
ACTUAL PROBLEMS OF TRANSPORT MEDICINE # 4 v.1 (38�I), 2014

29

АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ ТРАНСПОРТНОЙ МЕДИЦИНЫ  № 4, т. 1 (38�I), 2014 г.

УДК 618.11�006.6�036.22�07
АНАЛИЗ МУТАЦИЙ ГЕНОВ MLH 1, MSH 2 И CAS 20Q13 У
ПЛАТИНОРЕФРАКТЕРНЫХ БОЛЬНЫХ РАКОМ ЯИЧНИКОВ

Дубинина В.Г., Рыбин А.И., Лысенко М.А., Кузнецова О.В.
Одесский национальный медицинский университет, andrey_rybin@inbox.ru

В статье проведен сравнительный анализ чувствительности пациенток с раком
яичников стадии IIIA�IIIC к адъювантной терапии препаратами платины в зависи�
мости от наличия либо отсутствия мутации генов MLH 1, MSH 2 и CAS 20q13.
Обследовано 106 пациенток с раком яичников, проходивших лечение на базах
кафедры онкологии Одесского национального медицинского университета. Опре�
деление мутаций проводилось с помощью метода «SNP�экспресс». Авторами
выявлена выявлена достоверная отрицательная корреляция между носительством
мутации генов MLH 1, MSH 2 и CAS 20q13 и рефрактерностью злокачественных
опухолей яичников к химиотерапии препаратами платины. Мутации указанных генов
встречались достоверно чаще у пациенток с чувствительным к платине раком
яичников.
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Актуальность проблемы

Несмотря на то, что рак яичников (РЯ)
относится к числу наиболее чувствитель�
ных к химиотерапии опухолей, до 30 %
пациенток с данным заболеванием являют�
ся первично�резистентными к платиновой
химиотерапии. Даже при выполнении оп�
тимальной циторедуктивной операции и
дальнейшем назначении химиотерапии
препаратами платины (химиотерапия пер�
вой линии) с достижением эффекта пол�
ной регрессии и нормализации уровней
опухолевых маркеров, 5�летняя выживае�
мость больных РЯ III стадии составляет 20�
25 %, а IV стадии — не превышает 10 %.
Это означает, что, несмотря на отсутствие
клинических признаков заболевания, у по�
давляющего большинства больных в пер�
вые 2�3 года после окончания химиотера�
пии первой линии следует ожидать про�
грессирование заболевания [1, 2, 4, 5, 7,
9�11, 13].

Эффективность платиновых произ�
водных при раковых опухолях связана с
повреждением ДНК опухолевой клетки, в

результате чего формируются, так�называ�
емые, цисплатин�ДНК�аддукты, которые в
свою очередь блокируют репликацию,
транскрипцию и, как результат, клеточную
пролиферацию. Клетки с повышенной ак�
тивностью восстановления ДНК заведомо
резистентны к препаратам платины, что
подтверждает важность ингибирования
репликации ДНК. Некоторое время назад
определенное внимание ученых заслужи�
ла и митохондриальная ДНК, которая бо�
лее чувствительна к повреждающему дей�
ствию платины, чем ядерная. Резистент�
ность к препаратам платины рассматрива�
ют как многофакторное явление, обеспе�
чиваемое снижением внутриклеточного
накопления цитостатика, повышением ак�
тивности глутатиона и металлотионеинов,
повышением репарации поврежденной
ДНК и рядом других процессов [3, 6, 8, 12,
14, 15].

Являются ли данные процессы зара�
нее прогнозируемыми, а следовательно, и
предотвратимыми? Существуют ли генети�
чески обусловленные закономерности чув�
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Рис . 1. Интерпретац ия  резул ьта-
тов  анал иза , гд е : 
К —  отриц ательный  контрол ьный
обр азец  
1 —  но рмальная  гомозигота; 
2 —  ге терозигота ; 
3 —  мута нтная  гомозигота. 
!

Таблица 1

Программа амплификации при исследовании мутации генов MLH 1, 
MSH 2 и CAS 20q13 

T, єС Время Число циклов 
94 Pause  
93 1 мин 1 
93 10 сек 

35 64 10 сек 
72 20 сек
72 1 мин 1 
10 Storage  

 
 

ствительности РЯ к препаратам платины?
В доступной нам отечественной и зарубеж�
ной литературе мы не нашли точных и до�
стоверных данных, позволяющих ответить
на этот вопрос.

Целью настоящей работы явился
сравнительный анализ чувствительности
пациенток с раком яичников стадии IIIA�
IIIC к адъювантной терапии препаратами
платины в зависимости от наличия либо
отсутствия мутации генов MLH 1, MSH 2
и CAS 20q13.

Материал и методы исследования

С 2007 года на базе отделения
онкогинекологии Одесского областного
онкологического диспансера был прове�
ден сравнительный анализ 74 клиничес�
ких случая рака яичников стадии IIIA�IIIC,
которым была выполнена оптимальная
либо субоптимальная циторедуктивная
операция в объеме пангистерэктомии I
типа, оментэктомии с последующей адъ�
ювантной химиотерапией препаратами
платины. Во всех случаях гистологичес�
ким вариантом РЯ была аденокарцино�
ма. Отбор больных для исследования
осуществлялся по принципу «случай�кон�
троль». До начала специального лечения
всем пациенткам было проведено анке�
тирование с целью определения клини�
ко�анамнестических характеристик забо�
левания, а также оценка наличия мута�
ций MLH 1, MSH 2 и CAS 20q13. Крите�
рием деления пациенток на группы была
выбрана чувствительность РЯ к препара�
там платины. Первую (основную) группу
составили 73 пациентки с прогрессиро�
ванием заболевания на фоне проведе�
ния послеоперационной платиновой хи�
миотерапии. Вторую
(контрольную) группу
составили 33 пациент�
ки с отсутствием реци�
дива заболевания в те�
чение трех лет наблю�
дения. Исследование
проводилось по схеме
«случай�контроль».
Критерием резистент�
ности к препаратам

платины служила регистрация рецидива РЯ
путем выполнения компьютерной томогра�
фии органов малого таза и определения
уровней СА�125 и НЕ4 в крови.

В лаборатории молекулярной генети�
ки клиники Одесского национального ме�
дицинского университета определяли сле�
дующие мутации генов MLH 1, MSH 2 и
CAS 20q13.

Определение мутаций проводилось с
помощью метода «SNP�экспресс». Систе�
ма «SNP�экспресс» представляет собой
комплект реагентов для выявления мута�
ций (полиморфизмов) в геноме человека.
Анализу подвергается геномная ДНК чело�
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века. С образцом выделенной ДНК парал�
лельно проводятся две реакции амплифи�
кации — с двумя парами аллель�специфич�
ных праймеров.

Результаты анализа позволяют дать
три типа заключений: нормальная гомози�
гота; гетерозигота; мутантная гомозигота
(рис. 1).

Исследование проводилось методом
ПЦР. Использовались пробирки для про�
ведения амплификации вместимостью 0,5
мл (или 0,2 мл) в соответствии с количе�
ством анализируемых проб плюс отрица�
тельный контроль. Для каждой пробы го�
товились 2 пробирки: Н (норма) и М (му�
тация).

Из компонентов комплекта готови�
ли рабочие смеси реагентов для ампли�
фикации из расчета на 1 пробу: 17,5 мкл
разбавителя, 2,5 мкл реакционной сме�
си, 0,2 мкл Taq�полимеразы.

Готовили две рабочие смеси: с
реакционной смесью НОРМА и с реакци�
онной смесью МУТАЦИЯ.

Добавили по 20
мкл соответствующей
рабочей амплификаци�
онной смеси во все со�
ответствующие пробир�
ки, подготовленные для
амплификации. По 5
мкл образца из обрабо�
танной анализируемой
пробы вносили в про�
бирку с рабочей ампли�
фикационной смесью
НОРМА и в пробирку с
рабочей амплификаци�
онной смесью МУТА�
ЦИЯ под слой масла. В
качестве отрицательно�
го контрольного образ�
ца вносится разбави�
тель в объеме 5 мкл в
оба типа реакционной
смеси.

Пробирки центри�
фугировали в течение
3�5 секунд при 1500�

Таблица 2 

Распределение стадий РЯ у больных исследуемых групп, абс. (%) 

Стадия РЯ 
Основная груп-

па (n = 73)
Контрольная 
группа (n = 33)

Р 

IIIA 19 (26,0 %) 8 (24,2 %)  > 0,05 
IIIB 15 (20,5 %) 6 (18,2 %)  > 0,05 
IIIC 39 (53,4 %) 19 (57,6 %)  > 0,05 

 
Таблица 3 

Клиническая характеристика групп больных 

Рассматриваемый крите-
рий 

I группа (основ-
ная) n = 73 

II группа (кон-
трольная) n = 

33 
P 

Абс. % Абс. %  
Профессиональные вред-
ности 

50 68,5 21 63,6 > 0,05 

Нарушения индекса массы 
тела 

34 46,6 15 45,5 % > 0,05 

Нарушения менструальной 
функции 

40 54,8 16 48,9 > 0,05

Отягощенный репродуктив-
ный анамнез 

19 26,0 7 21,2 > 0,05 

Отягощенный генеалогиче-
ский анамнез 

59 80,8 16 48,5 < 0,05 

Сопутствующая эндокрин-
ная патология 

19 26,0 7 21,2 > 0,05 

Сопутствующая патология 
молочных желез 

40 54,8 13 39,4 < 0,05 

Сопутствующая патология 
органов желудочно-
кишечного тракта

29 39,7 11 33,3 > 0,05 

 

3000 об/мин при комнатной температуре
на микроцентрифуге�вортексе. Переност�
ли пробирки в прогретый до температуры
+94 єС (установившаяся температура в ре�
жиме Пауза) программируемый термостат
(Плашечный амплификатор C�1000
«BioRad»)и проводили амплификацию по
следующей программе (табл. 1):

Детекция продуктов амплификации

Разделение продуктов амплифика�
ции проводилось методом горизонталь�
ного электрофореза.

В аппарате для электрофореза ТАЕ
буфер, приготовленный на дистиллиро�
ванной воде разбавлением 50хТАЕ в 50
раз (рН = 8,3). Готовили 3 % агарозу из
расчета на 1 гель: к 1,5 г агарозы 1 мл
50х ТАЕ буфера и 55 мл дистиллирован�
ной воды. Приготовленную смесь рас�
плавляли на электрической плите или в
СВЧ�печи на небольшой мощности. До�
бавили 50 мл расплавленной агарозы 5
мкл 1 % раствора бромистого этидия. На�
носили в карманы геля по 10�15 мкл ам�
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Таблица 4 
Мутации генов MLH 1, MSH 2 и CAS 20q13 в исследуемых группах, абс. (%) 

Исследуемая мутация 
Основная 

группа (n = 73)
Контрольная 
группа (n = 33) 

Р 

Мутация-1 гена MLH 1 7 (9,6 %) 8 (24,2 %) < 0,05 
Мутация-1 гена MSH 2 8 (10,6 %) 8 (24,2 %) < 0,05 
Мутация-1 гена CAS
20q13 

5 (6,8 %) 9 (27,3 %) < 0,05 

плификата в после�
довательности, соот�
ветствующей нуме�
рации проб. Подклю�
чили электрофорети�
ческую камеру к ис�
точнику питания и за�
дали напряжение, соответствующее напря�
женности электрического поля 10�15 В/См
геля Провели электрофоретическое разде�
ление продуктов амплификации в направ�
лении от катода (�) к аноду (+). Контроль
за электрофоретическим разделением осу�
ществлялся визуально по движению поло�
сы красителя. Полоса красителя прошла от
старта 1,5�2 см (оптимальное время раз�
гонки — 17 минут). Для визуализации ре�
зультатов электрофореза гель из формы
перенесли в прибор видеодокументации
гелей, проанализировали результаты.
Фрагменты анализируемой ДНК проявля�
ются в виде светящихся полос под УФ�из�
лучением с длиной волны 310 нм.

Результаты исследования

Средний возраст пациенток составил
55 ± 7,3 лет и достоверно не отличался
между группами. Сравнительный анализ
распределения РЯ по стадиям в обеих
группах показал отсутствие достоверных
различий между исследуемыми группами
(табл. 2).

Анализ клинико�анамнестических ха�
рактеристик пациенток обеих групп пока�
зал достоверное отсутствие различий по
всем исследуемым показателям (табл. 3),
кроме отягощенного генеалогического
анамнеза и наличия сопутствующей пато�
логии молочных желез. Достоверно более
высокие значения указанных факторов в
основной группе свидетельствуют о взаи�
мосвязи наследственной предрасположен�
ностью к возникновению и развитию РЯ и
рефрактерностью опухоли.

Таким образом, полученные данные
позволяют говорить о том, что исследу�
емые группы были сформированы ран�
домизированно и могут быть сравнимы.

Сравнительный анализ мутаций в ге�
нах MLH 1, MSH 2 и CAS 20q13 показал

наличие достоверных различий в исследу�
емых группах (табл. 4).

Так, мутация�1 гена MLH 1 была вы�
явлена у 7 (9,6 %) пациенток основной
группы и 8 (24,2 %) пациенток группы
контроля. Мутация �2 гена MSH 2 была об�
наружена у 8 (10,6 %) пациенток первой
группы и 8 (24,2 %) женщин группы конт�
роля. Мутация�1 гена CAS 20q13 выявлена
у 5 (6,8 %) больных первой группы и у 9
(27,3 %) больных группы контроля.

Выводы

1. Нами выявлены различные варианты
мутаций генов MLH 1 (14,2 %), MSH
2 (15,1 %) и CAS 20q13 (13,2 %) у
пациенток с раком яичников.

2. В исследуемых группах не было вы�
явлено достоверной корреляции меж�
ду стадией заболевания, клинико�
анамнестическими характеристиками
больных раком яичников и чувстви�
тельностью опухоли к препаратам
платины.

3. Нами выявлена достоверная отрица�
тельная корреляция между носитель�
ством мутации генов MLH 1, MSH 2
и CAS 20q13 и рефрактерностью
злокачественных опухолей яичников к
химиотерапии препаратами платины.
Мутации указанных генов встречались
достоверно чаще у пациенток с чув�
ствительным к платине раком яични�
ков.

4. По нашим данным, наследственная
предрасположенность к возникнове�
нию рака яичников влияет на чувстви�
тельность либо резистентность опу�
холи к химиотерапии препаратами
платины.
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Резюме

АНАЛІЗ МУТАЦІЙ ГЕНІВ MLH1, МSH2 ТА
CAS20Q13 У ПЛАТІНОРЕФРАКТЕРНИХ

ХВОРИХ НА РАК ЯЄЧНИКІВ

Дубініна В.Г., Рибін А.І.,
Лисенко М.А., Кузнецова О.В.

У статті проведено порівняльний
аналіз чутливості пацієнток з раком яєч�
ників стадії IIIA�IIIC до ад’ювантної терапії
препаратами платини в залежності від
наявності або відсутності мутації генів MLH
1, MSH 2 і CAS 20q13. Обстежено 106
пацієнток з раком яєчників, які проходи�
ли лікування на базах кафедри онкології
Одеського національного медичного уні�
верситету. Визначення мутацій проводи�
лося за допомогою методу «СНП�експ�
рес». Авторами виявлена достовірна не�
гативна кореляція між носительством
мутації генів MLH 1, MSH 2 і CAS 20q13
і рефрактерностью злоякісних пухлин яєч�
ників до хіміотерапії препаратами плати�
ни. Мутації зазначених генів зустрічалися
достовірно частіше у пацієнток з чутли�
вим до платини раком яєчників.

Ключові слова: рак яєчників, платина,
платінорефрактерность, мутації генів MLH
1, MSH 2 і CAS 20q13.

Summary

ANALYSIS OF MLH1, MSH2 AND CAS
20Q13 MUTATIONS IN PLATINUM

REFRACTORY PATIENTS WITH THE
OVARIAN CANCER

Dubinina V.G., Rybin A.I.,
Lysenko M.A.., Kuznetsova O.V.

Despite the fact that ovarian cancer is
among the most sensitive to the
chemotherapy of tumors, and 30 % of patients
with the disease are of primary resistant to
platinum chemotherapy. Even if the optimal
cytoreductive surgery and further

chemotherapy appointment platinum drugs
(first�line chemotherapy) with the
achievement of the effect of complete
regression and normalization of tumor
markers, 5 — year survival of patients with
stage III ovarian cancer is 20�25 %, and
stage IV — does not exceed 10 %. This means
that, despite the absence of clinical signs of
disease, the vast majority of patients in the
first 2�3 years after first�line chemotherapy
should be expected progression of the
disease The article provides a comparative
analysis of the sensitivity of patients with
ovarian cancer stage IIIA�IIIC to adjuvant
therapy with platinum, depending on the
presence or absence of mutations in the
genes MLH 1, MSH 2 and CAS 20q13. The
study involved 106 patients with ovarian
cancer who were treated at the bases of the
Department of Oncology of the Odessa
National Medical University. Determination of
mutations was performed using the method
of «SNP� Express”. We identified a variety of
options for gene mutations MLH 1 (14,2 %),
MSH 2 (15.1 %) and CAS 20q13 (13,2 %) in
patients with ovarian cancer. In the study
groups showed no significant correlation
between the stage of the disease, clinical
and anamnestic characteristics of ovarian
cancer patients and tumor sensitivity to
platinum drugs. The authors found significant
negative correlation found between carriage
of gene mutations MLH 1, MSH 2 and CAS
20q13 and malignant ovarian tumors
refractory to platinum� based chemotherapy.
Mutations in these genes occurred
significantly more often in patients with
platinum�sensitive ovarian cancer. According
to our data, a hereditary predisposition to
cancer of the ovaries affects the sensitivity
or resistance of tumors to chemotherapy
with platinum.

Key words: ovarian cancer, platinum,
platinorefractority, gene mutations MLH 1,
MSH 2 and CAS 20q13.


