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с использованием технологии Днк чипов 
Infinium HumanMethylation450 BeadChips был 
проанализирован количественный статус ме-
тилирования Днк в 12 парных образцах аде-
нокарциномы предстательной железы и мор-
фологически неизмененной ткани. Анализ 
дифференциально метилированных регионов 
генома показал ассоциацию с патологическим 
статусом для 21610 гиперметилированных и 
3852 гипометилированных Cpg сайтов. До-
минирование в опухолевом геноме гипермети-
лированных сайтов и их преимущественная 
локализация в регуляторных областях генов 
свидетельствуют об их вероятной роли в ре-
ализации механизмов генной супрессии в па-
тогенезе рака предстательной железы (рпЖ). 
Для 14 генов в исследованном массиве были 
охарактеризованы максимальные показатели 
гиперметилирования в промоторной области 
(>50% Cpg сайтов) в сочетании с высокими 
различиями в уровне метилирования между 
клиническими группами (>40%). роль гипер-
метилирования в некоторых из них: AOX1, 
KLF8, ZNF154, TMEM106A в патогенезе рпЖ 
уже была показана ранее. Для оценки диа-
гностического потенциала эпигенетических 
маркеров рпЖ была проведена непредвзятая 
селекция отдельных Cpg сайтов, наиболее 
достоверно дискриминирующих опухолевые 
образцы от группы неопухолевых образцов. 
В отобранную диагностическую модель, осно-
ванную на логистической регрессии, вошло 
9 Cpg сайтов. Валидация модели была осу-
ществлена на независимом массиве данных 
по метилированию 40 парных образцов рпЖ 
из проекта Атлас ракового генома (TCgA), 
проанализированных на такой же версии 
Днк чипа. полученные после валидации 
суммарные показатели диагностической ин-
формативности модели (специфичность 95%, 
чувствительность 97%, площадь под характе-

ристической кривой диагностического теста 
(ROC) – 0,96) позволяют рассматривать эти 
Cpg cайты в качестве потенциальных мар-
керов для молекулярной диагностики рпЖ.
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рак предстательной железы (рПж) является 
одним из самых распространенных онкологи-
ческих заболеваний среди мужчин. В россии 
ежегодно заболеваемость растет в среднем на 
8,7%, а суммарный прирост заболеваемости за 
десятилетний период с 1996 по 2006 г. (129,4%) 
опережает рост заболеваемости всеми другими 
видами рака [1,3]. Как и большинство онколо-
гических заболеваний, рПж на ранних стади-
ях характеризуется бессимптомным течением, 
что существенно осложняет его своевременную 
диагностику [2]. однако результаты научных 
исследований, проведенных в последнее деся-
тилетия, позволили существенно улучшить по-
нимание молекулярных механизмов патогенеза 
данного заболевания. охарактеризованы изме-
нения в уровне образования факторов роста и 
их рецепторов, активации сигнальных каскадов, 
ассоциированных с андрогеновыми рецептора-
ми и рецепторами эстрогенов. Появилось боль-
шое количество экспериментальных данных, 
раскрывающих роль генетических (мутации) и 
эпигенетических факторов в патогенезе рПж, 
что позволяет рассматривать некоторые из них 
в качестве кандидатных маркеров для ранней 
диагностики [27].

из эпигенетических изменений, ассоцииро-
ванных с рПж, особая роль отводится абер-
рантному метилированию ДнК. инактивация 
за счет гиперметилирования ДнК в промотор-
ных регионах как механизм потери функцио-
нальной активности показана для некоторых 
генов репарации ДнК, клеточной дифференци-
ровки, и в совокупности с генетическими му-
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тациями это может создавать благоприятный 
фон для возникновения множества ассоцииро-
ванных с опухолевым ростом других молеку-
лярно-генетических нарушений. Уже охарак-
теризован ряд генов, метилирование которых 
связывают с развитием рПж. так, изменение 
профиля метилирования промоторной области 
гена глутатионтрансферазы S (GSTP1), вовле-
ченного в регуляцию апоптоза и утилизацию 
ксенобиотиков, является одним из наиболее 
широко описанных проявлений эпигенетиче-
ских аномалий в опухолевых клетках (в том 
числе, предстательной железы) [22]. Гиперме-
тилирование промоторных областей при рПж 
было показано для генов APC, RASSF1, генов 
рецептора андрогенов (AR), рецептора эстро-
генов (Era, ERb), антигена CD44, цитохрома 
P4501A1 (CYP1A1) и др. [37]. тем не менее, 
далеко не все эпигенетические изменения 
можно рассматривать как функционально зна-
чимые в контексте патогенеза онкологического 
заболевания. многие из них могут являться 
уже следствием других масштабных молеку-
лярно-генетических изменений, ассоциирован-
ных со стремительным развитием опухолевых 
клеток. 

Возможности комплексного и непредвзятого 
анализа эпигенетических событий, происходя-
щих в ходе развития злокачественной опухоли, 
до недавнего времени были ограничены на мето-
дическом уровне. Большинство известных на се-
годняшний день данных о роли метилирования 
ДнК в рПж было получено с использованием 
ген-ориентированного подхода, основанного на 
анализе ограниченного числа кандидатных ге-
нов. В течение нескольких последних лет арсе-
нал методов исследования существенно попол-
нился. Для анализа метилирования ДнК стали 
применяться технологии секвенирования нового 
поколения, технологии ДнК-чипов, позволяю-
щие получать данные о статусе метилирования 
на полногеномном уровне.

Все большее распространение получает ис-
пользование адаптированных для исследования 
статуса метилирования ДнК-чипов. основ-
ным преимуществом такого подхода является 
возможность одновременного анализа боль-
шого количества заранее предопределенных 
CpG сайтов в геномной ДнК. так, ДнК-чип 
«Infinium HumanMethylation450 BeadChip» от 
компании «Illumina» (Сша) – это фактически 
полногеномный вариант исследования, так как 
он анализирует 98,9% от всех охарактеризован-
ных генов (по базе данных UCSC RefGenes) 
со средним покрытием на ген в 17,2 зондов. 
Постановка исследования с использованием 
метильных ДнК-чипов хорошо автоматизиру-
ется, данные получаемые на чипах одной и 

той же версии легко сравнивать и анализиро-
вать, они хорошо воспроизводимы. Указанный 
ДнК чип выбран в качестве стандарта для ис-
следовании метилирования ДнК в различных 
группах онкологических заболеваний, в том 
числе и рПж, в рамках международного про-
екта «атлас ракового генома» (TCGA - The 
Cancer Genome Atlas). К настоящему времени 
уже опубликованы результаты нескольких ис-
следований по раку предстательной железы, 
выполненные с использованием чипа Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip. В последнем 
из них был проанализирован статус метили-
рования 20 парных образцов опухолевой и 
патологически неизмененной ткани, получен-
ных в ходе тотальной простатэктомии [18]. В 
двух других было проанализированы выборки 
из 19 не парных образцов рПж и 4 образцов 
нормальной ткани [23], а в исследовании J.M. 
Devaney и соавт., было проанализировано 6 
парных образцов [12]. В этих исследованиях 
удалось выявить значительное количество диф-
ференциально метилированных CpG сайтов. 
однако, полученные результаты еще не были 
проверены в независимых исследованиях. Кор-
ректное сравнение данных не всегда возможно 
и из-за различий в стратегии отбора клиниче-
ских образцов для анализа (наличие/отсутствие 
в анализе образца нормы), различий этническо-
го характера и других клинических особенно-
стей исследуемых групп.

Целью данного исследования является ко-
личественный анализ профиля метилирования 
ДнК с использованием технологии Infinium 
HumanMethylation450 BeadChip (HM450) на вы-
борке из гистологически верифицированных пар-
ных образцов аденокарциномы предстательной 
железы и неопухолевой ткани для характери-
стики возможных патогенетических механизмов 
развития рПж, обусловленных эпигенетически-
ми изменениями, а так же подтверждения ранее 
выявленных и поиска новых эпигенетических 
маркеров заболевания.

Материалы и методы

Клиническая группа. исследование проводилось на 
базе ГКБ № 50 ДЗ г. москвы. В исследование было вклю-
чено 12 пациентов после радикальной простатэктомии c 
гистологически верифицированной ацинарной аденокарци-
номой, ранее не лечившихся по поводу рПж и давших 
информированное согласие на участие. Средний возраст 
пациентов на момент забора образцов составлял 61 г. в 
диапазоне от 49 до 74 лет. У всех пациентов отмечалась 
периневральная инвазия, у 1 из 5 пациентов с эктрапроста-
тической инвазией дополнительно была отмечена инвазия 
в семенные пузырьки.

Выделение ДНК из парафиновых срезов. Для анализа 
профиля метилирования использовалась ДнК парафинизи-
рованных послеоперационных образцов тканей простаты, 
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при этом отдельно выделялась ДнК из опухолевых и не-
опухолевых участков ткани одного и того же пациента. 
таким образом, из образцов ткани простаты 12 больных 
было выделено 12 образцов ДнК опухолевой ткани и 12 
образцов ДнК неопухолевой ткани. Депарафинизация про-
водилась ксилолом, выделение ДнК из парафинизирован-
ных тканей проводилось с использованием набора AllPrep 
DNA/RNA FFPE (Qiagen).

Анализ метилирования на чипе HM450. образцы 
ДнК, выделенные из опухолевой и неопухолевой тканей 
предстательной железы были бисульфит-конвертированы с 
использованием набора EZ DNA Methylation gold (ZymoRe-
search) согласно инструкции производителя. исследование 
статуса метилирования было, как отмечалось, произведе-
но с использованием технологии Infinium HumanMethyl-
ation450 (HM450) Bead Chiparray (Illumina, Inc.) согласно 
инструкции производителя. Парные образцы были пред-
ставлены в пределах одного чипа. анализ для всех образ-
цов был проведен одновременно.

Контроль качества и препроцессинг. Контроль каче-
ства и препроцессинг данных полученных при использова-
нии чипа HM450, проводился при помощи программного 
обеспечения RnBeads v0.99 [47]. Фильтрация корректно 
идентифицированных CpG сайтов производилась с ис-
пользованием алгоритма Greedycut со следующими по-
казателями: p>0.05, покрытие < 95%. В качестве меры 
метилирования использовалась количественная величина 

 , где Imet - интенсивность сигнала от 

зонда, идентифицирующего определенный метилированный 
CpGсайт, а Inonmet- интенсивность от зонда, идентифици-
рующего этот же CpG сайт в случае его неметилированно-
го статуса. таким образом, диапазон значений β меняется 
от 0 до 1, где β=0 говорит об отсутствии метилирования в 
исследуемом сайте, а β=1 – о его полном метилировании. 
Фоновая коррекция и нормализация данных производилась 
с использованием алгоритмов NOOB[14] и BMIQ[37].

Анализ дифференциально метилированных регионов. 
Для выявления дифференциально метилированных CpG 
сайтов использовался алгоритм Limma [35] со следующи-
ми критериями: разница между средними значениями 𝛃 в 
группе образцов с опухолевой тканью (от) и неопухоле-
вой тканью (не от) (𝚫𝛃 =  𝛃ОТ – 𝛃неОТ) по абсолютному 
значению>0,2 при p<0.01с поправкой на множественное 
сравнение по критерию FDR (False Discovery Rate). Для 
определения более протяженных дифференциально мети-
лированных регионов, включающих множество CpG сайтов 
использовался такой же подход с предварительным усред-
нением показателей метилирования по CpGсайтам, входя-
щим в анализируемый регион. Функциональная аннотация 
дифференциально метилированных регионов и анализ обо-
гащения категорий базы данных Gene Ontology (GO) про-
водились с помощью программного пакета R GOStats [14] 
и онлайн сервиса REVIGO [37].

Отбор кандидатных диагностических маркеров. 
Для выявления CpG сайтов, наиболее достоверно отли-
чающих по статусу метилирования ДнК опухолевых и 
неопухолевых образцов использовали алгоритм LASSO, 
реализованный в программном пакете Glmnet 2.0-2 [21]. 
обучение модели на основе логистической регрессии 
было выполнено на экспериментально полученных дан-
ных по дифференциально метилированным CpG сайтам. 
Валидация модели производилась на открытых данных, 
полученных при исследовании метилирования ДнК в 
образцах рПж с использованием такого же типа чипов 
и предоставленных нам консорциумом «The Cancer Ge-
nome Atlas» (TCGA) [49]. Специфичность, чувствитель-
ность модели и данные для создания характеристической 
кривой диагностического теста – ROC расчитывали при 
помощи пакета R pROC [45].

результаты и обсуждение

Общая характеристика вариабельности 
метилирования. В ходе препроцессинга по-
лученных данных из начального набора CpG 
сайтов для дальнейших расчетов были удалены 
значения по CpG сайтам, не удовлетворяющие 
аналитическим критериям качества данных. В 
результате, для дальнейших расчетов использо-
вался выравненный массив, в котором в каждом 
из образцов присутствует информация по мети-
лированию 457123 СpG сайтов. из группового 
сравнения был исключен целиком один из об-
разов нормы, в котором количество некорректно 
идентифицированных значений превысило уста-
новленный порог.

Для общей оценки биологической значимости 
метилирования в исследованном массиве дан-
ных были использованы методы кластеризации 
на основе всех 457123 полученных β-значений 
с использованием метода главных компонент 
(PCA) и корреляционного анализа по Спирмену. 
Как следует из визуализации результатов PCA-
анализа (рис.1а), образцы, соответствующие 
опухолевой и неопухолевой ткани группируются 
в два различимых кластера. При этом образцы, 
относящиеся к неопухолевой ткани, группиру-
ются в более компактный и четко отделяемый 
кластер. Суммарно, первые две компоненты 
выполненного PCA теста объясняют около 43% 
вариабельности между образцами патологии и 
нормы. Это соответствует опубликованным ра-
нее наблюдениям о меньшей вариабельности 
показателей метилирования в неопухолевых тка-
нях и, наоборот, большему разбросу данных в 
опухолевых образцах [39]. аналогичные выводы 
можно сделать из результатов анализа попарной 
корреляции по Спирмену, выполненной между 
всеми возможными парами в исследуемых об-
разцах. рассчитанные коэффициенты корреляции 
(от 0,85 до 1) отражают схожесть образцов по 
характеру метилирования всех CpG сайтов. Ви-
зуализация корреляционного анализа по Спир-
мену приведена на рис. 1Б. В итоге, наиболее 
общий анализ, учитывающий эпигенетическую 
вариативность всех полученных данных, свиде-
тельствует о том, что различия в метилировании 
ДнК достоверно ассоциированы с патологиче-
ским статусом образца. 

Анализ дифференциально метилированных 
регионов. Для анализа дифференциально мети-
лированных (Дм) регионов сравнивали средние 
значения метилирования для каждого CpG сай-
та между группами от и не от по алгоритму 
LIMMA с дополнительными критериями. По ре-
зультатам анализа поставленным условиям удов-
летворило 25262 CpG сайта. из них в группе 
опухолевых образцов 21610 CpG сайтов, лока-



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2016, ТОМ 62, № 1

125

лизованных в 4614 генах, были гиперметилиро-
ванными, а 3852 CpGсайта (1946 генов) были 
гипометилированными по отношению к таким 
же участкам в группе неопухолевых образцов. 
При этом, по крайней мере, 508 генов имели 
смешанный характер метилирования. то есть, 
различные их участки были представлены как 
гипо-, так и гиперметилированными сайтами. В 
большинстве случаев, у таких генов наблюда-
лись отличия в профиле метилирования между 
промоторной областью (гиперметилирование) по 
сравнению с телом гена и 3’- нетранслируемой 
областью (гипометилирование). Среди генов с 
таким характером распределения метилирования 
были CDH13 (cadherin 13), кодирующий один из 
белков клеточной адгезии, и MTSS1 (Metastasis 
Suppressor 1), ответственный за супрессию ме-
тастазирования, а так же другие гены. 

Выявленное при анализе опухолевых образ-
цов соотношение гипер- и гипометилирования 
соответствует опубликованным недавно данным, 
основанным на полногеномном анализе метили-
рования в рПж. так, преобладание гипермети-
лирования ДнК в патологических образцах рПж 
было показано как в работах, выполненных с 
использованием ДнК чипов, так и основанных 
на методе секвенирования бисульфит конверти-
рованной ДнК [4, 28].

Геномное распределение и функциональная 
аннотация дифференциально метилирован-
ных CpG сайтов. Для того, чтобы охаракте-
ризовать потенциальную функциональную роль 
масштабных и разнонаправленных эпигенети-
ческих различий, выявленных в исследуемых 
группах, проанализировали распределение Дм 
CpGсайтов по их расположению в отношении 
к различным структурным элементам гена. Для 
них использовали 6 участков: регионы TSS1500 
иTSS200 (по кол-ву нуклеотидов от сайта стар-
та транскрипции), 5’-UTR – 5’ нетранслируемая 
область; 1stExon – 1й экзон; Gene body – тело 
гена; и 3’-UTR – 3’ – нетранслируемый реги-
он. Позиционирование конкретного CpG сайта 
на данные категории (участки) выполнялось в 
соответствии с их локализацией, приведенной в 
аннотационном файле к ДнК чипу. После это-
го, для корректного сравнения была выполнена 
нормализация на количество всех CpG сайтов, 
представленных в этой категории на чипе. ре-
зультаты показали, что гиперметилированные 
CpG сайты были в большей степени, чем гипо-
метилированные, представлены в промоторных 
областях генов (TSS200, 5’-UTR, 1stExon). и, на-
оборот, доля гипометилированных CpG сайтов 
была существенно больше в категории 3’-UTR, 
теле гена и межгенных областях (рис 2а). 

 По аналогичной схеме было рассчита-
но распределение Дм сайтов в отношении их 

удаленности от CpG островков по следующим 
категориям: CpG Island – CpG островок, NShore, 
SShore – северный и южный «CpG-шоры» (уда-
ление от CpGостровка на 2000 нт.), NShelf, 
SShelf – северный и южный «CpG шельфы» 
(удаление от CpGостровка на 4000 нт.) и кате-
гория «OpenSea» (открытое море) – одиночные 
CpGсайты вне контекста «островной» класси-
фикации. Как следует из диаграммы (рис. 2Б), 
гиперметилированные CpGсайты в 15 раз чаще 
были локализованы в составе CpG островков 
(26,8%), чем гипометилированные CpG (1,8%). 
и, наоборот, значимые различия по гипомети-
лированию преобладали в областях, удаленных 
от CpG островков (рис. 2Б). 

на следующем этапе была проведена функ-
циональная аннотация идентифицированных 
DM сайтов подходом, основанным на методе 
обогащения генных сетей с использованием баз 
данных генной онтологии (Gene Ontology (GO)) 
по классификаторам «Биологический процесс» 
(Biological Process) и «молекулярная функция» 
(Molecular Function). такой анализ позволяет вы-
яснить, являются ли полученные нами в ходе 
предыдущего анализа списки генов с диффе-
ренциально метилированными CpG сайтами, 
случайными наборами с точки зрения биоло-
гических процессов, в которых задействованы 
эти гены. При помощи онлайн инструмента – 
REViGO (Reduce and Visualize Gene Ontology”) 
избыточные Го-термины были удалены из спи-
ска обогащения, а оставшиеся сходные термины 
объединены в еще более крупные функциональ-
но-смысловые кластеры, что упрощает их интер-
претацию [37]. так как гиперметилированных 
генов в наших данных было выявлено суще-
ственно больше, то особый интерес представлял 
анализ достоверно преобладающих функций, ас-
социированных именно с этой категорией эпи-
генетических отличий. 10 статистически наибо-
лее обогащенных категорий по классификации 
«Биологические процессы» и «молекулярные 
функции» представлены в табл. 1.

Согласно данным анализа по классифика-
тору «Биологические процессы, в наибольшей 
степени были представлены категории, ассо-
циированные с сайленсингом хроматина, сбор-
кой нуклеосом, деметилированием гистонов, 
собственно метилированием ДнК, регуляцией 
транскрипции, клеточной дифференцировкой и 
другие. роль генов, представляющих эти кате-
гории в патогенезе онкологических заболеваний, 
в том числе и аденокарциномы предстательной 
железы, была охарактеризована как в исследо-
ваниях по их экспрессии, так и метилирования 
ДнК [19,36]. Классификатор «молекулярные 
функции» был также обогащен категориями, 
нарушения в которых, часто ассоциированы со 
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злокачественной трансформацией: гены демети-
лазной активности, деметилаз гистонов, гетеро-
димеризации белков, связывания с ДнК и др. 
(табл. 1). роль глобального изменения метили-
рования гистонов, в частности H4-K20, была 
недавно показана для аденокарциномы предста-
тельной железы в экспериментах на тканевых 
матрицах (tissue microarray) с использованием 
соответствующих антител [6,13]. Выявленное 
обогащение по генам, входящим в категорию 
GO:0035575 (Деметилазная активность гистона 
(H4-K20)), свидетельствует о возможном меха-
низме регуляции этого процесса и на уровне 
аберрантного метилирования CpG сайтов. 

анализ обогащения генных сетей гипомети-
лированными генами показал, что как по клас-
сификатору «Биологические Процессы», так и 
по классификатору «молекулярные функции» 
были наиболее обогащены категории, связанные 
с клеточным сигналингом, в частности, сопря-
жённые с G-белком с кератинизацией клеток и 
механизмами детекции химических компонен-
тов, реализуемыми в обонятельных рецепторах. 
если для генов, участвующих в клеточном сиг-
налинге, кератинизации и из других обогащен-
ных категорий, роль в онкологических процессах 
выглядит очевидной, то обнаружение в списках 
категорий, относящихся к системе обоняния, мо-
жет показаться необычной. тем не менее, ана-
лиз публикаций показал, что эта находка тоже, 
скорее всего, не случайна. так, исследования 
по профилированию экспрессии обонятельных 
генов показали, что они активны не только в 
обонятельном эпителии, но и в других тканях, 
в том числе и в семенных железах и спермато-
зоидах [15]. Более того, активация некоторых из 
обонятельных рецепторов в модельных экспери-
ментах ингибирует пролиферацию клеток аде-
нокарциномы предстательной железы [30]. на 
сегодняшний день пока нет доказанных данных 
о возможной роли метилирования генов обо-
нятельных рецепторов в патогенезе рака пред-
стательной железы, но выявленные отличия в 
профилях метилирования, полученные в пред-
ставленном материале, говорят о том, что в этом 
может быть определенный смысл.

В целом, анализ обогащения генных сетей 
показал, что выявленные гены с дифференциаль-
но метилированными регионами не случайно в 
большей степени представлены в функциональ-
ных категориях, часто измененных как при раке 
предстательной железы, так и при других онко-
логических заболеваниях, что свидетельствует о 
биологическом значении найденных эпигенети-
ческих отличий. В свою очередь, доминирова-
ние случаев гиперметилирования, в особенности 
в промоторных регионах генов, в составе CpG 
островков, говорит о вероятном преобладании 

механизмов генной супрессии, ассоциированных 
с метилированием в ходе развития рПж. В то 
же время, случаи гипометилирования в большей 
степени выявляются в нетранслируемых регио-
нах генов, в межгенных последовательностях и 
в отдаленных от CpG островков участках гено-
ма. Этот факт и то, что гипометилированных 
сайтов в опухолевых образцах было выявлено 
гораздо меньше, может указывать на их второ-
степенную роль в патогенезе заболевания и/или 
расцениваться как на отражение общей геном-
ной нестабильности.

Характеристика генов с наибольшими 
отличиями уровня метилирования в промо-
торной области. Далее, для более детальной 
характеристики были отобраны гены с макси-
мальными показателями гиперметилирования в 
промоторной области в сочетании с высокими 
различиями в уровне метилирования между кли-
ническими группами. Для этого из исходной 
группы в 21610 гиперметилированных CpG сай-
тов были отобраны только те, которые попада-
ют в зоны TSS1500, TSS200, 5’UTRи 1-й экзон, 
то есть в промоторные области генов. на сле-
дующем этапе из этой группы были отобраны 
только те гены, в которых гиперметилирование 
в промоторной области было характерно более 
чем для 50% CpG сайтов. В качестве последнего 
фильтра были отобраны только те гены, в кото-
рых суммарная разница между метилированием 
промоторной области между группой от и не 
от превышала 40% (Δβ>0,4). таким образом, 
был сформирован список из 14 генов, удовлет-
воряющих одновременно двум параметрам: мак-
симально выраженным наибольшим отличием 
уровня метилирования и максимально схожим 
характером метилирования в промоторной об-
ласти (табл. 2).

анализ опубликованных на сегодняшний день 
данных показал, что большая часть генов из это-
го списка часто оказываются гиперметилирован-
ными при разных онкологических заболеваниях. 
Для некоторых из них связь гиперметилирования 
со снижением экспрессионной активности уже 
экспериментально доказана. наиболее выражен-
ным гиперметилирование промоторного регио-
на в опухолевых образцах было характерно для 
гена AOX1. Этот ген кодирует альдегид-оксида-
зу 1 типа, участвующую в метаболизме ксеноби-
отиков. Гиперметилирование промоторной зоны 
AOX1 было уже показано в серии исследований, 
посвященных анализу метилирования ДнК при 
рПж [8,16,23,29]. В том числе, была показана 
и ассоциация гиперметилирования CpG сайтов 
промоторной зоны гена с пониженным уровнем 
экспрессии мрнК. 

Данные о связи гиперметилирования с функ-
циональной активностью рецептора, кодиру-
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рисунок 1. Вариабельность данных метилирования. 
а. График кластеризации исследованной выборки образцов на основе данных по метилированию 457123 CpG сайтов, построен-

ный с использованием метода главных компонент (PCA). Красными точками обозначены образцы опухолевой ткани предстательной 
железы, синими – образцы соответствующей неопухолевой ткани. Б. Визуализация в виде тепловой карты корреляционного анализа 
по Спирмену между всеми парами образцов нормальной ткани и рПж. отмечается значительная корреляция между образцами не-

опухолевой ткани и бoльшая гетерогенность в группе образцов опухолевой ткани

а Б

рисунок 2. Гистограмма нормализованного распределения гипер и гипометилированных СpG сайтов в геноме. 
данные по количеству сайтов представлены в процентах и нормализованы на их общее количество в соответствующей катего-

рии, представленной на чипе. а. распределение дМ CpG сайтов по отношению к структурным элементам гена: tss1500, tss200 
(количество нуклеотидов от сайта старта транскрипции); 5’-UtR – 5’ нетранслируемая область; 1stexon – 1й экзон; Genebody – тело 
гена; и 3’-UtR – 3’ – нетранслируемый регион. Б. распределение дМ CpG сайтов по отношению к CpG островкам: CpGIsland – CpG 

островок; nshore, sshore – северный и южный «CpG-шоры» (удаление от CpGостровка на 2000 нт.); nshelf, sshelf – северный и 
южный «CpG шельфы» (удаление от CpGостровка на 4000 нт.); «opensea» (открытое море) – одиночные CpGсайты вне контекста 

«островной» классификации.
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Таблица 1. 
Наиболее обогащенные категории базы данных Gene Ontology (GO) в разделах «Биологические процессы» и «Молекулярные 

функции», в которых локализованы гиперметилированные в опухолевой ткани гены.  
(По результатам анализа с использованием метода REViGO)

идентификатор описание достоверность 
(pValue)

Категория биологических процессов

Go:0032776 Метилирование днК 1.71083e-28

Go:0051290 Гетеротетрамеризация белков 3.35492e-26

Go:0000183 репрессия транскрипции рибосомальной днК при изменении конформации хроматина 5.08058e-25

Go:0006335 репликационно зависимое формирование нуклеосом 6.12935e-25

Go:0032501 Биологический процесс науровне многоклеточного организма 2.43195e-22

Go:0007156 Клеточная адгезия посредством мембранных белков 5.04934e-22

Go:0098609 Межклеточная адгезия 1.28206e-21

Go:1902679 негативная регуляция биосинтеза рнК 3.96554e-18

Go:0006305 днК алкилирование 3.61621e-17

Go:0035574 деметилирование гистона H4-K20 8.967e-17

Категория молекулярных функций

Go:0043565 Последовательность специфичное днК связывание 1.5538e-42

Go:0046982 Гетеродимеризация белка 1.0532e-18

Go:0035575 деметилазная активность гистона (H4-K20) 5.5772e-17

Go:0000981 Транскрипционнаяактивность рнК полимеразыII 1.2182e-13

Go:0001077 Положительная регуляция транскрипционной активности рнК полимеразы II 2.2885e-12

Go:0005509 Связывание ионов кальция 7.1686e-12

Go:0000975 Связывание регионов регуляции транскрипции 3.4164e-10

Go:0042393 Связывание гистонов 2.2281e-09

Go:0032451 деметилазная активность 3.5227e-09

Go:0001159 Связывание промоторной зоны днК 4.9045e-09

Таблица 2. 
Ранжированный список генов с гиперметилированным промоторным регионом в образцах опухолевой ткани предстательной 

железы в сравнении с соответствующей неопухолевой тканью

Ген
Кол-во CpG в про-
моторной области 
(доля гипермет. %)

Средние показатели метилирования 
промотора в группе (β) Среднее различие 

метилиро-вания 
«оТ- не оТ» (∆β)

достоверность отличий

оТ* не оТ Pvalue СombRank

AoX1 10 (100%) 0.55 0.07 0.48 5.16e-06 4

tUBA4B 7 (100%) 0.52 0.09 0.44 4.74e-07 8

nKX2-6 11 (100%) 0.53 0.10 0.42 6.23e-06 9

ACss3 13 (100%) 0.54 0.10 0.44 1.98e-05 14

ZsCAn12 10 (100%) 0.59 0.13 0.46 5.16e-06 14

ZnF154 9 (100%) 0.67 0.14 0.53 4.74e-07 18

ARX 12 (92%) 0.61 0.20 0.41 5.50e-05 36

tMeM106A 10 (100%) 0.64 0.15 0.49 1.11e-05 39

GPRAsP1 12 (83%) 0.53 0.13 0.40 6.22e-05 42

tAC1 11 (91%) 0.65 0.22 0.44 9.65e-06 60

CYBA 13 (92%) 0.71 0.24 0.47 3.84e-06 81

KLF8 13 (85%) 0.66 0.24 0.42 2.33e-05 96

ePstI1 13 (85%) 0.60 0.18 0.42 5.88e-04 177

RHCG 9 (89%) 0.64 0.23 0.41 1.11e-05 220

* оТ – опухолевая ткань, не оТ – неопухолевая ткань
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емого геном KLF8 пока противоречивы, хотя 
он характеризуется как ассоциированный с 
рПж [15,17]. Продукт этого гена является ко-
активатором рецептора андрогенов. Предполага-
ется, что ген участвует в регуляции клеточного 
цикла и задействован в процессах опухолевой 
диссеминации. 

Гиперметилирование, ассоциированное с 
рПж, было показано и для гена ZNF154 [6]. 
известно, что ген ZNF154 кодирует белок, ре-
гулирующий процессы транскрипции, а один 
из его доменов ответственен за узнавание не-
метилированной ДнК и определяет модифика-
ции хроматина. Для некоторых типов рака было 
показано снижение активности данного гена 
вследствие гиперметилирования [9,25,33,45], что 
также было продемонстрировано и в нашем ис-
следовании.

Гиперметилирование гена TMEM106A было 
показано в работе как по исследованию рПж 
[18], так и других онкологических заболева-
ний. так, гиперметилирование промотора гена 
TMEM106A было выявлено при раке желудка 
[46]. Этот ген кодирует мембранный белок, ло-
кализованный преимущественно на митохон-
дриях. Повышенный уровень экспрессии гена 
TMEM106A способствует запуску апоптоза че-
рез систему каспаз. Поэтому, потеря экспрессии 
белка вследствие гиперметилирования промото-
ра может являться причиной неконтролируемого 
клеточного деления и иммортализации. Гипер-
метилирование в промоторной зоне гена TAC1 
было показано при рПж [30] и ранее при раке 
легкого и толстой кишки [41,44]. тогда как по 
гену ACSS3 есть данные только по значению 

метилирования при нейробластоме, но не при 
раке простаты [11]. По роли метилирования в 
гене ZSCAN12 нет опубликованных сведений, 
но факт его гиперметилирования полностью со-
относится с низким уровнем экспрессии в опу-
холевой ткани предстательной железы по дан-
ным портала The Human Protein Atlas [48].

Клиническая значимость метилирования в 
других генах: GPRASP1, NKX26, ARX, CYBA, 
EPSTI1, RHCG пока не изучена детально, но 
уже задокументирована в результатах других 
полногеномных исследований онкологической 
направленности [20,24,32].

а потенциальная роль метилирования генов 
TUBA4B, ZSCAN12 и ACSS3С в отношении 
рПж показана впервые в рамках настоящего 
исследования. Указанные гены являются ос-
новными кандидатами для экспериментальной 
проверки влияния гиперметилирования их про-
моторных регионов на уровень экспрессии. В 
целом, тот факт, что по большинству из охарак-
теризованных генов с наибольшими отличиями 
уровня метилирования в промоторной области 
опубликованы данные, свидетельствующие об 
их вовлеченности в патогенез онкологических 
заболеваний, говорит о неслучайности подоб-
ных находок и правильности использованных 
алгоритмов отбора.

Отбор дифференциально метилированных 
CpG сайтов, наиболее информативных для 
включения в диагностическую панель. опи-
санная функциональная связь эпигенетических 
изменений с патогенезом рПж и доступность 
современных методов анализа позволяет рассма-
тривать анализ метилирования в некоторых ге-

Таблица 3. 
Дифференциально метилированные CpG сайты, отобранные в качестве кандидатных маркеров для диагностической панели

CpG сайт

Локализация сайта
Средние показатели 
метилирования 
+- (cт. откл)

Среднее 
различие 
метилиро-
вания «оТ- 
не оТ» (∆β)

диагностическая информатив-
ность

Хромо-
сома Ген регион 

гена
CpG 
островок оТ* не оТ Специ-

фичность
Чувстви-
тельность

Площадь 
под RoC 
кривой**

cg23230584 7 Pon3 tss200 Island 0.59+-0,16 0.05+-0,03 0.54 0.97 0.91 0.96

cg07121856 7 Pon3 tss200 Island 0.57+-0,12 0.07+-0,06 0.50 0.91 0.95 0.96

cg09064304 4 - - Island 0.71+-0,08 0.10+-0,12 0.61 0.97 0.77 0.92

cg11306441 12 LoC400043 Body s_shore 0.59+-0,19 0.09+-0,04 0.50 0.73 0.90 0.92

cg01231108 2 KCnJ3 Body Island 0.52+-0,14 0.08+-0,03 0.44 1.00 0.80 0.95

cg23189410 3 ZIC4 tss1500 n_shore 0.68+-0,16 0.23+-0,07 0.45 0.88 0.67 0.83

cg09333221 7 - - - 0.63+-0,13 0.22+-0,08 0.42 0.93 0.95 0.94

cg02724472 7 LRRC17 tss200 - 0.65+-0,18 0.23+-0,05 0.42 0.73 0.96 0.93

cg10927449 2 - - Island 0.65+-0,16 0.24+-0,07 0.41 0.97 0.77 0.97

0.95
0.97
0.96

Суммарно, при одновременном 
анализе всех 9 CpG сайтов

* оТ – опухолевая ткань, не оТ – неопухолевая ткань
** Площадь под характеристической кривой диагностического теста – RoC (Receiver operating Characteristic).
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нах в качестве перспективного подхода для мо-
лекулярной диагностики заболевания. не менее 
актуальным является и направление, связанное с 
попытками установить взаимосвязь метилирова-
ния с особенностями клинической картины забо-
левания: метастазированием, ответом на лекар-
ственную терапию. на относительно небольшой 
выборке пациентов, вошедших в данное иссле-
дование, нам не удалось выявить достоверных 
отличий, связывающих профиль метилирования 
с информативными клиническими характеристи-
ками. но, несмотря на большую вариабельность 
показателей метилирования, ассоциированных 
с рПж, нам удалось сформировать панель из 
отдельных CpG сайтов, подходящих под диа-
гностические критерии. одним из основных 
требований при поиске таких вариантов была 
хорошая воспроизводимость данных метилиро-
вания по кандидатным сайтам, минимально ва-
рьирующая в пределах исследуемых групп.

Для формирования кандидатной диагностиче-
ской панели мы провели отбор участков, наибо-
лее достоверно отличающихся и воспроизводи-
мых по показателям метилирования, применив к 
изначально охарактеризованной группе из 21610 
гиперметилированных CpG сайтов следующие 
дополнительные критерии: 

а) различия между средними β значениями 
в группе от и не от по кандидатному сайту 
должны превышать 40% (𝚫𝛃>0.4); б) минималь-
ные значения метилирования по кандидатному 
сайту в индивидуальных опухолевых образцах 
должны превышать максимальные по этому же 
сайту в не опухолевых образцах (min(𝛃от)> 
max(𝛃неОТ)); в) среднее значение метилиро-
вания по кандидатному сайту в группе «не-
опухолевая ткань» не должно превышать 25% 
(𝛃неот<25). таким условиям удовлетворило 
183 DM CpG сайта. на следующем этапе из 
этой выборки при помощи алгоритма LASSO 
программы Glmnet была отобрана финальная 
группа из 9 CpG сайтов. Далее, на основе экс-
периментальных значений метилирования по 
этим сайтам была рассчитана диагностическая 
модель, основанная на логистической регрессии. 
После этого модель была успешно подтверж-
дена с использованием независимого массива 
данных по метилированию 40 парных образцов 
«опухоль – норма» от пациентов с рПж, про-
анализированных на аналогичной версии ДнК 
чипа, размещенного на портале проекта атлас 
ракового Генома (TCGA). Перечень отобранных 
CpG сайтов, их локализация и параметры чув-
ствительности и специфичности диагностиче-
ской модели приведены в табл.3. 

Как следует из табл. 3, шесть из девяти CpG 
сайтов, вошедших в валидированную модель, на-
ходятся в генах и локализованы, как правило, в 

составе охарактеризованных CpG островков или 
их непосредственной близости. Выполненный 
нами поиск, направленный на выявление мак-
симально воспроизводимых точечных маркеров 
метилирования, удобных для их последующего 
анализа, изначально не был ориентирован на 
объяснение их возможной биологической роли. 
тем не менее, примечательно, что некоторые из 
выявленных кандидатных сайтов находятся в ге-
нах, вовлеченных по данным некоторых исследо-
ваний в патогенез онкологических заболеваний. 
так, возможная связь гена PON3, кодирующего 
параоксоназу 3, и онкологических заболеваний 
объясняется за счет механизмов развития окси-
дативного стресса в клетках и запуска апоптоза 
[34,43]. Ген KCNJ3 кодирует G белок калиевого 
канала, непосредственно задействованного в вы-
сокой пролиферативной активности опухолевых 
клеток; известно влияние данного гена на раз-
витие рака легкого и молочной железы [26,38]. 
Гиперметилирование гена ZIC4, и гена LRRC17 
также было выявлено в ряде работе по изуче-
нию патогенеза некоторых онкологических забо-
леваний [5,31]. Возможная биологическая значи-
мость других кандидатных маркеров, вошедших 
в предлагаемую панель, пока остается неясной. 
тем не менее, их в первую очередь характери-
зует высокая воспроизводимость данных мети-
лирования, подтвержденная на независимом экс-
периментальном массиве – что рассматривается 
как один из наиболее ценных показателей для 
диагностических маркеров. С развитием совре-
менных методов анализа метилирования ДнК, 
позволяющих оценивать количественный статус 
метилирования в произвольном наборе отдель-
ных CpG сайтов, такой формат анализа при на-
личии клинически информативных эпигенетиче-
ских маркеров будет востребован на практике. 

Суммарно, в ходе проведенного исследования 
были подтверждены как ранее выявленные, так 
и охарактеризованы новые эпигенетические из-
менения, характерные для рПж и требующие 
дальнейших исследований. Совокупность полу-
ченных данных позволяет на более детальном 
уровне оценить молекулярно-генетические осо-
бенности, ассоциированные с раком предста-
тельной железы и открывает дополнительные 
возможности в поиске перспективных диагно-
стических маркеров этого заболевания.

Все данные по метилированию, полученные 
в ходе настоящего исследования размещены на 
ресурсе NCBI Gene Expression Omnibus (Series 
accession number GSE74013) и свободно доступ-
ны по адресу http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
query/acc.cgi?acc=GSE74013.

работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки рФ (соглаше-
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от 23 сентября 2014 года), уникальный иденти-
фикатор Пни RMEFI60714X0068.
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Using the technology of DNA chips Infinium HumanMeth-
ylation450 BeadChip it was analyzed quantitative DNA meth-
ylation status in 12 paired samples of prostate adenocarcinoma, 
and morphologically altered tissues. Analysis of differentially 
methylated regions of the genome showed an association with 
abnormal status for 21610 and 3852 hypomethylated hyper-
methylated CpG sites. Dominance in the cancer genome hy-
permethylated sites and their predominant localization in the 
regulatory regions of genes indicate their possible role in the 
implementation of mechanisms of gene suppression in the 
pathogenesis of prostate cancer (PCa). For 14 genes studied 
were characterized array maximum values   hypermethylation 
in promoter region (> 50% CpG sites) in combination with 
a high level of methylation differences between treatment 
groups (> 40%). Role of hypermethylation in some of them: 
AOX1, KLF8, ZNF154, TMEM106A in the pathogenesis of 
prostate cancer has been showed previously. Hypermethyl-
ation of genes ACSS3, TAC1, TUBA4B, ZSCAN12 not pre-
viously been shown for prostate cancer, but is characterized 
by the association with other cancers. In turn, the differences 
in the levels of methylation in genes GPRASP1, NKX2-6, 
ARX, CYBA, EPSTI1, RHCG been documented as a result 
of a number of genome-research oncology, but has not been 
studied in detail. To assess the diagnostic potential of epigen-
etic markers of prostate cancer there was carried out unbiased 
selection of individual CpG sites most reliably discriminate 
against tumor samples from a group of no tumor samples. In 
selected diagnostic model based on logistic regression included 
9 CpG sites. Validation of the model was carried out on an 
independent dataset of methylation of 40 paired samples from 
the prostate cancer project Atlas of Cancer Genome (TCGA) 
analyzed on the same version of the DNA chip. Summarized 
rates of diagnostic informativeness of a model (specificity 95%, 
sensitivity of 97%, the area under the curve of the diagnos-
tic test (ROC) - 0,96), obtained after validation, allow us to 
consider these CpG Sites as potential markers for molecular 
diagnosis of prostate cancer.
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