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Цель исследования – выявление генов, экспрессия которых ассоциирована с метастазированием опухоли рака желудка (РЖ).
Материалы и методы. Использовали метод количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени на парных 
образцах опухоль – норма.
Результаты. Показана ассоциация с метастазированием экспрессии генов VEGF R1, FGFR2 и NRP-1. Значение отношения 
шансов (ОШ) оказалось наибольшим для гена FGFR2: ОШ 175,00; 95 % доверительный интервал (ДИ) 8,972–3413,271; для гена 
VEGFR1 – ОШ 4,622; 95 % ДИ 1,240–17,227, для NRP1 – ОШ 2,667; 95 % ДИ 0,597–11,915. При оценке совместно повы-
шенной экспрессии генов VEGFR1 и NRP1 – ОШ 5,778; 95 % ДИ 1,393–23,909; р = 0,0147. Частота повышенной экспрессии 
FGFR2 составила 5 % при диссеминированном РЖ, в то время как при локализованном РЖ она достигает 53 %.
Заключение. Разрабатываемый таргетный препарат против FGFR2, скорее всего, при диссеминированном РЖ будет иметь 
ограниченную 5–10 % частоту эффективного действия. Его применение на ранних стадиях РЖ может способствовать 
предотвращению перехода опухоли в метастатическую стадию. Возможное взаимодействие VEGFR1 и NRP1 будет приво-
дить к небольшому вкладу в метастазирование РЖ по сравнению с влиянием экспрессии только VEGFR1.
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Objective of the study. Identification of genes, the expression of which is associated with the metastasis of gastric cancer tumor.
Materials and methods. Quantitative real-time PCR on paired tumor – normal samples.
Results. An association with the metastasis of the VEGFR1, FGFR2 and NRP-1 gene expression is shown. The odds ratio (OR) was 
the highest for the FGFR2 gene: OR 175.00; 95 % CI 8.972–3413.271; for the VEGFR1 gene, OR 4.622, 95 % CI 1.240–17.227, for 
NRP1 – OR 2.667; 95 % CI 0.597–11.915. When assessing the jointly elevated expression of VEGFR1 and NRP1 genes, OR 5,778; 
95 % CI 1.393–23.909; p = 0.0147. The frequency of increased expression of FGFR2 was 5 % in case of metastasis, while in the case 
of localized GC it reached 53 %.
Conclusion. The target drug against FGFR2, which is being developed, is likely to have a limited 5–10 % frequency of effective action 
in metastatic GC. Its use in the early stages of GC can help prevent the transition of the tumor to the metastatic stage. The possible interac-
tion of VEGFR1 and NRP1 will result in a small contribution to the metastasis of GC as compared to the effect of VEGFR1-only expression.
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Введение
Рак желудка (РЖ) относится к наиболее распро-

страненным типам онкологических заболеваний, 
занимает 4-е место в мире по частоте случаев и ха-
рактеризуется плохой выживаемостью [1].

Одной из причин высокой смертности больных 
РЖ является частый переход болезни в метастатиче-
скую стадию. В связи с этим весьма актуальным явля-
ется выявление генов, ассоциированных с метастази-
рованием опухоли. Знание таких генов и особенностей 
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их функционирования при переходе к диссеминиро-
ванному состоянию позволит персонифицировать 
терапию и, следовательно, повысить ее эффектив-
ность. При этом могут открываться перспективы 
терапии не только метастатического РЖ, но и более 
ранних его стадий для предотвращения образования 
метастазов. Кроме того, такие гены могут быть источ-
ником биомаркеров, сигнализирующих о повышен-
ном риске метастазирования опухоли.

В терапии разных типов рака в настоящее время 
активно используются таргетные препараты, воз-
действующие на конкретные гены-мишени. При РЖ 
используют таргетные препараты трастузумаб – мо-
ноклональное антитело против HER2 – и рамуци-
румаб, ингибирующий тирозинкиназный рецептор 
VEGFR2. Кроме того, разрабатываются средства 
те рапии, направленные на другие гены-мишени, 
относящиеся к основным путям развития РЖ – 
PI3K-AKT- mTOR и RAS-RAF-MEK. В качестве 
мишеней при этом чаще всего рассматриваются 
ростовые факторы и их рецепторы. К таковым от-
носятся эпидермальный фактор роста (EGF), фак-
тор роста фибробластов (FGF), трансформирующий 
фактор роста (TGF-β), нейропилин1 (NRP1) [2, 3]. 
Последний из указанных способен связываться 
с разными лигандами (TGF-β, FGF) и рецепторами 
VEGF (VEGFR1 и VEGFR2), модулируя их актив-
ность [4].

Цель исследования – выявление генов, экспрес-
сия которых ассоциирована с метастазированием 
опухоли при диссеминированном раке желудка 
(ДРЖ) и РЖ на более ранних стадиях.

Материалы и методы
От каждого больного, включенного в исследова-

ние, были взяты парные образцы нормальной и опу-
холевой тканей желудка. Забор материала проводил-
ся при биопсии (во время фиброгастроскопии) или 
во время операции пациентов, проходивших лечение 
в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Мин-
здрава России. Были исследованы парные образцы 
(опухоль – норма) ткани желудка 30 больных ДРЖ 
в возрасте 29–87 лет и 25 больных с РЖ без отдален-
ных метастазов (I–III стадии) в возрасте 39–80 лет. 
Все образцы охарактеризованы гистологически. Ос-
новное их число представлено аденокарциномой.

Методом количественной полимеразной цепной 
реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) в парных 
образцах опухоль – норма изучали уровни экспрес-
сии мРНК генов VEGF, VEGFR1, VEGFR2, NRP1, 
bFGF, FGFR2, TGF-β, HER2/neu.

Из каждой пары образцов выделяли суммарную 
фракцию РНК. Для выделения РНК использовали 
набор RNeasy Mini Kit (QIAGEN, США). Обратную 
транскрипцию проводили, используя набор ImProm-II™ 

Reverse Transcriptase (Promega, США). ПЦР-РВ осу-
ществляли на приборе Step One Plus фирмы Applied 
Biosystems (США). Каждое измерение проводили 
трехкратно. ПЦР-РВ проводили с использованием 
наборов TaqMan®Gene Expression Assays в соответ-
ствии с инструкцией изготовителя.

Использованные наборы:
HER 2 – TagMan Gene Expression Assay Hs 

01001580_m1.
VEGFA – TagMan Gene Expression Assay Hs 

00900055_m1.
NRP1 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00826128_m1.
bFGF / FGF2 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00266645_m1.
TGF b – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00998133_m1.
FGFR2 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs01552918_m1.
VEGFR1 / FLT1 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs01052961_m1.
VEGFR2 / KDR – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00911700_m1.
GAPDH – TagMan Gene Expression Assay 

Hs02786624_g1.
Для анализа полученных результатов использо-

вали встроенную программу Applied Biosystems Step 
One Plus. В качестве контрольного использовали ген 
GAPDH. В результате обработки измерений получены 
значения уровней экспрессии генов в опухолевой 
ткани относительно нормальной. Пороговый уровень 
экспрессии гена в опухоли определяли с помощью 
ROC-анализа. Для гена VEGFR1 он составил >0,5, 
для генов FGFR2 и NRP1: 0 и >0,97 соответственно.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с помощью пакета стандартных программ Statis-
tica 10 и программы MedCalc. Были применены ме-
тоды – точный критерий Фишера и ROC-анализ. 
Уровень значимости для выявленных различий при-
нимали при p <0,05.

Результаты и обсуждение
Были исследованы особенности экспрессии ряда 

генов – в образцах РЖ на ранних этапах развития 
(до диссеминированного состояния) и ДРЖ. На ри-
сунке представлены результаты определения уровней 
экспрессии на ранних стадиях развития РЖ относи-
тельно нормальной ткани того же органа и при дис-
семинированном состоянии.

Частота повышенной относительно нормы экс-
прессии исследованных генов при ДРЖ в ряде слу-
чаев имеет тенденцию к повышению (гены VEGFR1, 
VEGFR2 и NRP1) или снижению (ген FGFR2) по 
 отношению к более ранним стадиям развития РЖ 
(см. рисунок).
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Для этих генов (FGFR2, VEGFR1, VEGFR2 и NRP1) 
найдены статистически значимые различия в часто-
тах повышенной экспрессии (р = 0,0001–0,04, точ-
ный критерий Фишера). Частота повышенной экс-
прессии генов VEGFR1, VEGFR2 при ДРЖ возросла 
примерно в 2 раза. Эти гены были выбраны для более 
детального изучения различий в экспрессии при 
ДРЖ и местно-распространенном РЖ.

Был применен ROC-анализ. Результаты опреде-
ления связи уровней экспрессии изучаемых генов 
с диссеминацией опухоли РЖ приведены в таблице.

Результаты определения связи уровней экспрессии генов с метас-
тазированием опухоли РЖ

Ген

отдаленные метастазы, значения р при дрЖ 
и рЖ без отдаленных метастазов (I–III стадии) 

ROC-анализ точный критерий Фишера

VEGFR1 0,0001 0,0009

FGFR2 0,0029 0,0074

NRP1 0,0159 0,0168

VEGFR2 0,405  – 

Экспрессия 3 генов – VEGFR1, FGFR2 и NRP1 – 
связана с метастазированием опухоли РЖ (см. табли-
цу). Такая связь остается значимой и при примене-
нии поправки FDR на множественность сравнений. 
Экспрессия гена VEGFR2 не ассоциирована с ДРЖ.

Дополнительно ассоциация 3 указанных генов 
с ДРЖ была проверена с помощью точного критерия 
Фишера с использованием пороговых значений экс-
прессии, определенных при ROC-анализе.

Полученные данные свидетельствуют о схожести 
результатов, полученных двумя статистическими 
методами.

Значение отношения шансов (ОШ) оказалось 
наибольшим для гена FGFR2: ОШ 175,00; 95 % дове-
рительный интервал (ДИ) 8,972–3413,271, что гово-
рит о максимальном среди 3 изученных генов различии 
между ДРЖ и РЖ на более ранних стадиях. Для гена 
VEGFR1 ОШ 4,622; 95 % ДИ 1,240–17,227. Наихуд-
ший среди 3 генов результат получен для гена NRP1: 
ОШ 2,667; 95 % ДИ 0,597–11,915. Значение нижней 
границы 95 % ДИ <1 для значения ОШ ставит под 
сомнение пригодность использования экспрессии 
этого гена в качестве маркера метастазирования.

Ген FGFR2 (2-й рецептор фактора роста фиброб-
ластов) связан с пролиферацией опухолевых клеток 
и неблагоприятным прогнозом развития РЖ [5]. 
Пациенты с повышенной экспрессией FGFR2 в аде-
нокарциноме желудка имеют более низкую выжива-
емость. Этот ген рассматривается в качестве таргетной 
мишени. На модели ксенотрансплантата РЖ с ампли-
фикацией FGFR2 ингибирование этого рецептора 
дает существенный эффект [6]. Препараты, разрабо-
танные против FGFR2, в настоящее время проходят 
клинические испытания (NCT02318329).

В нашей работе частота повышенной экспрессии 
FGFR2 составила 5 % при ДРЖ, в то время как при 
локализованном РЖ она достигает 53 %. Такое зна-
чение практически совпадает с определенной имму-
ногистохимическим методом частотой повышенной 
экспрессии FGFR2 при РЖ – 51 % [7]. При этом 
полученная нами частота повышенной экспрессии 
FGFR2 при ДРЖ близка к частоте его амплификации 
среди больных ДРЖ, в том числе подвергавшихся 
системной терапии [8].

Как следует из полученных результатов, разрабаты-
ваемый таргетный препарат против FGFR2, скорее 
всего, при ДРЖ будет иметь ограниченную 5–10 % час-
тоту эффективного действия. В то же время при 
 локализованном РЖ такой препарат может быть 

Частоты повышенных относительно нормы уровней экспрессии генов на ранних стадиях (до диссеминированного состояния) развития РЖ 
(а) и при ДРЖ (б)
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эффективным примерно в половине случаев. С уче-
том связи повышенной экспрессии FGFR2 с прогрес-
сией опухоли [7] и найденной нами связи с метаста-
зированием его применение на ранних стадиях РЖ 
может способствовать предотвращению перехода 
опухоли в метастатическую стадию.

Ген VEGFR1 является одним из ключевых факто-
ров, регулирующих ангиогенез. Значение уровня его 
экспрессии для развития метастазов было продемон-
стрировано для некоторых типов рака. Так, повы-
шенный уровень экспрессии гена VEGFR1 приводит 
к увеличению риска метастазирования рака шейки 
матки [9] и увеличению степени злокачественности 
клеток меланомы [10]. Повышенная экспрессия най-
дена при метастатической меланоме [11]. Активация 
VEGFR1 способна влиять на вероятность метастазиро-
вания при колоректальном раке [12].

Однако при РЖ значение уровня экспрессии 
гена VEGFR1 в опухоли для ее метастазирования ра-
нее не было определено. Как найдено в нашей ра-
боте, экспрессия VEGFR1 с высокой значимостью 
(см. таблицу) ассоциирована с метастазированием 
РЖ. Возможно, такая связь обусловлена особенно-
стями структуры белка этого гена, приводящими 
к запуску процессов миграции клеток [13].

NRP1 – трансмембранный гликопротеин, при-
нимающий участие в VEGF-опосредованном ангио-
генезе. Он выступает в качестве многофункциональ-
ного корецептора, связываясь и модулируя активность 
различных лигандов и рецепторов, включая VEGFR1. 
Как корецептор, NRP1 способен принимать участие 
в метастазировании клеток рака [14].

В соответствии с полученными нами результата-
ми экспрессия NRP1 ассоциирована с метастазиро-
ванием РЖ, хотя и с пограничным уровнем значимо-
сти. Учитывая возможное взаимодействие VEGFR1 
с NRP1, потенциально способное усилить действие 
VEGFR1, была проведена оценка ассоциации с ме-
тастазированием случаев совместно повышенной 
экспрессии генов VEGFR1 и NRP1. При таком подхо-
де – ОШ 5,778; 95 % ДИ 1,393–23,909, р = 0,0147, т. е. 
ОШ по отношению к таковому для экспрессии гена 
VEGFR1 возрастает примерно на 24 %. Увеличивает-
ся и нижняя граница ДИ. Если исходить из предпо-
ложения взаимодействия VEGFR1 и NRP1, полученные 
результаты свидетельствуют о небольшом вкладе 
такого взаимодействия в развитие метастазирования РЖ 
по сравнению с влиянием экспрессии только VEGFR1.

Заключение
Таким образом, показана ассоциация с метастази-

рованием экспрессии генов VEGFR1, FGFR2 и NRP1. 
Частота повышенной экспрессии FGFR2 составила 5 % 
при ДРЖ, в то время как при локализованном РЖ она 
достигает 53 %. Как следует из полученных результатов, 
разрабатываемый таргетный препарат против FGFR2, 
скорее всего, при ДРЖ будет иметь ограниченную 
5–10 % частоту эффективного действия. Его примене-
ние на ранних стадиях РЖ может способствовать пре-
дотвращению перехода опухоли в метастатическую 
ста дию. Возможное взаимодействие VEGFR1 и NRP1, 
в соответствии с полученными результатами, будет при-
водить к небольшому вкладу в метастазирование РЖ 
по сравнению с влиянием экспрессии только VEGFR1.
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