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Мета. Нирково-клітинні карциноми 

(НКК) – злоякісні новоутворення сечостатевої 

системи, на які припадає близько 3 % злоякіс-

них пухлин людини. Для індексації ступеня 

злоякісності та типу пухлин здебільшого вико-

ристовують таку характеристику, як форма яд-

ра, але показниками особливості перебігу НКК 

можуть бути генетичні зміни, зокрема інактива-

ція гена фон Гіппеля-Ліндау, VHL. Метою дос-

лідження було визначення статусу метилування 

та втрати гетерозиготності гена VHL в пухлинах 

нирки та оцінка можливості його застосування 

як клінічного маркера. Методи. Визначення 

алельного дисбалансу в локусі гена VHL вико-

нували за допомогою ПЛР STR-маркерів із по-

дальшим розділенням фрагментів у 8 % ПААГ 

та методом детекції флуоресцентно мічених 

фрагментів капілярним гель-електрофорезом. 

Епігенетичну мінливість промотору гена VHL 

визначали шляхом метил-специфічної ПЛР. 

Статистичну значущість відмінностей між зраз-

ками пухлин та прилеглих тканин нирки аналі-

зували за допомогою точного критерію Фішера 

та U-критерію. Результати. Втрата гетерозиго-

тності гена VHL була виявлена у 57 % зразків 

пухлин за маркером D3S1038 та 48 % − за мар-

кером D3S1317. Інформативність для цих локу-

сів становила 84 – % для D3S1038 та 90 % − для 

D3S1317. Метилування промотора гена VHL 

склало – 77 %. Висновки. Отримані результати 

свідчать про те, що ген VHL – один із кандида-

тів для включення не тільки в діагностичну, але 

й у прогностичну систему клінічного перебігу 

окресленого типу раку. 

Ключові слова: світлоклітинний рак нир-

ки, епігенетичні зміни, метилування, втрата 

гетерозиготності, VHL. 

 

Нирково-клітинний рак (ПКР) є найбільш 

поширеною злоякісною пухлиною дорослої 

нирки, на яку припадає близько 3 % злоякісних 

пухлин людини [1]. Повна хірургічна резекція 

вважається єдиним ефективним методом ліку-

вання пацієнтів із клінічно локалізованим ПКР, 

проте захворювання рецидивує в післяоперацій-

ному періоді у 20–40 % пацієнтів, які піддають-

ся потенційно лікувальній нефректомії [1]. На-

разі основним методом діагностики та класифі-

кації раку нирок є гістологічний аналіз біопсії 

пухлин. Отож, дуже важливим є пошук молеку-

лярно-генетичних маркерів для характеристики 

підтипів раку, адже гістологічний аналіз дуже 

часто може бути неточним, а хибне визначення 

підтипу раку призводить до проведення непра-

вильного курсу лікування та підвищення рівня 

смертності.  

Розвиток світлоклітинного раку нирки 

(скРН) пов’язаний із низкою змін у багатьох 

генах-супресорах. Вони можуть інактивуватися 

в результаті мутацій, протяжних алельних деле-

цій або метилування СрG-острівців у промотор-

них частинах і можуть використовуватися як 

специфічні онкомаркери для класифікації та 

визначення стратегії лікування [2–4]. Внутріш-

ньогенні мутації та аберрантне гіперметилуван-

ня гена-супресора пухлини фон Гіппеля-Ліндау 

(VHL, локус 3p25.3) були раніше виявлені як у 

спорадичних НКК [5–7], так і у світлоклітинно-

му підтипі раку [5, 8]. Ці зміни гена не варіюва-

лися залежно від прогресії пухлини, включаючи 

її розмір, стадію, класифікацію, віддалені метас-

тази і метастази в лімфатичні вузли. Таким чи-

ном, вважається, що інактивація гена VHL є 

ранньою або першою причиною на шляху утво-

рення пухлин світлоклітинного раку [9]. Реінт-

родукція продукта гена VHL дикого типу 

(pVHL) в клітини скРН з дефіцитом VHL може 
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пригнічувати ріст пухлини in vivo і in vitro [10, 

11]. Отже, ген VHL, швидше за все, відіграє 

критичну роль в онкогенезі скРН. Показано, що 

pVHL контролює індуковані гіпоксією гени, 

включаючи гени фактора росту ендотелію су-

дин, переносника глюкози GLUT-1 і карбоангі-

дрази [12, 13]. Крім того, VBP1, протеинкиназа 

C, Sp1 і фибронектин взаємодіють із pVHL, що 

дозволяє припустити, що ген VHL може мати 

множинні функції пригнічення пухлин [14–17]. 

Соматична мутація гена VHL є однією з най-

більш частих генетичних змін, які спостеріга-

ються у пухлинах скРН. Masahiro Yao [18] пока-

зали прогностичну значущість взаємозв’язку 

між мутаціями VHL і виживанням пацієнтів за 

спорадичного скНР. Вони визначили, що, неза-

лежно від віку, статі та інших показників, хворі 

з ранньою прогресією раку (І–ІІІ стадії) мають 

кращі показники виживання за гіперметилуван-

ня та мутацій гена VHL. Отже, метою цього дос-

лідження було визначення можливих генетич-

них та епігенетичних змін гена VHL для визна-

чення в подальшому їх вагомості як клінічних 

показників виживання досліджуваних пацієнтів 

української популяції хворих на світлоклітин-

ний рак нирки. 

 

Матеріали і методи 

Для дослідження метилування генів-

супресорів пухлини нирки було використано по 

50 зразків ДНК, виділених на першому етапі 

виконання проекту з пухлин та прилеглих до 

пухлини тканин пацієнтів (≥ 1 см), взятих під 

час хірургічного втручання у пацієнтів зі світ-

локлітинною карциномою нирок (ДУ «Інститут 

урології» АМН України, м. Київ) за їх згоди 

протягом 2017–2018 рр. (табл. 1). Хворі до опе-

ративного втручання були дообстежені в пов-

ному обсязі, відповідно до протоколів Міністер-

ства охорони здоров’я: лабораторно-клінічні 

аналізи, променеві методи дослідження (ультра-

звукова діагностика з доплерографією, ренос-

цинтиграфія, спіральна комп’ютерна/магніто-

резонансна томографія органів заочеревинного 

простору). Розподіл пацієнтів із раком нирки за 

віком та стадією розвитку хвороби представле-

но в таблиці 1. Зразки біопсій тканин та пухли-

ни нирки транспортували у рідкому азоті і до 

використання зберігали за –70оС. 

Виділення геномної ДНК зі зразків пух-

лин та прилеглих тканин нирки хворих з раком 

проводили за допомогою набору «Gen Elute 

Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit» (Sigma, 

Німеччина) згідно з протоколом, розробленим 

виробником. Отримані зразки ДНК зберігали до 

використання за –20°С.  

Для перевірки метилування ДНК спочатку 

піддавали бісульфітній конверсії, а потім про-

водили метил-специфічну полімеразно-

ланцюгову реакцію (МС-ПЛР). Бісульфітну 

конверсію ставили за допомогою спеціалізова-

ного набору «E.Z. DNA Metilation Kit50» 

(«Zymo Research Corporation», США) за прото-

колом виробника. МС-ПЛР здійснювали, вико-

ристовуючи праймери до метильованої форми 

CpG-острівця промотору гена VHL (5’–

TGGAGGATTTTTTTGCGTACGC–3’ та 

5’-AACCGAACGCCGCGAA–3’) за таких умов: 

перший цикл денатурації за температури 95ºС 

протягом 5 хв, 40 циклів: денатурація – 95ºС, 30 

с, температура реасоціації праймерів – 60ºС, 15 

с, елонгація – 72ºС, 20 с. Електрофоретичне 

розділення утворенних фрагментів проводили у 

1,5 % ТАЕ-агарозному гелі. 

Визначення алельного дисбалансу в локу-

сі гена VHL виконували з використанням висо-

кополіморфних маркерів D3S1038 та D3S1317 в 

парних зразках пухлинної і умовно нормальної 

тканини методом ПЛР у приладі для проведення 

ампліфікації «Thermal Cycler 2720» («Applied 

Biosystems», США). Реакційна суміш для про-

ведення ПЛР, загальним об’ємом 20 мкл, скла-

далася з 30 нг геномної ДНК, 1Х HotStarTaq 

Buffer («Thermo Scientific», США), 200 мкМ 

dNTP, 1,5 од HotStarTaq DNA polymerase 

(«Thermo Scientific», США) і 200 мкМ кожного з 

праймерів. Для D3S1038 локусу використовува-

ли праймери 5’-TCCAGTAAGAGGCTTCCTAG-

3’ та 5’-AAAGGGGTTCAGGAAACCTG-3’ (115 

п. н.), для D3S1317 – 5’-TACAAGTTCAGTG-

GAGAACC-3’ та 5’-CCTCCAGGCCATACACA-

GTCA-3’ (184°п. н.). У випадку детекції фраг-

ментів шляхом капіляного електрофорезу пря-

мий праймер мітили з 5’-кінця флуоресцентною 

міткою FAM. Амплiфiкацiю здiйснювали за 

таких умов: денатурацiя – 96оС, 1 хв (в першому 

циклi – 4 хв); реасоціація праймерів упродовж 1 

хв за 55оС; синтез – 72оС, 1 хв; 40 циклiв. 
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Таблиця 1. Медичні дані пацієнтів зі світлоклітинним раком нирки, зразки яких застосовані у 

дослідженні 

Пацієнти з раком нирки Кількість пацієнтів 

Вік >55; Ч/Ж 33 (%); 21/12 (42 %/24 %) 

Вік <55; Ч/Ж 17 (%); 11/6 (22 %/12 %) 

стадія 1-2 44 (88 %) 

стадія 3-4 6 (12 %) 

T1a+b N0 M0 28 (56 %) 

T2 a+b N0 M0 13 (26 %) 

T3 N0-1 M0 9 (18 %) 

 

Розділення продуктів ПЛР за молекуляр-

ними масами проводили за допомогою методу 

вертикального гель-електрофорезу у 8 % поліа-

криламідному гелі (8 % ПААГ) у 1хTBE буфері 

з подальшою візуалізацією результатів (після 

фарбування бромистим етидієм) за допомогою 

приладу «ChemiDoc™ XRS+ System» («Bio-

Rad», США) та програмного забезпечення до 

нього («ImageLab2.0»). Серед інформативних 

випадків втрати алелі рахувалися, якщо інтен-

сивність сигналу одного алеля пухлинної ДНК 

була менша, більше ніж на 40 % (у порівнянні з 

відповідним алелем в ДНК нормальньної ткани-

ни). 

Для детекції алельного дисбалансу шля-

хом розділення подуктів ПЛР капілярним гель-

електрофорезом 0,5 мкл ПЛР-продукту змішу-

вали з 0,5 мкл маркера фрагментів GeneScan 500 

LIZ dye Size Standard («Applied Biosystems», 

США) та 9 мкл формаміду Hi-Di™ Formamide 

(«Applied Biosystems», США). Суміш денатуру-

вали 2 хв за 95оС, швидко охолоджували на льо-

ду і розділяли за допомогою автоматичного 

ДНК-аналізатора «Genetic Analyser 3130» 

(«Applied Biosystems», США). Послiдовнiсть 

аналiзували за допомогою програмного забес-

печення GeneMapper Software V3.0 («Applied 

Biosystems», США) 

Втрата гетерозиготності (LOH) визнача-

лася обчисленням відношення інтенсивностей 

двох алелів зі зразка пухлини до зразка прилег-

лої тканини, який служив у якості еталонної 

ДНК. LOH інтерпретувалася, якщо кінцевий 

коефіцієнт був меншим, ніж 0,6, або більшим, 

ніж 1,67. Гомозиготи і відсутність піків, які мо-

жна визначити, позначали як неінформативні 

випадки. 

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 

Аналіз отриманих результатів показав ме-

тилування гена VHL на ДНК пухлини у 77 % 

визначених зразків (17 з 43) (рис. 1). Результати 

за зразками 7 пацієнтів (14 %) були неінформа-

тивні. Це збігається з раніше виявленою неін-

формативністю визначення втрати алельного 

дисбалансу за мікросателітними маркерами гена 

VHL і може бути зумовлене наявністю делецій 

на ділянці цього гена, що притаманна для хро-

мосоми 3 людини у клітинах такого виду пух-

лин [19, 20]. У прилеглих до пухлин тканинах 

нирки було виявлено 2 зразки, метилування 

яких неможливо було визначити, що також мо-

же бути пов’язане з делеціями 3-ї хромосоми, 

адже неможливо виявити 100 % здорову ткани-

ну у прилеглій паренхімі. Метилування CpG-

острівця гена VHL умовно здорової тканини 

нирки в інформативних зразках (48) визначили 

у 2-х зразках, що становить 4 %. Таким чином, 

чутливість за використання цього маркера, 

склала 77 %, специфічність – 92 %. 

Результати ПЛР до ділянок геномної 

ДНК, що зазнає втрати гетерозиготності за STR-

маркерами внаслідок мікроделецій, були про-

аналізовані у 8 % ПААГ, інформативність якого 

варіювала для різних маркерів (рис. 2).  

Інформативність детекції мікросателітних 

змін у ПААГ для маркера D3S1038 склала 74 % 

(37 з 50), для маркера D3S1317 – 70 % (35 з 50) 

(табл. 2). Втрату гетерозиготності за маркером 

D3S1038 визначили у 42,24 % (16 з 37) та за 

маркером D3S1317 – у 31,42 % (11 з 35) пацієн-

тів зі світлоклітинним раком нирки. Одночасні 

делеції були детектовані тільки для двох марке-

рів у 27 % зразків (10 з 37 інформативних).  

Одержані дані не відповідають даним, 

отриманим іншими дослідниками [16–18], що 

може бути пов’язане з особливістю української 



 
 
 

Онищенко К.В., Григоренко В.М., Перета Л.В., Сербай Ю.Р., Войціцький Т.В., Скрипкіна І.Я. 

224 ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2019. Том 24 

популяції хворих. Також низька інформатив-

ність використання таких маркерів та невисокий 

результат із детекції мікросателітних змін може 

пояснюватися низькою роздільною здатністю 

електрофорезу в поліакіламідному гелі, де мож-

на виявити втрату тільки не менш ніж 4-6 п. н., 

у той час, як різниця може бути у втраті 2 п. н. в 

обраних маркерах. 

Тому для розділення і детекції фрагментів 

ПЛР STR-маркерів додатково використовували 

більш точний метод фрагментного аналізу у 

автоматичному ДНК-аналізаторі, за допомогою 

якого можна виявити навіть однонуклеотидний 

поліморфізм. Це підвищило інформативність 

використання досліджуваних маркерів гена VHL 

(рис. 3) і дозволило виявити алельний дисбаланс 

у більшій кількості зразків та підвищити досто-

вірність використання названих маркерів для 

характеристики пухлин світлоклітинного раку 

нирки (табл. 2). 

Інформативність використання маркерів 

гена VHL склала 90 % (45 з 50) для маркера 

D3S1038 та 84 % для маркера D3S1317 (42 з 50) 

(табл. 2). 

Аналіз результатів розділення флуоресце-

нтномічених фрагментів ПЛР виявив втрату 

гетерозиготності за маркером D3S1038 гена 

VHL у 57,8 % (26 з 45) та за маркером D3S1317 

у 47,6 % (20 з 42) пацієнтів зі світлоклітинним 

раком нирки. Одночасні делеції були детектова-

ні у 59,5 % зразків (25 з 42 інформативних).  

Сумарна втрата гетерозиготності за обома 

досліджуваними маркерами за використання 

флуоресцентномічених фрагментів склала 76 % 

(32 з 42 інформативних зразків), інформатив-

ність – 92 % (46 з 50). Ці результати можна по-

яснити тим, що на короткому плечі хромосоми 3 

людини спостерігаються не тільки мікросателі-

тні зміни, але й втрати більш довгих ділянок 

ДНК за деяких типів раку. За світлоклітинної 

карциноми нирки ці делеції частіше пов’язані 

саме з ділянкою гена Фон Хіппеля-Ліндау. Тому 

саме з порушеннями у цьому гені раніше 

пов’язували виникнення раку нирки [21, 22].  

 

Рис. 1. Електрофореграма продуктів МС-ПЛР зразків ДНК, виділених із пухлин та умовно здорових тка-

нин онкохворих на рак нирки з праймерами до гена VHL (158 п. н.). К+ – позитивний контроль ПЛР на штучно 

метильованій ДНК людини. К– – негативний контроль ПЛР без додавання матриці. М – маркер молекулярних 

мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix («Thermo Scientific», США). 

 

Рис. 2. Електрофореграма продуктів ПЛР зразків геномної ДНК, виділених із біопсій пухлини (Т) та при-

леглих тканин паренхіми нирки (N) пацієнтів із раком нирки з використанням праймерів до STR-маркера 

D3S1038 (A) та D3S1317 (Б) гена VHL. К– – негативний контроль ПЛР без додавання матриці; М – маркер мо-

лекулярних мас GeneRuler™ DNA Ladder Mix («Thermo Scientific», США). 
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Таблиця 2. Результати визначення мікросателітних змін зразків ДНК, отриманих від хворих із 

раком нирки 

Примітка. * – Стосовно інформативних зразків. 

 

Існують припущення, що втрата гетерози-

готності і мутації в гені VHL у пацієнтів із НКК 

корелюють із більш сприятливим прогнозом 

захворювання в порівнянні з тими пацієнтами, у 

яких ген VHL не інактивований [18, 23]. На сьо-

годні ми провели кореляційний аналіз клініко-

патологічних параметрів пухлин, віку, статі 

пацієнтів залежно від наявності або відсутності 

втрати гетерозиготності та метилування гена 

VHL, але будь-яких статистично значущих асо-

ціацій виявлено не було (p>0.05). В подальшому 

на основі отриманих даних буде проводитися 

аналіз виживання пацієнтів. 

 

Висновки 

Наші результати підтверджують вагому 

роль гена VHL у канцерогенезі нирки, зокрема 

світлоклітинної карциноми. Висока частота 

інактивації гена як за допомогою мікросателіт-

них делецій (76 %.), так і за допомогою метилу-

вання промотору (77 %), що спостерігається за 

такого типу онкологічного захворювання, може 

бути використана у подальшому для створення 

тест-системи ранньої неінвазивної діагностики 

на позаклітинних ДНК плазми крові та визна-

чення прогнозу виживання пацієнтів із цією 

онкопатологією.  
Публікація містить результати досліджень, 

проведених за грантової підтримки за конкурсними 

проектами Національної академії наук України 

115U002951 та ДФФД України (договори 

0116U007719 та 0117U002802). 
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Ген Маркер 

Інфомативність маркера Частота алельного дисбалансу* 

ПААГ 
Капілярний еле-

ктрофорез 
ПААГ 

Капілярний елект-

рофорез 

VHL D3S1038 74% 90% 42%  58%  

D3S1317 70% 84% 31%  48%  

Разом           VHL 86% 92% 48%  76 %  
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GENETIC AND EPIGENETIC ALTERATIONS OF VHL GENE IN CLEAR CELL RENAL CELL 

CARCINOMA 

Aim. Renal cell carcinomas (RCC) – cancerous neoplasms of the genitourinary system representing about 3% of human 

malignant tumors. For malignancy degree indexing and tumor typing, shape of cell nucleus is widely used. However, 

genetic changes, in particular inactivation of von Hippel-Lindau (VHL) gene can serve as indicators of RCC progres-

sion. Thus, the purpose of our study was establishing the methylation status and loss of heterozygosity of the VHL gene 

as a potential and applicable clinical marker of kidney tumors. Methods. Determination of allelic imbalance in VHL 

gene expression was performed by PCR of STR-markers with subsequent fragments separation in 8% PAAG and by 

capillary gel electrophoresis of fluorescent-labeled PCR fragments. Methyl-specific PCR was used for epigenetic varia-

bility of VHL gene promoter. To detect statistically significant differences between tumor specimens and adjacent kid-

ney tissues, Fisher's exact test and Mann-Whitney U-criterion were applied. Results. In 57% of the tumor samples for 

the marker D3S1038 and 48% for the D3S1317 loss of heterozygosity of the VHL gene was detected. Polymorphic 

information content for these loci was 84% for D3S1038 and 90% for D3S1317. The VHL promoter hypermethylation 

was 77%. Conclusions. The obtained results indicate that VHL gene can be reviewed as a candidate for not only diag-

nostic, but also prognostic application in RCC cancer. 

Keywords: clear cell renal cell carcinoma, epigenetic changes, methylation, loss of heterozygosity, VHL. 

 


