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СОСТАВ И рАСПрОСТрАНЕННОСТь СОМАТИЧЕСКИХ МУТАЦИй ГЕНА 
р53 В БИОПСИйНОМ МАТЕрИАЛЕ ПАЦИЕНТОВ С ДОБрОКАЧЕСТВЕННОй 

ГИПЕрПЛАЗИЕй И рАКОМ ПрЕДСТАТЕЛьНОй жЕЛЕЗы
1ГУ «РНПЦ радиационной медицины и экологии человека», г. Гомель, Беларусь

2У «Гомельский областной клинический онкологический диспансер», г. Гомель, Беларусь

В статье приводятся результаты молекулярно-генетического анализа 5-8 экзонов гена 
р53 в ткани предстательной железы у пациентов с доброкачественной гиперплазией и 
раком предстательной железы. 

В результате исследования не выявлено каких-либо генетических нарушений р53 в би-
опсийном материале пациентов с доброкачественной гиперплазией предстательной железы. 

В группе пациентов с диагнозом «рак предстательной железы» у семи пациентов в 
биопсийном материале было выявлено 8 различных мутаций. Посредством прямого сек-
венирования фрагментов ДНК и сопоставление полученных результатов с доступными 
мировыми базами данных дана характеристика каждой из выявленных соматических му-
таций. Семь мутаций оказались известными генетическими событиями, а одна мутация 
описана впервые. 

Большинство генетических нарушений оказались миссенс-мутациями, что является 
характерным для гена р53. В двух случаях выявлены делеции одного и двух нуклеотидов.

частота встречаемости соматических мутаций в группе пациентов с раком предста-
тельной железы составила 7,7±0,3%.

Ключевые слова: рак предстательной железы, соматические мутации, ген р53 по-
лимеразная цепная реакция 

Введение

Соматические мутации гена р53 явля-
ются наиболее распространенными гене-
тическими событиями, сопровождающи-
ми более половины всех случаев злокаче-
ственных новообразований человека [1]. 
Их спектр и частоты встречаемости варьи-
руют в широких пределах в зависимости 
от локализации рака [2]. 

Одной из особенностей мутирования 
р53 является наличие на протяжении ко-
дирующей последовательности «горячих 
точек», где мутационные события проис-
ходят значительно чаще, чем в других ло-
кализациях. Кроме этого отмечается, что 
большинство мутаций гена р53 локали-
зовано в пределах 5-8 экзонов, которые и 

становятся объектом изучения во многих 
исследованиях [1].

Функционально белок, продуцирован-
ный геном р53, является супрессором зло-
качественного роста клеток, транскрипци-
онным фактором, регулятором клеточного 
цикла и апоптоза [3]. Вследствие этого 
мутации, приводящие к инактивации или 
снижению функции белка р53, могут про-
воцировать возникновение злокачествен-
ного процесса [3] и во многих случаях 
определяют неблагоприятный прогноз за-
болевания [1].      

Поиск прогностических маркеров при 
злокачественных заболеваниях является 
очень актуальной проблемой, поскольку 
своевременная оценка прогноза заболева-
ния позволяет выбрать более адекватную и 
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эффективную тактику лечения. Это в пол-
ной мере относится к раку предстательной 
железы (РПЖ). Для данной локализации 
отмечается более агрессивное течение за-
болевания при наличии в клетках опухоли 
соматических мутаций гена р53 [4; 5; 6]. 
При этом в различных исследованиях при-
водятся отличающиеся данные по спектру 
и частотам встречаемости мутаций р53 в 
случае РПЖ, а также отмечаются их меж-
популяционные различия [7]. Таким об-
разом, для использования соматических 
мутаций гена р53 в качестве прогностиче-
ских маркеров при РПЖ посредством мак-
симально специфического и экономичного 
молекулярно-генетического анализа требу-
ется проведение исследований по выявле-
нию региональных особенностей спектра 
и распространенности мутаций р53.          

  Целью данной работы являлось изуче-
ние спектра и частот встречаемости сома-
тических мутаций гена р53 в пределах 5-8 
экзонов в ткани предстательной железы у 
пациентов с диагнозом «Доброкачествен-
ная гиперплазия предстательной железы» 
и «Рак предстательной железы».  

Материал и методы исследования

Группа исследования и пробоподготов-
ка. Группа исследования была сформиро-
вана из 46 пациентов с диагнозом «Добро-
качественная гиперплазия предстательной 
железы» (ДГПЖ) и 91 пациента с диагно-
зом «Рак предстательной железы» (РПЖ), 
проходивших обследование и лечение в У 
«Гомельский областной клинический он-
кологический диспансер» в 2010-2012 гг. 
Материал для исследования в виде ткани 
предстательной железы, взятой посред-
ством пункционной биопсии, был получен 
после подписания пациентом формы ин-
формированного согласия. Все исследуе-
мые случаи РПЖ были представлены мел-
коацинарными аденокарциномами. 

Выделение ДНК из ткани предстатель-
ной железы проводилось с использованием 
набора реагентов Genomic DNA Purification 
Kit (Fermentas) в соответствии с прилагае-
мой инструкцией. Дополнительно к набору 

были использованы хлороформ (осажде-
ние белка), изопропанол (осаждение ДНК), 
а также 70% этанол для отмывки ДНК. 

Выявление соматических мутаций р53 
в нашем исследовании осуществляли ме-
тодом SSCP-PCR, который является наи-
более точным и распространенным для по-
добного рода молекулярно-генетического 
анализа [1].

Известно, что большинство клиниче-
ски значимых мутаций гена р53 локализо-
ваны в пределах 5-8 экзонов. В нашей ра-
боте для амплификации указанных экзонов 
использовались пары специфических оли-
гонуклеотидных праймеров, параметры 
которых представлены в таблице 1. 

ПЦР проводилась в 25 мкл смеси сле-
дующего состава: 2,5 мкл 10х Hot Start PCR 
Buffer (200 mM Tris-HCl pH 8,3, 200 mM 
KCl, 50mM (NH4)2SO4) (Fermentas) , 0,5 
мкл 10mM dNTP mix (Fermentas), 0,1 мкл 
каждого праймера (10 pM), 2,5 мкл 25mM 
MgCl2, 0,1мкл Hot Start Taq Polymerase 
(5ед./мкл) (Fermentas), 2-5 мкл образца 
ДНК, вода ПЦР-качества до объема 25 мкл.

Реакцию амплификации осуществля-
ли в приборе GeneAmp 2400 PCR System 
(Perkin-Elmer) по следующей программе: 
начальная денатурация – 5 мин. при 95°С, 
затем 35 циклов 30-секундной денатура-
ции при 95°С, отжиг праймеров - 30 сек. 
при соответствующей температуре (табли-
ца 1) и элонгация 40 сек. при 72°С. В завер-
шении – финальная элонгация 5 мин. при 
72°С и охлаждение до 4°С.

Следующий этап анализа SSCP-PCR 
заключался в денатурации продуктов ам-
плификации с целью получения одноните-
вых фрагментов ДНК. Для этого в пробир-
ку с продуктами амплификации добавляли 
формамид, содержащий краситель бром-
феноловый синий (на 25 мл формамида 10 
мг бромфенолового синего) в пропорции 
1:1. Затем пробирку помещали в амплифи-
катор на 5 мин при температуре 99°С. По 
окончании этого этапа пробирку быстро 
перемещали в кювету с ледяной водой на 5 
мин и непосредственно после этого образ-
цы наносили на гель для электрофореза. 

Клиническая медицина
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Электрофорез и окраску гелей нитра-
том серебра проводили в электрофорети-
ческой системе Multiphor II (GE) с исполь-
зованием предварительно приготовленных 
12,5% неденатурирующих полиакрила-
мидных гелей в соответствии с инструкци-
ей по применению, прилагаемой к электро-
форетической системе.

При выявлении фактов однонитевого 
конформационного полиморфизма образ-
цы ДНК секвенировали с использованием 
генетического анализатора AB 3500. Сек-
венирующую реакцию осуществляли как с 
прямым, так и с обратным праймером с ис-
пользованием реагентов из набора для сек-
венирования ABI PRISM BigDye Terminator 
v 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems Int.) в соответствии с 
прилагаемой инструкцией. Очистка про-
дуктов секвенирующей реакции проводи-
лась с использованием реагентов из набо-
ра BigDye X Terminator TM Purification Kit 
(Applied Biosystems Int.) в соответствии с 
прилагаемой инструкцией.

Результаты исследований

Среди 46 пациентов, входящих в груп-
пу ДГПЖ, по результатам SSCP-анализа не 
выявлено ни одного случая различий в ис-
следуемых образцах ДНК.  

В ходе проведенного исследования 
ткани предстательной железы у пациентов, 
включенных  в группу РПЖ, в процессе 
SSCP-анализа у семи пациентов выявлены 
8 различных вариантов конформационно-

го полиморфизма. В образце ДНК одного 
пациента наблюдалось два различных пат-
терна однонитевого полиморфизма.

Сводные данные анализа секвениро-
вания по всем выявленным случаям мута-
ций представлены на рисунке 1. Характе-
ристика выявленных мутаций представле-
на в таблице 2.     

Как видно из таблицы 2, выявленные 
мутации гена р53 в группе пациентов с 
РПЖ были локализованы в пределах 6-8 
экзонов. В 5-м экзоне мутации отсутство-
вали. Подавляющее большинство мутаций 
обнаружены в 8-ом экзоне гена р53.

Проведенное прямое секвенирование 
позволило идентифицировать каждую из 
выявленных мутаций и сравнить полу-
ченные нами данные с данными мировой 
литературы об их распространенности как 
при раке предстательной железы, так и 
раке других локализаций. Для этого мы ис-
пользовали ресурс открытой базы данных 
UMD TP53 Mutation Database, включаю-
щей более 36 тысяч записей [8].  

Выявленная в нашем исследовании му-
тация с.623A>T (p.Asp208Val) в 6-м экзо-
не р53 оказалась не характерной для рака 
предстательной железы, но, по данным 
литературы, встречается при немелкокле-
точном раке легких [8], а также злокаче-
ственных новообразованиях ряда других 
локализаций.

Мутация c.742C>T (p.Arg248Trp), выяв-
ленная в 7-м экзоне, затрагивает 248 кодон 
гена р53. Данный кодон в литературе описы-

Таблица 1 – Олигонуклеотидные праймеры для анализа 5-8 экзонов гена р53 и оптимальные 
условия проведения ПЦР

Экзон Название 
праймера Последовательность нуклеотидов 5’-3’

Размер 
фрагмента, 

п.н.

Параметры 
ПЦР

(Тотж, °С)

5 ex5-F CTGTTCACTTGTGCCCTGA 273 61ex5-R CAACCAGCCCTGTCGTCTCT

6 ex6-F GAGACGACAGGGCTGGTT 230 61ex6-R CCACTGACAACCACCCTT

7 ex7-F CCAAGGCGCACTGGCCTC 213 68ex7-R GAGGCAAGCAGAGGCTGG

8 ex8-F GGGACAGGTAGGACCTGATT 233 61ex8-R CACCGCTTCTTGTCCTGCTT
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1.1 –  фрагмент 6 экзона, пациент Pt94;   1.2 – фрагмент 7 экзона, пациент Pt98; 
1.3 –  фрагмент 8 экзона, пациент Pt84; 1.4 –  фрагмент 8 экзона, пациент Pt88; 

1.5 –  фрагмент 8 экзона, пациент Pt105; 1.6 –  фрагмент 8 экзона, пациент Pt105; 
1.7 – фрагмент 8 экзона, пациент Pt137; 1.8 –  фрагмент 8 экзона, пациент Pt191

рисунок 1 – Результаты анализа секвенирования у семи пациентов с 
выявленными фактами однонитевого конформационного полиморфизма

1.7 1.8

1.5 1.6

1.3 1.4

1.1 1.2
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вается как «горячая» точка (hot-spot codon) 
в связи с высокой частотой возникновения 
в его пределах различных мутаций [2]. Это 
оказалась наиболее часто упоминаемая из 
числа выявленных нами мутаций. Она опи-
сывается в литературе для более 80 различ-
ных видов злокачественных новообразова-
ний. В то же время наибольшее количество 
работ с упоминанием данной мутации были 
посвящены колоректальному раку [8]. Кро-
ме этого, мутация c.742C>T выявлялась и 
при раке предстательной железы [8].

Делеция двух нуклеотидов, выявлен-
ная в 8-м экзоне (c.857_858delAA) в биоп-
сийном материале пациента с РПЖ, ранее 
не описана в литературе, и информация о 
ней отсутствует в доступных базах данных.

Идентифицированная как однонуклео-
тидная замена c.818G>T (p.Arg273Leu) в 
8-м экзоне оказалась одной из наиболее 
распространенных мутаций гена р53, ло-
кализованной в 273 hot-spot кодоне. Дан-
ная мутация упоминается в литературе при 
изучении более 30 различных онкологиче-
ских заболеваниях. Однако наиболее часто 
описана для немелкоклеточного рака лег-
ких, плоскоклеточной карциномы головы 
и шеи, рака яичника [8]. 

Выявленная в 8-м экзоне однонуклеотид-
ная замена c.830G>C (p.Cys277Ser) описана 
ранее для случаев нейрофибросаркомы и не-
ходжкинской лимфомы [8]. Данная мутация 
оказалась одной из двух, выявленных в на-
шем исследовании у одного пациента (Pt105). 
Вторая мутация оказалась однонуклеотид-
ной заменой c.841G>A  (p.Asp281Asn), также 
локализованной в 8-м экзоне. Эта мутация 
описана в литературе для более чем 20 раз-
личных локализаций рака, но чаще других 
упоминается при раке молочной железы и 
немелкоклеточном раке легких [8]. 

Мутация в виде делеции одного ну-
клеотида в 8-м экзоне по результатам сек-
венирования описана нами как c.811delG 
(p.Glu271ArgfsX73). Данный тип мутации 
выявлен ранее при исследовании гепатоцел-
люлярной карциномы, немелкоклеточном 
раке легких и раке молочной железы [8].

Еще одна мутация, выявленная в на-
шем исследовании, была локализована в 
282 hot-spot кодоне 8-го экзона. По резуль-
татам секвенирования она была идентифи-
цирована как c.844C>T (p.Arg282Trp). Это 
оказалась крайне часто упоминаемая мута-
ция. Она описывается в литературе для бо-
лее 70 различных видов злокачественных 

Таблица 2 – Характеристика выявленных соматический мутаций гена р53 в ткани 
предстательной железы из группы пациентов с установленным диагнозом «РПЖ»

О
бр

аз
ец

Э
кз

он Genome  
coordinates 

(GRCh37/hg19)

Coding  
description

Genomic  
description AA change pTNM

G Ст
ад

ия

Pt94 6 g.7578226T>A c.623A>T g.12692A>T p.Asp208Val pT3bN1M1  
G3 IV

Pt98 7 g.7577539G>A c.742C>T g.18325C>T 
g.13379C>T p.Arg248Trp pT3NxM1  

G2 IV

Pt84 8 g.7577081delTT c.857_858delAA 
c.857del2b g.13837_13838delAA p.Glu286GlyfsX18 pT3NxMx

G2 III

Pt88 8 g.7577120C>A c.818G>T g.13798G>T p.Arg273Leu pT3NxM1
G2 IV

Pt105 8
g.7577108C>G c.830G>C g.13810G>C p.Cys277Ser

pT1NxMx
НД* I

g.7577097C>T c.841G>A g.13821G>A p.Asp281Asn

Pt137 8 g.7577157delC c.811delG 
c.811del1a g.13742delG p.Glu271ArgfsX73 pT3aNxMx

G2 IV

Pt191 8 g.7577094G>A c.844C>T g.18775C>T p.Arg282Trp pT3N1Mx
НД IV

Примечание: НД – нет данных.
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новообразований. Однако в подавляющем 
большинстве случаев данная мутация вы-
являлась при колоректальном раке [8].

Большинство идентифицированных 
в нашей работе соматических изменений 
гена р53 являются миссенс-мутациями. В 
результате данных мутаций измененный 
триплет кодирует другую аминокислоту, 
что во многих случаях приводит к синтезу 
полномерного белка с измененными свой-
ствами. Подобный тип мутаций является 
наиболее характерным для гена р53 [1].

Еще одной особенностью мутаций р53 
при раке предстательной железы является 
их относительно низкая частота встречае-
мости в первичных опухолях. В нашем ис-
следовании частота встречаемости случаев 
мутации р53 в группе пациентов с РПЖ со-
ставила 7,7±0,3%.

У трех из семи пациентов с мутациями 
были выявлены отдаленные метастазы, а 
в двух случаях – пораженные региональ-
ные лимфоузлы. Это может косвенно сви-
детельствовать в пользу заключения ряда 
исследований о более частом мутировании 
р53 на поздних стадиях развития РПЖ.

Заключение

В результате проведенного исследо-
вания 5-8 экзонов гена р53 не выявлено 
каких-либо генетических нарушений р53 в 
биопсийном материале пациентов с добро-
качественной гиперплазией предстатель-
ной железы. 

В группе пациентов с диагнозом «Рак 
предстательной железы» у семи пациентов 
в биопсийном материале было выявлено 8 
различных мутаций. Посредством прямого 
секвенирования фрагментов ДНК и сопо-
ставления полученных результатов с до-
ступными мировыми базами данных дана 
характеристика каждой из выявленных со-
матических мутаций. Семь мутаций оказа-
лись известными генетическими события-
ми, а одна мутация описана впервые. 

Большинство генетических нарушений 
оказались миссенс-мутациями, что является 
характерным для гена р53. В двух случаях вы-
явлены делеции одного и двух нуклеотидов.

частота встречаемости соматических 
мутаций в группе пациентов с раком пред-
стательной железы составила 7,7±0,3%.      

Работа выполнена в рамках Государствен-
ной программы научных исследований «Фун-
даментальная и прикладная медицина и фар-
мация» подпрограмма «Фундаментальная и 
прикладная медицина», раздел 2 «Изучение 
патогенетических основ социально-значимых 
заболеваний человека для разработки методов 
их диагностики, лечения и профилактики» (до-
говор № 1.2.27 от 28.02.2011 г.).
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THE COMPOSITION AND THE PrEVALENCE Of SOMATIC 
MuTATIoNS oF ThE P53 GENE IN bIoPSy MATErIAL oF PATIENTS 

wITH BENIGN HYPErPLASIA AND PrOSTATE CANCEr

The article presents the results of a molecular genetic analysis of 5-8 exons of the p53 gene 
in the tissue of the prostate in patients with benign hyperplasia and prostate cancer.

As a result of the study there have been revealed no genetic mutations p53 in biopsy mate-
rial of patients with benign hyperplasia of prostate. 

In the group of patients with diagnosis “prostate cancer” in biopsy material of seven patients 
there have been found 8 different mutations. Through direct sequencing of DNA fragments and 
comparing the results with the available international databases the characteristic of each of the 
identified somatic mutations has been given. Seven mutations appeared to be genetic events, 
and one mutation is described for the first time.

Most of the genetic disorders were missense mutations, which is typical for the p53 gene. 
In two cases there has been revealed deletion of one or two nucleotides.

The incidence of somatic mutations in patients with prostate cancer was 7,7 ± 0,3%.
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