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ПОШКОДЖЕННЯ ГЕНАр53 ПРИПЕРЕХІДНОКЛІТИННОМУРАКУСЕЧО-
ВОГОМІХУРА – Вивчено пош одження енаp53з ви ористаннямоснова-
но о на ци лічній ланцю овій реа ції онформаційно о поліморфізм
однонит ової ДНК (PCR-SSCP) і се вен вання е зонів 5-8 дано о ена та
е спресії протеїн p53 за допомо ою ім но істохімічно ометод на 84 пе-
рехідно літинних п хлинах сечово о міх ра людини. SSCP-позитивні
випад и с ладали 26,2 %. Наявність м тацій підтверджена се вен ван-
ням 11,9 % п хлин. Виявлено 5 випад ів поліморфізм та одн м тацію
в одоні 213. Не б ло відмічено чіт о виражених « арячих точо », хоча в
одонах 273 та 285 виявлено по дві м тації. У трьох п хлинах з м таціями
ена p53 ім но істохімічне дослідження не дало можливості встановити
йо о пош одження. Зі збільшенням поширеності е спресії протеїн p53 в
п хлині зростали її стадія (p=0,006) та ст пінь літинної атипії (p=0,0004).
Не спостері алося знач що о зв’яз між м таціями ена p53 та двома
останніми по азни ами. Встановлено, що тіль и поєднане застос вання
се вен вання ена p53 та ім но істохімічно о дослідження е спресії про-
теїн р53 дозволяє достовірно оцінити ф н ціональний стан цьо о ена в
літинах перехідно літинно о ра сечово о міх ра.
ПОВРЕЖДЕНИЯГЕНАр53 ПРИПЕРЕХОДНОКЛЕТОЧНОМРАКЕМОЧЕВО-

ГОПУЗЫРЯ - Из чено повреждения енаp53 с использованиембазир ю-
ще ося на ци личес ой цепной реа ции онформационно о полиморфи-
змаоднониточнойДНК (PCR-SSCP)исе венированияе зонов5-8 данно о
ена, а та же э спрессии протеина p53 с помощьюимм но истохимичес-
о ометода на 84переходно леточныхоп холяхмочево оп зырячелове-
а. SSCP-положительные сл чаи составили 26,2 %. Наличием таций по-
дтверждено се венированием в 11,9 % оп холей. Обнар жено 5 сл чаев
полиморфизма и одн м тацию в одоне 213. Не отмечено чет о выра-
женных « орячих точе », хотя в одонах 273 и 285 выявлено по две м та-
ции. В трех оп холях с м тациями ена p53 имм но истохимичес ое
исследованиенедаловозможности становитье оповреждение.С вели-
чениемраспространенностиэ спрессиипротеина p53 воп холи величи-
вались ее стадия (p=0,006) и степень леточной атипии (p=0,0004). Не
наблюдалось значимой связи межд м тациями енаp53 и дв мя после-
дними по азателями. Виявлено, что толь о сочетанное применение се -
венирования енаp53иимм но истохимичес о оисследованияэ спрес-
сиипротеинаp53позволяетдостовернооценитьф н циональноесостоя-
ние это о ена в лет ах переходно леточно ора амочево оп зыря.

DAMAGE OFp53GENE AT TRANSITIONAL-CELL CARCINOMA (TCC) OF BLADDER
- Mutations of p53 gene and p53 protein expression were studied in 84
transitional-cell carcinomas of human bladder using polymerase chain reaction-
based single strand conformational polymorphism (PCR-SSCP), sequencing of
exon 5-8 and immunohistochemical method. SSCP-positive cases amount was
26,2 %. Availability of mutations was confirmed by sequencing in 11,9 % cases.
Five cases of polymorphism and one mutation in codon 213 were revealed. No
“hot points” were marked, but in codons 273 and 285 two mutation were
revealed. In three tumors with p53 gene mutations immunohistochemical
study was not able to show its damage. Tumor stage (p=0,006) increased and
level of its cellular differentiation (p=0.0004) decreased with increasing of p53
protein expression. No significant relationship of p53 mutations with the last
two indices was observed. Only the combination of immunohistochemical
study and p 53 gene sequencing is able to evaluate reliably the functioning of
p53 gene in cells of transitional-cell carcinoma of the bladder.

Ключові слова: енp53, протеїн p53, ім но істохімія, аналіз послі-
довності, однонит овий онформаційний поліморфізм.
Ключевые слова: енp53, протеинp53,имм но истохимия,анализ

последовательности,однонитевой онформационныйполиморфизм.
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analysis, single-stranded conformational polymorphism.

ПОСТАНОВКА ПРОБЛЕМИ І АНАЛІЗ ОСТАННІХ
ДОСЛІДЖЕНЬ І ПУБЛІКАЦІЙ Пош одження ена p53 є

одним з найчастіших явищ під час ба атост пінчасто о
процес анцеро енез різних п хлин людини, в том чи-
слі перехідно літинних ра ів сечово о міх ра (ПКР СМ).
Ген p53 , розміщений в орот ом плечі 17 хромосоми, од є
однойменний протеїн, я ий бере часть в ре ляції літин-
но о ци л , підтримці стабільності енома та зап с
онтрольованої літинної смерті (апоптоз ). Та им чином,

p53 є антион о еном і втрата йо о ф н ції призводить до
п хлинно о рост та про ресії п хлини [9].

За своєю стр т рою протеїн p53 є тетрамером, я ий
творений чотирма одна овими с бодиницями. Прис т-
ність в тетрамері хоча б однієї пош одженої с бодиниці
ви ли ає змін просторової стр т ри всієї моле ли, що
веде до втрати її ф н ції. Виходячи з цьо о, м тація навіть
одно о алеля ена, при збереженом іншом , може призвести
до втрати ф н ціонально о біл а [3].

Незмінений протеїн p53 швид о роз ладається в лі-
тині і том не може б ти виявлений за допомо ою
моно лональних антитіл. На протива цьом , аномаль-
ний протеїн, я ий є прод том м товано о ена, втрачає
здатність розпадатися в літині та на опич ється в ній і
том може б ти виявлений моно лональними антитіла-
ми. Це дає змо оцінити ф н ціональний стан цьо о бі-
л а в літині і опосеред овано виявити м тацію ена p53
ім но істохімічним методом. Проте, даний метод може
давати псевдоне ативні рез льтати, я що м тація ена
пош одж є ділян промотора p53, або оли рез льтатом
м тації є стоп- одон, я ий перериває синтез протеїн . В
та ом випад , за відс тності ф н ції протеїн , p53-ім -
нореа тивність теж б де відс тня. В іншом випад ,
оли спостері ається зв’яз вання протеїн p53 вір сни-
ми чи літинними біл ами, б де спостері атися вираже-
на ім нореа тивність, хоча ен p53 не є м тованим, од-
на ф н ція біл а p53 в цьом випад теж втрачається.
При іпере спресії незмінено о p53 та ож б де спостері-
атися ім нореа тивність, але ф н ція біл а при цьом
б де збережена [9].

МЕТОЮ нашої роботи б ло вивчення пош оджень
м тацій ена p53, е спресії біл а p53 та їх взаємозв’яз в
літинах ПКР СМ.
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ Дослідження проведено на

84 перехідно літинних п хлинах, я і б ли забрані під час
від ритих та транс ретральних резе цій п хлин сечово о
міх ра. Матеріал в ма симально орот ий термін заморо-
ж вався в рід ом азоті та в подальшом збері ався при
температ рі -80оС до проведення е стра ції ДНК. Матеріа-
лом для ім но істохімічно о дослідження б ли депара-
фінізовані зрізи (товщиною 5 м м) парафінових бло ів,
ви отовлених з фі сованих формаліном соч ів перехідно-
літинних п хлин.

Для е стра ції ДНК ви ористано за альноприйнятий
фенол-хлороформний метод та осадження ДНК за допомо-
ою ацетат натрію [15].

Для с ринін м тацій ена p53 б ло ви ористано полі-
меразн ланцю ов реа цію з визначенням однонит ово о
онформаційно о поліморфізм (polymerase chain reaction-
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Праймери Екзон 
прямий зворотний 

Температура 
відпалу, °C 

Розмір продукту, 
bp 

5 TTCCTCTTCCTGCAGTAC GCCCCAGCTGCTCACCA 55 214 
 6 GGGCTGGTTGCCCAGGGT TAGTTGCAAACCAGACCTC 60 150 
7 GTGTTGTCTCTTAGGTTG TGGCAAGTGGCTCCTGAC 55 142 
8 CCTATCCTGAGTAGTGGT GTCCTGCTTGCTTACC 55 166 

№ пухлини Екзон Кодон Зміна  кодону Зміна  
нуклеотиду 

Зміна амінокислоти Тип пошкодження іІР, 
% 

Інтенсивність 
експресії, бали 

3196 5 165 CAG→TAG C→A Gln→STOP мутація 1 1 
2378 5 175 CGC→CAC G→A Arg→His мутація 70 2 
3168 5 184 GAT→TAT G→T Asp→Tyr мутація 100 3 
2221 6 213 CGA→CGG A→G Arg→Arg поліморфізм 40 1 
2325 6 213 CGA→CCA G→C Arg→Pro мутація 80 2 
2483 6 213 CGA→CGG A→G Arg→Arg поліморфізм 40 2 
2487 6 213 CGA→CGG A→G Arg→Arg поліморфізм 40 2 
2747 6 213 CGA→CGG A→G Arg→Arg поліморфізм 30 2 
3254 6 213 CGA→CGG A→G Arg→Arg поліморфізм 5 1 
3172 7 248 CGG→CAG G→A Arg→Glu мутація 40 2 
2278 8 273 CGT→TGT C→T Arg→Cys мутація 10 1 
3471 8 273 CGT→CAT G→A Arg→His мутація 80 2 
2763 8 278 CCT→TCT C→T Pro→Ser мутація 15 2 
2481 8 285 GAG→AAG G→A Glu→Lys мутація 30 3 

285 GAG→AAG G→A Glu→Lys мутація 3242 8 
287 GAG→GAC G→C Glu→Asp мутація 

65 1 

2479 8 294 GAG→AG G→0 зсув рамки 
зчитування 

делеція 80 2 

 

based single-strand conformation polymorphism – PCR-SSCP).
Ми застос вали нерадіоа тивний метод PCR-SSCP, опи-
саний Ainsworth et al. [2], особливістю я о о є зафарб ван-
ня елю нітратом срібла. Проводили аналіз е зонів 5-8 ена
р53 том , що вони, з ідно з даними літерат ри, в лючають
в себе близь о 80 % стабільних доменів ена і саме в них
спостері ається понад 95 % м тацій, виявлених в спора-

дичних п хлинах людини [12]. Ви ористані нами прайме-
ри, температ ра їх відпал та розмір PCR-прод т наведе-
ні в таблиці 1. Для підтвердження наявності м тацій прово-
дили се вен вання всіх SSCP-позитивних випад ів в ав-
томатичном се венаторі ABI Prism 310 (Perkin-Elmer Aplied
Biosystems, США). Отриман послідовність н леотидів по-
рівнювали з нормальною послідовністю ена p53 [4].

Таблиця 1. Ви ористані праймери, температ ра їх відпал та розмір PCR-прод т

Для вивчення е спресії протеїн p53 б ла застосована
стандартна ім но істохімічна методи а авідин-біотин
перо сидазно о омпле с з ви ористанням моно ло-
нальних антитіл DO-7 (DAKO, Данія) та реа тивів з LSAB
kit (DAKO, Данія). Оцін а поширеності е спресії проводилась
з ви ористанням інде с ім нореа тивності (іІР) – відсот-
а забарвлених літин серед 2000 літин, підрахованих
під світловим мі рос опом в різних випад ових ділян ах
препарат при збільшенні х40 . Інтенсивність е спресії
оцінювалася наст пною ш алою: 1 бал – слаб а, 2 бали –
середня, 3 бали – сильна.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
За допомо ою PCR-SSCP аналіз встановлено, що аномаль-
на онформація однонит ової ДНК тіль и е зона 5 ена p53
спостері алися 11,9 % (10/84), е зона 6 – 6,0 % (5/84),
е зона 7 – 1,2 % (1/84), і е зона 8 – 8,3 % (7/84), а хоча
б одно о з перерахованих е зонів (5 – 8 ) цьо о ена – 26,2 %

(22/84) дослідж ваних п хлин. З метою підтвердження
м тацій PCR-прод т SSCP-позитивних випад ів підда-
вався се вен ванню. Виявлені зміни ДНК наведені в таб-
лиці 2 і 3. Рез льтати се вен вання підтвердили змін н -
леотидної послідовності дослідж ваних е зонів 72,7 % (16/

22) SSCP-позитивних п хлин. Очевидно, решти п хлин
аномальна онформація однонит ової ДНК б ла з мовлена
зміною н леотидної послідовності інтронів. М тації ена p53
опис валися рядом авторів я часте явище в літинах ПКР
СМ, але не існ є єдиної д м и, щодо їх частоти в цих п хли-
нах. Частота м тацій p53, виявлених в літинах ПРК СМ,
за даними літерат ри, становить від 23 до 58 % [11,12,17],
що значно перевищ є частот м тацій наших рез льтатах.
Методом се вен вання ми встановили наявність м тацій
дослідж ваних е зонів тіль и 11,9 % (10/84) п хлин. Та а
варіабельність частоти м тацій може б ти пов’язана з від-
мінностями дослідж ваних р п п хлин.

Таблиця 2. М тації, поліморфізм та точ ові делеції ена р53, виявлені під час се вен вання ДНК,
е стра ованої з літин ПКР СМ, та рез льтати ім но істохімічно о дослідження е спресії біл а p53

Екзони Мутація Поліморфізм Точкова делеція Разом 
5 25,0 % (4/16) 0 0 25,0 % (4/16) 
6  6,25 % (1/16) 31,25 % (5/16) 0 37,25 % (6/16) 
7 6,25 % (1/16) 0 0 6,25 % (1/16) 
8 25,0 % (4/16) 0 6,25 % (1/16) 31,25 % (5/16) 

5 – 8 62,5 % (10/16) 31,25 % (5/16) 6,25 % (1/16) 100 % (16/16) 

Таблиця 3. Частота випад ів з м таціями, поліморфізмом та точ овими делеціями, виявленими при
се вен ванні е зонів 5 – 8 ена p53 літин ПКР СМ
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Немал част виявлених нами змін ДНК с ладав по-
ліморфізм – 31,3 % (5/16), я ий не призводить до зміни
за одованої еном послідовності аміно ислот, а значить, не
впливає на йо о ф н цію. Поліморфізм спостері ався тіль-
и в одоні 213, але м тація в цьом одоні виявлена лише
в одном випад . Висо частот поліморфізм в одоні
213 описали та ож ряд дослідни ів [6], а Lu et al. [13] –
висо частот м тацій. Серед м тацій восьмом е зоні
двічі спостері алися пош одження я одон 273, та і о-
дон 285. Одна , о ремі дослідни и в аз ють на значно
частіші м тації („ арячі точ и”) в цих двох одонах при
ПКР СМ [13, 16]. В одоні 248, я ий та ож б в описаний
рядом дослідни ів я „ аряча точ а” [13, 18] , нами вияв-
лено м тацію тіль и в одном випад . Та им чином, ми
не спостері али чіт о виражених „ арячих точо ” при ви-
вченні м тацій ена p53 дослідж ваній р пі п хлин, що
підтвердж є рез льтати O’Connell et al. [14].

На відмін від ряд дослідни ів [5, 7] , ми не виявили
знач що о ореляційно о зв’яз між м таціями е сонів 5
– 8 ена p53 та іІР ( rs = 0,19; p=0,09) чи інтенсивністю
ім нореа тивності до протеїн p53 (r

s
= 0,03; p=0,80), що

підтвердж є д м дея их авторів [8]. Проте в р пі п х-
лин з відс тністю м тацій ена p53 б ла відмічена тенден-
ція до зменшення рівня іІР, порівняно з п хлинами, в
я их ен б в м тований. Не встановлено та ож достовірно-
о взаємозв’яз між м таціями ена p53 та стадією п хли-
ни (ч 2= 2 , 8 6 ; p = 0 , 2 4 ) чи ст пенем її літинної атипії
(ч2=2,64; p=0,27). Натомість, наші попередни и виявляли
зв’язо м тацій дослідж вано о ена зі стадією, але не зі
ст пенем літинної диференціації п хлин [10].

Серед досліджених п хлин 20,8 % (16/77) випад ів
спостері ався іІР менший за 10 %, 62,3 % ( 48/77) – від
10 до 50 %, та 16,9 % (13/77) – іІР більший за 50 %.
Низь а інтенсивність ім нореа тивності виявлена 36,4 %
(28/77), середня – 46,7 % (36/77) та висо а – 16,9 %
(13/77) п хлин. Зі зростанням іІР спостері алося лінійне
збільшення інтенсивності ім нореа тивності, а та ож збі-
льшення стадії п хлини (ч2=14,5; p =0,006) та зростання
ст пеня її літинної атипії (ч2=20,3; p=0,0004). Лінійність
цих зв’яз ів підтвердж ється ореляційним аналізом:
r

s
=0,60 (p<0,0000005), r

s
=0,29 (p = 0,012) та r

s
= 0 , 3 3

(p=0,004), відповідно. Ці дані збі аються з рез льтатами
інших дослідни ів [1]. На відмін від цьо о, не спостері а-
лось достовірно о взаємозв’яз між інтенсивністю е спре-
сії протеїн p53 та стадією п хлини (ч2=1,82; p =0,77) чи
ст пенем її літинної атипії (ч2=1,92; p=0,75).

Ми виявили тіль и одн м тацію (п хлина № 3196),
я а призвела до появи стоп- одон в п’ятом е зоні дослід-
ж вано о ена. В цьом випад , я і слід б ло очі вати, не
б ло виявлено ім нореа тивності до протеїн p53, хоча ф н-
ція ена б ла втрачена (табл. 2). Крім то о, з невідомих
нам причин, ще в одном випад з м тацією ена p53 не
відмічено ім нореа тивності до p53 (п хлинa № 2278).

ВИСНОВКИ 1. При перехідно літинном ра сечово-
о міх ра не виявлено частих м тацій („ арячих точо ”) в
том числі і одонах 273, 285 і 248 ена p53 .

2. Не встановлено знач що о ореляційно о зв’яз між
м таціями е зонів 5 – 8 ена p53 та інде сом, інтенсивні-
стю ім нореа тивності, а та ож – достовірно о взаємозв’яз-

між м таціями ена і стадією п хлини та ст пенем її
літинної атипії.

3. Зі зростанням інде с ім нореа тивності спосте-
рі алося збільшення стадії п хлини та зростання ст пеня її
літинної атипії, але не виявлено взаємозв’яз між інтен-
сивністю ім нореа тивності та цими по азни ами.

4. Серед п хлин перехідно літинно о ра сечово о
міх ра з стрічаються п хлини, ім но істохімічне дослідже-
ння я их, я і дослідження о ремо м тацій ена р53 , не дає
змо и оцінити ф н ціональний стан протеїн р53. Це по-
в’язано з появою м тації, я а призводить до вини нення

STOP- одон або є рез льтатом пор шення механізмів ре-
ляції а тивності протеїн р53. Тіль и поєднане застос -

вання ім но істохімічно о дослідження е спресії протеїн
р53 та се вен вання ена дозволяє віро ідно виявити по-
ш одження ена p53 .

ПЕРСПЕКТИВИ ПОДАЛЬШИХ ДОСЛІДЖЕНЬ Пода-
льше дослідження пош оджень ена p53 за мови більшої
вибір и хворих дозволить віро ідніше виявити наявність чи
відс тність « арячих точо » для м тацій ена p53. Аналіз
пош оджень енів MDM2, p14ARF та е спресії відповідних їм
протеїнів, що ре люють а тивність протеїн p53, дасть змо
либше зроз міти механізми втрати ф н ції дано о біл а в
п хлинах, в я их відс тні м тації ена p53. Доцільним є ви-
вчення вплив вищеописаних пош оджень на лінічний пе-
ребі ПКР СМ, а та ож оцін а їх про ностично о значення.
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