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Чуть реже представлена гиперхолестерине-
мия – 42,5%. На порядок реже встречались та-
кие факторы риска, как гипергликемия, гиподи-
намия, нерациональное питание (около 20,0%). 
Обобщённая информация по факторам риска 
среди исследуемых пациентов представлена на 
рисунке. 

Мы обратились к вопросу факторов риска 
атеросклероза среди пациентов с ОИМ, прожи-
вающих в крупном промышленном городе. Полу-
ченные данные свидетельствуют о высокой рас-
пространённости хронического стресса (72,0%) и 
артериальной гипертензии (67,5%) с низким уров-
нем диспансерного наблюдения (30,5%) и пос-
тоянным приёмом препаратов, корректирующих 
артериальное давление (18,5%). К часто встреча-
емым факторам риска также относятся избыточ-
ный вес (55,0%), курение (49,0%), повышенный 
уровень холестерина (42,5%). В меньшей степени 
отмечены гиподинамия (20,5%), гипергликемия 
(18,5%), нерациональное питание (16,5%). При 
этом только у 26,0% респондентов развитие ОИМ 
было ассоциировано с неправильным образом 
жизни. Можно сделать вывод о недостаточной 
информированности преимущественно трудоспо-
собного городского населения о негативных вли-
яниях факторов риска атеросклероза на развитие 
болезней системы кровообращения. На данном 
медико-социальном аспекте необходимо концен-
трировать ресурсы здравоохранения. 
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У 40 больных с впервые установленным диагнозом колоректального рака (КРР) выявляли циркулирующие 
опухолевые клетки (ЦОК) c использованием системы CellSearch Veridex. В ткани удаленной опухоли определяли 
наличие мутаций в гене KRAS методом Real-Time qPCR. Была установлена связь повышенного количества ЦОК 
в венозной крови с наличием в опухоли мутаций в гене KRAS. У пациентов с высоким уровнем ЦОК и наличием 
мутаций отдаленные метастазы развивались в более ранние сроки.
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В последние десятилетия отмечается неуклон-
ный рост заболеваемости колоректальным раком 
(не менее 12% за последние 5 лет). Доля колорек-
тального рака среди опухолей желудочно-кишеч-
ного тракта в Российской Федерации составляет 
от 40% до 47%, по данным различных авторов.  
В 2013 г. стандартизированный показатель за-
болеваемости для рака прямой кишки составил  
12, 3 на 100 тысяч населения [3]. Сходные тенден-
ции и в других странах. Такой рост заболеваемос-
ти связывают с различными факторами: частым 
употреблением рафинированной пищи, экологи-
ческой нестабильностью, увеличением частоты 
обнаружения опухоли в связи с применением 
новых технологий и др. Основным методом ле-
чения по-прежнему остается хирургический. Од-
ной из современных диагностических проблем –  
является изучение метастазирования при коло-
ректальном раке. Наличие минимальной оста-
точной опухоли и микрометастазов существенно 
ограничивает перспективу дальнейшего увеличе-
ния показателей выживаемости. В наметившейся 
тенденции индивидуализации лечения пациентов 
необходимо определение прогнозирования ре-
цидивирования и метастазирования. Одним из 
маркеров, свидетельствующих о прогрессирова-
нии опухолевого процесса, является увеличение 
количества циркулирующих в крови клеток опухо-
ли [5]. Известно, что раковые клетки возникают 
вследствие накопления соматических мутаций в 
критических протоонкогенах и ассоциированных 
с опухолями генах-супрессорах. На основании 
этого логично предположить, что раннее выявле-
ние опухолевого зачатка возможно, хотя и сложно 
методологически [1]. В экспериментальных мо-
делях было показано, что в кровоток ежедневно 
поступают опухолевые клетки, до 99,99% кото-
рых распознается иммунокомпетентными клетка-
ми, уничтожаются, и лишь 0,01% достигает своей 
локализации и реализуется как метастатический 
очаг [8, 9]. Рядом исследований показано, что при 
проведении химиотерапии в адъювантном режи-
ме при наличии метастазов пятилетняя выжива-
емость увеличивается до 20% [2]. Интересным 
является не только изучение количества ЦОК в 
венозной крови, но и определение молекулярно-
генетических характеристик опухоли. Современ-

Rostov research institute of oncology,  
Russia, 344037, Rostov-on-Don, 63, 14 line; tel. 8 (863) 295-53-62. E-mail: nistratova.o.v@mail.ru

In 40 patients with newly diagnosed colorectal cancer identify circulating tumor cells the Veridex CellSearch system. In 
the tissue of the tumor was determined by the presence of KRAS mutations for Real-Time qPCR technique. Was found a 
connection of an elevated number of CTCS in the venous blood with the presence of tumor mutations in the KRAS gene. 
In patients with high levels of CTCS and the presence of mutations, earlier developed distant metastases.

Key words: colorectal cancer, circulating tumor cells, KRAS mutations.

ная концепция общего канцерогенеза базируется 
на экзо- и эндогенных влияниях на весь организм 
и его подсистемы. Происходит действие на орган-
мишень, клеточный аппарат и микроокружение.  
В дальнейшем развиваются генетические мутации 
и неконтролируемая пролиферация клеток [7]. 

В 60–80% случаев КРР отмечается гиперэкс-
прессия рецепторов эпидермального фактора 
роста (EGFR). Сигнал через рецептор от эпи-
дермального фактора роста (EGFR) передается 
через внутриклеточный сигнальный путь, включа-
ющий белковые молекулы RAS-RAF-MEK-ERK и  
P13K-Akt-mTOR, на геном клетки и оказывает вли-
яние на такие клеточные процессы, как диффе-
ренцировка, пролиферация, миграция, ангиогенез, 
апоптоз [4]. Одной из таких молекул-передатчиков 
являются белки KRAS. При наличии активирующей 
мутации в этих генах, имеющей место у 50–60% 
больных, нарушается работа данного сигнально-
го пути, и применение моноклональных антител к 
EGFR становится неэффективным [6].

Цель исследования – изучить связь между на-
личием в крови больных колоректальным раком 
циркулирующих опухолевых клеток и мутацией в 
гене KRAS в операционных биоптатах опухолей.

Материалы и методы
В исследование были включены 40 пациентов 

(20 мужчин и 20 женщин) с впервые установлен-
ным диагнозом «колоректальный рак III В стадии» 
(классификация TNM) в возрасте от 42 до 84 лет. 
Локализация опухоли была следующей: прямая 
кишка – 15 (37,5%) больных, сигмовидная кишка 
– 25 (62,5%) больных. Исследование крови на на-
личие ЦОК проводили с использованием системы 
CellSearch™, состоящей из двух приборов: станции 
пробоподготовки и анализатора, – принцип работы 
которой основан на подсчёте количества эпители-
альных опухолевых клеток, выделяемых из крови. 
Идентификация клеток осуществляется с помощью 
флуоресцентно-меченых антител к цитокератинам 
[8, 18, 19], общелейкоцитарному антигену CD45 и 
ядерного красителя DAPI. Анализ основан на им-
муномагнитном обогащении клеток при помощи 
металлических наночастиц, покрытых полимерным 
слоем, содержащим антитела к EpCAM молекулам 
(маркеры эпителиальных клеток), с дальнейшей 
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иммунофлуоресцентной идентификацией собран-
ных в магнитном поле клеток (рис. 1). 

В настоящее время данная система утверж-
дена FDA для клинического применения при трёх 
локализациях злокачественных опухолей: раке 
молочной железы, простаты и толстого отдела 
кишечника. Референсными значениями считают-
ся не более 5 ЦОК в образце при раке груди, не 
более 3 при колоректальном раке и не более 5 
при раке простаты. При превышении референс-
ных значений образец считается положительным 
на наличие ЦОК. Для определения уровня ЦОК 
исследовали 8 мл венозной крови (из перифе-
рической вены) в предоперационном периоде. 
Исследование ткани опухоли на наличие мута-
ций в гене KRAS проводили методом Real-Time 
qPCR. Из фиксированных в 10%-ном забуфе-
ренном формалине и залитых в парафин образ-
цов тканей опухолей получали срезы толщиной  
3–5 мкм. Процедура экстракции ДНК включа-
ла стандартную депарафинизацию срезов. За-
тем образцы обрабатывали набором реагентов 
«QIAamp DNA FEPE Tissue Kit» («QIAGENE», 
Германия) согласно протоколу производителя. 
Концентрацию выделенной из образцов ДНК из-
меряли на флуориметре «Qubit 2.0» с использо-
ванием набора «Quant-iT dsDNA High-Sensitivity 
(HS) Assay Kit» («Invitrogen», США). Концентра-
ция ДНК нормализовалась до величины 1 нг/
мкл. С помощью набора реагентов «Real-Time 
PCR- KRAS-7М» («Биолинк», Россия) проводили 
определение 7 SNP-мутаций (Single Nucleotide 
Polymorphism) в 12-м и 13-м кодонах гена KRAS: 
G12C, G12S, G12R, G12V, G12D, G12A, G13D, с 
использованием термоциклера «Bio-Rad CFX96» 
(«Bio-Rad», США). 

Результаты исследования
У больных колоректальным раком III В стадии 

был обнаружен повышенный уровень ЦОК в 75% 
случаев (у 30 из 40 пациентов), при этом у 90% 
(67,5% от общего количества больных) ЦОК-по-

ложительных больных были выявлены активиру-
ющие мутации в гене KRAS (рис. 2). 

По гистологической структуре все опухоли 
имели строение аденокарциномы различной 
степени дифференцировки. Из них у 8 (20%) 
больных морфологически была диагностирова-
на высокодифференцированная аденокарцино-
ма, у 14 (35%) – умеренно дифференцирован-
ная, у 18 (22%) – низкодифференцированная. 
При этом были выявлены статистически значи-
мые различия в уровне ЦОК в зависимости от 
степени дифференцировки опухоли (р<0,05).  
У 80% пациентов пороговое значение уровня ЦОК 
было превышено (>3 клеток в одном образце), ко-
личество клеток варьировало от 10 до 400. У 20% 
пациентов значение уровня ЦОК было ниже поро-
гового (<3 клеток), однако циркулирующие опухо-
левые клетки присутствовали в каждом образце: 
от 1 до 3 клеток.

Из рисунка 3 видно, что количество ЦОК 
было выше, у пациентов с умеренной и низкой  
степенью дифференцировки опухоли, чем у паци-
ентов с высокой степенью дифференцировки.

В результате ретроспективного анализа 
данных о больных исследованной группы и 
развития у них отдаленных метастазов и ре-
цидивов была выявлена связь повышенного 
уровня ЦОК и раннего метастазирования и ре-
цидивирования (в первые 18–24 месяца). У 75% 
больных были выявлены отдаленные метаста-
зы и рецидивы при этом у 70% из них уровень 
ЦОК был выше порогового значения. У 25% 
больных рецидивы и отдаленные метастазы  

Рис. 1. Анализ изображения циркулирующих  
опухолевых клеток в исследуемом образце  

венозной крови

Рис. 2. Уровень ЦОК и мутации в гене KRAS при КРР

Рис. 3. Зависимость количества ЦОК  
от степени дифференцировки опухоли



73

Кубанский научны
й м

едицинский вестник №
 1 (156) 2016 

отсутствовали, при этом уровень ЦОК не пре-
высил порогового значения у 22% из них, что 
отражено на рисунке 4.

У 90% больных с развившимися отдаленными 
метастазами очаги поражения локализовались в 
печени и по гистоструктуре были аналогичны пер-
вичной опухоли. У 7,5% больных при рентгеноло-
гическом контроле были обнаружены метастазы 
в лёгких (морфологическая верификация которых 
не производилась). У 2,5% больных отдаленные 
метастазы локализовались в большом сальнике, 
по гистоструктуре они также были аналогичны 
первичной опухоли.

Таким образом, проведенное исследование 
показало, что обнаружение ЦОК в периферичес-
кой крови и активирующих мутаций в гене KRAS 
при колоректальном раке имеет ряд достовер-
но доказанных взаимодействий: во-первых, чем 
больше количество ЦОК в крови, тем выше часто-
та положительных мутаций KRAS, во-вторых, вы-
сокий процент ЦОК имеет прямую корреляцию с 
ранним метастазированием и рецидивированием 
КРР. Определена обратная зависимость степени 
дифференцировки опухоли и её агрессивности: 
при умеренно и низкодифференцированных опу-
холях количество ЦОК в периферической крови 
выше в сравнении с высокодифференцирован-
ными. Все различия были статистически значимы 
(р<0,05).

В результате полученных данных можно ут-
верждать, что превышение порогового значения 
уровня ЦОК – больше 3 клеток в одном образце 
(варьирование количества от 10 до 400 клеток) – 

Рис. 4. Зависимость обнаружения метастазов  
и рецидивов от количества ЦОК

при изучении флуоресцентно-меченых антител к 
цитокератинам [8, 18, 19], общелейкоцитарного 
антигена CD45 и ядерного красителя DAPI явля-
ется одним из прогностических факторов, пред-
сказывающим агрессивное течение колоректаль-
ного рака.
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