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раннього призначення блокато-
рів РААС для профілактики ви-
никнення дихальної недостатно-
сті. Перспективним виявляється
подальше дослідження небажа-
них побічних ефектів блокаторів
РААС та їх потенційного взає-
мозв’язку із функціональними
поліморфізмами з метою індиві-
дуалізації фармакотерапії.
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ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ ЕНАЛАПРИЛУ ЗАЛЕЖ-

НО ВІД ПОЛІМОРФІЗМУ М235Т АНГІОТЕНЗИНОГЕ-
НУ У ГІПЕРТЕНЗИВНИХ ПАЦІЄНТІВ ІЗ ЦУКРОВИМ
ДІАБЕТОМ 2 ТИПУ

Метою дослідження було оцінити антигіпертензивний
та нефропротективний ефекти еналаприлу залежно від типу
мононуклеотидного поліморфізму М235Т гена AGT у гіпер-
тензивних пацієнтів із цукровим діабетом 2 типу.

Субоптимальний антигіпертензивний та антипротеїну-
ричний ефекти еналаприлу в категорії Т-монозиготних
пацієнтів за поліморфізмом М235Т AGT зумовлює не-
обхідність раннього призначення комбінованої антигіпер-
тензивної терапії як з метою нефропротекції, так і задля
зниження загального ризику серцево-судинних ускладнень.
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діабетичної нефропатії, еналаприл, М235Т поліморфізм ан-
гіотензиногену.

UDC 616.12-008.331.1+616.61-008.64:615.036
T. Yu. Ponyatovska
ENALAPRIL EFFICACY EVALUATION AND AGT

M235T POLYMORPHISM IN HYPERTENSIVE PA-
TIENTS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS

It was a research purpose to estimate antihypertensive and
nephroprotective effects of enalapril depending on the type of
the mononucleotide polymorphism of М235Т gene AGT at hy-
pertensive patients with saccharine diabetes of a 2 type.

Suboptimum antihypertensive and antiproteinuric the ef-
fects of enalapril in the category of the Т-monozygotic patients
after the М235Т AGT polymorphism are predetermined by the
necessity of the early setting of the combined antihypertensive
therapy both with the purpose of nephroprotection and for the
sake of decline of general risk of cardiovascular complications.

Key words: hypertension, diabetic nephropathy prevention,
enalapril, AGT M235T polymorpism.

Метилирование ДНК может
служить диагностическим и про-
гностическим маркером для
клинического применения [1;
2]. Ген WIF1, взятый нами для

оценки возможности использо-
вания его как диагностическо-
го маркера риска развития рака
эндометрия, относится к группе
генов-супрессоров Wnt-пути [5].

Изучение метилирования гена
WIF1 в оценке прогноза выжи-
ваемости при раке цервикаль-
ного канала показало наличие
в опухоли метилированной ДНК
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промотора гена WIF1 и было
связано с плохой выживаемо-
стью пациентов при раке шейки
матки [3]. Также в работе H. Su-
zuki (2008) было выявлено ме-
тилирование промотора гена
WIF1 в 45 % случаев у больных
раком молочной железы [1]. В
перечисленных выше работах
авторов метилирование изуча-
лось методом метилспецифиче-
ской полициклической реакции
(ПЦР), которая не дает возмож-
ности определять количествен-
ное содержание метилирован-
ной по CG-сайтам ДНК в об-
разце опухоли, а оценивает мети-
лирование по принципу «есть»
или «нет». Нами же было про-
ведено количественное опреде-
ление содержания метилиро-
ванной ДНК в первом экзоне
гена WIF1 с использованием
технологии комбинированного
бисульфит рестрикционного
анализа (COBRA).

Материалы и методы
исследования

Изучение метилирования пер-
вого экзона гена WIF1 проводи-
лось на биопсийном материале
12 образцов аденокарциномы
эндометрия, 11 образцов ткани
от больных с доброкачественны-
ми гиперпролиферативными
процессами эндометрия и 6 об-
разцов нормальной ткани эндо-
метрия. Геномная ДНК была
выделена с помощью наборов
GeneJET DNA Purification Kit
(Thermo scientific). Бисульфитная
обработка геномной ДНК была
выполнена согласно протоколу к
набору EpiTect Bisulfite kit (Qia-
gen). После бисульфитной обра-
ботки выделенной ДНК была
проведена амплификация мето-
дом TouchDown ПЦР с Hot-
StartTag DNA Polymerase с ис-
пользованием набора (Qiagen) и
5 пкмоль специфических прайме-
ров: 95 °С — 15 мин, 10 циклов
95 °С — 30 с, 65 °С — 1 мин, со
снижением температуры на 1 °C
на цикл, 42 цикла 95 °C — 30 с,
60 °C — 30 с, 72 °C — 45 с; 72 °C
— 10 мин.
Дизайн праймеров осуще-

ствляли с помощью программы

МethylPrimer Express v 1.0.
Количественный анализ ме-
тилирования гена проводили
с помощью метода COBRA.
Для  выполнения  анализа  к
амплифицированной ДНК ге-
на в объеме 15 мкл добавляли
2,5 мкл 10-кратного буфера и
1 мкл BSTu1 рестриктазы и
инкубировали 1 ч при 60 °С.
После инкубации проводили
электрофорез в 2 % агарозном
геле, затем окрашивали гель
этидиум бромидом и сканирова-
ли с использованием системы
визуализации VercsaDoc 4000
(Bio-RAD). Анализировали
электрофореграммы с помощью
программы Quantitative One
(BIORAD).

Результаты исследования
и их обсуждение

Изучение эпигенетических
механизмов регуляции эмбрио-
нального развития, роста и ста-
рения и нарушение этих меха-
низмов, приводящее к возник-
новению различных заболева-
ний, в том числе онкологиче-
ских, имеет большое значение в
понимании механизмов онкоге-
неза. Одним из быстрых и ко-
личественных методов для ана-
лиза абберантного метилирова-
ния ДНК является COBRA. Суть
метода состоит в проведениии
рестрикционного анализа амп-
лифицированнного участка ге-
на по сайтам CGCG. Если ДНК
метилирована, то происходит
нарезание ферментом рестрик-
ции BSTu1 амплифицирован-
ной цепи ДНК гена между
CGCG последовательностью с
образованием нескольких фраг-
ментов в зависимости от коли-
чества CGCG-сайтов гена и сте-
пени их метилирования. В гене
WIF1 в первом экзоне находят-
ся два CGCG-сайта или четыре
CG-последовательности, кото-
рые могут быть метилированы.
Поэтому для гена WIF1 (после
рестрикции и электрофореза в
агарозном геле) характерно об-
разование двух полос амплифи-
цированного продукта с моле-
кулярным весом 90 и 170 п. н.
Последующий электрофорез,

сканирование геля и программ-
ная обработка данных с Quan-
titative One позволяют выявить
количество метилированной и
неметилированной ДНК в об-
разце.
Во всех образцах ткани рака

эндометрия не выявлено мети-
лированной ДНК гена WIF1.
Две полосы продуктов рестрик-
ции амплифицированной ДНК
видны только в положительном
контроле (100 % метилирован-
ная ДНК, Qiagen). В образцах
ткани с гиперплазией эндомет-
рия и нормальной ткани эндо-
метрия, взятых для анализа,
также не было выявлено нали-
чия метилированной ДНК. Ме-
тилирование промотора и пер-
вого экзона гена WIF1, по дан-
ным литературы, было обнару-
жено при различных формах
рака, таких как рак молочной
железы, рак яичников, рак шей-
ки матки [2; 4]. Следует отме-
тить, что отсутствие метилиро-
ванной ДНК первого экзона
гена WIF1 в образцах ткани
рака эндометрия и нормальной
ткани эндометрия не свидетель-
ствует о том, что ДНК вообще
не метилирована. Данный ана-
лиз показывает отсутствие ме-
тилирования в двух СGCG-сай-
тах первого экзона гена (или в
четырех CG-последовательнос-
тях), которые были взяты нами
для изучения и которые, по
данным литературы, были ме-
тилированы при раке молоч-
ной железы и раке шейки мат-
ки [2; 6].
Таким образом, в образцах

тканей рака эндометрия, гипер-
пластических процессов и нор-
мальной ткани эндометрия при
анализе методом COBRA не
выявлено наличия метилиро-
ванной ДНК этого гена, отно-
сящего к ингибиторам Wnt сиг-
нального каскада. Отсутствие
метилированной ДНК в первом
экзоне гена WIF1 в укзанных
сайтах, которое было выявлено
при других формах рака, воз-
можно, указывает на то, что
развитие рака эндометрия не
связано с метилированием этих
сайтов в гене WIF1, являющим-
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ся супрессором Wnt сигнально-
го пути.

Выводы

1. В результате проведенных
исследований показано отсут-
ствие метилированной ДНК в
первом экзоне гена WIF1 во
всех изученных образцах ткани,
включая рак эндометрия, ги-
перпластические процессы эн-
дометрия и нормальную ткань
эндометрия.

2. Полученные данные по-
зволяют предположить, что ме-
тилирование первого экзона ге-
на WIF1 не является патогене-
тическим механизмом гипер-

пластических процессов и рака
эндометрия.
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WOMEN WITH HYPERPROLIFERATIVE PROCESSES
OF ENDOMETRIUM AND ENDOMETRIAL CARCI-
NOMA

Epigenetic changes play important role in tumor transfor-
mation of endometrium. One of the pathogenic mechanisms
of epigenetic cell transformation may be a methylation of pro-
motor and first exon of gene-supressors of tumor growth.

The aim of the study was a comparative analysis of gene
WIF1 methylation in women with hyperproliferative process-
es of endometrium and endometrial carcinoma. Methylation
analysis was done by using COBRA method, which could de-
tect the amount of methylated DNA in tissue sample, unlike
methylspecific PCR method. It was established the absense of
gene WIF1 methylated DNA as in endometrial hyperplasia,
carcinoma and in normal endometrium.
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