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Определение мутаций генов FGFR3 и PIK3CA в ДНК из осадка мочи 
у больных раком мочевого пузыря

жегодно в России реги-
стрируют более 13 тыс. слу-
чаев рака мочевого пузыря
(РМП), представляющего
собой актуальную пробле-
му современной онкоуро-
логии [1]. В настоящее вре-

мя для неинвазивной лабораторной
диагностики РМП применяют ру-
тинный цитологический анализ мо-
чи, чувствительность которого со-
ставляет 25-50% при диагностике
небольших высокодифференциро-
ванных опухолей. FISH-анализ осад-
ка мочи (зонды на хромосомы 3, 7, 17
и 9р21), иммуноферментный анализ
на UBC-антиген (цитокератины 8 и 18),
BTA-тест или определение NMP22 с
чувствительностью и специфич-
ностью, близкими к 80-90%, имеют
ограниченное применение в кли-
нике [2]. Остается актуальной про-
блема поиска и характеристики но-
вых молекулярных маркеров РМП,
выявляемых в опухолевых клетках
из осадка мочи и обладающих высо-
кой диагностической точностью.

В основе развития РМП лежат
разнообразные молекулярно-гене-
тические нарушения в соматиче-
ских клетках: точковые мутации,
протяженные делеции (потеря гете-
розиготности) в областях локализа-
ции генов-супрессоров, амплифи-
кация онкогенов, аберрантное ме-
тилирование ДНК, изменения пат-
терна экспрессии регуляторных
РНК и большого количества струк-
турных генов [3]. Из всего перечис-
ленного выше, точковые мутации

обладают наибольшей потенциаль-
ной ценностью как диагностические
маркеры, поскольку они являются
частым событием канцерогенеза,
могут быть выявлены в опухолевых
клетках из осадка мочи (в том числе,
при рецидиве заболевания) и пред-
ставляют собой изменение ДНК,
выявляемое рутинными молекуляр-
но-генетическими методами [4, 5].

Около 90% случаев РМП пред-
ставлены уротелиальной карцино-
мой, у 80% пациентов наблюдают
поверхностные и у 20% – мышечно-
инвазивные опухоли. За различи-
ями в морфологической классифи-
кации, стадировании и прогнозе
РМП стоят разные паттерны мута-
ций. Например, для инвазивного
рака характерны множественные
делеции районов локализации генов-
супрессоров (3р, 5q, 14q, 9q и др.),
самой частой из которых является
делеция 9р21 с генами-супрессо-
рами ARF, CDKN2A, CDKN2B, и он
развивается через стадию диспла-
зии. Напротив, характерными чер-
тами поверхностных опухолей яв-
ляются активирующие мутации и
гиперэкспрессия протоонкогенов
(FGFR3, ERBB2, HRAS, и др.), по-
верхностный РМП (ПРМП) разви-
вается через стадию гиперплазии,
часто бывает мультифокальным и
рецидивирующим [6, 7].

В настоящее время идентифи-
цированы сотни мутаций в прото-
онкогенах, задействованных в кан-
церогенезе наиболее частой формы
РМП – ПРМП. Среди них можно
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More than 13 thousand cases of 
bladder cancer are registered in 
Russia annually that represents an ac-
tual problem in modern urologic on-
cology. Searching and characterization of
new molecular markers of 
non-muscle invasive bladder cancer
(NMIBC – 80% of bladder cancer
cases), identified in tumor cells from
urine sediment are needed. We have
provided complex analysis of 
mutations in the key oncogenes of
NMIBC using PCR and subsequent
sequencing of exons 7 and 10 of the
gene FGFR3, exons 9 and 20 of the
gene PIK3CA. NMIBC cohort 
includes 22 samples of DNA from
urine sediments; control group 
consists 24 patients with cystitis and
urolithiasis. Missense-mutations was
detected in 32% NMIBC samples but
not in controls. According databases
ClinVar, COSMIC and HGMD most
of them have been identified as path-
ogenic DNA-changes during 
carcinogenesis. Perhaps the panel
with aforementioned genes and
TERT promoter as addition locus
with using allele-specific PCR or
other method for the preferential
amplification of mutant alleles could
form the basis for the development a
system of markers in non-invasive
molecular genetic diagnostics of
NMIBC.
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выделить точковые мутации, кото-
рые встречаются с частотой более
10% в первичных опухолях и лока-
лизованы в «горячих точках» мута-
генеза. Это активирующие миссенс-
мутации в 7 и 10 экзонах гена рецеп-
тора фактора роста фибробластов 3
(FGFR3), 9 и 20 экзонах гена фосфоти-
дилинозитолкиназы (PIK3CA).

Ген FGFR3 локализован в обла-
сти 4р16.3, содержит 19 экзонов, из
которых в образовании полнораз-
мерного транскрипта участвуют эк-
зоны 2-18 [8]. По различным дан-
ным, от 50 до 80% первичного уро-
телиального рака при ПРМП несут
мутации FGFR3, тогда как в инва-
зивных опухолях и их метастазах
эта частота составляет не более 10%
[7, 9]. Ген FGFR3 принадлежит к се-
мейству генов трансмембранных ре-
цепторов FGFR1-4, которые кодиру-
ют гликопротеины – рецепторы
фактора роста фибробластов (FGF).
Рецептор состоит из трех иммуног-
лобулин-подобных (Ig) доменов, об-
ращенных в цитоплазму и связы-
вающихся с сильным митогеном
FGF1/2, трансмембранного домена и
внутриклеточного тирозинкиназ-
ного домена, взаимодействующего
со вторичными мессенджерами. Пос-
ле связывания с лигандом рецептор
димеризуется и активирует тиро-
зинкиназный домен. FGFR3 задей-
ствован в PIK3CA/AKT1 сигналь-
ном пути. Почти все описанные
миссенс-мутации находятся между
Ig-подобными доменами или в
трансмембранном домене, способ-
ствуя прочной димеризации и кон-
ститутивной активации FGFR3 по
механизму образования дисульфид-
ных мостиков или иных прочных
взаимодействий. Локализация боль-
шинства точковых мутаций FGFR3
при ПРМП – экзон 7 (кодоны 248 и
249) и экзон 10 (кодоны 373 и 375)
[7, 10-12].

Миссенс-мутации PIK3CA встре-
чаются в 15-25% случаев ПРМП и
значительно реже – при инвазивном
РМП. Они локализуются, в основ-
ном, в спиральном домене (542 и
545 кодоны) и киназном домене

(1047 кодон). Зачастую мутации со-
пряжены с потерей гетерозиготно-
сти (аллельными делециями) гена
PTEN, продукт которого ингибиру-
ет сигнальный путь PIK3CA/AKT.
Хотя мутации в указанных доменах
обладают сходным трансформирую-
щим эффектом в клеточных линиях,
отношение частоты мутаций в ки-
назном и спиральном доменах варь-
ирует в зависимости от типа опу-
холи: от 0,29 в РМП до 2 в раке эн-
дометрия, что указывает на возмож-
ные различия в механизмах актива-
ции сигнального пути PIK3CA/AKT
[13].

Целью настоящей работы яв-
ляется комплексный анализ мута-
ций в 7-ом и 10-ом экзонах гена
FGFR3, 9-ом и 20-ом экзонах гена
PIK3CA в образцах геномной ДНК
из осадка мочи у пациентов с ПРМП
и контроля для разработки метода
неинвазивной молекулярно-генети-
ческой диагностики ПРМП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выборки пациентов. Исследо-
вали 22 образца осадков мочи от
больных ПРМП, группу контроля
составили 24 пациента с циститом и
мочекаменной болезнью.

Пробоподготовка. Собирали
10-30 мл первой порции мочи, цен-
трифугировали при 3000 g в течение
15 мин, удаляли супернатант. Осад-
ки замораживали при минус 70ºС.

Получение образцов ДНК. Ге-
номную ДНК из осадков мочи выде-
ляли с помощью набора «ДНК-сорб
В» (Интерлабсервис, Россия), при
котором нуклеиновые кислоты сор-
бируются на носителе с последую-
щей отмывкой спиртовыми раство-
рами и эллюцией в ТЕ-буфер.

Полимеразная цепная реакция
(ПЦР). Проводили ПЦР участков
гена FGFR3 с праймерами 7F:5’ –
agtggcggtggtggtgagggag – 3’ и 7R:5’ –
tgtgcgtcactgtacaccttgcag – 3’ (экзон 7),
10F:5’ – caacgcccatgtctttgcag – 3’ и 10R:5’
– aggcggcagagcgtcacag – 3’ (экзон 10).
Программа амплификации для эк-
зона 7 – 95ºС 1 мин 30 с, затем 35

циклов 95ºС 40 с, 64ºС 25 с,  финаль-
ная элонгация 72ºС 40 с; для экзона
10 –  95ºС 1 мин 40 с, затем 
35 циклов 95ºС 40 с, 62ºС 30 с, 72ºС
20 с, финальная элонгация 72ºС 
1 мин. ПЦР участков гена PIK3CA
проводили с праймерами 9F:5’ –
gggaaaaatatgacaaagaaagc – 3’ и 9R:5’ –
ctgagatcagccaaattcagtt – 3’ (экзон 9),
20F:5’ – ctcaatgatgcttggctctg – 3’ и
20R:5’ – tggaatccagagtgagctttc – 3’
(экзон 20) по программе, аналогич-
ной амплификации экзона 10 гена
FGFR3. Состав реакционной смеси
ПЦР: 50-100 нг геномной ДНК, 
2.5 мМ MgCl2, 1.5 мМ каждого dNTP,
по 2 пмоль прямого и обратного
праймеров, 1 ед. термостабильной
Taq-полимеразы, 5 мкл буфера для
ПЦР 5х (Интерлабсервис, Россия),
объем смеси составлял 25 мкл.

Секвенирование ПЦР-продук-
тов. Предварительно обрабатывали
ПЦР-смесь 1 е.а. щелочной фосфа-
тазы и 4 е.а. экзонуклеазы I из E.coli
для удаления непрореагировавших
праймеров и dNTPs. Затем прово-
дили секвенирование ПЦР-про-
дукта по Сэнгеру с помощью набора
«BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Se-
quencing Kit» на 24-х капиллярном
секвенаторе 3500xl (Applied Biosys-
tems, США) согласно рекоменда-
циям фирмы-производителя.

Статистический анализ ре-
зультатов. Определяли частоту
мутаций в группе ПРМП и сравни-
вали ее с контролем с помощью дву-
стороннего точного критерия Фи-
шера, используя программу Graph-
PadInStat. Поиск данных о выявлен-
ных мутациях и их патогенетичес-
ком значении осуществляли в меж-
дународных базах данных HGMD
(http://www.hgmd.cf.ac.uk), COSMIC
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) и
ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
clinvar).

РЕЗУЛЬТАТЫ И 

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведен комплексный анализ
мутаций в ключевых онкогенах
ПРМП, включающий ПЦР и
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последующее секвенирование экзо-
нов 7 и 10 гена FGFR3, экзонов 9 и 
20 гена PIK3CA (рис. 1). Были иссле-
дованы образцы ДНК из осадка мочи
22 больных ПРМП и 24 пациентов
контрольной группы с неонкологи-
ческими заболеваниями мочевыде-
лительной системы. Мутации были
выявлены у 31,8% (n=7) пациентов с
ПРМП, в контрольной группе мута-
ции не обнаружены (р<0,01). Из 
7 случаев ПРМП с мутациями, в 6 об-
разцах они были локализованы в
гене FGFR3: 2 мутации – в седьмом и
4 мутации – в десятом экзонах. Еще
одна мутация p.H1047R была детек-
тирована в 20 экзоне гена PIK3CA
(табл. 1).  Аллели, отличающиеся от
референсных, были сопоставлены с
базами данных клинических ассо-
циаций с изменениями генома
(HGMD, COSMIC, ClinVar) с целью
выяснения патогенетической роли
выявленных мутаций. За исключе-
нием мутации p.H251G и p.F386L,
оставшиеся 4 однонуклеотидные за-

мены были охарактеризованы как
патогенные мутации в злокаче-
ственных опухолях. Наблюдаемое
отношение частот мутаций FGFR3 к
PIK3CA как 85:15 при ПРМП, в
целом, соответствует данным дру-
гих авторов [7, 12, 13]. 

В уротелиальной карциноме
чаще встречаются мутации в киназ-
ном домене (как и обнаруженная в
образце ПРМП мутация p.H1047R),
тогда как в опухолях других типов
преобладают мутации в спиральном
домене [14]. Одна из мутаций FGFR3
(p.H251G) отсутствовала в базах дан-
ных клинических ассоциаций, од-
нако в 251 кодоне были описаны
другие онкогенные миссенс-мута-
ции. 

В настоящей работе показано,
что определение мутаций FGFR3 к
PIK3CA в осадке мочи с помощью
ПЦР и секвенирования по Сэнгеру
может быть использовано для вы-
явления ПРМП. Однако частота му-
таций FGFR3 в этой работе оказалась
на 20-30% ниже, чем в исследованиях
с применением методов целенаправ-
ленной амплификации и детекции
мутантных аллелей. Вместе с тем,
применение тест-систем для вы-
явления мутаций FGFR3 методом
аллель-специфичной ПЦР в реаль-
ном времени или ПЦР с последую-
щим минисеквенированием показа-
ло целесообразность использования
соматических мутаций этого гена как
маркеров РМП в первичной диагно-
стике заболевания [12, 15, 16]. 

Определение специфичных для
ПРМП мутаций актуально не толь-
ко при диагностике первичного
РМП, но и при мониторинге реци-
дива. После удаления первичного
ПРМП необходимо регулярно про-
водить цистоскопию, т.к. в 70% слу-
чаев в последующие годы развива-
ется рецидив заболевания. Проведе-
ние цистоскопии сопряжено со зна-
чительным дискомфортом для паци-
ента, анализ соматических мутаций
в осадке мочи мог бы использо-
ваться, как дополнительный крите-
рий отбора пациентов для прове-
дения этой диагностической про-
цедуры [5]. 

Увеличение чувствительности
теста может быть достигнуто, в том
числе, за счет включения в список ис-
следуемых локусов активирующих му-
таций -124G→A и -146G→A в промо-
торе гена теломеразы TERT, которые
встречаются в 60% случаев ПРМП [18]. 

Проблему низкого содержания
мутантных аллелей FGFR3 на фоне
избытка нормальной ДНК при мо-
ниторинге рецидива РМП пытались
решить с помощью одной из плат-
форм секвенирования следующего
поколения, что позволило выявить
мутации FGFR3 при доле мутант-
ных аллелей, равной 0,02%. Однако
в этом случае возникает вопрос о
клинической значимости мутаций.
Во-первых, соматические мутации
FGFR3 могут возникнуть еще на
стадии предраковых изменений до
морфологически сформированной
опухоли. Во-вторых, конкордант-
ность результатов поиска мутаций
в осадке мочи и первичной опухоли
составляет не более 90% [18]. Отча-
сти различия в частоте мутаций
могут также зависеть от стратифи-
кации выборки ПРМП по степени
дифференцировки опухоли (в  на-
стоящей работе не было разделе-
ния по степени злокачественности
вследствие малого объема выборки
ПРМП). 

По данным мета-анализов, акти-
вирующие мутации FGFR3 при ПРМП
ассоциированы с ранней стадией за-
болевания и высокодифференциро-

Ген

FGFR3

FGFR3

FGFR3
FGFR3
FGFR3

PIK3CA

Экзон

7

7

10

10

10

20

Обозначение
мутации на

уровне кДНК

c.746C→G

c.753С→G

c.1124A→G

c.1144G→C

c.1156Т→С*

c.3140A→G

Обозначение
мутации на

уровне белка

p.S249C

p.H251G

p.Y375C

p.G382R

p.F386L*

p.H1047R

Сведения в базе 
данных HGMD (при 

отсутствии – COSMIC)

CM950470, патогенная
нет в академической

версии 
HGMD и COSMIC

CM960657, патогенная

CM940785, патогенная

HM040060, 
возможно патогенная
нет в академической

версии HGMD,
COSM94986,патогенная

Сведения в базе 
данных ClinVar

rs121913483, патогенная

rs377554120, нет данных

rs121913485, патогенная

rs28931614, патогенная
rs17881656,

значение не установлено

rs121913279, патогенная

Таблица 1. Мутации FGFR3 и PIK3CA, выявленные в настоящей работе

Примечание: * - мутация обнаружена в двух случаях ПРМП; базы данных: HGMD – Human genome mutation
database, ClinVar - public archive of relationships among sequence variation and human phenotype в структуре
NCBI (The National Center for Biotechnology Information, США), COSMIC – Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer.

Мутация с. 746С→G (p.S249C) 

Мутация с. 1124A→G (p.Y375C) 

Рис. 1. Примеры секвенирования мутаций в гене
FGFR3.
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ванной карциномой [11, 12]. Следует
отметить, что при низкой частоте
встречаемости мутаций FGFR3 при
мышечно-инвазивном РМП, гипер-
экспрессия этого гена наблюдается в
40% этих опухолей, а в 5% уротели-
ального рака и некоторых клеточных
линиях РМП при отсутствии точко-
вых мутаций FGFR3 выявлены хи-
мерные онкогены FGFR3:TACC3 и
FGFR3:BAIAP2L1 [9, 19]. Это указы-
вает на более значительную роль кон-

ститутивной активации FGFR3 при
РМП в целом, чем значение описан-
ного ранее онкогенного потенциала
точковых мутаций в нескольких экзо-
нах при поверхностном раке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, активирующие
миссенс-мутации в «горячих точках»
генов FGFR3 и PIK3CA были опреде-
лены в осадке мочи у пациентов с

ПРМП в 32% случаев с помощью ПЦР
и последующего капиллярного секве-
нирования по Сэнгеру. При включе-
нии в панель исследуемых локусов
промотора гена TERT и использова-
нии аллель-специфичной ПЦР или
иного метода для преимущественной
амплификации мутантных аллелей на
фоне избытка нормальной ДНК, воз-
можна разработка системы маркеров
для неинвазивной молекулярно-гене-
тической диагностики ПРМП.  

Ключевые слова: рак мочевого пузыря, гены FGFR3 и PIK3CA, мутация.

Кey words: bladder cancer, FGFR3 and PIK3CA genes, mutation.

Резюме:
Ежегодно в России регистрируют более 13 тыс. случаев рака мочевого пузыря, представляющего собой значительную проблему

в современной онкоурологии. Остается актуальной проблема поиска новых молекулярных маркеров поверхностного рака мочевого
пузыря (ПРМП, составляющего 80% случаев заболевания), выявляемых в опухолевых клетках из осадка мочи. В настоящей работе
был проведен комплексный анализ мутаций в ключевых онкогенах ПРМП, включающий ПЦР и последующее секвенирование эк-
зонов 7 и 10 гена FGFR3, экзонов 9 и 20 гена PIK3CA. Проанализированы 22 образца ДНК из осадков мочи от пациентов с ПРМП,
группу контроля составили 24 пациента с циститом и мочекаменной болезнью. Миссенс-мутации были определены у пациентов с
ПРМП в 32% случаев и отсутствовали в контрольной группе. Согласно базам данных ClinVar, COSMIC и HGMD большинство вы-
явленных мутаций охарактеризованы как патогенные при развитии злокачественных опухолей. Возможно, при включении в панель
промотора гена TERT, использовании аллель-специфичной ПЦР или иного метода для преимущественной амплификации мутант-
ных аллелей будет разработана система маркеров для неинвазивной молекулярно-генетической диагностики ПРМП.
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