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Известно, что rs78378222 нарушает экспрессию гена ТР53 и приводит к снижению уровня индукции апоптоза в
клетках под действием генотоксических факторов. Случаи обнаружения rs78378222 в опухолевой ткани ранее
были описаны у больных ДВККЛ. Цель исследования: изучить частоту rs78378222 гена ТР53 в опухолевой ткани
больных диффузной В�крупноклеточной лимфомы (В�ККЛ) г. Новосибирска. Материалом для исследования слу�
жила ДНК, выделенная методом фенольно�хлороформной экстракции с применением гуанидина из парафини�
зированных блоков биоптатов опухолевой ткани 92 больных диффузной В�ККЛ. Генотипирование rs78378222
проводилось методом ПЦР с анализом ПДРФ. Определение наличия редкого аллеля С rs78378222 выполнялось
методом прямого секвенирования по Сенгеру. rs78378222 в опухолевой ткани ДВККЛ был выявлен в 9,8% случаев.
В 5 образцах маркер встречался в гомозиготном состоянии, что свидетельствует о потере гетерозиготности в
гене ТР53 в опухолевой ткани диффузной В�ККЛ. Ни в одном из опубликованных в настоящее время исследова�
ний, редкий аллель C rs78378222 в здоровой ткани не встречался в гомозиготном состоянии. Таким образом,
явление потери гетерозиготности в гене ТР53 в опухолевой ткани больных диффузной В�ККЛ у носителей
rs78378222 является примером классического “двух�ударного” механизма канцерогенеза.
Ключевые слова: диффузная В�ККЛ, rs78378222, нетранслируемые последовательности гена, ген ТР53, секвени�
рование по Сенгеру, теория Кнудсена, опухолевая прогрессия.

It is known that rs78378222 disrupt TP53 gene expression and reduce the level of apoptosis in cells under the influence
of genotoxic factors. Cases of rs78378222 detection in a tumor tissue have been described in DLBCL patients previously.
Objective: to study the frequency of rs78378222 TP53 gene in tumor tissue of patients with diffuse large cell lymphoma
(DLBCL) in Novosibirsk. Material for the study were the DNA isolated by phenol�chloroform extraction using guanidine
from paraffin blocks of tumor tissue biopsies from 92 patients with DLBCL. Rs78378222 genotyping was performed by
PCR RFLP analysis. The presence of the rare allele C of rs78378222 was performed direct sequencing of Sanger. rs78378222
in DLBCL tumor tissue was detected in 9.8% of cases. In same of the samples the marker was detected in the homozygous
state, indicating the loss of heterozygosity in the TP53 gene in tumor tissue diffuse DLBCL. Rare allele C rs78378222 are
not met in the homozygous state in healthy tissues. Thus, the phenomenon of loss of heterozygosity in the TP53 gene in
tumor tissue of patients carriers rs78378222 with DLBCL is a classic example of the “two�hit” mechanism of carcinogenesis.
Key words: DLBCL, rs78378222, untranslated sequences, gene TP53, Sanger sequencing, the Knudsen theory, tumor
progression.

Введение

Аномалии гена ТР53 вовлечены в развитие разных
типов злокачественных новообразований, что обуслов�
лено выполнением этим геном широкого спектра функ�
ций, предотвращающих и/или ингибирующих опухоле�
вый рост: контроль клеточного цикла, старения, репара�
ции ДНК, апоптоза, участие в обмене веществ, ангионео�
генезе и антиоксидантной защиты [1, 3].

Ген ТР53 является центральным узлом в молекуляр�
но�генетической сети сохранности постоянства и целост�

ности генома, а его активация приводит к изменению в
уровне экспрессии более тысячи генов [4].

В отличие от других клеток организма, подвержен�
ных в условиях стресса остановке клеточного цикла, р53�
независимому апоптозу или некрозу, В�лимфоциты
склонны к р53�опосредованному апоптозу. По этой при�
чине нарушение процессов программированной клеточ�
ной смерти в результате нарушения функции р53 явля�
ется основополагающим для развития и прогрессии лим�
фопролиферативных заболеваний [7].

Кроме того, инактивация ТР53 в В�лимфоцитах
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приводит к менее эффективному функционированию
внутриклеточных сигнальных систем, останавливающих
при повреждениях клеточный цикл в G1 и G2 фазах; на�
рушению репарации ДНК; более эффективной адаптации
клеток к гипоксии и стимуляции ангиогенеза; ослабле�
нию контроля над структурой теломер и ингибированию
дифференцировки.

В экспериментах на мышах было показано, что при
выключении функции ТР53 злокачественные лимфомы
являются доминирующей формой неоплазий, а восста�
новления активности данного гена достаточно для рег�
ресса рака различных типов [13].

Более того, поскольку ТР53 играет центральную роль
в медиации действия алкилирующих агентов и других хи�
миопрепаратов, дефицит его функции неминуемо при�
водит к формированию фенотипа множественной лекар�
ственной резистентности лимфомных клеток [10].

Подавляющее большинство работ, изучающих роль
изменений в нуклеотидной последовательности ТР53 в
окогенезе, были сосредоточены на анализе 5–8 экзонов
гена, игнорируя фланкирующие их 3'� и 5'�нетранслиру�
емые последовательности (НТП). Последние не выступа�
ют в качестве матрицы для синтеза белка, но входят в со�
став м�РНК и являются высоко�консервативными элемен�
тами гена [6]. Изменения в 32 �НТП могут иметь прямой
биологический эффект на созревание В�лимфоцитов и
активизировать лимфомогенез [9].

В настоящее время в ТР53 идентифицированы сотни
аллельных вариантов, часть из которых изучается в ас�
пекте влияния на предрасположенность к развитию он�
копатологии [2]. Один из маркеров 32 �НТП гена ТР53
(rs78378222 по данным dbSNP) был описан в полноге�
номных исследованиях в контексте ассоциации с риском
развития рака простаты, глиомы, базальноклеточной кар�
циномы кожи, раком пищевода и колоректальной адено�
мы [14]. На крупной выборке пациентов (244 человека)
показано наличие rs78378222 при диффузной В�ККЛ [9].

Обращает на себя внимание следующий факт. Ни в
одном из опубликованных в настоящее время исследова�
ний редкий аллель C rs78378222 в здоровой ткани не
встречался в гомозиготном состоянии. Считается, что
данный маркер находится под действием отрицательно�
го естественного отбора, а механизмом такого отбора,
по всей видимости, являются злокачественные новооб�
разования [12].

Данный маркер представляет собой однонуклеотид�
ную замену в 32 �НТП гена TP53, приводящую к измене�
нию последовательности AATAAA, которая является сиг�
налом к полиаденилированию на AATACA, что приводит
к нарушению процессинга 32 �конца м�РНК гена TP53.
Экспериментальные данные показывают, что редкий ал�
лель С rs78378222, в сравнении с аллелем А, обеспечива�
ет значительно меньший уровень экспрессии ТР53, что
приводит к снижению уровня индукции апоптоза в клет�
ках под действием генотоксических факторов [9].

Целью данного исследования было оценить частоту
мутантного аллеля rs78378222 гена ТР53 в опухолевой
ткани больных диффузной В�ККЛ.

Материал и методы

Геномная ДНК была выделена методом фенольно�хло�
роформной экстракции с применением гуанидина из па�
рафиновых блоков биоптатов опухолевых лимфоузлов
и экстранодальных очагов поражения 92 пациентов с
диффузной В�ККЛ. В работу брались срезы ткани, содер�
жащие не менее 80–90% опухолевых клеток.

Работа выполнена с соблюдением международных
принципов Хельсинкской декларации и всех этических
стандартов по защите людей в процессе выполнения на�
учной работы, одобрена на заседании локального коми�
тета по этике. Все пациенты, включенные в исследова�
ние, подписали добровольное информированное согла�
сие.

Генотипирование rs78378222 в 3/�НТП гена ТР53 про�
водили по методике, описанной ранее, с использовани�
ем праймеров, содержащих введенный сайт рестрикции,
и эндонуклеазы рестрикции HindIII [16].

Для подтверждения наличия редкого аллеля С выпол�
няли прямое секвенирование по Сенгеру фрагмента
3/�UTR последовательности гена TP53, содержащего
rs78378222, с применением тех же праймеров, что и для
генотипирования маркера. Полученные ПЦР продукты
подвергали очистке от солей, не включившихся прайме�
ров и дезоксинуклеотидтрифосфатов с помощью микро�
колонок с SephadexТМ G�50 medium (США).

Секвенирование образцов осуществляли при помощи
наборов BigDye® Terminator v1.3 и v1.1 компании Applied
Biosystems методом капиллярного электрофореза на ап�
парате Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
с применением полимера POP�7. Анализ результатов сек�
венирования и выравнивание фрагментов осуществляли
с помощью программ Chromas, SeqScape v.2.7, Sequence
Scanner. В качестве референсной использовалась после�
довательность гена ТР53 NG_017013.

Результаты и обсуждение

В ходе исследовательских работ крупных международ�
ных консорциумов с применением методов секвениро�
вания нового поколения, проведенных в последние не�
сколько лет, таких, как Cancer Genome Atlas Research
Network (TCGA) и International Cancer Genome Consortium
(ICGC) [8, 14], были определены многочисленные опу�
холь�специфические мутации не только в последователь�
ностях, кодирующих аминокислотную последователь�
ность белков, но и изменения в некодирующих участках
генов.

Аберрации в 3�НТП гена ТР53 могут являться универ�
сальным механизмом онкогенеза, задействованным и в
патогенезе диффузной В�ККЛ [5, 9]. В частности, мута�
ции в 3�НТП гена ТР53 могут изменять взаимодействие с
регуляторными микро�РНК или приводить к разрушению
консервативной последовательности сигнала полиадени�
лирования и появлению преждевременных дополнитель�
ных сигналов [5].

В 2011 г. в ходе проекта по полногеномному секвени�
рованию впервые был описан наследуемый полиморфизм
rs78378222 3�НТП TP53, приводящий к нарушению про�
цессинга 3/�конца м�РНК [6]. Он затрагивает пятый нук�
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леотид сигнала полиаденилирования ТР53, приводя к из�
менению канонической последовательности AAТAAA на
AAТAСA. Данный сигнал необходим для распознавания
аппаратом полиаденилирования, последующего расщеп�
ления, полиаденилирования, и экспорта зрелых мРНК в
цитоплазму [9]. Функциональный анализ показал, что
rs78378222 приводит к снижению как экспрессии р53, так
и уровня апоптоза в клетках [11].

Строгое эволюционное закрепление сигнала полиаде�
нилирования гена ТР53 было показано при исследова�
нии генома 63 видов млекопитающих, а также древней
ДНК неандертальцев и образцов Денисова [11]. Ни один
из исследованных образцов ДНК не имел изменений в
локусе rs78378222.

В работе Yong Li et al. (2013) на примере ДНК боль�
ных диффузной В�ККЛ впервые было показано, что му�
тации в 32 �НТП данного гена – распространенное явле�
ние в опухоли [9]. По данным авторов, мутации в 32�НТП
последовательности ТР53 имели большинство пациентов
с диффузной В�ККЛ, почти все выявленные замены были
расположены в подтвержденных ранее или предполага�
емых по данным анализа in silico сайтах связывания мик�
ро�РНК. Также авторы впервые сообщили о прогности�
ческом значении аберраций в 3�НТП гена ТР53 при диф�
фузной В�ККЛ.

Учитывая наличие таких данных, нами был выполнен
анализ распространенности данного маркера в опухоле�
вой ткани пациентов с ДВККЛ г. Новосибирска.

Генотипирование 92 образцов ДНК, выделенной из
опухолевой ткани больных диффузной В�ККЛ г. Новоси�
бирска, проведенной в рамках данного исследования, по�
казало, что частота выявления rs78378222 составила 9/

92 (9,8%). Обращали на себя внимание обнаружение у 5
пациентов минорного аллеля С в гомозиготном состоя�
нии, а также разные "дозы" аллелей маркера rs78378222
на электрофореграммах (рис. 1).

С подтверждения результатов генотипирования было
выполнено прямое секвенирование по Сенгеру фрагмен�
та 32�НТП гена ТР53 9 образцов ДНК из опухолевой тка�
ни ДВККЛ, имеющих минорный аллель С rs78378222
(рис. 2).

Обращает на себя внимание следующий факт. Ни в
одном из опубликованных в настоящее время исследова�
ний, описанных в литературе, редкий аллель C rs78378222
в здоровой ткани не встречался в гомозиготном состоя�
нии [11, 14]. Вместе с тем пять проанализированных нами
образцов опухолевой ткани диффузной В�ККЛ имели ге�
нотип С/С rs78378222.

Поскольку выделение ДНК из парафинизированных
блоков проводилось из срезов с содержанием опухоле�
вой ткани не менее 70–80%, полученные результаты сви�
детельствуют о потере гетерозиготности в локусе распо�
ложения rs78378222 в опухолевой ткани диффузной В�
ККЛ в случаях под номерами 1, 2, 4, 5 и 9 на рис. 1. В
случаях 3, 6, 7 и 8 генотип rs78378222 был расценен как
гетерозиготный.

Биологический смысл потери гетрозиготности в гене
ТР53, имеющем редкий аллель С rs78378222, при диф�
фузной В�ККЛ может быть в следующем.

В клетках, имеющих rs78378222, было подтверждено
снижение уровня м�РНК в сравнении с клетками без дан�
ного полиморфизма и наличием другого рядом распо�
ложенного маркера rs114831472. В случае обнаружения
редкого аллеля С данного маркера уровень клеточного
апоптоза был ниже, в сравнении с клетками с диким ти�

пом гена ТР53. Эти данные по�
казывают, что TP53 полимор�
физм rs78378222 нарушает эк�
спрессию p53 и угнетает апоп�
тоз [9].

Также предполагается, что
rs78378222 может нарушать
связывание mir�545 с 3'�НТП
TP53 [12]. Поскольку сайты свя�
зывания микро�РНК располо�
жены преимущественно на 3’�
НТП генов, наследуемые вари�
анты 3’�НТП ТР53 могут значи�
тельно влиять на экспрессию
гена путем отмены, ослабле�
ния или создания нового сай�
та связывания.

Таким образом, rs78378222
представляет собой уникаль�
ный аллельный вариант TP53
со снижением функции р53.
Потеря нормального аллеля А
способствует значительному
приросту злокачественного
потенциала клеток [9, 12].

Wang et al. (2016) провели
первый мета�анализ ассоциа�

Рис. 1. Результаты генотипирования rs78378222 методом ПЦР с анализом ПДРФ образцов
опухолевой ткани больных ДВККЛ, имеющих редкий аллель С: 1–9 номера случаев; КР –
контроль рестрикции; 106+84 п.н. (генотип A/С); 84 п.н. (генотип А/A); 106 п.н. (генотип
С/С)

Рис. 2. Результаты секвенирования фрагмента гена ТР53: 1 – гетерозигота по rs78378222; 2 –
гомозигота по rs78378222
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ции маркера с риском развития опухолей [17]. В иссле�
дование были включены 34 работы с общей численнос�
тью 36 599 случаев и 91 272 контролей. Результаты пока�
зали, что rs78378222 гена TP53 был значимо связан с по�
вышенным риском развития онкологических заболева�
ний в целом (AC vs. AA: OR=1,5, 95% CI=1,3–1,8). Из мил�
лионов полиморфизмов в геноме человека, rs78378222
имеет самую сильную ассоциацию с базальноклеточной
карциномой. Таким образом, было доказано, что аллель
C rs78378222 является важным фактором риска развития
опухолей у человека.

Интересно, что описанное в настоящем исследовании
наблюдение не является уникальным. В работе Li et al.
было показано, что 1/7 случаев выявления rs78378222 в
опухолевой ткани ДВККЛ также имел гомозиготный ге�
нотип С/С [9].

Еще одна исследовательская группа Wang et al. (2015)
провела интегративный анализ данных Cancer Genome
Atlas для двух опухолевых нозологий: глиобласты и аде�
нокарциномы легкого [15].

Используя данные секвенирования мРНК ТР53, авто�
ры установили, что транскрипты гена, имеющие редкий
аллель С rs78378222, на ~3 кb длиннее, чем транскрипты
гена с аллелем А, что препятствовало трансляции полно�
ценного белка р53 [15].

Биоинформационный анализ данных секвенирования
экзома опухолевой ткани показал, что при глиобласто�
мах, в отличие от аденокарциномы легкого, происходит
потеря гаплотипа, несущего защитный аллель А. Авторы
предположили, что потеря области генома, несущего ча�
стый защитный аллель А, происходит во время инициа�
ции опухоли или прогрессии глиомы [15].

Явление потери гетерозиготности в гене ТР53 у но�
сителей гетерозиготного генотипа А/С rs78378222 в опу�
холевой ткани диффузной В�ККЛ является ни чем иным,
как примером классического “двух�ударного” механиз�
ма канцерогенеза. Согласно ему, для развития опухоли
необходимы последовательные изменения обеих аллелей
антионкогена, одного в зародышевой линии, а второго
за счет соматических аберраций.

Таким образом, эффект rs78378222 на процессинг
3’�конца представляет собой еще один механизм онко�
генеза, подтвержденный на опухолях различного проис�
хождения, который способствует формированию дефи�
цита ТР53 при опухолевой прогрессии диффузной В�ККЛ
[12].

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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НЕЙТРОПЕНИЯ НА ФОНЕ ВИЧQИНФЕКЦИИ: ЗНАЧЕНИЕ И МЕТОДЫ
КОРРЕКЦИИ

И.Л. Давыдкин1, Р.К. Хайретдинов1, О.Е. Данилова1, С.П. Кривова1, Т.Ю. Степанова1, О.В. Агафонова2,
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NEUTROPENIA IN PATIENTS WITH HIV INFECTION: IMPLICATIONS
AND METHODS OF CORRECTION

I.L. Davydkin1, R.K. Khairetdinov1, O.E. Danilova1, S.P. Krivova1, T.Y. Stepanova1, O.V. Agafonova2,
J.O. Berman1

1 Samara Medical University
2 Samara Regional Center for Prevention and Control of AIDS and Infectious Diseases

Нейтропения – частое осложнение инфекции, вызванной вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ). Этиология
нейтропении при данной патологии может быть самой различной. Это и повреждение клеток�предшественников
миелопоэза вирусом иммунодефицита человека, и депрессия костномозгового кроветворения препаратами для
лечения ВИЧ�инфекции и оппортунистических инфекций, вытеснение нормального кроветворения опухолевы�
ми ВИЧ�ассоцированными клетками и ускоренный апоптоз зрелых нейтрофилов. Данные механизмы являются
важным фактором развития оппортунистической инфекции у ВИЧ�инфицированных пациентов. Применение
гранулоцитарных колониестимулирующих факторов в комплексной терапии ВИЧ�инфекции дает возможность
регулировать количество и функцию нейтрофилов, тем самым уменьшая риск вторичных инфекций. В статье
приведен обзор литературы и собственные проспективные исследования.
Ключевые слова: нейтропения, ВИЧ�инфекция, гранулоцитарный коллониестимулирующий фактор.


