
 
 
 

УДК 577.21:577.214+616.61-006.6 

192 ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2018. Том 23 

 

ДУБРОВСЬКА Г.В.
1
, ОНИЩЕНКО К.В.

1
, ПЕРЕТА Л.В.

2
, КАШПАРОВА О.В.

1
, 

ГРИГОРЕНКО В.М.
2
, СКРИПКІНА І.Я.

1©
 

1 Інститут молекулярної біології та генетики НАН України, 

Україна, 03143, м. Київ, вул. Академіка Заболотного, 150, е-mail: dubrovskaya@univ.net.ua 
2 ДУ «Інститут урології НАМН України», 

Україна, 04053, м. Київ, вул. Ю. Коцюбинського, 9-А, е-mail: grygorenkosl@gmail.com 
i.skrypkina@imbg.org.ua, +38 (044) 526-34-98 

 

МІКРОСАТЕЛІТНІ ЗМІНИ ТА МЕТИЛУВАННЯ ГЕНА RASSF1  

У ХВОРИХ НА НИРКОВО-КЛІТИННИЙ РАК 
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Мета. Все більшої актуальності набуває ви-

вчення молекулярно-генетичних змін, що зумо-

влюють злоякісну трансформацію клітин і ви-

значають біологічну поведінку пухлин як перс-

пективних діагностичних і прогностичних мар-

керів. Метою дослідження було визначення 

статусу метилування і втрати гетерозиготності 

гена RASSF1А в злоякісних пухлинах нирки та 

оцінка можливості його застосування як клініч-

ного маркера. Методи. Визначення алельного 

дисбалансу в локусі гена RASSF1 виконували з 

використанням високополіморфних маркерів 

D3S966, D3S1568 для раку нирки (РН) в парних 

зразках пухлинної і умовно нормальної тканини 

методом ПЛР, з подальшою детекцією продук-

тів ПЛР у поліакриламідному гелі. Епігенетичну 

мінливість промотора гена RASSF1A визначали 

за допомогою метил-специфічної ПЛР, для чого 

попередньо проводили бісульфітну обробку 

ДНК. Статистичну значущість відмінностей між 

досліджуваними групами аналізували за допо-

могою точного критерію Фішера та U-критерію. 

Результати. Проведені дослідження показали 

прогностичну значущість інактивації RASSF1A 

за РН. Ступінь метилування геномної ДНК гена 

RASSF1A склав 72%, а втрата гетерозиготності – 

близько 35,4%. Висновки. Отримані результати 

можуть свідчити про те, що ген RASSF1 може 

стати кандидатом для включення в прогностич-

ну систему клінічного перебігу цього типу раку. 

Ключові слова: рак нирки, епігенетичні зміни, 

метилування, втрата гетерозиготності, RASSF1. 

 

Нирково-клітинний рак (НКР) – найбільш 

поширена злоякісна пухлина нирки, що охоп-

лює низку підтипів новоутворень нирки з різ-

номанітними патогістологічними, генетичними 

та епігенетичними характеристиками. В 2016 

році в Україні було зареєстровано 4486 випадків 

захворювання на рак нирки (згідно з даними 

Національного канцер-реєстру). За період 2016 

року від цього типу раку померло 2030 осіб. 

НКР є другою за поширеністю причиною 

смерті у всьому світі і становить 8,8 мільйона 

смертей у 2015 році. За даними Всесвітньої ор-

ганізації охорони здоров’я очікується, що про-

тягом наступних двох десятиліть число нових 

випадків захворювання виросте приблизно на 

70%. 

Клінічні дослідження засвідчують, що 

НКР є майже нечутливим до променевої та хі-

міотерапії, тому основним методом лікування 

таких хворих є хірургічне видалення пухлини. 

Лише у 20% пацієнтів спостерігається слабка 

відповідь на хіміотерапію і лише 5% пацієнтів 

отримують повний ефект [1].  

Також виявлено, що на момент виявлення 

захворювання у 25–30% пацієнтів діагносту-

ються метастази, і навіть після радикального 

оперативного лікування [2] 20–30% хворих не 

переживає 2-річного терміну. Однак, якщо за-

хворювання виявлене на ранніх стадіях і не ме-

тастазує (поширюється на інші органи) або про-

никає глибше в тканини нирки, то 5-річна ви-

живаність становить 65–90% [3]. Незважаючи 

на порівняно невелику частку в загальній струк-

турі онкологічних захворювань, ці види раку є 

причиною смертності або інвалідності досить 

великого числа пацієнтів через пізню діагности-

ку, а також високу частоту виникнення рециди-

вів і прогресії. 

Виявлення хворих на НКР є малоефекти-

вними у зв’язку з переважно безсимптомним 

перебігом ранніх стадій цього захворювання. На 

жаль, в Україні сьогодні рання діагностика цьо-

го типу раку у пацієнтів без симптомів патології 

складає лише 16%. Водночас цей тип раку вилі-

ковний у більш ніж 90% випадків, якщо діагноз 

поставлений на ранній стадії. Тому вкрай важ-

ливо розробити методи ранньої діагностики 
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НКР, а також, як ніколи, гостро постає питання 

точного визначення типу пухлини і її молекуля-

рно-генетичних особливостей через те, що тар-

гетна терапія в більшості випадків є високоспе-

цифічною та більш ефективною. 

Рак завжди пов’язаний із різноманітними 

молекулярно-генетичними змінами і порушен-

нями, що стають причиною утворення та пода-

льшого розвитку пухлин. Завдяки детекції цих 

змін стає можливим прогнозувати перебіг за-

хворювання [4]. 

Розвиток НКР пов’язаний із низкою змін у 

багатьох генах-супресорах, які можуть інакти-

вуватися в результаті мутацій, протяжних але-

льних делецій [5], метилування СрG-острівців у 

промторних ділянках [6]. У нормальних сома-

тичних клітинах більшість CpG-острівців не 

метильовані. Абеpрантне метилування CpG-

острівця будь-якого гена-супресора пухлинного 

росту може призвести до припинення його екс-

пресії, сприяючи ініціації та прогресії пухлини. 

Відомо, що мікросателітні перебудови 

можуть виступати в якості потенційних міше-

ней діагностики раку [7]. Для розвитку РН най-

більш типовими генетичними аномаліями є де-

леції, які відбуваються на короткому плечі хро-

мосоми 3 (LОН 3p) [8]. Вона складає близько 

75,8% усіх випадків. Ця аномалія збігається з 

проявом хвороби фон Хиппеля-Ліндау з часто-

тою 34–56% випадків за розвитку одиничної 

карциноми [9].  

Суперсімейство RAS-малих ГТФ-

зв’язуючих білків відіграє вирішальну роль у 

внутрішньоклітинних шляхах сигналізації, го-

ловним чином в активації МАРК каскаду [10].  

Ген RASSF1 (Ras association domain fami-

ly1) розташований на довгому плечі хромосоми 

3 (локус 3р21.3) та має вісім екзонів (1α, 1β, 2αβ, 

2γ, 3, 4, 5, та 6). RASSF1 – досить добре вивче-

ний онкосупресор, який може впливати на клі-

тинний цикл, динаміку тубуліну, апоптоз та 

стабілізацію мікротрубочок [11]. Існує сім різ-

них ізоформ RASSF1, які утворюються внаслі-

док диференціального використання двох про-

моторів та альтернативного сплайсингу. На сьо-

годні встановлена біологічна роль лише двох 

білкових ізоформ - RASSF1А та RASSF1С, що є 

основними ізоформами RASSF1. Ізоформа А 

транскрибується від верхнього промотору, а 

ізоформа С – від нижнього. Обидві промоторні 

ділянки містять незалежні CpG-острівці. Мети-

лування кожного з них вимикає транкрипцію 

RASSF1. Також було виявлено, що гіперметилу-

вання першого промотора асоційовано із виник-

ненням різних типів пухлин [12]. 

У цьому дослідження було проаналізова-

но ступінь метилування CpG-острівця А-ізофор-

ми гена, а також мікросателітні перебудови гена 

RASSF1 із використанням високополіморфних 

маркерів D3S966 та D3S1568. 

Ця робота присвячена оптимізації наявних 

та створенню нових методичних підходів з ана-

лізу статусу метилування вибраних генів-

маркерів та визначенню мікросателітних пере-

будов для впровадження в діагностичну практи-

ку з метою раннього виявлення порушень в ор-

ганізмі людини, пов’язаних із розвитком онко-

логічних хвороб, зокрема РН. 

 

Матеріали і методи 

Групу обстеження склали 50 хворих із ве-

рифікованим діагнозом рак нирки, у яких зі 

зразків пухлин та умовно здорових тканин була 

виділена геномна ДНК (табл. 1). Розчин та реак-

тиви для виділення геномної ДНК: «Gene Elute 

Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit» («Sig-

ma», США). 

 

Таблиця 1. Медичні дані пацієнтів із ра-

ком нирки, зразки яких використовували в ро-

боті 

Хворі на НКР 

Параметри Кількість пацієнтів 

Вік >55 33 (66 %) 

Вік <55 17 (33 %) 

Ч/Ж 32/18 (64 % / 36 %) 

стадія 1-2 44 (88 %) 

стадія 3-4 6 (12 %) 

T1a+b N0 M0-1 28 (56 %) 

T2 a+b N0 M0 13 (26 %) 

T3 a+b N0-1 M0-1 9 (18 %) 

 

Визначення алельного дисбалансу в локу-

сі гена RASSF1 виконували з використанням 

високополіморфних маркерів D3S966 та 

D3S1568 для РН в парних зразках пухлинної і 

умовно нормальної тканини методом ПЛР. Реа-

кційна суміш для проведення ПЛР загальним 

об’ємом 20 мкл складалася з 300 нг геномної 

ДНК, 1Х DreamTaq™ Green Bufer («Thermo 

Scientific», США), 200 мкМ dNTP, 1,5 од. 

DreamTaq™ DNA polymerase («Thermo Scientif-

ic», США) і 200 мкМ кожного з праймерів. Ам-

пліфікацію здійснювали за наступних умов: 

денатурація – +96ºС, 1 хв. (у першому циклі – 
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4 хв.); реаосоціація праймерів протягом 1 хв за 

відповідних температур (табл. 2), синтез – 

+72ºС; 40 циклів. Прилад для проведення амп-

ліфікації «Applied Biosystems 2720® thermal 

cycler» («Applied Biosystems», США). Детекцію 

продуктів ПЛР проводили за допомогою методу 

вертикального гель-електрофорезу в 8% ПААГ 

у 1хТВЕ буфері (0,02 М ЕДТА, 1 М тріс, 1 М 

борна кислота, рН 8,3). Для приготування ПА-

АГ брали 6,665 мл 30% акриламіду, 2,5 мл 

10хТВЕ, 200 мкл 10хПСА (персульфат амонію) 

та 15,650 мл деіонізованої води. Візуалізацію 

розділених продуктів ПЛР після фарбування 

бромистим етидієм проводили за допомогою 

ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad, США). 

Епігенетичну мінливість транскрипту 

RASSF1A визначали за допомогою метил-

специфічної ПЛР, для чого попередньо прово-

дили бісульфітну обробку ДНК з використан-

ням набору EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo 

Research, США). 

Реакцію проводили, використовуючи такі 

послідовності праймерів: F 5’-GTGTTAACG-

CGTTGCGTATC-3’ та R 5’-AACCCCGCGAAC-

TAAAAACGA -3’ (169 п. н.) у приладі для про-

ведення ампліфікації «Applied Biosystems 2720® 

thermal cycler» («Applied Biosystems», США) з 

використанням набору реагентів «DreamTaq™ 

Green Polymerase» («Thermo Scientific», США). 

Реакцію проводили в 20 мкл суміші згідно з 

протоколом до використаного реагенту. 

Ампліфікацію здійснювали за такими 

умовами: перший цикл денатурації за темпера-

тури 95ºС протягом 5 хв., денатурація за темпе-

ратури 95 ºС протягом 30 с, температура реасо-

ціації праймерів – 58ºС 20 с, синтез – 72 ºС 20 с. 

Усього 40 циклів. У якості позитивного контро-

лю використовували штучно метильовану ДНК, 

отриману за допомогою набору реактивів «CpG 

Methyltransferase (M. SssI)» («Thermo Scientific», 

США). Для ідентифікації очікуваних фрагментів 

проводили ПЛР-продуктів у 1,5%-ому агароз-

ному гелі та візуалізували шляхом фарбування 

бромистим етидієм із подальшою документаці-

єю результатів за допомогою ChemiDoc™ XRS+ 

System (Bio-Rad, США). 

Статистичну обробку даних проводили з 

використанням пакета прикладних програм 

STATISTICA 7.0 (StatSoft. Inc., США). Статис-

тичну значущість відмінностей між досліджува-

ними групами аналізували за допомогою точно-

го критерію Фішера та U-критерію. Відмінності 

вважалися статистично значущими за p < 0,05. 

 

Результати та обговорення 

Детекцію мікросателітних змін проводили 

шляхом визначення змін двох високополіморф-

них маркерів, що локалізовані на  хромосомі 3 

людини (локуси 3р21.3 та 3р25.3), за допомогою 

ПЛР-аналізу на гДНК з біопсій пухлин пацієнтів 

із РН та навколишньої умовно здорової ткани-

ни, взятої не менше 1,5 см від місця ураження. 

Мікросателітний аналіз був проведений для 50 

пацієнтів і передбачав два мікросателітні мар-

кери гена RASSF1 (D39S966 та D3S1568). Інфо-

рмативність маркера D39S966 склала 94% (47 з 

50), а маркера D3S1568 – 80% (44 з 50).  

У пухлинах РН сумарна втрата гетерози-

готності (LOH) за двома маркерами локуса гена 

RASSF1 склала 35,4%: за маркером D39S96 – 

14,9% пацієнтів (7 із 47), за маркером D3S1568 – 

20,5% (9 із 44) пацієнтів відповідно. 

Отримані нами дані щодо епігенетичних 

порушень транскрипту А гена RASSF1 склали 

72% (36 з 50) метилування гДНК з пухлин та 

42% (21 з 50) метилування гДНК з прилеглих 

(умовноздорових тканин) у пацієнтів з РН. Для 

цього гена було обраховано чутливість та спе-

цифічність, і вони склали 68% та 30% відповід-

но. Висунуто припущення, що одночасне вияв-

лення на ДНК здорової паренхіми нирки мети-

лування RASSF1А та алельного дисбалансу за 

маркерами D39S966 та D3S1568 може бути 

ознакою несприятливого прогнозу для цього 

пацієнта з раком нирки, що портебуватиме до-

даткового післяопераційного лікування. 

 

Таблиця 2. Умови проведення ПЛР для мікросателітного аналізу 

Маркер Т ºС Послідовність праймерів 
Розмір 

(п. н.) 

D39S966 [13]  58 ºС 
F 5’ – TACCTCCTCACRGTTTCATATTAG – 3’  

120  
R 5’ – CACATAGTATGTTCTCGGCTAAGAG – 3’   

D3S1568 [14]  60 ºС  
F 5’ – CCATGAACAGAACCTCCCTA – 3’  

284  
R 5’ – CCGCTGTCCTGCTGTAAG – 3’    
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Висновки 

Отже, в результаті проведених досліджень 

із виявлення структурних та епігенетичних змін 

гена RASSF1 (втрата гетерозиготності та мети-

лування промотора) у пухлинах РН отримані 

дані, які свідчать про те, що висока частота ін-

активації RASSF1 як за допомогою LOH 

(35,4%), так і за допомогою метилування (72%), 

що спостерігається за цього типу онкологічного 

захворювання, може бути використана у пода-

льшому для створення тест-системи ранньої 

неінвазивної діагностики карциноми нирки на 

позаклітинних ДНК плазми крові. 
Робота виконана за грантової підтримки 

Національної академії наук України за конкурсним 

проектом Цільової комплексної міждисциплінарної 

програми наукових досліджень «Фундаментальні 

основи молекулярних та клітинних біотехнологій» 

(проект 0115U002951).  
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MICROSATELLITE ALTERATION AND METYLATION OF RASSF1 GENE IN RENAL CELL 

CARCINOMA 

Aim. It becomes more and more relevant to study as the promising diagnostic and prognostic markers the epigenetic and 

genetic changes that determine the malignant transformation of cells and biological behavior of tumors. The purpose of 

our research was to study the loss of heterozygosity of the RASSF1 gene and the status of methylation of the locus of 

the RASSF1A gene in malignant tumors of the kidneys and to assess the potential for its use as a marker in clinical prac-

tice. Methods. The determination of the allele imbalance in the RASSF1 gene locus was performed by PCR using highly 

polymorphic markers D3S966, D3S1568 for renal cancer (RC) in paired samples of tumor and conditionally normal 
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tissue and the PCR products detection in polyacrylamide gels. The epigenetic variability analysis of the RASSF1A gene 

was performed by using methyl-specific PCR, which was preceded by bisulfite DNA treatment. The statistical signific-

ance of the differences between the study groups was analyzed by using F-test and the U-test. Results. Our studies 

showed the predictive value of inactivation of RASSF1A in RC. The methylation level of the genomic DNA of the 

RASSF1A loci of the RASSF gene was 72 %. The loss of the heterozygosity of the RASSF1 gene in this type of oncolog-

ical disease was about 35.4 %. Conclusions. The results may indicate that the gene RASSF1 can become a candidate for 

inclusion in the prognostic system of clinical course of the disease. 

Keywords: kidney cancer, epigenetic changes, methylation, loss of heterozygosity, RASSF1. 


