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Целью данного исследования была оценка значимости ко-
личественного определения гиперметилирования первого
экзона гена DKK4 в качестве биомаркера опухолевой
трансформации эпителиальных клеток грудной железы
больных аденокарциномой 2–3-й стадии. Анализ метили-
рования был проведен методом количественного пиросек-
венирования с использованием набора PSQ96MA фирмы
Qiagen. Содержание метилированной ДНК при раке груд-
ной железы в среднем составил 36,8±12,63%, тогда как в
образцах условно нормальной ткани грудной железы –
19,37±7,1%, р0,01. Из 23 образцов ткани аденокарцино-
мы грудной железы высокий уровень содержания метили-
рованной ДНК первого экзона гена DKK4 был выявлен в
20 образцах (86,96%, р0,01); в 3 образцах уровень мети-
лированной ДНК был сопоставим с содержанием в образ-
цах условно нормальной ткани. Полученный результат по-
зволяет рекомендовать данный метод как биомаркер для
ранней диагностики аденокарциномы.
Ключевые слова: метилирование ДНК, ген DKK4, CG�сайт,
аденокарцинома грудной железы.

Метилирование ДНК признано фундаментальным эпигене;
тическим механизмом, который необходим для нормаль;

ного эмбрионального развития, регуляции деления клеток,
дифференцировки, апоптоза, при этом неправильное гипер;
или гипометилирование ДНК может приводить к ряду генети;
ческих заболеваний, включая новообразования [1, 2, 9, 13]. Ме;
тилирование цитозина, за которым следует гуанин (метилиро;
вание CpG), является наиболее широко исследованной эпиге;
нетической модификацией в организме человека [7, 14]. Оцен;
ка роли метилирования в «молчании» генов и геномной неста;
бильности пристально изучается в течение последних лет [1, 6]. 

Метилирование цитозина в первом экзоне генов приво;
дит к их инактивации путем блокирования транскрипции.
При скрининге клеточных линий колоректального рака и
колоректальных карцином была показана высокая частота
одновременного метилирования всех генов семейства SFRP
[1]. Было также доказано, что потеря функции генов SFRP
при их метилировании сопровождалось активацией Wnt�си;
гнального пути в клеточных линиях колоректального рака.
Гены DKK�семейства также являються ингибиторами акти;
вации Wnt�регуляторного каскада и тормозят рост опухолей.
Эпигенетическая инактивация этих генов приводит к акти;
вации опухолевого роста в эксперименте [3, 4].

Изучение роли эпигенетической модификации первого
экзона гена DKK4 может быть интересна для оценки воз;
можности использования метилирования этого гена в диа;
гностике и прогнозе течения рака грудной железы.

Цель исследования: оценка значимости количественно;
го определения гиперметилирования первого экзона гена

DKK4 в качестве биомаркера опухолевой трансформации
эпителиальных клеток грудной железы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В группу исследования вошли 23 женщины с подтвер;
жденным диагнозом аденокарциномы грудной железы 2–3;й
стадии, которые были комплексно обследованы в соответ;
ствии с требованиями действующих клинических протоко;
лов, регламентированных приказами МЗ Украины (№ 582
от 15.12.2003 и № 676 от 31.12.2004). Обследование проведе;
но на клинических базах кафедры акушерства и гинекологии
№ 1 Одесского национального медицинского университета.
Все женщины, включенные в исследование, дали информи;
рованное согласие.

Исследование метилирования генов DKK4 проводили на
биопсийном материале 23 образцов аденокарциномы грудной
железы и 22 образцов неизмененной ткани грудной железы от
этих же больных. Геномная ДНК была выделена с помощью
наборов GeneJET DNA Purification Kit (Thermo scientific,
USA). Бисульфитная обработка геномной ДНК была выпол;
нена согласно протоколу к набору EpiTect Bisulfite kit
(Qiagen, Germany). После бисульфитной обработки выделен;
ной ДНК была проведена амплификация методом
TouchDown ПЦР с HotStartTag DNA Polymerase. Для ампли;
фикации использовали набор Fermentas Maxima Hot Start
PCR Master Mix PCR kit (Thermo scientific, USA) и 5 пкмоль
специфических праймеров: 95оС – 15 мин, 10 циклов – 95 °С –
30 с, 65 °С – 1 мин, со снижением температуры на 1 °С / цикл;
40 циклов – 94 °C – 30 с, 60 °C – 45 с, 72 °C – 45 с; 72 °C –
10 мин. Дизайн праймеров осуществляли с помощью про;
граммы МethylPrimer Express v 1.0 (Applied Biosystems, USA). 

Анализ метилирования был проведен методом количествен;
ного пиросеквенирования с использованием набора PSQ96MA
фирмы Qiagen и 10 пкмол специфичных секвенирующих прай;
меров к первому экзону гена DKK4 согласно методики (Qiagen,
Germany). Количественный анализ метилирования проводили
на пиросеквенаторе PyroMark Q96 MD и PyroMark Q24 MDХ с
программой Pyro Q;CpG Software (Qiagen, Germany). Програм;
ма автоматически высчитывает степень метилирования CpG
сайтов в пробе и показывает его в процентах для каждого сайта
метилирования. Данные были обработаны методами непараме;
трической статистики по Фридману.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение эпигенетических механизмов регуляции раз;
вития, роста и старения, а также нарушение этих механиз;
мов, приводящее к возникновению различных заболеваний,
в том числе онкологических, имеет большое значение в по;
нимании механизмов онкогенеза. Для оценки возможности
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использования метилирования гена DKK4 как диагностиче;
ского маркера, было проведено изучение содержания мети;
лированной ДНК этого гена в образцах ткани, полученной
от больных раком грудной железы и условно нормальной
ткани грудной железы, взятой от этих же больных.

В первом экзоне гена DKK4 имеются четыре CG;сайта, в
которых метилируется цитозин при раке грудной железы. На
рис. 1 и 2 представлены результаты определения уровня мети;
лирования гена DKK4 методом пиросеквенирования. На пред;
ставленных рисунках показано содержание метилированной
ДНК для каждого СG;сайта гена DKK4 в образце ткани адено;
карциномы грудной железы и в условно нормальной ткани.

Содержание метилированной ДНК первого экзона гена
DKK4 в образцах ткани аденокарциномы грудной железы
значительно выше, чем в образцах неизмененной ткани груд;
ной железы, взятых от этих же больных. Так, содержание ме;
тилированной ДНК при раке грудной железы в среднем со;
ставил 36,8±12,63%, тогда как в образцах условно нормаль;
ной ткани грудной железы – составил 19,37±7,1%, с досто;
верностью р0,01. Из 23 образцов ткани аденокарциномы
грудной железы высокий уровень содержания метилирован;
ной ДНК первого экзона гена DKK4 был выявлен в 20 образ;
цах (86,96%, р0,01); в 3 образцах уровень метилированной
ДНК был сопоставим с содержанием в образцах условно
нормальной ткани. Низкий уровень содержания метилиро;
ванной ДНК гена DKK4 был выявлен в 21 образце неизме;
ненной ткани грудной железы, в двух образцах из 23 – содер;
жание метилированной ДНК было сравнимо с таковым в об;
разцах ткани рака грудной железы (34% и 35%).

На рис. 3 представлен усредненный анализ сравнения со;
держания метилированной ДНК гена DKK4 в образцах аде;
нокарциномы и неизмененной ткани грудной железы. Оцен;
ка чувствительности и специфичности количественной
оценки содержания метилированной ДНК гена DKK4 при
раке грудной железы, рассчитанная с помощью программы
MedCalc, составила 86,9% и 91,3% соответственно.

Wnt/beta;catenin клеточный регуляторный путь являет;
ся необходимым для нормального эмбрионального развития
и дифференцировки клеток. Аберрантная активация этого
пути приводит к блокировке апоптоза, дифференцировки
клеток, повышению митотического индекса [4, 7]. Функцио;
нирование Wnt пути связано с ключевым эффектором – бе;
та;катенином. В неактивном состоянии цитоплазматичес;
кий бета;катенин подвергается фосфорилированию и после;
дующей деградации в протеосомах. Активация Wnt регуля;
торного пути связана с взаимодействием факторов роста
Wnt с мембранным рецептором (семейство Frizzled рецеп;
тров), препятствуя тем самым деградации бета;катенина.
Транслокация последнего в ядро и взаимодействие с тран;

скрипционными факторами приводит к активации генов;
мишеней, функция которых связана с активацией пролифе;
рации (Сусline, C;myc и др). Гены DKK1,2,3,4, WIF1 предот;
вращают индукцию сигнализации, влияя на Frizzled рецеп;
торы и LRP5;6 ко;рецептор и являются ингибиторами
Wnt/beta;catenin клеточного регуляторного пути [5, 10].

Поскольку ген DKK4 является ингибитором Wnt регулятор;
ного клеточного пути, который участвует в регуляции пролифе;
рации и опухолевом росте, то метилирование гена DKK4 может
приводить к ингибированию его функции, тем самым способ;
ствуя активации пролиферации и росту опухоли [8, 9, 11].

ВЫВОДЫ

1. При количественной оценке содержания метилирован;
ной ДНК по CG;сайтам первого экзона гена DKK4 было выяв;
лено высокое содержание метилированной ДНК в образцах
ткани аденокарциномы грудной железы (36,8±2,63%), которое
было значительно выше, чем в неизмененной ткани грудной
железы, взятой от этих же больных (19,87±1,47%, р0,001).

2. Чувствительность количественного определения уровня
содержания метилированной ДНК гена DKK4, рассчитанная с
помощью программы MedCalc, составляет 86,9%, а специфич;
ность – 91,3%, что позволяет рекомендовать его как биомаркер
для ранней диагностики аденокарциномы грудной железы.

3. Метод пиросеквенирования, предложенный для ана;
лиза метилирования первого экзона гена DKK4, является
быстрым, надежным и высокоспецифичным методом, позво;
ляющим количественно определять содержание метилиро;
ванной ДНК в образцах ткани грудной железы.

Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå ìåòèëèðîâàííûõ ÑG-ñàéòîâ 
â ïåðâîì ýêçîíå ãåíà DKK4 â îáðàçöå íåèçìåíåííîé òêà-
íè ãðóäíîé æåëåçû

Примечание: процент метилированной ДНК в СG� 
(или GT для комплементарной цепи) сайтах указан вверху графика

Ðèñ. 2. Ñîäåðæàíèå ìåòèëèðîâàííûõ ÑG-ñàéòîâ 
â ïåðâîì ýêçîíå ãåíà DKK4 â îáðàçöå òêàíè 
àäåíîêàðöèíîìû ãðóäíîé æåëåçû

Ðèñ. 3. Óñðåäíåííûé àíàëèç ñðàâíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ 
ìåòèëèðîâàííîé ÄÍÊ ïî CG-ñàéòàì â ïåðâîì ýêçîíå ãåíà
DKK4 â îáðàçöàõ òêàíè àäåíîêàðöèíîìû ãðóäíîé æåëåçû
(1) è íîðìàëüíîé òêàíè ãðóäíîé æåëåçû (2)

Примечание: процент метилированной ДНК в СG� 
(или GT для комплементарной цепи) сайтах указан вверху графика
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Аналіз епігенетичної модифікації гена супресора
пухлинного росту DKK4 методом кількісного
піросеквенування при аденокарциномі 
грудної залози
В.М. Запорожан, В.В. Бубнов, В.Г. Марічереда,
Ю.Ю. Петровський, Д.Ю. Андронов

Метою даного дослідження було оцінювання значущості кіль;
кісного визначення гіперметилювання першого екзону гена DKK4
в якості биомаркера пухлинної трансформації епітеліальних
клітин грудної залози хворих на аденокарциному 2–3;ї стадії.
Аналіз метилювання було проведено методом кількісного піросек;
венування з використанням набору PSQ96MA фірми Qiagen.
Уміст метильованої ДНК у хворих на рак грудної залози в серед;
ньому становив 36,8±12,63%, тоді як у зразках умовно нормальної
тканини грудної залози – 19,37±7,1%, р0,01. Із 23 зразків тканини
аденокарциноми грудної залози високий рівень вмісту метильова;
ної ДНК першого екзону гена DKK4 було виявлено в 20 зразках
(86,96%, р0,01); в 3 зразках рівень метильованої ДНК був
порівнянний з умістом у зразках умовно нормальної тканини. От;
риманий результат дозволяє рекомендувати даний метод як
біомаркер для ранньої діагностики аденокарциноми.
Ключові слова: метилювання ДНК, екзон гена DKK4, CG�сайт,
аденокарцинома грудної залози.

The analysis of tumor growth suppressor DKK4
gene epigenetic modification using method 
of quantitative pyrosequencing in conditions 
of breast adenocarcinoma
V.N. Zaporozhan, V.V. Bubnov, V.G. Marichereda,
Yu.Yu. Petrovsky, D.Yu. Andronov

The aim of the study was the evaluation of the quantitative determi;
nation of hypermethylation of DKK4 gene first exon as a biomarker of
the breast epithelial cells malignant transformation in patients with
adenocarcinoma (2–3 stage). The analysis of DNA methylation was
performed by quantitative pyrosequencing using the set PSQ96MA
(Qiagen, USA). The average methylated DNA level in conditions of
breast cancer equals to 36,8±12,63 percents whereas the same normal
breast indexes equal to 19,37±7,1 percents, р0,01. The increased con;
tent of methylated DNA in DKK4 gene first exon was revealed in 20
samples of breast adenocarcinoma tissues out of 23 (86.96%, р0,01);
in the rest 3 samples the investigated content of methylated DNA was
the comparable with the same index in the normal breast tissues. The
obtained result allows to recommend this method as a biomarker for
early diagnostics of adenocarcinoma.

Key words: DNA methylation, DKK4 gene, CG�site, breast adenocarci�
noma.
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