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а даними статистики, в

структурі онкологічних за�

хворювань у світі РПЗ посідає

друге місце за поширенням та

п'яте – за смертністю [1]. Впровад�

ження в клінічну практику методу

визначення рівня ПСА дозволило

значно покращити діагностику РПЗ

на ранніх стадіях, збільшити частоту

виконання радикального втручання

[2]. Проте, суттєвою проблемою є

хибно позитивні результати, що

змушує проводити непотрібну біо�

псію ПЗ, тому доцільність застосу�

вання ПСA як маркера скринінгу

РПЗ сумнівна [3]. В той же час, за да�

ними деяких дослідників, існує по�

тенційний ризик гіпердіагностики

клінічно незначущого РПЗ, лікуван�

ня якого зумовлює виникнення ус�

кладнень, що потребують великої

уваги і витрат [4]. Це спричинило

дискусію щодо користі ранньої діаг�

ностики РПЗ й аргументів проти

скринінгу.

Така ситуація свідчить про не�

обхідність пошуку маркерів для виз�

начення агресивності РПЗ, які доз�

волили б уникнути неадекватного

лікування, більш ефективно й пер�

соніфіковано підходити до лікуван�

ня хворих. Визначені численні по�

тенційні маркери РПЗ у сироватці

крові, сечі, сім'яній рідині та тканині

пухлини.

Наявність загального механізму

епігенетичних розладів (гіпермети�

лювання CpG–острівців промо�

торів, генів–супресорів росту пух�

лин, гіпометилювання онкогенів) є

підставою для пошуку потенційних

маркерів РПЗ з огляду на зміни ме�

тилювання промоторів цих генів [5].

Аргументами на користь викорис�

тання біомаркерів на основі аналізу

стану метилювання промоторів ге�

нів та виявлення делеції є висока

стабільність ДНК, наявність ефек�

тивної технології для масштабного

пошуку відповідних змін, можли�

вість виявлення метилювання генів у

рідинах організму: крові, сечі, слині

тощо [6]. Мультигенні дослідження
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важливі для розвитку сучасних про�

гностичних і діагностичних ме�

тодів. Порушення генів 3–ї хромосо�

ми часто спричиняє формування

пухлин епітеліального походження

[7]. На короткому плечі 3–ї хромосо�

ми містяться групи генів – супре�

сорів росту пухлин, інактивація яких

можлива внаслідок метилювання

промоторів або делеції, вони мо�

жуть бути використані як онкомар�

кери [8]. Більшість Not–сайтів ло�

калізовані в ділянках промоторів

генів і є потенційними генетичними

маркерами структурних змін хро�

мосоми. Саме тому в досліджені ви�

користана технологія NotI–мікро�

чипів, що дозволяє одночасно вияв�

ляти генетичні (делеції, ампліфік�

ації) та епігенетичні (метилювання)

зміни генів.

Мета: ідентифікація нових по�

тенційних діагностичних епігене�

тичних та генетичних маркерів пух�

лин ПЗ.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ

Досліджені зразки матеріалу у 33

хворих, яким здійснена трансрек�

тальна мультифокальна біопсія під

контролем ультразвукового дослід�

ження в умовах клініки. Вік хворих

на момент проведення дослідження

від 51 до 74 років, у середньому (64,2

± 4,1) року. Вихідний рівень ПСА у

сироватці становив 5,1 – 44,7 нг/мл,

у середньому (13,6 ± 2,9) нг/мл, в то�

му числі 10 нг/мл і менше – у 16

(48,5%), 10,1 – 19,9 нг/мл – в 11

(33,3%), 20 нг/мл і більше – у 6

(18,2%).

За даними морфологічного

дослідження, у 15 хворих верифіко�

вано ДГПЗ, у 18 – аденокарциному

ПЗ. За встановленого діагнозу РПЗ

середнє значення ступеня дифе�

ренціації аденокарциноми за Глісо�

ном становило (6,7 ± 0,5) бала, 6

балів і менше – у 8 (44,4%), 7 балів –

у 6 (33,3%), 8 балів і більше – у 4

(22,2%). РПЗ І клінічної стадії

(Т1N0М0) встановлена у 3 (16,7%)

хворих, ІІ стадії (Т2N0М0) – у 9

(50%), ІІІ стадії (Т3N0М0) – у 4

(22,2%), ІV стадії (Т3–4N0М0–1) – у

2 (11,1%).

Як контрольні використані 4

зразки тканини ПЗ, в яких за резуль�

татами морфологічного досліджен�

ня верифікований хронічний про�

статит.

Геномну ДНК виділяли шляхом

екстракції хлороформ–фенолом за

протоколом за Маніатисом [9]. Екст�

ракцію тотальної РНК здійснено з

використанням RNeasy Mini kit

(Qiagen, Німеччина) за рекоменда�

ціями виробника. Якість РНК кон�

тролювали за допомогою спектро�

фотометра (NanoDrop Technologies

Inc., США) та з використанням RNA

integrity number (RIN; Agilent Techno�

logies, США); кДНК синтезували за

допомогою Maxima Reverse Trans�

criptase (Thermo Fisher Scientific,

США) і відповідних праймерів.

Для аналізу з використанням NotI

–мікрочипів відібрані 180 клонів 3–ї

хромосоми людини. NotI–проби от�

римані за технологією, наведеною

раніше [10]. Гібридизацію зразків

проводили при температурі 42°С

протягом 15 год на приладі Lucidea

Base device (Amersham Pharmacia

Biotech) за рекомендаціями вироб�

ника. Мікрочипи досліджували на

сканері GenePix 4000A. Результати

обробляли за допомогою програм

GenePix Pro 6.0 software (Amersham

Pharmacia Biotech) та NIMAN.

Бісульфітну обробку ДНК здій�

снювали за допомогою EZ DNA

Methylation Kit (Zymo Research) за

рекомендаціями виробника. 

Після ампліфікації ДНК шляхом

бісульфітної обробки продукти лан�

цюгової реакції з полімеразою

(ЛРП) клоновані і використані для

автоматичного секвенування (ABI

Prism 3100–Avant Genetic Analyzer,

Applied Biosystems, США).

Експресію генів BHLHE40, BCL6 і

ITGA9 досліджували з використан�

ням комерційного набора прай�

мерів (Applied Biosystems, США) і

7500 Real–Time PCR System (Applied

Biosystems). Кожну реакцію прово�

дили тричі. Результати кількісної

ЛРП аналізували з використанням

референтних генів GAPDH, ACTB і

B2M. Якщо експресія змінювалась

більше ніж удвічі, результати вважа�

ли значущими.

Для аналізу частоти метилюван�

ня та/або делеції в групах хворих з

пухлинами ПЗ за різних патомор�

фологічних змін використані тест

Фішера і критерій χ2. Зразки за р<

0,05 вважали статистично значущи�

ми. Набір маркерів для ідентифікації

і диференціювання ПЗ пухлин отри�

маний за допомогою статистичного

методу векторних машин. Чутли�

вість, специфічність і точність набо�

рів маркерів обчислювали як про�

порцію відповідно правдивих пози�

тивних, правдивих негативних і

правдивих позитивних + правдивих

негативних результатів.

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

З використанням NotI–мікро�

чипів досліджена геномна ДНК 15

зразків біопсій ДГПЗ та 18 зразків

РПЗ. Для контролю використані

зразки ДНК пацієнтів з запаленням

ПЗ. Сайти рестрикції NotI (GCGGC�

CGC) часто локалізовані всередині

промоторів генів і чутливі до оброб�

ки рестриктазою NotI, що відобра�

жає стан метилювання або наявність

делеції відповідних генів. У 50 генах

3–ї хромосоми виявлено високу ча�

стоту змін стану метилювання або

делеції (від 33 до 82%), що свідчило

про значення порушень 3–ї хромо�

соми людини у виникненні РПЗ

(табл. 1).

Відібрані 10 генів, в яких метилю�

вання/делеція відбувались най�

частіше, для аналізу залежності їх ча�

стоти від клінічних показників у

хворих (рівень ПСА, ступінь дифе�

ренціації за Глісоном, стадія РПЗ).

При аналізі залежності стану ме�

тилювання/делеції генів від вихід�

ного рівня ПСА у сироватці статис�

тично значущої різниці не було.

Проте, відзначено, що у хворих при

РПЗ і ПСА 20 нг/мл і більше метилю�

вання/делецію досліджуваних генів

виявляли частіше.

Встановлено, що метилюван�

ня/делецію частіше виявляли у хво�

рих за низькодиференційованої

аденокарциноми. Зокрема, у 8 з 10

генів виявлене метилювання/де�

леція в усіх 4 хворих, гени MANF і

PLCL2 – у 3 з них за ступеня дифе�

ренціації пухлини 8 балів і більше

(за Глісоном).

Досліджено залежність частоти

метилювання/делеції від клінічної

стадії РПЗ. У хворих при РПЗ IV ста�

дії спостерігали метилювання/де�
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лецію 9 з 10 відібраних генів, в 1 не

було метилювання/делеції гена

CLASP2. За інших стадій РПЗ статис�

тично значущої залежності частоти

метилювання/делеції маркерів не

було.

Вперше доведено участь деяких

генів (HMGB1L5, LRRC58, GPR149,

DZIP1L, C3orf77, NUDT16), в яких

виявлені зміни за результатами ви�

користання NotI–мікрочипів, у кан�

церогенезі. Встановлений зв'язок

деяких генів (FOXP1, MANF, GATA2,

ALDH1L1, EPHB3) з пухлинами ПЗ.

Найбільшу групу становлять гени,

асоційовані з різними пухлинами,

вперше доведено їх участь у виник�

ненні РПЗ (BCL6, ITGA9, FBLN2,

SOX2, LRRC3B тощо).

В генах CTDSPL, ALDH1L1,

LRRC3B, IQSEC1,FOXP1, GNAI2,

EPHB1, WNT7A виявлене метилю�

вання/делеція при раку товстого ки�

шечнику, недрібноклітинному раку

легенів, раку шийки матки, світло�

клітинній карциномі нирок, сероз�

ному раку яєчників.

Для перевірки результатів вико�

ристання NotI–мікрочипів (деталь�

ного аналізу стану метилювання)

проведене бісульфітне секвенуван�

ня 3 генів/локусів FGF12, GATA2,

LMCD1 і гена TESSP2 як контрольно�

го. Ген FGF12 (fibroblast growth factor

12) зумовлює мітогенний потенціал

клітин, сприяє їх виживанню. Він

суттєво метильований при раку

грудної залози і товстого кишечни�

ку. З іншого боку, за плоскоклітинної

карциноми легенів відзначене під�

вищення експресії цього гена. 

Для визначення змін гена FGF12

проаналізовані 12 зразків РПЗ за

ступеня диференціації за Глісоном

від 4 до 9 балів. В усіх зразках виявле�

не метилювання NotI–сайта у 40 –

80% клонів. Високий рівень метилю�

вання NotI–сайта (30 – 70% клонів)

спостерігали також у генах GATA2

(GATA binding protein 2) и LMCD1

(LIM and cysteine–rich domains 1). В

гені серинової протеази TESSP2 (не�

гативний контроль) метилювання

було майже відсутнє (менш ніж у

10% клонів). Таким чином, гіперме�

тилювання генів є суттєвим (час�

тим) механізмом інактивації при

РПЗ.

Як приклад, в генах BHLHE40

(basic helix–loop–helix family mem�

ber e40), BCL6 (B–cell CLL/lymphoma

6) і ITGA9 (інтегрин 9) виявлено ви�

соку частоту метилювання/делеції

промоторів за результатами викори�

стання NotI–мікрочипів, у більшості

перевірених зразків відзначене

суттєве зниження рівня експресії

цих генів за даними ЛРП. Таким чи�

ном, високій рівень метилюван�

ня/делеції асоційований з знижен�

ням експресії досліджених генів.

Для виявлення пухлин ПЗ нами

запропонована панель з 6 генів/ло�

кусів (BHLHE40, FOXP1, LOC285205,

ITGA9, CTDSPL (RBSP3), FGF12). Ген

BHLHE40 (регіон 3p26) кодує фак�

тор транскипції і є потенційним ге�

ном–супресором росту пухлин. Ген

RBSP3 (3p21.3) кодує фосфатазо�

подібний протеїн, важливий для ак�

тивації протеїну ретинобластоми

(Rb). Ген ITGA9 (3p21.3) кодує інтег�

рин альфа 9. Делеції в регіоні 3p14,

що містить FOXP1 (forkhead box P1

protein), пов'язані з наявністю зли�

того гена TMPRSS2–ERG в геномі

при РПЗ. Виникнення делеції може

свідчити про супресорну роль гена

FOXP1.

Для виявлення агресивного РПЗ

нами запропонована панель з 5

генів/локусів (LOC440944/SETD5,

VHL, CLCN2, OSBPL10/ZNF860,

LMCD1). Ген VHL (von Hippel–Lindau

tumor suppressor gene; 3p25.3) часто

інактивується при світлоклітинному

Tàáëèöÿ 1. Ìåòèëþâàííÿ/äåëåö³ÿ 10 NotI–ñàéò³â çà âèñîêî¿ ÷àñòîòè çì³í ïðè ÄÃÏÇ ³ ÐÏÇ 

×àñòîòà ìåòèëþâàííÿ/äåëåö³¿ 

ÄÃÏÇ ÐÏÇ NotI–ñàéò Ãåí/ëîêóñ Ëîêàë³çàö³ÿ 

àáñ. % àáñ. % 

NR5–IH18RS BHLHE40 3p26.1 14 93,3 15 83,3 

NR1–XM13C IQSEC1 3p25.2 11 73,3 15 83,3 

NR1–AK24R BCL6 3q27 11 73,3 15 83,3 

NL1–BA6R FOXP1 3p14.1 10 66,7 15 83,3 

NR1–KJ5R (C) FBLN2 3p25.1 11 73,3 13 72,2 

NR1–EP7RS CLASP2 3p22.3 12 80 12 66,7 

NL1Z216R (D) MANF 3p21.1 12 80 12 66,7 

NL1–GK21R (C) ROPN1/KALRN 3q13.3 9 60 15 83,3 

NL4–AP18R (C) PLCL2 3p24.3 8 53,3 16 88,9 

NL1A401R (D) ITGA9 3p21.3 9 60 14 77,8 

 

Taáëèöÿ 2. Ìàðêåðè äëÿ ðàííüîãî âèÿâëåííÿ ÐÏÇ, äèôåðåíö³éíî¿ ä³àãíîñòèêè ÄÃÏÇ ³ ÐÏÇ òà âèçíà÷åííÿ ñòóïåíÿ 

àãðåñèâíîñò³ ÐÏÇ 

Çàñòîñóâàííÿ Ìàðêåðè 
Ñïåöèô³÷í³ñòü, % 

)mx( ±  

×óòëèâ³ñòü, % 

)mx( ±  
ð< 

Ä³àãíîñòêà ÐÏÇ, ÄÃÏÇ  

òà àãðåñèâíîãî ÐÏÇ 
BHLHE40, FOXP1, LOC285205, ITGA9, RBSP3, FGF12 94 ± 4 95 ± 4 0,01 

Äèôåðåíö³éíà ä³àãíîñòèêà 

ÐÏÇ òà ÄÃÏÇ 
FAM19A4, CAND2, MAP4, KY, LRRC58 73 ± 11 93 ± 7 0,01 

Âèçíà÷åííÿ ñòóïåíÿ 

àãðåñèâíîñò³ ÐÏÇ 
SETD5, VHL, CLCN2, OSBL10, LMCD1 97 ± 3 100 0,01 
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раку нирок. Підвищення його рівня

індукує апоптоз в клітинах ПЗ. Ген

CLCN2 (3q27–q28) кодує протеїн ка�

налів іону хлору 2. Цей ген є тера�

певтичною мішенню при інгібу�

ванні злоякісної гліоми. Ген LMCD1

(LIM and cysteine–rich domains pro�

tein 1; 3p26–p24) відомий як по�

тенційний онкоген при раку печін�

ки. Ген OSBPL10 (oxysterol binding

protein–like 10; 3p22.3) відіграє клю�

чову роль у балансі холестерину.

Для диференційної діагностики

ДГПЗ і РПЗ нами запропоновані 5

генів/локусів (FAM19A4, CAND2,

MAP4, KY, LRRC58). Ген FAM19A4

(3p14.1) кодує хемокінподібний

протеїн TAFA4. Метилювання

FAM19A4 виявлене при раку шийки

матки і грудної залози. Він є по�

тенційним супресором росту пух�

лин. Ген CAND2 (cullin–associated

and neddylation–dissociated 2 pro�

tein; 3p25.2) може бути регулятором

транскрипції і відігравати важливу

роль у формуванні убіквітин–лігаз�

ного комплексу. Ген MAP4 (micro�

tubule–associated protein 4; 3p21)

стабілізує мікротубули та контро�

лює їх динаміку в мітозі. Щодо ролі

генів KY (kyphoscoliosis peptidase;

3q22.2) і LRRC58 (leucine–rich

repeat–containing protein 58;

3q13.33) у виникненні РПЗ, як і генів

FAM19A4, CAND2 і MAP4, відомостей

немає.

Таким чином, за результатами

кластерного аналізу відібрані ге�

ни–кандидати для визначення різ�

них стадій раку, зокрема, запропо�

новані 16 нових потенційних мар�

керів, що можуть з високою до�

стовірністю бути використані для

раннього виявлення РПЗ, диферен�

ційної діагностики ДГПЗ і РПЗ та

визначення ступеня агресивності

РПЗ (табл. 2).

Таким чином, порушення 3–ї

хромосоми людини можуть бути

пов'язані з виникненням пухлин ПЗ.

За допомогою технології NotI–

мікрочипів у 50 генах/локусах мети�

лювання/делецію виявлено більш

ніж у 30% зразків ДНК пухлин ПЗ за

різних морфологічних змін. Мети�

лювання промоторної ділянки генів

FGF12, GATA2 і LMCD1 підтверджене

за допомогою бісульфітного секве�

нування. Зміни генів BHLHE40, BCL6

і ITGA9 асоційовані з зниженням їх

експресії за результатами кількісної

ЛРП. Для 6 генів (HMGB1L5, LRRC58,

GPR149, DZIP1L, C3orf77 і NUDT16)

раніше не було відомостей про зв'я�

зок з злоякісними новоутворення�

ми. Особливо важливий аналіз пору�

шень сигнальних шляхів, в яких

задіяні ці гени. Отримані нами ре�

зультати свідчать про високий по�

тенціал технології NotI–мікрочипів

для пошуку генетичних і епігенетич�

них порушень при РПЗ. В той же час,

не встановлений зв'язок ідентифіко�

ваного нами набору генетичних

маркерів з клінічними показниками

у хворих (рівень ПСА, ступінь дифе�

ренціювання пухлини за Глісоном,

стадія РПЗ), що потребує подальших

досліджень з залученням додатко�

вих маркерів.

Основний результат дослідження

– визначення 16 нових потенційних

маркерів для ранньої та дифе�

ренційної діагностики пухлин ПЗ за

різних морфологічних характерис�

тик.
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