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ОцЕнкА ПРОГнОСТИЧЕСкОГО ЗнАЧЕнИЯ мЕТИЛИРОВАнИЯ ГЕнОВ  
CdKn2a И timp3 ПРИ РАкЕ мОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ

Аннотация. Одним из механизмов нарушения эпигенетической регуляции экспрессии генов является гиперме-
тилирование промоторных областей генов-онкосупрессоров, которое часто наблюдается в злокачественных ново-
образованиях различной локализации. Профиль мутационных и эпигенетических изменений характеризует злока-
чественный потенциал опухоли, а также ее способность к инвазии и метастазированию. 

Цель исследования  состояла  в  определении прогностической роли  статуса метилирования  генов р16, p14ARF  
и  TIMP3  при  раке  мочевого  пузыря  на  примере  выборки  из  158  пациентов.  Эпигенетические  изменения  иссле-
дованных генов наблюдались с частотой 11,4; 0 и 10,8 % соответственно и не зависели от клинико-морфо логических 
характеристик. 

Установлена статистически значимая ассоциация аномального метилирования генов р16 и TIMP3 с курением, 
что  указывает  на  возможное  влияние  канцерогенов  табачного  дыма  на  возникновение  данных  эпигенетических 
изменений.  Многофакторный  регрессионный  анализ  пропорциональных  рисков  Кокса  показал  независимую 
прогностическую значимость гиперметилирования промоторной области гена р16 в отношении прогрессирования 
рака мочевого пузыря без мышечной инвазии (отношение рисков 6,84; 95 % ДИ 1,6–29,9; р = 0,011). 

Применение полученных данных об эпигенетической изменчивости р16 позволит повысить точность прогноза 
клинического течения рака мочевого пузыря и подобрать адекватную тактику лечения.

ключевые слова: рак мочевого пузыря, эпигенетические изменения, метилирование, CDKN2A (p16, p14ARF), 
TIMP3, прогностическое значение
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ASSESSMENT OF A PROGNOSTIC VALUE OF CdKn2a AND timp3 GENE METHYLATION  
IN BLADDER CANCER

Abstract. Promoter hypermethylation of tumor suppressor genes is one of the mechanisms of epigenetic regulation dis-
turbance of gene expression and is often observed in different cancer types. The profile of mutational and epigenetic changes 
characterizes a malignant potential of a tumor, as well as its ability to invade and metastasize. 

The aim of  the study was  to determine a prognostic value of p16, p14ARF and TIMP3 gene methylation  in  the group  
of 158 bladder cancer patients. Epigenetic changes in these genes were observed with a frequency of 11.4, 0 and 10.8 %, re-
spectively, and did not depend on clinic-morphological characteristics. 

A statistically significant association of p16 and TIMP3 abnormal methylation with smoking was found, indicating a pos-
sible influence of tobacco smoke carcinogens on the occurrence of these epigenetic changes. In the multivariate Cox regres-
sion analysis, p16 promoter hypermethylation was an independent predictor for bladder cancer progression (HR 6.84; 95 %  
CI 1.6–29.9; р = 0.011).
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The use of the data on the p16 methylation status may improve the accuracy of prognosis of the bladder cancer clinical 
course and the selection of appropriate treatment strategy.
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Введение. В  структуре  всех  онкологических  заболеваний  населения  Республики  Беларусь 
рак мочевого пузыря (РМП) составляет 2,7 % [1], причем отмечается тенденция к постоянному 
росту заболеваемости. В период с 2004 по 2013 г. наблюдалось увеличение частоты выявления 
новых случаев РМП с 11,4 до 12,7 на 100 000 жителей [1]. Опухоли мочевого пузыря чрезвычайно 
гетерогенны: обладают различным потенциалом к мышечной инвазии, рецидивированию, про-
грессированию и метастазированию. Нередки случаи, когда результаты лечения пациентов, име-
ющих опухоли одной классификационной категории, существенно различаются. При этом наи-
более сложной в плане выбора терапевтического подхода является группа немышечно-инвазив-
ных опухолей, вероятность рецидивирования и прогрессирования которых может варьироваться 
от 15 до 70 % и от 7 до 40 % соответственно [2]. Недостаточно высокая объективность и воспро-
изводимость применяемых в настоящее время патогистологических критериев для определения 
риска развития  тех или иных отдаленных результатов лечения обусловливает поиск дополни-
тельных факторов прогноза. 

Наиболее  перспективными прогностическими маркерами  являются молекулярные  измене-
ния протоонкогенов и генов-супрессоров опухолей, лежащие в основе процесса злокачественной 
трансформации клетки. Инактивация генов-онкосупрессоров происходит за счет точковых му-
таций,  аллельных делеций,  хромосомных нарушений и  эпигенетических изменений,  приводя-
щих к потере функции соответствующих белков.

Практически во всех злокачественных новообразованиях наблюдается нарушение эпигене-
тических  механизмов  регуляции  экспрессии  генов,  наиболее  изученным  из  которых  является 
метилирование ДНК [3, 4]. Опухолевые клетки мочевого пузыря, подобно другим типам рака, 
характеризуются  глобальным  гипометилированием  и  сайт-специфическим  гиперметилирова-
нием CpG-островков в регуляторных областях генов, задействованных в поддержании клеточ-
ного гомеостаза [5]. Гиперметилирование ДНК приводит к транскрипционному сайленсингу ге-
нов-онкосупрессоров и часто ассоциировано с агрессивным клиническим течением заболевания 
[6,  7].  Так,  по  результатам  некоторых  исследований  сообщалось  о  связи  инактивации  генов 
CDKN2A  и TIMP3 посредством метилирования их промоторных областей  с неблагоприятным 
прогнозом при РМП [8–10].

Ген CDKN2A кодирует два транскрипта – p16 и p14ARF, белковые продукты которых участву-
ют в регуляции клеточного цикла и апоптоза за счет модуляции активности Rb- и р53-путей [11]. 
Белок  р16,  препятствуя  образованию  комплексов  CDK4/cyclin  D1,  удерживает  тем  самым  Rb  
в  дефосфорилированном  состоянии,  что  не  позволяет  клетке  вступить  в  S-фазу  [12].  Белок 
p14ARF  стабилизирует  р53,  нарушая  его  взаимодействие  с  убиквитинлигазой  MDM2  [13]. 
Тканевый ингибитор металлопротеиназ 3 (TIMP3) является одним из членов семейства белков, 
которые контроли руют активность матриксных металлопротеиназ (ММР) и поэтому рассматри-
ваются  в  качестве  потенциальных  супрессоров  ангиогенеза,  опухолевой  инвазии  и  мета ста-
зирования [14]. 

Эпигенетические изменения p16, p14ARF и TIMP3 обнаружены в злокачественных новообра-
зованиях различной локализации [15–20]. В отношении РМП данные о частоте и связи аномаль-
ного метилирования этих генов с определенным опухолевым фенотипом достаточно противоре-
чивы, а его прогностическое значение остается спорным.

Цель настоящего исследования – определение роли эпигенетических изменений p16, p14ARF 
и TIMP3 в развитии и прогрессировании рака мочевого пузыря.

материалы и методы исследования. В группу исследования были включены 158 пациен-
тов (124 мужчины и 34 женщины) в возрасте от 38 до 88 лет (среднее значение – 66,5 ± 10,4 года; 
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медиана  –  68  лет)  с  гистологически  подтвержденным  диагнозом  РМП,  проходивших  лечение  
в РНПЦ онкологии и медицинской радиологии им. Н. Н. Александрова в период с 2010 по 2014 г. 
Все случаи РМП классифицированы по системе TNM (2002). Степень дифференцировки опухо-
левой ткани определяли гистологически в соответствии с классификациями ВОЗ 1973 и 2004 гг. 
Клинико-анамнестические данные пациентов представлены в табл. 1. 

Т а б л и ц а 1. клинико-анамнестические характеристики пациентов 
T a b l e 1. Clinical and demographic characteristics of patients

Характеристика Класс Общее к-во  пациентов Частота, %

Пол Мужской 124 78,5
Женский 34 21,5

Возраст, лет
До 60  40 25,3
61–70  46 29,1
71 и более  72 45,6

Категория Т
Та 17 10,8
Т1 86 54,4
Т ≥ 2 55 34,8

Наличие метастазов Да 14 8,9
Нет 144 91,1

Размер опухоли, см До 3  69 43,7
3 и более  89 56,3

Степень дифференцировки (ВОЗ, 1973)

G1 54 34,2
G2 70 44,3
G3 33 20,9
Нет данных 1 0,6

Степень дифференцировки (ВОЗ, 2004) PUNLMP/Low grade 88 55,7
High grade 70 44,3

Мультифокальность опухоли Одиночная опухоль 55 34,8
Множественная опухоль 103 65,2

Макроскопический вид опухоли Папиллярная 115 72,8
Солидная/смешанная 43 27,2

Статус курения

Не курит 46 29,1
Курил ранее 47 29,7
Курит 58 36,7
Нет данных 7 4,4

П р и м е ч а н и е. PUNLMP (рус. ПУОНЗП) – папиллярная уротелиальная опухоль с низким злокачественным 
потенциалом.

Рецидивирование и прогрессирование заболевания учитывали только для группы пациентов 
с РМП без мышечной инвазии (РМП БМИ). За местный рецидив принимали повторное появле-
ние морфологически  верифицированной  переходноклеточной  карциномы  в  стадии Ta,  T1  или 
Tis, локализующейся в мочевом пузыре. Прогрессирование опухолевого процесса устанавлива-
ли в случае развития мышечно-инвазивной опухоли и/или регионарных либо отдаленных мета-
стазов у пациентов, ранее получавших лечение по поводу РМП БМИ. Под скорректированной 
(онкоспецифической) выживаемостью понимали время от момента постановки диагноза до смер-
ти от РМП. 

Выделение геномной ДНК проводили из свежего опухолевого материала посредством фер-
ментативной обработки образцов протеиназой К, фенол-хлороформной экстракции и преципи-
тации в этаноле. 

Для  бисульфитной  модификации  ДНК  использовали  набор  EZ  DNA  Methylation-Gold  Kit 
(Zymo Research, США) в соответствии с рекомендациями производителя. Статус метилирования 
промоторной области генов p16, p14ARF и TIMP3 определяли с помощью метил-специфической 
ПЦР  с  праймерами  [21],  подобранными  к  метилированному  и  неметилированному  аллелю 
(табл. 2). Реакционная смесь общим объемом 15 мкл содержала 100 нг бисульфит-конвертиро-
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ванной ДНК, 1×ПЦР буфер, 0,2 мкМ каждого праймера («Праймтех», Беларусь), 0,2 мM dNTPs  
и 0,3 единицы активности Tornado Taq полимеразы («Праймтех»). В случае анализа метилирова-
ния генов р16 и TIMP3 в реакционную смесь дополнительно вносили диметилсульфоксид в ко-
нечной концентрации 5 %. После 15-минутной инкубации при 95 ºС проводили 40 циклов ам-
плификации (денатурация при 99 °С – 1 с, отжиг при температуре, указанной в табл. 2, – 10 с, 
элонгация при 72  °С –  10  с). Конечную  элонгацию осуществляли  в  течение  2 мин при 72  °С.  
В  качестве  положительного  контроля  метилирования  использовали  in vitro  метилированную 
ДНК,  полученную  посредством  обработки  CpG-метилтрансферазой  (Thermo  Scientific,  США) 
согласно инструкции производителя. 

Т а б л и ц а 2. Последовательности праймеров 
Т a b l e 2. Primer sequences 

Ген Аллель Праймеры Температура  
отжига, °С

Размер  
продукта, п. н.

р16
M F: TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC

R: GACCCCGAACCGCGACCGTAA 65 150

U F: TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 
R: CAACCCCAAACCACAACCATAA 62 151

р14ARF
M F: GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC

R: AAAACCCTCACTCGCGACGA 66 132

U F: TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 
R: CACAAAAACCCTCACTCACAACAA 63 132

TIMP3
M F: CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC 

R: CCGAAAACCCCGCCTCG 59 116

U F: TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT 
R: CCCCCAAAAACCCCACCTCA 62 122

П р и м е ч а н и е. М – метилированный аллель, U – неметилированный аллель.

Анализ продуктов метил-специфической ПЦР проводили в 8 %-ном полиакриламидном геле при 
напряжении 130 В. Результаты электрофореза визуализировали с помощью бромистого этидия.  

Статистическую  обработку  данных  осуществляли  с  использованием  пакета  прикладных 
программ SPSS Statistics 17.0 (SPSS Inc.). При анализе бинарных признаков статистическую зна-
чимость различий между исследуемыми группами определяли с помощью теста χ2 или двусто-
роннего точного критерия Фишера. Безрецидивную выживаемость, выживаемость до прогрес-
сирования  и  скорректированную  выживаемость  оценивали  по  методу  Каплана–Мейера, 
значимость различий между показателями выживаемости определяли при помощи log-rank тес-
та. Влияние потенциальных факторов риска на отдаленные результаты лечения оценивали с по-
мощью моно- и мультивариантного регрессионного  анализа пропорциональных рисков Кокса.  
В мультивариантный анализ были включены переменные, показавшие наибольшую статистиче-
скую значимость (p < 0,1) в моновариантном анализе. Различия считали статистически значимы-
ми при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Частота эпигенетических изменений генов p16, p14ARF  
и TIMP3 в опухолях мочевого пузыря. Метилирование гена p14ARF нами не обнаружено ни в од-
ном из 68 образцов уротелиальных карцином (рис. 1). Ввиду этого анализ всей выборки пациен-
тов на наличие данных эпигенетических нарушений представлялся нецелесообразным. 

Аномальное метилирование гена р16 выявлено в 18 из 158 опухолей мочевого пузыря, что со-
ставило 11,4 %. Эпигенетические изменения гена TIMP3 наблюдались с частотой 10,8 % (в 17 из 
158 уротелиальных карцином). Примеры результатов анализа эпигенетических нарушений р16  
и TIMP3 представлены на рис. 2 и 3 соответственно.

В ряде исследований сообщалось о высокой частоте аномального метилирования промотор-
ных областей генов p16 и p14ARF при различных типах рака, в том числе при лимфоме, раке же-
лудка, печени, пищевода, плоскоклеточной карциноме головы и шеи [15–19]. При РМП, согласно 
данным  разных  авторов,  частота  эпигенетических  изменений  в  локусе CDKN2A  варьируется  
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в пределах от 0 до 73 % [22, 23]. Подобно полученным нами результатам, в работах Serizawa с со-
авт.  [22] и Friedrich с  соавт.    [24] метилирование  гена p14ARF не выявлено ни в одном случае 
уротелиальной карциномы. Наиболее близкие к установленным нами значения частоты эпигене-
тических нарушений гена р16 определены Friedrich с соавт. [25] и Orlow с соавт. [26]. Отличия 
полученных нами результатов с данными, приведенными в других работах [8, 23, 27], обуслов-
лены составом включенных в исследование опухолей и применяемыми методами анализа. Кро-
ме того, обнаруженная нами сравнительно невысокая частота (11,4 %) аномального метилирова-
ния CDKN2A  может  быть  обусловлена  тем,  что  значительная  доля  уротелиальных  карцином 
несет  гомо-  и  гетерозиготные  делеции  этого  локуса,  захватывающие  CpG-островки  (10–30  
и 40–60 % случаев соответственно) [28].

TIMP3 представляет собой секретируемый белок размером 24 кДа, единственный из всего 
семейства  непосредственно  связывающийся  с  внеклеточным  матриксом  [14].  В  исследовании 
Bachman с соавт. [20] продемонстрирована значимая корреляция между аномальным метилиро-
ванием и снижением экспрессии TIMP3 в различных раковых линиях клеток (легких, молочной 
железы, толстого кишечника), а также in vivo в почечно-клеточной карциноме. Полученные нами 
результаты о частоте эпигенетических изменений гена TIMP3 согласуются с представленными  
в работе Garcia-Baquero  с  соавт.  [10] данными,  согласно которым исследуемый показатель со-
ставляет 11,5 %.

Рис. 1. Анализ метилирования гена p14ARF в опухолевой ткани. Цифрами обозначены номера образцов ДНК, выде-
ленной из опухолевого материала. Наличие ПЦР-продукта в лунке М указывает на присутствие метилированного 

аллеля, в лунке U – неметилированного аллеля
Fig. 1. Analysis of the methylation of the p14ARF gene in tumor tissues. The numbers denote the numbers of DNA samples 
isolated from the tumor material. PCR products in lane M indicate the presence of methylated alleles, whereas PCR products 

in lane U indicate the presence of unmethylated alleles

Рис. 2. Анализ метилирования гена p16 в опухолевой ткани. В образцах 1, 2, 6 и 8 наблюдается метилирование гена 
р16, в образцах 3, 4, 5, 7 и 9 метилирование отсутствует

Fig. 2. Analysis of the methylation of the p16 gene in tumor tissues. Samples 1, 2, 6 and 8 show the presence of methylation 
of the p16 gene; samples 3, 4, 5, 7 and 9 – the absence of methylation

Рис. 3. Анализ метилирования гена TIMP3 в опухолевой ткани. В образцах 2 и 5 наблюдается метилирование гена 
TIMP3, в образцах 1, 3, 4, 6, 7 и 8 метилирование отсутствует  

Fig. 3. Analysis of the methylation of the TIMP3 gene in tumor tissues. Samples 2 and 5 show the presence of methylation of 
the TIMP3 gene; samples 1, 3, 4, 6, 7 and 8 – the absence of methylation
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Ассоциация метилирования генов p16 и TIMP3 с клинико-морфологическими и демографиче-
скими характеристиками. Статистическая обработка данных показала отсутствие достоверной 
связи эпигенетических нарушений генов р16 и TIMP3 с демографическими и клинико-морфоло-
гическими параметрами (табл. 3), тем не менее в определенных подгруппах пациентов обнару-
жены некоторые закономерности в их распределении.

Т а б л и ц а 3. метилирование генов р16 и timp3 в зависимости от демографических  
и патоморфологических характеристик 

T a b l e 3. Methylation of the p16 and timp3 genes depending on demographic  
and pathomorphological characteristics

Характеристика Класс
К-во событий/общее число пациентов

Метилирование р16, 
n (%) р Метилирование TIMP3,  

n (%) р

Пол Мужской 17/124 (13,7) 0,12 15/124 (12,1) 0,53Женский  1/34 (2,9) 2/34 (5,9)

Возраст, лет До 60  5/36 (13,9) 0,56 6/36 (16,7) 0,22
60 и более 13/122 (10,7) 11/122 (9,0)

Опухоль Первичная  15/125 (12,0) 0,77 14/125 (11,2) 1,0Рецидивная  3/33 (9,1) 3/33 (9,1)

Категория Т
Та 1/17 (5,9)

0,88
0/17 (0)

0,36Т1 10/86 (11,6) 10/86 (11,6)
Т ≥ 2 7/55 (12,7) 7/55 (12,7)

Наличие метастазов Да 1/14 (7,1) 1,0 1/14 (7,1) 1,0Нет 17/144 (11,8) 16/144 (11,1)

Размер опухоли, см До 3  8/69 (11,6) 1,0 5/69 (7,2) 0,33 и более 10/89 (11,2) 12/89 (13,5)

Степень дифференцировки
 (ВОЗ, 1973)

G1 5/54 (9,3)
0,42

4/54 (7,4)
0,60G2 7/70 (9,7) 9/70 (12,9)

G3 6/33 (17,6) 4/33 (12,1)
Степень дифференцировки 
(ВОЗ, 2004)

PUNLMP/Low grade 11/88 (12,5) 0,80 6/88 (6,8) 0,12High grade 7/70 (10,0) 11/70 (15,7)
Мультифокальность опухо-
ли

Одиночная  6/55 (10,9) 1,0 5/55 (9,1) 0,79Множественная  12/103 (11,7) 12/103 (11,7)
Макроскопический 
вид опухоли

Папиллярная 13/115 (11,3) 1,0 12/115 (10,4) 0,78Солидная/смешанная  5/43 (11,6) 5/43 (11,6)

Статус курения Не курит 2/46 (4,3) 0,062 3/46 (6,5) 0,27Курит/курил ранее 16/105 (15,2) 14/105 (13,3)

Гиперметилирование промоторной области гена р16 при мышечно-инвазивном РМП наблю-
далось несколько чаще (12,7 %), чем при РМП без мышечной инвазии (10,7 %) (р = 0,79), причем 
наименьшая  частота  эпигенетических  нарушений,  равная  5,9  %,  отмечалась  в  уротелильных 
карциномах категории Та. Полученные нами данные находятся в соответствии с результатами 
проведенного Qi с соавт. [29] мета-анализа, которые указывают на специфичность метилирова-
ния р16 к опухолевой ткани мочевого пузыря, но в то же время и на отсутствие его достоверной 
связи с особенностями клинического течения РМП. 

Нами выявлена тенденция (р = 0,062) к увеличению частоты аномального метилирования p16 у 
курящих или куривших ранее пациентов (табл. 3). При этом только у пациентов с немышечно-инва-
зивными уротелиальными карциномами наблюдаемая тенденция достигла уровня статистической 
значимости (р = 0,014). Так, у некурящих пациентов аномальное метилирование р16 не обнаружено 
ни в одном из 33 случаев, у курящих его частота составила 16,9 % (11 из 65 наблюдений). 

Метилирование гена TIMP3, как и гена р16, чаще регистрировалось в мышечно-инвазивных 
опухолях (12,7 %), чем в немышечно-инвазивных (9,7 %) (р = 0,59), при категории Та метилиро-
вание TIMP3 отсутствовало во всех проанализированных образцах. Несмотря на то что в некото-
рых работах сообщалось о связи эпигенетических изменений TIMP3 с инвазией и низкой степе-
нью дифференцировки опухоли [10, 23], нам не удалось выявить такой зависимости.
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В настоящем исследовании при анализе подгруппы пациентов с РМП БМИ обнаружена ста-
тистически значимая ассоциация метилирования TIMP3 (р = 0,049) с более длительным стажем 
курения:  у  пациентов,  куривших  более  20  лет,  частота  метилирования  достигла  16,7 %  (8  из  
48 случаев), у некурящих или куривших менее 20 лет – 4 % (2 из 50 случаев).

Интересным представляется выявление прямой статистически значимой зависимости между 
эпигенетическими изменениями генов р16 и TIMP3 (р < 0,001), что может указывать на суще-
ствование общих механизмов их возникновения. При отсутствии метилирования TIMP3 эпиге-
нетические изменения гена р16 наблюдались в 7,1 % уротелиальных карцином (10 из 141 слу чая), 
а при его наличии  – в 47,1 % (8 из 17 случаев).  

Объединение данных о статусе метилирования генов TIMP3 и р16 позволило выявить значи-
мую ассоциацию (р = 0,047) исследуемых эпигенетических изменений с курением в подгруппе 
пациентов с РМП БМИ. В группе курящих или куривших ранее пациентов частота аномального 
метилирования хотя бы одного из генов составила 23,1 % (15 из 65 случаев), тогда как в группе 
некурящих этот показатель был равен 6,1 % (2 из 33 случаев). 

Известно, что до 50 % всех случаев РМП обусловлены негативным влиянием канцерогенов 
табачного  дыма.  Последние,  по-видимому,  индуцируют  изменения  профиля  метилирования 
ряда генов-мишеней, что отражается в нарушении регуляции важнейших клеточных процессов 
и, в конечном счете, приводит к возникновению и/или манифестации онкологических заболева-
ний. В работе Marsit с соавт. [30] на большой выборке пациентов с РМП показана значимая связь 
метилирования CDKN2A с курением, что согласуется с нашими данными.

Оценка прогностического значения статуса метилирования генов р16 и TIMP3. Полагают, 
что  нарушение  профиля  эпигенетической  изменчивости  обусловливает  не  только  инициацию 
канцерогенеза,  но  и  его  прогрессирование. Поэтому  следующим  этапом  работы  стала  оценка 
роли метилирования генов p16 и TIMP3 в предсказании отдаленных результатов лечения РМП.

Анализ прогностического значения эпигенетических изменений проводили на выборке из 146 па-
циентов, отдаленные результаты лечения 12 человек не прослежены. Длительность наблюдения ко-
лебалась от 32 до 60 мес., медиана наблюдения составила 46 мес. В течение этого периода в группе из 
94 пациентов с РМП БМИ выявлено 27 (28,7 %) рецидивов, в 13,8 % случаев (13 из 94) зарегистриро-
вано прогрессирование в мышечно-инвазивную форму. В общей группе пациентов 48 человек умер-
ло, в том числе 24 от РМП. 

Как видно из табл. 4, нами не выявлено прогностической ценности эпигенетических изме-
нений исследуемых генов для предсказания рецидивов и онкоспецифической выживаемости па-
циентов.  

В то же время наблюдалось значительное снижение 3-летней выживаемости до прогресси-
рования при наличии гиперметилирования р16 по сравнению с его отсутствием: 66,7 % (95 % 
ДИ 35,9–97,5) и 87,6 % (95 % ДИ 80,3–94,9) соответственно (рис. 4).

В однофакторном регрессионном анализе Кокса влияние эпигенетических изменений р16 на 
повышение риска прогрессирования не достигло статистической значимости (отношение рисков 
(ОР) 3,34; 95 % ДИ 0,9–12,2; р = 0,067). Вместе с тем в многофакторной модели с пошаговым ис-
ключением независимыми предикторами более низких уровней выживаемости до прогрессиро-
вания являлись наличие предшествующих рецидивов (ОР 13,59; 95 % ДИ 3,7–50,0; р < 0,001), ги-
перметилирование р16 (ОР 6,84; 95 % ДИ 1,6–29,9; р = 0,011), возраст старше 70 лет (ОР 4,89; 95 % 
ДИ 1,4–16,9; р = 0,012) и низкая степень дифференцировки опухоли (ОР 5,07; 95 % ДИ 1,4–18,7; 
р = 0,015) (табл. 5).

Результаты  большинства  исследований  свидетельствуют  об  отсутствии  прогностической 
роли эпигенетических изменений p16 и p14ARF для предсказания отдаленных результатов лече-
ния РМП [31–33]. Тем не менее, в некоторых работах отмечалась связь метилирования этих генов 
с повышенным риском рецидивов [8], прогрессированием опухоли [9], снижением общей и онко-
специфической выживаемости [14, 27]. Нами установлено независимое от стандартных клиниче-
ских  факторов  прогноза  влияние  эпигенетических  нарушений  р16  на  риск  прогрессирования 
РМП БМИ, что открывает возможности для их применения в качестве молекулярных маркеров 
прогноза клинического течения заболевания. 
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Т а б л и ц а 4. Анализ прогностического значения аномального метилирования генов p16 и TIMP3  
в отношении отдаленных результатов лечения 

T a b l e 4. Analysis of the prognostic value of p16 and TIMP3 abnormal methylation with respect  
to the recurrence-free, progression-free, overall and cancer-specific survival

Отдаленные результаты лечения Подгруппа К-во событий/ 
общее число пациентов

3-летняя выживаемость 
(95 % ДИ), % p (log-rank)

Рецидивирование

р16 unmeth 24/85 75,4 (66,0–84,8) 0,54
р16 meth 3/9 66,7 (35,9–97,5)
TIMP3 unmeth 26/87 73,7 (64,3–83,1) 0,42
TIMP3 meth 1/7 85,7 (59,8–100)

Прогрессирование

р16 unmeth 10/85 87,6 (80,3–94,9) 0,052
р16 meth 3/9 66,7 (35,9–97,5)
TIMP3 unmeth 13/87 84,4 (76,6–92,2) 0,29
TIMP3 meth 0/7 100

Общая выживаемость

р16 unmeth 44/130 71,3 (63,5–79,1) 0,60
р16 meth 4/16 75,0 (53,8–96,2)
TIMP3 unmeth 44/132 71,6 (63,8–79,4) 0,71
TIMP3 meth 4/14 71,4 (47,7–95,1)

Скорректированная выжи-
ваемость 

р16 unmeth 21/130 83,4 (76,7–90,1) 0,79
р16 meth 3/16 81,3 (62,1–100)
TIMP3 unmeth 22/132 82,8 (76,1–89,5) 0,82
TIMP3 meth 2/14 85,7 (67,3–100)

Скорректированная выжи-
ваемость при РМП БМИ

р16 unmeth 7/82 91,9 (85,6–98,2) 0,78
р16 meth 1/9 88,9 (68,3–100)
TIMP3 unmeth 8/84 90,8 (84,3–97,3) 0,38
TIMP3 meth 0/7 100

Скорректированная выжи-
ваемость при МИ РМП

р16 unmeth 14/48 67,7 (53,8–81,6) 0,96
р16 meth 2/7 71,4 (37,9–100)
TIMP3 unmeth 14/48 67,7 (53,8–81,6) 0,96
TIMP3 meth 2/7 71,4 (37,9–100)

Рис. 4. Выживаемость до прогрессирования в зависимости от статуса метилирования гена р16
Fig. 4. Progression-free survival depending on the p16 gene methylation status 
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Относительно прогностической значимости метилирования TIMP3 результаты многочислен-
ных исследований неоднозначны. В более ранней работе Friedrich с соавт. [25] установлена ста-
тистически значимая ассоциация эпигенетических изменений с лучшей безрецидивной выжива-
емостью. В то же время исследования Garcia-Baquero с соавт. [10] и Hoque с соавт. [14] показали 
независимое влияние аномального метилирования TIMP3 на снижение общей и онкоспецифиче-
ской выживаемости пациентов. В работах Yates с соавт. и Casadio с соавт.  [33, 34],  так же как  
и в  наших исследованиях, прогностическое значение эпигенетических изменений этого гена не 
установлено. Вместе с тем обращает на себя внимание 100 %-ная 3-летняя скорректированная 
выживаемость и выживаемость до прогрессирования у пациентов с РМП БМИ при наличии ме-
тилирования гена TIMP3.

Заключение. Таким образом, нами установлена относительно невысокая частота эпигенети-
ческих изменений CDKN2A и TIMP3 в опухолевой ткани мочевого пузыря пациентов всех групп 
независимо от клинико-морфологических параметров. В то время как эпигенетические измене-
ния p14ARF не выявлены ни в одном случае, аномальное метилирование генов р16 и TIMP3 на-
блюдалось с частотой 11,4   и 10,8 % соответственно. У пациентов с немышечно-инвазивными 
карциномами обнаружена статистически значимая связь метилирования генов р16 и TIMP3 с ку-
рением, что указывает на возможное влияние канцерогенов табачного дыма на возникновение 
данных эпигенетических нарушений. Анализ прогностического  значения  эпигенетической из-
менчивости изученных генов показал, что гиперметилирование р16 является независимым фак-
тором риска прогрессирования РМП БМИ (ОР 6,84; 95 % ДИ 1,6–29,9; р = 0,011).

Ввиду потенциальной обратимости эпигенетические изменения, в отличие от структурных 
нарушений генов, представляются привлекательными мишенями для противораковой терапии. 
Восстановление функции гена возможно за счет использования деметилирующих агентов, кото-
рые уже сейчас применяются для лечения острой лейкемии и миелодисплазии [35]. Особую ак-
туальность восстановление профиля метилирования приобретает в связи с выявленной в настоя-
щем  исследовании  статистически  значимой  связью  эпигенетических  изменений  гена  р16  
с прогрессированием РМП БМИ. Применение ингибиторов метилирования будет  способство-
вать реактивации гена-онкосупрессора р16, являющегося критичным для нормального функцио-
нирования клетки.

Использование данных о статусе метилирования гена р16 в комплексе с ранее выявленными 
молекулярными маркерами прогрессирования РМП [36, 37] позволит более точно стратифици-
ровать пациентов на группы риска, определять частоту и степень мониторинга за пациентами,  
а также оценивать необходимость более агрессивной терапии.
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Т а б л и ц а 5. Результаты моно- и многофакторного анализа выживаемости до прогрессирования опухоли 
T a b l e 5. Results of the univariate and multivariate survival analysis for prediction of tumor progression

Показатель
Монофакторный анализ Многофакторный анализ
ОР (95 % ДИ) р ОР (95 % ДИ) р

Пол (М против Ж) 2,28 (0,51–10,29) 0,28 –
Возраст ( ≥70 против <70), лет 2,41 (0,79–7,37) 0,1 4,89 (1,42–16,91) 0,012
Рецидивная опухоль против первичной 8,58 (2,64–27,89) <0,001 13,59 (3,69–50,0) <0,001
Единичная опухоль против мультифокальной 0,62 (0,17–2,24) 0,46 –
Размер (≥3 см против <3 см) 0,15 (0,02–1,17) 0,07 –
Т1 против Та 1,16 (0,26–5,24) 0,85 –
High grade против low grade 2,5 (0,84–7,43) 0,1 5,07 (1,37–18,74) 0,015
Метилирование гена р16 3,34 (0,92–12,15) 0,067 6,84 (1,57–29,86) 0,011
Метилирование гена TIMP3 0,04 (0–297,59) 0,48 –
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