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Аннотация. Проведено изучение особенностей наследования и взаимодей-
ствия генов регуляции клеточного цикла, в результате чего были выявлены 
сочетания аллелей шести генов (Myc-L, р21, CDK4, CDK2, Rb1, ING1), приво-
дящие к изменению их экспрессии, а также пятифакторная модель взаимо-
действия изученных генов, отражающая механизм формирования высоко-
го риска развития онкопатологии. Выявленные сочетания непротективных 
аллелей генов клеточного цикла могут использоваться при определении 
риска развития онкологических заболеваний.
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Введение

Клеточный цикл находится под строгим контролем 
системы регуляции, работа которой определяет-
ся особенностями экспрессии генов циклинов, 

циклинзависимых киназ, факторов транскрипции и  он-
косупрессоров. На протяжении клеточного цикла суще-
ствует три основных «контрольно-пропускных пункта», 
которые существенны для перехода клетки из  одной 
фазы клеточного цикла в другую [2].

Многочисленные исследования позволили выявить 
множество генов, контролирующих клеточный цикл, 
а мутации в этих генах приводят к модификации работы 
белкового каскада и,  как следствие, срыву регулятор-
ных механизмов контроля клеточного цикла. Активная 
пролиферация клеток с модифицированной работой ге-
нов-регуляторов клеточного деления, таких как BRCA1, 

BRCA2, TP53, АТМ, RAD51, р21, Rb, CDK, провоциру-
ют злокачественное перерождение клеток, что лежит 
в основе такого сложного и многофакторного заболева-
ния, как рак [1, 3, 8, 11].

Таким образом, в  выявлении механизмов злокаче-
ственного перерождения клеток актуальным является 
изучение генов, регулирующих клеточный цикл и наибо-
лее значимыми являются гены циклин-зависимых киназ 
(CDK), белка-ингибитора циклин-зависимой киназы 1А 
(р21), ретинобластомы (Rb1), белка-ингибитора клеточ-
ного роста (ING1), протоонкогенного белка (Myc-L), 
участвующие в  каскадах реакций по  поддержанию це-
лостности генома и  генетической стабильности клетки. 
Изменение их функциональной активности ведет к нако-
плению повреждений ДНК, изменению перехода от  од-
ной фазы клеточного цикла к другой и увеличению веро-
ятности злокачественного перерождения клетки.
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Цель исследования 

Анализ аллельного взаимодействия и наследования 
генов, контролирующих клеточный цикл для установле-
ния особенностей их работы при формировании риска 
развития онкопатологии.

Материалы и методы

В  работе использованы образцы ДНК 598 человек, 
проживающих в  Республике Башкортостан. Из  них 298 
здоровых индивидов без отягощенного онкологиче-
ского анамнеза и  300 онкологических больных, нахо-
дившихся на  стационарном лечении в  ГБУЗ «Республи-
канский клинический онкологический диспансер» М3 
Республики Башкортостан. Для проведения семейного 
анализа были взяты образцы ДНК четырех семей (67 
человек) как здоровых, так и имеющих онкологическое 
заболевание в ряду поколений. Анкетирование и сдача 
венозной крови для проведения генетических исследо-
ваний проводилось с информированного и доброволь-
ного согласия исследуемых людей.

Выделение ДНК проводилось из  периферической 
крови с помощью метода фенольно-хлороформной экс-
тракции [9]. Амплификацию изученных локусов прово-
дили с помощью метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на  амплификаторе «Терцик» в  растворе объемом 
10 мкл, содержащем 3,5 мкл Master Mix, 1,5 мкл прайме-
ров, 1 мкл ДНК. Разделение продуктов амплификации 
и рестрикции проводили в 7% полиакриламидном геле.

Статистическую обработку данных проводили с  по-
мощью программ MS Excel 2016 (Microsoft) и  GMDR 
(Generalized Multifactor-Dimensionality Reduction) для 
моделирования ген-генных взаимодействий, а также та-
блиц сопряженности 2х2 (с поправкой Иэйтса).

Результаты исследования  
и их обсуждение.

Генотипирование проводилось по  шести полимор-
фным локусам генов клеточного цикла: rs1059234 гена 
белка-ингибитора циклин-зависимой киназы 1А (р21), 
rs2072052 гена циклин-зависимой киназы 4 (CDK4), 
rs3087335 гена циклин-зависимой киназы 2 (CDK2), 
rs137853294 гена ретинобластомы (Rb1), rs 121909250 
гена белка-ингибитора клеточного роста (ING1), 
rs3134613 гена протоонкогенного белка (Myc-L).

Анализ распределения частот генотипов и  аллелей 
полиморфного локуса rs2072052 гена CDK4 выявил до-
стоверно значимое повышение частоты гетерозиготно-
го генотипа *А/*С (р=0,05, χ2=3,85) и  непротективного 
аллеля *С (р=0,02, χ2=5,3) в группе онкобольных.

Белок CDK4 участвует в  регуляции перехода клетки 
от G1 фазы клеточного цикла в S. Белок CDK4 и циклины 
D образуют комплексы D-CDK4 (DC), которые фосфори-
лируют и ингибируют белки ретинобластомы (RB), регу-
лируют клеточный цикл, участвуют в контроле пролифе-
рации клеток во время фазы G1. CDK4 ингибируется p16 
(INK4a), также известным как циклин-зависимый ингиби-
тор киназы-2 (CDKN2A) [15].

Полученные нами данные согласуются с  литератур-
ными, в которых было установлено, что для людей с гете-
розиготным генотипом *А/*C по гену CDK4 был выяв-
лен повышенный риск развития рака мочевого пузыря 
[17], а у носителей непротективного аллеля *С выявлена 
ассоциация с развитием рака кожи [10].

Попарное сравнение по  полиморфному локусу 
rs3087335 гена CDK2 (А/С) показало статистически 
значимое повышение частоты гомозиготного геноти-
па *A/*A и  аллеля *A в  группе здоровых индивидов 
(р=0,02, χ2=5,08; р=0,07, χ2=3,18 соответственно) и  до-
стоверно значимое увеличение частоты генотипа *C/*C 
(р=0,15, χ2=2,01) и аллеля *C (р=0,07, χ2=3,18) в группе 
онкобольных.

Изученный генетический полиморфизм rs3087335 
(А/С) локализован в  первом экзоне гена и  приводит 
к  замене тирозина на  серин в  15 положении амино-
кислотной последовательности, что влияет на  способ-
ность к  фосфорилированию белков клеточного цикла: 
CTNNB1, USP37, р53 / TP53, NPM1, CDK7, RB1, 
BRCA2, MYC, NPAT, EZH2.

При анализе полиморфного локуса rs137853294 
гена Rb1 в  группе онкобольных показано достоверно 
значимое повышение частоты гомозиготного генотипа 
*G/*G (р=0,0005, χ2=57,61) и  непротективного аллеля 
*G (р=0,0005, χ2=19,84).

Изученный полиморфизм гена ретинобластомы 
(RB1) характеризуется нуклеотидной заменой, приво-
дящей к образованию белка с измененной функцией. Бе-
лок RB1, содержащий в своем составе аминокислоту Arg 
в 661 положении более эффективно вызывает индукцию 
апоптоза [13]. В 2013 г. Raquel c сотрудниками при уста-
новили достоверное повышение частоты гомозиготного 
генотипа *G/*G у пациентов с раком мочевого пузыря, 
что подтверждает ассоциацию аллеля *G с  развитием 
рака различной локализации [12].

Попарное сравнение частот генотипов и аллелей по-
лиморфного локуса rs121909250 гена ING1 выявило 
достоверно значимое повышение частоты гомозигот-
ного генотипа *G/*G (р=0,0005, χ2=130,38) и аллеля *G 
(р=0,0005, χ2=67,3) в группе онкобольных.
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Согласно литературным данным, аллель *G приво-
дит к образованию белка, не способного сформировать 
нормальную трехмерную структуру, и  как следствие 
выполнять основную свою функцию — регуляция про-
цессов транскрипции генов-мишеней, которые необ-
ходимы для остановки клеточного цикла и реализации 
апоптоза [4, 5]. Также в литературе встречаются данные, 
что аллель *G ассоциирован с  раком головного мозга 
[6].

Выявленное достоверно значимое увеличение ча-
стоты генотипа *G/*G (р=0,001, χ2=6,71) и  аллеля *G 
(p=0,003, χ2=4,75) полиморфного локуса rs3134613 гена 
Myc-L в группе онкобольных объясняется сверхэкспрес-
сией гена Myc-l, что определяет развитие ряда измене-
ний, которые влияют на пролиферацию, рост и метабо-
лизм в клетке, репликацию ДНК, регуляцию клеточного 
цикла, клеточную адгезию, дифференцировку и  разви-
тие метастаз [16]. Исследования ранних лет показали ас-
социацию генотипа *G/*G гена Myc-L (rs3134613) с ри-
ском развития рака легкого связан с метастазированием 
лимфатических узлов, а  у  пациентов с  онкопатологией 
различной локализации данный генотип ассоциирован 
с рецидивом опухоли [14].

В  результате анализа по  полиморфному локусу 
rs1059234 гена р21 было выявлено статистически зна-
чимое повышение гетерозиготного генотипа *С/*Т 
и аллеля *Т (р=0,001, χ2=12,79; р=0,0009, χ2=13,37 соот-
ветственно) в группе онкобольных, а также значимое по-
вышение частоты гомозиготного генотипа *С/*С в груп-
пе здоровых индивидов (р=0,0006, χ2=16,42). Согласно 
литературным данным, аллель *Т кодирует транскрипт 
со сниженной способностью передачи сигнала необхо-
димого для процессинга мРНК.

Злокачественное перерождение клетки — сложный 
многостадийный процесс, в  который вовлечено нару-
шение многих регуляторных систем контроля целост-
ности клеточных структур, в  том числе генетического 
материала. Эта дезорганизация функционирования 
клетки обусловлена нарушением работы многих генов, 
поэтому для представления целостной картины пато-
генеза, был проведен анализ распределения частот 
сочетаний генотипов изученных генов и  особенностей 
их взаимодействия. Определено, что в группе здоровых 
индивидов достоверно чаще встречалось сочетание 
генотипов CT/AA/CG/TT/AA/СС (р=0,05, χ2=0,14) по-
лиморфных локусов генов Rb1 (rs137853294), CDK2 
(rs3087335), ING1 (rs121909250), Myc-L (rs3134613), 
CDK4 (rs2072052) и р21 (rs1059234). Рисковыми же со-
четаниями являются сочетания генотипов CT/AA/CG/
GG/CC/СТ (р=0,008, χ2= 7,49) и TT/CC/GG/TG/AC/СТ 
(р=0,004, χ2=9,78), которые выявлены высокой частотой 
в группе онкобольных. Интересен тот факт, что выявлен-

ные у онкобольных значимые сочетания генотипов име-
ют в своем составе рисковые генотипы, исходя из чего 
можно сделать вывод о сочетанном влиянии нарушения 
работы генов клеточного цикла на риск развития онко-
патологии.

Моделирование ген-генных взаимодействий для 
шести полиморфных локусов генов клеточного цик-
ла позволило определить мажорные гены, вносящие 
наибольший вклад в  формирование сочетанного ри-
ска развития онкопатологии. Исходя из  результатов 
моделирования, аллельное состояние генов ING1, 
Myc-L и р21 наиболее значимо в процессах злокаче-
ственного перерождения клетки, причем данные гены 
работают независимо друг от друга. Данный результат 
логичен и согласуется с фактическим участием данных 
генов в  различных сигнальных путях регуляции кле-
точного цикла. Продукты генов CDK4, CDK2 и  Rb1, 
напротив, работают сопряженно и оказывают сочетан-
ное влияние на  формирование риска развития онко-
патологии, что и  подтвердили результаты исследова-
ния.

С  помощью программы STRING 10.0 (Search Tool for 
the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) был выполнен 
анализ взаимодействия белков, кодируемых изучен-
ными генами, осуществляющих регуляцию клеточного 
цикла на  разных его этапах. Уровень взаимодействия 
оценивался, основываясь на  общедоступные функци-
ональные онтологии и  базы данных KEGG, GO, PFAM, 
INTERPRO, BioGRID, PubMed и  др (Szklarczyk, 2015). Ана-
лиз в программе STRING 10.0 по базе данных KEGG выя-
вил высокую силу белок-белковых взаимодействий при 
регуляции клеточного цикла.

Генеалогический анализ трех поколений в  четырех 
семьях с различным онкологическим анамнезом позво-
лил определить особенности наследования изученных 
генов клеточного цикла. Так, члены семей, с  отягощен-
ным в отношении онкопатологии анамнезом, были носи-
телями более 6 рисковых аллелей по изучаемым генам. 
Примечателен тот факт, что каждый индивид в  таких 
семьях являлся носителем хотя бы одного гомозиготно-
го генотипа по рисковым аллелям одного из генов кле-
точного цикла (CDK4, CDK2, Rb1, ING1, Myc-L, р21). 
Подобный генотипический статус членов семьи можно 
рассматривать как неблагоприятный в отношении риска 
развития онкопатологии.

Результаты проведенного исследования, до-
казывают высокий вклад рисковых аллелей ге-
нов Rb1 (rs137853294), CDK2 (rs3087335), ING1 
(rs121909250), Myc-L (rs3134613), CDK4 (rs2072052) 
и р21 (rs1059234) в формирование предрасположенно-
сти к развитию онкопатологии.

ОБЩАЯ БИОЛОГИЯ

26 Серия: Естественные и технические науки №5 май 2021 г.



Заключение.

В результате проведенного исследования выявлены 
рисковые в  отношении риска развития онкопатологий 
сочетания генотипов (CT/AA/CG/GG/CC/СТ и TT/CC/
GG/TG/AC/СТ) изученных генов (Myc-L/CDK2/CDK4/
ING1/Rb1/р21 соответственно) клеточного цикла.

Шестилокусная модель межгенных взаимодействий 
указывает на приоритетное влияние аллельного состоя-
ния генов Myc-L, ING1 и р21 в формирование сочетан-
ного риска развития онкопатологии.

Генеалогический анализ семей с различным онколо-
гическим анамнезом подтверждает выявленные зако-
номерности и подтверждает генетическую обусловлен-
ность заболевания.

Результаты исследования конкретизируют литератур-
ные данные о значимом влиянии генов клеточного цикла 
на  процессы злокачественного перерождения клетки, 
являются готовой моделью генетического тестирования 
и  могут быть использованы для превентивной диагно-
стики, а также определения групп риска в отношении ге-
нетической предрасположенности к онкопатологии.
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