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Рак легких является одной из основных причин смерти от рака. Поиск новых методов ранней 
и точной диагностики рака легких имеет решающее значение для эффективного лечения. Мы 
показали, что у пациентов с раком легких в буккальном эпителии больше мутаций в генах FLT3, 
PDGFRA, KDR, PIK3CA, HRAS, FGFR3, чем у людей без диагностированного рака легких. Таким 
образом, изучение молекулярных изменений может быть использовано как метод точной диа-
гностики рака легких на ранних стадиях исследования.
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На сегодняшний день рак легкого занимает ве-
дущую позицию (16.1%) в структуре онкозаболева-
ний по России. По данным на 2019 год в России 
у мужчин рак легкого опережает все остальные 
новообразования. Среди женского населения рак 
легкого занимает 10-е место (3.8%), уступая по ча-
стоте встречаемости раку кожи (кроме меланомы) 
(15.2%), раку молочной железы (21.2%), шейки 
матки (5%), тела матки (7.8%), яичников (4.1%), ге-
мобластозам (4.7%), раку желудка (4.4%), ободоч-
ной кишки (7.3%), прямой кишки (4.4%) и прочим 
(9.8%). За 2019 г. заболеваемость раком легкого со-
ставила 47005 человек. Рак легких является одной 
из ведущих причин смертности от онкозаболева-
ний [1]. Абсолютное число умерших от данного 
заболевания по России в 2019 г. составило 50046 
человек. Более 1/4 (25.5%) случаев смерти среди 
мужчин обусловлены раком легкого, бронхов и 
трахеи. Среди женщин смертность от рака легко-
го занимает 7.1%. Высокая смертность во многом 
обусловлена тем, что у 75% пациентов рак легких 
диагностируется на поздних стадиях, когда воз-
можности лечения сильно ограничены [2]. Поиск 
новых методов ранней и точной диагностики рака 
легких имеет решающее значение для его эффек-
тивного лечения.

На данный момент наиболее распростране-
ны инвазивные технологии диагностики рака 
легкого, к которым относят в первую очередь 

бронхоскопические исследования (brush-биопсия, 
бронхоальвеолярный лаваж и эндобронхиальная 
ультразвуковая биопсия) [3]. Однако инвазивность 
и необходимость в привлечении высококвалифи-
цированного врача не дает возможности исполь-
зовать данные методы для популяционного скри-
нинга [4]. Неинвазивными методами можно ана-
лизировать мокроту и буккальный эпителий. Для 
диагностики рака легкого в мокроте анализируют-
ся клеточные аберрации с использованием цито-
логических методов, профили метилирования ге-
нов, соматические мутации, анализируют микроР-
НК [5]. Но зачастую исследователи сталкиваются с 
трудностями во время сбора мокроты. Обычно эти 
трудности возникают при работе с некурящими па-
циентами и людьми без воспалительных заболева-
ний дыхательных путей [6]. Буккальный эпителий, 
который располагается в ротовой полости гораздо 
более доступный объект исследования. Пациенты 
с раком легкого подвергают легкие и полость рта 
воздействию одних и тех же повреждающих факто-
ров, к которым в первую очередь относятся канце-
рогены, содержащиеся в табачном дыме [7].

Было показано, что изменения профиля мети-
лирования в бронхиальных тканях, вызванные ку-
рением, коррелируют с изменениями в метилиро-
вании в ткани ротовой полости [8]. У пациентов с 
раком легкого увеличивается цитогенетическая не-
стабильность, что проявляется в увеличении чис-
ла клеток с микроядрами, увеличивается частота 
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полиморфизмов в генах Р53 и murine double minute 
2 (MDM2) [9].

Цель данного исследования – изучить мутаци-
онный профиль клеток буккального эпителия па-
циентов с раком легкого в сравнении с буккальным 
эпителием контрольной группы (лиц без диагно-
стированных злокачественных новообразований), 
а также с герминативными мутациями в крови 
пациентов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Участниками исследования являлись пациен-
ты Воронежского областного клинического он-
кологического диспансера с диагностированным 
раком легкого, которые не подвергались лечению 
на момент сбора биологического материала для 
исследования. В контрольную группу входили па-
циенты онкологического диспансера без диагно-
стированного рака легкого или иных заболеваний 
дыхательных путей. Подробное описание пара-
метров экспериментальной и контрольной групп 
представлено в табл. 1. Протокол исследования 
был одобрен этическим комитетом Воронежского 
государственного университета и соответствовал 
основным положениям Хельсинкской декларации. 
От всех участников было получено информирован-
ное письменное согласие на включение в исследо-
вание. Все участники были проинформированы о 
последующих генетических исследованиях, прово-
димых с их биологическим материалом.

Сбор образцов буккального эпителия осущест-
влялся медицинским работником с помощью 
щетки FloqSwab и помещался в пробирку с кон-
сервирующим ДНК раствором (Helikon, Россия). 
Для сбора периферической крови медицинский 

работник использовал вакуумные пробирки, по-
крытые гепарином.

Геномная ДНК была выделена из клеток бук-
кального эпителия и крови с использованием на-
бора Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research, 
США) согласно прилагаемому протоколу. Каче-
ственный анализ изолированной ДНК осущест-
вляли с помощью горизонтального электрофо-
реза в 2%-ном агарозном геле в 1x ТАЕ-буфере с 
окрашиванием бромистым этидием. Измерение 
концентрации ДНК проводили при помощи флу-
ориметрической системы Qubit (Thermo Fisher 
Scientific, США) в соответствии с прилагаемым 
протоколом. 

Для последующего секвенирования проводи-
лась таргетная амплификация с использованием 
панели праймеров AmpliSeq Cancer HotSpot Panel 
v2 (Thermo Fisher Scientific, США) на платформе 
Ion Torrent PGM. Библиотеки для секвенирования 
готовили, используя набор реактивов Ion AmpliSeq 
™ Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Библио-
теки были мультиплексированы с использованием 
уникальных баркодов из пула IonXpress. 

Для идентификации полиморфизмов использо-
валось Ion Torrent Suite версии 5.10 и Torrent Variant 
Caller plugin версии 5.10.0.16. Все полиморфизмы с 
низким качеством прочтения и/или недостаточ-
ным покрытием были отфильтрованы. Аннотация 
полиморфизмов проводилась с использованием 
ENSEMBL Variant Effect Predictor версии 97. Для 
последующей обработки использовалось VCFtools 
версии 0.1.13. 

Сравнение частот встречаемости мутантных 
вариантов гена и вариантов гена дикого типа про-
водили по критерию χ2 Пирсона. Правильность 

Таблица 1. Подробное описание экспериментальной и контрольной групп

Параметр Контроль  
(n = 9)

Рак легкого  
(n = 20)

Возраст (средний ± ст.отк.) 61.2 ± 8.7 46.7 ± 10.7
Пол (муж./жен.) 0/9 18/2

Статус курения (не курит/курил ранее/курит) 7/0/2 4/4/12
Количество пациентов с детектируемым H2O2 в КВВ 3 14

Средняя концентрация H2O2 в КВВ (нмоль) 49.2 ± 25.9 506.7 ± 96.5
Гистология

Мелкоклеточный рак легкого − 2
Плоскоклеточный рак легкого − 1
Крупноклеточная карцинома − 2

Аденокарцинома − 15
Стадия (I/II/IIIA/IIIB/IV) − 0/3/6/8/3

Первичная опухоль (TX/T1/T2/T3/T4) − 0/2/8/2/8
Региональные лимфатические узлы (NX/N0/N1/N2/N3) − 1/2/5/10/2

Отдаленные метастазы (MX/M0/M1) − 0/17/3
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распределения проверяли с помощью критерия 
Шапиро–Уилкса. Для оценки достоверности раз-
личий между группами использовался U критерий 
Манна–Уитни. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мутационный профиль в крови

Наибольшее количество мутаций в крови было 
выявлено в гене FLT3 (66.7% среди здоровых и 65% 
среди людей с раком легкого), а именно мутация 
rs2491231. Ген FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) ко-
дирует тирозинкиназу рецептора III класса, регули-
рующую кроветворение и играющую важную роль 
в выживании и пролиферации гемопоэтических 
стволовых клеток и клеток-предшественников. 

Мутационный профиль в крови 
и буккальном эпителии

Высокая мутабильность наблюдалась в гене 
PDGFRA (Platelet-derived growth factor receptor 
alpha) (55% у пациентов с раком легкого против 
11.1% у здоровых людей, p < 0.05 по χ2 Пирсона). 

Наиболее часто в этом гене встречалась мутация 
rs1560480581. Данная мутация представляет собой 
однонуклеотидный полиморфизм. Ген PDGFRA 
кодирует рецептор тирозинкиназы клеточной по-
верхности для членов семейства факторов роста 
тромбоцитов. Эти факторы роста являются ми-
тогенами для клеток мезенхимального происхож-
дения. Исследования показывают, что этот ген 
играет роль в развитии органов, заживлении ран 
и прогрессировании опухолей. 

Также высокая мутабильность наблюдалась в 
гене KDR (50% у пациентов с раком легкого про-
тив 11.1% у здоровых людей, p < 0.05 по χ2 Пирсо-
на). Ген KDR (kinase insert domain receptor) коди-
рует один из двух рецепторов VEGF (фактор ро-
ста эндотелия сосудов (VEGF) является основным 
фактором роста эндотелиальных клеток). Этот ре-
цептор, известный как рецептор домена вставки 
киназы, представляет собой рецепторную тиро-
зинкиназу типа III. Он функционирует как глав-
ный медиатор VEGF-индуцированной пролифе-
рации эндотелия, выживания, миграции, морфо-
генеза канальцев и прорастания.

У здоровых людей в крови не было обнаруже-
но мутаций в генах TP53 (tumor protein p53), RET 
(ret proto-oncogene), ERBB4 (erb-b2 receptor tyrosine 
kinase 4), SMAD4 (SMAD family member 4), HRAS 
(HRas proto-oncogene, GTPase), однако они были 
обнаружены у пациентов с раком легкого (50% для 
гена TP53, p < 0.05 по χ2 Пирсона; 25% для гена 
RET, p =0.09 по χ2 Пирсона; 20% для генов ERBB4, 
SMAD4, различий по χ2 Пирсона не было выявле-

но; 5% для гена HRAS, различий по χ2 Пирсона не 
было выявлено) (рис. 1). 

Было выявлено, что в буккальном эпителии му-
тации в гене FLT3, встречаются у 85% пациентов с 
раком легкого, в то время как у контрольной груп-
пы только в 55.6% случаев (p = 0.08 по χ2 Пирсо-
на). Мутации в гене PDGFRA встречаются у 40% 
пациентов с раком легкого и 11.1% людей из кон-
трольной группы (p < 0.05 по χ2 Пирсона). Мута-
ции в гене KDR встречаются у 65% пациентов с ра-
ком легкого и 22.2% людей из контрольной группы 
(p < 0.05 по χ2 Пирсона). Мутации в гене PIK3CA 
встречаются у 50% пациентов с раком легкого и у 
11.1% людей из контрольной группы (p < 0.05 по 
χ2 Пирсона). Мутации в гене HRAS встречаются у 
25% пациентов с раком легкого и 11.1% людей из 
контрольной группы (p = 0.09 по χ2 Пирсона). У 
контрольной группы не было обнаружено мутаций 
в буккальном эпителии в гене FGFR3, в то время 
как 25% пациентов с раком легкого были выявлены 
мутации (p < 0.05 по χ2 Пирсона).

Мы не выявили различий в частотах встреча-
емости мутаций в крови и буккальном эпителии 
пациентов в зависимости от стадии рака (табл. 2, 
3). Также мы показали, что курение не влияет на 
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Рис. 1. Частота встречаемости мутаций в крови (а) 
и буккальном эпителии (б) здоровых людей и па-
циентов с раком легкого. * – p <0.05, различия ча-
стот встречаемости по χ2 Пирсона статистически 
достоверны.
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Таблица 2. Сравнение частот встречаемости мутаций в буккальном эпителии пациентов с раком легкого на 
разных стадиях. Различия частот встречаемости по χ2 Пирсона

Ген
II IIIА IIIВ IV

Критерий 
Пирсона

дикий 
тип (%)

мутант 
(%)

дикий 
тип (%)

мутант 
(%)

дикий 
тип (%)

мутант 
(%)

дикий 
тип (%)

мутант 
(%)

ERBB4 1 (33.3) 2 (66.7) 5 (83.3) 1 (16.7) 7 (87.5) 1 (12.5) 3 (100) 0 (0) <0.16071
FLT3 0 (0) 3 (100) 1 (16.7) 5 (83.3) 1 (12.5) 7 (87.5) 1 (33.3) 2 (66.7) <0.71198
JAK3 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
KDR 2 (66.7) 1 (33.3) 1 (16.7) 5 (83.3) 3 (37.5) 5 (62.5) 1 (33.3) 2 (66.7) <0.52520
MET 2 (66.7) 1 (33.3) 4 (66.6) 2 (33.4) 6 (75) 2 (25) 3 (100) 0 (0) <0.72123

PDGFRA 0 (0) 3 (100) 2 (33.4) 4 (66.6) 5 (62.5) 3 (37.5) 1 (33.3) 2 (66.7) <0.27765
SMAD4 3 (100) 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.56595

TP53 0 (0) 3 (100) 2 (33.4) 4 (66.6) 3 (37.5) 5 (62.5) 1 (33.3) 2 (66.7) <0.67132
CSF1R 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
FGFR1 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) C 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
PIK3CA 2 (66.7) 1 (33.3) 2 (33.4) 4 (66.6) 4 (50) 4 (50) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.72123

RET 1 (33.3) 2 (66.7) 5 (83.3) 1 (16.7) 7 (87.5) 1 (12.5) 3 (100) 0 (0) <0.16071
HRAS 2 (66.7) 1 (33.3) 4 (66.6) 2 (33.4) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.77439
FGFR3 2 (66.7) 1 (33.3) 5 (83.3) 1 (16.7) 6 (75) 2 (25) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.93092

KIT 2 (66.7) 1 (33.3) 6 (100) 0 (0) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.51412
ATM 3 (100) 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.15873
RB1 3 (100) 0 (0) 6 (100) 0 (0) 7 (87.5) 1 (12.5) 3 (100) 0 (0) <0.66417

NRAS 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
EZH2 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.4303
KRAS 2 (66.7) 1 (33.3) 6 (100) 0 (0) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.11333
STK11 3 (100) 0 (0) 6 (100) 0 (0) 8 (100) 0 (0) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.11333
IDH1 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
PTEN 3 (100) 0 (0) 6 (100) 0 (0) 7 (87.5) 1 (12.5) 3 (100) 0 (0) <0.66417
EGFR 3 (100) 0 (0) 6 (100) 0 (0) 7 (87.5) 1 (12.5) 3 (100) 0 (0) <0.66417
MLH1 3 (100) 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
FGFR2 3 (100) 0 (0) 6 (100) 0 (0) 6 (75) 2 (25) 3 (100) 0 (0) <0.34303

Таблица 3. Сравнение частот встречаемости мутаций в крови пациентов с раком легкого на разных стадиях. 
Различия частот встречаемости по χ2 Пирсона 

Ген
II IIIА IIIВ IV

Критерий 
Пирсонадикий 

тип (%)
мутант 

(%)
дикий 

тип (%)
мутант 

(%)
дикий 

тип (%)
мутант 

(%)
дикий 

тип (%)
мутант 

(%)
ERBB4 3 (100) 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.74104
FLT3 1 (33.3) 2 (66.7) 1 (16.7) 5 (83.3) 4 (50) 4 (50) 0 (0) 3 (100) <0.24807
KDR 2 (66.7) 1 (33.3) 2 (33.4) 4 (66.6) 5 (62.5) 3 (37.5) 1 (33.3) 2 (66.7) <0.60771
MET 3 (100) 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.51412

PDGFRA 1 (33.3) 2 (66.7) 2 (33.4) 4 (66.6) 5 (62.5) 3 (37.5) 1 (33.3) 2 (66.7) <0.64814
SMAD4 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.05756

TP53 2 (66.7) 1 (33.3) 2 (33.4) 4 (66.6) 5 (62.5) 3 (37.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.47681
CSF1R 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.11333

PIK3CA 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.16071
RET 3 (100 0 (0) 3 (50) 3 (50) 7 (87.5) 1 (12.5) 2 (66.7) 1 (33.3) <0.19790

HRAS 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
KIT 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.41205
ATM 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.41205
RB1 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.34303

NRAS 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.66417
HNF1A 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.11333
IDH1 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
PTEN 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.79677
GNAQ 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.11333
MLH1 3 (100 0 (0) 4 (66.6) 2 (33.4) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.11333
GNAS 3 (100 0 (0) 5 (83.3) 1 (16.7) 8 (100) 0 (0) 3 (100) 0 (0) <0.48327
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частоту встречаемости мутаций у пациентов с ра-
ком легкого (табл. 4).

Сравнение типов мутаций в крови и буккальном 
эпителии у пациентов с раком легкого 

В ходе анализа мутационного профиля в бук-
кальном эпителии и крови у больных с диагности-
рованным раком легкого мы выявили, что в клет-
ках буккального эпителия содержится значительно 
больше мутаций в генах FGFR3 (fibroblast growth 
factor receptor 3) и PIK3CA (phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) по 
сравнению с кровью (p < 0.05). Также в гене HRAS 
было выявлено большее количество мутаций в бук-
кальном эпителии (p = 0.07652). В гене FGFR3 была 
обнаружена мутация rs7688609. В гене PIK3CA 
наиболее частой мутацией была rs3729674. Этот 

однонуклеотидный полиморфизм расположен в 
интроне, ранее не был ассоциирован с раком лег-
кого. В гене HRAS была выявлена мутация rs12628. 
Данный вариант расположен в кодоне 27 экзона 1. 

В среднем у здоровых людей мутационная на-
грузка в буккальном эпителии составила 22.2 му-
тации на одну мегабазу генома. У пациентов с 
диагностированным раком легких мутационная 
нагрузка в буккальном эпителии составила 36.5 му-
таций на одну мегабазу генома. В крови здоровых 
людей мутационная нагрузка составила 15.6 мута-
ций на одну мегабазу генома, а у пациентов с раком 
легкого – 25.5 мутаций на одну мегабазу генома.

В 21.9% генов наблюдалось одинаковое коли-
чество мутаций в клетках буккального эпителия 
и крови у пациентов с диагностированным раком 
легкого. В 6.25% генов не было выявлено мутаций 
ни в буккальном эпителии, ни в крови у пациентов 

Таблица 4. Сравнение частот встречаемости мутаций в буккальном эпителии пациентов с раком легкого  
в зависимости от курения. Различия частот встречаемости по χ2 Пирсона.

Ген
Не курит Курил ранее Курит 

Критерий 
Пирсона

дикий тип 
(%)

мутант 
(%)

дикий тип 
(%)

мутант 
(%)

дикий тип 
(%) мутант (%)

ERBB4 4 (100) 0 (0) 2 (50) 2 (50) 10 (83.3) 2 (16.7) <0.18888
FLT3 1 (25) 3 (75) 1 (25) 3 (75) 1 (8.3) 11 (91.7) <0.59281
JAK3 4 (100) 0 (0) 3 (75) 1 (25) 12 (100) 0 (0) <0.12181
KDR 0 (0) 4 (100) 2 (50) 2 (50) 5 (41.6) 7 (58.4) <0.24859
MET 3 (75) 1 (25) 2 (50) 2 (50) 10 (83.3) 2 (16.7) <0.41111

PDGFRA 1 (25) 3 (75) 1 (25) 3 (75) 6 (50) 6 (50) <0.53526
SMAD4 3 (75) 1 (25) 3 (75) 1 (25) 10 (83.3) 2 (16.7) <0.90108

TP53 1 (25) 3 (75) 1 (25) 3 (75) 4 (33.4) 8 (64.6) <0.92370
CSF1R 3 (75) 1 (25) 4 (100) 0 (0) 12 (100) 0 (0) <0.12181
FGFR1 3 (75) 1 (25) 4 (100) 0 (0) 12 (100) 0 (0) <0.12181
PIK3CA 2 (50) 2 (50) 3 (75) 1 (25) 5 (41.6) 7 (58.4) <0.51342

RET 2 (50) 2 (50) 3 (75) 1 (25) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.18888
HRAS 3 (75) 1 (25) 3 (75) 1 (25) 9 (75) 3 (25) <1.0000
FGFR3 3 (75) 1 (25) 3 (75) 1 (25) 9 (75) 3 (25) <1.0000

KIT 3 (75) 1 (25) 3 (75) 1 (25) 10 (83.3) 2 (16.7) <0.90108
ATM 3 (75) 1 (25) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.47676
RB1 3 (75) 1 (25) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407

NRAS 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 12 (100) 0 (0) <0.12181
EZH2 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 10 (83.3) 2 (16.7) <0.47676
KRAS 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407
STK11 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407
IDH1 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407
PTEN 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407
EGFR 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407
MLH1 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.70407
FGFR2 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0) 11 (91.7) 1 (8.3) <0.47676
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с диагностированным раком легкого (только у здо-
ровых пациентов) (рис.2).

 В ходе секвенирования исследуемого материала  
было обнаружено 98 полиморфизмов в 32 генах. 38 
из 98 несинонимичных мутаций были обнаруже-
ны более чем у 1% индивидуумов. Большая часть 
мутаций встречается редко – 61.22% были обнару-
жены не более одного раза во всей выборке. Мы 
обнаружили, что 35% всех мутаций не были опи-
саны ранее (не встречаются в базах данных dbSNP, 
COSMIC актуальных ревизий). Анализ мутацион-
ного ландшафта вариантов выявил, что 27.6% всех 
вариантов относятся к однонуклеотидным поли-
морфизмам, 37.7% – к инсерциям, 22.4% – к сдвигу 

рамки считывания, 7.14% – к делециям, 6.6% – к 
многонуклеотидным полиморфизмам. Подробное 
описание всех типов выявленных мутаций пред-
ставлено в табл. 5.

Было выявлено, что в буккальном эпителии 
содержится больше мутаций сдвига рамки счи-
тывания на 67.4% и синонимичных мутаций на 
63.4%, чем в крови. Мутации типа миссенс, заме-
на интрона, мутации региона сплайсинга и другие 
встречались одинаковое число раз в буккальном 
эпителии и крови у пациентов с диагностирован-
ным раком легкого. В группу “Другие” входили 
мутации типа мутации акцептора сплайсинга, му-
тация кодирующей последовательности/мутация 
донора спайсинга/точечная мутация, мутация 
3’-нетранслируемой области, мутации внутри рам-
ки считывания (рис. 3). 

ОБСУЖДЕНИЯ

Молекулярный механизм патогенеза рака лег-
кого – сложный процесс, в котором участвует мно-
жество молекул и вовлекаются все основные сиг-
нальные пути, участвующие в канцерогенезе [10]. 
Ранее было показано, что мутации в 18 генах при-
водят к развитию аденокарциномы легкого. Наи-
более часто мутировал ген TP53 (46%). Мутации 
KRAS (33%) были взаимоисключающими с мутаци-
ями EGFR (14%). Другая группа генов, часто мути-
рующих, представлена BRAF (10%), PIK3CA (7%), 
MET (7%), RT1, и малыми ГТФазами (2%). Группа 
генов-супрессоров опухолей, включая STK11 (17%), 
KEAP1 (17%), NF1 (11%), RB1 (4%) и CDKN2A (4%), 
также часто мутировала. Другая группа частых му-
таций включает набор генов, модифицирующих 
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хроматин, таких как SETD2 (9%), ARID1A (7%) и 
SMARCA4 (6%), а также два гена сплайсинга РНК 
RBM10 (8%) и U2AF1 (3%). Мутации гена MGA на-
блюдаются у 8% пациентов [11]. Также наблюда-
лось изменение числа копий генов NKX2-1, TERT, 
MDM2, KRAS, EGFR, MET, CCNE1, CCND1, TERC 
и MECOM [12]. Анализ аберрантных транскриптов 
РНК обнаружил слияния с участием ALK, ROS1 и 
RET. Пропуск экзона 14 МЕТ в РНК приводит к 
стабилизации белка МЕТ и активации. Общий об-
зор мутационного статуса 230 пациентов с адено-
карциномой показал, что 62% из них демонстри-
руют активирующие мутации в известных онко-
генах-драйверах (такие как мутации EGFR, KRES, 
BRAF, ALK, ROS1 и слияния RET), у остальных 38% 
пациентов не было видимой мутации онкогена RTK 
/ RAS / RAF. Однако тщательный анализ показал, 
что мутации TP53, KEAP1, NF1 и RIT1 обогащены 
онкоген-негативной группой аденокарцином лег-
ких. Ключевым изменениям при аденокарциноме 
легких подвергались следующие биохимические 
пути: путь RTK / RAS / RAF (76%), путь PI3K-mTOR 
(25%), путь p53 (63%), клеточный цикл (64%), 
сплайсинг хроматина и РНК (22%) [13]. Важно от-
метить, что показатель активации MAPK выше сре-
ди аденокарцином легких с мутантным KRAS, но 
он также присутствует среди аденокарцином KRAS 
WT. Путь mTOR может быть активирован в адено-
карциномах легких посредством трех различных 
молекулярных механизмов: мутации PI3KCA, мута-
ции STK11, связанной или не связанной с низкими 
уровнями LKB1 [14]. 

Важно отметить, что наблюдались некоторые 
заметные различия в частоте возникновения не-
которых онкогенных мутаций в аденокарциномах 
легких у пациентов разного этнического происхож-
дения [15]. Таким образом, жители Восточной Азии 
демонстрируют более высокий уровень мутаций 
EGFR и более низкий уровень мутаций KRAS, чем 
европейские популяции. Эти различия существен-
но влияют на ведение аденокарциномы легких на 
уровне региональных онкологических центров и на 
дизайн клинических испытаний в разных странах. 
Среди пациентов из Восточной Азии наиболее ча-
сто мутировали гены EGFR (46.7%), TP53 (21.2%), 
ALK (12.1%, из которых 8.8% мутации и 3.3% ре-
аранжировки), KRAS (9.8%), EZH2 (9.4%), ERBB2 
(5.5%), STK11 (3.1%), PDGFRA (2.7%), NF1 (2.7%) и 
ERBB4 (2.4%) [16].

В 2013 г. было проведено всестороннее иссле-
дование генетических аномалий, встречающихся 
в плоскоклеточном раке легкого, в контексте про-
екта Атлас генома рака, обеспечивающего фунда-
ментальное комплексное исследование аномалий 
числа копий ДНК, соматических экзонных мута-
ций, секвенирования мРНК, экспрессии мРНК 
и метилирования промотора, анализа микроРНК 
и секвенирования всего генома. Результаты этого 

комплексного анализа предоставили всесторон-
нюю картину геномных и эпигеномных изменений 
при плоскоклеточном раке легкого [17]. Наиболее 
заметными результатами этого анализа были сле-
дующие: 1) было обнаружено, что 10 генов часто 
мутировали, и они включают TP53 (мутировавший 
примерно в 90% случаев), CDKN2A (15%), PTEN 
(8%), PIK3CA ( 16%), KEAP1 (12%), MLL2 (20%), 
HLA-A (3%, мутации с потерей функции), NFE2L2 
(15%), NOTCH1 (8%, усекающие мутации, по-види-
мому связанные с потерей функции), RB1 (7%); 2) 
многие из частых соматических мутаций, обнару-
живаемых в плоскоклеточном раке легкого, явля-
ются движущими силами важных путей, участвую-
щих в инициации опухоли или в прогрессии опухо-
ли. Реакция на окислительный стресс изменяется в 
34% случаев через мутации KEAP1, CUL3 и NFE2L2; 
гены дифференцировки клеток (SOX2, NOTCH1, 
NOTCH2, TP63, FOXP1) изменены в 44% образцов; 
гены клеточного цикла, такие как CDKN2A и RB1, 
в  – 72% опухолей [18], гены пути PI3K в – 47% опу-
холей. Также были опубликованы данные о мута-
ционном спектре плоскоклеточного рака легкого у 
пациентов из Восточной Азии, демонстрирующем 
паттерн, аналогичный наблюдаемому в европей-
ских популяциях. Наблюдались следующие часто-
ты повторных мутаций генов: TP53 (73%), MLL2 
(24%), NFEL2 (17%), RB1 (15%), PTEN (11%), KEAP1 
(16%), PI3KCA (9%), CD117 (13%), NF1 (12%), SWI / 
SNF (15%), NOTCH (15%). Частые изменения числа 
копий наблюдались на уровне: SOX2 (79%), PI3KCA 
(77%), TP63 (75%), FGFR1 (31%), CDKN2A (38%), 
PDGFRA (18%), PTEN (31%) [19].

Ранее был установлен ряд мутаций, возникаю-
щих при немелкоклеточном раке легкого. Основ-
ными молекулярными особенностями этих опухо-
лей являлись мутации в генах EGFR (31.6%), KRAS 
(10.5%), AKT1 (2–6%), мутации вставки ERBB2 
(1.3%), мутации PI3KCA (1.3%), слияния генов ALK 
(5.3%) и слияния KIF5B–RETR (4%); BRAF-мута-
ции не обнаружены. Мутационные профили и кли-
нико-патологические особенности немелкоклеточ-
ного рака легкого очень похожи на таковые у низ-
кодифференцированных аденокарцином [20].

При мелкоклеточном раке легкого основную 
роль играют инактивирующие мутации TP53 и RB1. 
Другая группа повторяющихся мутаций встречает-
ся на уровне трех генов: CREBBP, EP300 и MLL, 
которые кодируют модификаторы гистонов: учиты-
вая глобальную частоту геномных изменений этих 
трех гистон-модифицирующих ферментов, стано-
вится очевидным, что они представляют второй 
по частоте мутации класс генов при мелкоклеточ-
ном раке легкого. Другая группа мутаций касается 
трех генов-супрессоров опухолей: PTEN, SLIT2 и 
EPHA7. Мутации MYC часто встречаются при мел-
коклеточном раке легкого. Эти мутации включают 
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несколько генов семейства MYC, таких как MYC, 
MYCL1 и MYCN [21].

В проведенном настоящем исследовании мы вы-
яснили, что мутационный профиль в крови и клет-
ках буккального эпителия схож с азиатской попу-
ляцией (разница в том, что в азиатской популяции 
при раке легкого преобладают мутации гена EGFR, а 
в нашем исследовании – KDR), и практически пол-
ностью отличается от европейской за исключением 
основных протоонкогенов, например ТР53) [22].

Нами было установлено, что у пациентов с ра-
ком легкого в буккальном эпителии больше мута-
ций в генах FLT3, PDGFRA, KDR, PIK3CA, HRAS, 
FGFR3, чем у лиц без диагностированного рака лег-
кого. Более того, мы показали, что у пациентов с 
раком легкого мутаций в буккальном эпителии на 
44% больше, чем в крови. В 50% генов, в которых 
были обнаружены мутации, их количество в бук-
кальном эпителии было выше, чем в крови. При 
этом статистически достоверные различия были 
показаны для генов FGFR3 и PIK3CA (p < 0.05). 
Для гена HRAS p = 0.07652. В 25% генов наблю-
далось одинаковое количество мутаций в клетках 
буккального эпителия и крови у пациентов с диа-
гностированным раком легкого. Также в 25% генов 
было обнаружено больше мутаций в крови, чем в 
буккальном эпителии, но данные варианты встре-
чались единично – одна мутация была выявлена у 
одного пациента. 

Наибольшее количество мутаций наблюдается в 
генах, кодирующих рецепторные тирозинкиназы: 
KDR, FLT3, FGFR3, PDGFRA. Установлено, что ре-
цепторные тирозинкиназы являются ключевыми 
регуляторами нормальных клеточных процессов и 
играют критическую роль в развитии и прогресси-
ровании многих типов злокачественных опухолей. 
Мутации в генах, кодирующих рецепторные ти-
розинкиназы, приводят к активации сигнальных 
каскадов, вызывая изменение экспрессии белка и 
пролиферацию клеток. [23].

Ген FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) кодирует 
тирозинкиназу рецептора III класса, регулирую-
щую кроветворение, и играет важную роль в вы-
живании и пролиферации гемопоэтических ство-
ловых клеток и клеток-предшественников. Ранее 
не было показано, что мутации в этом гене ассо-
циированы с развитием рака легкого, однако уста-
новлено, что они могут приводить к конститутив-
ной активации этого рецептора тирозинкиназы и 
развитию острого миелоидного и лимфобластного 
лейкозов [24]. Мутация rs2491231, обнаруженная 
нами в этом гене, также ранее не была ассоцииро-
вана с раком легкого, но она была обнаружена при 
тройном негативном раке молочной железы [25].

Были обнаружены мутации в гене PDGFRA, ко-
торый кодирует рецептор тирозинкиназы клеточ-
ной поверхности для членов семейства факторов 

роста тромбоцитов. Исследования показывают, что 
этот ген играет роль в развитии органов, заживле-
нии ран и прогрессировании опухолей. Мутации в 
этом гене связаны с идиопатическим гиперэози-
нофильным синдромом, соматическими и семей-
ными опухолями стромы желудочно-кишечного 
тракта и множеством других видов рака, в том чис-
ле и рака легкого [26]. Однако обнаруженная нами 
мутация rs1560480581 ранее не была ассоциирована с 
раком легкого. 

Высокая мутабильность наблюдалась в гене 
KDR, который кодирует один из двух рецепторов 
VEGF. Мутации этого гена вовлечены в инфан-
тильные капиллярные гемангиомы [27]. Мутация 
rs7692791, которую мы обнаружили у пациентов с 
раком легкого, встречается при раке желудка [28], 
почечно-клеточной карциноме [29] и некоторых 
других патологиях [30], но ранее эта мутация не 
была ассоциирована с раком легкого. В гене FGFR3 
была обнаружена мутация rs7688609. Данный одно-
нуклеотидный полиморфизм расположен в экзоне 
13 гена FGFR3 и не был ранее ассоциирован с раком 
легкого, однако он был обнаружен при некоторых 
других онкозаболеваниях, таких как адамантино-
матозная краниофарингиома [31], опухоль яичек 
[32] и плоскоклеточный рак пищевода [33]. В гене 
PIK3CA наиболее частой мутацией была rs3729674. 
Этот однонуклеотидный полиморфизм располо-
жен в интроне, ранее он не был ассоциирован с 
раком легкого. В гене HRAS была выявлена мута-
ция rs12628. Данный вариант расположен в кодоне 
27 экзона 1. Ранее он не был ассоциирован с раком 
легкого, но был обнаружен при таких видах рака 
как меланома [34] и папиллярная карцинома щи-
товидной железы [35]. 

Считается, что мутации в гене TP53 являются 
причиной рака легкого [36]. Ген-супрессор опу-
холи TP53 в целом часто мутирует при раке чело-
века. Аномалия гена TP53 является одним из наи-
более значимых событий при раке легких и играет 
важную роль в онкогенезе эпителиальных клеток 
легких [37].  Действительно, мы не выявили у здо-
ровых людей в крови мутаций в гене TP53, однако 
они были обнаружены у пациентов с раком легкого 
(50%, p < 0.05 по χ2 Пирсона). Статистически зна-
чимых различий по частоте встречаемости мутаций 
в гене TP53 в буккальном эпителии не было выяв-
лено. Однако у пациентов с раком легкого мутации 
в гене TP53 в буккальном эпителии встречаются 
чаще, чем в крови (но различия статистически не-
достоверны, p = 0.1, различия частот встречаемости 
по χ2 Пирсона) (рис. 2). 

Наиболее подвержен мутациям в буккальном 
эпителии ген PIK3CA. В крови пациентов с раком 
легкого мутации в гене PIK3CA встречаются даже 
реже, чем у здоровых людей (20% против 33%). При 
этом в буккальном эпителии мутации в гене PIK-
3CA встречаются у 50% пациентов с раком легкого 
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и у 11.1% людей из контрольной группы (p < 0.05 
по χ2 Пирсона). В некоторых исследованиях была 
установлена взаимосвязь между плоскоклеточным 
раком легкого и мутациями в гене PIK3CA [38]. 
Установлено, что мутации в гене PIK3CA также об-
наружены при таких типах рака легкого как сква-
мозно-клеточная карцинома (8.9%) и аденокарци-
нома (2.9%). Наиболее частой мутацией PIK3CA 
был экзон 9 E545K. Рак легких с мутацией PIK3CA 
часто развивается у пациентов с предшествующими 
злокачественными новообразованиями [39]. 

Мы не обнаружили мутаций в гене FGFR3 в кро-
ви здоровых людей и пациентов с раком легкого 
(рис. 1). Также не было обнаружено мутаций в гене 
FGFR3 в буккальном эпителии здоровых людей, но 
они были обнаружены у 25% пациентов с раком 
легкого (p < 0.05 по χ2 Пирсона). Ранее было уста-
новлено, что мутации в гене FGFR3 способствуют 
росту клеток при раке легкого. Это связано с тем, 
что гены семейства FGFR участвуют в регуляции 
множества биологических процессов, включая вос-
становление тканей, ангиогенез, пролиферацию, 
дифференцировку, миграцию и выживание кле-
ток  [40]. Повышенная экспрессия FGFR3 указы-
вает на неблагоприятный прогноз для людей с аде-
нокарциномой легких и способствует увеличению 
метастатического потенциала клеток аденокарци-
номы легких [41]. 

В настоящей работе мы показали, что у паци-
ентов с раком легкого увеличивается количество 
мутаций сдвига рамки считывания в буккальном 
эпителии, которые возникают, как правило, при 
увеличении уровня окислительного стресса. Му-
тации сдвига рамки считывания являются наи-
более опасными мутациями, которые приводят к 
неправильной трансляции белка, а следственно, 
к аномальному синтезу белковых продуктов с не-
правильной аминокислотной последовательно-
стью [42]. Наибольшее количество соматических-
мутаций в буккальном эпителии пациентов с ра-
ком легкого наблюдается в генах PIK3CA и FGFR3. 
Наиболее мутабельными оказались гены, которые 
кодируют рецепторные тирозинкиназы. В совокуп-
ности эти данные подтверждают предположение о 
том, что ротовая полость является “молекулярным 
зеркалом рака легкого” [7]. 

Исследование выполнено при поддержке Ми-
нистерства науки и высшего образования Россий-
ской Федерации в рамках Государственного зада-
ния университетам в сфере научной деятельности 
на 2020–2022 гг. (проект FZGU-2020-0044). 

Исследование одобрено Этическим комите-
том Воронежского государственного университета 
(протокол 42-03 от 8 октября 2020 г.).

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального 

комитета по исследовательской этике и Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующим измене-
ниям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследова-
ние участников было получено информирован-
ное добровольное согласие. Все обследованные 
– совершеннолетние.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Comparative Analysis of Mutation in the Buccal Epithelium  
and Blood in Patients with Lung Cancer and Healthy People

O.V. Serzhantova1,2, A.G. Novikova1,2, A.A. Mikhailov1, I.P. Moshurov1, A. P. Gureev2*

1Voronezh Regional Clinical Oncological Dispensary, Voronezh, 394036 Russia 
2Department of Genetics, Cytology and Bioengineering, Voronezh State University, Voronezh, 394018 Russia 

*e-mail: gureev@bio.vsu.ru

Lung cancer is one of the leading causes of cancer death. Finding new methods for the early and 
accurate diagnosis of lung cancer is critical for effective treatment. We have shown that patients with lung 
cancer have more mutations in the FLT3, PDGFRA, KDR, PIK3CA, HRAS, FGFR3 genes in the buccal 
epithelium  than people without diagnosed lung cancer. Thus, study of molecular alterations may be used 
as a method for the accurate diagnosis of lung cancer in the early stages of investigational procedure. 

Keywords: lung cancer; sequencin, buccal epithelium, mutation profile, gene.
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