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Введение

Радио-химиотерапия  –  самый  распространенный  неинвазивный  метод   лечения 

онкологических заболеваний. В большинстве случаев средства, применяемые для радио-

химиотерапии (РХТ)  вызывают повреждения  не  только опухолевых,  но  и  нормальных 

тканей, с чем в значительной мере, связано множество побочных эффектов и осложнений 

у  пациентов.  Для  эффективного  использования   этих  методов,   с  целью  снижения 

повреждений  нормальных  тканей  чрезвычайно  важно  отслеживать  возможное 

генотоксическое  действие  терапевтических  агентов  на  нормальные  клетки  организма 

онкологических больных (1). Генотоксическое действие средств терапии опухолей, как на 

раковые клетки,  так и клетки нормальных тканей традиционно оценивается по анализу 

повреждений, репарации или апоптотической деградации ядерного генома. В последнее 

время  для  оценки   фармакогеномики  различных  противоопухолевых  агентов,  их 

генотоксического  действия  на  опухолевые  и  нормальные  клетки  применяются  тест-

системы,  детектирующие   изменения  микросателлитных  аллельных  вариантов 

хромосомальной ДНК и мутации митохондриальной ДНК (мтДНК) (2,3). 

Микросателлитами  называются  блоки  повторяющихся  последовательностей  ДНК, 

длиной 1-6 п.н.,  которые локализованы по всей протяженности генома человека (9-11). 

Важнейшая  особенность  микросателлитов  -  это   высокий  уровень  индивидуальных 

вариаций, вследствие происходящих в этих локусах мутаций:   10-3 – 10-4 на поколение 

(12). Однако, как правило, у индивидуумов с отсутствием ярко выраженных патологий 

определенный  набор  аллельных  вариантов  по  подавляющему  большинству  локусов 

сохраняется  на протяжении всей жизни.  Соматические изменения  в  микросателлитных 

последовательностях,  сопровождающиеся  делециями  или  инсерциями  одного  или 

нескольких блоков повторов, были названы «микросателлитной нестабильностью» (МН). 

Как  известно,  высокая  микросателлитная  нестабильность  характеризует  генетическую 

изменчивость  (мутаторный  фенотип)  многих  опухолей  (4,5).  Микросателлитная 
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нестабильность  была  обнаружена  во  многих  опухолях  человека,  имеющих  как 

наследственную,  так  и  ненаследственную  природу  (13-15),  и  в  клинической  практике 

используется как маркер для определения способности ДНК к репарационным процессам 

(16-19).   Анализ высоко полиморфных микросателлитных локусов дает информацию не 

только об МН, а также  позволяет обнаруживать делецию аллелей генов супрессоров в 

опухолевых  клетках.  Гены  супрессоры  опухолей  инактивируются  мутациями, 

происходящими в одной аллели гена, с последующей потерей дикой аллели гена. Такое 

явление  получило  название  «потеря  гетерозиготности»  (ПГ)  (20).  Потеря 

гетерозиготности  и  МН  -  это  неотъемлемые  стадии  онкогенеза,  их  анализ  является 

обязательным  при  клинической  диагностики  и  рекомендован  при  молекулярном 

скрининге различных видов опухолей (21,22).  В настоящее время показана взаимосвязь 

микросателлитных изменений в ДНК и реакции клеток на действие противоопухолевых 

агентов (6). 

Известно  что,  следствием  низкой  эффективности  систем  репарации  в  мтДНК 

является  большая  ее  подверженность  действию  различных   химических  агентов  и 

ионизирующей радиации (23-29).  Повышенное количество повреждений мтДНК и низкая 

эффективность ее репарации способствуют формированию мутаций мтДНК  с частотой в 

10-25 раз,  превышающей таковую в яДНК (25, 29-31).  Кроме того, действие ИР приводит 

к  изменениям  репликации  мтДНК  (34,  35)  и  элиминации  из  органелл  поврежденных 

молекул мтДНК без явной деструкции митохондрий (50). 

Изменения  в  мтДНК обнаруживаются  в  клетках  периферической  крови человека, 

подвергнутых радиационному воздействию или после химиотерапии. Так, ионизирующая 

радиация  вызывает  образование  делеций  (4977  п.о.)  в  мтДНК  лимфоцитов 

периферической  крови  человека.  Появление  этих  делеций,  наряду  с  определением 

хромосомных поломок,  используются  в  биологической  дозиметрии  (7). У пациентов с 

различными видами опухолей  после проведения РХТ в мтДНК клеток крови выявляется 

повышенная  частота  мутаций,  ведущая  к  формированию  гетероплазмии  (3,8). 

Повышенная частота мутаций коррелирует с увеличением продукции АФК в этих клетках. 

[8]. 

В настоящей работе мы исследовали уровень МН и количественные изменения мтДНК в 

периферической крови пациентов с диагнозом: рак молочной железы 2 стадии, до, сразу 

по окончании и спустя неделю после применения курса (РХТ).
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Материалы и методы:

Периферическая  кровь  была  получена  методом  пассивного  забора  из  вены  у 

пациентов (женщин) с диагнозом 2 стадия рака молочной железы, госпитализированных в 

радиологическое  отделение  онкологического  диспансера   РОНЦ  (г.  Балашиха, 

Московская область).  Забор крови производился за 7 дней до проведения сеансов РХТ, 

сразу после проведения указанных процедур и через 7 дней после их завершения. Курс 

РХТ включал в себя  облучение гамма-радиацией (суммарная полученная  доза 40 Гр), 

двукратной  введение  цитостатических  антибиотиков  –  5-фторурацила,  доксорубицина, 

циклофосфана.

ДНК  из  крови  пациентов  выделяли,  используя  магнитные  сорбенты.  Кровь 

смешивали  с  равным  объемом  лизирующего  буфера,  содержащего:  4  М   тиоцианата 

гуанидина, 25 мМ натрия цитрата (рН 7,0), 0.5% саркозил . К аликвоте лизата добавляли 

1/10  объема 1М  трис-НCI рН 8.0,  NaCI до  конечной концентрации 1  М и 10-15 мкл 

магнитных сорбентов. После инкубации в течение 15 мин при 550С проводили связывание 

магнитных сорбентов в магнитном поле. Элюцию ДНК с сорбентов осуществляли в ТЕ-

буфере в течение 15 мин при 650С. 

Количество митохондриальной ДНК в крови оценивали с использованием метода 

ПЦР в реальном времени (MX3000, Stratagene, USA). Состав реакции: 10 мM Tris-HCl pH 

8.3, 50 мM KCl, 0,2 мM dNTPs, 1,6 мM Mg2+, 250 нM каждого праймера (см. таблицу 1), 

500  нМ зонда,  2  единицы Taq ДНК  полимеразы.  Реакцию  проводили  в  совмещенной 

дуплексной системе с одновременной регистрацией кинетики амплификации фрагментов 

мтДНК и  ядерного гена gapdh.  

Таблица 1
Name Sequence

5’-3’
HumGAPDH-F GGACTGAGGCTCCCACCTTT
HumGAPDH-R GCATGGACTGTGGTCTGCAA
HumGAPDH-Probe ROX-CATCCAAGACTGGCTCCTCCCTGC-BHQ2
Hum mtDNA-F AGGACAAGAGAAATAAGGCC
Hum mtDNA-R TAAGAAGAGGAATTGAACCTCTGAGTCTAA
Hum mtDNA-Probe JOE-TTCACAAAGCGCCTTCCCCCGTAAATG-BHQ2

Амплификация  STR –  локусов  THOI,  D21S11,  FGA,  D8S1179,  D3S1758 

проводилась в описанном буфере, с праймерами, рекомендованными к использованию для 

проведения молекулярно-генетической идентификации человека (37). 
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Продукты амплификации STR – локусов разделяли при помощи 8% акриламидного  гель-

электрофореза и визуализировали с использованием нитрата серебра. 

Результаты

Относительную количественную оценку содержания фрагментов  мтДНК в крови 

пациентов оценивали по формуле: R = E-∆∆Ct (R – относительное количество мтДНК, ∆∆Сt 

=  ∆Сtопыт - ∆Сtконтроль ; ∆Сt = Сtмит ДНК - ∆СtяДНК). За контрольный, принимали уровень мтДНК 

пациентов до проведения курса РХТ.

Эффективность  реакции  оценивали  по  формуле:  E=10[-1/slope] х  100%.  Где  Е  – 

эффективность реакции,  slope (наклон, крутизна) – величина, зависящая от угла наклона 

линии регрессии кратных (порядковых) значений ДНК. Расчет результатов,  графически 

представленных на  Рис.1 показал, что эффективность реакции при амплификации мтДНК 

в  дуплексной  системе  равна  50%.  Следует  отметить,  что  условия  амплификации 

подбирались  таким  образом,  чтобы,  во-первых,  совпадали  эффективности  у 

митохондриального  и  ядреного  генов,  а  во-вторых,  чтобы  увеличить  динамический 

диапазон количественной оценки мтДНК.

мтДНК, нг

2 4 6 10 20 40 60 80100 200
22

24

26

28

30

32

R = 0.99

Ct

243



WWW.MEDLINE.RU ТОМ9, ОНКОЛОГИЯ, НОЯБРЬ 2008
Дата поступления: 29.08.2008

Рис.1 Определение эффективности и динамического диапазона ПЦР. Раститровка 

фрагмента мтДНК при заякоренном количестве ДНК.

   Индивидуальный уровень мтДНК в периферической крови пациентов с опухолью 

молочной железы перед проведением курса РХТ значительно варьирует (Рис.2). Широкая 

вариабельность  в  значениях  мтДНК  объясняется  большими  разбросами  в  возрасте 

наблюдаемых  пациентов,  их  анамнезе  и  состоянии  на  момент  проведения  процедуры: 

минимальное количество копий мтДНК обнаружено у пациентов №№ 1 и 14. 
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Рис.2 Индивидуальный уровень мтДНК в периферической крови пациентов с диагнозом рак груди 2 стадии, 
до проведения радиохимиотерапии. Показана разница Ct при амплификации фрагмента мтДНК и фрагмента 
гена. gapdh

Сразу  после  окончания  курса  РХТ  у  14  пациентов  из  21  обнаружено  резкое 

увеличение  числа  копий  мтДНК.  Особенно  необходимо  отметить  пациента  №2,  у 

которого изменение количества копий мтДНК достигает порядковых величин (в 13 раз). У 

11  пациентов  также  регистрируется  увеличение  копий  мтДНК,  однако  эти  изменения 

выражены в меньшей степени, хотя и выражаются в кратных увеличениях (в 2-4 раза). И, 

наконец, существует группа пациентов, у которых изменение в уровне мтДНК в крови не 

обнаружено или даже снижено  сразу после проведения курса РХТ (Рис.3). 
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Рис.3  Изменение  количества  копий  мтДНК  в  периферической  крови  после  проведения  курса 
радиохимиотерапии. А- Пациенты с увеличением количества копий более чем на 100%. В – Пациенты у 
которых не происходят изменения, а также пациенты у которых уменьшается количество копий мтДНК в 
периферической крови.
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В независимости от того, насколько выраженными были изменения в количестве 

мтДНК  сразу  после  проведения  РХТ,  через  неделю  после  ее  завершения  количество 

мтДНК у всех пациентов приближается к уровню, предшествующему терапии.

При определении  нестабильности  хромосомальной ДНК клеток  периферической 

крови  пациентов  с  опухолью  молочной  железы  исследовались  аллельные  композиции 

ДНК по восьми STR –локусам: D3S1358, D7S820, D8S1179, D18S51, D21S11, VWA, THOI, 

FGA. На Рис.3 представлено электрофоретическое разделение аллельных вариантов ДНК 

в локусах VWA, THOI, FGA, D3S1358, D21S11 пяти из 21 пациента.  Пациенты №№ 1,2,15 

относятся  к  группе  пациентов  с  большими  изменениями  количества  копий  мтДНК, 

соответственно;   248,  1300,  800% (Рис.3А).  Пациенты №4 и №5 относятся  к  группе  с 

небольшими  изменениями   количества  копий  мтДНК,  соответственно;  64,6  и  103,5% 

(Рис.3Б). При анализе ДНК ни у одного из 21 пациента не было обнаружено каких либо 

изменений  в  распределении  аллелей  по  локусам  VWA,  D3S1358,  D7S820,  D8S1179, 

D18S51. В локусах THOI, D21S11, FGA  у шести пациентов были выявлены изменения в 

аллельных  композициях  ДНК.  Наиболее  заметные  проявления  микросателлитной 

нестабильности  зарегистрированы  у  пациента  №2.  Еще  до  проведения  РХТ аллельное 

распределение в локусе  D21S11 у данного пациента представлено тремя аллелями, что не 

соответствует  нормальному  генотипу.  Курс  радиохимической  терапии  не   изменил 

аллельного распределения по данному локусу.   Через 1 неделю после окончания курса 

РХТ у этого пациента обнаружена дестабилизация гетерозиготного генотипа в локусах 

FGA (происходит  элиминация  одной  аллели)  и  THOI (обнаружены  многочисленные 

инсерции) (Рис.4). 
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Рис.  4.  Индивидуальные  генотипические  комбинации  STR –  локусов  хромосомальной 
ДНК.  Каждый  блок  соответствует  одному  пациенту.  Первая  дорожка  в  блоке  –  до 
проведения  курса  радиохимиотерапии,  вторая  дорожка  в  блоке  –  через  1  час  после 
проведения  радиохимиотерапии,  третья  дорожка  в  блоке  –  через  1  неделю  после 
проведения РХТ.

У пациента  №15 делеция  одной аллели в  локусе  THOI обнаружена  через  1 час 

после  проведения  РХТ,  а  спустя  1  неделю  размер  данной  аллели  уменьшается  на 

несколько  нуклеотидов  (Рис.4).  Микросателлитная  нестабильность  была  обнаружена 

также у пациентов №№ 4,5,10,14,15,18, 19, 20 и  21 в локусах THOI,  FGA  и выражалась в 

нарушении распределения аллельных вариантов ДНК (См. Таблицу 2).

Таблица 2. Микросателлитная нестабильность и изменения копий мтДНК пациентов до и 

после проведения РХТ

Пациент – год 
рождения

Потеря гетерозиготы Появление артефактных аллелей Делеции 
внутри аллели

После РХТ После РХТ

До РХТ После РХТ
1-1944 - - - -
2-1944 + + + +
3-1966 + - - +
4-1947 - - - +
5-1952 - - + -
6-1949 - - - -
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7-1973 - - - -
8-1957 - - - -
9-1963 - - - Не опр
10-1943 + - -
11-1950 - - - Не опр
12-1950 - - - Не опр.
13-1952 - - - -
14-1925 + - - +
15-1939 + - + +
16-1947 - - - Не опр.
17-1930 - - - -
18-1925 - - + -
19-1949 - - +
20-1926 + - + +
21-1953 - - + -

Обозначения: (+) – обнаружена, (-) – не обнаружена, не.опр – не определялось. 

Обсуждение

В настоящее время курс РХТ широко применяется при лечении различных форм раковых 

патологий.  Как  правило,  он  включает  в  себя  многократное  облучение  и  применение 

различных химических цитостатиков. Известно, что действие облучения и цитостатиков в 

первую  очередь  направлено  на  поражение  пролиферирующих  клеток  опухолей,  но 

очевидно  также,  что  действие  таких  сильных  физических  и  химических  факторов 

сопровождается  блокировкой  клеточного  цикла,  апоптозом  пролиферирующих  клеток, 

изменением репликации ДНК и транскрипции РНК в здоровых тканях(38-41).

Ранее  было показано,  что  при  онкогенезе  количество  свободно  циркулирующей 

ДНК в плазме увеличивается, и составляет в среднем 100 нг/мл (42, 43-45), в то время как 

у здоровых индивидуумов, это количество обычно не превышает 1нг/мл (46). Данные же о 

том, как, при проведении РХТ меняется исходное количество ДНК вообще, и мтДНК в 

частности в литературе представлены недостаточно.

  Несомненно,  что  немалый  вклад  в  суммарный  пул  ДНК,  содержащийся  в 

сыворотке периферической крови, вносит мтДНК. В нашей работе мы показали, что РХТ 

способствует дополнительному увеличению количества мтДНК в периферической крови 

которая,  вероятно,  представляет  собой  обрывки  митохондриальной  ДНК  опухолевых 

клеток, деструкция которых индуцировалась радиацией и цитостатиками.   В связи с этим, 

мы  предполагаем,  что  количество  мтДНК  в  периферической  крови  может  являться 

маркером эффективности РХТ, так как фрагменты мтДНК деградирующих опухолевых 
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клеток поступают именно в кровяное русло. С другой стороны вклад  в общее содержание 

мтДНК в периферической крови могут вносить и клетки крови, в которых содержаться 

митохондрии. Подтверждением этого факта являются наши исследования, в которых было 

показано, что даже незначительные дозы ионизирующей радиации могут индуцировать 

репликацию  мтДНК  с  последующей  транслокацией  ее  в  цитозоль  клеток  (ссылка  в 

цитологии). 

Изучение микросателлитной нестабильности у онкологических больных, как было 

сказано выше, имеет большое практическое значение. Целью таких работ является, как 

правило, диагностика онкогенеза. В настоящей работе мы показали, что микросателлитная 

нестабильность  может  индуцироваться  и  курсом  радио-химиотерапии.  Как  видно  из 

таблицы 2  большинство наблюдаемых нами генетических нарушений, происходят после 

проведения РХТ.   Известно, что ионизирующая радиация, как и многие цитостатические 

антибиотики,  вызываю  повреждение  структуры  ДНК.  При  нормальном 

функционировании клетки эти дефекты устраняются системами репарации. Недавно было 

показано,  что  микросателлитная  нестабильность  может  иметь  место  и  в  клетках  с 

поврежденной  системой  репарации  неспаренных  оснований  (47),  а  дисфункцию 

последней  могут  вызывать  ДНК-повреждающие  агенты  (48),  к  которым,  несомненно, 

относятся как радиация, так и цитостатические антибиотики. Таким образом, исходя из 

наших  результатов,  можно  полагать,  что  комбинированное  действие  радиации  и 

химических  генотоксикантов   приводит  к  нарушениям  в  системе  репарации   ДНК, 

результатом которой является регистрируемая нами микросателлитная нестабильность.

Однако в свете последних данных о том, мтДНК может транслоцироваться в 

ядро и встраиваться в ядерную ДНК de novo (49) можно предположить и другой вариант 

развития событий.  При анализе данных представленных в таблице 2 и рис.1, 2  обращает 

на себя внимание тот факт, что микросателлитная нестабильность, в большинстве случаев 

наблюдается  у  пациентов,  динамика  изменения  количества  мтДНК  которых  наиболее 

выражена,  т.е.  наблюдается  наибольшее  увеличение  количества  фрагментов  мтДНК, 

свободно  циркулирующих  в  крови.  Можно  предположить,  что  при  большом  пуле 

фрагментов  мтДНК,  часть  этих  фрагментов  может  встраиваться  в  ядерную  ДНК. 

Процессы  встраивания  фрагментов  мтДНК,  как  было  показано  ранее  (49),  наиболее 

вероятны во время репарационных процессов, которые, несомненно, в большей степени 

имеют  место   при  воздействии  облучения  и  цитостатических  антибиотиков. 
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Выстроившиеся  в  ядерную  ДНК  фрагменты  мтДНК  вызывают  изменение  генотипа, 

характеризующиеся появлением артефактных аллелей.

Таким  образом,  можно  утверждать,  что  радио-химиотерапия  у  некоторых 

пациентов приводит к значительным изменениям количества копий мтДНК в крови. У 

этих пациентов также наблюдается изменение генотипа, которое выражается инсерциями 

и делециями в микросателлитной ДНК.
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