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Резюме

Изучение статуса метилирования ДНК при злокачественных лимфомах представляет собой новую область 
исследований в онкогематологии. Целью настоящего исследования послужила количественная оценка уров-
ня метилирования гена MIR-143 в опухолевой ткани пациентов с диффузной В-крупноклеточной лимфомой 
(ДВККЛ). Материал и методы. В исследование включены 81 опухолевый образец ДВККЛ (26 герминального 
и 55 негерминального происхождения) и 11 биоптатов реактивных лимфоузлов. Для количественной оценки ме-
тилирования гена MIR-143 использовался метод прямого бисульфитного секвенирования по Сенгеру с расчетом 
среднего уровня метилирования анализируемых CpG-сайтов. Результаты. Средний уровень метилирования 
MIR-143 в опухолевых образцах был существенно ниже значений в реактивных лимфоузлах (соответственно 
64,43 ± 19,92 и 76,27 ± 4,92 %, p = 0,049), не зависел от иммуногистохимического подтипа опухоли и демонстри-
ровал больший разброс значений. В образцах лимфомы имело место преимущественное гипометилирование 
одного из четырех анализируемых CрG-динуклеотидов в границах анализируемого фрагмента. Заключение. 
Получены данные об изменении паттерна метилирования гена MIR-143 в опухолевой ткани ДВККЛ. Требуют-
ся дальнейшие исследования, направленные на уточнения механизмов эпигенетической регуляции экспрессии 
MIR-143 в лимфомных клетках, и идентификация ее м-РНК мишеней для прояснения роли данной микроРНК в 
патогенезе ДВККЛ.
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Abstract 

The study of DNA methylation status in malignant lymphomas is a new field of research in oncohematology. The aim of 
this study was to quantify the level of methylation of the MIR-143 gene in the tumor tissue of patients with diffuse large 
B-cell lymphoma (DLBCL). Material and methods. The study included 81 tumor samples of DLBCL (26 of germinal 
and 55 of non-germinal origin) and 11 biopsies of reactive lymph nodes. To quantify the methylation of the MIR-143 
gene, the method of direct bisulfite sequencing by Sanger was used with the calculation of the average level of methyl-
ation of the analyzed CpG-sites. Results. The average level of MIR-143 methylation in tumor samples was significantly 
lower than the values in reactive lymph nodes (64.43 ± 19.92 и 76.27 ± 4.92 %, respectively, p = 0.049), did not depend 
on the immunohistochemical subtype of the tumor and showed a greater spread of values. In the lymphoma samples, 
there was predominant hypomethylation of one of the four analyzed CpG-dinucleotides within the boundaries of the 
analyzed fragment. Conclusion. The data on a change in the pattern of the MIR-143 gene methylation in the tumor tissue 
of DLBCL were obtained. To establish the role of microRNA in the pathogenesis of DLBCL further studies aimed at 
clarifying the mechanisms of epigenetic regulation of MIR-143 expression in lymphoma cells and identification of this 
microRNA targets are required.
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Введение

Исследования метилирования ДНК вносят 
важный вклад в понимание роли эпигенетических 
факторов в возникновении различных патологий 
человека. Установлено, что паттерн метилирова-
ния ДНК в норме и при опухолевых заболевани-
ях существенно различается, а именно: на этапах 
становления злокачественного новообразования 
и опухолевой прогрессии происходит гипоме-
тилирование про-онкогенов и многочисленных 
областей ДНК-повторов наряду с гиперметили-
рованием генов онкосупрессоров. При этом мети-
лирование является стабильной эпигенетической 
модификацией ДНК и в большинстве случаев 
затрагивает CpG-островки, находящиеся в про-
моторной области и в первом экзоне генов, что 
подавляет их транскрипцию вплоть до полного 
выключения [1]. 

Аберрантное метилирование генов мик-
роРНК – одно из распространенных нарушений 
при опухолях различной тканевой принадлеж-
ности [2, 3]. Гены ряда онкосупрессорных ми-
кроРНК, например, семейства miR-34, подвер-
гаются эпигенетическому выключению путем 
метилирования при подавляющем большинстве 
изученных злокачественных новообразований, 
тогда как другие – лишь при ряде онкологических 
нозологий или даже специфично метилированы 
при отдельных типах рака [4]. 

Исследования, направленные на изучение 
статуса метилирования ДНК при злокачествен-
ных лимфомах, представляют собой относи-

тельно новую область молекулярной биологии, 
медицинской генетики и онкологии. В ряде ра-
бот по анализу дифференциальной экспрессии 
микроРНК в опухолевой и здоровой лимфоид-
ной ткани получены данные о нарушении экс-
прессии при лимфомах ряда р53-чувствительных 
онкосупрессорных микроРНК. Предполагается, 
что такие различия могут быть связаны с абер-
рантным метилированием кодирующих их генов 
[5, 6]. Так, при диффузной В-крупноклеточной 
лимфоме (ДВККЛ) описано снижение уровня ми-
кроРНК miR-143, являющейся прямой мишенью 
р53. Экспрессия ее регулируется белком р53 как 
напрямую на этапе транскрипции, так и дополни-
тельно на посттранскрипционном уровне [7, 8]. 
Недостаточный уровень miR-143 нарушает реа-
лизацию р53-сигнального каскада, направленно-
го на запуск программированной клеточной смер-
ти, контроль пролиферации и инвазии, адгезии и 
миграции клеток [9]. Известно также, что коди-
рующий ее ген MIR-143 имеет CpG-островок, а 
аберрантное метилирование гена имеет значение 
в лейкозогенезе [10]. 

Целью настоящего исследования было прове-
сти количественную оценку уровня метилирова-
ния гена MIR-143 в опухолевой ткани пациентов 
с ДВККЛ.

Материал и методы

В исследование включены биоптаты 81 фик-
сированного формалином и парафинизированно-
го опухолевого лимфоузла пациентов с ДВККЛ и 
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11 лимфоузлов больных с реактивной лимфаде-
нопатией. Средний возраст пациентов составил 
50,3 ± 8,9 и 46,7 ± 13,6 года соответственно. Со-
гласно результатам иммуногистохимического ис-
следования, к лимфоме из клеток герминального 
и негерминального происхождения были отнесе-
ны соответственно 26 и 55 опухолевых образцов.

Применялась модификация фенол-хлоро-
формного метода экстракции ДНК с гуанидином. 
Для исследования с каждого образца брали по 
5–6 срезов толщиной 6–7 мкм в отдельную про-
бирку объемом 1,5 мл. В первый день выделения 
пробу помещали в термостат на 68 °С до раста-
пливания парафина. Добавляли по 600 мкл 5М 
гуанидина, в состав которого на 100 мл входят 
50,2 г гуанидина, 5 мл 5М NaCl, 5 мл 0,5М ЭДТА, 
2,5 мл 20 % додецилсульфата натрия, и оставляли 
для прохождения лизиса на ночь в термостате при 
65 °С. На второй день выполнялась фенол-хлоро-
формная экстракция с троекратной обработкой 
фенол-хлороформом. Для этого к пробе добав-
ляли по 600 мкл смеси фенола с хлороформом в 
соотношении 1:1 (хлороформ содержал изоами-
ловый спирт в соотношении 24:1), встряхивали, 
центрифугировали при 12000 оборотов 10 минут. 
После разделения фаз отбирали верхнюю фазу, 
далее следовала стадия осаждения ДНК спирта-
ми по стандартной методике. Осадки растворяли 
в бидистиллированной воде (количество воды в 
зависимости от объема ДНК 30–50 мкл) и храни-
ли до проведения ПЦР при температуре –20 °С. 
Качество и чистоту полученной ДНК проверяли 
на аппарате Epoch (BioTek Instruments, США).

Далее каждый ДНК-образец подвергали кон-
версии бисульфитом натрия согласно протоколу 
производителя, в ходе которой добивались пере-
хода всех неметилированных остатков цитозина 
в урацил, тогда как метилированные оставались 
в неизменном виде. Полноту конверсии контро-
лировали с использованием EZ DNA Methylation 
Кit и Human Methylated and Unmethylated DNA 
Control Kit (Zymo research, США). Для коли-
чественной оценки уровня метилирования ис-
пользовали метод прямого бисульфитного сек-
венирования по Сенгеру путем капиллярного 
электрофореза на аппарате Hitachi 3500 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, США) согласно 
описанным ранее подходам [11, 12] и методике 
[10]. Точность примененного подхода несколько 
ниже, чем пиросеквенирования или секвенирова-
ния на основе клонирования, в то время как его 
экономическая доступность, скорость и простота 
превосходят упомянутые методы [11]. 

Результаты секвенирования оценивали с по-
мощью программы Chromas. Анализировали че-
тыре CpG-динуклеотида в пределах фрагмента 

длиной 217 п.н., расположенного между –156 
и +59 п.н. от сайта начала трансляции. Данный 
фрагмент CpG-островка гена MIR-143 в прове-
денных ранее экспериментах имел вариации пат-
терна метилирования в опухолевых и здоровых 
клетках человека (рис. 1). 

Поскольку метилирование может наблюдать-
ся не во всех клетках, говорят о среднем уровне 
(проценте) метилирования определенного CpG-
сайта. Для его оценки отбирали хроматограммы 
сиквенсов с высоким уровнем сигнала и мини-
мальным фоновым шумом (рис. 2), затем на них 
определяли высоту пиков цитозина и тимина в 
каждом CpG-динуклеотиде. 

Поскольку секвенирование проводилось с об-
ратного праймера, для количественного выраже-
ния уровня метилирования использовалась фор-
мула: 

%метС = 100 × hG/(hG + hA),
где %метС – уровень метилирования цитози-
на; hG – высота пика гуанина; hА – высота пика 
аденина. Одиночный пик G рассматривали как 
100%-е метилирование, одиночный пик А – как 
отсутствие метилирования, а перекрывающиеся 
G и A – как частичное метилирование (0–100 %).

Нормальность распределения параметров 
проверяли с использованием теста Колмогорова – 

Рис. 1. �Статус метилирования CpG-динуклеотидов в 
областях от –641 до –156 и от –156 до +59 
нуклеотида относительно 5’-конца гена MIR-
143 в здоровой ткани (костный мозг) и опухо-
левых клетках линий острого лейкоза человека 
MV4-11 и Kusumi (по [3] с изменениями)

Fig. 1. �The status of the CpG-dinucleotides methylation 
in the regions from –641 to –156 and from –156 to 
+59 nucleotides relative to the 5’-end of the MIR-
143 gene in healthy tissue (bone marrow) and tu-
mor cells of human acute leukemia lines MV4-11 
and Kusumi (according to [3] with changes)
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Смирнова. Для переменных, не подчиняющихся 
нормальному распределению, использованы зна-
чения медианы, 25-го и 75-го процентиля (Me 
[Q25; Q75]). Расчеты проводились с использова-
нием тестов Крускала – Уоллиса и Манна – Уит-
ни. Критический уровень значимости нулевой 
статистической гипотезы (р) принимали равным 
0,05.

Работа проводилась в соответствии с Хель-
синкской декларацией Всемирной медицинской 
ассоциации (World Medical Association) 2000 г. 
и Протоколом к Конвенции о правах человека и 
биомедицине (Protocol to the Convention on Human 
Rights and Biomedicine) 1999 г. Исследование одо-
брено комитетом по этике ФГБОУ ВО «Новоси-
бирский государственный медицинский универ-
ситет» Минздрава России. Все лица, включенные 
в исследование, подписали добровольное инфор-
мированное согласие.

Результаты

Уровень метилирования проанализирован-
ного фрагмента гена MIR-143 во всех образцах 
ДНК из реактивной ткани был схожим и составил 
76,27 ± 4,92 %, тогда как опухолевые образцы де-
монстрировали больший разброс – 64,43 ± 19,92 %. 
При этом медианные значения уровня метилиро-
вания в опухолевых образцах были существенно 

ниже значений в реактивных лимфоузлах (рис. 3, 
а). При оценке уровня метилирования в каждом из 
CpG-динуклеотидов (таблица) установлено, что 
описанные выше различия обусловлены одной из 
анализируемых позицией, а именно имело место 
значительное снижение уровня метилирования 
CpG1-динуклеотида в биоматериале, полученном 
из лимфомной ткани; средний уровень метилиро-
вания в опухолевых образцах был статистически 
значимо меньше, чем в образцах больных с реак-
тивной лимфаденопатией (рис. 3, б).

Разница в среднем уровне метилирования как 
всего анализируемого фрагмента гена MIR-143, 
так и CpG1-динуклеотида между реактивными 
и опухолевыми лимфоузлами сохранялась при 
разделении ДВККЛ на иммуногистохимические 
подтипы (рис. 3, в, г). При этом различия в уровне 
метилирования между изучаемыми иммуногис-
тохимическими подтипами лимфомы не достига-
ли статистической значимости (см. таблицу).

Обсуждение

Неуклонно растет число генов, в отношении 
которых показано изменение экспрессии при 
опухолях в результате изменения паттернов ме-
тилирования ДНК. Степень снижения или уси-
ления метилирования широко варьирует как в 
зависимости от типа новообразования, так и при 

Рис. 2. �Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса изучаемого CpG-островка гена MIR-143 (выполнен 
с использованием обратного праймера): рамкой выделены CpG-динуклеотиды, а – полностью мети-
лированная ДНК, б – полностью неметилированная ДНК, в – опухолевый образец, где цифрами указан 
уровень метилирования каждого из анализируемых CpG-сайтов

Fig. 2. �Fragment of the chromatogram of the bisulfite sequence of studied MIR-143 gene CpG-island (made using a 
reverse primer): CpG-dinucleotides are highlighted with a frame, а – full methylated DNA, б – full unmethylated 
DNA, в – tumor sample, where the numbers indicate the level of methylation of each of the analyzed CpG-sites
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одном типе опухоли [1]. В данной работе мето-
дом прямого бисульфитного секвенирования 
по Сенгеру проведена количественная оценка 
уровня метилирования гена MIR-143 в опухоле-
вой ткани 81 пациента с ДВККЛ и 11 образцах 
реактивных лимфоузлов. Данный метод позво-
ляет осуществлять одновременный анализ всех 
CpG-сайтов, находящихся в пределах анализиру-
емого фрагмента [13]. В первую очередь следует 
отметить значительную гетерогенность в опухо-
левых образцах доли метилированного аллеля 
в анализируемых CpG-динуклеотидов, чего не 
наблюдалось в биоматериале реактивной ткани. 
Также вопреки ожиданиям полученные результа-
ты свидетельствовали о значимо более низком в 
сравнении с реактивными лимфоузлами среднем 
уровне метилирования изученного фрагмента по-
следовательности гена MIR-143 при ДВККЛ вне 
зависимости от иммуногистохимического подти-
па. 

В этой связи следует упомянуть работу 
C.H. Lawrie et al. по анализу экспрессии miR-143 

в биоматериале 98 больных ДВККЛ с помощью 
микрочипов. Авторы показали, что в опухолевой 
ткани она была выше в 14,22 раза, чем в здоровых 
В-клетках. При этом данная микроРНК не отно-
силась к числу дифференциально экспрессируе-
мых при разделении лимфомы на иммуногисто-
химические подтипы из клеток герминального и 
негерминального происхождения [14], что полно-
стью созвучно с полученными нами результатами 
по количественной оценке уровня метилирования 
промоторного региона гена MIR-143 при ДВККЛ. 
В литературе нами было найдено несколько воз-
можных объяснений полученных результатов. 

С одной стороны, различия в процентном 
содержании метилированного аллеля анализи-
руемых CpG-сайтов могут не быть связанными 
непосредственно с опухолевыми клетками, а 
объясняться особенностями клеточного соста-
ва изученного биоматериала. Так, микроРНК 
miR-143 экспрессируется в большей степени в 
клетках мезенхимального происхождения, чем в 
лимфоидных элементах, поэтому более высокая 

Рис. 3. �Средний уровень метилирования ДНК в изученных образцах (Me [Q25; Q75]): всего анализируемого 
фрагмента в реактивных и опухолевых лимфоузлах (а) и в зависимости от иммуногистохимического 
подтипа лимфомы (в), а также уровень метилирования CpG1-динуклеотида в реактивных и опухолевых 
лимфоузлах (в) и в зависимости от иммуногистохимического подтипа лимфомы (г) 

Fig. 3. �The average level of DNA methylation in the studied samples (Me [Q25; Q75]): level of DNA methylation of 
analyzed fragment in reactive and tumor lymph nodes (а) and depending on the immunohistochemical lymphoma 
subtype (в), as well as level of DNA methylation of CpG1-dinucleotide in reactive and tumor lymph nodes (б) and 
depending on the immunohistochemical lymphoma subtype (г) 
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плотность микрососудов как результат актива-
ции неоангиогенеза при опухолях может объяс-
нять более низкий уровень метилирования гена 
MIR-143 при ДВККЛ в сравнении с реактивной 
лимфаденопатией [15]. Однако утверждать это 
с полной уверенностью нельзя, поскольку в по-
следние годы обнаружено, что подавляющее 
большинство изменений метилирования ДНК, 
специфичных для клеточного типа, происходит в 
дистальных регуляторных элементах, а именно в 
межгенных энхансерах. Именно изменения пат-
тернов метилирования ДНК в данных областях, 
а не промоторах генов способствуют уникальной 
экспрессии генов среди различных типов тканей 
и клеток [16].

С другой стороны, более низкий уровень 
метилирования MIR-143 в опухолевой ткани 
ДВККЛ может быть связан с глобальным гипо-
метилированием генома клеток лимфомы, ко-
торое является ранним событием в патогенезе 
злокачественных новообразований, в том числе 
гемобластозов [1]. Наконец, гипометилирование 
гена MIR-143 может являться специфичной для 
клеток ДВККЛ характеристикой и напрямую 
участвовать в формировании опухолевого фе-

нотипа. Последнее предположение основано на 
данных, свидетельствующих о неоднозначности 
роли miR-143 в онкогенезе. Так, несмотря на со-
общения о ее онкосупрессорной функции, при 
ряде злокачественных неоплазий показано селек-
тивное преимущество клеток, имеющих высокие 
уровни экспрессии miR-143. Также установлено, 
что мишенями данной микроРНК является ряд 
супрессоров опухолевого роста, значимых в лим-
фомогенезе, а именно обладающие проапопто-
тической активностью (белки PUMA и ITM2B), 
препятствующие мезенхимально-сосудистому 
переходу (интегрин ITGA7) и ангиогенезу (фак-
тор VASH1) [17]. 

Известно, что метилированные последова-
тельности очень редко полностью выключают 
экспрессию генов, обычно они затрудняют рабо-
ту осуществляющих ее механизмов. Таким обра-
зом, чем сильнее метилированы CрG-островки в 
районе промотора или сайта начала транскрип-
ции, тем меньше транскрибируется мРНК, и на-
оборот. При этом не все CрG-островки и CрG-
сайты в одинаковой мере определяют процессы 
транскрипции. Обнаружено, что некоторые из 
них действуют как высокоактивные инициаторы 

Уровень метилирования гена MIR-143 в лимфоузлах пациентов с реактивной лимфаденопатией и в опу-
холевых лимфоузлах больных ДВККЛ, Ме [Q25; Q75]

The level of methylation MIR-143 gene in the lymph nodes of patients with reactive lymphadenopathy and in the 
tumor lymph nodes of patients with DLBCL, Ме [Q25; Q75]

Позиция

Уровень метилирования цитозина, %

pРеактивные 
лимфоузлы
n = 11 (1)

Опухолевые 
лимфоузлы 
n = 81 (2)

Лимфома 
герминального 
происхождения

n = 26 (3)

Лимфома 
негерминального 
происхождения

n = 55 (4)

Весь фрагмент 75,50 
(71,80; 81,00)

70,00 
(60,25; 74,75)

72,62 
(64,50; 75,69)

67,00 
(59,50; 74,75)

p1-2 = 0,005
p1-3 = 0,036
p1-4 = 0,003
p3-4 = 0,132

CpG1 78,00 
(71,00; 81,00)

59,00 
(47,50; 71,00)

63,00 
(52,25; 72,00)

57,00 
(44,00; 70,00)

p1-2 = 0,001
p1-3 = 0,001
p1-4 = 0,001
p3-4 = 0,387

CpG2 85,00 
(80,00; 89,00)

82,00 
(68,00; 89,00)

83,50 
(71,50; 89,00)

78,00 
(65,00; 89,00)

p1-2 = 0,219
p1-3 = 0,421
p1-4 = 0,185
p3-4 = 0,404

CpG3 77,00 
(70,00; 77,00)

73,00 
(61,25; 82,00)

75,50 
(69,25; 84,75)

71,00 
(58,00; 81,25)

p1-2 = 0,292
p1-3 = 0,909
p1-4 = 0,149
p3-4 = 0,135

CpG4 67,00 
(58,00; 79,00)

61,00 
(50,00; 74,75)

67,00 
(54,75; 74,50)

58,00 
(48,00; 72,00)

p1-2 = 0,113
p1-3 = 0,501
p1-4 = 0,056
p3-4 = 0,141
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экспрессии гена и с большей частотой обнаружи-
ваются в клетках неметилированными [18]. 

В этой связи интересными представляются 
как данные о неоднородности изменений пат-
терна метилирования MIR-143 в опухолевых и 
здоровых клетках человека по данным ранее про-
веденных исследований [10], так и наше наблю-
дение о преимущественном гипометилировании 
в опухолевой ткани ДВККЛ одного из четырех 
анализируемых CрG-динуклеотидов в анализи-
руемом нами фрагменте CpG-островка гена.

Заключение

В проведенной работе получены данные об 
изменении паттерна метилирования гена MIR-
143 в опухолевой ткани ДВККЛ, заключаю-
щемся в неравнозначном гипометилировании 
CрG-динуклеотидов в пределах анализируемого 
фрагмента. Различная примесь в анализируемых 
образцах клеток мезинхимального происхожде-
ния лишь отчасти может объяснить наблюдаемые 
различия в уровне метилирования гена в ткани 
реактивных и опухолевых лимфоузлов. Требуют-
ся дальнейшие исследования, направленные на 
уточнение механизмов эпигенетической регуля-
ции экспрессии miR-143 в лимфомных клетках, и 
идентификация ее мРНК-мишеней для проясне-
ния роли данной микроРНК в патогенезе ДВККЛ. 
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