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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТАТУСА МЕТИЛИРОВАНИЯ  
ПРОМОТОРНЫХ ОБЛАСТЕЙ ГЕНОВ MARCH11, HOXA9, PTGDR И UNCX  

У ПАЦИЕНТОВ С НЕМЕЛКОКЛЕТОЧНЫМ РАКОМ ЛЕГКОГО

Аннотация. Целью данного исследования было определение статуса метилирования промоторных областей ге-
нов MARCH11, HOXA9, PTGDR и UNCX в опухолевой и неопухолевой ткани легкого у пациентов с немелкоклеточ-
ным раком легкого (НМРЛ). Относительный уровень метилирования промоторных областей генов MARCH11, 
HOXA9, PTGDR, UNCX определяли методом количественной метилспецифической ПЦР у 73 пациентов с НМРЛ. 
Количественная метилспецифическая реакция проводилась как для образцов опухолевой ткани, так и для образцов 
неопухолевой ткани одного и того же пациента. Для каждого из образцов ставили реакцию по изучаемым генам 
(MARCH11, UNCX, HOXA9, PTGDR) и по референсному гену бета-актина (β-actin). Установлены положительные 
уровни метилирования гена HOXA9 у 83,5 % пациентов, гена MARCH11 – у 80,8 % пациентов, гена PTGDR – у 68,4 % 
пациентов, гена UNCX – у 84,9 % пациентов. В исследуемой группе пациентов с НМРЛ выявлены достоверные раз-
личия относительных уровней метилирования промоторных регионов генов MARCH11, HOXA9, PTGDR и UNCX  
в опухолевой и неопухолевой ткани легкого. Эти данные позволяют предположить, что гиперметилирование генов 
MARCH11, HOXA9, PTGDR и UNCX может играть роль в опухолевой прогрессии НМРЛ.
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DETERMINING THE METHYLATION STATUS OF THE PROMOTER REGIONS OF MARCH11, HOXA9, 
PTGDR, AND UNCX GENES IN PATIENTS WITH NON-SMALL CELL LUNG CANCER

Abstract. The aim of this study was to determine the methylation status of the promoter regions of MARCH11, HOXA9, 
PTGDR, and UNCX genes in the tumor and non-tumor lung tissue in patients with non-small cell lung cancer (NSCLC).  
A relative level of methylation of the promoter regions of MARCH11, HOXA9, PTGDR, and UNCX genes was determined by 
the quantitative methylation-specific PCR in 73 patients with NSCLC. The quantitative methylation-specific reaction was 
performed both for tumor tissue samples and non-tumor tissue samples of the same patient. For each of the samples, a reaction 
was set both by the investigated genes (MARCH11, UNCX, HOXA9, and PTGDR) and by the reference beta-actin gene 
(β-actin). Positive levels of methylation of the HOXA9 gene were established for 83.5 % patients; the MARCH11 gene – for 
80.8 % patients; the PTGDR gene – for 68.4 % patients; the UNCX gene – for 84.9 % patients. In the study group of patients 
with NSCLC, significant differences were found in the relative levels of methylation of the promoter regions of MARCH11, 
HOXA9, PTGDR, and UNCX genes in the tumor and non-tumor lung tissue. The data suggest that hypermethylation  
of MARCH11, HOXA9, PTGDR, and UNCX genes may play a role in NSCLC tumor progression.



 Доклады Национальной академии наук Беларуси. 2023. Т. 67, № 4. С. 300–306 301

Keywords: epigenetics, quantitative methyl-specific reaction, relative methylation level, non-small cell lung cancer, 
tumor and non-tumor tissue

For citation. Mikhalenka A. P., Shchayuk A. N., Nikitinskaya T. V., Paliukhovich Yu. V., Kubrak S. V., Shapetska M. N., 
Kilchevsky A. V. Determining the methylation status of the promoter regions of MARCH11, HOXA9, PTGDR, and UNCX 
genes in patients with non-small cell lung cancer. Doklady Natsional’noi akademii nauk Belarusi = Doklady of the National 
Academy of Sciences of Belarus, 2023, vol. 67, no. 4, pp. 300–306 (in Russian). https://doi.org/10.29235/1561-8323-2023- 
67-4-300-306

Введение. Эпигенетические механизмы, которые включают метилирование ДНК, модифи-
кацию гистонов и микроРНК (миРНК), могут вызывать наследуемые фенотипические изменения 
экспрессии генов без изменения их нуклеотидной последовательности. Эти эпигенетические мо-
дификации широко вовлечены в физиологические и патологические процессы, включая разви-
тие онкологических заболеваний [1].

Метилирование ДНК является одним из наиболее распространенных эпигенетических изме-
нений и играет важную роль в модуляции структуры хроматина, регуляции транскрипции и ста-
бильности генома. Равновесие между всеми ферментами и факторами, вовлеченными в метили-
рование ДНК, и способ его реализации являются ключевыми для нормального поведения 
клетки. Изменение этого равновесия приводит к активации или ингибированию различных био-
логических событий, в том числе изменению пролиферации и метаболизма клетки [2; 3]. Мети-
лирование ДНК у людей отмечают едва ли не исключительно в CpG-динуклеотидах, большин-
ство CpG-последовательностей в геноме метилированы. Изменение метилирования CpG-ост- 
ровков ДНК является одним из молекулярных процессов, обеспечивающих развитие опухоли 
[1]. Аберрантное метилирование ДНК в CpG-островках в промоторной области начинается на 
ранних стадиях онкогенеза, что указывает на его потенциал в качестве биомаркера для обнару-
жения рака [4; 5]. Наиболее яркими проявлениями этого процесса являются гиперметилирова-
ние промоторов опухолевых супрессоров и деметилирование промоторов онкогенов [6]. Извест-
но, что метилирование ДНК изменяется не только в опухолевых клетках, но и в гистологически 
нормальной ткани, что может способствовать уточнению диагноза при исследовании биопсий-
ных образцов [7].

Успехи эпигенетики способствуют разработке методов диагностики злокачественных забо-
леваний на ранних стадиях. Количественная метилспецифическая ПЦР (Q-MSP) – наиболее ча-
сто используемый и хорошо зарекомендовавший себя метод обнаружения метилирования ДНК. 
Этот метод является простым и экономичным, позволяет обнаруживать мельчайшие очаги опу-
холевых клеток. Большинство исследований сфокусировано на обнаружении эпигенетических 
изменений с использованием метода метилспецифической ПЦР как для ранней диагностики он-
козаболеваний, так и для определения метастазирования и прогноза течения онкологического 
процесса [8–10].

Целью нашего исследования было определение статуса метилирования промоторных обла-
стей генов MARCH11, HOXA9, PTGDR и UNCX в опухолевой и неопухолевой ткани легкого у па-
циентов с немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ).

Материалы и методы исследования. Уровень метилирования промоторных областей генов 
MARCH11, HOXA9, PTGDR, UNCX определяли методом количественной метилспецифической 
ПЦР у 73 пациентов с НМРЛ, проходивших лечение в УЗ «Минский городской клинический он-
кологический центр». Исследование было одобрено этическим комитетом, и пациенты подписали 
информированное согласие на участие.

Средний возраст пациентов составил 62,2 года (от 39 до 92 лет), по гендерному соотношению 
в выборку вошли 20 женщин (27,4 %) и 53 мужчины (72,6 %). 37 пациентов (50,7 %) имели адено-
карциному, 36 (49,3 %) – плоскоклеточный рак легкого. Статус курения у 4 пациентов (5,5 %) не-
известен, 43 человека (58,9 %) курящих и 26 (35,6 %) – некурящих. По стадиям заболевания ис-
следуемая выборка распределилась следующим образом: I стадия – 32 человека (43,8 %), II – 15 че- 
ловек (20,5 %), III – 23 (31,5 %) и IV – 3 человека (4,1 %).

Выделение ДНК из замороженных опухолевой и неопухолевой тканей легкого производи- 
ли с использованием стандартного протокола экстракции фенол-хлороформным методом. Далее 
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геномная ДНК подвергалась бисульфитной конверсии с помощью наборов EpiJET Bisulfite Con- 
version Kit (Thermo Fisher Scientific) и MethylEdge™ Bisulfite Conversion System (Promega). Масса 
исходной ДНК, подвергшейся конверсии, составляла 500 нг для каждого образца. Объем исполь-
зованного для элюирования ДНК буфера – 20 мкл (максимальный, рекомендованный произво-
дителем). 

Праймеры и зонды для ПЦР, специфичные для метилирования, были синтезированы  
в ОДО «Праймтех» (Беларусь). Валидацию последовательностей подобранных праймеров проводили  
в онлайн-программе PrimerBlast NCBI. Последовательности праймеров и зондов представлены  
в табл. 1. Реакционная смесь включала 1 мкл бисульфит-модифицированной ДНК и 7 мкл ПЦР- 
смеси, состоящей из 2-кратного премикса для ПЦР-РВ, прямого праймера (10 мкМ), обратного 
праймера (10 мкМ) и зонда (10 мкМ). Протокол ПЦР-амплификации: 95 °С – 3 мин, 40 циклов 
(95 °С – 10 с, 55 °С – 30 с). В качестве отрицательного контроля использовали воду без матрицы 
ДНК. Реакции амплификации проводили в системе CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad). Результаты анализировали с помощью программного обеспечения CFX Maestro Soft- 
ware Version 4.1.2433.1219 (Bio-Rad).

Т а б л и ц а  1. Праймеры и зонды, используемые для количественной метилспецифической ПЦР [8]

T a b l e  1. The sequences of the primer and the fluorescent probe used in this study [8]

Ген
Gene

Последовательность прямого праймера
Forward primer 5′→3′

Последовательность флуоресцентного зонда
Fluorescent probe sequence 5′→3′

Последовательность обратного праймера  
Reverse primer 5′→3′

MARCH11 TTTTTTAGTTTACGAGAGTCG- 
TAGC

FAM-CGTCGTTTGGAGAGGGGT- 
TATTCGT-TAMRA

GAATCAATAAAACGAAAT- 
TCGAA

UNCX ACGGTCGTTTTTTGGAATA- 
TTC

FAM-GGCGGCGTGGTGGGTTTT- 
TTTTATTC-TAMRA

GACCGACTACAACTAATACC- 
CGA

HOXA9 AATAAATTTTATCGTAGAG- 
CGGTAC

FAM-GCGCCCCCATTAACCGTA- 
CGCGT-TAMRA

CATATAACAACTTAATAACA- 
CCGAA

PTGDR TTGTTTCGCGTTTTTTAATGT- 
TAGC

FAM-CACGACAAAAACCTCCTAT- 
TAMRA

AAAAAAACTCCGAAAACGA- 
CGAAAT

β-actin TGGTGATGGAGGAGGTTTAG- 
TAAGT

FAM-ACCACCACCCAACACACA- 
ATAACAAACACA-TAMRA

AACCAATAAAACCTACTCC- 
TCCCTTAA

Количественная метилспецифическая реакция проводилась как для образцов опухолевой 
ткани, так и для образцов неопухолевой ткани одного и того же пациента. Для каждого из образ-
цов ставили реакцию по изучаемым генам (MARCH11, UNCX, HOXA9, PTGDR) и по референсно-
му гену бета-актина (β-actin). 

Для интерпретации полученных результатов высчитывается относительный уровень мети-
лирования (ОУМ, TaqMeth V). Для этого значение финального уровня флуоресценции изучае- 
мого гена (RFUx) делится на значение финального уровня флуоресценции референсного гена 
(RFUβ-actin) и умножается на 100.

Статистическую обработку данных проводили с использованием программного пакета Sta-
tis tica 10. В исследовании применены непараметрические методы: для сравнения зависимых вы-
борок (значения для опухолевой и неопухолевой ткани одного и того же пациента) по количест-
венным признакам использовался W-критерий Вилкоксона. За критический уровень статистической 
значимости принимали вероятность безошибочного прогноза, равную 95 % (р < 0,05).

Результаты и их обсуждение. В исследовании установлены положительные уровни метили-
рования гена HOXA9 для 61 (83,5 %) пациента из 73, гена MARCH11 – для 59 (80,8 %) пациентов, 
гена PTGDR – для 50 (68,4 %) пациентов, гена UNCX – для 62 (84,9 %) пациентов. Эти данные 
были использованы для дальнейшего анализа. На первом этапе были проанализированы сред-
ние уровни метилирования промоторных регионов генов HOXA9 (гомеобокс A9), MARCH11 
(убиквитинлигаза), PTGDR (рецептор простагландина D2) и UNCX (гомеобокс UNC). В табл. 2 пред-
ставлены основные статистические данные анализа статуса метилирования изучаемых генов. 
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Т а б л и ц а  2. Относительный уровень метилирования четырех отдельных маркеров  
в опухолевых очагах и неопухолевой ткани пациентов с НМРЛ

T a b l e  2. Relative methylation levels of four individual markers in tumor  
and non-tumor tissue of patients with NSCLC

Параметр
Parameter

Ген
Gene

HOXA9 MARCH11 UNCX PTGDR

Тип ткани Опухоль Норма Опухоль Норма Опухоль Норма Опухоль Норма
Количество образцов 61 61 59 59 62 62 50 50
Среднее 97,60 49,63 43,04 26,95 52,99 35,37 47,13 23,42
Стандартное отклонение 40,72 37,89 19,36 13,90 34,87 17,05 36,28 25,38
Медиана 107,58 44,02 48,49 30,47 46,66 35,61 37,78 13,07
Минимум 18,49 0,43 0,73 0,44 5,03 0,58 1,58 0,01
25 процентиль 71,11 27,62 27,06 17,39 22,83 23,50 19,40 8,20
75 процентиль 127,90 61,46 54,90 36,95 78,48 43,11 63,33 31,29
Максимум 167,68 273,01 82,66 59,06 172,54 82,05 139,49 99,56
p-value 4,89 · 10–8 2,67 · 10–6 2,70 · 10–4 7,38 · 10–8

W-критерий Вилкоксона 5,46 4,69 3,64 5,38

П р и м е ч а н и е: p-value для W-критерия Вилкоксона.
N o t e: p-value for Wilcoxon test.

Среднее значение ОУМ гена HOXA9 в опухолевой ткани было 97,6 ± 41, в то время как сред-
нее значение ОУМ в неопухолевой ткани легкого ‒ 49,6 ± 38. Среднее значение ОУМ гена 
MARCH11 в опухолевой ткани составило 43,04 ± 19, среднее значение ОУМ в неопухолевой тка-
ни легкого ‒ 27 ± 14. Необходимо отметить, что относительные уровни метилирования гена 
MARCH11 значительно ниже, чем для гена HOXA9. Среднее значение ОУМ гена UNCX в опухо-
левой ткани составило 53 ± 35, а среднее значение ОУМ в неопухолевой ткани легкого ‒ 35 ± 17. 
Среднее значение ОУМ гена PTGDR в опухолевой ткани составило 47 ± 36, а среднее значение 
ОУМ в неопухолевой ткани легкого ‒ 23,4 ± 25. Для гена HOXA9 в 52 из 61 случая (85,2 %) мети-
лирование в опухоли было больше, чем в соответствующей неопухолевой ткани, для гена 
MARCH11 – в 47 из 59 случаев (79,7 %), PTGDR – в 41 из 50 случаев (82,0 %), UNCX – в 45 из  
62 случаев (72,6 %).

Статистическая обработка полученных результатов показала достоверное отличие относи-
тельного уровня метилирования между опухолевой и неопухолевой тканью пациентов с НМРЛ 
для всех исследуемых генов.

Известно, что все протестированные нами гены функционально связаны с онкогенезом. Ген 
MARCH11 кодирует убиквитинлигазу, которая добавляет убиквитин к лизину в целевом суб-
стратном белке, и таким образом сигнализирует о его внутриклеточном транспорте и передаче 
сигналов внутри клетки, что играет важную роль при онкогенезе [8]. Ген PTGDR кодирует один 
из вариантов рецепторов, связанных с гуанин-нуклеотид-связывающим белком (G-белок), и от-
носится к трансмембранным белкам, которые реагируют на внеклеточные сигналы и активиру-
ют внутриклеточные сигнальные пути. Метилирование промотора PTGDR связано с развитием 
колоректального рака и НМРЛ [8; 11; 12]. 

UNCX и HOXA9 принадлежат к эволюционно консервативным суперсемействам гомеобок-
сов, которые играют решающую роль в регуляции апоптоза, дифференцировки и ангиогенеза. 
Белок, кодируемый геном UNCX, является фактором транскрипции, хотя молекулярные меха-
низмы, лежащие в основе активации UNCX, и его роль в пролиферации и дифференцировке еще 
до конца не ясны. Недавно было описано влияние эпигенетической модификации UNCX на раз-
витие острого миелоидного лейкоза [13]. 

Ген HOXA9 является одним из представителей гомеобокса (HOX). Большое количество иссле-
дований показало, что гены НОХ имеют существенное значение в прогрессировании различных 
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заболеваний, аберрантно экспрессируются в опухолях и участвуют в опухолевом генезе [14]. 
Прогностическая роль метилирования HOXA9 при солидных злокачественных новообразованиях 
противоречива. Однако рядом исследователей выявлено, что повышенное метилирование HOXA9 
было связано со стадией заболевания и с низкой общей выживаемостью пациентов при некото-
рых онкозаболеваниях [8; 12; 14; 15]. Кроме того, как и в нашем исследовании, ряд авторов пока-
зали, что значения уровня метилирования HOXA9 в опухолевых тканях в различных видах опу-
холей значительно возрастали по сравнению с соответствующими нормальными тканями [8]. 

Таким образом, в нашем исследовании выявлены достоверные различия в относительных 
уровнях метилирования промоторных регионов исследуемых генов в опухолевой и неопухоле-
вой тканях у пациентов с НМРЛ. Эти данные позволяют предположить, что гиперметилирова-
ние генов MARCH11, HOXA9, PTGDR и UNCX может играть роль в опухолевой прогрессии НМРЛ. 
В дальнейшем планируется провести анализ влияния метилирования ДНК на клинико-морфо-
логические характеристики опухоли при немелкоклеточном раке легкого.

Заключение. В исследуемой группе пациентов с НМРЛ выявлены достоверные различия от-
носительных уровней метилирования промоторных регионов генов MARCH11, HOXA9, PTGDR  
и UNCX в опухолевой и неопухолевой ткани легкого. Наибольший относительный уровень ме-
тилирования в опухолевой ткани пациентов с НМРЛ зарегистрирован при анализе промоторно-
го региона гена HOXA9. Известно, что ген HOXA9 относится к суперсемейству генов, кодирую-
щих белки HOX, которые являются факторами транскрипции, участвующими в онкогенезе. 
Дальнейшие исследования метилирования ДНК будут способствовать лучшему пониманию ме-
ханизмов, лежащих в основе развития рака легкого, и позволят предложить новые мишени для 
разработки схем лечения данного заболевания.
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