
37

О
Н

К
О

УР
О

Л
О

ГИ
Я

  
3’

20
18

   
ТО

М
 1

4 
  

  
C

A
N

C
ER

 U
R

O
LO

G
Y 

 3
’2

01
8 

 V
O

L.
 1

4

Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак предстательной железы
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Цель исследования – изучение экспрессии генов, ответственных за гипоксиязависимый контроль транскрипции, неоангиогенез, 
а также апоптоз в опухолевой ткани предстательной железы, у больных локализованным раком предстательной железы (РПЖ) 
с биохимическими рецидивами (БР) и без рецидивов после радикальной простатэктомии (РПЭ). 
Материалы и методы. В основную группу были включены 56 пациентов с локализованным РПЖ, у которых в течение 2 лет после 
РПЭ выявлен БР. Группу сравнения составили 60 больных локализованным РПЖ, у которых рецидив не наблюдался. В контроль-
ную группу были объединены 55 пациентов, у которых операционные биоптаты предстательной железы взяты в пределах здоро-
вых тканей при удалении доброкачественной гиперплазии предстательной железы. Определение уровня экспрессии генов BAX, 
BCL2, VEGFA, HIF1α в ткани опухоли проводили методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Результаты. У больных локализованным РПЖ после РПЭ развитие БР ассоциировано с повышением экспрессии генов BCL2, VEGFА 
и HIF1α и снижением экспрессии гена BAX. У больных локализованным РПЖ и с ранним рецидивированием в ткани опухоли, ве-
роятно, через гипоксиязависимый фактор, усиливающий транскрипционные процессы в опухолевых клетках, активируется нео-
ангиогенез, сопряженный с угнетением апоптоза опухолевых клеток за счет усиления экспрессии антиапоптического гена BCL2.
Заключение. Определение экспрессии генов BAX, BCL2, VEGFA и HIF1α в ткани опухоли при локализованном РПЖ позволяет 
дополнительно оценить риск прогрессирования заболевания после хирургического лечения. 
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Objective. Examination of the expression of genes responsible for hypoxia-dependent control of transcription, neoangiogenesis, and apoptosis 
in tumor tissue of the prostate, in patients with localized prostate cancer (РС) with biochemical recurrence (BR) and without recurrences after 
radical prostatectomy (RPE).
Materials and methods. The main group included 56 patients with localized PC who had been diagnosed with BR within two years after 
RP. 60 patients with localized PC who did not relapse had a comparative group. 55 patients in whom operative biopsy specimens of the 
prostate gland were taken within healthy tissues with the removal of benign prostatic hyperplasia were combined into a control group. 
Determination of the expression level of the BAX, BCL2, VEGFA and HIF1α genes in tumor tissue was performed by real-time polymerase 
chain reaction.
Results. In patients with localized PC after RPE, development of BR is associated with an increase in the expression of BCL2, VEGFA and 
HIF1α genes and a decrease in the expression of the BAX gene. In patients with localized PC and early recurrence of tumor tissue through 
a hypoxia-dependent factor that enhances transcritical processes in tumor cells, neoangiogenesis is activated, which is associated with inhibi-
tion of apoptosis of tumor cells by enhancing the expression of the antiapoptotic gene BCL2.
Conclusion. Determination of the expression of BAX, BCL2, VEGFA and HIF1α genes in tumor tissue with localized PC allows further assess-
ment of the risk of disease progression after surgical treatment.
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Введение
Для формирования заключения о прогрессивном 

либо индолентном течении рака предстательной же-
лезы (РПЖ) в настоящее время используют динамич-
ное определение простатического специфического 
антигена (ПСА) в сыворотке крови [1]. Разработаны 
четкие критерии диагностики биохимического реци-
дива (БР) заболевания по результатам лабораторного 
мониторинга. Однако ключевой проблемой в онко-
урологии, требующей внимания, остается разработка 
точного и минимально инвазивного прогностическо-
го теста в отношении выделения пациентов в начале 
наблюдения и лечения с высоким риском к раннему 
рецидивированию онкологического заболевания [2]. 
РПЖ имеет сложный патогенез, опирающийся 
на комплекс гормональных, генетических, молекуляр-
ных и гистологических изменений [3]. Одни факторы 
способствуют развитию онкологического процесса, 
другие, в большей мере, отвечают за дальнейшее рас-
пространение раковых клеток в организме либо за ре-
цидив заболевания [4].

Изучение экспрессии генов в опухолевой ткани 
предстательной железы (ПЖ) способствует выявле-
нию генетических сигнатур, использующихся для фор-
мирования заключения о течении заболевания (ла-
тентное или агрессивное), его прогрессировании, 
метастатическом потенциале опухоли наряду с важ-
ными клиническими характеристиками болезни [5, 6]. 
G. Novelli и соавт. при разработке специального гибри-
дизационного микрочипа предложили использовать 
мониторинг экспрессии 190 генов в андрогензависи-
мых и андрогеннезависимых клетках ПЖ [7]. Авторы 
показали высокую значимость предложенного метода 
для решения вопроса о прогнозе развития РПЖ. 
В другом исследовании выявлено, что группы больных 
РПЖ с разными сроками выживаемости (<300 дней 
и >900 дней) различались по выраженности экспрес-
сии генов в мононуклеарной фракции венозной крови 
с диагностической эффективностью 92 % [8].

Как известно, апоптоз относится к ключевым про-
цессам, способствующим местному ограничению опу-
холи, а неоангиогенез ввиду усиления кровоснабже-
ния за счет новообразования сосудов и повышения 
их проницаемости обеспечивает ее дальнейший рост 
и прогрессирование [9]. Гипоксиязависимые пути 
контроля транскрипции в опухолевой клетке, а также 
апоптоза, неоангиогенеза в ткани могут влиять на рост 
и распространение опухоли у больных РПЖ. Гипоксия 

оказалась самым мощным VEGF-индуцирующим сти-
мулом для всех типов клеток. Гипоксияиндуцибель-
ный фактор 1α (hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF1α) 
участвует в активируемых в условиях гипоксии транс-
крипционных механизмах, влияющих на интенсив-
ность пролиферации раковых клеток, повышенную 
экспрессию протеина VEGF в опухоли [10]. Сопостав-
ление выраженности экспрессии генов HIF1α, VEGFА, 
BAX и BCL2 в операционных биоптатах опухолевой 
ткани ПЖ с последующим течением болезни способ-
но расширить информацию о предикторных возмож-
ностях методов генетического анализа для прогноза 
заболевания. Изучение экспрессии гена HIF1α, опре-
деляющего синтез и функции одноименного проте-
ина, регулирующего после транслокации из цито-
плазмы в ядро интенсивность транскрипционных 
процессов, синтез ростового фактора для сосудов 
VEGFА, может расширить спектр механизмов, моду-
лирующих воздействие на течение онкологического 
заболевания.

Цель исследования – изучение экспрессии генов, 
ответственных за гипоксиязависимый контроль транс-
крипции, неоангиогенез, а также апоптоз в опухоле-
вой ткани ПЖ, у больных локализованным РПЖ с БР 
и без рецидивов после радикальной простатэктомии 
(РПЭ).

Материалы и методы
Работа выполнена в отделении онкоурологии Ро-

стовского научно-исследовательского онкологическо-
го института, Центре урологии, нефрологии и гемо-
диализа Областной больницы № 2 в период с 2015 
по 2018 г. Исследование было одобрено Локальным 
независимым этическим комитетом Ростовского на-
учно-исследовательского онкологического института.

Всем пациентам в сыворотке крови исходно и ка-
ждые 3 мес после РПЭ определяли содержание ПСА 
путем иммуноферментного анализа на фотометре 
Multiscan-Р2 (Thermo Fisher Scientific Inc., Финлян-
дия). Основанием для заключения о наличии БР было 
превышение концентрации ПСА в крови >0,2 нг / мл 
в 3 последовательных измерениях, проведенных с ин-
тервалом 2 нед и более.

В основную группу были включены 56 пациентов 
с локализованным РПЖ, у которых в течение 2 лет 
после РПЭ выявлен БР. Группу сравнения составили 
60 больных локализованным РПЖ, у которых реци-
див не наблюдался. В контрольную группу были 
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объединены 55 пациентов, у которых операционные 
биоптаты ПЖ взяты в пределах здоровых тканей 
при удалении доброкачественной гиперплазии ПЖ.

Возраст больных находился в пределах от 57 
до 74 лет, составив в среднем в основной группе 66,7 
± 2,1 года, в группе сравнения 62,4 ± 2,5 года, в конт-
рольной группе 63,1 ± 2,4 года. Распределение боль-
ных основной группы в зависимости от клинической 
стадии РПЖ было следующим: сТ1с – 5,3 % (n = 3), 
сТ2а – 8,9 % (n = 5), сТ2b – 37,5 % (n = 21), сТ2с – 
48,2 % (n = 27). Высокая степень гистопатологической 
дифференцировки (сумма баллов по шкале Глисона 
(индекс Глисона) ≤6) встречалась у 6 (10,7 %) больных 
основной группы, умеренная (индекс Глисона 7) – у 45 
(80,4 %) и низкая (индекс Глисона 8–10) – у 5 (8,9 %).

В группе сравнения распределение стадий РПЖ 
было следующим: сТ1с – 5 % (n = 3), сТ2а – 5 %  
(n = 3), сТ2b – 35 % (n = 21), сТ2с – 55 % (n = 33). 
Высокая степень гистопатологической дифференци-
ровки (индекс Глисона ≤6) встречалась у 8 (7,1 %) 
больных, умеренная (индекс Глисона 7) – у 48 (91,6 %) 
и низкая (индекс Глисона 8–10) – у 4 (1,3 %).

При микроскопическом исследовании фиксиро-
ванных образцов ткани кусочков ПЖ, взятых при опе-
рации, отмечали гистологический тип опухоли, сте-
пень гистопатологической дифференцировки. У всех 
больных основной группы и группы сравнения гисто-
логический тип опухоли ПЖ был представлен адено-
карциномой.

В зависимости от риска развития рецидива РПЖ 
все 116 пациентов основной группы и группы сравне-
ния после операции были разделены на 4 подгруппы: 
очень низкого (n = 4), низкого (n = 10), промежуточ-
ного (n = 93) и высокого риска (n = 9) согласно обще-
принятой классификации A. V. D’Amico и соавт. [11].

Операционные биоптаты ПЖ для генетического 
анализа замораживали в жидком азоте (температура 
–80 °С) и в течение 1 ч доставляли в лабораторию. 
Из полученных образцов ткани ПЖ готовили препара-
ты толщиной 8 мкм, и ввиду существования гетероген-
ности опухоли (мультифокальность, внутриочаговая 
и межочаговая гетерогенность) патологоанатом после 
окраски гематоксилином контролировал, соответству-
ет ли фрагмент опухоли наибольшему индексу Глисона.

Фрагменты ткани помещали в пробирку с 350 мкл 
буфера набора для лизиса клеток и связывания общей 
РНК RNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия), включая 1 % 
β-меркаптоэтанол. Экстракцию, выделение и элю-
ирование общей РНК проводили согласно инструкции 
фирмы-производителя. Концентрацию полученной 
РНК измеряли с помощью набора Quant-iTTM RNA 
Assay Kit (Invitrogen, США) на флуориметре QubitTM 
(Invitrogen, США).

Для получения комплементарной ДНК (кДНК) 
1 мкг РНК подвергали обратной транскрипции 

с помощью метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с обратной транскрипцией и набора реагентов 
с обратной транскриптазой Omniscript Reverse 
Transcriptase Kit (Qiagen, Германия) и использованием 
10 μM p (dN) 8 рандомных гексамерных праймеров 
(TIB MOLBIOL, Германия). Перед транскрипцией 
РНК денатурировали в течение 5 мин при температу-
ре 65 °С с последующим охлаждением на льду. Обрат-
ная транскриптаза Omniscript была инактивирована 
при нагреве реакционной смеси в течение 5 мин 
при температуре 93 °С. До анализа ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-РВ) кДНК хранили при температуре 
–20 °С. Перед использованием в качестве ПЦР-матри-
цы кДНК разводили в соотношении 1:5.

При проведении ПЦР-РВ для анализа экспрес-
сии генов BAX, BCL2, VEGFA и HIF1α использовали 
систему ABI Prism (Applied Biosystems, США), вклю-
чающую готовые праймеры и зонды TaqMan. Зонды 
TaqMan были меченными флуоресцентным краси-
телем FAM 5’-(6-карбоксифлуоресцеин) c гасителем 
красителя TAMPA (6-карбокситетраметилродамин) 
на тимидиновой основе вблизи 3’-конца. Реакцион-
ная смесь содержала: ПЦР-буфер (200 мМ Трис-HCl 
(рН 8,4), 500 мМ KCl), 4,5 мМ MgCl2, 1 мМ dNTP, 
0,5 U платиновой Taq ДНК-полимеразы (Invitrogen, 
Германия), 0,2 мкМ каждого праймера, 120 нМ спе-
цифического зонда TaqMan и 1 мкМ 6-карбокси-X-
родамина (Molecular Probes, Нидерланды). В каче-
стве матрицы для ПЦР использовали 2 мкл 
предварительно разбавленной кДНК в конечном 
объеме 25 мкл. Условия цикла были следующими: 
первичная денатурация 94 °С – 3 мин; 45 циклов: 94 
°С – 20 с; отжиг и элонгация праймера при темпе-
ратуре, специфичной для каждого гена, – 30 с. 
При определении экспрессии каждого гена ПЦР-РВ 
проводили трехкратно.

В качестве референсного использовали ген HPRT1 
(Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) (NM_000194, 
GenBank). Для него применяли готовые праймеры 
фирмы Roche Applied Science (Германия) системы 
LightCycler-h-HPRT 1811.97 (Housekeeping Gene Set).

Для проведения ПЦР-РВ использовали термоци-
клер Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, США), специализиро-
ванное программное обеспечение Bio-Rad CFX 
Manager v.2.1. Количественную оценку экспрессии 
генов рассчитывали по методу 2 –ΔCt [12] как разность 
значений пороговых циклов реакции (Ct) для иссле-
дуемого и референсного генов. Относительный уро-
вень экспрессии определяли как отношение медиан 
рассчитываемых показателей для каждого гена в ос-
новной группе и группе сравнения при РПЖ к анало-
гичному показателю в контрольной группе, а также 
между основной группой и группой сравнения (крат-
ность увеличения или уменьшения экспрессии гена 
одной группы по отношению к другой).



40

О
Н

К
О

УР
О

Л
О

ГИ
Я

  
3’

20
18

   
ТО

М
 1

4 
  

  
C

A
N

C
ER

 U
R

O
LO

G
Y 

 3
’2

01
8 

 V
O

L.
 1

4

Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак предстательной железы

Статистическую обработку результатов выполняли 
с помощью программы Statistica 10.0 (StatSoft, США). 
В работе использовали метод описательной статисти-
ки, корреляционный анализ.

Результаты и обсуждение
В исследовании была изучена экспрессия 4 генов. 

Ген VEGFA кодирует синтез сосудистого эндотелиаль-
ного фактора роста (vascular endothelial growth factor, 
VEGF) типа A, ген HIF1α – α-субъединицы протеина 
гипоксияиндуцибельного фактора 1. Антиапоптозный 
ген BCL2 контролирует синтез BCL2-протеина (B-cell 
lymphoma 2), проапоптозный ген BAX отвечает за син-
тез ассоциированного с BCL2 белка X.

В основной группе по сравнению с контрольной 
обнаружено выраженное (>1,5) и статистически зна-
чимое повышение экспрессии гена HIF1α в 4,9 раза 
(p <0,001) и гена VEGFA в 3,1 раза (p <0,001) (см. рису-
нок). В группе сравнения по отношению к контроль-
ной группе экспрессия гена HIF1α была выше в мень-
шей мере (в 1,8 раза; p <0,05), а для гена VEGFA, 
контролирующего неоангиогенез, отмечалась лишь 
недостоверная тенденция к повышению (р = 0,17). 
При сравнительном анализе уровней экспрессии генов 
в опухолевых образцах ткани в основной группе 
по сравнению с группой сравнения установлено по-
вышение (p <0,05) относительного показателя 
как для гена HIF1α (в 2,7 раза), так и для гена VEGFA 
(в 2,4 раза).

Следовательно, у пациентов с локализованным 
РПЖ при раннем рецидивировании исходно в опухо-
левых образцах ткани установлен более высокий 

уровень экспрессии генов HIF1α и VEGFA. VEGFА име-
ет ведущее значение для активации неоангиогенеза 
и роста опухолей при РПЖ в условиях гипоксии тка-
ней [13]. Одним из основных доказательств данного 
факта может служить работа K. Eisermann и соавт. [14], 
в которой сделано заключение о том, что VEGF-зави-
симый ангиогенез при РПЖ активируется снижением 
кислорода в ткани и повышением чувствительности 
рецепторов к андрогенам. Классическая модель регу-
ляции ангиогенеза в РПЖ также, как в любой другой 
опухоли, предполагает существование паракринной 
системы, в которой VEGF вырабатывается опухоле-
выми клетками, а рецепторы к фактору расположены 
на эндотелиоцитах сосудов. Причем выраженность 
экспрессии белка VEGF коррелирует с экспрессией 
антигена Ki-67 и индексом пролиферации опухолевых 
клеток [15], т. е. VEGF кроме основной функции ре-
гуляции неоангиогенеза при РПЖ выступает как ау-
токринный и паракринный регулятор пролиферации 
опухолевых клеток аденокарциномы. Продукция бел-
ка VEGF раковыми клетками при РПЖ индуцируется 
различными внешними и внутренними факторами, 
среди которых гипоксия является ведущей [16, 17]. 
Об однонаправленном усилении экспрессии HIF1 
и VEGF в клетках РПЖ свидетельствовало наличие 
тесной и прямой корреляционной связи: коэффици-
ент корреляции уровней экспрессии HIF1 и VEGF 0,64 
(p <0,001). Следовательно, ангиогенез в опухолевой 
ткани ПЖ косвенно активируется в том числе вслед-
ствие усиления экспрессии гена HIF1α, отвечающего 
за синтез гипоксияиндуцибельного фактора транс-
крипции.

В основной группе по сравнению с контрольной 
имело место повышение экспрессии антиапоптиче-
ского гена BCL2 в опухолевой ткани в 1,4 раза (р <0,05) 
(см. рисунок). При сравнительном анализе экспрессии 
гена BCL2 в основной группе по сравнению с группой 
сравнения установлены повышение относительного 
показателя в 1,8 раза (р <0,05) и снижение аналогич-
ной величины для проапоптического гена BAX на 37 % 
(р <0,05). В группе сравнения по отношению к конт-
рольной группе экспрессия гена BAX была выше 
в 1,6 раза (p <0,05), а для антиапоптического гена ВCL2 
отмечалась недостоверная тенденция к снижению 
(р = 0,09). Таким образом, у пациентов с локализован-
ным РПЖ при отсутствии БР после РПЭ повышение 
экспрессии гена BAX способствовало активации про-
цессов апоптоза. У пациентов с локализованным РПЖ 
при последующем рецидивировании в опухолевых 
образцах наблюдалось угнетение апоптоза за счет по-
вышения экспрессии гена BCL2.

Активацию антиапоптозного механизма в опухо-
левой ткани у больных основной группы можно объ-
яснить тем, что усиленная экспрессия белка VEGF 
не только стимулирует пролиферацию опухолевых 

Изменение уровней экспрессии генов HIF1α, VEGFA, BAX и BCL2 в тка-
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ответствующим показателям контрольной группы и между собой 
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клеток, но и подавляет апоптоз, индуцируя экспрес-
сию BCL2 [18]. В нашей работе установлена статисти-
чески значимая корреляция с уровнем экспрессии 
генов VEGF и BCL2 (коэффициент корреляции 0,57; 
p <0,001). В то же время существуют работы, указыва-
ющие, что BCL2 усиливает стимулирующее действие 
гипоксии на синтез VEGF в клетках аденокарциномы 
ПЖ [19]. В опытах in vivo BCL2-трансфецированные 
клетки образовывали опухоли с большей степенью 
васкуляризации и большей экспрессией VEGF, 
чем исходные клетки [20]. В работе была установлена 
прямая статистически значимая корреляционная 
связь с экспрессией генов BCL2 и HIF1α (коэффици-
ент корреляции 0,52; p <0,01). Таким образом, VEGF, 
способствующий выживаемости эндотелиальных кле-
ток, являлся косвенным антиапоптическим фактором 
для опухолевых клеток. В свою очередь, усиленная 
экспрессия BCL2 способствовала усилению интегра-
ции между транскрипционным фактором, активиру-

емым при гипоксии, и фактором роста сосудов. 
У больных локализованным РПЖ и с ранним рециди-
вированием в ткани опухоли, вероятно, через гипок-
сиязависимый фактор, усиливающий транскрипци-
онные процессы в опухолевых клетках, активируется 
неоангиогенез, сопряженный с угнетением апоптоза 
опухолевых клеток за счет усиления экспрессии анти-
апоптического гена BCL2.

Заключение
У больных локализованным РПЖ после РПЭ раз-

витие БР ассоциировано с повышением экспрессии 
генов HIF1α, VEGFА и BCL2 и снижением экспрессии 
гена BAX.

Определение экспрессии генов HIF1α, VEGFA, 
BAX и BCL2 в ткани опухоли при локализованном 
РПЖ позволяет дополнительно оценить риск про-
грессирования заболевания после хирургического 
лечения.
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