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Методом мультиплексной аллель-специфичной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального вре-

мени изучено наличие активирующих соматических мутаций в кодонах 542 и 545 экзона 9 (p.E542K c.1624G>A 
и p.E545K c.1633G>A) и в кодоне 1047 экзона 20 (p.H1047R c.3140A>G и p.H1047L c.3140A>T) гена PIK3CA ка-

талитической p110α субъединицы фосфатидилинозит-3 киназы в опухолях 473 больных раком молочной желе-

зы. Выявлено 58 различных мутаций, что составило 12,3 %. Продемонстрировано увеличение частоты встре-
чаемости мутаций PIK3CA по мере прогрессирования заболевания (с 2,4 % при I–IIa до 28,7 % – при III–IV ста-

дии; p = 0,0001) и тенденция к ее увеличению в опухолях с неблагоприятными прогностическими признаками 

(высокая степень злокачественности, «тройной негативный» фенотип). Установлено, что наличие исследован-
ных мутаций PIK3CA в опухолях статистически значимо ухудшает безрецидивную выживаемость как во всей 

группе, так и при III стадии заболевания. 

Ключевые слова: аллель-специфичная ПЦР в режиме реального времени (АС-ПЦР-РВ); ген PIK3CA; мутации; 
рак молочной железы; клинико-морфологические факторы; прогноз 

 

 

ВВЕДЕНИЕ 

 

Сигнальный путь PI3K/AKT – один из ключевых 

внутриклеточных сигнальных каскадов, запускающих-

ся при активации практически всех трансмембранных 

тирозинкиназных рецепторов факторов роста, включая 

рецепторы эпидермального фактора роста, рецептор 1 

типа инсулиноподобных факторов роста, рецепторы 

VEGF и др. Первое звено этого каскада – фосфатиди-

линозит-3 киназа (PI3K) – фермент, фосфорилирующий 

инозитное кольцо в положении D-3, – считается в на-

стоящее время одним из важнейших регуляторных 

белков, поскольку, находясь на пересечении различных 

сигнальных путей, она контролирует ключевые функ-

ции клетки, такие как пролиферация, апоптоз, мигра-

ция, реорганизация цитоскелета. На самом деле, PI3K – 

это целая группа ферментов, делящаяся на 3 класса в 

зависимости от структуры и субстратной специфично-

сти, но только для PI3K класса IA доказано участие в 

канцерогенезе [1]. IA PI3K – это также группа гетеро-

димеров, состоящих из двух субъединиц: каталитиче-

ской р110 (p110α, p110β, и p110δ) и регуляторной р85 

(p85α, p85β, p85γ, p50α, и p55α). Изоформы как катали-

тической, так и регуляторной части фермента кодиру-

ются 3 разными генами, соответственно, PIK3CA, 

PIK3CB, PIK3CD и PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3. 

Известно, что активирующие соматические мута-

ции в гене PIK3CA, кодирующем каталитическую 

p110α субъединицу PI3K, играют значительную роль в 

патогенезе и прогрессии опухолей и часто встречаются 

при раке молочной железы (РМЖ), колоректальном 

раке, раке эндометрия, мочевого пузыря, желудка, а 

также в большинстве других опухолей человека [2–4]. 

Наиболее частыми соматическими мутациями гена 

PIK3CA являются p.E542K c.1624G>A, p.E545K 

c.1633G>A, p.H1047R c.3140A>G и p.H1047L 

c.3140A>T, составляющие более 90 % всех мутаций. 

Мутации H1047R и H1047L локализованы в кодоне 

1047 экзона 20 киназного домена p110α, а мутации 

E542K и E545K – в кодонах 542 и 545 экзона 9, при-

надлежащих домену, ответственному за взаимодейст-

вие p110α с регуляторной p85 субъединицей фермента. 

Показано, что они повышают киназную активность 

PI3K, ведут к активации нижележащей киназы Akt и, 

таким образом, являются онкогенными [5–6]. 

В настоящее время считается, что соматические 

мутации PIK3CA более часто ассоциированы с опухо-

лями с менее агрессивным поведением, положитель- 
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ными по рецепторам эстрогенов (РЭ) и имеющими 

люминальный А молекулярный тип, однако исследова-

ния, оценивающие прогностическое или предиктивное 

значение этих мутаций, весьма противоречивы [7], в 

частности, из-за различных методов выявления мута-

ций, популяционных особенностей пациентов и часто 

малых размеров выборок. Крайне важно, чтобы влия-

ние мутаций гена PIK3CA на патофизиологию опухоли 

и ее ответ на терапию были более тщательно проанали-

зированы на разных стадиях прогрессии опухоли. 

Цель настоящего исследования – оценка взаимосвя-

зи соматических мутаций гена PIK3CA в опухолях 

больных раком молочной железы с основными клини-

ко-морфологическими факторами прогноза и выжи-

ваемостью пациенток. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

Клинический материал. В исследование вошли 

473 больных РМЖ в возрасте от 28 до 82 лет, прохо-

дивших обследование и лечение в ФГБУ РОНЦ им. 

Н.Н. Блохина Минздрава России с 2009 по 2012 г. У 93 

пациенток была I (T1N0M0), у 202 – IIа (T2N0M0), у  

135 – III (T1-4N0-3M0) и у 43 – IV (T1-4N0-3M+) стадия 

заболевания. Во всех случаях диагноз подтвержден 

гистологическим исследованием опухоли. По гистоло-

гическому строению 316 опухолей были отнесены к 

протоковому инфильтративному раку, 84 – к дольково-

му инфильтративному, 16 – к слизистому; у 55 пациен-

ток был смешанный гистологический тип РМЖ и у 2 – 

рак Педжета. Большинство опухолей (68 %) имели G-2, 

23 % – G-3 и всего 9 % – G-1 степень злокачественности. 

В опухолях всех обследованных больных иммуно-

гистохимическим методом оценена экспрессия РЭ и 

рецепторов прогестерона (РП), а также HER2/neu и 

белка Ki-67. На основании этих исследований выделе-

но 6 молекулярных типов РМЖ: люминальный А 

(РЭ+РП+HER2 Ki-67<20 %) тип выявлен у 134, люми-

нальный В HER2 (РЭ+РП+HER2 Ki-6720 %) – у 73, 

люминальный В HER2+ (РЭ+РП+HER2+ Ki-67 любой) – 

у 65, HER2+ (РЭРПHER2+ Ki-67 любой) – у 69, 

«тройной негативный» (РЭРПHER2 Ki-67 любой) – 

у 76 больных, и у 56 больных опухоли были 

РЭ+РПHER2 Ki67<20 %. 

Анализ соматических мутаций гена PIK3CA. 

ДНК для мутационного анализа выделяли из парафи-

новых блоков опухолей, удаленных хирургическим 

методом или полученных в результате трепанобиопсии 

у ранее нелеченных больных РМЖ, с помощью 

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit согласно инструкции 

компании производителя. Для детекции соматических 

мутаций в кодонах 542 и 545 экзона 9 (p.E542K 

c.1624G>A и p.E545K c.1633G>A, соответственно) и в 

кодоне 1047 экзона 20 (p.H1047R c.3140A>G и 

p.H1047L c.3140A>T) гена PIK3CA проводили мульти-

плексную аллель-специфичной полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) в режиме реального времени с детекци-

ей сигнала с помощью TaqMan зондов, как описано 

ранее [8]. Структура использованных олигонуклеотид-

ных праймеров и флуоресцентно меченных зондов 

представлена в табл. 1. 

Статистический анализ изменения частот выяв-

ления соматических мутаций оценивали с помощью 

точного двустороннего теста Фишера, безрецидивную 

выживаемость – методом Каплана–Мейера. Проведен 

также многофакторный анализ с использованием рег-

рессионной модели Кокса. 

 

 

Таблица 1 
 

Список олигонуклеотидных праймеров и флуоресцентно меченных зондов, использованных в работе 
 

№ п/п Название Нуклеотидная последовательность 

1 IL17RA-U 5'-CTTGATGCTCTCGCTCTTCG-3' 

2 IL17RA-R 5'-TGTAGCCCTGGTCAGACTG-3' 

3 IL17RA-PCy5 5'-Cy5-CTGCCGCTGCTCCTCCTCG-BHQ2-3' 

4 1047mutN2R 5’-TGTTGTCCAGCCACCATGTC-3’ 

5 545mutN2 5’-CCATAGAAAATCTTTCTCCTGCct-3’ 

6 542mutN2 5’-CTTTCTCCTGCTCAGTGATTct-3’ 

7 UU-542 5’-GGAAAATGACAAAGAACAGCTCA-3’ 

8 PIC-1047L 5’-TTGTTGTCCAGCCACCATGGA-3’ 

9 Prob-PIC1 5’-FAM-CAATTTCTACACGAGATCCTCTCTC-BHQ1-3’ 

10 Prob-PIC3 5’-HEX-TCATGAAACAAATGAATGATGCA-BHQ1 
 

 

Таблица 2 
 

Распределение типов соматических мутаций в исследуемых опухолях молочной железы  

в зависимости от стадии заболевания 
 

Стадия Число больных E542K E545K H1047R H1047L Всего 

I 93 1 (1,1 %) – – – 1 (1,1 %) 

IIа 202 2 (1,0 %) 3 (1,5 %) 1 (0,5 %) – 6 (3,0 %) 

I–IIа 295 3 (1,0 %) 3 (1,0 %) 1 (0,3 %) – 7 (2,4 %) 

III 135 16 (11,9 %) 2 (1,5 %) 14 (10,4 %) 6 (4,4 %) 38 (28,1 %) 

IV 43 6 (14,0 %) 1 (2,3 %) 4 (9,3 %) 2 (4,7 %) 13 (30,2 %) 

III–IV 178 22 (12,4 %) 3 (1,7 %) 18 (10,1 %) 8 (4,5 %) 51 (28,7 %) 

Всего 473 25 (8,0 %) 6 (1,3 %) 19 (4,0 %) 8 (1,7 %) 58 (12,3 %) 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Всего в 473 исследованных образцах РМЖ выявле-

но 58 различных мутаций гена PIK3CA (25 – p.E542K;  

6 – p.E545K; 19 – p.H1047R, 8 – p.H1047L), что соста-

вило 12,3 % (табл. 2). Наиболее часто выявляли мута-

ции p.E542K – в 25 образцах, и p.H1047R – в 19. Об-

разцов с несколькими различными мутациями не обна-

ружено. 

Мутация гена PIK3CA (p.E542K) обнаружена толь-

ко в одной из 93 опухолей молочной железы I стадии. 

Эта же мутация обнаружена в 2 из 202 образцов опухо-

лей молочной железы IIа стадии, еще в 3 из 202 опухо-

лей IIа стадии обнаружена мутация p.E545K, и в одной 

из них – p.H1047R. В целом, частота выявления сома-

тических мутаций гена PIK3CA увеличивалась по мере 

прогрессирования опухолевого процесса и составила 

2,4 % в опухолях I–IIа стадий против 28,7 % в опухолях 

III–IV стадий (p = 0,0001). Увеличение происходило в 

большей степени за счет мутаций в 1047 кодоне ката-

литического домена фермента: они составляют 14 % 

всех мутаций (1/7) при I–IIa стадиях и 46,5 % (26/51) – 

при III–IV (p = 0,007). Частоты выявления мутаций в 

опухолях при III и IV стадиях статистически значимо 

не различались. 

Далее мы проанализировали взаимосвязь наличия 

соматических мутаций гена PIK3CA с такими ключе-

выми клинико-морфологическими характеристиками 

РМЖ, как гистологическое строение, степень злокаче-

ственности и молекулярный тип (табл. 3). Статистиче-

ски значимых ассоциаций как общей частоты выявле-

ния всех мутаций, так и частоты выявления отдельных 

мутаций с каким-либо из вышеуказанных факторов не 

обнаружено. Однако можно отметить несколько боль-

шую частоту мутаций в дольковом инфильтративном 

раке по сравнению с протоковым инфильтративным (в 

слизистом и смешанном РМЖ и раке Педжета мутаций 

не обнаружено), а также выраженную тенденцию к 

увеличению частоты соматических мутаций гена 

PIK3CA с увеличением степени злокачественности – от 

полного отсутствия при G-1 до почти 20 % при G-3. 

Что касается молекулярных типов РМЖ, то наиболее 

часто мутации PIK3CA встречались в прогностически 

неблагоприятном и трудно поддающемся лечению 

«тройном негативном» раке (14,5 %), а наиболее редко – 

в HER2+ РМЖ (8,7 %), также достаточно агрессивном. 

Частота выявления мутаций в РМЖ люминального В 

типа (как HER2+, так и HER2) была незначительно 

выше, чем в опухолях люминального А и близкого к 

нему РЭ+РП–HER2– Ki67<20 % типа. Также отдельно 

проанализировали взаимосвязь частоты выявления 

мутаций со статусом РЭ, РП, HER2/neu и белка Ki-67, 

однако и в этом случае значимых ассоциаций выявлено 

не было (данные не представлены). 

Удалось проследить отдаленные результаты лече-

ния 465 из 473 обследованных больных РМЖ на про-

тяжении от 5 месяцев до 6 лет. В общей группе проде-

монстрировано статистически значимое (p < 0,0001) 

снижение безрецидивной выживаемости больных при 

наличии мутаций гена PIK3CA в опухоли: 1-летняя 

выживаемость снижалась на 20 %, 2-летняя – на 30 %, 

3-летняя – на 50 % и 5-летняя – на 30 % по сравнению с 

пациентками без мутаций. 

Учитывая тот факт, что мутации PIK3CA, в основ-

ном, были обнаружены при распространенном РМЖ, а, 

следовательно, ухудшение прогноза в данной группе 

могло быть связано именно с этой закономерностью, 

мы проанализировали отдаленные результаты лечения 

больных разных стадий. Оказалось, что все больные  

I–IIа стадии, у 7 из которых обнаружены мутации гена 

PIK3CA, были живы без рецидива на протяжении всего 

периода наблюдения. Однако в группе больных РМЖ  

 

 

Таблица 3 

 

Частота выявления соматических мутаций гена PIK3CA в зависимости от гистологического строения  

и молекулярного типа РМЖ 

 

Обследованные группы 

Частота выявления мутаций гена PIK3CA  

в опухолях больных РМЖ 
Всего 

Мутации 

E542K E545K H1047R H1047L 

Гистологический вариант РМЖ 

Протоковый  

инфильтративный рак 
17 (5,4 %) 5 (1,6 %) 14 (4,4 %) 6 (1,9 %) 43 (13,6 %) 

Дольковый  

инфильтративный рак 
7 (8,3 %) 1 (1,2 %) 5 (6,0%) 2 (2,4 %) 15 (17,9 %) 

Степень злокачественности РМЖ 

G-1 – – – – – 

G-2 15 (4,7 %) 5 (1,6 %) 12 (3,7 %) 4 (1,2 %) 36 (11,2 %) 

G-3 10 (9,1 %) 1 (0,9 %) 7 (6,3 %) 4 (3,6 %) 22 (19,8 %) 

Молекулярный тип РМЖ 

Люминальный А 9 (6,7 %) 1 (0,8 %) 4 (3,0 %) 2 (1,5 %) 16 (11,9 %) 

РЭ+РП–HER2–Ki67<20% 6 (10,7 %) – – – 6 (10,7 %) 

Люминальный B HER2 4 (5,5 %) 1 (1,4 %) 4 (5,5 %) 1 (1,4 %) 10 (13,7 %) 

Люминальный B HER2+ 1 (1,5 %) 1 (1,5 %) 6 (9,2 %) 1 (1,5 %) 9 (13,9 %) 

HER2+ 2 (2,9 %) – 2 (2,9 %) 2 (2,9 %) 6 (8,7 %) 

Тройной негативный 3 (4,0 %) 3 (4,0 %) 3 (4,0 %) 2 (2,6 %) 11 (14,5 %) 
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Рис. 1. Безрецидивная выживаемость больных РМЖ III стадии в зависимости от наличия или отсутствия мутаций гена PIK3CA в 
опухоли 

 

 

III стадии (мутации выявлены у 38 из 135 больных) 

статистически значимые различия в показателях безре-

цидивной выживаемости сохранились (р < 0,05; рис. 1). 

Так, медиана срока жизни без рецидива в группе с от-

сутствием мутаций гена PIK3CA не была достигнута 

при 5-летнем сроке наблюдения, а при их наличии со-

ставила 35,8 мес. 

Таким образом, по данным представленного иссле-

дования, наблюдается статистически значимое накоп-

ление соматических мутаций в каталитическом домене 

PIK3CA по мере прогрессирования РМЖ: частота вы-

явления мутаций была статистически значимо выше 

при распространенном, чем при раннем РМЖ. Кроме 

того, выявлено увеличение частоты мутаций по мере 

увеличения степени злокачественности опухоли. В 

соответствии с этим, удалось продемонстрировать и 

статистически значимое снижение показателей безре-

цидивной выживаемости среди больных с мутациями 

PIK3CA не только в общей группе, но и при III стадии 

РМЖ. Следует, однако, отметить, что при многофак-

торном анализе мутационный статус гена PIK3CA не 

проявил себя в качестве независимого прогностическо-

го фактора. 

Выявленные закономерности противоположны 

описанному рядом авторов улучшению прогноза у 

больных РМЖ при наличии соматических мутаций 

гена PIK3CA в опухоли. Так, например, K. Kalinsky  

et al. [9], детально проанализировавшие данные о мута-

ционном статусе гена PIK3CA в опухолях 590 больных 

РМЖ, прослеженных на протяжении более 12 лет, про-

демонстрировали не только улучшение прогноза у 

больных с измененным геном, но и ассоциацию нали-

чия мутаций с большинством прогностически благо-

приятных клинико-морфологических факторов. Анало-

гичные данные получены M. Cizkova et al. [10], кото-

рые также показали, что прогностическое значение 

мутаций PIK3CA наиболее выражено в группе больных 

с HER2/neu-положительными опухолями. Как уже от-

мечалось, различия результатов клинико-лабораторных 

исследований могут быть связаны с популяционными 

особенностями обследованных групп, спецификой 

лечения и наблюдения, а также с различиями исполь-

зованных методов, а в некоторых случаях и спектра 

оцениваемых мутаций [7]. 

В то же время полученные нами данные об увели-

чении частоты встречаемости активирующих мутаций 

гена PIK3CA при прогрессии РМЖ и их отрицательном 

влиянии на прогноз заболевания согласуются с хорошо 

известным онкогенным потенциалом PI3K и достаточ-

но многочисленными данными о взаимосвязи между 

активацией PI3K/Akt сигнального пути и лекарствен-

ной резистентностью РМЖ, включая резистентность к 

анти-HER2 препаратам – трастузумабу и/или лапати-

нибу [11–14]. Кроме того, недавно было показано, что 

пациенты с мутациями в гене PIK3CA лучше отвечают 

на комбинированную химиотерапию, включающую 

эпирубицин и доцетаксел [15]. 

 

ВЫВОДЫ 

 

1. С помощью разработанного ранее [8] метода 

мультиплексной аллель-специфичной ПЦР в режиме 

реального времени продемонстрировано увеличение 

частоты встречаемости активирующих соматических 

мутаций гена PIK3CA (p.E542K c.1624G>A, p.E545K 

c.1633G>A, p.H1047R c.3140A>G, p.H1047L 

c.3140A>T) по мере прогрессирования РМЖ и тенден-

ция к их увеличению в опухолях с неблагоприятными 

прогностическими признаками (высокая степень зло-

качественности, «тройной негативный» фенотип). 

2. Наличие исследованных мутаций гена PIK3CA в 

опухолях ухудшает безрецидивную выживаемость 

больных РМЖ. 
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Occurrence of activating somatic mutations in codons 542 and 545 of exon 9 (p.E542K c.1624G>A and 

p.E545K c.1633G>A) and in codon 1047 of exon 20 (p.H1047R c.3140A>G и p.H1047L c.3140A>T) of 

phosphoinositide 3-kinase catalytic subunit p110α gene PIK3CA was investigated in the tumors of 473 breast 

cancer patients by multiplex allele-specific real-time PCR. 58 different mutations were found that comprised 

12.3 %. Increase of the frequency of PIK3CA gene mutations with disease progression (from 2.4 % at I–IIa to 

28.7 % – at III–IV stage; p = 0.0001) and a trend towards its increase in the tumors with unfavorable prognos-

tic characteristics (high histological grade, “triple negative” phenotype) were demonstrated. The presence of 

the investigated PIK3CA mutations in the tumors was shown to significantly worsen the disease-free survival 

both in the total patients’ group, and in stage III breast cancer patients. 

Key words: allele-specific real-time PCR; PIK3CA gene; mutations; breast cancer; clinico-pathologic factors; 

prognosis 
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