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Актуальность. Рак легкого – наиболее распространенное злокачественное новообразование во всем мире: в 2020 г. было 

диагностировано более 2,2 млн новых случаев, с высокой частотой неблагоприятного исхода – более 1,7 млн случаев. Немел-

коклеточный рак легкого (НМРЛ) составляет примерно 85% всех случаев рака легкого. Важную роль в патогенезе этого 

вида рака играет аберрантное метилирование CpG-островков промоторных областей в генах, ассоциированных с апопто-

зом. Ранее имелись сообщения о гиперметилировании генов DAPK1, APAF1, BCL2 в некоторых видах опухолей, но данные 

о роли метилирования этих генов в прогрессии НМРЛ представлены единичными сообщениями. Вопрос о роли метили-

рования промоторных CpG-островков в регуляции активности генов BIM, BAX и патогенезе НМРЛ до настоящего момента 

не выяснен. Цель – исследование изменений уровня экспрессии и метилирования генов системы апоптоза при НМРЛ.

Методика. Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически охарактеризованы в НИИ клинической онкологии ФГБУ РОНЦ 

им. Н.Н. Блохина. Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани стандартным методом. Анализ уровня метилирования про-

водили с применением бисульфитной конверсии ДНК и количественной метилспецифичной ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в 

реальном времени. Анализ уровня экспрессии проводили методом ПЦР в реальном времени с использованием интерка-

лирующего красителя SYBR-Green I. Для оценки значимости различий между исследуемыми группами применяли непара-

метрический критерий Манна–Уитни для независимых выборок.

Результаты. С применением ПЦР в реальном времени показано статистически значимое (р<0.05) увеличение уровня мети-

лирования генов BAX, DAPK1 и BIM и снижение для гена BCL2 в образцах опухолей по сравнению с парной гистологически 

нормальной тканью легкого. Показано, что в исследованных первичных опухолях уровни метилирования генов BAX, BIM 

и BCL2 статистически значимо ассоциированы с уровнями их экспрессии у больных с НМРЛ. Нами впервые показано уве-

личение уровня метилирования гена BAX при одновременном снижении его экспрессии в образцах опухоли с наличием 

метастазов в лимфатические узлы по сравнению с образцами опухоли без оных (р=0.033, FDR=0.05 и р<0.01, FDR=0.05, соот-

ветственно).

Заключение. Обнаруженные нами новые закономерности представляют интерес для понимания механизмов развития 

НМРЛ, могут стать основой диагностики и прогноза течения этого заболевания, а также помочь в корректировании хода 

лечения с учетом патофизиологических особенностей опухоли.
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Background. Lung cancer is the most common malignant neoplasm worldwide: in 2020 more than 2.2 million new cases and more 

than 1.7 million cases with a high frequency of adverse outcome were diagnosed. Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for 

approximately 85% of all lung cancers. An important role in the pathogenesis of this type of cancer is played by aberrant methyla-

tion of CpG islands of promoter regions in apoptosis-related genes. Previous studies have reported hypermethylation of the DAPK1, 

APAF1, and BCL2 genes in some types of tumors, but reports of the role of methylation of these genes in the progression of NSCLC 

are scarce. The role of the promoter CpG islands methylation in the regulation of BIM, BAX gene activity and in the pathogenesis of 

NSCLC has not yet been clarified. Aim. To study changes in the expression and methylation levels of apoptosis-related genes in NSCLC.

Methods. Samples of NSCLC tumors were collected and clinically characterized at the Blokhin Research Institute of Clinical Oncol-

ogy. High-molecular DNA was isolated from the tissue by the standard method. The methylation level was analyzed using bisulfite 

DNA conversion and quantitative methylation-specific PCR (MS-PCR) with real-time detection. The expression level was measured 

by real-time PCR using the intercalating dye SYBR-Green I. The nonparametric Mann-Whitney criterion for independent samples 

was used to assess the significance of differences between the study groups.

Results. Real-time PCR detected a significant (p<0.05) increase in the methylation level of the BAX, DAPK1, and BIM genes and 

a decrease in the BCL2 gene in tumor samples compared to matched, histologically normal lung tissue. In the studied primary 

tumors, the methylation levels of the BAX, BIM and BCL2 genes were significantly associated with respective expression levels in 

patients with NSCLC. For the first time, this study demonstrated an increased methylation level of the BAX gene with a simulta-

neous decrease in its expression in tumor samples in the presence of lymph node metastases compared to tumor samples with-

out metastases (p=0.033, FDR=0.05 and p<0.01, FDR=0.05, respectively).

Conclusion. Thus, the discovered new patterns are of interest for understanding the mechanisms of NSCLC development, can 

form a basis for diagnosis and prognosis of the course of this disease, and also help adjusting the management considering the 

pathophysiological features of the tumor.
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Введение

Несмотря на последние достижения в области про-

филактики, выявления и лечения рака, рак легкого 

остается наиболее распространенным злокачествен-

ным новообразованием во всем мире. Так, в 2020 г. бы-

ло выявлено более 2,2 млн. новых случаев [1]. Следует 

отметить, что низкий уровень мониторинга и раннего 

выявления рака лёгкого приводит к поздней постанов-

ке диагноза у значительной части пациентов с данным 

заболеванием, что в свою очередь обеспечивает небла-

гоприятный прогноз и исход (более 1,7 млн случаев). 

В российской популяции онкобольных в 2020 г.  рак 

легкого диагностирован у 54 375 человек, в то же вре-

мя у 39 371 человек диагностирован неблагоприятный 

исход. От рака легкого ежегодно умирает больше боль-

ных, чем от рака простаты, молочной железы и толстой 

кишки вместе взятых [2]. Поэтому многочисленные ис-

следования сосредоточены на выявлении специфиче-

ских и клинически применимых молекулярных био-

маркеров для раннего выявления рака легкого. 

Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) состав-

ляет примерно 85% всех случаев рака легкого. НМРЛ 

гистологически подразделяется на 2 основных под-

типа: плоскоклеточный рак (ПРЛ) и аденокарцино-

му (АДК) [3].

Следует отметить, что механизм онкогенеза НМРЛ 

связан с нарушением динамической регуляции клеточ-

ных процессов и обусловлен эпигенетическими фак-

торами, которые играют критическую роль в регуля-

ции экспрессии генов, в том числе и генов апоптоза, 

задействованных в патогенезе разных онкологических 

заболеваний, в том числе и НМРЛ [4]. Существует два 

пути активации апоптоза: рецептор-зависимый (внеш-

ний сигнальный путь с участием рецепторов смерти) 

и рецептор-независимый (внутренний митохондри-

альный) [5, 6]. Одним из основных генов, участвую-

щих в рецептор-зависимом сигнальном пути акти-

вации апоптоза, является ген DAPK1 (Death-associat-

ed protein kinase 1, 9q21.33). При реакции стимуляции 

(например, апоптотическими индукторами, онкоге-

нами), увеличивается экспрессия рDAPK1, в резуль-

тате чего опосредованно происходит активация р53 че-

рез путь p14/p19ARF, что в конечном счете, приводит 

к апоптозу [7, 8]. 

Митохондриальный путь активации апоптоза ин-

дуцируется повреждением ДНК, действием радиации, 

цитотоксических агентов, глюкокортикоидов и т.д. 

Он связан с экспрессией генов BCL2L11/BIM (BCL2 

like 11/BCL-2-interacting mediator of cell death, 2q13) 

и BAX (BCL-2 associated x protein, 19q13.33) [9]. Эти 

белки вызывают повышение проницаемости мембра-

ны митохондрий, в результате в цитоплазму поступа-

ет апоптогенный белок цитохром С, который вместе 

с белковым продуктом гена APAF1 (Apoptosis Protease 

Activating Factor-1, 12q23.1) образует комплекс с каспа-

зами необходимыми для протекания процесса апопто-

за [10]. Напротив, белковый продукт гена BCL2 (B-cell 

lymphoma 2, 18q21.3) способствует понижению прони-

цаемости мембраны митохондрий и может остановить 

процесс апоптоза. Кроме того, Bcl-2 образует комплекс 

с фактором апоптоза Apaf-1, что сдерживает активацию 

каспазо-зависимого пути апоптоза [11].

Ранее имелись сообщения об аномальном мети-

лировании генов DAPK1, APAF1, BCL2, BIM/BCL2L11 

в некоторых видах опухолей, но данные о роли метили-

рования этих генов в прогрессии НМРЛ представлены 

единичными сообщениями [4, 12, 13]. Вопрос о роли 

метилирования промоторного CpG-островка в регуля-

ции активности гена BAX и патогенезе НМРЛ не выяс-

нен (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, июнь 2022). 

Цель  работы – исследование изменений уровня 

экспрессии и метилирования генов системы апопто-

за, а именно, про-апоптозных генов APAF1, DAPK1, 

BIM, BAX, и анти-апоптозного гена BCL2 в прогрес-

сии НМРЛ.

Методика 

Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически 

охарактеризованы в НИИ клинической онкологии  

ФГБУ РОНЦ им. Н.Н. Блохина по системе TNM в со-

ответствии с классификацией RUSSCO. Исследование 

проведено с соблюдением принципов добровольности 

и конфиденциальности,  одобрена этическим комите-

том института и выполнялась по международным пра-

вилам работы с биоматериалом людей. 

В табл. 1 приведены обобщенные данные по кли-

нико-патоморфологическим характеристикам 28 ис-

следованных парных образцов НМРЛ.    

Высокомолекулярную ДНК и РНК выделяли 

из ткани стандартными методами. Анализ уровня ме-

тилирования проводили с применением бисульфит-

ной конверсии ДНК и количественной метилспеци-

фичной ПЦР (МС-ПЦР) с детекцией в реальном вре-

мени, как описано в работе [14]. Последовательности 

олигонуклеотидов и условия проведения МС-ПЦР взя-

ты из [15]. Исследование было проведено с использо-

ванием оборудования ЦКП «Прикладная Генетика» 

МФТИ. (Соглашение № 075-15-2021-684).

Анализ уровня экспрессии мРНК пяти генов APAF1, 

DAPK1, BIM, BAX, BCL2 проводили методом количе-

ственной ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с исполь-
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зованием интеркалирующего флуоресцентного красите-
ля SYBR Green I в составе набора qPCRmix-HS SYBR (5х) 
в соответствии с протоколом производителя (Евроген, 
Россия) на амплификаторе BioRad CFX96 qPCRSystem 
(Bio-Rad, США), последовательности праймеров для ге-
на BIM приведены в табл. 2. Праймеры для генов APAF1, 

DAPK1, BCL2, BAX и гена B2M, являющегося эндогенным 
внутренним контролем, относительно которого и прово-
дили нормирование продуктов амплификации исследу-
емого гена, взяты из работ [16, 17].

Все реакции ПЦР повторяли трижды. В качестве от-
рицательного контроля использовали пробы без кДНК.  
Данные анализировали с использованием относитель-
ной количественной оценки по ΔΔCt-методу. Изме-
нения уровня экспрессии менее чем в 2 раза (|ΔΔCt| 
≤ 2) рассматривали как отсутствие изменений [18]. 

Статистический анализ. Статистическая обработ-
ка результатов осуществлялась с использованием паке-
та статистических программ «IBM SPSS Statistics 22» и  
включала определение медианы (Ме) и интерквар-
тильного размаха (Q1–Q3). Для оценки значимости 
различий применялся непараметрический критерий 
Манна–Уитни, критерий Краскала–Уоллиса. Кор-
реляционный анализ проводили посредством расче-
та коэффициента корреляции Спирмена и уровня его 
значимости. Различия считали существенными при 

р<0.05, где р – показатель статистической значимости  
различий между изучаемыми выборками. Применяли 
поправку на множественное сравнение Бенджамини–
Хохберга и оценивали величину FDR (false discovery 
rate, частота ложного обнаружения).

Результаты 

В результате исследования уровня метилирова-
ния 5 апоптоз-ассоциированных белоккодирующих 
генов на 28 парных образцах НМРЛ было показано 
статистически значимое повышение уровня метили-
рования в опухолях легкого в сравнении с условной 
нормой для генов BAX, DAPK1 и BIM (p≤0.001, р=0.035 

и р=0.05, соответственно, FDR=0.05) (рис. 1, а). В то же 
время для анти-апоптозного гена BCL2 показано зна-
чимое снижение уровня метилирования в опухолях 
НМРЛ в сравнении с условной нормой (рис. 1, а).

Стоит отметить, что при изучении уровня экс-
прессии мРНК (рис. 1, б), кодируемых этими генами, 
выявлено статистически значимое снижение уровня 
экспрессии у BAX и повышение экспрессии у BCL2 
(p=0.0002, FDR=0.05 и р=0.0029, FDR=0.05, соответ-
ственно).

Полученные нами данные о метилировании изу-
ченных генов нашли свое подтверждение в ряде работ 

Таблица 1/Table 1

Клинико-патоморфологические параметры больных НМРЛ

Clinical and pathomorphological parameters of NSCLC patients

Клинико-патоморфологический параметр
 Clinical and pathomorphological parameters

n, (%)

Гистологический ди-
агноз
Histological diagnosis

Плоскоклеточный рак 
легкого

Squamous cell lung cancer
15, (53,6)

Аденокарцинома легкого
Adenocarcinoma of lung

13, (46,4)

Стадия опухолевого 
процесса
Stage of tumor process

I 11, (39,3)

II 8, (28,6)

III 7, (25,0)

IV 2, (7,1)

Степень  
дифференцировки
Differentiation grade

G1 2, (7,1)

G2 14, (50,0)

G3 12, (42,9)

Размер первичной 
опухоли
Primary tumor size

T1 4, (14,3)

T2 18, (64,3)

T3 4, (14,3)

T4 2, (7,1)

Лимфогенное  
метастазирование
Lymphogenic 
metastasis

N0 12, (42,9)

N1-3 16, (57,1)

Статус курильщика
Smoker status

Курит / Smokes 14, (50,0)

Не курит / No Smokes 14, (50,0)

Таблица 2/Table 2

Используемые праймеры для ПЦР-РВ

RT-PCR primers usde

Ген 
Gene 

Структура праймеров (5’-3’) 
Primer Structure (5’-3’) 

Т
отж

, 0С
Размер продукта

п.н.
Product size

BIM 
F: TGCCAGGCCTTCAACCACTATCTCA

R: GGGTGGTCTTCGGCTGCTTGGTAAT 
60 176
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зарубежных авторов. Так в работе [19] метилирование 

гена DAPK1 было значительно выше при раке легкого, 

чем в незлокачественных тканях легкого (32/104 (31%) 

против 3/16 (19%), р = 0,022). Высокий уровень мети-

лирования гена DAPK1 был также отмечен и в других 

работах на раке легкого [8, 20]. 

Для гена BIM не все так однозначно. Нами показа-

но статистически значимое повышение уровня мети-

лирования гена в опухоли, что косвенно подтвержда-

ется работами зарубежных авторов, выполненных при 

других видах онкологии [21, 22]. Однако в работе [13] 

проведенной на образцах НМРЛ было показано, что 

основным эпигенетическим процессом инактивации 

гена BIM является ацетилирование гистонов.

Данные о гипометилировании гена BCL2 и его ги-

перэкспрессии в опухоли нашли свое подтверждение 

в литературе [23, 24] 

Далее нами был проведен корреляционный анализ 

зависимости между уровнем метилирования исследован-

ных генов и экспрессией кодируемых ими мРНК. Обна-

ружено, что в исследованных первичных опухолях уров-

ни метилирования генов BAX, BIM и BCL2 статистиче-

ски значимо ассоциированы с уровнями их экспрессии 

у больных с НМРЛ. Так, для гена BCL2 было показано, 

что со снижением уровня метилирования в опухолевой 

ткани происходит статистически значимое (Rs=-0.783, 

р<0.001, FDR = 0.01) увеличение уровня экспрессии его 

мРНК. На рис. 2 представлены корреляционные зависи-

мости между уровнем экспрессии мРНК и уровнями ме-

тилирования генов BAX и ВIM у больных НМРЛ.

Основываясь на полученных нами данных о силь-

ной отрицательной корреляции метилирования с экс-

прессией, можно сказать, что полученные результа-

ты свидетельствуют о том, что гиперметилирование 

в опухоли является биологическим маркером изме-

нения экспрессии генов мРНК. Следует подчеркнуть, 

что наши результаты согласуются как с данными ми-

ровых исследователей, полученными для других генов 

при НМРЛ, так и нашими собственными, полученны-

ми для других видов онкологии [4, 18, 25]

Во второй части нашей работы мы провели ана-

лиз изменения уровня метилирования и экспрессии 

в образцах первичных опухолей НМРЛ с учётом кли-

нико-патоморфологических особенностей опухоли, 

таких как: стадия опухолевого процесса, размер опу-

холи, степень дифференцировки, наличие лимфоген-

ного метастазирования, гистологического типа опухо-

ли и статуса курильщика. 

Нами впервые показано увеличение уровня мети-

лирования гена BAX в образцах опухоли с наличием 

метастазов в лимфатические узлы по сравнению с об-

разцами опухоли без оных (р=0.033, FDR=0.05) (рис. 3). 

Следует отметить, что показатели уровня экспрессии 

мРНК BAX в опухоли при этом статистически значи-

мо снижались (р<0.01, FDR=0.05) (рис. 3). Таким об-

разом, можно предположить, что данный ген являет-

ся важным маркером прогрессии НМРЛ. Об изменен-

ной экспрессии BAX часто сообщают при НМРЛ [26]. 

Однако ни в одном из этих исследований не сделан 

вывод о том, что измененная экспрессия BAX имеет 

Рис. 1. Профили метилирования (а) и экспрессии (б) генов APAF1, BAX, BIM, DAPK1, BCL2 в образцах НМРЛ. Рассчитано с применением непараме-

трического критерия Манна–Уитни. Показаны медианы и диапазон: верхний (3-й) и нижний (1-й) квартили.

Fig. 1. Methylation (a) and expression profiles (b) of APAF1, BAX, BIM, DAPK1, BCL2 genes in NSCLC samples.  Calculated using nonparametric Mann–

Whitney test. Medians and range are shown: upper (3rd) and lower (1st) quartiles.



10

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2022; 66(4)

DOI: 10.25557/0031-2991.2022.04.5-12

Оригинальная статья

Рис. 2. Связь между экспрессией мРНК и метилированием ДНК.

По оси абсцисс – уровни экспрессии мРНК, определенные с помощью количественного анализа RT-PCR. По оси ординат – уровень метилиро-

вания ДНК (%) для каждого конкретного образца, исследованного с помощью количественной МС-ПЦР. Коэффициент корреляции Спирмена 

Rs и p-значение (двустороннее) корреляции отображаются в правом верхнем углу каждого графика.

Fig 2. Relationship between mRNA expression and DNA methylation. 

Abscissa: mRNA expression levels determined by quantitative RT-PCR analysis. Ordinate: the level of DNA methylation (%) for each specific sample stud-

ied by quantitative RT-PCR. The Spearman correlation coefficient Rs and the p-value (two-sided) of the correlation are displayed in the upper right cor-

ner of each graph.

Рис. 3. Профиль метилирования и экспрессии для гена BAX в образцах 

НМРЛ с учётом наличия или отсутствия лимфогенного метастазирова-

ния. Рассчитано с применением критерия Манна–Уитни. Показаны ме-

дианы и диапазон: верхний (3-й) и нижний (1-й) квартили. 

Fig. 3. Methylation and expression profile for the BAX gene in NSCLC sam-

ples based on the presence or absence of lymphogenic metastasis. Calcu-

lated using the Mann–Whitney criterion. Medians and range are shown: 

upper (3rd) and lower (1st) quartiles. 

существенное значение в качестве прогностического 

маркера, хотя ни одно из них не исследовали экспрес-

сию BAX совместно с метилированием его промотор-

ного CpG-островка.

 В нашей работе нам не удалось выявить значи-

мых изменений в уровнях метилирования и/или экс-

прессии у генов DAPK1, BCL2, BIM, APAF1, связанных 

с прогрессией НМРЛ, но в работе китайских ученых, 

показано, что увеличенный уровень метилирования 

гена DAPK1 не только  связан с развитием метастазов, 

но и с плохим прогнозом у пациентов с НМРЛ [27]. 

Таким образом, исследованные гены играют су-

щественную роль в процессах клеточного гомеостаза 

и в случае нарушения динамических процессов эпи-

генетической регуляции могут быть вовлечены в пу-

ти злокачественной трансформации, в частности при 

НМРЛ и его гистологических подтипах.

Заключение

Таким образом, в проведенном нами исследовании 

показана корреляция уровня метилирования с уровнем 

экспрессии для исследуемых генов при НМРЛ. Во-пер-

вых, выявлено статистически значимое снижение уров-
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ня экспрессии мРНК при гиперметилировании генов 

BAX, BIM у больных НМРЛ. И напротив, для BCL2 

показано статистически значимое увеличение уровня 

экспрессии мРНК при общем снижении уровня мети-

лирования в опухоли. Во-вторых, показана взаимос-

вязь между изменением уровня экспрессии от уровня 

метилирования промоторного CpG-островка для гена 

BAX при метастазировании опухоли в лимфатические 

узлы. Таким образом, выявленные нами особенности 

представляются важными для понимания патогенеза 

НМРЛ; а исследование уровня метилирования и/или 

экспрессии может найти применение при разработке 

персонифицированных подходов к диагностике, про-

гнозу и терапии больных НМРЛ.

Авторы благодарят Российский онкологический на-

учный центр им. Н.Н. Блохина за сбор и клинико-гисто-

логическую характеристику образцов НМРЛ.
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