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ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ГИПЕРМЕТИЛИРОВАНИЕ ГЕНОВ ALDH1L1, PLCL2 
И PPP2R3A ПРИ РАКЕ ТОЛСТОЙ КИШКИ
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Гиперметилирование и мутации ДНК считаются ключевыми механизмами подавления экспрессии
генов-супрессоров опухолевого роста. Использование NotI-микрочипов позволило нам выявить
гиперметилирование и/или делеции в 180 NotI-сайтах, ассоциированных со 188 генами хромосомы
3 человека, в 24 парных (опухоль/норма) образцах толстой кишки. Наиболее частые нарушения (бо-
лее чем в 20% опухолевых образцов) обнаружены в промоторных областях 20 генов. Экспрессию
этих генов и метилирование их промоторов анализировали на данных проекта The Cancer Genome
Atlas для парных образцов толстой кишки. Обнаружены отрицательная корреляция между уровнем
мРНК и гиперметилированием промотора и более чем двукратное среднее снижение экспрессии
трех генов – ALDH1L1, PLCL2, PPP2R3A. Экспрессию этих трех генов затем оцененивали в 30 пар-
ных образцах толстой кишки методом количественной ПЦР. Выявлено частое (более чем в 60% слу-
чаев) и значительное (в среднем в 5‒9 раз) снижение уровня мРНК каждого из генов в опухолевых
образцах. Получены результаты, указывающие на супрессорную роль генов ALDH1L1, PLCL2 и
PPP2R3A при раке толстой кишки, а также на функциональное значение гиперметилирования в по-
давлении экспрессии этих генов.
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ВВЕДЕНИЕ
Рак толстой кишки (РТК) ‒ одно из наиболее

распространенных злокачественных новообразо-
ваний. Опухоль в толстой или прямой кишке раз-
вивается к 70 годам почти у половины людей, и в
10% случаев эта опухоль перерождается в злока-
чественную [1]. Перерождение нормальной клет-
ки в опухолевую сопровождается многочислен-
ными генетическими и эпигенетическими изме-
нениями. Как и любые злокачественные опухоли,
новообразования толстой кишки чрезвычайно
гетерогенны. В последние годы с развитием пол-
ногеномных высокопроизводительных методов
исследования сделано несколько попыток клас-
сифицировать злокачественные опухоли толстой
кишки на основе профилей экспрессии мРНК
или белков, уровня мутаций или нарушений био-
химических путей [2, 3], а также связать молеку-
лярно-генетические изменения с гистологиче-

ским типом РТК [4]. Традиционно же при описа-
нии РТК выделяют два типа генетических и
эпигенетических нарушений. Хромосомная не-
стабильность (CIN) – наиболее распространен-
ная (85%) форма генетических изменений при
РТК, определяется по множественным хромосом-
ным изменениям или структурным аберрациям ка-
риотипа. Микросателлитная нестабильность (MSI)
наблюдается в 15% злокачественных опухолей тол-
стой кишки, которым свойственна инактивация
генов репарации ДНК и высокий уровень мутаций
в геноме. РТК этого типа часто ассоциирован с так
называемым метиляторным фенотипом (CIMP),
который характеризуется плотным гиперметили-
рованием промоторных областей различных групп
генов. При этом наблюдается и гипометилирова-
ние непромоторных участков генома, метилиро-
ванных в норме. Многочисленные исследования
позволили выявить несколько генов и сигналь-

Cокращения: РТК – рак толстой кишки; CIN (chromosome instability) – хромосомная нестабильность; MSI (microsatellite
instability) – микросателлитная нестабильность; CIMP (CpG island methylator phenotype) – фенотип опухолевых клеток.
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ных путей (WNT, TGF-β, RAS-MAPK, PI3K), на-
рушения в которых чаще всего приводят к разви-
тию РТК [3, 5, 6].

Целью данного исследования был поиск генов
хромосомы 3 человека с высокой частотой эпиге-
нетических и/или генетических нарушений в
опухолях толстой кишки. Для выявления таких
генов использовано несколько независимых вы-
борок парных образцов толстой кишки и не-
сколько подходов: NotI-микрочипы для обнару-
жения гиперметилирования и делеций, количе-
ственная ПЦР и данные RNA-seq проекта The
Cancer Genome Atlas (TCGA) для оценки уровня
экспрессии генов. Выявлены новые потенциаль-
ные гены-супрессоры опухолевого роста, а также
общие и специфичные нарушения в опухолях с
различными патоморфологическими характери-
стиками, что может быть использовано для диф-
ференциальной диагностики РТК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы опухолей. Образцы ткани РТК раз-
личных стадий (I‒IV) и парные к ним образцы
гистологически нормальной ткани (норма) полу-
чали сразу после операции от пациентов Нацио-
нального медицинского исследовательского цен-
тра онкологии им. Н.Н. Блохина, не получавших
до этого лучевой терапии или химиотерапии, и
хранили в жидком азоте. Диагноз подтверждали ги-
стологически и отбирали образцы, содержащие не
менее 70–80% опухолевых клеток. Образцы приле-
жащей к опухоли (парной) нормальной ткани
также контролировали гистологическим иссле-
дованием. Опухоли были охарактеризованы в со-
ответствии с Международной системой класси-
фикации, основанной на дифференциации по
трем параметрам опухоль/лимфоузел/метастази-
рование (TNM) [7]. Все образцы тканей собраны
с разрешения этического комитета НМИЦ онко-
логии им. Н.Н. Блохина.

Выделение и очистка ДНК и РНК. Геномную
ДНК и суммарную клеточную РНК выделяли с
использованием наборов “Qiagen” (Германия) со-
гласно протоколам производителя. Чистоту и це-
лостность ДНК и РНК контролировали электрофо-
ретически, а также с использованием спектрофото-
метра NanoDrop 1000 (“NanoDrop Technologies”,
США). Качество образцов РНК оценивали на при-
боре Bioanalyzer 2100 (“Agilent Technologies”, США).
Концентрацию образцов ДНК и РНК определяли
на спектрофотометре NanoDrop 1000 и флуори-
метре Qubit 2.0 (“Invitrogen”, США).

NotI-микрочипы. Технология изготовления
NotI-микрочипов разработана в лаборатории Е. За-
баровского и подробно описана ранее [8]. После об-
работки геномной ДНК из образцов толстой
кишки рестриктазами NotI и Sau3AI, лигирова-

ния адаптеров и амплификации в присутствии
dCTP-Cy5 (опухоль) или dCTP-Cy3 (норма) ДНК
гибридизовали на микрочипе при 42°С в течение
15 ч. Микрочип сканировали на приборе GenePix
4000A (“Axon Instruments”, США) на двух длинах
волн ‒ 670 и 570 нм. Данные экспортировали в
разработанное нами ранее приложение NIMAN
[9] для расчета относительного уровня сигнала.

Количественная ПЦР. Для определения уров-
ня экспрессии генов проводили количествен-
ную ПЦР с использованием коммерческих набо-
ров праймеров и TaqMan-проб: Hs01003842_m1
для ALDH1L1, Hs00392897_m1 для PLCL2,
Hs00160407_m1 для PPP2R3A (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США). Каждую реакцию проводили в
трех повторностях. Для нормирования использо-
вали контрольные гены GUSB (Hs00939627_m1) и
RPN1 (Hs00161446_m1) [10, 11]. Эффективность
ПЦР (Е) c каждой парой праймеров и относи-
тельный уровень мРНК в образцах рассчитывали
с помощью оригинального программного прило-
жения ATG [12]. Логарифм изменения уровня
мРНК в опухолевом образце относительно нор-
мы вычисляли по формуле:

где , а Ct – усредненный по
трем повторностям пороговый цикл ПЦР.

Значимыми считали изменения уровня мРНК
в образцах РТК в два и более раз.

Оценка экспрессии генов методом количе-
ственной ПЦР выполнена на оборудовании ЦКП
“Геном” ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/rus/ckp/
ccu_genome_c.php).

Бисульфитное секвенирование. Бисульфитное
секвенирование фрагментов промоторов генов
LRRC3B, ITGA9, CTDSPL, содержащих NotI-
сайты, проводили согласно [13, 14]. Для бисуль-
фитной конверсии неметилированных остатков
цитозина в геномной ДНК использовали набор
EZ DNA Methylation Kit (“Zymo Research”, США)
согласно инструкции производителя. После ам-
плификации ДНК-фрагментов и ТА-клонирова-
ния продуктов ПЦР отдельные клоны анализи-
ровали на автоматическом секвенаторе ABI
Prism 3100-Avant Genetic Analyzer (“Applied Bio-
systems”, США).

Статистический анализ данных. Статистиче-
скую значимость изменений уровня мРНК в об-
разцах РТК оценивали с использованием непара-
метрического критерия Уилкоксона. Точный кри-
терий Фишера применяли для анализа изменений
уровня метилирования ДНК в группах образцов
РТК разных клинических стадий. Корреляции
между уровнями экспрессии и метилирования
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рассчитывали с использованием коэффициента
корреляции Спирмена. Поправку на множе-
ственное сравнение осуществляли методом Бен-
джамини‒Хохберга. Результаты со значениями р
меньше 0.05 считали статистически значимыми.
При анализе и статистической обработке дан-
ных использовали программы: ATG [12], NIMAN
[9], BioStat [15], CrossHub [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выявление гиперметилирования и/или делеций 
хромосомы 3 с помощью NotI-микрочипов

Генетические и эпигенетические нарушения
хромосомы 3 при РТК анализировали с использо-
ванием технологии NotI-микрочипов, которая
позволяет одновременно выявлять в геноме гипер-
метилирование промоторных CpG-островков и де-
леции – две основные причины подавления экс-
прессии генов-супрессоров [8, 13]. Анализ образ-
цов геномной ДНК по этой методике проводят с
помощью рестриктазы NotI, чувствительной к ме-
тилированию любого CpG-динуклеотида в вось-
минуклеотидной последовательности 5'-GCGGC-
CGC-3'. NotI-микрочип, использованный нами,
содержал 180 ДНК-зондов, соответствующих 180
различным сайтам NotI-рестрикции хромосомы 3.
Положение использованных в чипе NotI-сайтов
хромосомы 3 определяли по версии hg19 генома
человека. В непосредственной близости к NotI-
сайтам выявили 188 генов. Определенный в ре-
зультате этого исследования характер нарушений
180 NotI-сайтов в 24 образцах РТК представлен на
рис. 1.

Из рис. 1 видно, что основной вариант наруше-
ний ‒ гиперметилирование и/или делеции, а ам-
плификации и/или гипометилирование представ-
лены единичными случаями и не учитывались при
дальнейшем анализе. Отдельные образцы характе-
ризуются гиперметилированием и/или делециями
одновременно многих Not-сайтов вдоль хромосо-
мы 3. К ним можно отнести образцы РТК под номе-
рами 5, 8, 9, 19, 20 и 24, нарушения в которых выяв-
лены более чем в 20% NotI-сайтов. Естественно
связать множественные нарушения в этих образ-
цах с фенотипом CIMP [17]. Также видно (рис. 1),
что фенотип CIMP не коррелирует со стадией
РТК – встречается на II, III и IV стадиях заболе-
вания.

Для определения генов, нарушения в которых
могут быть ассоциированы с патоморфологиче-
скими характеристиками опухоли, сравнили ча-
стоты нарушений в образцах I‒II и III‒IV стадий
РТК. В результате анализа найдены четыре NotI-
сайта и пять ассоциированных с ними генов со
статистически значимым различием в частоте ги-
перметилирования и/или делеций между стадия-
ми I‒II и III‒IV РТК (табл. 1). Этот результат по-

тенциально может быть использован для опреде-
ления степени прогрессии заболевания.

Для поиска потенциальных генов-супрессоров
опухолевого роста при РТК отбирали NotI-сайты,
нарушения в которых выявлены в значительной
части образцов РТК. Нарушения в 26 NotI-сайтах
найдены более чем в 20% случаев. Из этих 26 NotI-
сайтов отобраны те, которые попадали в промо-
торную область какого-либо гена хромосомы 3,
т.е. локализовались в непосредственной близости
от старта транскрипции гена (–1000…1000). В ре-

Рис. 1. Характер эпигенетических и генетических на-
рушений хромосомы 3 в образцах рака толстой киш-
ки. По вертикали последовательно расположены 180
NotI-сайтов хромосомы 3 (от 3p26.2 до 3p11.1 – левая
панель; от 3q11.2 до 3q29 – правая панель). По гори-
зонтали в порядке увеличения клинической стадии
заболевания (от I к IV) расположены 24 парных об-
разца рака толстой кишки. Зеленые квадраты обозна-
чают гиперметилирование и/или делеции ДНК в опу-
холевой ткани по сравнению с нормой, красные – ам-
плификацию и/или гипометилирование, желтые –
отсутствие изменений, белые – неинформативные
случаи.
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зультате 18 таких NotI-сайтов найдены в промо-
торах 20 генов хромосомы 3 человека (два сайта бы-
ли общими для пары транскрибируемых в противо-
положных направлениях генов: NKIRAS1/RPL15 и
GORASP1/TTC21A). Список этих 20 генов, ран-
жированный по частоте гиперметилирования
и/или делеций в соответствующем NotI-сайте в
24 образцах РТК, приведен в табл. 2. Указан но-
мер NotI-сайта для каждого гена/пары генов и на-
звание ДНК-зонда на чипе, а также локализация
NotI-сайта на хромосоме и расположение на со-
ответствующем ему гене.

Причиной нарушений, наблюдаемых на NotI-
микрочипе, может быть либо метилирование со-
ответствующего NotI-сайта, либо его мутация в
опухолевом образце. Для проверки этого положе-
ния методом бисульфитного секвенирования на-
ми протестированы два опухолевых образца. Ко-
роткие фрагменты промоторов генов LRRC3B,
ITGA9 и CTDSPL (содержащие NotI-сайты с но-
мерами 33, 41 и 42 соответственно) амплифици-
рованы после бисульфитной конверсии геном-
ной ДНК и клонированы в вектор. Секвенирова-
ние 10 клонов каждого гена – LRRC3B, ITGA9 и

Таблица 1. Гены, частота гиперметилирования и/или делеций которых статистически значимо различаются при
раке толстой кишки стадий I‒II и III‒IV

* Написание символов генов через “/” означает, что NotI-сайт является общим для двух генов.

Ген* Номер
NotI-сайта, рис. 1

Частота нарушений
в образцах РТК

I‒II стадий

Частота нарушений
в образцах РТК
III‒IV стадий

ANKRD28 24 26.7 66.7
IQSEC1 14 20.0 44.4
NKIRAS1/RPL15 29 33.3 55.6
ITGA9 41 33.3 55.6

Таблица 2. Гены с частотой гиперметилирования и/или делеций более 20% при раке толстой кишки

* Знак “/” между символами двух генов указывает на общий NotI-сайт.
** Экзон и интрон ‒ NotI-сайт локализован в первом экзоне и первом интроне гена соответственно. До СТ – участок –800…0 п.н.
до старта транскрипции.

Ген*

Номер
NotI-
сайта,
рис. 1

NotI-зонд, название
Локализация 

NotI-сайта
на хромосоме

Положение NotI-сайта 
относительно гена**

Частота
нарушений

ANKRD28 24 NL1G261R (D) 3p25.1 До СТ 41.7
NKIRAS1/RPL15 29 NL1-CJ4R (C) 3p24.2 Экзон (оба гена) 41.7
ITGA9 41 NL1A401R (D) 3p21.3 Интрон 41.7
CMTM6 38 NRL063R (D) 3p22.3 Экзон 37.5
GORASP1/TTC21A 45 NL3003R (U) 3p22–p21.33 Экзон/интрон 37.5
LRRN1 1 NL6-FJ5R (C) 3p26.2 Интрон 33.3
PLCL2 26 NL4-AP18R (C) 3p24.3 До СТ 33.3
UBE2E2 28 NR1-WF18R (C) 3p24.2 До СТ 33.3
LRRC3B 33 NL3-CA11RS 3p24 Экзон 33.3
IQSEC1 14 NR1-XM13C 3p25.2 До СТ 29.2
HMGB1L5 27 NL1-GC10C 3p24 Экзон 29.2
CTDSPL 42 NLJ-003RD 3p21.3 Интрон 29.2
NBEAL2 57 NL3A006R (D) 3p21.31 Экзон 25.0
CGGBP1 96 NR1-WE11RS 3p12–p11.1 Экзон 25.0
SNRK 50 NL3A009R (D) 3p22.1 Экзон 25.0
FOXP1 91 NL1-BA6R 3p14.1 Интрон 25.0
ALDH1L1 111 NL4-BC8R (C) 3q21.3 До СТ 20.8
PPP2R3A 132 NL1-FK10R (C) 3q22.1 Интрон 20.8
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CTDSPL – выявило в двух опухолевых образцах
уровень метилирования NotI-сайтов от 30 до
70%, в то время как уровень метилирования тех
же NotI-сайтов в нормальных образцах не пре-
вышал 20%. При этом ни в одном из клонов не
найдено мутаций (делеций или замен, кроме С
на Т) в NotI-сайтах.

Гены, приведенные в табл. 2, отбирали как по-
тенциальные гены-супрессоры опухолевого роста
при РТК, действительно, среди них можно видеть
такие хорошо известные гены-супрессоры, как
CTDSPL и ITGA9 [18, 19]. Однако встречаются и
гены, вовлеченность которых в канцерогенез тол-
стой кишки ранее не была показана, например
LRRN1, NBEAL2 и UBE2E2. В списке отобранных
генов (табл. 2) выявляли наиболее вероятные
кандидаты в гены-супрессоры, оценивая уровень
их экспрессии при РТК, а также привлекая тран-
скриптомные данные проекта TCGA.

Анализ экспрессии генов с высокой частотой 
нарушений NotI-сайтов при РТК

База данных проекта TCGA включает тран-
скриптомные данные (секвенатор HiSeq, “Illumi-
na”) тысяч опухолевых образцов более 30 видов
рака. Для получения надежных результатов мы
использовали только парные (опухоль/норма)
образцы РТК. Анализ экспрессии 20 генов (из
табл. 2), отобранных на NotI-микрочипах, про-
вели с использованием приложения CrossHub и
транскриптомных данных 26 парных образцов
РТК, представленных в TCGA. Статистически
значимое снижение в 2 и более раз показано
только для трех генов: ALDH1L1 (медиана сниже-
ния – 3.4 раза), PLCL2 (4.3 раза), PPP2R3A (4.6 раза).

Подтверждение этого результата и его уточне-
ние для генов ALDH1L1, PLCL2 и PPP2R3A вы-
полнили методом количественной ПЦР на пред-
ставительной выборке из 30 парных образцов
РТК. Обнаружено значительное и частое сниже-
ние экспрессии каждого из этих генов: экспрес-
сия ALDH1L1 снижалась в среднем в 9 раз в 60%
(18/30) случаев, экспрессия PLCL2 – в среднем в
6 раз в 67% (20/30) случаев, а PPP2R3A – в сред-
нем в 5 раз в 83% (25/30) случаев (рис. 2). Сниже-
ние уровня мРНК гена ALDH1L1 наблюдали ре-
же, чем двух других генов, однако оно было наи-
более значительным.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Использование NotI-микрочипов позволило

определить профили эпигенетических и генети-
ческих нарушений хромосомы 3 человека в 24
парных образцах толстой кишки. Среди получен-
ных профилей выделены образцы с одновремен-
ными множественными нарушениями вдоль хро-
мосомы 3, свойственные фенотипу CIMP. Доля

таких образцов в нашей выборке составляет при-
мерно 20%, что соответствует встречаемости фе-
нотипа CIMP при РТК [2, 6].

Выявлены частые нарушения в “промотор-
ных” NotI-сайтах 20 генов хромосомы 3. Однако
экспрессия только трех генов – ALDH1L1, PLCL2
и PPP2R3A – была значимо снижена в выборке из
26 парных образцов РТК проекта TCGA (данные
RNA-seq). Этот результат методом количественной
ПЦР подтвержден на нашей выборке из 30 парных
образцов РТК. Таким образом, три отобранных ге-
на представляют собой новые потенциальные ге-
ны-супрессоры опухолевого роста при РТК.

Продукт гена ALDH1L1, 10-формилтетрагид-
рофолатдегидрогеназа ‒ это высокоэкспрессиру-
емый цитоплазматический фермент, участвую-
щий в метаболизме фолата. Хотя супрессорная
роль гена ALDH1L1 при раке не доказана, подав-
ление его экспрессии наблюдали ранее во многих
видах рака [20]. Кроме того, при раке молочной
железы [21], гепатоцеллюлярной карциноме и
аденокарциноме легкого [22] наблюдается гипер-
метилирование промотора ALDH1L1 и сильная
корреляция между метилированием и подавлени-
ем экспрессии гена. Частое снижение экспрессии
PLCL2 при раке почки [23] и шейки матки [13] по-
казано ранее, однако отсутствуют данные о пря-
мом участии гена PLCL2 или его продукта, белка,

Рис. 2. Изменение уровня мРНК генов ALDH1L1,
PLCL2 и PPP2R3A при раке толстой кишки. Результаты
количественной ПЦР для 30 парных (опухоль/норма)
образцов толстой кишки. Прямоугольники соответ-
ствуют интервалу, содержащему 50% значений (меж-
ду 25-м и 75-м процентилями); горизонтальная линия
внутри прямоугольника ‒ медиана (50-й процен-
тиль); “усы” – максимальное и минимальное значе-

ние ∆∆ . Рядом с медианой указан процент опухо-
левых образцов, в которых уровень мРНК гена сни-

жен в 2 и более раз (∆∆  < –1) по сравнению с
нормой.
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гомологичного фосфолипазе С, в процессах обра-
зования злокачественных опухолей. Продукт гена
PPP2R3A – это регуляторная субъединица фосфа-
тазы PP2А, гетеротримерного белка, состоящего
из структурной, каталитической и регуляторной
субъединицы. Изоформы регуляторной субъеди-
ницы комплекса разнообразны и определяют
локализацию и специфическую активность хо-
лофермента. PP2A принимает участие в регуля-
ции многочисленных процессов, включая апо-
птоз, пролиферацию клеток, ответ на поврежде-
ние ДНК, а инактивация фосфатазы РР2A
обуславливает один из путей злокачественного
перерождения клетки [24]. Данные о специфи-
цеской роли изоформы PPP2R3A регуляторной
субъединицы в канцерогенезе ограничены. По-
лученные нами результаты свидетельствуют о
возможной роли изоформы PPP2R3A в злокаче-
ственной трансформации клеток толстой кишки.

Снижение экспрессии генов ALDH1L1, PLCL2
и PPP2R3A при РТК с одновременными частыми
нарушениями NotI-сайтов в промоторах этих ге-
нов заставляют предположить, что основной ме-
ханизм их инактивации связан с CpG-гипермети-
лированием промоторов. Частичную информа-
цию о метилировании отдельных CpG-сайтов,
включенных в микрочипы Infinium HumanMeth-
ylation450 BeadChip (“Illumina”), можно извлечь
из результатов исследования проекта TCGA. На
этих микрочипах представлено 25 CpG-сайтов,
ассоциированных с геном ALDH1L1, 23 – с геном
PLCL2 и 14 – с геном PPP2R3A. Проект TCGA
содержит 16 парных образцов РТК, в которых од-
новременно определена экспрессия генов и мети-
лирование ДНК. На этой выборке парных образцов
мы рассчитали корреляцию между изменением
экспрессии каждого из трех генов и изменением
уровня метилирования каждого ассоциированно-
го с ними CpG-сайта, представленного на микро-
чипе Illumina, с использованием приложения
CrossHub.

Анализ данных TCGA выявил в промоторе
каждого из генов – ALDH1L1, PLCL2, PPP2R3A –

CpG-сайты, гиперметилирование которых силь-
но и статистически значимо коррелировало с
экспрессией соответствующего гена (табл. 3). В
гене PLCL2 единственный CpG-сайт с высоким
коэффициентом корреляции локализован в на-
чале первого интрона. Такие CpG-сайты найде-
ны в промоторных областях генов ALDH1L1 и
PPP2R3A в CpG-островках перед стартом тран-
скрипции. Подробное изучение ассоциации ме-
тилирования CpG-динуклеотидов с экспрессией
ALDH1L1 при раке молочной железы выявило
наиболее значимые CpG-сайты в первом интроне
[21], что указывает на отсутствие универсальных
сценариев процесса гиперметилирования в раз-
личных видах злокачественных опухолей.

Таким образом, совокупность полученных на-
ми данных свидетельствует о супрессорной роли
генов ALDH1L1, PLCL2 и PPP2R3A при РТК, а ги-
перметилирование промоторов этих трех генов
можно рассматривать как основной механизм по-
давления их экспрессии при этом виде рака.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 17-74-20064).

Все процедуры, выполненные в данной рабо-
те, соответствуют этическим стандартам инсти-
туционального комитета по исследовательской
этике и Хельсинкской декларации 1964 года и ее
последующим изменениям или сопоставимым
нормам этики.
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DNA hypermethylation and mutations are key mechanisms for downregulation of tumor suppressor genes.
NotI-microarrays allowed us to scan for hypermethylation and/or deletions in 180 NotI-sites associated with
188 genes of the human chromosome 3 in 24 paired (tumor/normal) colon samples. The most frequent ab-
errations (more than in 20% of tumor samples) were detected in promoter regions of 20 genes. Expression and
promoter methylation levels of these genes were analyzed using the data for paired colon samples obtained by
The Cancer Genome Atlas project. Three genes – ALDH1L1, PLCL2, PPP2R3A – revealed more than two-
fold average decrease of expression and negative correlation between mRNA level and promoter hypermeth-
ylation. Expression of these three genes was then evaluated in 30 paired colon samples by quantitative PCR.
Frequent (more than in 60% of cases) and significant (5–9-fold in average) mRNA level decrease was found
for each of the genes in the tumor samples. The results indicate the suppressor role of ALDH1L1, PLCL2, and
PPP2R3A genes in colon cancer, as well as the functional significance of hypermethylation in the downregu-
lation of these genes.

Keywords: DNA methylation, colon cancer, tumor suppressor genes
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