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Àêòóàëüíîñòü. Àíîìàëüíûå èçìåíåíèÿ ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ îáëàäàþò âûñîêèì ïîòåíöèàëîì äëÿ
ïðèìåíåíèÿ â êà÷åñòâå îíêîìàðêåðîâ. Çëîêà÷åñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ ìîëî÷íîé æåëåçû ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàí¸ííûõ òèïîâ îíêîïàòîëîãèè, â ñâÿçè ñ ÷åì èäåíòèôèêàöèÿ íîâûõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ äèàãíîñòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ ïðèîá-
ðåòàåò îñîáóþ àêòóàëüíîñòü. Öåëü. Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëàñü õàðàêòåðèñòèêà ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ îíêîãåííîãî ïóòè Wnt
SFRP2, PYGO1 è WIF1 ñ òî÷êè çðåíèÿ èõ ïîòåíöèàëüíîãî ïðèìåíåíèÿ â êà÷åñòâå ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîá-
ðàçîâàíèé ìîëî÷íîé æåëåçû. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ âáëèçè òî÷åê íà÷àëà òðàíñ-
êðèïöèè ãåíîâ-êàíäèäàòîâ èñïîëüçîâàí ìåòîä áèñóëüôèòíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ. Àíàëèç àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöè-
ôè÷íîñòè äåòåêöèè îïóõîëåé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êðèâûõ ROC â ñòàòèñòè÷åñêîì ïàêåòå SPSS. Ðåçóëüòàòû. Â îïóõîëåâûõ îáðàçöàõ
îáíàðóæåíî ãèïåðìåòèëèðîâàíèå èññëåäîâàííûõ îáëàñòåé ãåíîâ SFRP2, PYGO1 è WIF1, âêëþ÷àþùèõ 14, 5 è 7 CpG-äèíóêëåîòèäîâ,
ñîîòâåòñòâåííî. Â öåëîì, â îïóõîëÿõ óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ áûë çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè.
Èñïîëüçîâàíèå èíäåêñà ìåòèëèðîâàíèÿ íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûõ åäèíè÷íûõ CpG-äèíóêëåîòèäîâ îáåñïå÷èëî âûñîêèå ïîêàçàòåëè
÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè äåòåêöèè îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ: 88% è 94% (ãåí SFRP2, çäåñü è äàëåå: ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñïå-
öèôè÷íîñòü), 100% è 81% (ãåí PYGO1), 81% è 88% (ãåí WIF1). Çíà÷èìûõ èçìåíåíèé óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-äèíóêëåîòèäîâ â çà-
âèñèìîñòè îò êëèíè÷åñêîé ñòàäèè îïóõîëåé íå îáíàðóæåíî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ðàííåì âîçíèêíîâåíèè àíîìàëèé ãèïåðìåòèëèðî-
âàíèÿ ïðè ðàçâèòèè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû. Âûâîäû. Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ CpG-äèíóêëåîòèäîâ ãåíîâ SFRP2, PYGO1 è
WIF1 ïîçâîëÿåò ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ äåòåêòèðîâàòü îáðàçöû çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé ìîëî÷íîé æåëåçû è ïðåäñòàâëÿåò
èíòåðåñ â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ. Îáíàðóæåíèå àíîìàëüíîãî ãèïåðìåòèëèðîâàíèÿ óæå íà ðàííèõ ñòà-
äèÿõ ðàçâèòèÿ îïóõîëè ïåðñïåêòèâíî â êîíòåêñòå ðàçðàáîòêè ìåòîäîâ ðàííåé îíêîäèàãíîñòèêè.
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Background. Aberrant alterations of DNA methylation patterns in tumour cells are recognised as cancer-specific markers with high
potential for clinical applications. Breast cancers represent one of the most common malignancies, what necessitates the development
of molecular biomarkers to improve their diagnostics. Aim. Current work aimed at DNA methylation profiling of Wnt signalling pathway
components SFRP2, PYGO1 and WIF1 and testing the biomarker potential for the detection of breast cancer specimens. Materials and
Methods. Bisulfite pyrosequencing was employed for DNA methylation profiling in the vicinity of transcription start sites of the candidate
genes. Analytical sensitivity and specificity of cancer detection were calculated using ROC curve analysis and SPSS software package.
Results. In the breast cancer specimens, DNA hypermethylation was detected within the explored regions of SFRP2, PYGO1 and WIF1
that included 14, 5 and 7 CpG-sites, respectively. Generally, a significantly higher methylation degree was found in the cancer speci-
mens than in the histologically normal control tissue. High sensitivity and specificity of cancer detection was achieved when considering
the methylation percentages of most informative single CpG-sites as potential biomarkers, namely 88% and 94% (SFRP2, hereafter:
sensitivity and specificity), 100% and 81% (PYGO1), 81% and 88% (WIF1). No significant difference in the DNA methylation degree was
detected at different stages of breast cancer suggesting an early onset of aberrant DNA hypermethylation. Conclusions. Breast cancer
specimens can be accurately detected by analysing the methylation degrees of single CpG-sites of the explored genes, which are of in-
terest as potential diagnostic markers. Identification of aberrant DNA hypermethylation pattern already at the early stages of tumour pro-
gression holds promise in the context of developing epigenetics-based early diagnostics.
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Ââåäåíèå

Õàðàêòåð ìåòèëèðîâàíèÿ îíêî-àññîöèèðîâàííûõ ãå-
íîâ ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì èñòî÷íèêîì ìîëåêóëÿð-
íî-ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ äëÿ äèàãíîñòèêè îíêîëîãè-
÷åñêèõ çàáîëåâàíèé [1]. Òàê, â îòëè÷èå îò ìóòàöèé [2, 3]
èçìåíåíèÿ ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, ñâÿçàííûå
ñ ïîòåðåé ýêñïðåññèè ãåíîâ, êàê ïðàâèëî, ïðîèñõîäÿò
â îïðåäåë¸ííîì ó÷àñòêå ãåíà, íàïðèìåð, â ïðîìîòîðíîé
îáëàñòè èëè ïåðâîì ýêçîíå [1]. Ãèïåðìåòèëèðîâàíèå ðå-
ãóëÿòîðíûõ îáëàñòåé ãåíîâ ñïåöèôè÷íî äëÿ îïóõîëåé è
ïî÷òè íèêîãäà íå ïðîèñõîäèò â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ. Ýòî
áîëåå ÷àñòîå ñîáûòèå ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòðóêòóðíûìè
èçìåíåíèÿìè ãåíîìà, ïðè÷¸ì âîçíèêàþùåå óæå íà ðàí-
íèõ ýòàïàõ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ [4, 5]. Íàêîíåö, âûñîêî-
÷óâñòâèòåëüíûå ìåòîäû äëÿ àíàëèçà õàðàêòåðà ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ÄÍÊ îáåñïå÷èâàþò èäåíòèôèêàöèþ ñëåäîâûõ
êîëè÷åñòâ àíîìàëüíî ãèïåðìåòèëèðîâàíûõ ìîëåêóë
â ìàëûõ îáú¸ìàõ êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà [6, 7].

Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì îëèãîíóêëå-
îòèäíûõ ÄÍÊ-÷èïîâ ìû âûÿâèëè ìîëåêóëÿðíûé èäåí-
òèôèêàòîð íà îñíîâå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-äè-
íóêëåîòèäîâ ãåíîâ GHSR è SFRP2, êîòîðûé îáåñïå÷èâà-
åò âûñîêîòî÷íóþ äèñêðèìèíàöèþ çëîêà÷åñòâåííûõ íî-
âîîáðàçîâàíèé ìîëî÷íîé æåëåçû ñ îäíîé ñòîðîíû è
ïðèëåæàùåé ê îïóõîëè ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêà-
íè, äîáðîêà÷åñòâåííûõ èçìåíåíèé è òêàíè çäîðîâûõ
èíäèâèäîâ ñ äðóãîé ñòîðîíû [8]. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå
ôóíêöèîíàëüíóþ çíà÷èìîñòü îíêîãåííîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè Wnt [9, 10], êîìïîíåíòîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ áåëîê
SFRP2, â äàííîé ðàáîòå ìû äîïîëíèòåëüíî èçó÷èëè õà-
ðàêòåð ìåòèëèðîâàíèÿ è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ñèãíàëü-
íîãî êàñêàäà Wnt: ãåíîâ WIF1 è PYGO1. C èñïîëüçîâà-
íèåì îãðàíè÷åííîé âûáîðêè ïàðíûõ îáðàçöîâ îïóõîëåé
è ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè áîëüíûõ âïåðâûå
ïîêàçàíà ïîòåíöèàëüíàÿ ïðèìåíèìîñòü àíàëèçà ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ãåíà PYGO1 äëÿ äåòåêöèè çëîêà÷åñòâåííûõ

íîâîîáðàçîâàíèé ìîëî÷íîé æåëåçû, à òàêæå ïîäòâåðæ-
äåíû âûñîêèå ïîêàçàòåëè àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíà SFRP2.
Ïîñêîëüêó äëÿ ïîòåíöèàëüíîãî äèàãíîñòè÷åñêîãî ïðè-
ìåíåíèÿ æåëàòåëüíî ðàññìîòðåíèå ìèíèìàëüíîãî ÷èñëà
CpG-äèíóêëåîòèäîâ, äëÿ êàæäîãî èçó÷åííîãî ãåíà áûë
âûáðàí îäèí íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûé CpG-äèíóêëåî-
òèä, äëÿ êîòîðîãî îöåíåíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñïåöè-
ôè÷íîñòü äåòåöèè îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëÿþò èíòåðåñ â êîíòåêñòå ýïèãåíå-
òè÷åñêîé îíêîäèàãíîñòèêè.

Öåëü è çàäà÷è

Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â õàðàêòåðèñòèêå ïðîôèëåé
ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ îíêîãåííîãî ïóòè Wnt SFRP2,
PYGO1 è WIF1 ñ òî÷êè çðåíèÿ ïîòåíöèàëüíûõ ýïèãåíå-
òè÷åñêèõ ìàðêåðîâ çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé
ìîëî÷íîé æåëåçû. Çàäà÷àìè ðàáîòû áûë àíàëèç ïðîôè-
ëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ó÷àñòêîâ äàííûõ ãåíîâ, ðàñïîëî-
æåííûõ âáëèçè òî÷åê íà÷àëà òðàíñêðèïöèè, âûáîð
CpG-äèíóêëåîòèäîâ, èíäåêñ ìåòèëèðîâàíèÿ êîòîðûõ
ìàêñèìàëüíî äèñêðèìèíèðóåò îïóõîëü è êîíòðîëüíóþ
òêàíü, è èõ èñïîëüçîâàíèå äëÿ àíàëèçà àíàëèòè÷åñêîé
÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè äåòåêöèè îïóõîëåé.
Äîïîëíèòåëüíîé çàäà÷åé ÿâëÿëàñü îöåíêà óðîâíÿ ìåòè-
ëèðîâàíèÿ èçáðàííûõ îñòàòêîâ öèòèäèíà íà ðàçíûõ ñòà-
äèÿõ ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíà îãðàíè÷åííàÿ âûáîðêà èç
16 ïàðíûõ îáðàçöîâ îïóõîëåé è ïðèëåæàùåé ãèñòîëîãè-
÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè îò áîëüíûõ ñî çëîêà÷åñòâåí-
íûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè ìîëî÷íîé æåëåçû, âêëþ÷àþ-
ùèìè èíôèëüòðèðóþùèå ïðîòîêîâûå è äîëüêîâûå êàð-
öèíîìû (òàáë. 1). Îáðàçöû ïîëó÷åíû èç Îäåññêîãî íà-
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öèîíàëüíîãî ìåäèöèíñêîãî óíèâåðñèòåòà ñ ïîëíûì ñî-
áëþäåíèåì áèîýòè÷åñêèõ íîðì.

Ãåíîìíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Dnea-
sy Blood & Tissue kit («Qiagen», Ãåðìàíèÿ) â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ. ÄÍÊ â êîëè÷å-
ñòâå 2 ìêã îáðàáàòûâàëè áèñóëüôèòîì íàòðèÿ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì íàáîðà EpiTect Bisulfite kit («Qiagen»). Ðàñïî-
ëîæåííûå âáëèçè òî÷åê íà÷àëà òðàíñêðèïöèè ãåíîâ
SFRP2, WIF1 è PYGO1 ó÷àñòêè àìïëèôèöèðîâàëè ìå-
òîäîì ÏÖÐ â 50 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé
ôåðìåíò Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçó ñ «ãîðÿ÷èì ñòàðòîì»
(HotStarTaq, «Qiagen»), áóôåð â 10x ðàçâåäåíèè, 1,5 ìÌ
MgCl2, 200 ìêÌ êàæäîãî dNTP, 0,5 ìêÌ êàæäîãî ïðàé-
ìåðà, 1,2 Åä. ôåðìåíòà. Ïðîãðàììà àìïëèôèêàöèè
âêëþ÷àëà ýòàï àêòèâàöèè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû ïðè 95°C
â òå÷åíèå 15 ìèí, 1 ìèí äåíàòóðàöèè ïðè 95°C, 2 ìèí
îòæèãà ïðàéìåðîâ ïðè 62°C è ýëîíãàöèþ â òå÷åíèå
3 ìèí. Ïðè äàííîì òåìïåðàòóðíîì ðåæèìå ïðîâîäèëè
20 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè, ïðè ýòîì â êàæäîì ïîñëåäó-
þùåì öèêëå òåìïåðàòóðà îòæèãà ñíèæàëàñü íà 0,5°C.
Äàëüíåéøèå 20 öèêëîâ (ãåíû WIF1 è PYGO1) èëè
30 öèêëîâ (ãåí SFRP2) àìïëèôèêàöèè ïðîâîäèëè, äå-
íàòóðèðóÿ ÄÍÊ ïðè 95°C â òå÷åíèå 1 ìèí, ñ ïîñëåäó-
þùèì îòæèãîì ïðàéìåðîâ ïðè ôèêñèðîâàííîé òåìïå-
ðàòóðå 52°C â òå÷åíèå 2 ìèí è ýëîíãàöèè â òå÷åíèå 2
ìèí. Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ
ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2.

Ïèðîñåêâåíèðîâàíèå àìïëèêîíîâ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì íàáîðà Pyro Gold Reagent («Qiagen») íà
ïèðîñåêâåíàòîðå PSQ HS 96 Pyrosequencing System («Bi-
otage», Øâåöèÿ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì èçãîòîâè-
òåëÿ. Èíäåêñ ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-äèíóêëåîòèäîâ îöå-
íèâàëè â ïðîãðàììå PyroQ-CpG v.1.0.9 («Biotage»). Äëÿ
êîíòðîëÿ è êîððåêòèðîâêè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èñêà-
æåíèÿ èíäåêñà ìåòèëèðîâàíèÿ ÄÍÊ, âûçâàííîãî àìï-
ëèôèêàöèåé àíàëèçèðóåìûõ ãåííûõ ó÷àñòêîâ, èñïîëüçî-
âàëè êîíòðîëüíûå ïðîáû ÄÍÊ èçâåñòíîé ñòåïåíè ìåòè-
ëèðîâàíèÿ — 0, 25, 50, 75 è 100% — ïîëó÷åííûå èç ïîë-
íîñòüþ ìåòèëèðîâàííîé è íåìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ

(EpiTect PCR control DNA, «Qiagen»), îáðàáîòàííîé áè-
ñóëüôèòîì [11].

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ â îá-
ðàçöàõ îïóõîëåé è êîíòðîëüíîé òêàíè ïðîâîäèëè
ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïàðàìåòðè÷åñêîãî òåñòà Ìàí-
íà—Óèòíè â ïðîãðàììíîé ñðåäå R. Äëÿ àíàëèçà àíàëè-
òè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè äåòåêöèè
îïóõîëåé èñïîëüçîâàëè ñòàòèñòè÷åñêèé ïàêåò SPSS
v. 19.0.0.1.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè CpG-äèíóêëåîòèäîâ, óðîâåíü
ìåòèëèðîâàíèÿ êîòîðûõ äèñêðèìèíèðóåò çëîêà÷åñòâåí-
íûå íîâîîáðàçîâàíèÿ ìîëî÷íîé æåëåçû è îêðóæàþùóþ
îïóõîëü ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíóþ òêàíü, áûë ïðî-
âåä¸í àíàëèç ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ âáëèçè òî÷åê íà-
÷àëà òðàíñêðèïöèè òð¸õ ãåíîâ îíêîãåííîãî ñèãíàëüíîãî
ïóòè Wnt. Ïðèìåíåíèå áèñóëüôèòíîãî ïèðîñåêâåíèðî-
âàíèÿ îáåñïå÷èëî àíàëèç ñ âûñîêèì ðàçðåøåíèåì, ïî-
çâîëèâøèé ïîëó÷èòü êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó óðîâíÿ
ìåòèëèðîâàíèÿ 14 CpG-äèíóêëåîòèäîâ ãåíà SFRP2,
7 îñòàòêîâ öèòèäèíà â ãåíå WIF1 è 5 CpG-äèíóêëåîòè-
äîâ ãåíà PYGO1 (ðèñ. 1). Â öåëîì, óðîâåíü ìåòèëèðîâà-
íèÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ ó÷àñòêîâ â îïóõîëè çíà÷èìî
ïðåâîñõîäèë äàííûé ïîêàçàòåëü â îáðàçöàõ îêðóæàþ-
ùèõ îïóõîëü òêàíåé.

Äëÿ äàëüíåéøåé êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè áèîìàðêåð-
íîãî ïîòåíöèàëà â êàæäîì èññëåäîâàííîì ãåíå áûë âû-
áðàí îäèí CpG-äèíóêëåîòèä, óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ
êîòîðîãî ìàêñèìàëüíî ðàçëè÷àëñÿ â îáðàçöàõ îïóõîëè è
êîíòðîëüíîé òêàíè (ðèñ. 2À). Ñ èñïîëüçîâàíèåì âûáðàí-
íûõ îñòàòêîâ öèòèäèíà áûë ïðîâåä¸í àíàëèç ñ ïîìîùüþ
êðèâûõ ROC, ïîçâîëÿþùèõ îöåíèòü òî÷íîñòü áèíàðíîé
êëàññèôèêàöèè, ò.å. äåòåêöèè îïóõîëåé ñðåäè îïóõîëå-
âûõ è êîíòðîëüíûõ ïðîá. Èíôîðìàòèâíûì ïîêàçàòåëåì,
îòðàæàþùèì êà÷åñòâî èçó÷àåìîãî ìàðêåðà, ÿâëÿåòñÿ âå-
ëè÷èíà ïëîùàäè ïîä êðèâîé AUC. Òàê, âåëè÷èíû AUC
äëÿ ãåíîâ SFRP2, PYGO1 è WIF1 ñîñòàâèëè 0,939, 0,934 è
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Òàáëèöà 2
Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ

Ãåí Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ (5`-3`)
F: ïðÿìîé; R: îáðàòíûé; S: ñåêâåíèðóþùèé ïðàéìåðû;

bio: ìîäèôèêàöèÿ áèîòèíîì

Äëèíà àìïëèêîíà,
ï.í.

×èñëî èññëåäîâàííûõ
CpG-äèíóêëåîòèäîâ

SFRP2-F bio-TTTTTATTTTTTAGATTTGTATAAAAA 316 14

SFRP2-R AACCAAAACCCTACAACATC

SFRP2-S AAAAACTAACAACC

WIF1-F bio-GAGTGATGTTTTAGGGGTTT 414 7

WIF1-R CCTAAATACCAAAAAACCTAC

WIF1-S AAACTACATTCACAATAC

PYGO1-F TGAGATTTAGAGAGGTTATTTAAGT 317 5

PYGO1-R bio-ACATATAAAAATCCAAATTCCCC

PYGO1-S GGTATTTTATAGATAGGTGT



0,891 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 2Á). Òàêèì îáðàçîì, íàèáîëü-
øóþ òî÷íîñòü äèñêðèìèíàöèè îáðàçöîâ îïóõîëè è êîíò-
ðîëüíîé òêàíè äåìîíñòðèðîâàë CpG-äèíóêëåîòèä ãåíà
SFRP2 CpG_+45, îáåñïå÷èâàþùèé ïðè ïîðîãîâîì óðîâ-
íå ìåòèëèðîâàíèÿ 11,6% çíà÷åíèå àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè 88% è ñïåöèôè÷íîñòè äåòåêöèè îïóõîëè
94%. Äèíóêëåîòèä CpG_+76 ãåíà PYGO1 ïðè ïîðîãîâîì
óðîâíå ìåòèëèðîâàíèÿ 5,8% ïîçâîëÿë äåòåêòèðîâàòü îïó-
õîëü ñ âåëè÷èíàìè àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è
ñïåöèôè÷íîñòè 100% è 81% ñîîòâåòñòâåííî. Íàêîíåö,
äèíóêëåîòèä CpG_-110 ãåíà WIF1 ïðè ïîðîãîâîé âåëè-
÷èíå ìåòèëèðîâàíèÿ 23,5% ïîçâîëÿë äèñêðèìèíèðîâàòü
îáðàçöû îïóõîëè è íîðìàëüíîé òêàíè ñ 81% ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè è 88% ñïåöèôè÷íîñòè. Êîìáèíàöèÿ äàííûõ
CpG-äèíóêëåîòèäîâ íå ïðèâîäèëà ê ïîâûøåíèþ òî÷íî-
ñòè äåòåöèè îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ.

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå èçâåñòíûå èç ëèòåðàòóðû
ôàêòû î íàëè÷èè ýïèãåíåòè÷åñêèõ àáåððàöèé óæå íà
ðàííèõ ýòàïàõ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ, áûë ïðîàíàëèçèðî-
âàí õàðàêòåð ìåòèëèðîâàíèÿ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ â çà-
âèñèìîñòè îò ñòàäèé îïóõîëåé ìîëî÷íîé æåëåçû. Çíà-
÷èìûõ èçìåíåíèé óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-äèíóê-
ëåîòèäîâ íè â îäíîì èç èññëåäîâàííûõ ãåíîâ íå îáíàðó-
æåíî (ðèñ. 2Â), ÷òî ÿâëÿåòñÿ äîïîëíèòåëüíûì ïîäòâåð-
æäåíèåì ðàííåãî âîçíèêíîâåíèÿ àíîìàëèé ãèïåðìåòè-
ëèðîâàíèÿ ïðè ðàçâèòèè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû.

Îáñóæäåíèå

Â ðàáîòå èññëåäîâàíû ïðîôèëè ìåòèëèðîâàíèÿ òð¸õ
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ êîìïîíåíòû îíêîãåííîãî ñèãíàëü-
íîãî ïóòè Wnt. Äàííûé êàñêàä ñëóæèò äëÿ ïåðåäà÷è ñèã-
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Ðèñ. 1. Ïðîôèëü ìåòèëèðîâàíèÿ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ, ðàñïîëîæåííûõ âáëèçè òî÷åê íà÷àëà òðàíñêðèïöèè ãåíîâ SFRP2, WIF1 è PYGO1, â çëîêà÷åñò-
âåííûõ íîâîîáðàçîâàíèÿõ ìîëî÷íîé æåëåçû (âåðõíèå ÷àñòè òåïëîêàðò, «îïóõîëü») è â îêðóæàþùåé îïóõîëü ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêà-
íè (íèæíèå ÷àñòè äèàãðàìì, «íîðìà»).
Ñòîëáöû òåïëîêàðò ñîîòâåòñòâóþò èññëåäîâàííûì CpG-äèíóêëåîòèäàì, ñòðîêè — îáðàçöàì îïóõîëåé ïàöèåíòîâ. Ñòåïåíü ìåòèëèðîâàíèÿ
îïðåäåëÿëàñü ìåòîäîì áèñóëüôèòíîãî ïèðîñåêâåíèðîâàíèÿ è îòîáðàæåíà íà äèàãðàììàõ â âèäå îòòåíêà ñåðîãî (ñì. øêàëó ïîä ðèñóíêîì).
Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà CpG-äèíóêëåîòèäû, ñòåïåíü ìåòèëèðîâàíèÿ êîòîðûõ ìàêñèìàëüíî îòëè÷àåò îáðàçöû îïóõîëè è íîðìàëüíîé òêàíè è
êîòîðàÿ èñïîëüçîâàíà äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâûõ ROC. Íîìåðà CpG-äèíóêëåîòèäîâ ñîîòâåòñòâóþò ïîëîæåíèþ îñòàòêà öèòèäèíà ïî îòíîøåíèþ
ê òî÷êå íà÷àëà òðàíñêðèïöèè.



íàëà ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè â ÿäðî, ãäå ïðîèñõîäèò
àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîãðàìì, îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ êëåòî÷íóþ ïðîëèôåðàöèþ è óñòîé÷èâîñòü ê àïîï-
òîçó. Ïóòü Wnt èãðàåò êðèòè÷åñêè âàæíóþ ðîëü â íîðìà-
ëüíîì ýìáðèîíàëüíîì ðàçâèòèè, è åãî êîíñòèòóòèâíàÿ
àêòèâàöèÿ àññîöèèðîâàíà ñî ìíîæåñòâîì äåôåêòîâ ðàç-
âèòèÿ, à òàêæå ìíîãèìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè, âêëþ÷àÿ
çëîêà÷åñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ ìîëî÷íîé æåëåçû [9,
12] Ôóíêöèîíèðîâàíèå ïóòè Wnt êîíòðîëèðóåòñÿ íå-
ñêîëüêèìè èíãèáèòîðàìè, è èõ ýïèãåíåòè÷åñêàÿ èíàê-
òèâàöèÿ ìîæåò âíîñèòü âêëàä â àíîìàëüíóþ àêòèâàöèþ
äàííîãî êàñêàäà [13].

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ìû ïîäòâåðäèëè ðàíåå
îïèñàííûå íàìè âûñîêèå ïîêàçàòåëè ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè è ñïåöèôè÷íîñòè äåòåêöèè îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ
íà îñíîâå óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíà SFRP2 íà íåçà-
âèñèìîé âûáîðêå [8]. Îäíàêî â îòëè÷èå îò ïðåäûäó-
ùèõ ðàáîò, ðàññìàòðèâàþùèõ ïðîôèëè ìåòèëèðîâà-
íèÿ â áîëåå ïðîòÿæ¸ííûõ ó÷àñòêàõ, èç èññëåäîâàííûõ

14 îñòàòêîâ öèòèäèíà áûë âûáðàí ëèøü îäèí
CpG_+45, äåìîíñòðèðóþùèé ìàêñèìàëüíûå îòëè÷èÿ
óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ â îïóõîëåâûõ è êîíòðîëüíûõ
îáðàçöàõ. Âûáîð åäèíè÷íûõ CpG-äèíóêëåîòèäîâ äëÿ
àíàëèçà ïðåäñòàâëÿåòñÿ íàèáîëåå öåëåñîîáðàçíûì
ñ òî÷êè çðåíèÿ ïîòåíöèàëüíîãî ïðèìåíåíèÿ â äèàãíî-
ñòè÷åñêîé ïðàêòèêå.

Âûñîêèå ïîêàçàòåëè ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷-
íîñòè äåòåêöèè îáåñïå÷èëî èçìåðåíèå óðîâíÿ ìåòèëè-
ðîâàíèÿ îäèíî÷íîãî îñòàòêà öèòèäèíà â ïåðâîì ýêçîíå
ãåíà PYGO1 CpG_+76, êîäèðóþùåãî ÿäåðíûé êîìïî-
íåíò öåïè ïåðåäà÷è ñèãíàëà. Àíîìàëüíîå ìåòèëèðîâà-
íèå äàííîãî ãåíà ðàíåå áûëî ïîêàçàíî ïðè õðîíè÷åñêîì
B-êëåòî÷íîì ëèìôîëåéêîçå ([14] è ñîáñòâåííûå íåî-
ïóáëèêîâàííûå äàííûå). Ïðè ðàêå ìîëî÷íîé æåëåçû
ïðîôèëü ìåòèëèðîâàíèÿ äàííîãî ãåíà èññëåäîâàí âïåð-
âûå. Äîñòàòî÷íî âûñîêàÿ òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ îïóõî-
ëåâûõ îáðàçöîâ ïðîäåìîíñòðèðîâàíà è äëÿ CpG-äèíóê-
ëåîòèäà â ïðîìîòîðíîé îáëàñòè ãåíà WIF1.
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Ðèñ. 2. Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ è êðèâûå ROC äëÿ èçáðàííûõ CpG-äèíóêëåîòèäîâ, äåìîíñòðèðóþùèõ ìàêñèìàëüíûå îòëè÷èÿ â ñòåïåíè ìå-
òèëèðîâàíèÿ â îïóõîëè è ïðèëåæàùåé ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè.
(À) Ïðîöåíò ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-äèíóêëåîòèäà (âåðòèêàëüíàÿ îñü) â îïóõîëÿõ (Ò) è íîðìå (N). Êàæäûé êðóæîê îáîçíà÷àåò óðîâåíü ìåòèëèðî-
âàíèÿ â îòäåëüíîì îáðàçöå òêàíè. Ãîðèçîíòàëüíûå ëèíèè óêàçûâàþò ìåäèàíó ñòåïåíè ìåòèëèðîâàíèÿ èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ. Äîñòîâåð-
íîñòü îòëè÷èé ïðîöåíòà ìåòèëèðîâàíèÿ ìåæäó ãðóïïàìè ïðîâåðåíà ñ ïîìîùüþ òåñòà Ìàííà—Óèòíè. (Á) Êðèâûå ROC, ïîñòðîåííûå ñ èñïîëü-
çîâàíèåì äàííûõ ï. (À). Óêàçàíû âåëè÷èíû ïëîùàäè ïîä êðèâûìè (AUC). (Â) Óðîâåíü ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-äèóêëåîòèäîâ èç ï. (À) â îïóõîëÿõ
ðàçíûõ êëèíè÷åñêèõ ñòàäèé. Ãîðèçîíòàëüíûå ëèíèè îïèñûâàþò ìåäèàííûå çíà÷åíèÿ óðîâíÿ ìåòèëèðîâàíèÿ íà êàæäîé ñòàäèè.



Âûâîäû

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íà îãðàíè-
÷åííîé âûáîðêå îïóõîëåâûõ îáðàçöîâ, ïîêàçûâàþò ïåð-
ñïåêòèâíîñòü ðàññìîòðåíèÿ ãåíîâ ñèãíàëüíîãî ïóòè
â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ
çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé ìîëî÷íîé æåëåçû è
ïðåäïîëàãàþò äàëüíåéøåå èññëåäîâàíèå ìàðêåðíîãî ïî-
òåíöèàëà îáíàðóæåííûõ CpG-äèíóêëåîòèäîâ íà áîëü-
øèõ âûáîðêàõ êëèíè÷åñêè îõàðàêòåðèçîâàííûõ îáðàç-
öîâ. Êðîìå òîãî, â êîíòåêñòå íåèíâàçèâíîé äèàãíîñòèêè
âàæíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè äåòåêòè-
ðîâàòü ìåòèëèðîâàííûå ôîðìû äàííûõ ãåíîâ â ïëàçìå
êðîâè áîëüíûõ.

Àâòîðû äåêëàðèðóþò îòñóòñòâèå êîíôëèêòà èíòåðåñîâ.

Èññëåäîâàíèå ïîääåðæàíî íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîé
ñòèïåíäèåé Ãåðìàíñêîé ñëóæáû àêàäåìè÷åñêèõ îáìåíîâ
(DAAD) äëÿ Å.À.Ì.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Éîðã Õîàéçåë çà òåõíè÷åñêóþ ïîä-
äåðæêó è öåííûå îáñóæäåíèÿ.
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