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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки

Молекулярно-генетическая диагностика светлоклеточного 
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Введение. По темпу прироста в России рак почки занимает 1-е место. Примерно у трети больных к моменту постановки диаг-
ноза выявляют отдаленные метастазы, и у 30–40 % возникает рецидив болезни. Рак почки не проявляется симптоматически 
до поздней стадии заболевания. Более чем в 50 % случаев рак почки обнаруживают случайно. В связи с этим актуально развитие 
методов, позволяющих быстро и эффективно диагностировать опухоль.
Материалы и методы. Было проведено изучение уровней экспрессии матричной РНК ряда генов в операционном материале парных 
образцов (нормальная ткань и злокачественная опухоль почки). Количественное определение экспрессии генов осуществляли с по-
мощью полимеразной цепной реакции в реальном времени на приборе Step One Plus (Applied Biosystems, США) с использованием 
наборов TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, США).
Результаты. По результатам скринингового анализа экспрессии 200 генов в парных образцах рак почки / нормальная ткань почки 
выбраны 5 генов, демонстрирующих наибольшую частоту повышенной экспрессии на I–III стадиях развития светло клеточного 
почечно-клеточного рака: CA9, EGLN3, HIG2, NDUFA4L2, STC2.
Заключение. По результатам проведенного исследования экспрессии разработана новая панель, включающая гены CA9, HIG2 и STC2, 
которая дает возможность с высокой чувствительностью (96,8 %) и специфичностью (92,9 %) дифференциально диагностировать 
ранний светлоклеточный рак почки на основе определения уровня матричной РНК методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени. Такой подход позволяет быстро (в течение 1 дня) диагностировать светлоклеточный почечно-клеточный рак, отличая его 
от других типов почечно-клеточного рака. Кроме этого, он открывает возможность неинвазивной диагностики рака почки в дальнейшем.

Ключевые слова: светлоклеточный почечно-клеточный рак, молекулярно-генетическая диагностика, дифференциальная экспрессия генов
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Background. On the pace of growth in Russia, renal carcinoma takes the 1st place. Approximately one third of patients at time of diagnosis have 
distant metastases, and relapse of the disease occurs in 30–40 %. Renal carcinoma does not manifest until later stage of the disease. More than  
in 50 % of cases renal carcinoma is revealed occasionally. Therefore, development of methods for quick and efficient diagnosis of the tumor is actual.
Materials and methods. The level of messenger RNA expression for several genes was studied in the surgical material of paired samples (normal 
tissue and a malignant renal carcinoma). Quantification of gene expression was performed by using real-time polymerase chain reaction on Step 
One Plus instrument (Applied Biosystems, USA) by using TaqMan® Gene Expression Assays kits (Applied Biosystems, USA).
Results. As a result of screening analysis of 200 genes expression in paired samples of renal carcinoma/normal renal tissue we selected 5 genes 
showing the highest frequency of increased expression in stages I–III of the development of clear renal cell carcinoma: CA9, EGLN3, HIG2, 
NDUFA4L2, STC2.
Conclusion. As a result of the expression study we developed a new panel, including CA9, HIG2 and STC2 genes which has high sensitivity (96.8 %) 
and specificity (92.9 %) for differential diagnosis of the early clear cell renal cell carcinoma on the basis of determining the level of messenger RNA 
expression by real-time polymerase chain reaction. This approach allows you to diagnose clear cell renal cell carcinoma quickly (within 1 day), and 
differentiate it from other types of renal cell cancer. In addition, it opens the possibility of non-invasive diagnosis of renal carcinoma in the future.

Key words: clear cell renal cell carcinoma, molecular genetic diagnostics, differential gene expression
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Введение
Последние 3 десятилетия заболеваемость раком 

почки в Европе непрерывно растет. В России по темпу 
прироста рак почки занимает 1-е место [1]. Примерно 
у трети больных к моменту постановки диагноза вы-
являют отдаленные метастазы, и у 30–40 % возникает 
рецидив болезни. Рак почки – сложное гетерогенное 
заболевание, которое имеет несколько подтипов: свет-
локлеточный (80–90 %), папиллярный (6–15 %) 
и хромофобный (2–5 %) [2].

Рак почки не проявляется симптоматически 
до поздней стадии заболевания. Более чем в 50 % слу-
чаев его выявляют случайно при проведении абдоми-
нальной компьютерной томографии или ультра-
звукового исследования по другим медицинским 
показаниям. Однако эти методы, а также магнитно-
резонансные изображения, не позволяют надежно 
дифференцировать злокачественные опухоли и добро-
качественные новообразования. Методы лаборатор-
ной диагностики в значительной мере являются кос-
венными. Поэтому, для того чтобы верифицировать 
диагноз, все чаще выполняют биопсии, особенно 
в случаях рентгенологически неопределенной или ма-
лой массы почек. Подробно этот вопрос рассмотрен 
в рекомендациях Европейского общества урологов 
и других работах [2, 3]. Американская урологическая 
ассоциация также поддерживает проведение биопсии 
при малой массе опухоли [4]. При анализе результатов 
5228 биопсий была показана адекватность их выпол-
нения для диагностики злокачественной опухоли [5]. 
Вместе с тем при использовании для биопсии менее 
травматичных тонких игл точность диагностики суще-
ственно снижается, что связывают с недостаточностью 
материала для гистологического исследования и зави-
симостью от квалификации гистолога, позволяющей 
идентифицировать опухоль [3].

В связи с этим актуально развитие методов, позво-
ляющих быстро и эффективно диагностировать опу-
холь. Полимеразная цепная реакция в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ) дает возможность определять 
экспрессию генов в малом количестве клеток в образ-
це злокачественной опухоли. В настоящей работе вы-
явлены гены, дифференциальная экспрессия которых 
позволяет обнаруживать светлоклеточный почечно-
клеточный рак (ПКР) с высокой чувствительностью 
и специфичностью.

Материалы и методы
В работе было проведено изучение уровней экс-

прессии матричной РНК (мРНК) ряда генов в опера-
ционном материале парных образцов (нормальная 
ткань и злокачественная опухоль почки). Свежезамо-
роженные образцы нормальной и опухолевой тканей, 
взятые при операции или биопсии, получены в РОНЦ 
им. Н. Н. Блохина.

Выделение РНК проводили с помощью набора 
RNeasy Mini Kit (Qiagen, США) согласно инструкции 
производителя. Наличие и качество РНК проверяли, 
используя электрофорез в 1,8 % агарозном геле. Каче-
ственными считали образцы РНК, демонстрирующие 
четкие полосы 18S и 28S РНК, без детектируемой 
электрофоретически примеси ДНК. Концентрацию 
водного раствора РНК определяли на спектрофотомет-
ре NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, США). Обратную 
транскрипцию выполняли с использованием набора 
ImProm-IIТМ Reverse Transcriptase (Promega, США). 
Перед проведением реакции обратной транскрипции 
концентрации РНК выравнивали в контрольных 
и экспериментальных образцах. Количественное 
определение экспрессии генов осуществляли с помо-
щью ПЦР-РВ на приборе Step One Plus (Applied Bio-
systems, США). Каждое измерение выполняли триж-
ды. ПЦР-РВ проводили с использованием наборов 
для определения экспрессии всех исследуемых генов 
производства TaqMan® Gene Expression Assays (Applied 
Biosystems, США) в соответствии с инструкцией изго-
товителя.

Для анализа полученных результатов применяли 
встроенную программу Applied Biosystems Step One 
Plus, которая позволяет сравнить относительные ко-
личества целевой последовательности РНК в опухо-
левой и нормальной тканях. В качестве контрольного 
использовали ген GAPDH. В результате обработки из-
мерений получены значения уровней экспрессии ге-
нов в опухолевой ткани относительно нормальной. 
Повышенным или пониженным считали уровень экс-
прессии гена в опухоли, отличающийся в 2 и более 
раза от экспрессии в нормальной ткани.

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью пакета стандартных программ Statistica 10.0. 
Уровень значимости для выявленных различий прини-
мали равным 0,01.

Результаты и обсуждение
По результатам скринингового анализа экспрес-

сии 200 генов в парных образцах рак почки / нормаль-
ная ткань почки были выбраны 5 генов, демонстриру-
ющих наибольшую частоту повышенной экспрессии 
на I–III стадиях развития рака почки: CA9, EGLN3, 
HIG2, NDUFA4L2, STC2. Экспрессия указанных генов 
была изучена среди 45 парных образцов рак поч-
ки / нормальная ткань почки. Полученные частоты 
повышенной по отношению к контролю экспрессии 
при светлоклеточном ПКР приведены в табл. 1.

Как видно из в табл. 1, все изученные гены с вы-
соким уровнем значимости повышенно экспрессиру-
ются относительно группы контроля на всех 3 стадиях 
развития светлоклеточного ПКР.

Ген CA9 (carbonic anhydrase 9 – карбоксиангидраза 
9) кодирует карбоксиангидразу 9, которая является 
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трансмембранным членом семейства карбоксианги-
драз. CA9 катализирует обратимое гидратирование 
диоксида углерода в гидрокарбонат, позволяя, таким 
образом, опухолевым клеткам поддерживать ней-
тральный уровень рН внутри клетки, закисляя при 
этом внеклеточное микроокружение. Карбоксианги-
драза 9 функционально вовлечена в прогрессию опу-
холи как фактор, способствующий выживанию рако-
вых клеток при гипоксии и ацидозе через регуляцию 
уровня pH, а также клеточной адгезии, и экспресси-
руется в опухолях при светлоклеточном ПКР [6].

Ген EGLN3 (egl nine homolog 3 – EGL-9 семейства 
индуцируемого гипоксией фактора 3; также называе-
мый prolyl hydroxylase domain-containing protein 3 – 
пролилгидроксилазы доменсодержащий белок 3, 
PHD3) кодирует гидроксилазу, экспрессия которой 
является HIF1-зависимой и способствует предупреж-
дению апоптоза в клетках в условиях гипоксического 
стресса. При нормальных условиях PHD3 гидрокси-
лирует HIF1A, который затем связывается с VHL, уби-
квитинируется и деградирует через протеосому. Была 
выявлена еще одна важная функция PHD3 – гидро-
ксилирование и активация HIF1A – коактиватора 
PKM2 [7].

Ген HIG2 (hypoxia inducible gene 2 – индуцируемый 
гипоксией ген 2) – важный стимулирующий фактор 
роста опухолевых клеток. В ряде работ было показано, 
что HIG2 является прямой мишенью HIF1 и принима-
ет непосредственное участие в липидном обмене 
в условиях гипоксии при раке [8]. Повышенная экс-
прессия HIG2 часто обнаруживается при светлокле-
точном ПКР и коррелирует с плохим прогнозом у па-
циентов [9].

Ген NDUFA4L2 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
1 alpha subcomplex subunit 4-like 2 – дегидрогеназы 

(убихинон) 1-альфа подкомплекса субъединица 4-го 
типа) – компонент дыхательной цепи в митохондриях. 
Эта субъединица 1-альфа подкомплекса дыхательной 
цепи, локализованного на внутренней стороне мито-
хондриальной мембраны. Данный ген имеет выражен-
ную зависимость экспрессии от гипоксии, более того, 
в промоторе NDUFA4L2 обнаружены сайты связыва-
ния для HIF1 [10]. Вероятно, физиологическая роль 
NDUFA4L2 заключается в тонкой регуляции окисли-
тельного фосфорилирования через взаимодействия 
с другими субъединицами внутри комплекса, и гипер-
экспрессия его при раке может коррелировать с нару-
шением энергетического метаболизма. Значение функ-
ционирования этого гена при ПКР мало изучено. 
Известно, что ген повышенно экспрессируется при 
светлоклеточном ПКР и коррелирует с плохим про-
гнозом [11, 12].

Ген STC2 (staninocalcin 2 – станинокальцин 2) ко-
дирует гликопротеиновый гормон, вовлеченный 
в поч ках в регуляцию транспорта кальция и фосфора. 
Станинокальцин 2 играет важную роль в ответе на не-
правильно сложенные белки. STC2 может выполнять 
роль положительного регулятора опухолевой прогрес-
сии при гипоксии [13, 14].

Все изученные гены обладают существенными 
функциями, связанными с развитием злокачествен-
ной опухоли. На основе полученных данных была про-
ведена оценка чувствительности и специфичности 
при потенциальном использовании экспрессии ука-
занных генов в качестве диагностических маркеров 
светлоклеточного ПКР (табл. 2).

Полученные результаты демонстрируют хорошую 
чувствительность и специфичность в определении 
светлоклеточного ПКР для всех изученных генов на 3 
начальных стадиях прогрессирования заболевания. 

Таблица 1. Частота повышенной по отношению к контролю экспрессии генов на различных стадиях развития светлоклеточного почечно-кле-
точного рака, % 

Table 1. Frequency rates of increased expression in relation to the control of genes at different stages of development of clear cell renal cell carcinoma, %

Ген 
Gene

частота экспрессии 
Expression rate

I стадия 
Stage I

I + II стадии 
Stage I + II

III стадия 
Stage III

I + II + III стадии 
Stage I + II + III

CA9 100* 90,9* 100* 93,9*

EGLN3 93,3* 86,4* 90,9* 90,6*

HIG2 100* 90,5* 90,9* 90,6*

NDUFA4L2 93,3* 81,8* 90,9# 84,8*

STC2 76,9** 77,8*** 90*** 82,1*

Примечание. Уровень значимости отличия от контроля: *р = 0,0000; **р = 0,001; ***р = 0,0001; #р = 0,0003. 
Note. Significance level of differences from control: *р = 0.0000; **р = 0.001; ***р = 0.0001; #р = 0.0003.
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Наилучшие показатели, особенно на I стадии – наи-
более важной для ранней диагностики, наблюдали 
для генов CA9 и HIG2. Следует отметить, что показате-
ли чувствительности и специфичности, приведенные 
в табл. 2, характеризуются 95 % доверительным интер-
валом (ДИ), составляющим для генов CA9 и HIG2 при 
I стадии светлоклеточного ПКР 78,2–100 и 76,8–100 % 
соответственно. Для генов NDUFA4L2 и EGLN3 95 % 
ДИ при определении чувствительности составляет 
68,0–99,8 %, специфичности – 72,2–100 %. Подобны-
ми интервалами также характеризуются чувствитель-
ность и специфичность исследуемых маркеров на дру-
гих стадиях светлоклеточного ПКР.

Если для I стадии полученные чувствительность 
и специфичность являются максимально возможными, 
то для опухолей, находящихся на других стадиях, эти 
величины несколько ниже. В связи с этим была про-
ведена оценка возможности повышения чувствитель-
ности при определении 2 генов. Одновременный ана-
лиз экспрессии генов CA9 и HIG2, при котором в расчет 
берется повышенная экспрессия хотя бы одного 
из них, позволяет увеличить чувствительность выявле-
ния светлоклеточного ПКР до 96,8 % (95 % ДИ 81,7–
99,9 %) при специфичности 92,9 % (95 % ДИ 76,5–
99,1 %). Существенно, что в случае отрицательного 
результата теста вероятность отсутствия светлоклеточ-
ного ПКР составляет 96,3 % (95 % ДИ 81,0–99,9 %).

Хотя светлоклеточный ПКР является преоблада-
ющим, представляло интерес определить характер 
экспрессии изучаемых генов при других типах рака, 
на которые приходится 15–20 % случаев. При изуче-
нии экспрессии генов CA9 и HIG2 в выборке из 12 
образцов, включающей папиллярный и хромофобный 
рак, а также онкоцитому, было найдено повышение 
экспрессии какого-либо из этих генов в 41,7 % случа-
ев. При этом оказалось, что в таком же проценте слу-
чаев экспрессия CA9 понижена. При изучении всех 
5 генов отмечена наибольшая частота пониженной 

экспрессии при других, чем светлоклеточный ПКР, 
типах опухолей для гена STC2 – 83,3 % (р = 0,0006). 
Это означает, что ген STC2 с высокой частотой экс-
прессируется пониженно относительно контроля 
в других, несветлоклеточных, типах опухолей почки. 
Характеристики его экспрессии позволяют с чувстви-
тельностью 83,3 % (95 % ДИ 51,59–97,91 %) и специ-
фичностью 91,7 % (95 % ДИ 61,52–99,79 %) детекти-
ровать эти типы ПКР. Пониженная экспрессия гена 
STC2 дает возможность дифференцировать светлокле-
точный и другие типы рака (р = 0,0002).

Анализ панели из 3 генов – CA9, HIG2 и STC2 – 
показал, что при светлоклеточном ПКР одновремен-
но повышенная экспрессия генов CA9 или HIG2 и по-
ниженная экспрессия STC2 наблюдается в 3 % 
случаев, при других типах ПКР был отмечен один 
такой случай.

Следовательно, экспрессионная панель из генов 
CA9, HIG2 и STC2 с высокой достоверностью позволя-
ет диагностировать светлоклеточный ПКР, отличая его 
от других типов ПКР. В целом, хотя разработанная 
панель ориентирована на диагностику светлоклеточ-
ного ПКР, она позволяет выявлять и другие его типы. 
Оценочно, ПКР в среднем может быть обнаружен 
в 94 % случаев, исходя из долей светлоклеточного 
и других типов ПКР как 80 и 20 % соответственно.

Более высокая экспрессия CA9 при светлоклеточ-
ном ПКР по отношению к папиллярному раку почки 
была найдена в работе [15]. Экспрессия гена CA9 по-
зволяет также дифференцировать доброкачественные 
и злокачественные кисты почки [16].

При иммуногистохимическом исследовании экс-
прессия гена HIG2 была выявлена в 85 % случаев свет-
локлеточного ПКР [6].

Повышенная экспрессия CA9 может быть связана 
с гипометилированием этого гена при светлоклеточном 
ПКР. Для гена STC2 также характерны гипометилирова-
ние и повышение числа копий при светлоклеточном 

Таблица 2. Чувствительность и специфичность маркеров на основе определения экспрессии генов на различных стадиях развития светлокле-
точного почечно-клеточного рака, %

Table 2. Sensitivity and specificity of the markers based on the level of gene expression in different stages of clear-cell renal cell carcinoma, %

Ген 
Gene

чувствительность/специфичность 
Sensitivity/specificity

I стадия 
Stage I

I + II стадии 
Stage I + II

III стадия 
Stage III

I + II + III стадии 
Stage I + II + III

CA9 100/100 90,9/95,4 100/100 93,9/97,0

EGLN3 93,3/100 86,4/95,4 90,9/90,9 90,6/93,9

HIG2 100/100 90,5/90,5 90,9/100 90,6/93,7

NDUFA4L2 93,3/100 81,8/90,9 90,9/90,9 84,8/90,9

STC2 76,9/92,3 77,8/88,9 90,0/100 82,1/92,9
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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак почки

ПКР [17]. Эти данные соответствуют цитогенетическим 
наблюдениям, указывающим на частую амплификацию 
хромосомы 5q, в которой находится STC2, при светло-
клеточном ПКР и ее отсутствие при папиллярном и хро-
мофобном раке почки [18]. Более того, при хромофоб-
ном ПКР хромосома 5 часто делетирована [19]. 
Приведенные результаты могут служить структурным 
основанием впервые выявленных нами отличий в уров-
не мРНК гена STC2 между случаями светлоклеточного 
и других типов ПКР. Вместе с тем, для более полной ха-
рактеристики экспрессии гена STC2 при различных ти-
пах несветлоклеточного ПКР необходимы дальнейшие 
исследования.

Заключение
Таким образом, разработана новая панель, вклю-

чающая 3 гена (CA9, HIG2 и STC2), которая дает воз-
можность с высокой чувствительностью и специфич-
ностью диагностировать ранний светлоклеточный рак 
почки, отличая его от других типов опухолей почки, 
на основе определения уровня мРНК методом ПЦР-РВ. 
Такой подход позволяет быстро (в течение 1 дня) ди-
агностировать светлоклеточный ПКР. Кроме этого, он 
открывает возможность неинвазивной диагностики 
рака почки в дальнейшем с помощью определения 
мРНК найденных диагностических генов в плазме 
крови пациентов.
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