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Promising markers of CIMP+ 
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CIMP+ (CpG­Island Methylator Phenotype) tumors are 
characterized by dense methylation of promoter CpG 
islands of many genes at once and represent a separate 
group of malignant neoplasms of the colon. Despite 
the fact that the diagnostics of CIMP+ tumors has a 
significant prognostic value, an effective set of markers 
has not been developed yet. For the identification of 
CpG sites, the methylation level of which could be used 
to detect CIMP+ tumors, an analysis of expression and 
methylation profiles of 297 primary colon tumors and 
38 histologically normal tissues paired to them, which 
are presented in the TCGA (The Cancer Genome Atlas) 
project database, was performed by us using the Cross­
Hub tool created previously. We developed the scoring, 
which takes into account the methylation level of CpG 
sites, their location, and the expression level of the cor­
responding genes. It was revealed that the methylation 
status of CpG sites of the AMOTL1, ZNF43, ZNF134, and 
CHFR genes is a promising marker of CIMP+ tumors. 
Moreover, specific regions of promoters of these genes, 
the methylation level of which was associated with the 
examined phenotype, were identified. To verify the 
obtained data in independent sampling, first, the quan­
titative PCR was used to assess the relative mRNA level 
of the AMOTL1, ZNF43, ZNF134, and CHFR genes in 
30 paired (tumor/histologically normal tissue) colon 
samples. For all the genes, a frequent (50–60 % of cases) 
and significant (2–30­fold) expression decrease was 
revealed. Then, the bisulfite conversion of DNA followed 
by cloning and sequencing was applied to examine the 
methylation status of CpG sites that were selected as 
the result of bioinformatics analysis. We observed a high 
methylation level (β­value = 0.3–0.9) of the CpG sites in 
the samples with simultaneous downregulation of all 
4 genes and a low methylation level (β­value = 0.0–0.2) 
in the samples with the unchanged expression level of 
4 genes and in histologically normal tissues. Thus, the 
methylation status of the CpG sites of promoter regions 
of the AMOTL1, ZNF43, ZNF134, and CHFR genes is a pro­
mising potential marker of CIMP+ colon tumors.
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CIMP+ (CpG­Island Methylator Phenotype) опухоли характеризуют ся 
плотным метилированием промоторных CpG­островков одновре­
менно многих генов и представляют отдельную группу злокачест­
венных новообразований толстой кишки. Несмотря на то что диаг­
ностика CIMP+ опухолей имеет значительную прогностическую 
ценность, до сих пор не разработано эффективного  набора марке­
ров для их выявления. Для определения CpG­сайтов, уро вень ме­
тилирования которых может быть использован для идентифика­
ции CIMP+ опухолей, с помощью созданного ранее прило жения 
CrossHub нами проведен анализ профилей экспрессии и метили­
рования 297 образцов первичных опухолей и 38 парных к ним 
«условных норм» толстой кишки, представленных в базе проекта 
TCGA (The Cancer Genome Atlas). Разработан скоринг, учи тывающий 
уровень метилирования CpG­сайтов, их расположение, а также 
уровень экспрессии соответствующих генов.  Определено, что ста тус 
метилирования CpG­сайтов, относящихся к генам AMOTL1, ZNF43, 
ZNF134 и CHFR, является перспективным маркером CIMP+ опухолей. 
Более того, идентифицированы конкретные районы про моторных 
областей этих генов, уровень метилирования которых ассоцииро­
ван с исследуемым фенотипом. Для валидации полученных дан ных 
на независимой выборке, сначала оценили относительный уро­
вень мРНК генов AMOTL1, ZNF43, ZNF134 и CHFR в 30 парных (опу­
холь/«условная норма») образцах толстой кишки методом количе­
ственной ПЦР. Для всех генов выявлено частое (50–60 % случаев) 
и значительное (2–30 раз) снижение экспрессии. Затем методом 
бисульфитной конверсии ДНК с последующим кло нированием и 
секвенированием исследовали статус метилирования CpG­сай­
тов, отобранных в результате биоинформатического анализа, и 
обна ружили высокий уровень метилирования (β­value = 0.3–0.9) 
в об разцах с одновременно сниженным уровнем экспрессии всех 
четырех генов и низкий уровень метилирования (β­value = 0.0–0.2) 
в образцах с неизменным уровнем экспрессии четырех генов 
и в «условных нормах». Таким образом, статус метилирования 
CpG­сайтов промоторных областей генов AMOTL1, ZNF43, ZNF134 
и CHFR является перспективным потенциальным маркером CIMP+ 
опухолей толстой кишки.

Ключевые слова: рак толстой кишки; CIMP+; эпигенетика; 
метилирование ДНК; TCGA; количественная ПЦР; молекулярные 
маркеры.
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Фенотип CIMP+ (CpG island methylator phenotype) 
отражает особый тип онкогенеза, который проявля-
ется в плотном гиперметилировании одновременно 

множества CpG-островков в регуляторных (чаще всего 
промоторных) областях генома (Rhee et al., 2017). Мети-
лирование и последующая супрессия распространяются 
на такие гены, как CDKN2A (p16), MLH1 и др., которые 
в нормальных тканях метилированию не подвергаются 
(Barzily-Rokni et al., 2011). Впервые фенотип CIMP+ был 
обнаружен при раке толстой кишки (Toyota et al., 1999), но 
в последние годы данный термин все чаще используют для 
описания интенсивного гиперметилирования промоторов 
генов и в других видах рака, включая рак легкого, молоч-
ной железы, мочевого пузыря, матки, желудка, яичника, 
поджелудочной железы, почек и предстательной железы 
(Suzuki et al., 2014). Проведенные нами ранее исследова-
ния нарушений паттернов метилирования генов хромосо-
мы 3 с применением NotI-микрочипов позволили также 
предположить существование опухолей CIMP+ (20–30 % 
опухолей) при раке легкого, яичника, шейки матки и почки 
(Dmitriev et al., 2012, 2014; Kashuba et al., 2012; Senchenko 
et al., 2013). Молекулярные и клинико-патологические 
особенности этого типа опухолей позволяют считать, что 
возникновение различных CIMP+ опухолей обусловлено 
единым молекулярным механизмом (Suzuki et al., 2014). 
Однако причины, ответственные за образование данного 
фенотипа, пока не установлены.

Ранняя диагностика CIMP+ опухолей имеет значитель-
ную прогностическую ценность (Hughes et al., 2013). Кро-
ме того, для некоторых видов рака показано, что CIMP+ 
опухоли проявляют чувствительность к деметилирующим 
препаратам и ингибиторам EZH2 (Suzuki et al., 2014). 
 Необходимо персонализированное назначение препара - 
тов на основе деметилирующих агентов, так как их неце-
левое использование крайне опасно и может стимулиро-
вать прогрессию заболевания (Mani, Herceg, 2010). Основ-
ной целью большинства исследований является по пытка 
установить наличие CIMP+ опухолей в конкретных видах 
рака. При этом наборы маркерных генов для определения 
данного фенотипа различаются в разных работах, что при-
водит к серьезным затруднениям при анализе результатов 
(Suzuki et al., 2014).

Целью нашего исследования было определение пер-
спективных маркеров для диагностики CIMP+ опухолей 
толстой кишки на основе комплексного подхода, включа-
ющего анализ современных транскриптомных и метилом-
ных баз данных (таких как TCGA – The Cancer Genome 
Atlas) и последующую экспериментальную валидацию 
на выборке первичных опухолей.

Материалы и методы
Биоинформатический анализ. С помощью разработан-
ного ранее приложения CrossHub (Krasnov et al., 2016) 
был проведен анализ материалов проекта TCGA (https://
cancergenome.nih.gov/) для 297 образцов первичных опу-
холей и 38 парных к ним гистологически нормальных 
тканей («условных норм») толстой кишки (Cancer Genome 
Atlas, 2012). Использовали данные о статусе метилирова-
ния ДНК, полученные с помощью микрочипов Infinium 
HumanMethylation450 (Illumina, США), и данные об уров-

не экспрессии генов, полученные с помощью высокопро-
изводительных секвенаторов серии HiSeq (Illumina). Для 
установления ассоциации CpG-сайтов с промоторными 
областями генов воспользовались материалами проекта 
ENCODE для шести клеточных линий.

Образцы тканей. Операционные образцы опухоле-
вых тканей толстой кишки и тканей «условной нормы» 
собраны и охарактеризованы в Московском научно-ис-
следовательском онкологическим институте (МНИОИ) 
им. П.А. Герцена. Цели и осуществление данной работы 
одобрены этическим комитетом МНИОИ им. П.А. Гер-
цена. Опухолевые клетки в каждом образце рака толстой 
кишки составляли не менее 70 %. Образцы тканей замора-
живали в жидком азоте и хранили при температуре –70 °С.

Выделение РНК, ДНК, получение кДНК. Заморо-
женные в жидком азоте образцы опухолевых и парных 
к ним нормальных тканей толстой кишки подвергались 
механической гомогенизации на дисмембраторе Mikro-
Dismembrator S (Sartorius, Германия). Для выделения 
РНК и ДНК использовали наборы RNeasy Mini Kit и 
QIAamp DNA Mini Kit (фирма Qiagen, Германия). Оценка 
количества РНК проводилась на флуориметре Qubit 2.0 
(Invitrogen, США), оценка качества – на биоанализаторе 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, США). 
Параметр RIN (RNA integrity number – показатель каче-
ства РНК) для образцов, включенных в исследования, 
составлял не менее 7. Концентрацию ДНК определяли 
на спектрофотометре NanoDrop 1000 (Nanodrop, США). 
Качество выделенной ДНК проверяли электрофорезом в 
2 % агарозном геле в присутствии бромистого этидия, а 
также по значению отношения 260/280 нм, которое состав-
ляло 1.8–2.0. Выделенную РНК обрабатывали ДНКазой I 
(Thermo Fisher Scientific, CША). Для проведения реакции 
обратной транскрипции применяли обратную транскрип-
тазу M-MuLV (Thermo Fisher Scientific) и набор случайных 
гексануклеотидов.

Количественная ПЦР (кПЦР). Для количественной 
оценки уровня мРНК целевых и контрольных генов ис-
пользовали наборы праймер-зонд TaqMan Gene Expres-
sion Assays (Thermo Fisher Scientific, США). В качестве 
контрольных выбраны гены RPN1 и PUM1 (Krasnov 
et al., 2011). С учетом биологической вариабельности 
уровня мРНК контрольных генов, при оценке экспрессии 
целевых генов значимыми считали изменения в 2 раза 
и более. Количественную ПЦР проводили на приборе 
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Thermo 
Fisher Scientific) в трех технических повторностях по 
протоколу, описанному нами ранее (Dmitriev et al., 2016). 
Данные кПЦР обрабатывали при помощи оригинального 
программного приложения АТГ (Melnikova et al., 2016). 
Относительный уровень мРНК оценивали методом отно-
сительных измерений (∆∆Ct-метод) с учетом эффектив-
ностей реакций, как описано ранее (Dmitriev et al., 2016).

Анализ метилирования промоторных областей целе-
вых генов проводили методом бисульфитной конверсии 
ДНК с последующим клонированием и секвенированием 
по Сэнгеру. ДНК обрабатывали бисульфитом при помощи 
набора EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, США). 
Продукты амплификации вырезали из 2 % агарозного геля 
и очищали с помощью набора DNA Clean & Concentrator-5 
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(Zymo Research) согласно протоколу производителя. Кло-
нирование и секвенирование ПЦР-продуктов проводили 
в компании ООО «Евроген Лаб» (Россия). Для каждого 
образца секвенировано 10 клонов и для всех секвениро-
ванных CpG-сайтов рассчитаны значения β-value – отно-
шение числа клонов с метилированным сайтом к общему 
числу клонов.

Результаты и обсуждение

Разработка скоринга
TCGA является крупнейшим ресурсом в области мо-
лекулярной онкологии, вобравшим в себя геномные, 
транскриптомные и метиломные данные для нескольких 
десятков социально значимых видов рака. Информация 
об уровнях метилирования ДНК, представленная в TCGA, 
получена большей частью с помощью микрочипов Infi-
nium HumanMethylation450, позволяющих определять 
статус метилирования (β-value) одновременно 485 тысяч 
CpG-сайтов, ассоциированных с 96 % всех CpG-островков 
генома. Для выявления CpG-сайтов – перспективных 
маркеров CIMP+ опухолей, разработан скоринг, учитыва-
ющий коэффициент корреляции между β-value CpG-сайта 
и средним β-value между 80, 85, 90 и 95 процентилями для 
всех промоторных CpG-сайтов в образце, абсолютную 
разницу между значениями β-value в образце опухоли и 
парной к нему «условной нормы» (∆β-value), абсолютное 
значение β-value в образцах «условных норм», коэффици-
ент корреляции между ∆β-value и относительным уровнем 
мРНК гена (log2FC = log2(CPM в опухолевом образце/
CPM в образце «условной нормы»), где CPM – counts per 
million), абсолютное значение log2FC. То есть для того, 
чтобы сайт набрал высокий скор, необходимо, чтобы 
он был метилирован в опухолевых образцах с высокой 
плотностью метилирования промоторных CpG-островков 
(CIMP+) и не метилирован в опухолевых образцах с низ-
кой плотностью метилирования и образцах «условных 
норм». Гиперметилирование этого сайта также должно 
быть ассоциировано со значительным снижением уровня 
мРНК гена, в промоторной области которого он находится. 

Экспрессию генов оценивали по данным RNA-Seq ре-
сурса TCGA. Ассоциацию сайта с промоторной областью 
гена определяли на основе материалов проекта ENCODE 
для шести клеточных линий: сайт относили к промотор-
ной области, если он был определен как таковой для двух 
и более линий. Интересно отметить, что среди топ-100 
промоторных CpG-сайтов с высоким скором более 30 
относилось к различным генам, кодирующим цинковые 
пальцы. Цинковые пальцы – самое крупное семейство 
транскрипционных факторов, они играют ключевые роли 
в большинстве клеточных процессов (Jen, Wang, 2016).  
В дальнейший анализ включили гены, сразу для несколь-
ких CpG-сайтов которых были получены высокие значе-
ния скора. В результате выбрано четыре гена (AMOTL1, 
ZNF43, ZNF134 и CHFR) и определены участки их промо-
торных областей, гиперметилирование которых является 
функциональным и ассоциировано с CIMP+ опухолями 
толстой кишки: AMOTL1 – хр. 11: 94501368–94501719 
(hg19), ZNF43 – хр. 19: 22018747–22018959, ZNF134 – 
хр. 19: 58125532–58125868, CHFR – хр. 12: 133463886–

133464328, 133464690–133464858. Ген AMOTL1 кодирует 
периферический мембранный белок, участвующий в 
контроле парацеллюлярной проницаемости и поддер-
жании клеточной полярности (Zheng et al., 2009). Есть 
информация о вовлеченности этого гена в канцерогенез, в 
частности прогрессию рака молочной железы (Couderc et 
al., 2016). Ген CHFR кодирует убиквитинлигазу, необходи-
мую для поддержания контрольной точки, регулирующей 
вхождение клетки в митоз (http://www.genecards.org/). Это 
известный ген-супрессор опухолевого роста (Sanbhnani, 
Yeong, 2012), инактивация которого служит перспектив-
ным прогностическим маркером (Derks et al., 2014).

Следует отметить, что для CpG-сайтов некоторых генов, 
входящих в предложенные ранее наборы маркеров для 
определения CIMP+ опухолей (Hughes et al., 2013), также 
получены высокие значение скора, однако в большинстве 
случаев только для отдельных сайтов, а не нескольких 
сразу, и сами значения ниже, чем для CpG-сайтов генов 
AMOTL1, ZNF43, ZNF134 и CHFR. Возможно, это обу-
словлено ограниченным покрытием генома микрочипами 
Infinium HumanMethylation450 – для каждого гена на 
микрочипе представлено в среднем 10–20 CpG-сайтов.

Относительный уровень мРНК выбранных генов
Для валидации полученных данных сначала оценили от-
носительный уровень мРНК четырех идентифицирован-
ных генов на выборке из 30 парных (опухоль/«условная 
норма») образцов толстой кишки от пациентов МНИОИ 
им. П.А. Герцена. Методом количественной ПЦР для гена 
AMOTL1 выявлено снижение уровня мРНК в 2–20 раз в 
60 % опухолевых образцов по сравнению с образцами пар-
ных «условных норм» и сохранение или незначительное 
повышение (в 2 раза) в остальных 40 % случаев (см. ри-
сунок). Для гена ZNF43 показано снижение экспрессии в 
2–30 раз в 60 % образцов, для гена ZNF134 – в 2–15 раз 
в 53 % образцов и для гена CHFR – в 2–12 раз в 47 %. 
В остальных случаях обнаружено сохранение экспрессии.

Статус метилирования CpG-сайтов  
промоторных областей выбранных генов
Для дальнейшего анализа отобрано шесть образцов с 
одновременным снижением экспрессии генов AMOTL1, 
ZNF43, ZNF134 и CHFR (номера 1–6 на рисунке). Именно 
эти образцы, скорее всего, представляют CIMP+ опухоли. 
Кроме того, в анализ были включены четыре образца с 
сохранением уровня мРНК всех четырех генов или не-
значительным (в 2 раза) снижением/повышением одного 
из них (номера 27–30 на рисунке). Эти образцы, вероятно, 
не относятся к CIMP+ опухолям. Выполнена бисульфит-
ная конверсия ДНК из выбранных образцов опухолей и 
парных к ним «условных норм» с последующим клониро-
ванием и секвенированием областей, гиперметилирование 
которых по результатам проведенного биоинформати-
ческого анализа данных ресурса TCGA ассоциировано 
с CIMP+ опухолями толстой кишки. Во всех десяти об-
разцах «условных норм» и образцах опухолей под номе-
рами 27–30 значения β-value CpG-сайтов не превышали 
0.2, а в большинстве случаев метилирования вообще не 
было выявлено (см. таблицу). Для образцов опухолей под 
номерами 1–6 подтверждена высокая частота гипермети-
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Перспективные маркеры CIMP+ опухолей толстой кишки, 
выявленные на основе анализа данных ресурса TCGA
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лирования сайтов, статус метилирования которых может 
быть использован в качестве маркера CIMP+ опухолей 
толстой кишки (β-value = 0.3–0.9).

Диагностика CIMP+ опухолей толстой кишки необхо-
дима в силу ее высокой прогностической значимости (Lee 
et al., 2017), однако до сих пор нет унифицированного 
надежного набора маркеров, что вызывает существенные 
сложности при интерпретации результатов из различных 
исследований (Berg et al., 2014). В представленной работе 
проведен комплексный анализ данных ресурса TCGA, 
позволивший идентифицировать CpG-сайты, гиперме-
тилирование которых функционально и ассоциировано с 
CIMP+ фенотипом опухолей толстой кишки. Полученный 
результат валидирован на независимой выборке первич-
ных опухолей толстой кишки и парных к ним «условных 
норм». Таким образом, показано, что уровень метилиро-
вания CpG-сайтов промоторных областей генов AMOTL1, 
ZNF43, ZNF134 и CHFR является перспективным мар-
кером CIMP+ опухолей толстой кишки. Для определе-
ния клинической значимости предложенных маркеров 

необходимы дальнейшие масштабные исследования на 
первичных опухолях.
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