресцентном микроскопе AxioImager A-2 (Carl 
Zeiss, Германия) с набором фильтров DAPI, Orange / 
 Green, Gold (Vysis, США). Для каждого образца крови 
анализировали 300–900 интерфазных клеток с четки-
ми сигналами (рис. 1).

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью стандартных методов статистического анализа 
с использованием Microsoft Office Excel (2003). Полу-
ченные данные были объединены в вариационные 
ряды, для которых рассчитывали среднее арифмети-
ческое, стандартное отклонение, стандартную ошибку 

среднего. Во всех исследованных группах распределения 
показателей были близки к нормальным. Cовокупности 
были однородными. Оценку достоверности различий 
среднегрупповых показателей проводили по двусто-
роннему t-критерию Стьюдента с поправкой Бонфер-
рони. Различия считали статистически значимыми 
при p <0,05.

Результаты
Асинхронная репликация в контрольной группе и груп-

пе больных с неопухолевой патологией. В качестве конт-
роля в исследование были взяты образцы крови кли-
нически здоровых доноров, было проанализировано 
11 604 клетки для гена AURKA и 11 810 клеток для гена 
TP53. Доля ЛАР в группе варьировала от 13,7 до 23,8 % 
для гена AURKA и от 11,7 до 23,1 % для гена TP53. Средне-
групповой показатель доли ЛАР гена AURKA составил 
19,8 ± 0,5 % (σ = 2,8), гена TP53 – 17,3 ± 0,5 % (σ = 2,8). 
Сравнение среднегрупповых величин исследованных 
генов показало, что различие между ними было стати-
стически значимо (p = 7,2 × 10–4): уровень ЛАР для ге-
на AURKA был выше, чем для гена TP53.

В группе больных с неопухолевой патологией бы-
ло проанализировано 5776 клеток для гена AURKA 
и 5680 клеток для гена TP53. Доля ЛАР гена AURKA 
варьировала от 21,2 до 27,7 % и в среднем по группе 
составила 24,7 ± 0,4 % (σ = 1,9). Для гена TP53 доля 
ЛАР варьировала от 13,0 до 25,3 % и в среднем по груп-
пе составила 19,5 ± 0,7 % (σ = 3). Как и в контрольной 
группе, различие между среднегрупповыми показате-
лями доли ЛАР исследованных генов было статисти-
чески значимо (p = 10–4): доля ЛАР гена AURKA была 
выше доли ЛАР гена TP53. Кроме этого, среднегруп-
повой показатель ЛАР в группе больных с неопухоле-
вой патологией был выше, чем в контрольной группе 
для обоих исследованных генов (p =10–4 и p = 0,01 со-
ответственно).

Асинхронная репликация исследованных генов у боль-
ных солитарным РЖ. В группе больных солитарным 

Рис. 1. Статус репликации гена AURKA: а – лимфоцит периферической крови с еще не реплицированной ДНК, видны 2 одиночных сигнала (SS-
клетка); б – лимфоцит периферической крови с реплицированной ДНК, видны 2 двойных сигнала (DD-клетка); в – лимфоцит периферической 
крови с асинхронной репликацией, виден 1 одиночный и 1 двойной сигнал (SD-клетка)
Fig. 1. DNA replication status of gene AURKA: а – peripheral blood lymphocyte with non replicated DNA shown two single signals (SS cell); б – lymphocyte 
with replicated DNA shown two double signals (DD cell); в – lymphocyte with asynchronous replication shown one single and one double signal (SD cell)

а б в
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РЖ было проанализировано 21 365 клеток для гена 
AURKA и 20 071 клетка для гена TP53. Доля ЛАР гена 
AURKA колебалась от 22,0 до 42,0 %, гена TP53 – от 18,3 
до 38,9 %. Среднегрупповой уровень ЛАР гена AURKA 
составил 32,5 ± 0,5 % (σ = 4,2), гена TP53 – 26,1 ± 0,5 % 
(σ = 4,1). Доля ЛАР гена AURKA была выше, чем тако-
вая гена TP53 (p = 10–4). Также наблюдались статисти-
чески значимые различия между среднегрупповыми 
показателями ЛАР у больных солитарным РЖ, больных 
с неопухолевыми патологиями и в контрольной груп-
пе для обоих исследованных генов. Доля ЛАР гена 
AURKA в группе больных солитарным РЖ была выше 
доли ЛАР как в контрольной группе (p = 10–4) с высо-
ким уровнем значимости, так и у больных с неопухо-
левой патологией (p = 10–4). Аналогичные результаты 
были получены и для гена TP53 (p = 10–4).

В группе больных РЖ была выделена подгруппа 
(n = 16) с клинически установленным наличием мета-
стазов. Данная подгруппа имела среднегрупповой по-
казатель доли ЛАР гена AURKA (34,4 ± 1,0 %; σ = 3,8) 
выше, чем в подгруппе (n = 52) больных РЖ без мета-
стазов (31,7 ± 0,6 %; σ = 4,2). Это превышение было 
статистически значимо (p = 0,024). Для гена TP53 раз-
личий в подгруппах не наблюдалось (p = 0,488).

Асинхронная репликация исследованных генов 
у больных с полинеоплазиями. В группе больных с по-
линеоплазиями было проанализировано 11 804 клетки 
для гена AURKA и 11 396 клеток для гена TP53. Доля 
ЛАР колебалась от 31,3 до 45,6 % для гена AURKA 
и от 21,0 до 44,4 % для гена TP53. Среднегрупповой 
показатель ЛАР гена AURKA составил 39,5 ± 0,6 %  
(σ = 3,8), гена TP53 – 32,5 ± 0,6 % (σ = 3,9). Доля ЛАР 
гена AURKA была выше, чем доля ЛАР гена TP53 (p = 10–4). 
Статистический анализ показал, что среднегрупповые 
показатели ЛАР обоих исследованных генов были зна-
чимо (p = 10–4) выше по сравнению с таковыми в кон-
трольной группе, группе больных с неопухолевой па-
тологией ЖКТ и группе больных солитарным РЖ.

Обсуждение
Анализ данных литературы [6] продемонстрировал, 

что исследования доли ЛАР генов TP53, RB1, AML1, 
C-MYC, HER-2 / neu, проведенные у больных с солид-
ными опухолями, такими как рак предстательной же-
лезы, почечно-клеточная карцинома, рак молочной 
железы, а также сравнение с долей ЛАР этих генов 
у здоровых лиц показали, что контрольные группы 
характеризуются уровнем ЛАР, не превышающим 20 %, 
в то время как больные с солидными опухолями де-
монстрируют уровни ЛАР, превышающие 30 %. Кроме 
этого, больные с так называемыми предраковыми за-
болеваниями, такими как нейрофиброматоз 1-го типа, 
цирроз печени или полицитемия, также имеют более 
высокую долю ЛАР по сравнению со здоровыми до-
норами, но этот уровень остается значимо ниже, чем 
у онкологических больных. Полученные нами данные 
хорошо согласуются с результатами работ других 

исследователей. В нашем исследовании доля ЛАР генов 
AURKA и TP53 была самой низкой в контрольной груп-
пе, повышена в группе больных с неопухолевой пато-
логией ЖКТ и значительно повышена в группах боль-
ных солитарным РЖ и больных с полинеоплазиями 
(рис. 2). Кроме этого, группа пациентов с 2 опухолями 
и более имела статистически значимое (p <0,01) пре-
вышение доли ЛАР по обоим исследованным генам 
по сравнению с группой пациентов, имеющих одну 
опухоль. В группе больных с полинеоплазиями мы 
не наблюдали различий в уровнях ЛАР у больных с ме-
тахронными и синхронными опухолями. Следует от-
метить, что больные с множественными опухолями 
имели высокие уровни ЛАР даже в случаях большого 
промежутка времени между появлением первой и вто-
рой опухоли (10 лет и более). Также больные солитар-
ным РЖ с отдаленными метастазами имели более вы-
сокий уровень ЛАР гена AURKA, чем больные без 
метастазов.

Вероятно, высокие уровни нарушения синхрон-
ности репликации в лимфоцитах периферической 
крови являются отражением процессов, приводящих 
к геномной нестабильности в организме онкологиче-
ских больных, проявляющихся в виде либо второй 
опухоли, либо метастазирования. В нашем исследова-
нии статистически значимые различия между подгруп-
пами с метастазами и без метастазов наблюдались для 
гена AURKA, являющегося протоонкогеном, в то время 
как для гена-супрессора TP53 этих различий не отме-
чалось.

Известно, что AuroraA имеет высокие уровни экс-
прессии при различных солидных раках, таких как рак 
молочной железы, яичников, прямой кишки, РЖ [13]. 
Авторами показано, что высокие уровни экспрессии 
связаны с низкой выживаемостью и плохим прогнозом. 
Кроме этого, сверхэкспрессия AuroraA считается ран-
ним критическим событием при развитии инвазивных 
форм рака молочной железы. В настоящее время связь 
нарушений во времени репликации с канцерогенезом 
остается до конца не изученной. Однако известно, 
что отдельные онкогены могут оказывать влияние 
на время репликации. Например, ген C-MYC вовлечен 
в процесс репликации, и нарушение его работы может 
приводить к преждевременной инициации точек на-
чала репликации, тем самым приводя к обширным 
изменениям в программе времени репликации [2].

Таким образом, можно предположить, что оценка 
уровня асинхронности репликации протоонкогенов 
может быть информативна, особенно на ранних этапах 
канцерогенеза. Мы предполагаем, что высокий уровень 
ЛАР у онкологических больных может быть потенци-
альным маркером второй опухоли или возможного 
метастатического процесса, в том числе на начальном 
этапе. Данное предположение требует подтверждения 
проведением динамического наблюдения онкологи-
ческих больных после лечения. Также не вызывает 
сомнения, что больные РЖ, особенно молодого 
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Рис. 2. Среднегрупповые показатели (M ± m) доли лимфоцитов с асинхронной репликацией генов AURKA (а) и TP53 (б) в обследованных группах. 
К – контрольная группа здоровых доноров; НОП – пациенты с неопухолевой патологией желудочно-кишечного тракта; РЖ М– – больные соли-
тарным РЖ без метастазов; РЖ М+ – больные солитарным РЖ с подтвержденным наличием метастазов; П – больные с полинеоплазиями. 
Различия среднегрупповых показателей были достоверны (p <0,05) для всех сравниваемых групп по исследованным генам, кроме отмеченных зве-
здочкой
Fig. 2. Average group values (M ± m) of lymphocytes with asynchronous replication for genes AURKA (а) and TP53 (б) in studied groups: CON – control group 
of healthy donors; NON-C – patients with non-cancer gastrointestinal pathologies; GC MTS– – patients with solitary gastric cancer without metastases; GC 
MTS+ – patients with solitary gastric cancer having distant metastases; MT – patients with multiple tumors having gastric cancer and other second synchronous 
or metachronous tumor. Statistical differences between average group values were significant (p <0.05) for all examined groups except “*” marked
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возраста, нуждаются в последующем наблюдении по-
сле лечения для раннего выявления возможного воз-
никновения вторых опухолей.

Заключение
В группах больных солитарным РЖ и больных с по-

линеоплазиями наблюдаются более высокие уровни 
ЛАР генов AURKA и TP53 по сравнению с группами 
здоровых лиц и больных с неопухолевой патологией 
ЖКТ. Кроме этого, группа больных с полинеопла зиями 
характеризуется более высоким уровнем ЛАР по обоим 
исследованным генам по сравнению с группой больных 
солитарным РЖ. Это свидетельствует о большей ге-

номной нестабильности в группе больных с полинео-
плазиями, которая проявляется в виде второй опухоли.

Группа больных солитарным РЖ, имеющих отда-
ленные метастазы, демонстрирует более высокий уро-
вень ЛАР гена AURKA по сравнению с группой больных 
солитарным РЖ без метастазов. Следовательно, высо-
кая доля ЛАР гена AURKA у больных солитарным РЖ 
может быть потенциальным указателем на наличие 
процессов метастазирования. Однако данное предпо-
ложение требует проведения дальнейших исследований.

Для гена AURKA, являющегося протоонкогеном, на-
блюдалась более высокая встречаемость ЛАР по срав-
нению с геном-супрессором TP53.
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