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Изучение делеций хромосомных локусов 3р14, 9р21, 9q34 и 17p13, активирующих мутаций в экзоне 7
гена FGFR3 и аномального метилирования генов RASSF1, RARβ, Р16, Р14 и CDH1 выявило статисти�
чески значимое повышение частоты мутаций в гене FGFR3 (р = 0.004) и делеций локуса 9р21 (р = 0.006)
в малоинвазивных поверхностных опухолях мочевого пузыря (pT1) по сравнению с неинвазивными опу�
холями (pTa). Образцы поверхностных и инвазивных опухолей мочевого пузыря статистически значимо
различались также по частоте делеций локусов 17р13 (р = 0.006) и 9q34 (р = 0.04), частоте гипермети�
лирования промотора гена Р16 (р = 0.02). Молекулярно�генетические различия в патогенезе инвазив�
ного и поверхностного рака мочевого пузыря позволяют предположить существование двух независи�
мых путей развития этих типов опухолей. 

Ключевые слова: патогенез рака мочевого пузыря, поверхностный рак мочевого пузыря, инвазивный рак
мочевого пузыря, активирующие мутации, делеции хромосомных локусов, аномальное метилирование.

SOME MOLECULAR�GENETIC MARKERS, DEFINING THE PATHOGENESIS OF SUPERFICIAL
AND INVASIVE BLADDER CANCER, by A. Yu. Babayan1, O. B. Karyakin3, A. A. Teplov4, D. V. Zaletaev1,2,
M. V. Nemtsova1, 2* (1Research Center for Medical Genetics, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow,
115478 Russia; 2Sechenov First Moscow Medical University, Moscow, 199991 Russia; *e�mail:
nemtsova_m_v@mail.ru; 3Medical Radiology Research Centre, Russian Academy of Medical Sciences, Кaluga
Region, Obninsk, 249036 Russia; 4Moscow Herzen Oncological Research Institute, Moscow, 125284 Rus�
sia). We have investigated deletions of 3р14, 9р21, 9q34, 17p13 (ТР53) loci, activating FGFR3 mutations in
exon 9 and aberrant methylation of RASSF1, RARβ, Р16, Р14, CDH1 genes with the aim of the molecular
pathogenesis pathways analysis of bladder cancer. FGFR3 activating mutations and 9p21 deletions were ob�
served significantly more frequent in the group of non�invasive bladder cancer pTa than in minimally�invasive
cancers pT1 (p = 0.004 and 0.006 respectively). It was shown that groups of superficial and invasive bladder
cancer are significantly differing in the frequency of 17p13 (p = 0.006) and 9q34 (p = 0.04) deletions and in
aberrant methylation of the gene P16 (p = 0.02). We have revealed some differing molecular�genetic altera�
tions in groups of superficial and invasive bladder cancers. Therefore we suppose that these two types of blad�
der cancer might have different pathways of development. 

Keywords: pathogenesis of bladder cancer, superficial bladder cancer, invasive bladder cancer, activating mu�
tations, loci deletions, aberrant methylation.
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Принятые сокращения: РМП – рак мочевого пузыря; ПРМП и ИРМП – поверхностный и инвазивный рак мочевого пу�
зыря соответственно; МП – мочевой пузырь.
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Рак мочевого пузыря (РМП) – одно из наибо�
лее тяжелых злокачественных новообразований,
приводящее к инвалидизации и значительному
ухудшению качества жизни больных. Ежегодно в

мире регистрируется более 300 тыс. новых случа�
ев РМП, из них 13 тыс. – в России [1]. 

Опухоли МП условно можно разделить на две
большие группы, различающиеся клиническим
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поведением, злокачественным и метастатиче�
ским потенциалом. К группе поверхностного
РМП (ПРМП) относят опухоли, ограниченные
слизистым и подслизистым слоем (рТа�рТ1) МП.
ПРМП составляет до 80% первичного РМП и, хо�
тя для опухолей этого типа характерна повышен�
ная частота рецидивирования, клинически
ПРМП имеет более благоприятное течение по
сравнению с опухолями второй группы [2], к ко�
торой относят инвазивный рак мочевого пузыря
(ИРМП), прорастающий в мышечный слой и да�
лее (рТ2�4). ИРМП характеризуется агрессивным
течением и низкой выживаемостью больных, по�
этому для хирургического лечения опухолей это�
го типа применяют цистэктомию. В 25% случаев
ПРМП приобретает инвазивные свойства и пере�
ходит во вторую группу [3]. В настоящее время нет
однозначного мнения, возникают ли инвазивные
опухоли в результате прогрессии неинвазивных,
или их развитие происходит независимыми путя�
ми [4]. Выявление основных молекулярно�генети�
ческих различий в патогенезе инвазивного и неин�
вазивного РМП – важная задача молекулярной
онкологии. Определение этих различий лабора�
торными методами позволит использовать их в
качестве системы молекулярных маркеров с це�
лью раннего выявления агрессивного характера
опухоли и выбора адекватной тактики хирурги�
ческого вмешательства. 

В процессе превращения нормальной клетки в
злокачественную в ее геноме накапливаются раз�
личные повреждения, приводящие к активации
протоонкогенов и инактивации генов�супрессо�
ров, контролирующих клеточный цикл [5]. Каж�
дый тип опухолей имеет свой собственный про�
филь геномных повреждений, который характе�
ризует этапы трансформации и молекулярный
патогенез опухоли, а также определяет особенно�
сти заболевания и его прогноз. 

С целью изучения молекулярного патогенеза
ПРМП и ИРМП, а также создания прогностиче�
ской системы, сравнили частоты следующих по�
вреждений в геноме опухолевых и нормальных
тканей: делеций хромосомных локусов 3р14,
9р21, 9q34, 17p13), активирующих мутаций в эк�
зоне 7 гена FGFR3 и аномального метилирования
генов RASSF1, RARβ, Р16, Р14 и CDH1. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали коллекцию из 108 пар�
ных образцов опухоль/периферическая кровь
больных с установленным диагнозом ПРМП и
14 парных образцов с диагнозом ИРМП. Матери�
ал получен от больных, наблюдавшихся в Отделе�
нии лучевого и хирургического лечения урологи�
ческих заболеваний Медицинского радиологиче�
ского научного центра РАМН (г. Обнинск) и в
Отделении онкоурологии Московского научно�

исследовательского онкологического института
им. П.А. Герцена. 

Медиана возраста больных – 58.5 ± 11.5 года (26–
75 лет); соотношение мужчины/женщины – 6/1.

Коллекция содержала 24 неинвазивных опухо�
ли (рТа), 84 опухоли с минимальной инвазией
(рТ1), а также 14 образцов инвазивных опухолей
(рТ2�4). Инвазивность определяли на основании
заключений двух морфологов.

Геномную ДНК из ткани опухоли и лимфоци�
тов периферической крови выделяли методом
фенол�хлороформной экстракции [6]. 

Метилирование CpG�островков анализировали
методом метил�чувствительной ПЦР [7]. 

Делеции хромосомных локусов анализировали
на парных образцах ДНК из опухоли и лимфоци�
тов периферической крови с использованием
STR�маркеров: D9S942, D9S169 и D9S2136
(9p21), D3S1234 и D3S1300 (3p14 – локус гена
FHIT), D9S313 (9q34 – локус гена LAMC3),
D17S1353 и IVS1 (17р13 – локус гена TP53). Деле�
ции локуса 9р21 анализировали с помощью мно�
голокусной ПЦР STR�маркеров с контрольным
фрагментом НВВ (11р15) (условия ПЦР и нуклео�
тидные последовательности праймеров приведе�
ны на сайте http://www.genome.ucsc.edu). Нали�
чие делеций определяли по значительному
уменьшению количества (или полному отсут�
ствию) одного или обоих фрагментов микроса�
теллитного повтора по сравнению с контрольным
фрагментом (рисунок).

Мутации в экзоне 7 гена FGFR3 определяли
методами SSCP�анализа и прямого секвениро�
вания [8]. 

1 2 3 4

HBB

D9S942

Определение аллельных делеций локуса 9р21
(D9S942) в парах образцов нормальных тканей (2 и 4)
и опухолей (1 и 3) мочевого пузыря с использованием
ПЦР. HBB – продукт ПЦР контрольного гена. Стрел�
ками указаны аллели. 1 – Гемизиготная делеция, 3 –
гомозиготная делеция.
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БАБАЯН и др.

Статистический анализ результатов включал
сравнение клинических групп с помощью двусто�
роннего точного критерия Фишера (уровень зна�
чимости α = 0.05), вычисление показателя отно�
шения вероятностей (OR) и соответствующих 95%
доверительных интервалов (95% CI) при помощи
программы STATISTICA v. 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В представленной работе мы определяли ча�
стоты молекулярно�генетических повреждений в
образцах ПРМП и ИРМП. Результаты этого ана�
лиза приведены в таблице. 

Мы проанализировали 122 образца РМП и в
90 из них (73.0%) обнаружили хотя бы одно из из�
менений в ДНК, выделенной из опухолевой тка�
ни. В 32 образцах (27.0%) не выявлено никаких
молекулярно�генетических изменений. Только
структурные повреждения, к которым относятся
мутации и аллельные делеции, найдены в 25 об�
разцах из 122 (20.5%), а гиперметилирование про�
моторных участков генов в отсутствие структур�
ных изменений – в 32 (26.2%). 

Частота наиболее распространенной при
ПРМП структурной патологии – делеции локуса
3р14 – составила 22%, а наиболее редкой – деле�
ции локуса ТР53 – 11.0%. Наиболее частое эпиге�
нетическое изменение – метилирование гена
RASSF1, выявлено в 27.4% образцов, а наиболее
редкое – гиперметилирование гена Р14 – в 8.8%.
Кроме того, неинвазивные (рТа) и минимально
инвазивные (рТ1) ПРМП статистически значимо
различались по частоте мутаций в гене FGFR3
(р = 0.004), а также делеций локуса 9р21 (р = 0.006).

В ИРМП преобладали делеции локусов ТР53 и
9q, представленные с одинаково высокой часто�
той (50%), тогда как мутации гена FGFR3 и деле�
ции локуса 3р14 не были обнаружены (0%). Гипо�

метилирование генов RASSF1 и RARβ встречалось
с одинаково высокой частотой (50%), а наиболее
редким эпигенетическим событием в этой группе
РМП оказалось метилирование гена Р14 (11.1%). 

Нами показано, что поверхностные и инвазив�
ные опухоли МП статистически значимо разли�
чаются по частоте делеции локуса 17р13 (р =
= 0.006), 9q34 (р = 0.04) и гиперметилирования ге�
на Р16 (р = 0.02).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Согласно полученным нами данным, в группе
ПРМП неинвазивные (рТа) и минимально инва�
зивные (рТ1) опухоли статистически значимо
различаются по частоте мутации в гене FGFR3
(р = 0.004). Таким образом, мутации в гене FGFR3
ассоциированы с более благоприятным течени�
ем заболевания. Подобное заключение подтвер�
ждается тем, что нам не удалось найти мутации в
гене FGFR3 в группе ИРМП, хотя отсутствие до�
стоверных различий может объясняться неболь�
шим размером выборки. 

В настоящее время считается, что одно из на�
чальных событий, приводящих к развитию РМП, –
делеция хромосомы 9. Выделяют четыре основ�
ных локуса, делеции которых критичны для раз�
вития РМП: 9р21, 9q22, 9q32�33, 9q34 [2, 9]. Ча�
стота этих делеций при ПРМП и ИРМП пример�
но одинакова [10]. 

Нами показано достоверное увеличение часто�
ты делеций 9р21 в минимально инвазивных опу�
холях (pT1) по сравнению с инвазивными (pTa)
(р = 0.006). Большая часть делеций, выявленных в
этой группе (шесть из десяти), гомозиготна. Ра�
нее мы установили, что делеции этого локуса свя�
заны с повышенной частотой рецидивирования,
характерной для ПРМП [11]. Таким образом, ак�
тивирующие мутации в гене FGFR3 и делеции ло�

Сравнение частот молекулярно�генетических изменений в группах больных поверхностным (ПРМП) и инва�
зивным (ИРМП) раком мочевого пузыря 

Группа 
опухолей

Структурная патология Эпигенетическая патология 
(аномальное метилирование)делеции мутации

17р13 3p14 9q34 9p21 FGFR3 RASSF RARβ Р16 Р14 CDH1

рTa 24 1/22 2/14 2/13 10/23 9/24 6/24 7/24 5/24 1/24 8/24

рT1 84 9/69 11/45 10/45 11/78 9/84 23/84 18/84 8/84 7/84 15/84

p – – – 0.006 0.004 – – – – –

ПРМП 108 10/91 13/59 12/58 21/101 18/108 29/108 25/108 13/108 8/108 23/108

ИРМП 14 7/14 0/12 7/14 2/10 0/14 7/14 7/14 5/14 1/14 5/14

p 0.006 – 0.04 – – – – 0.02 – –

Примечание. В ячейках с численными значениями указано соотношение числа определенных изменений и числа информа�
тивных случаев в группе. 
рТа – Неинвазивные опухоли мочевого пузыря, рТ1 – опухоли с минимальной инвазией в подслизистый слой. 
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куса 9р21 гораздо чаще возникают в неинвазив�
ных опухолях и могут рассматриваться как марке�
ры более благоприятного прогноза. 

Показано, что группы ПРМП и ИРМП стати�
стически значимо различаются по частоте деле�
ций локуса 17р13 (р = 0.006), 9q34 (р = 0.04) и ги�
перметилирования гена Р16 (р = 0.02). Существо�
вание корреляции между делециями локуса 17р13
и неблагоприятным прогнозом развития опухоли
обнаружено ранее [4, 7].

В настоящее время предполагается, что по�
вреждения генов FGFR3 и ТР53 могут опреде�
лять дальнейший путь развития РМП [12, 13].
Известно, что мутации в гене FGFR3 характерны
для гиперплазии с последующим переходом в
папиллярный неинвазивный РМП. В то же вре�
мя, если на стадии гиперплазии или дисплазии
возникает повреждение гена ТР53, то происхо�
дит трансформация клетки в карциному in situ
(CIS) и в дальнейшем развивается инвазивный
рак [12, 14]. 

Исследования, выполненные на трансгенных
мышах, подтверждают существование независи�
мых молекулярно�генетических механизмов, ве�
дущих к развитию двух основных типов РМП [15,
16]. При этом инактивация р53 вызывает разви�
тие CIS, а для ее прогрессии в инвазивную форму
необходима инактивация белка Rb1 [17].

На инвазивность опухолевых клеток влияют
не только генетические изменения, но и эпигене�
тические процессы, например дисбаланс метили�
рования [17–19]. 

Нами обнаружено статистически значимое
повышение частоты аномального метилирова�
ния гена Р16 (CDKN2A) (р = 0.02) в ИРМП по
сравнению с ПРМП. Статистически значимые
ассоциации инвазивности с аномальным мети�
лированием других генов (RASSF1, Р14ARF,
RARβ и CDH1) не выявлены, однако суммарная
частота эпигенетических изменений в ИРМП зна�
чительно выше, что согласуется с результатами дру�
гих работ [20]. Возможно, путь развития ИРМП
предполагает повышение частоты эпигенетических
событий в геноме опухолевых клеток. 

Определение частоты аллельных делеций ло�
куса 9q34.13 показало, что ген LAMC3, располо�
женный в этом локусе, делетирован в 50% образ�
цов ИРМП и в 20.6% ПРМП (р = 0.04). Все это
подтверждает данные о существовании значи�
мой связи между делециями локуса 9q34.13 и ин�
вазивным течением РМП [21].

Полученные нами данные позволяют предпо�
ложить, что одно из наиболее ранних событий,
происходящих в процессе злокачественной транс�
формации нормального уротелия, – изменения в
локусе 9р21. Частота структурной и эпигенетиче�
ской патологии в этом локусе, считая делеции и
аномальное метилирование генов р16 и р14, со�

ставляет 41% (50/122), следовательно, она макси�
мальна среди генов, проанализированных нами.

Результаты нашей работы и опубликованные
данные позволяют предложить следующую мо�
дель развития РМП. Наиболее раннее событие в
процессе злокачественной трансформации нор�
мального уротелия – потеря хромосомного мате�
риала локуса 9р21. Делеция этого локуса не влия�
ет на инвазивные свойства опухоли. Далее воз�
можны два независимых пути развития РМП.
Преимущественная активации протоонкогенов,
таких как FGFR3, H�Ras, приведет к развитию
ПРМП. Если в клетках нормального уротелия
или в клетках ПРМП произойдет накопление по�
вреждений и инактивация основных генов�су�
прессоров (ТР53, PTEN, RВ1), а также ламинина,
обеспечивающего прикрепление клеток эпите�
лия к базальной мембране, то это приведет к раз�
витию потенциально более агрессивного ИРМП. 

Работа выполнена при поддержке Российско�
го фонда фундаментальных исследование (10�04�
00216�а) и Государственного контракта Мини�
стерства науки и образования Российской Феде�
рации (№ 02.740.11.0089 от 15 июня 2009 г.).
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