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Несмотря на большие усилия фундаментальных и клинических исследований рака легкого (РЛ),
профилактика и лечение этого вида рака до сих пор далеки от удовлетворительных показателей. Уже
признаны сложные механизмы биологии РЛ, но существует значительный пробел в знаниях о вза-
имодействии ключевых биомаркеров в этиологии и прогрессировании этого заболевания. Настоя-
щее исследование направлено на то, чтобы изучить связь между длиной теломер (ДТ), частотами
хромосомных аберраций (ХА) и микроядер (МЯ) в лейкоцитах первичных больных РЛ. У 67 мужчин
с РЛ и 77 контрольных доноров (мужчин) в лейкоцитах крови были определены базовые частоты ХА
и МЯ, а также изучена ДТ. В итоге обнаружено значительное увеличение ДТ у пациентов с РЛ по
сравнению с контрольными донорами (25.86 ± 2.13 против 15.29 ± 1.22 соответственно; p = 0.00001).
В лейкоцитах больных РЛ отмечено значимое увеличение базового уровня структурных аберраций
хромосом, а также микроядер, содержащих центромеры. Только в выборке пациентов с РЛ выявле-
ны прямые корреляции ДТ с частотой аберраций хромосомного типа и с частотой парных фрагмен-
тов. В этой же выборке зарегистрированы достоверные обратные корреляции ДТ с частотой двуя-
дерных лейкоцитов, содержащих ядерные протрузии, и с частотой клеток, вступивших в апоптоз.
Исследование впервые показало, что увеличение ДТ у пациентов с РЛ связано со структурными по-
вреждениями хромосом, но не с частотой анеуплоидий.
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Теломеры поддерживают целостность хромо-
сом, закрывая их концы и обеспечивая защиту от
деградации и слияния во время клеточного цикла.
Структуры теломер у человека состоят из 1000–2000
повторов последовательностей TTAGGG, связан-
ных с комплексами из шести шелтеринов. С воз-
растом происходит постепенное истощение тело-
мер и сокращение их длины [1]. Было показано,
что более короткие теломеры коррелируют с по-
вышенным уровнем воспаления и окислительно-
го стресса [2, 3].

Ранее были выявлены корреляции между дли-
ной теломер (ДТ) в лейкоцитах и различными за-
болеваниями, такими как атеросклероз, сердеч-

ная недостаточность, сахарный диабет 2-го типа,
хронический психосоциальный стресс, депрес-
сия, деменция, болезнь Альцгеймера и рак [4–9].
Сложилось мнение, что короткие теломеры в со-
четании с другими механизмами канцерогенеза
могут приводить к нестабильности генома, что
характерно для многих типов рака [10]. Таким об-
разом, ДТ в лейкоцитах периферической крови,
по-видимому, является маркером восприимчиво-
сти ко многим типам рака: груди, легких, мочево-
го пузыря, головы и шеи, рака поджелудочной
железы [11–14]. Однако недавние эпидемиологи-
ческие данные показали, что не только короткие,

УДК 575.224:616.006.6

ГЕНЕТИКА
ЧЕЛОВЕКА



ГЕНЕТИКА  том 58  № 1  2022

ДЛИНА ТЕЛОМЕР И БАЗОВЫЙ УРОВЕНЬ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИХ ПОВРЕЖДЕНИЙ 87

но и длинные теломеры лимфоцитов могут быть
связаны с повышенным риском рака [15, 16].

Корреляции между ДТ и хромосомными абер-
рациями (ХА) наблюдали в лейкоцитах крови здо-
ровых людей [17], в клетках солидных опухолей
[18] и у пациентов с разными типами лейкозов
[19, 20]. Нестабильность генома (точечные мута-
ции, структурные и численные нарушения хромо-
сом) является одним из фундаментальных меха-
низмов злокачественной трансформации [21–23]
и значимым биомаркером риска рака [24, 25]. Это
раннее событие в канцерогенезе, часто обнару-
живаемое в клетках вновь диагностированных
(нелеченных) пациентов с различными типами
рака [26–33]. Было показано, что повышенные
частоты ХA и микроядер (МЯ) являются предик-
торами риска развития рака в популяциях челове-
ка [34–37]. Метаанализ частот МЯ в лейкоцитах
нелеченных пациентов с различными типами ра-
ка показал, что 72% образцов продемонстрирова-
ли увеличение базового уровня МЯ по сравнению
с контрольными донорами [38]. Аналогичное по-
вышение уровня ХА было зарегистрировано у он-
кологических больных до начала терапии [39].
Однако возможности обоих биомаркеров для
практической оценки риска развития рака и вы-
явления нестабильности генома при прогресси-
ровании рака еще не полностью использованы.

Рак легкого (РЛ) – одна из самых распростра-
ненных злокачественных опухолей и одна из ос-
новных причин смерти от рака во всем мире. В
частности, на смерть от РЛ у мужчин приходится
около 1/3 смертей от всех злокачественных ново-
образований [40]. Этиология РЛ характеризуется
анеуплоидией и нестабильностью генома, кото-
рые наблюдаются у больных до терапии, но также

оказывают сильное влияние на выживаемость
уже пролеченных пациентов [41–44]. Таким об-
разом, исследование нестабильности генома при
РЛ имеет большое значение для ранней диагно-
стики и распознавания пациентов высокого риска,
а также для отслеживания результатов терапии,
особенно в зависимости от типа РЛ, которые, как
было показано, имеют различную биологию [45].
В настоящем исследовании мы впервые сравни-
ваем данные о ДТ с базовыми частотами цитоге-
нетических повреждений в лейкоцитах крови у
нелеченых больных РЛ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Характеристика исследованных групп

Длина теломер, а также базовые частоты ХА и
МЯ были изучены в лейкоцитах периферической
крови 60 пациентов с первично диагностирован-
ным РЛ (только мужчины, средний возраст 59.64 ±
± 1.15 лет), поступивших в Кемеровский областной
онкологический диспансер, и у 77 здоровых муж-
чин-доноров, жителей г. Кемерово (средний воз-
раст 59.49 ± 0.75 лет). Не было значимой разницы
в возрасте между больными РЛ и контрольной
группой (p = 0.09). 61.2% пациентов с РЛ являлись
активными курильщиками, в то время как в кон-
трольной выборке было зарегистрировано при-
мерно равное число курящих и некурящих доно-
ров (табл. 1).

Для этого исследования образцы крови у боль-
ных РЛ были взяты при поступлении в клинику
до выполнения любых диагностических и тера-
певтических процедур. В выборку вошли пациен-
ты, которые соответствовали следующим крите-

Таблица 1. Характеристика изученных групп

* Патоморфологический диагноз; ** стадии РЛ по классификации tumor–node–metastasis.

Показатели Больные РЛ, n = 67 Контроль, n = 77

Возраст (лет) (μ ± SE)/min–max 59.64 ± 9.38/22–73 59.49 ± 6.61/43–79

Статус курения (%):
курящие
некурящие

61.2
38.8

52.0
48.0

Тип РЛ* (%):
плоскоклеточный
аденокарцинома
мелкоклеточный
прочие

52.2
25.4
10.5
11.9

TNM** (%):
I, II
III, IV

29.9
70.1

Метастазы – (%)
Метастазы + (%)

86.6
13.4
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риям: отсутствие инфекционных заболеваний на
момент отбора проб и отсутствие профессиональ-
ных воздействий ионизирующего излучения или
известных химических мутагенов/канцерогенов.
Всего у 52.2% пациентов был диагностирован
плоскоклеточный РЛ, у 25.4% – аденокарцинома,
у 10.5% – мелкоклеточный РЛ и у 11.9% – другие
типы РЛ (немелкоклеточный, крупноклеточный,
нейроэндокринный, мезенхимальный). Для каж-
дого пациента была определена стадия заболева-
ния на основе классификации TNM (опухоль,
узел, метастазы) в соответствии с рекомендацией
Goldstraw [46]. Исходя из этого, 41.9% пациентов
находились в I–II стадиях, 58.1% – в III–IV ста-
диях и 14.7% пациентов имели метастазы в отда-
ленные органы. Описание этой группы представ-
лено в табл. 1.

Все участники были проинформированы о це-
ли, методологии и возможных рисках исследова-
ния; информированное согласие было подписано
каждым донором. Исследование было выполнено
в соответствии с требованиями Этического комите-
та Кемеровского государственного университета.

Измерение длины теломер
Для изучения относительной длины теломер

использовали количественную ПЦР (QPCR) в
соответствии с протоколом [47]. В каждом образ-
це определяли отношение количества копий те-
ломерных повторов к числу копий единственного
гена (T/S) рибосомного фосфопротеина 36B4u,
также известного как RPLPO. Это соотношение
пропорционально средней длине теломер. Кон-
центрацию исследуемого ДНК предварительно
измеряли с помощью флуориметра Quantus
(E6150, Promega), используя систему Quantif lor
dsDNA (E2670, Promega). Микс для каждой реак-
ции QPCR содержал 5 мкл Syber Green Master Mix
(iTag Universal SYBR green Supermix, Biorad), 0.9 мкл
свободной от нуклеаз H2O; 0.05 мкл каждого
праймера и 0.4 нг ДНК. Для амплификации тело-
мерных последовательностей использовали
праймеры telg 5'-CGG TTT GTT TGG GTT TGG
GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT-3' и telc
5'-GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT
TAC CCT TAC CCT-3'. Для амплификации одно-
копийного референсного гена 36B4u использова-
ли праймеры albc 5'-CAG CAA GTG GGA AGG
TGT AAT CC-3' и albd 5'-CCC ATT CTA TCA TCA
ACG GGT ACA A-3' [47]. Условия QPCR были
установлены на 95°C в течение трех минут с по-
следующими 40 циклами при 95°C в течение 15 с
и 60°C в течение одной минуты, после чего следо-
вал HRM от 65 до 95°C с шагом 0.5°C. ПЦР про-
водили трижды, для анализа использовали усред-
ненные значения. Результаты QPCR анализиро-
вали с использованием программного
обеспечения Bio-Rad CFX384 Manager™. Для

каждого образца по обоим генам отмечали поро-
говый цикл амплификации, в котором интенсив-
ность флуоресценции преодолевала фоновый
уровень (Ct). Далее рассчитывали показатель ΔCt
как разницу порогового цикла для теломерной
пробы и референсной пробы одного и того же об-
разца (ΔCt = Cttel – Ct36B4). В итоге определяли отно-
сительное количество теломерных повторов к одно-
копийному гену 36B4u по формуле T/S = 2 ̂  (–ΔCq).

Анализ хромосомных аберраций
Образцы цельной гепаринизированной перифе-

рической крови культивировали в среде RPMI-1640
(ПанЭко) с добавлением 20%-ной фетальной теля-
чьей сыворотки (Gibco) и 2%-ного фитогемагглю-
тинина (ПанЭко) в течение 48 ч при 37°C. За 2 ч
до фиксации в культуры добавляли колхицин
(0.05 мг/мл) (ПанЭко). По окончании инкубации
клеточные культуры обрабатывали гипотониче-
ским раствором 0.55%-ного KCl в течение 20 мин
при 37°С. Фиксацию материала проводили в трех
сменах охлажденного фиксатора Карнуа (метанол и
ледяная уксусная кислота в соотношении 3 : 1). По-
лученную суспензию раскапывали на чистые охла-
жденные и смоченные водой предметные стекла.
Препараты шифровали и окрашивали с помощью
2%-ного раствора красителя Гимза (Merck).

Учет метафаз, включаемых в анализ, и крите-
рии для регистрации цитогенетических повре-
ждений соответствовали общепринятым реко-
мендациям [48]. Учитывали следующие показате-
ли: доля аберрантных метафаз, частота аберраций
хроматидного типа (одиночные фрагменты, хро-
матидные обмены), частота аберраций хромосом-
ного типа (парные фрагменты, дицентрические и
кольцевые хромосомы, атипичные моноцентри-
ки). Ахроматические пробелы в число аберраций
не включали и не учитывали.

Анализ микроядер в культуре лейкоцитов
с блоком цитокинеза

Микроядра и другие цитогенетические нару-
шения определяли по стандартному протоколу
CBMN [49], используя модификации, предло-
женные Ф.И. Ингель [50]. В культуральный фла-
кон, содержащий 3.8 мл культуральной среды
(среда RPMI-1640 + 20% сыворотки крупного ро-
гатого скота + 100 ед./мл пенициллина), помеща-
ли 0.2 мл цельной крови. Во флаконы добавляли
фитогемагглютенин (ПанЭко) в конечной кон-
центрации 6 мкг/мл и культивировали в течение
44 ч при температуре 37°С. Через 44 ч от начала
инкубирования в каждую культуру добавляли ци-
тохалазин В (Applichem GmbH) 48 мкл и культи-
вировали еще 24 ч при той же температуре. По
окончании цикла клетки фиксировали в соответ-
ствии с протоколом, готовые суспензии раскапыва-
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ли на охлажденные предметные стекла. Препараты
шифровали и окрашивали 2%-ным раствором кра-
сителя Гимза (Merck) в течение 15 мин. Анализи-
ровали препараты под микроскопом Nikon
Eclipse 80i при увеличении ×1000.

На каждом препарате анализировали проли-
феративный пул – подсчитывали 500 клеток с
различным количеством ядер, а также учитывали
клетки, находящиеся на стадии апоптоза и мито-
за. Затем на других участках стекла подсчитывали
еще по 1000 только двуядерных лимфоцитов, в
которых регистрировали различные типы цитоге-
нетических повреждений, такие как частоты дву-
ядерных лимфоцитов с МЯ, частоты клеток с
нуклеоплазменными мостами, частоты клеток с
ядерными протрузиями. Дополнительно рассчи-
тывали показатель числа одноядерных лимфоци-
тов с МЯ.

Анализ микроядер в культуре лейкоцитов
c использованием панцентромерных ДНК-зондов

Для идентификации центромер-положительных
(CEN+) или центромер-отрицательных (CEN–)
микроядер в лимфоцитах использовали метод
флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) с
панцентромерными ДНК-зондами. Готовые пре-
параты отмывали в 2× SSC три раза по 5 мин, де-
натурацию ДНК проводили 5 мин в растворе
0.01%-ного пепсина, затем 10 мин фиксировали в
1%-ном параформальдегиде и 5 мин отмывали в
1× PBS. Препараты обезвоживали проводкой в
батарее спиртов восходящей концентрации (70,
90, 100%) по 2 мин и сушили при комнатной тем-
пературе. На сухие препараты наносили по 10 мкл
зондов, накрывали покровными стеклами и по-
мещали в гибридизатор (ThermoBrite), 5 мин на
75°C, 20 ч на 37°C. После гибридизации снимали
покровные стекла и отмывали в растворах WT1
(2 мл 20× SSC + 98 мл воды + 300 мкл Nonidet)
1 мин и WT2 (10 мл 20× SSC + 90 мл воды + 100 мкл
Nonidet) 2 мин (кюветы с растворами были поме-
щены в водяную баню, разогретую до 71–72°С).
Затем 3 мин стекла отмывали в воде и высушива-
ли при комнатной температуре в темноте. На су-
хие стекла наносили 5 мкл Prolong Gold antifade
with DAPI и накрывали покровными стеклами.
Контрастное окрашивание после промывок осу-
ществляли DAPI, смешанным с монтажной средой
Prolong Gold Antifade (Thermo Fisher Scientific).
Предметные стекла хранили в темноте при 4–10°C
до микроскопического анализа.

Анализ проводили с помощью флуоресцент-
ного микроскопа (Axioskop-Zeiss), оснащенного
фильтрами для DAPI (синий) и FITC (зеленый) и
подключенного к компьютеру, оснащенному
программным обеспечением ISIS версии 5.0
(MetaSystems) для сбора и анализа объектов с МЯ.

Всего по 1000 двуядерных лейкоцитов были изу-
чены у 38 больных РЛ и 37 контрольных доноров.

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов иссле-

дования проводили с помощью программы Stat-
Soft STATISTICA 7.0. Оценку количественных по-
казателей осуществляли посредством вычисле-
ния средних значений (μ) и стандартных ошибок
среднего (SE). Проверку распределения частот ци-
тогенетических показателей проводили с помощью
теста Колмогорова–Смирнова. Сравнение групп
осуществляли с помощью рангового U-теста Ман-
на–Уитни и точного теста Фишера. Корреляцию
между показателями для случаев с ненормальным
распределением данных рассчитывали с исполь-
зованием непараметрической статистики при по-
мощи коэффициента корреляции Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Длина теломер в лейкоцитах больных раком

легкого и контрольных доноров
Рис. 1 демонстрирует результаты измерения ДТ в

лейкоцитах пациентов с РЛ и контрольных доно-
ров. Очевидно, что среднее значение T/S значимо
больше у пациентов по сравнению с контролем
(25.86 ± 2.13 против 15.29 ± 1.22; p = 0.00001). При
сопоставлении ДТ в подгруппах пациентов с раз-
ными патоморфологическими типами РЛ разли-
чий между ними выявлено не было. В частности,
значения T/S составили у больных плоскоклеточ-
ным РЛ – 24.63 ± 3.05; аденокарциномой – 29.60
± 5.13 и мелкоклеточным РЛ – 27.52 ± 5.72. Боль-
ные РЛ с I–II стадиями заболевания согласно
TNM-классификации имели среднее значение
относительной длины теломер – 26.6 ± 3.39, а с
III–IV стадиями – 25.81 ± 2.74 (p > 0.05). Не было
различий в ДТ и при сравнении подгрупп паци-
ентов с метастазами в отдаленные органы и без
них (30.86 ± 5.79 против 25.54 ± 2.35; p > 0.05). На-
конец, возраст и статус курения никак не влияли
на параметры ДТ как в выборке пациентов, так и
в контроле.

Базовые частоты хромосомных
аберраций в лейкоцитах больных раком легкого

и контрольных доноров
Больные РЛ имели значительное увеличение до-

ли аберрантных метафаз по сравнению с контроль-
ными донорами (4.4 ± 0.25% против 2.11 ± 0.14%;
p < 0.0001). У них также было зарегистрировано
достоверное увеличение частоты аберраций хро-
матидного типа, таких как одиночные фрагменты
(2.95 ± 0.24% против 1.46 ± 0.11%; p < 0.0001) и хро-
матидные обмены (0.1 ± 0.03% против 0.03 ± 0.02%;
p = 0.003) по сравнению с контрольной группой.
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Наконец, у пациентов с РЛ наблюдается значи-
мое увеличение аберраций хромосомного типа,
таких как парные фрагменты (1.1 ± 0.14% против
0.46 ± 0.06%; p < 0.0001) и хромосомные обмены
(0.53 ± 0.08% против 0.26 ± 0.05%; p = 0.002) по
сравнению с контрольной группой (табл. 2).

Корреляционный анализ показал, что коэф-
фициент Спирмена при сопоставлении частоты
ХА с возрастом не был значимым (p = 0.27 для па-
циентов и p = 0.73 для контроля). Также не было
обнаружено достоверных различий в частотах ХА
между подгруппами пациентов с разными гистоло-
гическими типами РЛ и стадиями опухолевого про-
цесса. Наконец, доля аберрантных метафаз не была

значимо увеличена в лейкоцитах курящих пациен-
тов с РЛ по сравнению с некурящими (4.63 ± 0.32%
против 3.98 ± 0.42%; p = 0.31) и не различалась
между курящими и некурящими контрольными
донорами (2.02 ± 0.16% против 2.2 ± 0.23%; p = 0.67).

Базовые частоты микроядер в лейкоцитах больных 
раком легкого и контрольных доноров

Итоги микроядерного анализа лимфоцитов,
культивированных в условиях цитокинетическо-
го блока, суммированы в табл. 3. Как и в случае
теста на выявление ХА, были выявлены значимые
однонаправленные различия в уровне цитогенети-

Рис. 1. Результаты измерения длины теломер. F = 20.24; p = 0.00001.
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Таблица 2. Частоты хромосомных аберраций в лейкоцитах больных раком легкого и контрольных доноров

* p < 0.01, ** p < 0.0001, отличаются от значения для группы контроля.

Тип аберраций
Рак легкого (n = 67) Контроль (n = 77)

μ ± SE, % min–max μ ± SE, % min–max

Доля аберрантных метафаз 4.4 ± 0.25** 0.5–9.5 2.11 ± 0.14 0–5
Одиночные фрагменты 2.95 ± 0.24** 0–8.5 1.46 ± 0.11 0–3.5
Хроматидные обмены 0.1 ± 0.03* 0–0.5 0.03 ± 0.02 0–1
Парные фрагменты 1.1 ± 0.14** 0–5.5 0.46 ± 0.06 0–2.5
Хромосомные обмены 0.53 ± 0.08* 0–4 0.26 ± 0.05 0–2
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ческих маркеров между пациентами и контролем.
Больные РЛ демонстрируют повышенную частоту
двуядерных лейкоцитов с одним МЯ (1.31 ± 0.1%
против 0.78 ± 0.05%; p < 0.0001), двуядерных лейко-
цитов с двумя МЯ (0.14 ± 0.02% против 0.09 ± 0.01%;
p < 0.05) и общую частоту двуядерных клеток с
МЯ (1.49 ± 0.11% против 0.86 ± 0.06%; p < 0.0001)
по сравнению с контролем.

Частота одноядерных лейкоцитов с МЯ соста-
вила 0.33 ± 0.05% у пациентов с РЛ, в контроль-
ной группе 0.23 ± 0.03%; p > 0.05. Между сопо-
ставляемыми выборками не было также различий
в частоте клеток с протрузиями: 1.77 ± 0.14% у паци-
ентов и 1.69 ± 0.12% в контроле. Частота двуядерных
лейкоцитов с нуклеоплазменными мостами была
значимо увеличена у больных РЛ (0.2 ± 0.02%) по
сравнению с контролем (0.12 ± 0.02%; p < 0.001).
Кроме того, в общем пуле анализируемых цито-
логических объектов у пациентов было обнару-
жено достоверное снижение частоты клеток с
признаками апоптоза по сравнению с контролем
(1.32 ± 0.89% против 2.18 ± 1.56; p < 0.003). Воз-
раст обследуемых, а также фактор курения не
влияли на результаты анализа МЯ как в выборке
пациентов с РЛ, так и в контрольной группе. Срав-
нение подгрупп пациентов, имеющих три основ-
ные патоморфологические формы РЛ (плоскокле-
точный, аденокарцинома, мелкоклеточный), не
выявило существенных различий в результатах
анализа МЯ.

Для того чтобы оценить дифференцирован-
ный вклад CEN+ и CEN– микроядер в суммар-
ный показатель МЯ в лейкоцитах 38 пациентов с
РЛ и 37 контрольных доноров был выполнен до-
полнительный цитогенетический анализ с исполь-
зованием панцентромерных ДНК-зондов, резуль-
таты которого представлены в табл. 4. Суммарная

частота МЯ составила 1.43 ± 0.1% в группе больных
РЛ и 0.87 ± 0.07% в контроле (р = 0.00001). При этом
только CEN+ МЯ было достоверно больше в лей-
коцитах пациентов по сравнению с контролем
(0.83 ± 0.08% и 0.32 ± 0.03%; р = 0.00001), в то вре-
мя как частоты CEN– между сравниваемыми вы-
борками достоверно не различались.

Связь между длиной теломер и цитогенетическими 
повреждениями в лейкоцитах

Связь между ДТ и структурными повреждени-
ями хромосом оценивалась с использованием ко-
эффициента корреляции Спирмена. Не было за-
регистрировано связи ДТ с долей аберрантных
метафаз в обеих группах: у пациентов (p = 0.238) и
в контроле (p = 0.662). Также не было значимой
корреляции ДТ с частотой аберраций хроматид-
ного типа у пациентов с РЛ (p = 0.903) и в контро-
ле (p = 0.972). Однако коэффициент корреляции
Спирмена для ДТ с аберрациями хромосомного
типа оказался значимым в выборке больных РЛ
(R = 0.3; p = 0.02) и незначимым в группе кон-
трольных доноров (рис. 2). Также значимой у па-
циентов с РЛ была корреляция ДТ с парными
фрагментами (R = 0.36; p = 0.004), в то время как в
контрольной группе этого не наблюдалось (рис. 3).

Связи между частотами ДТ и МЯ в лейкоцитах
пациентов с РЛ и у контрольных доноров не вы-
явлено (p > 0.05). Однако была обнаружена обрат-
ная связь между ДТ и частотой двуядерных лей-
коцитов с протрузиями (R = –0.27; p = 0.04) у па-
циентов с РЛ (рис. 4). Обратная корреляция была
также обнаружена для ДТ и частоты клеток с при-
знаками апоптоза (R = –0.31; p = 0.02) у больных
РЛ (рис. 5). Для контрольных доноров не было
обнаружено значимых корреляций между этими
биомаркерами.

Таблица 3. Частоты микроядер и других цитогенетических повреждений (μ ± SD, %) в лейкоцитах больных раком
легкого и контрольных доноров

* р < 0.05; ** р < 0.01; *** р < 0.001, отличаются от значения для группы контроля.

Группа
Двуядерные клетки с МЯ Двуядерные 

клетки
с мостами

Двуядерные 
клетки

с протрузиями

Одноядерные 
клетки с МЯ1 МЯ 2 МЯ всего МЯ

Рак легкого 1.31 ± 0.1*** 0.14 ± 0.02* 1.49 ± 0.11*** 0.2 ± 0.02** 1.77 ± 0.14 0.33 ± 0.05
Контроль 0.78 ± 0.05 0.09 ± 0.01 0.86 ± 0.06 0.12 ± 0.02 1.69 ± 0.12 0.23 ± 0.03

Таблица 4. Частоты центромер-положительных (CEN+) и центромер-отрицательных (CEN–) микроядер (μ ±
± SD, %) в лейкоцитах больных раком легкого и контрольных доноров

* p = 0.00001, отличается от значения для группы контроля.

Биомаркер
Рак легкого (n = 38) Контроль (n = 37)

МЯ+ МЯ– МЯ всего МЯ+ МЯ– МЯ всего

Двуядерные клетки с МЯ 0.83 ± 0.08* 0.61 ± 0.04 1.43 ± 0.1* 0.32 ± 0.03 0.58 ± 0.05 0.87 ± 0.07
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ОБСУЖДЕНИЕ
К настоящему времени связь между длиной те-

ломер и риском злокачественных опухолей остает-
ся во многом дискуссионной и требует дальнейше-
го изучения. Сложилось мнение, что не только
уменьшение, но и удлинение ДТ может быть свя-
зано с риском развития рака. В настоящем иссле-
довании, выполненном в соответствии с дизайном
“случай–контроль”, больные РЛ имели значимо
более длинные теломеры в лейкоцитах по сравне-
нию со здоровыми донорами. Этот факт соответ-
ствует ранее опубликованным результатам когорт-
ных исследований курящих мужчин в Финляндии
[51], а также некурящих женщин азиатского проис-
хождения [52]. Связь между более длинными тело-
мерами в лейкоцитах была также установлена с
риском развития лимфомы и меланомы [9, 51,
53–55].

Не было обнаружено значимых различий в ДТ
между пациентами с разными гистологическими
подтипами РЛ (плоскоклеточный рак, аденокар-
цинома и мелкоклеточный рак), разными стадия-
ми рака или разным статусом курения. Однако
деление общей выборки на подгруппы приводит
к существенному снижению числа сопоставляемых

случаев, что вполне может сказаться на достоверно-
сти результатов сравнения. Очевидно (рис. 1), что
разброс индивидуальных значений ДТ у пациентов
с РЛ больше, чем у контрольных доноров, и это
позволяет предположить, что увеличение в буду-
щем сопоставляемых выборок пациентов с раз-
ными гистологическими типами РЛ, находящих-
ся на разных этапах заболевания, позволит обна-
ружить связь ДТ с этими факторами.

Парадокс длины теломер широко обсуждается
в последние годы. Известно, что у пожилых лю-
дей, у которых теломеры в соматических клетках
короче, чем у молодых, повышена предрасполо-
женность к основным видам рака [10]. Однако
конститутивно длинные теломеры могут обеспе-
чивать дополнительные раунды деления клеток.
Это, в свою очередь, увеличивает риск накопле-
ния соматических мутаций, которые блокируют
пути к клеточному старению и апоптозу и способ-
ствуют онкогенезу. Были предложены различные
математические гипотезы и модели для разреше-
ния парадокса длины теломер и его связи с раком
[56–58]. Например, было высказано предположе-
ние, что роль ДТ варьируется в зависимости от
стадии канцерогенеза [15]. Согласно этой гипоте-

Рис. 2. Связь длины теломер с частотой аберраций хромосомного типа в лейкоцитах больных раком легкого.
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зе, первый этап в двухэтапной модели канцероге-
неза (накопление мутаций в мультипотентных де-
лящихся стволовых клетках) протекает независи-
мо от длины индивидуальных теломер. Вместе с
тем длина теломер начинает играть ключевую
роль в прогрессировании рака на второй его ста-
дии – клональной экспансии. Таким образом, эта
модель подчеркивает, что конститутивно длин-
ные теломеры не вызывают рак, но могут вносить
вклад в канцерогенез.

Канцерогенез часто считают результатом серии
драйверных мутаций, геномной нестабильности и
отбора клеток с репликативным преимуществом
[59]. Люди с более длинными теломерами имеют
повышенный риск клональной экспансии клеток
с повреждением ДНК.

Значимо увеличенные базовые частоты МЯ и ХА
в лейкоцитах больных РЛ, показанные в нашем ис-
следовании, согласуются с данными других авторов
о нестабильности генома при этом типе рака [33, 42,
60–62]. Вместе с этим использование технологии
FISH с панцентромерными ДНК-зондами впер-
вые показало, что в общем пуле цитогенетиче-
ских нарушений в лимфоцитах больных РЛ зна-
чимую роль имеют анеуплоидии (CEN+ микро-

ядра), что является подтверждением значимости
мутаций геномного типа в этиологии и патогене-
зе этого вида рака [63].

Настоящее исследование впервые показало
прямую связь между аберрациями хромосомного
типа, парными фрагментами и ДТ, которая была
обнаружена только для пациентов с РЛ, но не у кон-
трольных доноров. Кроме этого, интересным на-
блюдением является обратная корреляция между
ДТ и частотой лейкоцитов с ядерными протрузи-
ями, а также обратная корреляция ДТ с частотой
клеток, вступивших в апоптоз. Можно предполо-
жить, что неполная или недостаточная репарация
двунитевых разрывов ДНК у больных РЛ прояв-
ляется накоплением аберраций хромосомного
типа и протрузий. Что касается наличия обратной
связи между ДТ и апоптозом, то оно подтвержда-
ет тот факт, что конститутивно длинные теломе-
ры позволяют клеткам с накопленными повре-
ждениями ускользать от систем запрограммиро-
ванной гибели.

Отсутствие связи между частотой МЯ и ДТ ве-
роятно связано с тем, что увеличение частоты МЯ
у пациентов является главным образом следстви-

Рис. 3. Связь длины теломер с частотой парных фрагментов в лейкоцитах больных раком легкого.
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ем анеуплоидий, возникающих из-за дефектов в
контрольной точке сборки веретена [64].

В группе контрольных доноров не было выяв-
лено связей между ДТ и любыми цитогенетиче-
скими повреждениями. Более ранние исследова-
ния здоровых мужчин в Норвегии показали, что
повышенная частота хромосомных аберраций в
лейкоцитах связана с более короткой длиной те-
ломер [17]. Можно предположить, что у контроль-
ных здоровых субъектов спонтанные хромосомные
аберрации и ДТ находятся в равновесии, которое
нарушается в тех случаях, когда повреждения генома
и другие механизмы канцерогенеза запускают необ-
ратимый процесс неопластической трансформа-
ции.

Таким образом, наше исследование показыва-
ет, что в комплексной биологии РЛ повреждение
генома соматических клеток связано с более длин-
ными теломерами. Дальнейшие усилия в этом на-
правлении должны быть сосредоточены на срав-
нительном изучении репрезентативных выборок
пациентов с основными гистологическими фор-
мами РЛ, находящихся на разных стадиях заболе-
вания. Можно ожидать, что результаты этих ис-
следований позволят лучше понять значение ДТ

как биомаркера прогрессирования бронхогенно-
го рака.

Авторы выражают благодарность врачам и
коллективу Кемеровского областного онкологи-
ческого диспансера, всем опрошенным лицам,
добровольно участвовавшим в этом исследова-
нии, а также сотрудникам Кемеровского государ-
ственного университета и Института экологии
человека, которые участвовали в организации и
проведении этого исследования.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского научного фонда № 18-14-00022.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Рис. 4. Связь длины теломер с частотой ядерных протрузий в лейкоцитах больных раком легкого.
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Despite the great efforts of basic and clinical research on lung cancer (LC), the prevention and treatment of
this type of cancer are still far from satisfactory indicators. The complex mechanisms of the biology of LC are
already recognized, but there is a significant gap in knowledge about the interaction of key biomarkers in the
etiology and progression of this disease. The present study is aimed at studying the relationship between telo-
mere length (TL), frequencies of chromosomal aberrations (CA) and micronuclei (MN) in leukocytes of pri-
mary patients with lung cancer. In sixty-seven men with lung cancer and 77 control donors (men), baseline
frequencies of CA and MN were determined in blood leukocytes, and TL was also studied. As a result, a sig-
nificant increase in TL was found in patients with lung cancer compared with control donors (25.86 ± 2.13
versus 15.29 ± 1.22, respectively; p = 0.00001). In leukocytes of LC patients, a significant increase in the base
level of structural aberrations of chromosomes, as well as micronuclei containing centromeres, was noted.
Only in the sample of patients with lung cancer there were direct correlations of TL with the frequency of
chromosomal aberrations and with the frequency of paired fragments. In the same sample, significant inverse
correlations of TL with the frequency of binucleated leukocytes containing nuclear protrusions and with the
frequency of cells entering apoptosis were recorded. The study showed for the first time that an increase in
TL in patients with lung cancer is associated with structural chromosomal damages, but not with the inci-
dence of aneuploidies.

Keywords: lung cancer, telomere length, baseline genome damage, genome instability, chromosome aberra-
tion, micronucleus assay.
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