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Background. Currently, in-depth analysis of the results 
of sequencing outside the coding sequences of the ТР53 
gene is absent, the number and functional effects of aber-
rations detected in them are underestimated. The purpose 
of this study was to identify changes in non-coding regions 
of ТР53 in tumor tissue of diffuse large B-cell lymphoma 
(DLBCL) and to predict the possible consequences of these 
changes. Material and methods. Genomic DNA was 
isolated from paraffin blocks of biopsies of tumor lymph 
nodes and extranodal lesions of 92 patients with DLBCL. 
The nucleotide sequence of the coding region of ТР53 (ex-
ons 5—10) and adjacent introns, as well as the fragment 
of the 3’-UTR gene sequence containing the polyadenyla-
tion signal, was determined by direct capillary sequenc-
ing by Sanger method. Theoretical prediction of possible 
consequences of detected intron mutations was carried out 
using the program NetGene2. Results. In tumor material 
from 74 patients with DLBCL, 12 types of mutations in intron 
sites were identified: g.7675266A>G, g.7675010C>A, 
g.7674988A>G, g.7674326C>G, g.7674153C>G, 
g.7673691G>T, g.7673681T>C, g.7673664T>C and 
g.7673523A>G. The mutation  I g.7674326C>G, which 
has proven biological significance from in vivo experi-
ments, according to The Human Cancer Mutation Data-
base refers to changes that affect splicing. According to 

Введение. В настоящее время углубленный анализ 
результатов секвенирования вне кодирующих после-
довательностей гена ТР53 отсутствует, количество и 
функциональные эффекты выявляемых в них аберра-
ций недооценены. Целью данного исследования было 
выявить изменения в некодирующих участках ТР53 в 
опухолевой ткани диффузной B-крупноклеточной лим-
фомы (ДВККЛ) и провести прогнозирование возмож-
ных последствий этих изменений. Материал и мето-
ды. Геномную ДНК выделяли из парафиновых блоков 
биоптатов опухолевых лимфоузлов и экстранодальных 
очагов поражения 92 больных с ДВККЛ. Методом пря-
мого капиллярного секвенирования по Сенгеру опре-
делена нуклеотидная последовательность кодирующей 
области ТР53 (экзоны 5—10) и примыкающих участков 
интронов, а также фрагмента 3’-нетранслируемой 
последовательности (НТП) гена, содержащего сигнал 
полиаденилирования. Теоретическое прогнозирование 
возможных последствий обнаруженных интронных му-
таций проводилось с помощью программы NetGene2. 
Результаты. В опухолевом материале от 74  больных 
ДВККЛ выявлены 12 типов мутаций в интронных участ-
ках: g.7675266A>G, g.7675010C>A, g.7674988A>G, 
g.7674326C>G, g.7674153C>G, g.7673691G>T, 
g.7673681T>C, g.7673664T>C и g.7673523A>G. Му-
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тация g.7674326C>G, имеющая доказанную биологи-
ческую значимость по данным экспериментов in vitro, 
согласно информации из базы данных «The Human 
Cancer Mutation Database» относится к изменениям, 
влияющим на сплайсинг. Согласно прогнозу програм-
мы NetGene2, из выявленных нами в группе больных 
ДВККЛ интронных замен замена g.7675010C>A при-
водит к образованию дополнительного акцепторного 
сайта сплайсинга, что может приводить к включению 
в последовательность мРНК части интрона  5. В 5 из 
9 случаев выявления rs78378222 в образцах опухоле-
вой ткани ДВККЛ определен гомозиготный минорный 
генотип С/С, свидетельствующий о потере гетерози-
готности в данном локусе, что способствует значитель-
ному приросту злокачественного потенциала клеток. 
Заключение. Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют о функциональной селекции на эта-
пах опухолевой прогрессии ДВККЛ изменений не 
только в экзонах, но и в интронах и в 3’-НТП гена ТР53.
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аденилирования; интронные мутации; диффузная B-крупноклеточная 
лимфома; потеря гетерозиготности
Для цитирования: Воропаева Е. Н., Поспелова Т.И., Воевода М. И., 
Максимов  В.Н. Изменения в некодирующих последовательностях 
гена ТР53 при диффузной B-крупноклеточной лимфоме. Гематология 
и трансфузиология. 2018; 63(3):239—249
doi: 10.25837/HAT.2019.35.62.003
Для корреспонденции: Воропаева Елена Николаевна, д.  м.  н., 
ст. н. с. лаборатории молекулярно-генетических исследований тера-
певтических заболеваний НИИ терапии и профилактической меди-
цины — филиал ИЦИГ СО РАН. Электронная почта: vena.81@mail.ru

Финансирование. Работа не имела спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
Поступила 13.06.2018 
Принята к печати 15.10.2018

the prognosis of NetGene2, from intron replacements 
revealed by us in the group of patients, g.7675010C>A 
leads to the formation of an additional acceptor site for 
splicing, which may result in the incorporation of a part of 
the intron 5 into the mRNA sequence. In 5/9 cases of de-
tection of rs78378222 in samples of tumor tissue of DLB-
CL, a homozygous minor genotype C/C was determined, 
which indicated the loss of heterozygosity in this locus, 
which contributes to a significant increase in malignant cell 
potential. Conclusions. Thus, the data obtained by us tes-
tify to the functional selection at the stages of the tumor 
progression of DLBCL changes not only in the coding but 
also introns and 3’-UTR ТР53 gene.
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Введение
Известно, что кодирующая часть человеческого ге-
нома составляет менее 2%. Оставшиеся 98% последо-
вательности ДНК не несут информации о структуре 
белков [1]. По этой причине до последнего времени 
большинство исследователей пренебрегали данными, 
скрытыми в этой «темной материи» генома. В Catalogue 
of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) перечислены 
только аберрации в кодирующих последовательностях 
генов [2].

Существенный прогресс в понимании генетиче-
ских событий, связанных с возникновением онколо-
гических заболеваний, показал, что изменения генома 

опухоли намного сложнее, чем предполагалось ранее. 
Этот прогресс в значительной степени стал возможен 
благодаря внедрению высокопроизводительных мето-
дов NGS («next generation sequencing» — секвениро-
вания нового поколения), которые позволяют быстро 
получать данные о последовательности целых геномов 
опухолевых и нормальных клеток [3]. Анализ и струк-
турирование получаемой в ходе данных работ инфор-
мации координируется крупными международны-
ми консорциумами, такими как Cancer Genome Atlas 
(TCGA), нацеленным на анализ молекулярных профи-
лей различных видов злокачественных опухолей [4], 
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и International Cancer Genome Consortium (ICGC), 
координирующим широкомасштабные исследования 
биологии злокачественных опухолей на геномном, 
эпигеномном и транскриптомном уровнях [5]. Было 
показано, что изменения, приводящие к появлению 
злокачественных новообразований, могут возникать 
за пределами кодирующей области, а именно в эн-
хансерах, сайленсерах, промоторах, а также в 5’- и 
3’-НТП. 

Несмотря на то что молекулярные механизмы 
многих из этих изменений неизвестны, их патологи-
ческие или физиологические эффекты до конца не 
ясны, появляющиеся в последние годы данные под-
тверждают их важное значение в развитии опухолей. 
Новые биомаркеры, расположенные в некодирующей 
части генома, наряду с возможной терапевтической 
ценностью могут быть использованы для диагности-
ки, прогнозирования исхода и предсказания ответа 
опухолей на лечение [6]. Необходимы большие уси-
лия для всестороннего выяснения роли этих измене-
ний в онкогенезе. 

Ген ТР53 (OMIM No. 191117), расположенный на 
хромосоме 17 (локус 7р13.1), является одним из наибо-
лее изученных генов-супрессоров опухолевого роста. 
Он играет ключевую роль в контроле клеточного ци-
кла, репарации ДНК, запуска апоптоза, механизмов 
старения и аутофагии [7]. 

Мутации ТР53 выявляются примерно в половине 
всех случаев злокачественных новообразований [8]. 
Подавляющее большинство работ, изучающих изме-
нения в нуклеотидной последовательности гена ТР53, 
было сосредоточено на анализе экзонов гена 5—8, ко-
дирующих ДНК-связывающий домен белка р53 [9]. 
Некодирующие последовательности, которые могут 
влиять не только на сплайсинг мРНК, но и на экспрес-
сию гена, нарушая ауторегуляцию процессинга, нор-
мальное прохождение посттранскрипционных моди-
фикаций мРНК и посттрансляционных изменений 
белка, оставались за пределами внимания исследова-
телей [9, 10].

База данных «IARC TP53 mutation database», кото-
рая до настоящего времени является самой авторитет-
ной базой соматических мутаций и мутаций зароды-
шевой линии ТР53, также не содержит информации 
об изменениях вне кодирующей последовательности 
гена [11, 12]. 

В литературе описано наличие в гене ТР53 функ-
ционально значимых интронных мутаций, что было 
показано в экспериментах in vitro и у больных неходж-
кинскими лимфомами [13—15]. Известны интрон-
ные мутации, которые приводят к появлению в ре-
зультате альтернативного сплайсинга изоформ белка 
р53, отсутствующих в норме. Для данных изоформ 
характерны не только утрата транскрипционной 
активности и канонических функций опухолевого 
супрессора, но и появление способности придавать 

несущим их клеткам высокий метастатический по-
тенциал [16, 17].

Описано патогенетическое значение при онкологи-
ческих заболеваниях нарушения регуляции 3´-НТП 
гена ТР53 белками и микро-РНК в результате одо-
нуклеотидных замен [18, 19], которые могут оказы-
вать прямое биологическое действие на созревание 
B-лимфоцитов и активизировать лимфомогенез [9, 20].

Одна из однонуклеотидных замен в 3´-НТП гена 
ТР53 зарегистрирована в базе dbSNP под номером 
rs78378222 [21]. Данный маркер приводит к изменению 
последовательности AATAAA, которая является сиг-
налом к полиаденилированию гена TP53, на AATACA, 
что ведет к нарушению процессинга 3´-конца мРНК.

В экспериментах показано, что редкий аллель C 
rs78378222 в сравнении с аллелем A обеспечивает зна-
чительно меньший уровень экспрессии ТР53, что при-
водит к снижению уровня индукции апоптоза в клет-
ках под действием генотоксических факторов [20, 21]. 
В работе Li et al. rs78378222 впервые был описан в опу-
холевой ткани больных ДВККЛ [20].

Требуются дальнейшие исследования для определе-
ния количества, полного спектра изменений в некоди-
рующих последовательностях гена ТР53 и определения 
их функциональных эффектов при ДВККЛ.

Целью данного исследования было выявить измене-
ния в некодирующих участках ТР53 в опухолевой тка-
ни ДВККЛ и провести прогнозирование возможных 
последствий этих изменений.

Материал и методы
Обследованная группа больных
В группу ДВККЛ вошли 92 человека (45 мужчин и 
47 женщин) в возрасте от 21 до 78 лет (средний воз-
раст 51,8 ± 14,6 года), госпитализированных в Го-
родской гематологический центр г. Новосибирска за 
период 2012—2015 гг. У большинства обследованных 
(83%) были диагностированы поздние (III и IV) ста-
дии заболевания, у двух третей больных прогноз был 
неблагоприятным по Международному прогностиче-
скому индексу.

Проведение исследования одобрено местным этиче-
ским комитетом. Все больные подписали информиро-
ванное согласие на включение в исследование.

Секвенирование последовательности гена ТР53
Геномную ДНК выделяли из парафиновых блоков 
биоптатов опухолевых лимфоузлов и экстранодаль-
ных очагов поражения методом фенольно-хлоро-
формной экстракции с применением гуанидина. 
Использовали срезы ткани, содержащие не менее 
80—90% опухолевых клеток.

Методом прямого капиллярного секвенирования 
по Сенгеру определяли нуклеотидную последователь-
ность кодирующей области гена ТР53 (экзоны 5—10) и 
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примыкающих участков интронов по протоколу IARC 
(обновление 2010 г.) [22].

Анализ результатов секвенирования и выравнива-
ние фрагментов осуществляли с помощью программ 
Chromas, SeqScape v.2.7, Sequence Scanner. В качестве 
референсной использовалась последовательность гена 
ТР53 NG_017013.

Теоретическое прогнозирование возможных по-
следствий обнаруженных интронных мутаций про-
водилось с помощью программы NetGene2, которая, 
согласно заявленным характеристикам, по точности 
анализа достоверно выше, чем подходы, ранее описан-
ные в литературе [23].

Анализ сигнала полиаденилирования гена ТР53
Генотипирование rs78378222 в 3’-НТП гена ТР53 про-
водили по методике, описанной ранее [24]. Для под-
тверждения наличия редкого аллеля C выполняли 
прямое секвенирование по Сенгеру фрагмента 3’-НТП 
гена TP53, содержащего rs78378222, с применением 
тех же праймеров, что и для генотипирования мар-
кера.

Результаты исследования
Анализ интронных мутаций гена ТР53
По методологическим причинам (сильная фрагмен-
тация и деградация ДНК под действием формалина) 
секвенирование кодирующей последовательности эк-
зонов 5—10 и примыкающих участков интронов гена 
ТР53 было выполнено в 74 из 92 образцов.

В опухолевом материале от 74 больных ДВККЛ вы-
явлены 33 мутации гена ТР53: 21 в кодирующей области 
и 12 — в интронных участках. К нарушению сплай-
синга мРНК и к сдвигу рамки считывания приводили 
по одной мутации (3%), 11 (33%) были интронными 
мутациями, 12 (37%) — миссенс-мутациями, шесть 
(18%) — синонимичными мутациями, две (6%) — нон-
сенс-мутациями. У четырех больных (6,8%) обнаруже-
ны множественные мутации.

Подробная характеристика мутаций, выявленных в 
кодирующей последовательности гена ТР53, была при-
ведена в наших предыдущих публикациях [25, 26]. 
В настоящей работе анализируются интронные изме-
нения (табл. 1).

Позиция в геноме 
по NC_000017.11

Position in genome, 
NC_000017.11

Позиция  
в интроне

Position  
in intron

ID мутации  
в базах данных

Mutation ID 

MAF Эффект 
мутации
Mutation 

effect

Сведения о мутациях  
по данным литературы

Literature data

Ссылки
Ref.

g.7675266A>G IVS4-30Т>С — — — — —

g.7675010C>A IVS5+43G>T — — — — —

g.7674988A>G IVS5-17Т>С — — — — —

g.7674326C>G IVS6-36G>C

CS004882 в The Human 
Cancer Mutation 
Database; rs17880604  
в dbSNP
CS004882 in the Human 
Cancer Mutation Database; 
rs17880604 in the dbSNP

0,005
Влияние на 
сплайсинг
Splicing

Мутация описана при семейных 
формах рака молочной железы, 
показана связь с риском рака 
предстательной железы и пред-
расположенностью к раку щито-
видной железы
The mutation is described in familial 
breast cancer cases. An association with 
the risk of developing prostate cancer 
and a predisposition to thyroid cancer 
is shown

[15, 21, 
27, 33]

g.7674153C>G IVS7+31G>С — — — — —

g.7673691G>T IVS8+10С>А — — — — —

g.7673681T>C IVS8+20A>G — — — — —

g.7673664T>C IVS8+37A>G — — — — —

g.7673523A>G IVS9+12Т>С rs1800899 в dbSNP
rs1800899 in the dbSNP 0,016 Нет данных

No data

Ассоциация с предрасположен-
ностью к опухолям не доказана
Association with predisposition to tumors 
not proven 

[21]

MAF — частота редкого аллеля.
MAF — minor allele frequency.

Таблица 1. Характеристика интронных мутаций, выявленных в гене ТР53
Table 1. Characteristic of intron ТР53 gene mutations
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Интронные мутации (рис. 1), выявленные в обсле-
дованной выборке больных ДВККЛ, были представле-
ны как гомозиготными (g.7675266A>G, g.7675010C>A), 
так и гетерозиготными заменами (g.7674988A>G, 
g.7674326C>G, g.7674153C>G, g.7673691G>T, 
g.7673681T>C, g.7673664T>C и g.7673523A>G). Боль-
шинство их — 7 из 9 (77,8%) — представляло собой 
однонуклеотидные замены, отсутствующие в ба-
зах данных dbSNP и The Human Cancer Mutation 
Database. Исключение составили g.7674326C>G и 
g.7673523A>G. Кроме того, в базе данных dbSNP в по-
зиции g.7675010 описана другая однонуклеотидная за-
мена G>С (rs765032410, NC_000017.11:g.7675010C>G), 
однако ни популяционная частота редкого аллеля 
(minor allele frequency, MAF), ни клиническое значе-
ние rs765032410 не известны.

Частота редкого аллеля — однонуклеотидной 
замены g.7673523A>G (rs1800899 по базе данных 
dbSNP) в ТР53 составляет 0,016, поэтому она может 
быть отнесена к конституциональным полиморфиз-
мам гена.

Единственная выявленная в обследованной выбор-
ке больных ДВККЛ интронная мутация, имеющая 
доказанную биологическую значимость по данным 
литературы, — это g.7674326C>G. Замена расположена 
в интроне 6 гена ТР53. Согласно данным The Human 
Cancer Mutation Database, она относится к изменени-
ям, влияющим на сплайсинг [27].

Для прогноза возможных последствий осталь-
ных интронных замен, выявленных в обследованной 
группе, потребовалось привлечение биоинформаци-
онного анализа. Использованный подход основан на 
распознавании трех участков будущей пре-мРНК: 

5’ сайта сплайсинга (AGGURAGU донорный сайт), 
сайта ветвления (CTRAYY) и 3’ сайта сплайсинга 
(YYYYYYYNCAGG акцепторный сайт).

Использованная в данном исследовании программа 
NetGene2 методом нейронных сетей осуществляет по-
иск переходных областей между интронами и экзона-
ми для предсказания местоположения сайтов сплай-
синга в пре-мРНК человека [23].

Согласно прогнозу NetGene2, из выявленных в груп-
пе больных ДВККЛ интронных замен g.7675010C>A 
приводит к образованию дополнительного акцепторно-
го сайта сплайсинга, который отсутствует в норме, что 
может приводить к включению в последовательность 
м-РНК части интрона 5. Транскрипция и трансляция в 
норме и при мутации g.7675010C>A в гене ТР53 схемати-
чески показана на рис. 2.

Анализ rs78378222 3́-НТП гена ТР53
При генотипировании 92 образцов ДНК, выделенной 
из опухолевой ткани больных ДВККЛ, частота выяв-
ления rs78378222 составила 9 из 92 (9,8%).

У ряда больных обнаружили минорный аллель C 
в гомозиготном состоянии (рис. 3). Частый гомози-
готный генотип A/A был выявлен у 83 обследованных 
(90,2%), гетерозиготный генотип A/C — у 4 (4,3%) и 
гомозиготный минорный генотип C/C — у 5 (5,5%) об-
следованных.

Чтобы подтвердить наличие редкого аллеля мар-
кера, было выполнено прямое секвенирование по 
Сенгеру фрагмента 3́-НТП гена ТР53, содержащего 
rs78378222, для 9 образцов ДНК из опухолевой тка-
ни ДВККЛ. Результаты секвенирования приведены в 
табл. 2.

Рисунок 1. Результаты секвенирования:  
А — g.7675266A>G, Б — g.7675010C>A,  
В — g.7674988A>G, Г — g.7674326C>G,  
Д — g.7674153C>G, Е — g.7673691G>T,  
Ж — g.7673681T>C, З — g.7673664T>C,  
И — g.7673523A>G.
Figure 1. Sequencing results: А — g.7675266A>G, 
B — g.7675010C>A, C — g.7674988A>G,  
D — g.7674326C>G, E — g.7674153C>G,  
F — g.7673691G>T, G — g.7673681T>C,  
H — g.7673664T>C, I — g.7673523A>G.

А (A)

В (C)

Б (B)

Г (D)

Д (E)

Е (F)

Ж (G)

З (H)

И (I)
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На рис. 4 приведена полученная при секвенировании 
последовательность rs78378222 фрагмента 3’-НТП гена 
ТР53, где указана нормальная сигнальная последова-
тельность, необходимая для полиаденилирования гена 
TP53. Поскольку для секвенирования данного фраг-
мента не разрабатывались отдельные праймеры, а были 
использованы праймеры с дизайном для анализа поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ), 

все наработанные в ходе полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) ампликоны содержали замену c.*1175A>G, ис-
кусственно введенную в дизайн обратного праймера 
для создания сайта рестрикции эндонуклеазы Hind III.

При анализе электрофореграмм обращали на себя 
внимание разные «дозы» аллелей маркера rs78378222 в 
геле, нашедшие свое отражение в результатах секвени-
рования данных проб (рис. 3 и табл. 2).

Рисунок 2. Транскрипция и трансляция в норме  
(А) и при мутации g.7675010C>A в гене ТР53 (Б).  
В последовательности гена заглавные буквы — ко-
дирующие участки, строчные — интрон 5, подчер-
киванием отмечена часть интрона 5, включаемая 
в мРНК.
Figure 2. Transcription and translation are normal 
(A) and with the mutation g.7675010C> A in the 
TP53 gene (B). In the gene sequence, capital letters 
are the coding regions, lowercase letters are intron 
5, underscore is marked included in mRNA part of 
intron 5.

Рисунок 3. Результаты генотипирования rs78378222 
методом ПЦР с анализом ПДРФ образцов опухоле-
вой ткани больных ДВККЛ, имеющих редкий аллель 
C: 1—9 — номера случаев; КР — контроль рестрик-
ции; 106 + 84 п. н. (генотип A/C); 84 п. н. (генотип 
A/A); 106 п. н. (генотип C/C).
Figure 3. The results of rs78378222 genotyping by PCR 
with the analysis of RFLP of tumor tissue samples of patients 
with DLBCL with rare allele C: 1—9 are the numbers of 
cases; RC — restriction control; 106 + 84 bp (genotype 
A/C); 84 bp (genotype A/A); 106 bp (genotype С/С).

А (A)

Б (B)

А (A)

Б (B)
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Проба
Case 

Генотип 
Genotype Фрагмент последовательности гена TP53 

Sequence of the TP53 geneПо данным ПЦР с анализом ПДРФ
PCR-RFLP method

По данным секвенирования по Сенгеру
Sanger sequencing

С1 C/C C/C

 

 

С2 C/C C/C

 

 
 

С3 A/C A/C

 

 
 

С4 A/C с преобладанием аллеля C
A/C predominance of allele C

A/C с преобладанием аллеля C
A/C predominance of allele C

С5 A/C с преобладанием аллеля C
A/C predominance of allele C C/C

С6 A/C A/C

С7 A/C A/C

С8 A/C A/C

С9 A/C с преобладанием аллеля C
A/C predominance of allele C C/C

C1—C9 — случаи выявления редкого аллеля rs78378222. 
C1—C9 — cases of the rare allele rs78378222. RFLP — Restriction fragment length polymorphism.

Таблица 2. Результаты секвенирования фрагмента 3́-НТП гена ТР53, содержащей rs78378222
Table 2. Sequencing results of the 3’-untranslated sequence of the TP53 gene containing rs78378222
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Поскольку случаев обнаружения редкого гомо-
зиготного генотипа C/C rs78378222 в крови больных 
ДВККЛ не было, а выделение ДНК из парафинизиро-
ванных блоков проводилось из срезов с содержанием 
опухолевой ткани не менее 70—80%, полученные ре-
зультаты свидетельствуют о потере гетерозиготности 
в данном локусе в опухолевой ткани ДВККЛ у боль-
ных 2, 4, 5 и 9. В перечисленных случаях имело место 
значимое преобладание редкого аллеля C на электро-
фореграммах, а пик, соответствующий ему на хрома-
тограмме результатов секвенирования, по высоте не 
отличался от окружающих пиков. Аллель A в данных 
образцах обнаруживался в очень небольших количе-
ствах, и его источником могли быть клетки неопухоле-
вого происхождения, находящиеся в срезе. По данным 
литературы, чувствительность обнаружения доли наи-
менее представленного аллеля при секвенировании по 
Сенгеру составляет около 10% [28]. В лабораторной 
практике ввиду различного качества секвенирования 
нижняя граница обнаружения для наименее представ-
ленного аллеля методом секвенирования по Сенгеру 
может находиться в диапазоне 10—30% копий [29].

Обсуждение
На сегодняшний день описано около 20 000 типов мис-
сенс-мутаций гена ТР53, которые обеспечивают ту или 
иную степень подавления его функции и поэтому под-
вергаются селекции в клетках опухолей [30]. Посколь-
ку некоторые мутации, возникающие в данном гене, 
связаны с развитием и прогрессированием ДВККЛ 
и могут быть обозначены как «драйверные», а некото-
рые не оказывают влияния на возникновение и рост 
опухоли, т. е. являются «мутациями-пассажирами» [9, 
31], требовался анализ функциональной значимости 
каждой из выявленных в группе обследования абер-
раций.

В настоящее время углубленный анализ резуль-
татов секвенирования вне кодирующих последова-
тельностей гена ТР53 отсутствует, количество и фун-
кциональные эффекты выявляемых в них аберраций 

недооценены [1]. Для успешного решения данной за-
дачи требуется разработка улучшенных методов ана-
лиза in silico.

Большинство потенциально значимых интронных 
замен расположены в непосредственной близости к 
границам экзон—интрон, где в норме находятся сай-
ты сплайсинга, представляющие собой консерватив-
ные последовательности c/aAG|GURAGU у 5’-конца 
интрона и последовательность Py11NYAG у 3’-конца 
интрона. Эффективное распознавание сайтов сплай-
синга сплайсосомой зависит от сохранности его кон-
сервативной последовательности и последовательно-
стей, которые его окружают, и является критически 
важным для правильного и упорядоченного удаления 
экзонов из пре-мРНК [32].

Описаны два типа мутаций в интронных последо-
вательностях, влияющих на сплайсинг. Первый — это 
мутации в 5’- и 3’-сайтах сплайсинга, которые приводят 
к нарушению синтеза зрелой мРНК. Второй тип — му-
тации в интронах, приводящие к образованию нового 
криптического сайта сплайсинга и синтезу неканони-
ческой мРНК [9]. Известны механизмы влияния на 
процессинг молекулы пре-мРНК изменений, располо-
женных в глубине интронных регионов. В частности, 
мутации в интронах способны создавать новые сайты 
сплайсинга, которые, конкурируя с исходными сай-
тами, нарушают процесс сплайсинга мРНК [9].

Анализ интронных мутаций и прогнозирование 
донорных и акцепторных сайтов в генах человека с 
помощью анализа in siliсo длительное время были за-
труднены [32]. В настоящее время разработаны усо-
вершенствованные методы, которые позволяют на-
дежно предсказать патогенные интронные мутации, 
влияющие на сплайсинг [9].

Согласно прогнозу программы NetGene2, из выяв-
ленных в настоящей работе у группы больных ДВККЛ 
интронных мутаций гена ТР53, g.7675010C>A приво-
дит к образованию дополнительного акцепторного 
сайта сплайсинга, который отсутствует в норме. Это в 
свою очередь ведет к включению в последовательность 

Рисунок 4. Секвенированный фрагмент 3’-НТП 
гена ТР53, содержащей rs78378222: красным 
прямоугольником отмечена нормальная сигнальная 
последовательность сигнала полиаденилирова-
ния; стрелкой указана однонуклеотидная замена 
c.*1175A>G, являющаяся результатом введения 
сайта рестрикции в обратный праймер для ПДРФ- 
анализа. 
Figure 4. A fragment of the 3’-untranslated 
sequence of the TP53 gene containing rs78378222: 
the red rectangle indicates the normal signal 
sequence of the polyadenylation signal; the arrow 
indicates a single nucleotide substitution c.*1175A> 
G, which is the result of introducing a restriction site 
into the reverse primer for RFLP analysis.
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мРНК части интрона 5, преждевременному образова-
нию стоп-кодона в положении 189 и синтезу укорочен-
ного варианта белка р53, лишенного функциональной 
активности (рис. 2).

При анализе программой NetGene2 других интрон-
ных замен в гене ТР53, выявленных в опухолевой тка-
ни больных ДВККЛ, данных о патогенности получено 
не было.

В отношении еще одной выявленной в опухолевой 
ткани ДВККЛ мутации — g.7674326C>G — в экспери-
менте in vitro показано, что в отсутствие изменений в 
кодирующей последовательности гена она приводит к 
выживанию клеток в условиях химиотерапии и дли-
тельно ингибирует апоптоз [15].

Хотя замена g.7674326C>G расположена далеко от 
границы экзон—интрон, где в норме находится сайт 
сплайсинга, описаны другие механизмы влияния из-
менений нуклеотидной последовательности в некоди-
рующих регионах на процессинг молекулы пре-мРНК. 
В частности, мутации в интронах способны создавать 
новые сайты сплайсинга, которые, конкурируя с ис-
ходными сайтами, нарушают сплайсинг канонической 
мРНК [9].

Согласно данным литературы [15, 27, 33], замена 
g.7674326C>G связана с семейными формами рака мо-
лочной железы, риском рака предстательной железы и 
предрасположенностью к раку щитовидной железы у 
детей.

Отдельно также следует отметить замену 
g.7675266A>G, поскольку в интроне 4 гена ТР53 распо-
ложен альтернативный промотор гена, участвующий 
в синтезе изоформы delta133 [34], которая в норме эк-
спрессируется в лимфоидной ткани [35]. Однако на 
данный момент оценить ее влияние на транскрипцию 
гена не представляется возможным.

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о том, что интронные последовательности гена ТР53 
при ДВККЛ также подвержены мутациям, способст-
вующим опухолевому росту.

В работе Li et al. [20] на примере ДНК больных 
ДВККЛ впервые было показано, что мутации в 3́-НТП 
данного гена — распространенное явление в опухо-
ли. По данным авторов, мутации в 3́-НТП гена ТР53 
имели большинство больных ДВККЛ, почти все выяв-
ленные замены были расположены в подтвержденных 
ранее или предполагаемых по данным анализа in silico 
сайтах связывания микро-РНК.

В настоящей работе был исследован rs78378222 — 
маркер 3́-НТП гена TP53, приводящий к нарушению 
нормальной сигнальной последовательности для поли-
аденилирования гена.

Значимость данного маркера подтверждается стро-
гим эволюционным закреплением сигнала полиадени-
лирования гена ТР53, что показано при исследовании 
генома 63 видов млекопитающих, а также древней 
ДНК. Поскольку ни один из исследованных образцов 

ДНК не имел изменений в локусе rs78378222, было до-
казано, что данный маркер находится под действием 
отрицательного естественного отбора [36]. Частота 
аллеля C rs78378222 гена ТР53 в европейской популя-
ции составляет около 1% [37].

Многие годы в исследованиях «случай — контроль», 
целью которых являлось обнаружение полиморфных 
вариантов генов, ассоциированных с развитием опу-
холей, изучались маркеры с частотой редкого аллеля 
5% и более. Это было вызвано небольшими размерами 
анализируемых выборок и невозможностью достичь 
достаточной статистической мощности исследования 
при изучении менее распространенных вариантов.

Gorlov et al. проанализировали данные International 
HapMap Project, ENCODE и SeattleSNPs project, где 
накапливается информация о вариабельности генома 
человека, и пришли к заключению, что не частые, а 
именно редкие полиморфизмы генов являются основ-
ными факторами, способствующими восприимчиво-
сти к распространенным заболеваниям, в том числе 
злокачественным новообразованиям [38]. Поскольку 
гены-онкосупрессоры и проонкогены играют важную 
роль в контроле клеточного цикла, апоптоза, ангио-
неогенеза, дифференцировки клеток, функциональ-
но значимые изменения в них находятся под давлени-
ем «очищающего» отбора. Следовательно, ожидается, 
что полиморфизмы, способствующие опухолевому 
росту, будут встречаться в популяции с низкой часто-
той [38].

По данным полногеномного исследования ассоци-
аций (genome-wide association study), редкий аллель 
rs78378222 ассоциирован с различными видами опу-
холей: рак предстательной железы, глиома, рак пи-
щевода и прямой кишки [20, 21, 39, 40]. Из миллио-
нов полиморфизмов в геноме человека у rs78378222 
наиболее сильная ассоциация с базальноклеточным 
раком [41].

Wang et al. провели первый метаанализ ассоциации 
редкого аллеля данного маркера с риском развития 
опухолей. В исследование были включены 34 работы с 
общей численностью 36 599 больных различными ти-
пами злокачественных опухолей и 91 272 относитель-
но здоровых лиц контрольной выборки. Результаты 
показали, что аллель C rs78378222 является мощным 
фактором риска опухолей у человека [42].

В литературе имеются сообщения о колебаниях 
частоты выявления rs78378222 в различных исследо-
ваниях: от отсутствия данного маркера в общей попу-
ляции до обнаружения его с частотой 3—6% среди он-
кологических больных [24, 43].

Вместе с тем ни в одном из опубликованных в насто-
ящее время исследований редкий аллель C rs78378222 
в здоровой ткани не встречался в гомозиготном состо-
янии [21].

В исследованной в настоящей работе выборке боль-
ных ДВККЛ 5 из 9 образцов опухолевой ткани имели 
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гомозиготный минорный генотип C/C rs78378222, что 
свидетельствовало о потере гетерозиготности в данном 
локусе. Только в двух из этих случаев были выявлены 
дополнительные мутации гена, имеющие доказанный 
онкогенный потенциал (p.R196Q и g.7674326C>G). 
В трех случаях потеря гетерозиготности была единст-
венной аберрацией в последовательности TP53.

Биологическая целесообразность потери гетерози-
готности в гене ТР53 в опухолевой ткани ДВККЛ у 
лиц с редким аллелем C rs78378222 может заключаться 
в следующем. Замена rs78378222 представляет собой 
уникальный аллельный вариант TP53, приводящий 
к снижению функции р53 [20, 21], а утрата функции 
гена в случае потери нормального аллеля A способст-
вует значительному приросту злокачественного потен-
циала клеток.

В клетках, несущих rs78378222, анализом посред-
ством нозерн-блоттинга было подтверждено снижение 
уровня мРНК в сравнении с клетками без данного 
полиморфизма и наличием другого, рядом располо-
женного маркера rs114831472. В случае обнаружения 
редкого аллеля C данного маркера уровень клеточного 
апоптоза также был ниже в сравнении с клетками, не-
сущими ген ТР53 дикого типа. Эти данные показыва-
ют, что полиморфизм rs78378222 в гене TP53 нарушает 
экспрессию p53 и угнетает апоптоз [20]. 

Предполагается также, что rs78378222 может на-
рушать связывание mir-545 с 3’-НТП TP53 [34]. По-
скольку сайты связывания микро-РНК расположе-
ны преимущественно на 3’-НТП генов, наследуемые 
варианты 3’-НТП гена ТР53 могут значительно вли-
ять на экспрессию гена путем отмены, ослабления 
или создания нового сайта связывания.

Wang et al. провели интегративный анализ данных 
Атласа генома рака (Cancer Genome Atlas, TCGA) для 
двух видов опухолей: глиобластомы и аденокарцино-
мы легкого [44]. Используя данные секвенирования 
мРНК гена ТР53, авторы установили, что транскрип-
ты гена, несущие редкий аллель C rs78378222, при-
близительно на 3 кб длиннее, чем транскрипты с ал-
лелем A, что препятствовало синтезу полноценного 
белка р53.

Таким образом, полученные в настоящем иссле-
довании данные свидетельствуют о необходимости 
анализа всех выявленных в ходе секвенирования из-
менений, поскольку на этапах опухолевой прогрессии 
ДВККЛ может происходить функциональная селек-
ция изменений не только в экзонах 5—8, но и в интро-
нах и 3’-НТП гена ТР53.
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