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Введение. Светлоклеточный почечно-клеточный рак – самый частый и наиболее агрессивный рак почки. Примерно у 30 % паци-
ентов при первичной постановке диагноза выявляют отдаленные метастазы. Это связано с тем, что рак почки на ранних ста-
диях протекает бессимптомно. Часто (~50 % случаев) рак почки выявляют случайно, при профилактическом осмотре или при об-
ращении по другим причинам. В связи с этим актуально развитие новых методов ранней диагностики светлоклеточного 
почечно-клеточного рака.
Материалы и методы. Изучены уровни экспрессии матричной РНК и метилирования ряда генов в операционном материале пар-
ных образцов (нормальная ткань / опухоль почки; n = 21). Количественное определение экспрессии генов проводили с помощью 
полимеразной цепной реакции в реальном времени на приборе Step One Plus (Applied Biosystems, США) с использованием наборов 
TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, США). Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани методом фенол-хлоро-
формной экстракции. Метилспецифичную полимеразную цепную реакцию проводили на амплификаторe T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad, США).
Результаты. В результате совместного анализа уровней экспрессии и метилирования генов разработана система потенциально 
диагностических маркеров, включающая определение экспрессии ряда белоккодирующих генов и гиперметилирования нескольких 
генов микроРНК в образцах опухоли. Одновременное определение экспрессии и метилирования позволяет проводить правильную 
идентификацию опухолей в качестве cветлоклеточного почечно-клеточного рака с чувствительностью 95,24 % (95 % довери-
тельный интервал 76,18–99,88 %) и специфичностью 95,24 % (95 % доверительный интервал 76,18–99,88 %).
Заключение. По результатам проведенного исследования разработана система, основанная на определении уровней экспрессии 
генов CA9, HIG2, EGLN3, NDUF4L2 и метилирования генов MIR9-1, MIR34b / c, MIR124a-3, MIR129-2. В зависимости от тре-
бований к чувствительности, надежности определения или простоте выполнения возможны различные сочетания указанных 
генов.
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Background. Clear cell renal cell carcinoma is the most frequent and most aggressive kidney cancer. Approximately 30 % at the initial diag-
nosis reveal distant metastases. This is due to the fact that kidney cancer in the early stages is asymptomatic. Very often (about 50 %), kidney 
cancer is detected by chance, during a routine examination or during treatment for other reasons. In this regard, the development of new 
methods of early diagnosis of clear cell renal cell carcinoma is actual.
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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки

Введение
Светлоклеточный почечно-клеточный рак 

(скПКР) – самый частый и наиболее агрессивный рак 
почки [1]. Рак почки не проявляется симптоматически 
до поздней стадии заболевания. Более 50 % случаев 
рака почки выявляется случайно при проведении ком-
пьютерной томографии или при ультразвуковом об-
следовании по другим медицинским показаниям. Од-
нако применяемые методы не позволяют надежно 
дифференцировать злокачественные опухоли и добро-
качественные новообразования, особенно при малых 
размерах. Поэтому все чаще выполняют биопсии 
для верификации диагноза, что нашло отражение в ре-
комендациях Европейской ассоциации урологов, Аме-
риканской урологической ассоциации и в других ра-
ботах [2–5]. При этом точность гистологической 
диагностики невелика, что связывают с недостаточно-
стью материала и зависимостью от квалификации ги-
столога, позволяющей идентифицировать опухоль [3].

В связи с этим актуально развитие методов, позво-
ляющих быстро и эффективно диагностировать опу-
холь. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реальном 
времени (ПЦР-РВ) дает возможность определять экс-
прессию генов в малом количестве клеток в образце 
злокачественной опухоли. МикроРНК (миРНК) – 
класс коротких некодирующих РНК – участвуют 
в регуляции белоккодирующих генов на посттранс-
крипционном уровне. Гены миРНК подвержены 
метилированию, как и гены, кодирующие белки [6]. 
Гиперметилирование, инактивирующее гены супрес-
сорных миРНК, выявлено в различных типах рака, 
включая скПКР, и может использоваться в качестве 
биомаркера для диагностики [7–9].

В настоящей работе описаны гены, дифференци-
альная экспрессия которых и метилирование при 
одновременном определении позволяют выявлять 
скПКР с высокой чувствительностью, специфично-

Materials and methods. The levels of mRNA expression and methylation of a number of genes in the surgical material of paired samples 
(normal kidney tissue and tumor, 21 clinical cases) were studied. Quantitative determination of gene expression was performed using real-time 
polymerase chain reaction on a Step One Plus instrument (Applied Biosystems, USA) using TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Bio-
systems, USA). High molecular DNA was isolated from tissue by phenol-chloroform extraction. Methyl-specific polymerase chain reaction 
was performed on a T100 Thermal Cycler amplifier (Bio-Rad, USA).
Results. As a result of joint analysis of the levels of gene expression and methylation, a system of potentially diagnostic markers has been de-
veloped, including the determination of the expression of a number of protein coding genes and the hypermethylation of several miRNA genes 
in tumor samples. Simultaneous determination of expression and methylation allows for the correct identification of tumors as SCRV with  
a sensitivity of 95.24 % (95 % confidence interval 76.18–99.88 %) and specificity of 95.24 % (95 % confidence interval 76.18–99.88 %).
Conclusion. According to the results of the study, a system was developed based on the determination of the expression levels of the CA9, HIG2, 
EGLN3, NDUF4L2 genes and the methylation of the MIR9-1, MIR34b/c, MIR124a-3, MIR129-2. Depending on the requirements  
for sensitivity, reliability of determination, or ease of implementation, various combinations of these genes are possible.

Key words: gene expression, gene methylation, diagnostics, renal cell carcinoma, clear cell carcinoma

For citation: Apanovich N.V., Loginov V.I., Apanovich P.V. et al. A joint determination of gene expression and methylation for the diagnosis 
of clear cell renal cancer. Onkourologiya = Cancer Urology 2018;14(4):16–21.

стью и надежностью. Для этого использованы резуль-
таты, полученные нами при исследовании экспрессии 
и метилирования раздельно [9, 10].

Материалы и методы
В работе было проведено изучение уровней экс-

прессии матричных РНК и метилирования ряда генов 
в операционном материале парных образцов (нор-
мальная ткань почки и опухоль). Свежезамороженные 
образцы нормальной и опухолевой ткани, взятой 
при операции или биопсии в 21 клиническом случае, 
получены в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина.

Выделение РНК проводили с использованием на-
бора RNeasy Mini Kit (QIAGEN, США) согласно ин-
струкции производителя. Наличие и качество РНК 
проверяли с помощью электрофореза в 1,8 % агароз-
ном геле. Качественными считали образцы РНК, 
демонстрирующие четкие полосы 18S и 28S РНК. 
Концентрацию водного раствора РНК определяли 
на спектрофотометре Nanodrop 1000 (Thermo 
Scientific, США). Обратную транскрипцию проводили 
с использованием набора ImProm-II™ Reverse 
Transcriptase (Promega, США). Перед выполнением 
реакции обратной транскрипции концентрации РНК 
выравнивали в контрольных и экспериментальных 
образцах. Количественное определение экспрессии 
генов осуществляли с помощью ПЦР-РВ на приборе 
Step One Plus (Applied Biosystems, США). Каждое из-
мерение проводили трехкратно. ПЦР-РВ осуществ-
ляли с использованием наборов для определения 
экспрессии всех исследуемых генов TaqMan® Gene 
Expression Assays (Applied Biosystems, США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Для анализа полученных результатов использо-
вали встроенную программу Applied Biosystems Step 
One Plus, которая позволяет сравнить относитель-
ные количества целевой последовательности РНК 
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в опухолевой и нормальной ткани. В качестве конт-
рольного использовали ген GAPDH. В результате обра-
ботки измерений получены значения уровней экс-
прессии генов в опухолевой ткани относительно 
нормальной. Повышенным или пониженным считали 
уровень экспрессии гена в опухоли, отличающийся 
в 2 раза и более от уровня экспрессии в нормальной 
ткани.

Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани 
методом фенол-хлороформной экстракции. Бисуль-
фитную конверсию ДНК и метилспецифичную ПЦР 
(МС-ПЦР) проводили, как описано ранее [11]. Прай-
меры и условия МС-ПЦР для исследуемых фрагмен-
тов генов миРНК описаны в работах [12–15]. Для каж-
дого гена анализировали от 3 до 6 CpG-динуклеотидов. 
ПЦР проводили на амплификаторe T100 Thermal 
Cycler (Bio-Rad, США) по следующей программе: 
1 цикл при температуре 95 °С 5 мин; 35 циклов – 95 °С 
10 c, Тотж 20 с, 72 °С 30 с; 1 цикл при температуре 72 °С 
3 мин. Ложноположительные результаты из-за не-
полной бисульфитной конверсии ДНК исключали 
на стадии подбора праймеров по отсутствию продук-
та МС-ПЦР на необработанной бисульфитом ДНК. 
Препарат метилированной ДНК человека (#SD1131, 
Thermo Scientific, США) использовали как контроль 
для метилированного аллеля, а препарат ДНК челове-
ка (#G1471, Promega, США) – как контроль для неме-
тилированного аллеля. Продукты ПЦР от разных ге-
нов разделяли одновременно с использованием 2 % 
агарозного геля.

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью пакета стандартных программ Statistica 
10.0. Для оценки различий частот использовали точ-
ный критерий Фишера. Уровень значимости для вы-
явленных различий принимали равным <0,05.

Результаты и обсуждение
В одних и тех же образцах скПКР определили экс-

прессию генов CA9 и HIG2, а также метилирование 
генов MIR9-1, MIR34b / c, MIR124a-3, MIR129-2. Каж-
дый из указанных маркеров оказался ассоциирован 
с скПКР (см. таблицу), что согласуется с полученными 
ранее данными [9, 10].

На основании определения экспрессии 2 генов – 
CA9 и HIG2 – в качестве опухоли скПКР были иден-
тифицированы 17 (81 %) из 21 образцов. При опре-
делении метилирования аналогичный показатель 
составил 16 (76 %) из 21 образцов. Полученные со-
отношения статистически значимо не различались 
(р = 1,0), т. е. оба метода демонстрируют одинаковую 
чувствительность. Сравнение результатов 2 методов 
по каждому образцу выявило, что совпадение наблю-
дается в 14 случаях (13 положительных и 1 отрицатель-
ный результат). В 7 случаях результаты не совпали. 
Поскольку использование каждого из методов 

приводит к значимой ассоциации исследуемых харак-
теристик с скПКР (р = 0,0001) и значимо ассоцииро-
ван каждый из генов-маркеров, был применен подход, 
основанный на одновременном учете результатов оп-
ределения экспрессии и метилирования. Исходя 
из этого принципа, положительным считается резуль-
тат, полученный любым из 2 использованных методов: 
в качестве скПКР были идентифицированы 20 (95 %) 
из 21 образцов. Следовательно, одновременное опре-
деление экспрессии и метилирования позволяет суще-
ственно увеличить правильную идентификацию опу-
холей в качестве скПКР с чувствительностью 95,24 % 
(95 % доверительный интервал (ДИ) 76,18–99,88 %) 
и специфичностью 95,24 % (95 % ДИ 76,18–99,88 %).

Полученная система маркеров может быть упро-
щена без существенной потери их характеристик. 
Определение экспрессии генов CA9 и HIG2 совместно 
с метилированием генов MIR9–1, MIR34b / c позволя-
ет идентифицировать опухоль скПКР с чувствитель-
ностью 90,48 % (95 % ДИ 69,62–98,83 %) и специфич-
ностью 95,24 % (95 % ДИ 76,18–99,88 %) (р <0,0001).

Однако с точки зрения практического использо-
вания маркеров имеет значение еще одна характери-
стика – надежность его выявления. В этом плане ве-
роятность неправильной идентификации опухоли 
вследствие случайной ассоциации маркера можно 
значительно уменьшить, если проводить идентифика-
цию на основании выявленной связи с опухолью не-
скольких маркеров одновременно. В приложении та-
кого подхода к системе 4 генов – CA9, HIG2 и MIR9-1, 
MIR34b / c – это может означать присутствие в образ-
це опухоли скПКР одновременно хотя бы 2 маркеров. 
Соответствующий расчет на основе полученных дан-
ных показывает, что платой за повышение надежно-
сти будет некоторое снижение чувствительности 
до 76,19 % при слабом понижении специфичности 
до 90,48 %. Надежность можно дополнительно 

Ассоциация генов-маркеров экспрессии и метилирования со светло-
клеточным почечно-клеточным раком

Association between expression and methylation marker genes and clear 
cell renal cell carcinoma

Маркер 
Marker

Значимость ассоциации, р 
Significance of association, p

CA9 0,00 001

HIG2 <0,00 001

MIR9-1 0,009

MIR34b / c 0,015

MIR124a-3 0,050

MIR129-2 0,021
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повысить, вернувшись к бόльшему числу применяе-
мых маркеров и добавив определение экспрессии ге-
нов EGLN3 и NDUF4L2, также связанных с скПКР 
[10]. Эти гены также оказались значимо высокоассо-
циированными с скПКР (р = 0,00 005 и 0,0005 соответ-
ственно). Следует отметить, что ассоциация каждого 
из изученных в данной работе генов с скПКР суммар-
но с выполненными ранее работами [9, 10] продемон-
стрирована на выборках, включающих 66 случаев 
(при определении экспрессии) и 91 случай (при опре-
делении метилирования). При анализе уже 8 генов – 
CA9, HIG2, EGLN3, NDUF4L2 (экспрессия) и MIR9-1, 
MIR34b / c, MIR124a-3, MIR129-2 (метилирование) – 
опухоль считали определенной, если это демонстри-
ровали одновременно 4 маркера. Такой подход, суще-
ственно повышающий надежность, не повлиял 
на показатель чувствительности (76,19 %), но повысил 
специфичность до 95,24 %.

Как обнаружено при анализе, 1 образец опухоли 
не показал связи ни с одним маркером. Вероятность 
случайности такого события можно ориентировочно 
оценить как (1 / 2)8 = 0,004, т. е. данный образец, скорее 
всего, был ошибочно отнесен к опухоли скПКР. Од-
нако это требует гистологического подтверждения. 
Представленные значения чувствительности и специ-
фичности предложенной системы могут быть уточне-
ны в процессе дальнейшей работы.

Таким образом, разработана система потенциаль-
но диагностических маркеров, включающая опреде-
ление экспрессии ряда белоккодирующих генов и ги-
перметилирования нескольких генов миРНК. Такая 
система позволяет повысить чувствительность и спе-
цифичность по отношению к определению только 
экспрессии или только метилирования. Формирова-
ние из 8 изученных генов подсистем с меньшим 
их числом позволяет в зависимости от решаемых за-
дач получать различные свойства. Меньшее число 
исследуемых генов упрощает и удешевляет работу. 
Ориентация на 1 маркер в качестве признака скПКР 
дает наиболее высокую чувствительность, а признание 
в качестве признака одновременное наличие связан-
ных с ним ряда маркеров обеспечивает наибольшую 
надежность идентификации каждого образца.

Изученные в настоящей работе гены были выбра-
ны на основании предыдущего исследования более 
широкого их набора, как продемонстрировавшие на-
илучшие результаты в качестве диагностических мар-
керов [9, 10].

Известны системы, основанные на измерении 
уровня экспрессии миРНК, направленные на выявле-
ние опухоли скПКР. Например, система MIR 193a-3p, 

MIR362, MIR572, MIR28-5p и MIR378 характеризуется 
чувствительностью 80 % и специфичностью 71 % [16]. 
При использовании панели из 2 миРНК (MIR141 
и MIR1233) показано, что скПКР потенциально может 
диагностироваться с чувствительностью 100 % и спе-
цифичностью 73 % [17]. Найденная в нашей работе 
система, основанная только на миРНК, имеет сходные 
характеристики чувствительности и специфичности.

В то же время одновременное определение экс-
прессии генов CA9 и HIG2 и гиперметилирования 
группы из 2 или 4 генов миРНК позволяет существен-
но улучшить эти характеристики связи маркеров 
с опухолью скПКР. Найденное явление обусловлено, 
по-видимому, разными функциональными проявле-
ниями изученных генов при скПКР. Гены CA9, HIG2, 
EGLN3, NDUF4L2 при развитии скПКР активируются 
транскрипционным фактором HIF1A при мутации 
VHL или гипоксии и, следовательно, являются одними 
из начальных звеньев развития опухоли [10, 18]. По-
вышенная экспрессия CA9 может быть связана с гипо-
метилированием этого гена при скПКР. Гиперметили-
рованные гены миРНК, наоборот, проявляют низкую 
активность.

Повышенная частота метилирования изученных 
генов миРНК может свидетельствовать об онкосу-
прессорной функции этих миРНК или о регуляции 
экспрессии онкогенов при скПКР. В частности, такую 
онкосупрессорную функцию MIR9 выполняет при ра-
ке желудка [19]. Метилирование MIR129-2 коррелиру-
ет с повышением экспрессии ряда онкогенов [20]. 
Метилирование генов MIR34b / c, MIR124a-3 коррели-
рует с характеристиками прогрессии опухоли и ассо-
циировано со снижением их экспрессии [21, 22].

Однонаправленное действие белоккодирующих 
генов и генов миРНК, но осуществляющееся различ-
ными функциональными путями, может не всегда 
происходить одновременно, что регистрируется 
как реализация повышенной экспрессии или метили-
рования в отдельных образцах, дополняя, следователь-
но, друг друга в качестве маркеров.

Заключение
Разработанные системы могут быть использованы 

для дальнейшей характеристики на расширенных вы-
борках образцов для создания методов ранней диаг-
ностики скПКР на основе биопсийного материала, 
который уже сейчас широко используется для иден-
тификации злокачественных опухолей малых разме-
ров при диагностике скПКР за рубежом [23]. Полу-
ченные результаты лягут в основу разработки метода 
неинвазивной диагностики в дальнейшем.
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