
Глиальные опухоли головного мозга – одни из наи�
более часто встречающихся злокачественных 
новообразований у детей. При глиобластоме условно�
радикальное удаление опухоли способно обеспечить ме�

диану выживаемости около 5 месяцев [1], адъювантная 
лучевая терапия (ЛТ) увеличивает ее до 10 месяцев [2],
при использовании химиолучевой терапии с темозоло�
мидом этот показатель приближается к 15 месяцам [3].
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A study of gene p53 mutations and methylation of the MGMT gene promoter 
in glial brain tumors in children
Mutations of the p53 tumor suppressor gene and methylation of MGMT gene promoter in 23 children with glial brain tumors
have been investigated. The following combinations of genetic variations of p53 gene and MGMT emerged from the study:
mutation of p53 gene and methylation of MGMT�5 cases (22 percent); mutation of p53 gene and unmethylated MGMT pro�
moter – 3 cases (13 percent); methylated MGMT with wild type p53 – 3 cases and given negligible mutation of p53 gene in one
patient – 4 cases (17 percent) may belong to this group; unmethylated MGMT and wild type p53 gene –11 cases (48 percent).
There exist substantial grounds for clinical investigation of comparative efficacy of different treatment schemes of adjuvant
radiochemotherapy in primary glioblastoma in both adult and pediatric patients with varying p53 and MGMT status. 
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Исследования последних лет показывают ярко
выраженную зависимость степени ответа опухоли на
химиотерапию от статуса ряда генов. В частности,
при глиобластоме эффективность комбинированно�
го лечения с темозоломидом значимо выше в группе
пациентов с метилированным промотором гена
MGMT по сравнению с пациентами с неметилирова�
ным промотором этого гена [4]. Аналогичные дан�
ные имеются и относительно эффективности произ�
водных нитрозомочевины при злокачественных гли�
омах [5, 6], а также использования темозоломида
при других злокачественных опухолях [7].

Однако статус метилирования промотора гена
MGMT – не единственный молекулярный маркер,
который определяет эффективность химиопрепара�
тов. Важную роль могут играть мутации гена p53,
ключевого клеточного супрессора, который, по 
данным консорциума The Cancer Genome Atlas [8],
повреждается при злокачественных глиомах при�
мерно в 50% случаев. Инактивация гена p53 (путем
мутационных изменений) уменьшает эффектив�
ность темозоломида, но увеличивает эффективность
производных нитрозомочевины [9–11]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В рамках настоящего исследования проведено
изучение мутаций гена p53 и метилирования промо�
тора гена MGMT у 23 детей (14 мальчиков, 9 дево�
чек) с глиальными опухолями головного мозга, полу�
чавших лечение в НИИ НХ им. Н.Н. Бурденко РАМН
и НПЦ медицинской помощи детям Департамента
здравоохранения г. Москвы в период 2003–2007 
годов. Морфологический диагноз был установлен
специалистами НИИ НХ им. Н.Е. Бурденко РАМН,
молекулярно�генетические исследования выполне�
ны в НПЦ медицинской помощи детям. Возраст 
обследованных детей – от 9 мес до 18 лет (медиана –
11 лет). Морфологический диагноз: астроцитома – 5,
пилоцитарная астроцитома – 1, анапластическая аст�
роцитома – 2, плеоморфная ксантоастроцитома – 1,
глиобластома – 14 случаев. 

В качестве биологического материала использо�
вали опухолевую ткань из парафиновых блоков. Пос�
ле депарафинизации к опухолевому материалу добав�
ляли одну часть двукратного лизирующего буфера
(1%�ный додецилсульфат натрия; 500 мМ Трис�Cl, pH
8,0; 20 мМ EDTA, рН 8,0; 10 мМ NaCl) и протеиназу К
до концентрации 500 мкг/мл, затем выдерживали
24 ч при 56 оС. Далее проводили обычную фенол�хло�
роформную депротеинизацию и этанольную преци�
питацию. 

Мутации в 5–8 экзонах гена p53 выявляли путем
сиквенирования ПЦР�амплификатов соответствую�

щих экзонов. ПЦР для амплификации анализируе�
мых последовательностей проводили в аппарате
GeneAmp PCR System 9700 (AppliedBioSystems) по сле�
дующей схеме: к 3 мкл ДНК добавляли 22 мкл буфера
для ПЦР, содержащего dNTP 200 мкМ, однократный
буфер Thermostar (1х buf: TrisHCl pH8,3 67мM,
(NH4)2SO4 17 мM, MgCl2 2,5 мM, Tween 20 0,1%, BSA
0,12 мг/мл, Glycerol 8%), по 200 нМ каждого олигоп�
раймера, 2,5 е.а. термофильной ДНК�полимеразы
Thermostar. 

Программа ПЦР: активация полимеразы – 94 оС (15
мин) – один цикл. Отжиг праймеров (специфическая
гибридизация с последовательностью ДНК�матри�
цы) – 64 оС (30 с); синтез цепей (элонгация) – 72 оС 
(30 с); плавление – 94 оС (30 с) – 40 циклов. Избыточ�
ный отжиг – 64 оС (3 мин) – один цикл. Избыточный
синтез – 72 оС(4 мин) – один цикл. Гомогенность 
продуктов амплификации проверяли при помощи
стандартного электрофореза в 8%�ном полиакрила�
мидном геле (ПААГ) при его визуализации этидия
бромидом. 

SSCP�электрофорез продуктов амплификации
проводили в 12%�ном ПААГ в вертикальном аппара�
те при напряжении 230 В в течение 5 ч при комнат�
ной температуре. Для приготовления геля для элект�
рофореза (ПААГ 12%�ный) использовали: 6,6 мл (для
8%�ного ПААГ) или 10 мл (для 12%�ного ПААГ) 30%�
ного акриламид/бис�акриламид (29/1) (Sigma,
Molecular Biology Grade), 2,5 мл 10хТВЕ, 10%�ный
ПСА – 200 мкл (Sigma, Molecular Biology Grade), 
ТЕМЕД – 12 мкл (Sigma, Molecular Biology Grade),
ddН2О – до 25 мл. Для SSCP�электрофореза 8 мкл
амплификата инкубировали 5 мин при 99 оС в равном
объеме денатурирующего буфера (на 1 мл буфера:
980 мкл формамида, 20 мкл 0,5 М ЭДТА рН 8,0, 
0,25 мг ксилен цианола и 0,25 мг бромфенолового 
синего). После прогревания пробы немедленно 
помещали в лед, затем наносили на полиакриламид�
ный гель.

В качестве положительного контроля с охаракте�
ризованными мутациями в гене p53 использовали
ДНК�культуры злокачественных клеток человека
CEM, KG�1, Colo320, A�431, а в качестве отрицатель�
ного контроля – ДНК группы доноров. Результат
SSCP�электрофореза визуализировали с помощью 
окрашивания нитратом серебра.

Нуклеотидную последовательность ПЦР�ампли�
фикатов определяли с помощью секвенирования
ДНК (ABI Prism 3130xl, AppliedBioSystems). В качест�
ве положительного контроля с охарактеризованны�
ми мутациями в гене р53 использовали ДНК�культу�
ры злокачественных клеток человека CEM, KG�1,
Colo320, A�431, а в качестве отрицательного контро�
ля – ДНК группы доноров. 

Метилирование промотора гена MGMT исследо�
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вали методом метилчувствительной реакции с после�
дующим секвенированием. Бисульфитную модифи�
кацию проводили на EZ DNA Methylation�Goldtm Kit
(Zymo Research). Последующая ПЦР в амплификато�
ре Applied Biosystems с праймерами MGMT�прямой,
5'�GGATATGTTG GGATAGTT�3' и MGMT�обратный, 
5'�CCAAAAACCCCAAACCC�3'. Реакционная смесь для
амплификации объемом 25 мкл содержала 10Хбуфер
2,5 мкл (0,67 М трис�HCl, рН 8,8; 16,6 mМ (NH4)2SO4;
MgCl2 2,5 mM, 0,01% твин�20), 1 мкл 25 mM MgCl2,
1 мкл 5 mМ dNTP; 5 мкл модифицированной ДНК;
3 мкл 5 pМ каждого праймера; 5 ед. Gold�полимера�
зы. Амплификация состояла из предварительной де�
натурации при 95 оС (15 мин); 32 циклов, состоящих
из денатурации при 94 оС (60 с), отжига праймеров
при 58 оС (40 с), синтеза продукта при 72 оС (60 с); за�
тем следовала стадия заключительного синтеза при
72 оС (5 мин). Получившийся фрагмент длиной 289

п.о. идентифицировали электрофорезом в 8%�ном
полиакриламидном геле с последующей МС�ПЦР
и/или секвенированием продукта амплификации на
3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Праймеры для неметилированной реакции: 
5'�TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT�3'
(прямой) и 5'�AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAA�
CA�3' (обратный), длина фрагмента 92 п.н.; для
метилированной реакции: 5'�TTTCGACGTTCGTAG�
GTTTTCGC�3' (прямой) и 5'�GCACTCTTCCGAAAAC�
GAAACG�3' (обратный), длина фрагмента 80 п.н. Ре�
акционная смесь для амплификации объемом 25 мкл
содержала 10Хбуфер 2,5 мкл (0,67 М трис�HCl, рН
8,8; 16,6 mМ (NH4)2SO4; MgCl2 2,5 mM, 0,01% твин�
20), 1 мкл 25 mM MgCl2, 1 мкл 5 mМ dNTP; 3 мкл ге�
номной ДНК; 2 мкл 5 pМ каждого праймера; 2,5 ед.
Gold�полимеразы. Программа амплификации состоя�
ла из предварительной денатурации при 95 оС 
(15 мин); 38 циклов, состоящих из денатурации при
94 оС (30 с), отжига праймеров при 59 оС (30 с), син�
теза продукта при 72 оС (50 с); затем следовала ста�
дия заключительного синтеза при 72 оС (5 мин). Полу�
чившиеся фрагменты идентифицировали электрофо�
резом в 8%�ном полиакриламидном геле. 

Контрольные образцы: ДНК клеточных линий
Raji (положительный контроль), LnCap и ДНК кле�
ток крови здоровых доноров (отрицательный конт�
роль). Пример электрофореза продуктов метилчув�
ствительной ПЦР представлен на фото 1; на фото 2
– пример секвенограммы неметилированного и ме�
тилированного промотора гена MGMT. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Методом SCCP найдено 9 мутаций в исследуемых
экзонах гена р53, в том числе в 5�м экзоне – в двух слу�
чаях, в 6�м экзоне – в двух, в 7�м экзоне – в двух, в 8�м
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Ф о т о  2
Фрагменты секвенса промотора гена MGMT: А – нормальная последовательность гена, Б – метилированная
последовательность гена. Синим цветом выделена опорная неметилированная модифицированная последовательность гена
MGMT. Желтым цветом в опорной последовательности выделены динуклеотиды TG, которым соответствуют TG в прочитанной
последовательности при нормальном статусе гена и СG (указаны стрелками) при гиперметилировании гена

Ф о т о  1
Сканограмма электрофореза промотора гена MGMT: 
M – продукт неметилированной реакции; U – продукт
метилированной реакции; ткань 1, 2 – образцы опухоли; 
Raji – положительный контроль; LnCap – отрицательный
контроль

M  U  M  U  M  U  M  U  M  U  M  U
клетки        ткани 1        Raji          ткани 2      LnCap        слюна

500bp

250bp
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экзоне – в трех случаях. При секвенировании 5–8�го
экзонов у всех обследуемых больных было установле�
но 8 мутаций: 5�й экзон – две мутации в 175�м кодоне
(CGC→CGC); 6�й экзон – мутация в 196�м
(CGA→TGA) и 213�м (CGC→CGC) кодонах; 7�й экзон
– мутация в 244�м (GGC→CGC) и 258�м (CGG→TGG)
кодонах; 8�й экзон – две мутации в 273�м кодоне
(CGT→TGT). Таким образом, в семи случаях установ�
лена миссен�мутация, в одном – стоп�кодон и в одном
– молчащая мутация. Сравнительная оценка резуль�
татов исследования гена р53 методом SCCP и секве�
нирования свидетельствует об их достаточно высо�
кой конкорданности на предмет выявления мутаций,
однако характеристика мутаций возможна только
при проведении секвенирования интересующего
фрагмента гена. Метилирование промотора гена
MGMT установлено у обследуемых больных в 9 случа�
ях. Наблюдались следующие сочетания генетичес�
ких изменений гена р53 и MGMT:

мутация гена р53 и метилирование MGMT – 
5 (22%) случаев;
мутация гена р53 и неметилированный 
MGMT – 3 (13%) случая;
метилированный MGMT с геном р53 дико�
го типа – 3 случая, а с учетом незначимой 
мутации гена р53 у одного больного – 4 
(17%) случая;
неметилированный MGMT и ген р53 дико�
го типа – 11 (48%) случаев.

С учетом приведенной выше зависимости степе�
ни ответа опухоли на химиотерапию от статуса рас�
сматриваемых генов следует ожидать эффективнос�
ть применения темозоломида в стандартной дози�
ровке только у 17% больных, а препаратов нитрозо�
мочевины – у 48% больных обследованной группы.
У остальных пациентов в силу имеющихся генети�
ческих изменений в опухолевых клетках нельзя ожи�
дать эффективности от применения указанных пре�
паратов. Следует отметить, что резистентность к те�
рапии, обусловленная статусом гена MGMT, носит
количественный характер и в принципе может быть
преодолена с помощью увеличения дозы препарата
или использования dose�dense режима. Для сравне�
ния: резистентность, обусловленная статусом гена
р53, носит качественный характер и может быть
«преодолена» только путем замены препарата.

ВЫВОДЫ

Имеются существенные основания для клиничес�
кого исследования сравнительной эффективности
различных схем химиотерапии при первичной гли�
областоме у пациентов (взрослых и детей) с различ�
ным статусом генов p53 и MGMT. 
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