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В настоящее время отсутствует комплексное описание изменчивости гена ТР53 при диффузной 

В-крупноклеточной лимфоме (В-ККЛ). В ходе проведенного исследования описаны частота, спектр и 
функциональная значимость мутаций в гене ТР53 у 74 больных диффузной В-ККЛ г. Новосибирска. Пока-
зано, что локализация «горячих точек» мутаций в обследованной выборке больных диффузной В-ККЛ от-
личалась от данных, представленных в IARC TP53 mutation database. Выявлено наличие при диффузной 
В-ККЛ патогенетически значимых интронных и сеймсенс-замен. Частота метилирования промотора ТР53 
в группе исследования составила 5,8%. Потеря гетерозиготности в гене наблюдалась у 25% больных диф-
фузной В-ККЛ и была отмечена только в подгруппе больных с измененным статусом ТР53 (мутации или 
метилирование промотора). Полученные результаты свидетельствуют, что при диффузной В-ККЛ про-
исходит селекция функционально значимых мутаций в участках TP53, кодирующих ДНК-связывающий 
регион, а недостаточность функции данного гена может формироваться по двухударному принципу.
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Analysis of the literature shows that there is no comprehensive description of the variability of TP53 gene in 
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). The frequency, spectrum and functional significance of mutations in the 
TP53 gene were investigated at 74 DLBCL patients. The localization of mutations “hot spots” in the studied sample 
of patients with DLBCL was shown to be differed from the data presented in IARC TP53 mutation database. The 
occurrence of DLBCL with pathogenetic intron and synonymous replacements was revealed. The frequency of 
TP53 promoter methylation in the study group was 5.8%. The loss of heterozygosity in the gene was observed in 
25% of cases and only in a subset of patients with modified (mutation or promoter methylation) status of the TP53 
gene. The results indicate to the selection of functionally significant mutations in the TP53 DNA-binding region 
in DLBCL. The lack of function of the gene in DLBCL was shown to be possibly formed on the two-hit principle.
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Этиология диффузной В-ККЛ остается неизвестной. Среди фак-
торов риска заболевания выделяют генетическую предрасположен-
ность (наследственность, полиморфизм генов), коморбидные состо-
яния (иммуносупрессия, инфицирование вирусом Эпштейна–Барр, 
хроническое воспаление), неблагоприятные воздействия внешней 
среды (ионизирующее излучение, солнечная радиация, пестициды) 
и ожирение [1, 2].

Одним из важнейших патогенетических механизмов, лежа-
щих в основе развития В-ККЛ, является генетическая нестабиль-
ность клеток лимфоидного ряда как часть нормального развития 
В-лимфоцитов, которая может приводить к предопухолевым гене-
тическим изменениям. В результате на одном из этапов созревания 
лимфоидных клеток происходит нарушение В-клеточного гомеоста-
за с неконтролируемой пролиферацией, блоком дифференцировки и 
иммортализацией В-лимфоцита [3].

Генетические факторы, нарушающие репарацию ДНК или про-
цесс программированной клеточной смерти, повышают вероятность 
возникновения предопухолевых событий. Повреждения генома 
В-лимфоцитов, которые не были репарированы или элиминирова-
ны путем апоптоза, в последующем могут модулироваться средо-
выми воздействиями, эпигенетическими факторами (гипо-гипер- 

Диффузная В-крупноклеточная лимфома (В-ККЛ) – опухоль,  
характеризующаяся диффузной пролиферацией атипичных крупных 
лимфоцитов с везикулярным ядром, ярко выраженными ядрышками 
и базофильной цитоплазмой. Диффузная В-ККЛ составляет около 
трети случаев неходжкинских лимфом взрослых: до 25–30% в раз-
витых и 30–40% в развивающихся странах, что делает этот вариант 
лимфом одним из самых частых в мире [1].
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метилирование), сопутствующими заболеваниями (аутоиммунны-
ми), генетическим полиморфизмом и запустить дальнейшее разви-
тие опухоли [4].

Белок р53 – ядерный фосфопротеин молекулярной массой  
53 кД, основная роль которого заключается в обеспечении  
экстренного удаления поврежденных и потенциально опасных для 
организма клеток [5]. Опухольсупрессирующая функция его об-
условлена участием в таких процессах, как контроль клеточного 
цикла, репарация ДНК, апоптоз, старение и аутофагия как через 
транскрипционно-зависимые, так и транскрипционно-независимые 
механизмы [6]. Под действием стресса лимфоциты склонны к р53-
опосредованному апоптозу в отличие от других типов клеток, под-
верженных остановке клеточного цикла, р53-независимому апоптозу 
или некрозу [7]. По этой причине нарушение функции гена ТР53 
является основополагающим для развития и прогрессии лимфопро-
лиферативных заболеваний [7, 8].

В В-лимфоцитах с инактивацией ТР53 отмечается увеличение 
выраженности генетической нестабильности, являющейся промо-
тором дальнейшей опухолевой прогрессии и ускользания злокаче-
ственной клетки от иммунной системы, а также терапевтического 
воздействия. В условиях дефицита его функции увеличивается темп 
поликлональной эволюции В-клеток с самыми разными генетиче-
скими аномалиями: измененным числом и перестройками хромосом, 
генными мутациями, амплификацией отдельных участков генома [9].

Дисфункция гена ТР53 может быть результатом нарушений в 
структуре самого гена, изменения процессов транскрипции и ста-
бильности м-РНК, дефекта посттрансляционных модификаций и 
взаимодействий белка р53. Возможно, молекулярные механизмы 
на уровне молекулы ДНК, приводящие к дефициту ТР53, включают 
генные мутации, метилирование промотора, аллельный дисбаланс и 
генетический полиморфизм [4].

Анализ базы данных dbSNP [10] показывает, что в гене ТР53 
(данные на январь 2016 г.) было зарегистрировано около 700 вариан-
тов однонуклеотидных замен, из них 50 цитируются в базе Pubmed, 
и только 83 полиморфизма имеют Global MAF более 1%: 4 –  
миссенс замены, 71 – интронные, 5 – 5’-нетранслируемой и 3 – 
3’-нетранслируемой последовательности маркера [11]. 

Лишь 20 полиморфных вариантов гена ТР53 встречаются в по-
пуляции с частотой более 5% и могут представлять реальный кли-
нический интерес. Большинство из них за редким исключением 
при биоинформационном предсказании не имеет функционального 
значения [12]. Некоторые из этих полиморфизмов TP53 в популя-
циях человека вызывают значимое изменение функции р53, три из 
них (rs1042522, rs17878362 и rs1625895) хорошо изучены в плане 
функциональных характеристик, распространенности в популяции 
и ассоциации с риском опухолей [12]. Проведенные нами ранее  
исследования [13, 14] показали, что данные маркеры гена TP53, в 
том числе в составе гаплотипных групп, могут быть как факторами 
риска диффузной В-ККЛ, так и быть ассоциированными с прогрес-
сией заболевания и эффективностью противоопухолевой терапии.

Литературный поиск показывает, что делеция 17р13.1, приво-
дящая к потере гетерозиготности (ПГ) в гене ТР53, при диффузной 
В-ККЛ регистрировалась с большим разбросом частот между иссле-
дованиями: от 30,4 до 42% по данным китайских авторов [15–17], 
от 40 до 50,4% – в чешской [18, 19], 30,4% – арабской [20], 22,5% – 
австрийской популяциях [21]. Наименьшая (22,2%) частота деле-
ции 17р13.1 была показана в исследовании International DLBCL  
Rituximab-CHOP Consortium Program Study [22], объединяющем вы-
борки больных 16 гематологических центров США, Швейцарии, 
Нидерландов, Германии, Италии и Испании.

Наиболее изученным аспектом изменчивости гена ТР53 при 
диффузной В-ККЛ является анализ его кодирующей последователь-
ности на наличие мутаций. Показано, что частота мутации в гене 
ТР53 при диффузной В-ККЛ достигает 20% и более [23].

В 1990 г. была организована база данных IARC TP53 mutation 
database для регистрации мутаций в данном гене, которая в настоя-
щее время содержит информацию о более чем 30 000 соматических 
мутаций и 700 мутациях зародышевой линии [24]. Ее анализ показы-
вает, что при диффузной В-ККЛ в ТР53 описано более 120 мутаций. 
Из них 95% составили однонуклеотидные замены: 88% – миссенс, 
7% – нонсенс-мутации, 5% – мутации со сдвигом рамки считывания. 
Более 95% мутаций было выявлено в экзонах 5–8 гена, мутации в 
экзонах 9–11 описаны не были. «Горячими точками» мутаций в ге-
не ТР53 при диффузной В-ККЛ были следующие кодоны в порядке 
убывания частоты: 248, 273, 175, 245, 281, 244, 305, 249 и 297 [25].

Однако преобладание так называемых «горячих точек» может 
меняться в зависимости как от варианта опухоли, так и этнического 
происхождения исследуемой выборки пациентов [26]. Сравнитель-
ный анализ мутаций ТР53 показывает, что их частота и спектр при 
одном и том же типе онкологической патологии также могут зна-
чительно меняться в зависимости от исследуемой популяции [27]. 
Информация о российской популяции в текущей версии IARC TP53 
mutation database не представлена.

Подавляющее большинство работ, изучающих роль изменений в 
нуклеотидной последовательности ТР53, было сосредоточено на ана-
лизе 5–8-го экзонов гена. Интронные регионы не исследовались. Вме-
сте с тем эти последовательности потенциально могут влиять не только 
на сплайсинг м-РНК, но и на экспрессию гена, нарушая авторегуля-
цию процессинга, нормальное прохождение посттранскрипционных  
модификаций м-РНК и посттрансляционных изменений белка [28–30].

Связь между гиперметилированием промотора ТР53 и сниже-
нием уровня транскрипции гена была показана на ряде опухолей 
[4, 31, 32]. Несмотря на широкое изучение метилирования данного 
гена при раках, этот вопрос менее изучен при гемобластозах и прак-
тически не разработан при лимфопролиферативных заболеваниях 
[4]. Например, при остром лимфобластном лейкозе метилирование 
промотора ТР53 регистрируют у трети пациентов [33], а при хро-
ническом лимфолейкозе – в каждом пятом случае [4]. В литературе 
имеются лишь единичные сообщения о частоте метилирования про-
мотора гена ТР53 при диффузной В-ККЛ [34]. Комплексное описа-
ние изменчивости гена ТР53 при диффузной В-ККЛ отсутствует.

Цель исследования – описать частоту гиперметилирования и 
потери гетерозиготности, а также частоту, спектр и функциональ-
ную значимость мутаций в кодирующих и интронных участках гена 
ТР53 у больных диффузной В-ККЛ г. Новосибирска.

Материал и методы
Группу обследования составили 74 больных диффузной В-ККЛ  

(35 мужчин и 39 женщин) в возрасте от 21 года до 78 лет (средний воз-
раст 52,8 ± 14,3 года), госпитализированных в Городской гематологиче-
ский центр г. Новосибирска за период 2012–2015 гг. 91% обследованных 
имели продвинутые (III и IV) стадии заболевания и 2/3 – неблагоприят-
ный прогноз по Международному прогностическому индексу [35]. 

Исследование было одобрено локальным этическим комитетом.  
Все пациенты подписали информированное согласие до включения в ис-
следование.

Рис. 1. Анализ статуса метилирования промотора гена ТР53:  
результаты метилспецифической ПЦР с фланкирующими прай-

мерами, электрофорез в 8% полиакриламидном геле.
М – ПЦР с праймерами, специфичными к метилированному аллелю 
(длина продукта 166 пн), НМ – ПЦР с праймерами, специфичными 
к неметилированному аллелю (длина продукта 170 пн), 1–5 номера 
случаев: 1, 2, 4 – норма; 3, 5 – метилирование; К – контрольные ДНК. Рис. 2. Анализ микросателлитной нестабильности в локусе 

D17S796: результаты ПЦР с фланкирующими праймерами, 
электрофорез в 8% полиакриламидном геле (длина продукта 

144–174 пн).
К – ДНК крови, О – ДНК опухолевой ткани, 1–3 номера случаев:  

1, 3 – потеря гетерозиготности; 2 – норма.
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Геномная ДНК была выделена из парафиновых блоков биоптатов 
опухолевых лимфатических узлов и экстранодальных очагов поражения 
методом фенольно-хлороформной экстракции с применением гуаниди-
на. На исследование брали срезы ткани, содержащие не менее 80–90% 
опухолевых клеток.

Прескрининг мутаций не проводили. Методом прямого секвени-
рования по Сэнгеру был выполнен анализ кодирующей последова-
тельности гена ТР53 (с 5-го по 10-й экзоны) и примыкающих участков 
интронов, согласно IARC protocol (2010 update) [36]. На первом этапе 
проводили наработку отдельных фрагментов методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) с использованием в качестве матрицы геномной 
ДНК. Полученные ампликоны подвергали очистке от солей, не включив-
шихся праймеров и дезоксинуклеотидтрифосфатов на микроколонках с 
Sephadex G-50 medium (“GE Healthcare Bio-Sciences AB”). Секвениро-
вание образцов осуществляли при помощи наборов BigDye® Terminator 
v3.1 (“Applied Biosystems”) методом капиллярного электрофореза на 
аппарате Hitachi 3500 Genetic Analyzer (“Applied Biosystems”). Анализ 
результатов секвенирования, выравнивание и сопоставление с референс-
ной последовательностью (NG_017013) осуществляли с применением 
программ Chromas, SeqScape v.2.7, Sequence Scanner. Анализ биологи-
ческой значимости обнаруженных мутаций выполняли с помощью баз 
данных и инструментов IARC TP53 Database и The TP53 UMD mutation 
database in human cancer [24, 37]. Дополнительно был проведен биоин-
формационный анализ миссенс-мутаций с помощью on-line программы 
Polymorphism Phenotyping 2 (Polyphen-2) [38].

Бисульфитную конверсию образцов ДНК осуществляли наборами 
EZ DNA Methylation Kit (“Zymo research”, США) согласно протоколу 
производителя. В реакцию брали 300–500 нг ДНК.

Анализ статуса метилирования промотора гена ТР53 проводили ме-
тодом метилспецифической ПЦР на бисульфитконвертированной ДНК 
в двух пробирках: с праймерами, специфичными к метилированному и 
неметилированному аллелю, согласно методике, описанной ранее [39]. 
По методологическим причинам анализ статуса метилирования про-
мотора гена ТР53 методом метилспецифической ПЦР был выполнен  
у 69 больных диффузной В-ККЛ (рис. 1).

Оценку потери гетерозиготности в гене ТР53 проводили по микро-
сателлитному локусу D17S796 методом ПЦР [40]. Для анализа были 
доступны 24 пары образцов опухолевой и нормальной ткани больных 
диффузной В-ККЛ группы исследования (рис. 2).

Сравнение частот типов нуклеотидных замен в гене ТР53 при 
диффузной В-ККЛ в обследованной выборке больных и в IARC TP53 
mutation database проводили с помощью статистических методов  
χ2-Пирсона и точного критерия Фишера. Различия между сравниваемы-
ми параметрами считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты 
Мутации в кодирующей  

и интронных последовательностях гена ТР53
В ходе анализа опухолевого материала от 74 больных диффуз-

ной В-ККЛ было выявлено 33 мутации: 21 в кодирующей, 12 в ин-
тронных последовательностях гена ТР53 (рис. 3, см. на обложке). 
Распределение мутаций было следующим (табл. 1): 1 (3%) мутация, 
приводящая к нарушению сплайсинга молекулы РНК, 11 (33%) –  
интронных с неизвестным эффектом, 12 (37%) – миссенс, 6 (18%) – 
сеймсенс, 2 (6%) – нонсенс-типа, 1 (3%) – мутация, приводящая  
к сдвигу рамки считывания в гене ТР53. 

Все находки за исключением A189Pfs (96,9%) представляли со-
бой однонуклеотидные замены, 5 (15,6%) из которых были мутации 
типа GC>AT в CpG островках. Замены GC>AT составили 34,4%, 
GC>CG – 3,1%, GC>TA – 9,4%, AT>GC – 12,5%, AT>CG – 12,5%, 
AT>TA – 12,5%, что значимо не различается от данных, представ-
ленных в IARC TP53 mutation database (табл. 2).

Все выявленные нами в исследуемой выборке больных диффуз-
ной В-ККЛ мутации в кодирующей последовательности гена ТР53 
описаны ранее в IARC TP53 mutation database [24] при других онко-
логических заболеваниях и были расположены в 5–8-м экзонах гена.

В обследованной выборке 4 (6,8%) больных имели множе-
ственные мутации, а ряд находок встречался неоднократно (в 2 
случаях каждая): в кодирующей последовательности – p.W146R, 
p.T155I, p.V272E, p.R213Х, в интронных областях IVS7+31G>С, 
IVS9+12Т>С и IVS8+10С>А (см. табл. 1).

Анализ биологической значимости всех выявленных нами в иссле-
дуемой выборке больных диффузной В-ККЛ миссенс-мутаций в гене 
ТР53 показал следующие данные (табл. 3). Мутации p.L130F, p.T155I, 
p.R196Q, p.G244S, p.V272E, p.A276V, приводящие к появлению белка, 
утрачивающего функциональную активность, всеми тремя прогности-
ческими программами были отнесены к повреждающим, вредным или 
с высокой/средней степенью опасности заменам. Тогда как мутации 
р.W146R и p.G293R, незначительно снижающие активность р53, а так-
же p.R156C с гиперактивным продуктом, были отнесены к неопасным, 
нейтральным или с низкой/средней степенью опасности заменам.

Биологическая значимость мутаций p.R213Х и p.A189Pfs не вы-
зывает сомнений, поскольку обе они приводят к появлению усечен-
ного белка р53 с нулевой активностью.

Сложнее оценить эффект сеймсенс-мутаций, выявленных в  
исследуемой выборке, поскольку они являются синонимическими  

Т а б л и ц а  1
Общая характеристика результатов секвенирования

Интронные В кодирующей последовательности гена ТР53
c неизвестным 

эффектом
влияние  

на плайсинг нонсенс сдвиг рамки 
считывания миссенс сеймсенс

IVS4-30Т>С p.L130F
IVS5+43G>T p.W146R*
IVS5-17Т>С p.T155I* р.V157V
IVS7+31G>С* p.R156C р.H179H
IVS8+10С>А* IVS6-36G>C p.R213Х p.A189Pfs p.R196Q p.L252L
IVS8+20A>G p.G244S р.V272V
IVS8+37A>G p.V272E* p.G302G
IVS9+12Т>С* p.A276V р.A307A
(rs1800899) p.G293R

П р и м е ч а н и е. * – мутации, встреченные в группе обследования дважды.

Т а б л и ц а  2
Сравнение спектра выявленных мутаций  

в гене ТР53 с данными базы IARC (p > 0,05)

Тип замены 
нуклеотида

Частота, %

в выборке
в базе данных  
мутаций в гене  

TP53 IARC
GC>AT в CpG 15,6 26
GC>AT 34,4 25
GC>CG 3,1 8
GC>TA 9,4 10
AT>GC 12,5 13
AT>CG 12,5 5
AT>TA 12,5 8

Т а б л и ц а  3
Результаты функционального анализа миссенс-мутаций гена ТР53

Мутация

Функциональный прогноз
Активность 
белка р53  

в экспериментах 
in vitro [ссылка]

PolyРhen-2  
(характер  
мутации)

SIFT (характер 
мутации)

Mut_ass 
(степень 
патоген-
ности)

p.L130F Возможно 
патогенная

Опасная Высокая Не активен 
[41]

p.W146R Не патогенная Нейтральная Низкая Незначительно 
снижена [41]

p.T155I Возможно 
патогенная

Опасная Средняя Не активен 
[41–43]

p.R156C Не патогенная Нейтральная Низкая Гиперактивен 
[41, 44]

p.R196Q Возможно 
патогенная

Опасная Высокая Не активен 
[45]

p.G244S Возможно 
патогенная

Опасная Средняя Не активен 
[42, 46]

p.V272E Возможно 
патогенная

Опасная Высокая Не активен 
[41]

p.A276V Возможно 
патогенная

Опасная Средняя Не активен 
[43]

p.G293R Не патогенная Нейтральная Средняя Незначительно 
снижена [41]

p.A276V Возможно 
патогенная

Опасная Средняя Не активен 
[45]

p.G293R Не патогенная Нейтральная Средняя Незначительно 
снижена [41]

Оригинальная статья
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мутации p.L130F, p.T155I, p.R196Q, p.G244S, p.V272E и p.A276V 
наряду с мутацией p.A189Pfs, приводящей к сдвигу рамки считы-
вания, нонсенс заменой p.R213Х и сплайс-мутацией IVS6-36G>C. 
Все описанные выше события в кодирующей части гена приходятся 
на регионы, несущие информацию о высококонсервативных участ-
ках ДНК-связывающего домена белка, закрепленных эволюционно 
в филогенезе, и встречающихся в большинстве изоформ р53, а также 
структуре белков-гомологов р63 и р73.

Мутации p.R213Х и р.G244S, а также p.V272E ранее уже были 
описаны при диффузной В-ККЛ [51, 52], а выявленная нами р.T155I 
ранее была зарегистрирована у нескольких больных ХЛЛ и ассоции-
рована с неблагоприятным прогнозом и низкой эффективностью его 
терапии [53]. Среди случаев с гемобластозами p.V272E ранее была 
описана при лимфоме Беркитта, болезни Ходжкина и В-клеточных 
НХЛ [25].

Все эти данные свидетельствуют о селекции p.L130F, p.T155I, 
p.R196Q, p.G244S, p.V272E, p.A276V, p.R213Х и p.A189Pfs на эта-
пах опухолевой прогрессии и не случайном их обнаружении у боль-
ных диффузной В-ККЛ. 

По результатам анализа из выявленных в обследованной группе 
больных диффузной В-ККЛ лишь у 2 миссенс-замены (p.W146R и 
p.G293R) существенно не отражались на функции р53, а p.R156C 
приводил к появлению гиперактивного мутантного белка. 

Из выявленных нами в группе больных диффузной В-ККЛ му-
таций две могут влиять на сплайсинг молекулы РНК. К ним отно-
сятся сеймсенс-замена р.A307A и IVS6-36G>C. Функциональная 
значимость IVS6-36G>C была доказана в эксперименте in vitro [48].  
Согласно прогнозу TP53 Mutant assessor (release 1.00, 2012), р.A307A 
также находится в сайте сплайсинга молекулы РНК [47]. Несмотря 
на то что при сеймсенс-мутациях вновь образующийся кодон про-
должает кодировать ту же аминокислоту, что обусловлено вырож-
денностью генетического кода, считается, что мутации данного типа 
могут менять сплайсинг, транскрипцию и стабильность РНК [24].

Функциональный эффект не затронутых в обсуждении интрон-
ных и сеймсенс-мутаций, выявленных в группе больных диффузной 
В-ККЛ, остается неизвестными. Вместе с тем они потенциально мо-
гут влиять не только на сплайсинг мРНК, но и на экспрессию гена, 
нарушая авторегуляцию процессинга [28]. Также среди интронных 
мутаций следует отметить IVS4-30Т>С ввиду того, что в 4-м интроне 
ТР53 расположен альтернативный промотор гена, участвующий в 
синтезе изоформ delta133 и delta160 р53 [49].

Имеющиеся в литературе единичные сообщения о низкой ча-
стоте метилирования промотора гена ТР53 при диффузной В-ККЛ 
[34] были проверены на исследуемой группе больных г. Новосибир-
ска. Частота метилирования промотора гена ТР53 в обследованной 
выборке больных диффузной В-ККЛ составила 5,8% и значимо не 
различалась в подгруппах с мутантной (4,2%) и нормальной (6,7%) 
структурой гена, а также от данных K. Amara и соавт. (3,7%) [34].

Анализ ПГ в гене ТР53 был выполнен у 24 больных диффузной 
В-ККЛ группы исследования, из них 13 человек имели мутации,  
11 – отсутствие изменений в последовательности гена ТР53. По дан-
ным анализа микросателлитного маркера D17S796, расположенного 
рядом с ТР53, выявлены 6 (25%) случаев ПГ, что соответствовало 
данным литературы [22].

заменами нуклеотидов, которые характеризиру-
ются сохранением смысла кодирующего кодона. 
Согласно прогнозу TP53 Mutant assessor, из  
сеймсенс-мутаций наибольшего внимания заслу-
живает замена р.A307A ввиду того, что 307-й кодон 
близок к концу экзона и потенциально может нахо-
диться в сайте сплайсинга молекулы РНК [47].

Функциональный эффект большинства ин-
тронных мутаций, выявленных в группе больных 
диффузной В-ККЛ, точно не известен. Одна из 
биологически значимых мутаций гена ТР53 (IVS6-
36G>C) расположена в 6-м интроне гена. Она от-
носится к изменениям, влияющим на сплайсинг, 
согласно The TP53 UMD mutation database in human 
cancer [24]. В эксперименте in vitro было продемон-
стрировано, что данная замена в отсутствие изме-
нений в кодирующей последовательности гена 
приводит к выживанию клеток в условиях химио-
терапии и длительно ингибирует апоптоз [48].

Среди интронных мутаций также следует  
отметить IVS4-30Т>С ввиду того, что в 4-м  
интроне ТР53 расположен альтернативный про-
мотор гена, участвующий в синтезе изоформы 
delta133, которая в норме экспрессируется в  
лимфоидной ткани [49].

Анализ аллельного дисбаланса  
и статуса метилирования гена ТР53

Частота метилирования промотора гена ТР53 в обследованной 
выборке из 69 больных диффузной В-ККЛ составила 4 (5,8%) и зна-
чимо не различалась (р = 0,5663) в подгруппах с мутантной – у 1 
(4,2%) из 24 и нормальной структурой гена у 3 (6,7%) из 45. 

Анализ ПГ в гене ТР53 по микросателлитному маркеру D17S796 
был выполнен у 24 больных диффузной В-ККЛ группы исследова-
ния, из них у 13 человек обнаружены мутации, у 11 отсутствовали 
изменения в последовательности гена ТР53. Были выявлены 6 (25%) 
случаев ПГ, из них 5 (83,3%) случаев ПГ приходились на больных, 
у которых в ходе секвенирования были выявлены мутации в после-
довательности 5–8-го экзонов и прилегающих участков интронов 
ТР53. В единственном случае ПГ у больного диффузной В-ККЛ без 
мутаций обнаружено метилирование промотора гена. 

Обсуждение
Спектр однонуклеотидных замен, выявленных в группе больных 

диффузной В-ККЛ, значимо не различался с данными, представлен-
ными в IARC TP53 mutation database. Преобладали (95%) мутации 
в участках гена TP53, кодирующих ДНК-связывающий регион.  
Мутация p.G293R – единственная из выявленных миссенс-замен, ко-
торая не затрагивает функциональнозначимого ДНК-связывающего 
домена р53.

Анализ базы данных IARC TP53 mutation database показал, что 
все функционально значимые мутации, выявленные нами в группе 
обследования, были описаны ранее при широком круге новообразо-
ваний человека. Кодоны 196 и 213 при всех опухолях и кодон 244 при 
гемобластозах вообще и диффузной В-ККЛ в частности являются 
«горячими точками» мутаций в гене ТР53 [25]. Более того, описаны 
случаи синдрома LiFraumeni [25], для которого характерно развитие 
первично-множественных злокачественных новообразований, вы-
званных герминогенными мутациями p.R213Х, р.G244S, p.L130F и 
p.T155I, аналогичными описанным нами.

В ходе исследования за исключением 244-го кодона не выявле-
но мутаций в большей части кодонов (248, 273, 175, 245, 281, 305, 
249 и 297), для которых в IARC TP53 mutation database описано наи-
большее количество мутаций в гене ТР53 при диффузной В-ККЛ.  
В анализируемой выборке больных кодоны 275, 155, 272 и 212  
являлись «горячими точками» мутаций. 

Анализ публикаций [44–46, 50], посвященных изучению по-
следствий мутаций гена ТР53, показывает, что каждая из них может 
иметь разнонаправленные эффекты на различные аспекты функци-
онирования р53. Эти эффекты могут быть условно разделены на 
последствия для структурных характеристик белка, его биохимиче-
ских свойств и биологической активности, а также в ряде случаев 
приводить к приобретению р53 новых функций, не свойственных 
белку нормального типа. Таким образом, каждая из мутантных форм 
белка является уникальным продуктом мутации и может сочетать в 
себе как усиление или снижение определенных видов активности 
р53, так и нарушение его структуры или приобретение белком но-
вых свойств.

К появлению функционально неактивного белка р53 в обследо-
ванной выборке больных диффузной В-ККЛ приводили миссенс-

Рис. 4. Возможный двухударный механизм формирования дефицита функции 
гена ТР53 при диффузной В-ККЛ.
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При этом ПГ наблюдалась только в подгруппе больных с изме-
ненным статусом гена ТР53 (мутации – у 5 больных или метили-
рование промотора – у 1 больного), что составило 6 (42,9%) из 14 
против 0% в группе из 10 больных с интактным геном (р = 0,0223).

Комплексный анализ изменчивости гена показывает, что недо-
статочность функции ТР53 при диффузной В-ККЛ может форми-
роваться по двухударному принципу. Согласно ему, для перехода 
нормальной В-клетки в опухолевую при возникновении по меньшей 
мере части случаев диффузной В-ККЛ могут быть необходимы два 
последовательных события (рис. 4). Первое событие – это мутация 
или метилирование промотора ТР53, приводящие к образованию 
клетки с повышенным риском злокачественной трансформации. 
Для реализации опухолевого потенциала в клетке должно случиться 
второе событие – потеря неповрежденного аллеля гена.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о се-
лекции при диффузной В-ККЛ функционально значимых мутаций в 
участках гена TP53, кодирующих ДНК-связывающий регион. 

Локализация «горячих точек» мутаций в отличие от спектра 
однонуклеотидных замен в обследованной выборке больных диф-
фузной В-ККЛ отличается от данных, представленных в IARC TP53 
mutation database.

Было показано наличие при диффузной В-ККЛ патогенетически 
значимых интронных и сеймсенс-замен, что свидетельствует о важ-
ности как анализа прилегающих к экзонам некодирующих участков 
гена, так и биоинформационного анализа выявленных синонимич-
ных замен.

Комплексный анализ статуса ТР53 дает большее представление 
о возможных механизмах участия изменчивости данного гена в па-
тогенезе диффузной В-ККЛ. Показано, что недостаточность функ-
ции ТР53 при диффузной В-ККЛ может формироваться по двух-
ударному принципу.
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Для оценки ассоциации полиморфизма Arg399Gln гена XRCC1 с хроническими миелопролифератив-
ными заболеваниями были обследованы 466 человек, в том числе: 79 больных хроническим миелолей-
козом (ХМЛ), 91 – истинной полицитемией (ИП), 132 – эссенциальной тромбоцитемией (ЭТ), 50 – миело-
фиброзом (МФ). Группу контроля составили 114 здоровых добровольцев. Показано, что распространен-
ность минорного аллеля Gln в группе больных ХМЛ значимо выше (OR 1,53; 95% CI 0,67–3,51), особенно в 
группе больных с резистентностью к иматинибу (1,83; 95% CI 0,83–4,05), чем в группе контроля. Впервые 
выявлена взаимосвязь минорного полиморфизма исследуемого гена с ЭТ (OR 1,31; 95% CI 0,61–2,78), но 
не с ИП или МФ. Ассоциации полиморфных вариантов гена XRCC1 с уровнем аллельной нагрузки JAK2 
не обнаружено. Полученные результаты свидетельствуют о более важном значении продукта данного 
гена в контроле стабильности генома дифференцировки миелоидных клеток-предшественниц при ХМЛ 
и ЭТ. Исследование полиморфизма Arg399Gln в гене XRCC1 может быть полезно в комплексной оценке 
прогноза развития и эффективности лечения этих заболеваний.

К л ю ч е в ы е  с л о в а:  XRCC1 Arg399Gln; хроническая миелоидная лейкемия; истинная полицитемия; 
эссенциальная тромбоцитемия.
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We investigated the association between Arg399Gln polymorphism in DNA repair gene XRCC1 and chronic 
myeloproliferative diseases. 79 patients with chronic myeloid leukemia (CML), 91 patient with polycythemia 
vera (PV), 132 patients with essential thrombocythemia (ET). 50 patients with myelofibrosis and 114 controls 
were included in the study. We genotyped the polymorphism in XRCC1 gene by using polymerase chain reac-
tion in real-time with TaqMan assay. The detection and quantification of the JAK2 gene V617F mutation al-
lele burden was carried out by means of “Pyromark q24” pyrosequencing. The presence of at least one XRCC1 
399Gln allele was found to be significantly different in patients with CML (OR 1.53; 95% CI 0.67–3.51) and ET 
(OR 1.31; 95% CI 0.61–2.78) in comparison with controls. The presence of XRCC1 399Gln allele was associated 
with the resistance to imatinib. We found no interactions between the XRCC1 genotype and the level JAK2  

Original article
DOI 10.18821/0234-5730-2016-61-3-143-145


