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Это позволяет рассматривать их в качестве перспективных

маркеров для ранней диагностики злокачественных опухо�

лей [27]. Чаще всего встречаются точечные замены в 12�м

и 13�м кодонах 1�го экзона К�ras [13; 31; 33].

В настоящей работе проведен молекулярный анализ мутаций

гена K�ras (кодоны 12 и 13) в образцах опухолей больных спора�

дической аденокарциномой толстой кишки и поджелудочной

железы с целью оценки их диагностической значимости.

Материалы и методы
Образцы опухолей

Материалом для исследования послужили образцы опухо�

лей, полученные от 60 больных. У 51 больного диагностиро�

ваны злокачественные опухоли толстой кишки (у 50 — аде�

нокарцинома, у 1 — беркиттоподобная лимфома), у 9 —

злокачественные опухоли поджелудочной железы (у 8 — аде�

нокарцинома, у 1 — карциноид). Всем больным выполняли

радикальное или паллиативное хирургическое лечение. Кли�

нические характеристики пациентов приведены в табл. 1.

Отбор образцов опухолей из операционного материала про�

водили методом микродиссекции под гистологическим конт�

ролем. Полученные препараты содержали не менее 70% опухо�

левых клеток. В качестве контроля использовали 55 образцов

гистологически верифицированных нормальных тканей, полу�

ченных от больных раком толстой кишки, а также 9 образцов

неизмененных лимфоцитов периферической крови, получен�

ных от больных раком поджелудочной железы. Все образцы

после гистологической верификации хранили в жидком азоте.

Генетические исследования

Геномную ДНК из образцов опухолевых и нормальных

тканей, а также из лимфоцитов периферической крови выде�
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Рак толстой кишки — одно из самых распространенных

злокачественных новообразований у человека. Рак поджелу�

дочной железы встречается реже. Однако, по оценкам раз�

ных исследователей, это заболевание приводит к смерти

практически 100% больных [3]. Развитие аденокарциномы

поджелудочной железы и толстой кишки протекает с мини�

мальными клиническими проявлениями, поэтому, несмотря

на совершенствование методов диагностики, эти опухоли

только в небольшом числе случаев диагностируют на ранних

стадиях. Поиск новых методов ранней диагностики адено�

карциномы поджелудочной железы и толстой кишки осно�

ван на понимании их молекулярной этиологии.

В последнее время в клинических исследованиях показа�

на диагностическая значимость определения мутаций генов

семейства Ras — H�ras, К�ras, N�ras [12]. Эти гены кодируют

близкородственные мембраносвязанные белки (p21ras), со�

стоящие из 188—189 аминокислотных остатков. Эти белки

обладают ГТФазной активностью и относятся к группе так

называемых G�белков. Семейство белков Ras играет ключе�

вую роль в пролиферации и дифференцировке клеток. Белки

p21ras участвуют в передаче различных сигналов в клетке.

Нарушение функции p21ras меняет сигнальную систему, что,

в свою очередь, приводит к трансформации клетки. Этим

объясняется высокая частота соматических мутаций в прото�

онкогене K�ras при опухолях разной локализации. Мутации

в этом гене содержат около 30% всех неоплазий человека.

Мутации K�ras появляются на ранних стадиях опухолевого

процесса — в полипах и мелких аденомах толстой кишки.



к естественной инактивации, и он постоянно стимулирует

рост клеток. Эти мутации очень часто обнаруживают при до�

брокачественных и злокачественных опухолях толстой киш�

ки, легкого, поджелудочной железы [6]. Выявление мутаций

в опухолях, метастазах и, что особенно ценно, в секретируе�

мых жидкостях является важным и информативным методом

диагностики заболевания, контроля результатов лечения

и оценки прогноза.

Для выявления соматических мутаций гена K�ras мы при�

менили двухэтапный подход. Экзон 1 на первом этапе ампли�

фицирован (фрагменты размером 157 и 200 п. о.) с праймера�

ми, описанными выше. В первом случае праймер вводит в ген

дикого типа искусственные сайты узнавания рестрикцион�

ной эндонуклеазы BstNI. Продукт ПЦР размером 157 п. о., не

содержащий мутации, имеет два сайта для эндонуклеазы, что

приводит к образованию трех фрагментов размерами 114, 29

и 14 п. о. При наличии мутации вследствие исчезновения од�

ного из сайтов рестрикции образуются фрагменты размером

143 и 14 п. о. (рис. 1) [13]. В качестве альтернативы для пред�

варительного анализа на первом этапе мы применили также

SSCP�анализ. По изменению распределения одноцепочеч�

ных фрагментов размерами 157 и 200 п. о. при проведении

электрофореза в полиакриламидном геле оказалось возмож�

ным обнаруживать мутации не только в 12�м кодоне, но и ре�

же встречающиеся мутации в 13�м кодоне (рис. 2). Причем

в случае каждой мутации распределение одноцепочечных

фрагментов было строго специфическим.

На втором этапе для точного обнаружения и идентифика�

ции мутаций определяли нуклеотидную последовательность

1�го экзона в тех образцах, где обнаружены рестрикционные

фрагменты или SSCP�аномалии, отличные от дикого типа.

В табл. 2 приведены результаты исследования мутаций гена

K�ras у пациентов с опухолями толстой кишки и поджелудоч�

ной железы из нашей выборки. У обследованных больных

выявлено 6 различных мутаций, затрагивающих 12�й и 13�й

кодоны гена K�ras. Все они относятся к однонуклеотидным

заменам. При аденокарциноме толстой кишки самой частой

из них является известная замена GTCT в 12�м кодоне

(21,6% случаев). Для 7 опухолевых образцов результаты рест�

рикционного анализа подтверждены секвенированием. У па�

ляли с помощью набора «QIAamp Blood and Tissue Kit» фир�

мы «QIAGEN» по соответствующим протоколам.

При ПЦР�амплификации фрагментов K�ras (157 и 200 пар

оснований (п. о.)), содержащих 12�й и 13�й кодоны, исполь�

зовали следующие праймеры: 1) 5/ ACTGAATATAAACTTGT�

GGTAGTTGGACCT 3/ и 5/ TCAAAGAATGGTCCTGGACC

3/ для фрагмента размером 157 п. о. [13]; 2) 5/ GTACTGGTG�

GAGTATTTGATA 3/ и 5/ ACTCATGAAAATGGTCAGAGA 3/

для фрагмента размером 200 п. о.

Реакционная смесь объемом 35 мкл содержала 0,3—

0,4 мкг геномной ДНК, 25 пмоль каждого праймера,

200 мкмоль дезоксирибонуклеозидтрифосфата, 10 ммоль

трис�HCl (pH 8,3), 50 ммоль KCl, 2 ммоль MgCl2 и 1,5 ед.

Taq�полимеразы («Perkin Elmer»). Режим ПЦР: денатурация

ДНК при температуре 95°C в течение 3 мин, затем при тем�

пературе 94°C в течение 1 мин, при температуре 55°C в тече�

ние 1 мин и при температуре 72°C — 30 с, всего 30 циклов

с заключительным синтезом при 72°C в течение 7 мин [13].

Рестрикционный анализ продуктов ПЦР (фрагмент

157 п. о.) проводили с помощью эндонуклеазы BstNI в усло�

виях, рекомендованных изготовителем («New England

BioLabs»), определение продуктов рестрикции — методом

электрофореза в полиакриламидных гелях после окрашива�

ния их бромистым этидием; SSCP�анализ амплифициро�

ванного 1�го экзона гена K�ras (157 и 200 п. о.) проводили

безизотопным методом, как описано ранее [2]. Секвениро�

вание амплифицированного фрагмента гена K�ras (200 п. о.),

содержащего аномалии, выявленные в ходе SSCP�анализа

или рестрикционного анализа, проводили с помощью авто�

матического секвенатора фирмы «Applied BioSystems» (мо�

дель 377) и системы «BigDye�terminators» в соответствии

с рекомендациями изготовителя.

Для оценки достоверности полученных результатов исполь�

зовали общепринятые методы вариационной статистики [1].

Результаты и обсуждение
Частота мутаций при раке толстой кишки и поджелудочной

железы

Соматические мутации в специфическом участке гена 

K�ras (кодоны 12 и 13) лишают продукт гена способности
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циентов с аденокарциномой поджелудочной железы частота

точечной мутации GGTGCT в 12�м кодоне составила 33,3%

(табл. 2). С помощью SSCP�анализа выявлены и с помощью

автоматического секвенирования идентифицированы еще

5 известных мутаций K�ras. Секвенировано 9 образцов с му�

тациями, отличными от замены GTCT в 12�м кодоне,

и 4 контрольных образца (без аномалий гена K�ras). Резуль�

таты SSCP�анализа представлены на рис. 2. Общая частота

мутаций гена K�ras составила 37,3% при аденокарциноме

толстой кишки (31,4% мутаций в 12�м кодоне и 5,9% в 13�м)

и 44,4% при аденокарциноме поджелудочной железы.

При беркиттоподобной лимфоме толстой кишки и карци�

ноиде поджелудочной железы мутации гена K�ras обнаруже�

ны не были. Мутаций также не было ни в одном из исследо�

ванных образцов нормальных тканей толстой кишки

и поджелудочной железы, а также в нормальных лимфоцитах

периферической крови.

Клинико+морфологические аспекты молекулярно+генетических

исследований рака толстой кишки и поджелудочной железы

Рак поджелудочной железы и толстой кишки относится

к опухолям поздней манифестации. Возраст обследованных

нами больных составил 29—85 лет, средний возраст больных

с опухолями толстой кишки — 60,7±9,2 года, больных с опу�

холями поджелудочной железы — 64,0±7,8 года, что совпада�

ет со средним возрастом пациентов с этими заболеваниями

в США (62,5 и 65,4 года соответственно) [14; 23]. Женщин

в исследованной нами группе было несколько больше, чем

мужчин: 28 из 51 (54,9%) больного с опухолями толстой киш�

ки и 5 из 9 (55,6%) больных с опухолями поджелудочной же�

лезы (табл. 1). Частота мутаций гена К�ras у обследованных

нами женщин оказалась в 2,6 раза выше, чем у мужчин (28,1

и 10,9% соответственно). Следует отметить, что в США час�

тота мутаций гена К�ras при опухолях толстой кишки и под�

желудочной железы у мужчин и женщин приблизительно

одинакова [28, 29].

Рисунок 2. SSCP$анализ мутаций гена K$ras.

А. — Образец ДНК с мутацией GGC GAC в 13$м кодоне
(гетерозиготное состояние). Б. — Образец ДНК с мутацией GGT
AGT в 12$м кодоне (гетерозиготное состояние). В. — Образец
ДНК с мутацией GGT GCT в 12$м кодоне (гетерозиготное
состояние). Г. — Образец ДНК здорового донора. Д. — Образец
ДНК с мутацией GGT GAT в 12$м кодоне (гетерозиготное
состояние). Е. — Образец ДНК здорового донора.
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Рисунок 1. Идентификация мутации GGT GCT в 12$м кодоне
гена K$ras методом ACRS (создание искусственного сайта
рестрикции).

А. — Маркер молекулярного веса (MspI$фрагменты pUC19). Б. —
Амплификат фрагмента 1$го экзона гена K$ras (157 п. о.) до
рестрикции BstNI. В. — Образец ДНК с мутацией GGT GCT в 12$м
кодоне (гетерозиготное состояние) после рестрикции эндону$
клеазой BstNI. Г. — Образец ДНК здорового донора после
рестрикции эндонуклеазой BstNI.
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Вследствие того что большинство образцов были получе�

ны от пациентов с III—IV стадиями заболевания (39 из 51 и 6

из 9 соответственно) (табл. 1), определить зависимость меж�

ду частотой мутаций гена K�ras и прогрессией опухоли в на�

шей выборке оказалось невозможным. 

В табл. 3 представлены клинико�морфологические дан�

ные 4 больных раком поджелудочной железы, у которых бы�

ли обнаружены мутации гена K�ras. У этих больных были ди�

агностированы в основном поздние стадии заболевания.

Возраст пациентов, у которых были выявлены мутации, со�

ставил в среднем 64 года. Только у 4 из 9 больных раком под�

желудочной железы имелись родственники 1�й степени,

страдавшие злокачественными опухолями, причем в 2 случа�

ях был выявлен семейный рак поджелудочной железы.

По данным литературы, семейный рак поджелудочной желе�

зы составляет лишь небольшую часть новообразований этой

локализации и причиной его развития могут быть наслед�

ственные факторы [20]. Более существенными факторами,

выявления групп риска являются семейный хронический

панкреатит и длительно существующий сахарный диабет.

Однако из наших пациентов с мутациями только 1 больная

длительное время страдала сахарным диабетом.

Сопоставление клинико�генеалогических характеристик

и молекулярных изменений при раке поджелудочной железы

позволяет нам сказать, что мутации онкогена К�ras не зави�

сят от степени дифференцировки, прогрессии опухоли и на�

следственной предрасположенности в случае семейного рака

этой локализации.

Полученные результаты позволяют предположить, что

в развитии рака поджелудочной железы могут играть сущест�

венную роль мутации гена K�ras. Это соответствует данным

литературы, согласно которым мутации K�ras выявляются

у 71—100% больных аденокарциномой поджелудочной желе�

зы [4; 6; 16; 18; 19].

Рак толстой кишки представляет собой этиологически ге�

терогенное заболевание. Мы обследовали 51 пациента:

50 больных с аденокарциномой толстой кишки и 1 больного

с беркиттоподобной лимфомой. Средний возраст больных

составил 61,6 года, т. е. больные злокачественными опухоля�

ми толстой кишки несколько моложе больных злокачествен�

ными опухолями поджелудочной железы. Кроме того, жен�

щины, больные раком толстой кишки, были несколько

старше мужчин (62,9 и 59,9 года соответственно). В табл. 4

представлена частота мутаций гена K�ras в зависимости от

возраста больных раком толстой кишки. Частота замен в гене

K�ras в возрасте 50—55 лет в 2,8 раза превышает таковую

в возрасте 56—70 лет (p<0,05).

Изучение семейного анамнеза у 51 больного злокачествен�

ными опухолями толстой кишки показало, что у 20 из них име�

лось семейное накопление различных злокачественных ново�

образований, причем в 3 случаях идентифицирован синдром

раковых семей (синдром Линча II типа). В семейном анамнезе

7 из 19 больных, у которых были выявлены мутации гена K�ras,

также имелись указания на накопление опухолей толстой киш�

ки, которые встречались как отдельно, так и в сочетании с дру�

гими злокачественными новообразованиями. Однако ни в од�

ной из родословных признаков наследственного варианта рака

толстой кишки обнаружено не было. Эти данные позволяют

предположить, что мутации гена K�ras важной роли в развитии

семейного рака толстой кишки не играют.

Результаты молекулярных исследований показали, что

в России частота точечных мутаций гена K�ras у пациентов со

спорадической аденокарциномой толстой кишки разных

стадий и дифференцировки составляет 37,3%. Это совпадает

с данными, полученными в Швейцарии (39,2%), Нидерлан�

дах (39,0%) и Италии (40,0%) [13; 26; 32; 34]. Между тем

в Германии и Ирландии частота мутаций гена K�ras значи�

тельно выше (73,3 и 76,0% соответственно) [9; 17], а в Китае

несколько ниже (27,6%) [35]. Доминирующей мутацией в на�

шем исследовании оказалась замена GTCT в 12�м кодоне,

которая преобладает также у больных раком толстой кишки

в Японии (44,7%) [13]. Суммарная частота мутаций в 13�м

кодоне гена К�ras у больных раком толстой кишки в нашем

исследовании составила 5,9% (табл. 2), что примерно в 2 раза

меньше частоты аналогичных мутаций у пациентов из Швей�

царии и Кореи (9,8 и 11,0% соответственно) [10; 25].

Для удобства анализа обследованные больные с аденокар�

циномой толстой кишки были распределены в соответствии

с общепринятой классификацией степени дифференцировки

и локализации опухоли (табл. 5 и 6). Табл. 5 отражает частоту

и спектр мутаций гена K�ras в зависимости от степени диффе�

ренцировки опухоли. Анализ результатов молекулярно�гене�

тических исследований показал следующее. Максимальное

число замен (13 из 19 мутаций) обнаружено в образцах уме�

реннодифференцированных опухолей, вероятно, вследствие

того, что в исследованной выборке эта группа была самой

многочисленной. Следует отметить, что у больных этой груп�

пы обнаружены 5 типов мутаций в 12�м и 13�м кодонах. Са�
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мутациями в 12$м кодоне гена K$ras
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мая частая из них — замена GGT на GCT в 12�м кодоне. Она

выявлена в 7 образцах. Однако максимальная частота мута�

ций гена К�ras выявлена при высокодифференцированной

аденокарциноме (71,4%). Поскольку опухоль возникает из

одного клона клеток, высокая частота мутаций гена К�ras при

высокодифференцированной аденокарциноме и отсутствие

нарастания частоты и изменения типа мутаций при сниже�

нии степени дифференцировки опухоли подтверждают пред�

положение о том, что мутации гена К�ras возникают доста�

точно рано, а сам ген, скорее всего, не участвует в прогрессии

опухоли. Эти данные подтверждаются исследователями из

Нидерландов, которые не выявили различий между типами

мутаций гена К�ras и стадиями рака толстой кишки [7; 8].

В табл. 6 представлено распределение частоты точечных

мутаций гена К�ras в зависимости от локализации опухоли

толстой кишки. Наибольшее количество мутаций выявлено

нами при опухолях сигмовидной кишки (8 из 19 мутаций)

(p<0,01). При опухолях этой локализации мы обнаружили

5 типов мутаций. В целом максимальное число замен в гене

K�ras оказалось при опухолях левой половины ободочной

кишки, ректосигмоидного отдела и прямой кишки (16 из

19 мутаций) (p<0,001), вероятно, из�за того, что эта группа

больных оказалась самой многочисленной (43 из 50 пациен�

тов). Тем не менее наибольшая частота исследованных нами

мутаций гена K�ras отмечена при опухолях правой половины

ободочной кишки (3 из 7 больных, 42,9%), в то время как при

опухолях левой половины ободочной кишки, ректосигмоид�

ного отдела и прямой кишки она составила 37,2% (16 из

43 больных). Эти данные согласуются с результатами, полу�

ченными в Венгрии [24] и Нидерландах [5]. Существует мне�

ние, что точечные мутации гена K�ras при аденокарциноме

восходящего отдела ободочной кишки могут быть причиной

более неблагоприятного прогноза заболевания, тогда как те

же мутации при опухолях левой половины толстой кишки не

влияют на выживаемость [5; 24].

Согласно литературным данным, мутации гена K�ras

присутствуют почти во всех случаях аденокарциномы под�
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желудочной железы и в половине случаев опухолей толстой

кишки человека. Наличие мутаций при аденокарциноме

поджелудочной железы и их отсутствие при опухолях под�

желудочной железы эндокринного происхождения, а также

при хроническом панкреатите и в норме позволяют пред�

полагать, что исследование мутаций гена K�ras можно ис�

пользовать для оценки прогноза и эффективности лечения,

а также для формирования групп риска рака поджелудоч�

ной железы [11; 15; 22]. Возможность выявления мутаций

гена K�ras в секрете поджелудочной железы или в клетках

слизистой протока поджелудочной железы, полученных во

время эндоскопического исследования, в содержимом две�

надцатиперстной кишки и даже в стуле существенно облег�

чает решение этих задач. Обнаружение мутаций гена K�

ras в перечисленных выше биологических материалах

свидетельствует в пользу рака поджелудочной железы, тог�

да как их отсутствие — в пользу доброкачественной опухо�

ли [30].

Результаты многочисленных исследований, посвященных

прогностическому значению мутаций гена K�ras при опухо�

лях толстой кишки у человека, весьма противоречивы. В ряде

работ не удалось показать связь между мутациями гена K�ras

и злокачественными опухолями толстой кишки [21]. В других

исследованиях, включая самое многочисленное на сегодняш�

ний день исследование, в которое были включены 1413 паци�

ентов, показано, что наличие мутаций гена K�ras все же явля�

ется фактором прогноза [28]. Несовпадение результатов

исследований, по нашему мнению, можно объяснить вклю�

чением в исследования небольшого числа пациентов и ис�

пользованием разных методов определения мутаций гена 

K�ras (гибридизации, рестрикционного анализа, SSCP�ана�

лиза и DGGE�анализа), обладающих разной разрешающей

способностью. Все эти методы являются перспективными,

т. к. позволяют проводить быстрый скрининг диспластичес�

ких поражений всех участков толстой кишки с целью форми�

рования групп риска.

Обнаружение мутаций гена K�ras при опухолях толстой

кишки позволяет использовать их в качестве молекуляр�

ных маркеров прогноза заболевания и контроля эффектив�

ности лечения. Как и при раке поджелудочной железы, эта

задача облегчается возможностью выявления мутаций гена 

K�ras в биологических материалах: стуле и биопсийном мате�

риале, кишечном содержимом и плазме. С целью повыше�

ния точности молекулярного прогноза при опухолях толстой

кишки ряд авторов предлагают одновременно использовать

несколько генетических маркеров, определяющих одинако�

вые или разные этапы малигнизации.

Работа финансировалась грантами Федеральной научно�

технической программы «Национальные приоритеты в медици�

не и здравоохранении» (проект №05 «Генодиагностика и гено�

терапия социально значимых заболеваний человека»), а также

в рамках государственного контракта 43.004.11.2526 «Техно�

логии генодиагностики и генотерапии».
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Поступила 04.07.2003

M. A. Sazonova1, T. P. Kazubskaya2, E. L. Korchagina2, V. D. Ermolova2, R. F. Garkavtseva2,

F. A. Amosenko1, V. N. Kalinin1,3

ANALYSIS OF K+RAS GENE MUTATIONS IN ADENOCARCINOMA OF THE

COLON AND PANCREAS

1 Medicogenetic Research Center RAMS, Moscow
2 Institute of Clinical Oncology, N. N. Blokhin CRC RAMS, Moscow

3 Eppendorf Clinic, University of Hamburg, Hamburg

Molecular analysis of K�ras first exon (codons 12 and 13) mutations was performed in tumor specimens

from patients with sporadic adenocarcinomas of the colon and pancreas. Polymerase chain reaction,

restriction enzyme digest, SSCP analyses, and automated sequencing discovered 6 mutation types includ�

ing 4 types in codon 12 and 2 types in codon 13. The mutations were identified in 37.3% of colonic adeno�

carcinomas and 44.4% of pancreatic adenocarcinomas. Most mutations were GTCT replacements in

codon 12 of K�ras that were detected at a frequency 27.6 and 33.3% respectively. Mutation frequency was

found to be related to tumor differentiation, location in the colon and patient age.

Key words: colonic adenocarcinoma, pancreatic adenocarcinoma, K�ras gene mutations.
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