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ÌèêðîÐÍÊ èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè áåëîêêîäèðóþùèõ ãåíîâ è âîâëå÷åíû â ðàçâè-
òèå îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ
ìåòèëèðîâàíèå CpG-îñòðîâêîâ, ðàñïîëîæåííûõ â èõ ïðîìîòîðíûõ ó÷àñòêàõ. Íàìè èññëåäîâàíî ìåòèëèðî-
âàíèå CpG-îñòðîâêîâ âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ (MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-124à-1/2/3, MIR-129-2) â ïåð-
âè÷íûõ îïóõîëÿõ ïî÷êè è ëåãêîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäñòàâèòåëüíûõ âûáîðîê îáðàçöîâ (46 ñëó÷àåâ êàæ-
äîãî âèäà) ìåòîäîì ìåòèëñïåöèôè÷íîé ÏÖÐ. Ìåòèëèðîâàíèå ÷åòûðåõ ãåíîâ MIR-124à-1/2/3 è MIR-129-2
â îïóõîëÿõ ïî÷êè è ãåíà MIR-129-2 â îïóõîëÿõ ëåãêîãî èçó÷åíî íàìè âïåðâûå. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ñâåòëîêëå-
òî÷íîì ïî÷å÷íîêëåòî÷íîì ðàêå (ñêÏÊÐ) è íåìåëêîêëåòî÷íîì ðàêå ëåãêîãî (ÍÌÐË) ÷àñòîòà ìåòèëèðîâàíèÿ
èññëåäîâàííûõ ãåíîâ â îáðàçöàõ îïóõîëåé âàðüèðóåò îò 41% äî 67% è çíà÷èìî âûøå, ÷åì â îáðàçöàõ ãèñ-
òîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè (ð < 0,05, ïî Ôèøåðó). Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòè-
ëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-124a-3 è MIR-34b/c âûÿâëåíî ïðè ÍÌÐË ðàçëè÷íîãî ãèñòîëîãè÷åñêîãî òèïà — ïëîñêî-
êëåòî÷íîì ðàêå ëåãêîãî (ÏÐË) è àäåíîêàðöèíîìå (ÀÊ). Ïðè ÏÐË (â îòëè÷èå îò ÀÊ) óñòàíîâëåíî òàêæå çíà÷è-
ìîå ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-124a-2 è MIR-129-2, ÷òî ïîêàçàíî âïåðâûå è ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíî äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè ÏÐË è ÀÊ. Âûÿâëåíû êîððåëÿöèè ÷àñòîòû ìåòèëè-
ðîâàíèÿ ðÿäà ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ñ ïîêàçàòåëÿìè ïðîãðåññèè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË (ðàçìåðîì îïóõîëè, ñòàäèåé, ïî-
òåðåé äèôôåðåíöèðîâêè, îáðàçîâàíèåì ìåòàñòàçîâ).
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Ââåäåíèå

Âåäóùèìè ëîêàëèçàöèÿìè â ñòðóêòóðå çàáîëåâàåìîñòè
çëîêà÷åñòâåííûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè â Ðîññèè ÿâëÿþò-
ñÿ: îïóõîëè êîæè (14%), òîëñòîé êèøêè (11,5%), ìîëî÷-
íîé æåëåçû (11,1%) è ëåãêîãî (11,0%). [1]. Ðàê ëåãêîãî
(ÐË) îòëè÷àåò êðàéíå íèçêàÿ ïÿòèëåòíÿÿ âûæèâàåìîñòü,
÷òî ñâÿçàíî ñ ïîçäíèì âûÿâëåíèåì çàáîëåâàíèÿ. Òàê, ïðè
îáíàðóæåíèè ðàêà ëåãêîãî íà ïåðâîé-âòîðîé ñòàäèè îíà
ñîñòàâëÿåò 57—67%, íà òðåòüåé — 5—25% è íà ÷åòâåðòîé
— ìåíåå 1%. Ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò àêòóàëüíîñòü èçó÷å-
íèÿ ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè è âûÿâëåíèÿ íîâûõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìàðêåðîâ äëÿ ðàííåé äèàãíîñòèêè ðàêà ëåãêîãî.

Âñòðå÷àåìîñòü îïóõîëåé ïî÷êè ñîñòàâëÿåò âñåãî 4%,
îäíàêî íàáëþäàåòñÿ «ïðèðîñò» íîâûõ ñëó÷àåâ ðàêà ïî÷êè,
à èìåííî ñ 2003 ã. äî 2013 ã. ÷èñëî âûÿâëåííûõ çà îäèí ãîä
ñëó÷àåâ óâåëè÷èëîñü íà 43% [1]. Ðàê ïî÷êè ñîñòîèò èç ãå-
òåðîãåííîé ãðóïïû ýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåé, ñðåäè êîòî-
ðûõ ñâåòëîêëåòî÷íûé ïî÷å÷íîêëåòî÷íûé ðàê (ñêÏÊÐ)
âñòðå÷àåòñÿ íàèáîëåå ÷àñòî è ñîñòàâëÿåò 70—80% îò âñåõ
îïóõîëåé ïî÷êè è ïðîòåêàåò áîëåå òÿæåëî ïî ñðàâíåíèþ
ñ ïàïèëëÿðíûì ðàêîì ïî÷êè è õðîìîôîáíûìè îïóõîëÿ-
ìè. Ïðèìåðíî òðåòü ïàöèåíòîâ ïîñëå ðåçåêöèè ëîêàëèçî-
âàííîãî ñêÏÊÐ èìåþò ðåöèäèâ çàáîëåâàíèÿ, à ïîñêîëüêó
õèìèîòåðàïèÿ ìàëîïðèìåíèìà ê ñêÏÊÐ, ñðåäíÿÿ âûæè-
âàåìîñòü ïàöèåíòîâ ñ ìåòàñòàçàìè ñîñòàâëÿåò íåìíîãèì

áîëüøå ãîäà [18, 35]. Ïðèâåäåííûå ñâåäåíèÿ î ðàñïðî-
ñòðàíåííîñòè è êëèíè÷åñêèõ îñîáåííîñòÿõ ñêÏÊÐ ïîêà-
çûâàþò íåîáõîäèìîñòü èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèç-
ìîâ ðàçâèòèÿ îïóõîëåé ïî÷êè, ÷òî ïîçâîëèò èäåíòèôèöè-
ðîâàòü íîâûå ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìàðêåðû ñêÏÊÐ
è ðàñøèðèòü âîçìîæíîñòè äèàãíîñòèêè, ïðîãíîçà è ëå÷å-
íèÿ ýòîãî òÿæåëîãî çàáîëåâàíèÿ.

Â ðàçâèòèè îïóõîëåé âàæíóþ ðîëü èãðàþò ìèêðîÐÍÊ,
ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé êîðîòêèå îäíîíèòåâûå íåêîäèðó-
þùèå ÐÍÊ (19—25 í.). ÌèêðîÐÍÊ âûïîëíÿþò ôóíêöèþ
ïîñòòðàíñêðèïöèîííûõ ðåãóëÿòîðîâ ýêñïðåññèè áå-
ëîê-êîäèðóþùèõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå, ñâÿçàííûõ ñ îíêîãå-
íåçîì, è âîâëå÷åíû â ïðîöåññû ïðîëèôåðàöèè, äèôôå-
ðåíöèðîâêè è àïîïòîçà êëåòîê [20]. Îòêðûòèå ïåðâîé
ìèêðîÐÍÊ ïðîèçîøëî â 1993 ãîäó íà ìîäåëè Caenorhabdi-

tis elegans [25, 44]. Ñïóñòÿ ñåìü ëåò Ðåèíõàðò ñ ñîàâòîðàìè
îòêðûëè âòîðóþ ìèêðîÐÍÊ let-7, ñòèìóëèðóþùóþ ïåðå-
õîä ñ ïîçäíåé ëè÷èíî÷íîé ñòàäèè íà ñòàäèþ âçðîñëîãî
îðãàíèçìà [34]. Äàëåå ãîìîëîãè let-7 áûëè íàéäåíû â ãå-
íîìå ÷åëîâåêà, Drosophila è 11 äðóãèõ áèëàòåðàëüíûõ æè-
âîòíûõ [31]. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ âûÿâèëè øèðî-
êóþ ïðåäñòàâëåííîñòü ìèêðîÐÍÊ ó æèâîòíûõ, ðàñòåíèé
è äàæå íåêîòîðûõ âèðóñîâ, à òàêæå âûñîêóþ ýâîëþöèîí-
íóþ êîíñåðâàòèâíîñòü ìèêðîÐÍÊ Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
èçâåñòíî 2585 ìèêðîÐÍÊ ÷åëîâåêà (miRBase,
http://www.mirbase.org/), êàæäàÿ èç êîòîðûõ ìîæåò ðåãó-
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ëèðîâàòü ðàáîòó ñîòåí ãåíîâ-ìèøåíåé (TargetScan,
http://www.targetscan.org/).

Ñîãëàñíî îáùåïðèíÿòûì ïðàâèëàì íîìåíêëàòóðû,
íàçâàíèÿ ïðèñâàèâàþòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî âûÿâëåííûì
è ïîäòâåðæä¸ííûì ìèêðîÐÍÊ äî ïóáëèêàöèè ñîîáùåíèÿ
îá èõ îòêðûòèè. ÌèêðîÐÍÊ, êàê ïðàâèëî, îïèñûâàåòñÿ
ñ ïîìîùüþ ïðåôèêñà îáîçíà÷àþùåãî ïðîèñõîæäåíèå,
âèä îðãàíèçìà ó êîòîðîãî îíà âûäåëåíà, íàïðèìåð «hsa»
— ýòî ÷åëîâåê (homo sapiens), à «mmu» (mus musculus) —
ìûøü. Åñëè íå óêàçàíî èíîå, âñå ìèêðîÐÍÊ, óïîìÿíóòûå
â ýòîé ñòàòüå, ÷åëîâå÷åñêèå, è, ñëåäîâàòåëüíî, ñîîòâåòñò-
âóþùèå âèäîâûå ïðåôèêñû, áûëè îïóùåíû. Ïðèñòàâêà
«mir-» èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îáîçíà÷åíèÿ ïðå-ìèêðîÐÍÊ èëè
ãåíà, êîäèðóþùåãî ìèêðîÐÍÊ, à «miR-» — äëÿ îáîçíà÷å-
íèÿ çðåëîé ôîðìû. ÌèêðîÐÍÊ-ïàðàëîãàì, ðàçëè÷àþ-
ùèìñÿ òîëüêî îäíèì èëè äâóìÿ íóêëåîòèäàìè è, âîçìîæ-
íî, âîçíèêøèì èç-çà äóáëèðîâàíèÿ ãåíîâ ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ, äàíû áóêâåííûå ñóôôèêñû (íàïðèìåð, MIR-34b è
MIR-34c). Ãåíû ìèêðîÐÍÊ, ëîêàëèçîâàííûå â ðàçíûõ
ìåñòàõ ãåíîìà, íî êîäèðóþùèå ìèêðîÐÍÊ, èäåíòè÷íûå
íà 100%, èìåþò â íàçâàíèè äîïîëíèòåëüíóþ öèôðó, îòäå-
ëåííóþ äåôèñîì (íàïðèìåð, ãåíû MIR-124à-1,

MIR-124à-2 è MIR-124à-3 äàþò íà÷àëî miR-124à) [13].

Ìåõàíèçìû ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ
îñòàþòñÿ ìàëîèçó÷åííûì. Îäíèì èç ïóòåé ðåãóëÿöèè ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ èçìåíåíèå ìåòèëèðî-
âàíèÿ CpG-îñòðîâêà, ïðèëåæàùåãî èëè ïåðåêðûâàþùåãî
ãåí ìèêðîÐÍÊ [14]. Áîëåå òîãî, ìåòèëèðîâàíèå äëÿ ãåíîâ
ìèêðîÐÍÊ ÿâëÿåòñÿ áîëåå õàðàêòåðíûì ýïèãåíåòè÷åñêèì
ìåõàíèçìîì ïîäàâëåíèÿ ýêñïðåññèè, ÷åì äëÿ áåëîê-êîäè-
ðóþùèõ ãåíîâ. Ìåòèëèðîâàíèþ ïîäâåðæåíî 11,5% (122 èç
1048) ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ (ïî äàííûì íà 2011 ã.) è òîëüêî
1—2% áåëîê-êîäèðóþùèõ ãåíîâ [24].

Ïðîôèëè ìåòèëèðîâàíèÿ, êàê è ïðîôèëè ýêñïðåññèè,
ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ îêàçàëèñü âûñîêîñïåöèôè÷íûìè äëÿ
îïóõîëåé ðàçíîé ëîêàëèçàöèè è ãèñòîëîãèè è øèðîêî èñ-
ñëåäóþòñÿ [27, 29, 37]. Òàê, äëÿ íåìåëêîêëåòî÷íîãî ðàêà
ëåãêîãî (ÍÌÐË) õàðàêòåðåí ñïåöèôè÷íûé ïðîôèëü ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ, àññîöèèðîâàííûé ñ êëèíè÷å-
ñêèìè è ïàòîëîãè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè îïóõîëè [32]. Äëÿ

ñêÏÊÐ òàêæå ïîëó÷åí ðÿä äàííûõ î ðîëè ìèêðîÐÍÊ
â ðàçâèòèè è ïðîãðåññèè ýòîãî çàáîëåâàíèÿ, â ðåãóëÿöèè
ãåíîâ-ìèøåíåé è îïðåäåëåíû ïðîôèëè ýêñïðåññèè ãðóï-
ïû ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ [15, 21, 33]. Òàê êàê ðîëü ãåíà
von-Hippel-Lindeau (VHL) óñòàíîâëåíà è äëÿ ñåìåéíîãî, è
äëÿ ñïîðàäè÷åñêîãî ðàêà ïî÷êè, ïðè èçó÷åíèè ñïåêòðà ãå-
íîâ ìèêðîÐÍÊ, èçìåíÿþùèõ óðîâåíü ýêñïðåññèè, â ïåð-
âóþ î÷åðåäü ðàññìàòðèâàþò ãåíû, ñâÿçàííûå ñ VHL-çàâè-
ñèìîé ðåãóëÿöèåé [30]. Èññëåäîâàíèÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ãå-
íîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË îãðàíè÷èâàþòñÿ îò-
äåëüíûìè ïóáëèêàöèÿìè è êàñàþòñÿ, ãëàâíûì îáðàçîì,
ãåíîâ ñåìåéñòâ MIR-9 è MIR-34 [18, 37, 41].

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ìåòèëè-
ðîâàíèÿ CpG-îñòðîâêîâ ãðóïïû ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè
ñêÏÊÐ è ÍÌÐË è âîçìîæíîé ñâÿçè ýòèõ ýïèãåíåòè÷å-
ñêèõ èçìåíåíèé ñ ïðîãðåññèåé ïåðâè÷íûõ îïóõîëåé ïî÷-
êè è ëåãêîãî.

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëîñü ñ ñîáëþäåíèåì ïðèíöèïîâ
äîáðîâîëüíîñòè è êîíôèäåíöèàëüíîñòè â ñîîòâåòñòâèè
ñ «Îñíîâàìè çàêîíîäàòåëüñòâà ÐÔ îá îõðàíå çäîðîâüÿ
ãðàæäàí» (Óêàç Ïðåçèäåíòà ÐÔ îò 24.12.93 ¹ 2288).

Âûáîð äëÿ àíàëèçà ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ, ñâÿçàííûõ ñ ðàçâè-
òèåì îïóõîëåé è àññîöèèðîâàííûõ ñ CpG-îñòðîâêàìè,
ïðîâîäèëè ñ ïðèâëå÷åíèåì ñëåäóþùèõ áàç äàííûõ: UCSC
Genome Browser (hg 18 (http://genome.ucsc.edu/)), TargetS-
can (http://www.targetscan.org/), miRDB
(http://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi), miR2Disease Base
(http://www.mir2disease.org/), MicroRNAdb (http://bioin-
fo.au.tsinghua. edu.cn/micrornadb/), miRGen
(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/ miRGen.html), miRWalk
(http://www.ma.uniheidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/),
CpGcluster (http://bioinfo2.ugr.es/CpGcluster/), miRBase
(http://www.mirbase.org/).

Îáðàçöû ïåðâè÷íûõ îïóõîëåé ëåãêîãî è ïî÷êè áûëè ñî-
áðàíû ó áîëüíûõ è êëèíè÷åñêè îõàðàêòåðèçîâàíû â ÍÈÈ
êëèíè÷åñêîé îíêîëîãèè ÐÎÍÖ. Ñóììèðóþùàÿ èíôîðìà-
öèÿ ïî êëèíè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì îáðàçöîâ ïðèâåäå-
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Ñóììàðíàÿ õàðàêòåðèñòèêà 92 èññëåäîâàííûõ áîëüíûõ

Õàðàêòåðèñòèêà Ïàðàìåòð ñêÏÊÐ, n (%) ÍÌÐË, n (%)

Îáùåå ÷èñëî ïàöèåíòîâ 46 (100) 46 (100)

Ñòàäèÿ çàáîëåâàíèÿ I 10 (22) 11 (24)

II 13 (28) 19 (41)

III 19 (41) 16 (35)

IV 4 (9) 0 (0)

Ñòåïåíü äèôôåðåíöèðîâêè ïåðâè÷íîé îïóõîëè hd 10 (22) 9 (20)

md 19 (41) 22 (48)

ld 17 (37) 15 (32)

Ðàçìåð ïåðâè÷íîé îïóõîëè ïî TNM-êëàññèôèêàöèè Ò1 16 (35) 13 (28)

Ò2 13 (28) 20 (44)

Ò3 14 (30) 12 (26)

Ò4 3 (7) 1 (2)

Íàëè÷èå ìåòàñòàçîâ N0M0 30 (65) 22 (48)

N1/2M1 16 (35) 24 (52)



íà â òàáë. 1. Èññëåäîâàëè ïåðâè÷íûå îïóõîëè ïî÷êè è òî-
ëüêî îò òåõ áîëüíûõ, êîòîðûå äî îïåðàöèè íå ïîëó÷àëè
ëó÷åâóþ èëè õèìèîòåðàïèþ. Âñå îïóõîëè êëàññèôèöèðî-
âàíû â ñîîòâåòñòâèè ñ TNM-êëàññèôèêàöèåé Ìåæäóíà-
ðîäíîãî ïðîòèâîðàêîâîãî ñîþçà (UICC, âåðñèÿ 2009 ã.)
[38] è ãèñòîëîãè÷åñêè âåðèôèöèðîâàíû íà îñíîâàíèè
êðèòåðèåâ êëàññèôèêàöèè Âñåìèðíîé Îðãàíèçàöèè Çäðà-
âîîõðàíåíèÿ (ÂÎÇ) [10, 40]. Äëÿ îòáîðà îáðàçöîâ ñ âûñî-
êèì ñîäåðæàíèåì îïóõîëåâûõ êëåòîê (íå ìåíåå 70%) ïðî-
âîäèëè äîïîëíèòåëüíûé ãèñòîëîãè÷åñêèé àíàëèç ìèêðî-
ñðåçîâ (3—5 ìêì), îêðàøåííûõ ýîçèíîì è ãåìàòîêñèëè-
íîì. Îáðàçöû òêàíåé õðàíèëè ïðè �70°Ñ. Âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè èç òêàíè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäè-
êå, êàê îïèñàíî ðàíåå [2]. Èññëåäîâàíû ïàðíûå îáðàçöû
îïóõîëåâîé è ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè îò 46 ïà-
öèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ ñêÏÊÐ è 46 ñëó÷àåâ ÍÌÐË, âêëþ-
÷àÿ 28 ñëó÷àåâ ñ ïëîñêîêëåòî÷íûì ðàêîì ëåãêîãî (ÏÐË) è
18 ñëó÷àåâ àäåíîêàðöèíîìîé (ÀÊ). Ñóììàðíî èññëåäîâà-
íû îáðàçöû îïóõîëåé îò 92 ïàöèåíòîâ.

Â êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàíû
òêàíè ëåãêîãî è ïî÷êè îò 10 óìåðøèõ ÷åëîâåê (â äàëüíåé-
øåì áóäóò îáîçíà÷åíû êàê «äîíîð»), íå èìåþùèõ â àíà-
ìíåçå îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Áèñóëüôèòíóþ êîíâåðñèþ ÄÍÊ è ìåòèëñïåöèôè÷íóþ

ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 0,5—2 ìêã ÄÍÊ, êàê

îïèñàíî ðàíåå [2]. ÄÍÊ ïîñëå îáðàáîòêè áèñóëüôèòîì
î÷èùàëè, èñïîëüçóÿ êîëîíêè Centrifugal Filter Microcon,
Ultracel YM-30 («Millipore», ÑØÀ). Ìîäèôèöèðîâàííóþ
áèñóëüôèòîì ÄÍÊ õðàíèëè ïðè �20°Ñ è èñïîëüçîâàëè
â êà÷åñòâå ìàòðèöû ïðè ïðîâåäåíèè ìåòèëñïåöèôè÷íîé
ÏÖÐ (ÌÑ-ÏÖÐ) ñ ïðàéìåðàìè, ïðèâåäåííûìè â òàáë. 2.
ÏÖÐ ïðîâîäèëè ïî ïðîãðàììå: 95°Ñ, 2 ìèí; 35 öèêëîâ
{92°Ñ, 10 c; Òîòæ (òàáë. 1), 25 ñ; 72°Ñ, 25 ñ}; 72°Ñ, 3 ìèí íà
àìïëèôèêàòîðe Ò-100 («Bio-Rad», ÑØÀ). Äëÿ êàæäîé ïà-
ðû ïðàéìåðîâ ïðîâåðÿëè îòñóòñòâèå ïðîäóêòà ÌÑ-ÏÖÐ
íà íåêîíâåðòèðîâàííîé ÄÍÊ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ äëÿ
íåìåòèëèðîâàííûõ àëëåëåé èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ êëåòî÷-
íîé ëèíèè L-68. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ
100%-íîãî ìåòèëèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ êëåòî÷íîé
ëèíèè L-68, îáðàáîòàííóþ ìåòèëòðàíñôåðàçîé SssI
(«ÑèáÝíçèì», Ðîññèÿ). Ïðîäóêòû ÌÑ-ÏÖÐ ðàçäåëÿëè
ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ëèáî
â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Ìåòèëèðîâàíèå ó÷è-
òûâàëè äëÿ îáðàçöîâ, â êîòîðûõ ïîêàçàí ñèãíàë â ÓÔ-ñâå-
òå íà óðîâíå ïîëîñû ìàðêåðà ìàññîé 7 íã/ìêë â òðåõ íåçà-
âèñèìûõ îïûòàõ.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì
òî÷íîãî êðèòåðèÿ Ôèøåðà. Óðîâåíü çíà÷èìîñòè ïðèíÿò
ðàâíûì 0,05. Ðàññìàòðèâàëè òàêæå ðåçóëüòàòû ñòàòèñòè-
÷åñêè ìàðãèíàëüíî çíà÷èìûå (0,05<ð<0,1), ÷òî ñîîòâåòñò-
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Ïðàéìåðû è óñëîâèÿ ÌÑ-ÏÖÐ

Ãåí Ñòðóêòóðà ïðàéìåðîâ (5'-3')* Òîòæ,
°Ñ

Ðàçìåð
ïðîäóêòà, ï.í.

Ññûëêà

mir-9-1 MF: TTTTATTTTCGTTGACGGGC
MR: CCCGCCTCCTAACTACTATCG

52 120

[27]
UF: TTTTTTTATTTTTGTTGATGGGT

UR: CCCACCTCCTAACTACTATCACC
55 120

mir-9-3 MF: GGTGTTAGGACGTACGGAAC
MR: TACCCGAATCCTAAAACGC

54 180

[27]
UF: GGTGTTAGGATGTATGGAAT
UR: TACCCAAATCCTAAAACAC

54 170

mir-34b/c** MF: TTTAGTTACGCGTGTTGTGC
MR: ACTACAACTCCCGAACGATC

57 189

[27]
UF: TGGTTTAGTTATGTGTGTTGTGT

UR: CAACTACAACTCCCAAACAATCC
57 190

mir-124a-1 MF: AGAGTTTTTGGAAGACGTCG
MR: AAAAAAATAAAAAACGACGC

56,2 155

[4]
UF: AATAAAGAGTTTTTGGAAGATGTT

UR: CAAAAAAAAAAAATAAAAAACAACAC
56,2 166

mir-124a-2 MF: GGTTTATGTATGTTTTTAGGCG
MR: TCCGTAAAAATATAAACGATAG

49,1 93

[4]
UF: TAGGTTTATGTATGTTTTTAGGTG

UR: CTATTCCATAAAAATATAAACAATACA
49,1 99

mir-124a-3 MF: GATAGTATAGTCGGTTGAGCGTAGC
MR: CCTCAAAACTAAAACGAACGACG

52 152

[4]
UF: TAGTTGGTTGAGTGTAGTGTTTTTG

UR: CAAAACTAAAACAAACAACAAACATC
52 142

mir-129-2 MF: GATTTTAGTTCGTATTAATGAGTTGGCGGTTTC
MR: AACCCCGACTACAAAATCGCG

54 190

[6]
UF: TGATTTTAGTTTGTATTAATGAGTTGGTGGTTTTG

UR: ACCAACCCCAACTACAAAATCACA
54 194

Ïðèìå÷àíèå. * m, methylated — ñïåöèôè÷íûé ê ìåòèëèðîâàííîìó àëëåëþ; u, unmethylated — ñïåöèôè÷íûé ê íåìåòèëèðî-
âàííîìó àëëåëþ; ** ó ýòèõ ìèêðîÐÍÊ, ïðîìîòîðíûé CpG-îñòðîâîê îáùèé



âóåò äîâåðèòåëüíîìó èíòåðâàëó 94% (â îòëè÷èå îò ñòàí-
äàðòíîãî äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà 95% ïðè ð = 0,05).
Ðàñ÷åòû ïðîâîäèëè â ñèñòåìå äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëè-
çà äàííûõ Statistica 6.1 RUS.

Ðåçóëüòàòû

×àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ

âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË

Ìåòèëèðîâàíèå CpG-îñòðîâêîâ âîñüìè ãåíîâ ìèê-
ðîÐÍÊ (MIR-129-2, MIR-9-1/3, MIR-34b/c,
MIR-124a-1/2/3) áûëî èçó÷åíî ó 92 ïàöèåíòîâ ñî çëîêà÷å-
ñòâåííûìè íîâîîáðàçîâàíèÿìè ïî÷êè (46 ñëó÷àåâ
ñêÏÊÐ) è ëåãêîãî (46 ñëó÷àåâ ÍÌÐË) ìåòîäîì ÌÑ-ÏÖÐ.
Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû ïðèìåðû àíàëèçà ïðîäóêòîâ
ÌÑ-ÏÖÐ ïÿòè ãåíîâ MIR-9-1, MIR-9-3, MIR-34b/c,
MIR-129-2 â ïàðíûõ (îïóõîëü/íîðìà) îáðàçöàõ ñêÏÊÐ è
ÍÌÐË. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, â ðÿäå îáðàçöîâ îïóõîëåé è
â íåêîòîðûõ îáðàçöàõ óñëîâíîé íîðìû âûÿâëåíû ïðîäóê-
òû ÌÑ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè íà ìåòèëèðîâàííûå àëëåëè è
âî âñåõ îáðàçöàõ è îïóõîëåé, è íîðìû âûÿâëåíû ïðîäóêòû
ÌÑ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè íà íåìåòèëèðîâàííûå àëëåëè.

Ïðè ýòîì ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò ïðîäóêò ÌÑ-ÏÖÐ
ñ ïðàéìåðàìè íà ìåòèëèðîâàííûå àëëåëè â êîíòðîëüíîé
ÄÍÊ êëåòî÷íîé ëèíèè L-68 è ñ ïðàéìåðàìè íà íåìåòèëè-
ðîâàííûå àëëåëè â ÄÍÊ êëåòî÷íîé ëèíèè L-68, èñêóññò-
âåííî ìåòèëèðîâàííîé ñ ïîìîùüþ ìåòèëòðàíñôåðàçû
SssI (â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ïðîèçâîäèòåëÿ, ôèðìû
ÑèáÝíçèìè, Ðîññèÿ).

Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î ïîëíîòå áèñóëüôèòíîé
êîíâåðñèè ÄÍÊ.

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ÷àñòîòû âñòðå÷àåìîñòè ñëó÷à-
åâ ñ èçìåíåíèåì ìåòèëèðîâàíèÿ âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ
(MIR-129-2, MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-124a-1/2/3)
â îáðàçöàõ ÄÍÊ îïóõîëåé ïî ñðàâíåíèþ ñ îáðàçöàìè ãèñ-
òîëîãè÷åñêè íîðìàëüíîé òêàíè áîëüíûõ ïðè ñêÏÊÐ è
ÍÌÐË è åãî ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïîäòèïàõ ÏÐË è ÀÊ. Äëÿ
âñåõ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ â îáðàçöàõ ÍÌÐË è ñêÏÊÐ ïî-
êàçàíî çíà÷èìîå (ð < 0,05, ïî Ôèøåðó) óâåëè÷åíèå ÷àñòî-

òû ìåòèëèðîâàíèÿ â îïóõîëè îòíîñèòåëüíî ãèñòîëîãè÷å-
ñêè íîðìàëüíîé òêàíè, ÷òî óêàçûâàåò íà ñâÿçü ìåòèëèðî-
âàíèÿ äàííûõ ãåíîâ ñ ðàçâèòèåì ýòèõ âèäîâ ðàêà (ðèñ. 2À,
Á). Ñ ýòèì çàêëþ÷åíèåì ñîãëàñóåòñÿ ïî÷òè ïîëíîå îòñóò-
ñòâèå ìåòèëèðîâàíèÿ ýòèõ ãåíîâ, îáíàðóæåííîå íàìè
ó óñëîâíûõ «äîíîðîâ» áåç îíêîïàòîëîãèè â àíàìíåçå
(0—10%, ðèñ. 2À, Á). Íà ðèñ. 2Â ïðåäñòàâëåíû ïðîôèëè
ìåòèëèðîâàíèÿ âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè ÍÌÐË ðàç-
ëè÷íîãî ãèñòîëîãè÷åñêîãî òèïà — ïðè ÏÐË è ÀÊ. Ñòàòè-
ñòè÷åñêè çíà÷èìîå (ð < 0,05) ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëè-
ðîâàíèÿ MIR-34b/c è MIR-124a-3 è ìàðãèíàëüíî çíà÷è-
ìîå ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-9-1 è
MIR-124a-1 âûÿâëåíî ïðè ÏÐË (ð = 0,0966 è ð = 0,0683
ñîîòâåòñòâåííî) è ÀÊ (ð = 0,0599 è ð = 0,0599 ñîîòâåòñò-
âåííî). Ïðè ÏÐË óñòàíîâëåíî òàêæå çíà÷èìîå (ð < 0,05)
ïîâåøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-129-2 è
MIR-124a-2.

Ñîïîñòàâëåíèå äàííûõ

ïî ìåòèëèðîâàíèþ ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè ñêÏÊÐ

ñ êëèíèêî-ãèñòîëîãè÷åñêèìè äàííûìè ïàöèåíòîâ

Èññëåäîâàíû âîçìîæíûå êîððåëÿöèè ìåæäó ÷àñòîòà-
ìè ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ è ðàçìåðîì îïóõîëè (T1/T2 &
T3/T4), êëèíè÷åñêîé ñòàäèåé (I/II & III/IV), ñòåïåíüþ
äèôôåðåíöèðîâêè (hd/md & ld) è ìåòàñòàçèðîâàíèåì
(N0M0 & N1/2M1) ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË. Òàê, ñ ïåðåõîäîì
îò ðàííèõ (I+II) ê áîëåå ïîçäíèì (III+IV) êëèíè÷åñêèì
ñòàäèÿì ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî (ð < 0,05, ðèñ. 3À) óâåëè-
÷èâàåòñÿ ÷àñòîòà ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-9-1,
MIR-34b/c, MIR-129-2 ïðè ñêÏÊÐ è ãåíîâ MIR-124à-1/3
ïðè ÍÌÐË (ð < 0,05, ðèñ. 3À) è ìàðãèíàëüíî çíà÷èìàÿ —
äëÿ ãåíà MIR-124à-3 ïðè ñêÏÊÐ (ð = 0,0746).

Íàëè÷èå ìàðãèíàëüíî çíà÷èìûõ ðåçóëüòàòîâ ñâÿçàíî,
ñêîðåå âñåãî, ñ íåäîñòàòî÷íîñòüþ âûáîðêè. Äëÿ ãåíà
MIR-129-2 ïîêàçàíà òàêæå çíà÷èìàÿ êîððåëÿöèÿ ÷àñòîòû
ìåòèëèðîâàíèÿ ñ ïîòåðåé äèôôåðåíöèðîâêè (24%, 7/29
â âûñîêî- è ñðåäíåäèôôåðåíöèðîâàííûõ îïóõîëÿõ ïðîòèâ
71%, 12/17 â íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ îïóõîëÿõ,
p = 0,0045). Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìàÿ êîððåëÿöèÿ ñ ðàçìå-
ðîì îïóõîëè âûÿâëåíà äëÿ ãåíîâ MIR-9-1/3, MIR-129-2
ïðè ñêÏÊÐ è ãåíîâ MIR-34b/c, MIR-129-2 ïðè ÍÌÐË
(ð < 0,05, ðèñ. 3Á) è ìàðãèíàëüíî çíà÷èìàÿ — äëÿ ãåíà
MIR-124à-3 ïðè ñêÏÊÐ (ð = 0,0678). Èç 46 èñïîëüçîâàí-
íûõ â äàííîì èññëåäîâàíèè ñëó÷àåâ ñêÏÊÐ 16 ñëó÷àåâ áû-
ëè îñëîæíåíû íàëè÷èåì ìåòàñòàçîâ â ðåãèîíàðíûõ ëèìôî-
óçëàõ èëè â äðóãèõ îðãàíàõ. Äëÿ ïÿòè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ
(MIR-9-1/3, MIR-34b/c è MIR-129-2) ïîêàçàíî, ÷òî
â 16 îáðàçöàõ ñ ìåòàñòàçàìè ìåòèëèðîâàíèå âûÿâëåíî â íå-
ñêîëüêî ðàç ÷àùå, ÷åì â îñòàëüíûõ 30 ñëó÷àÿõ ñêÏÊÐ, ïðè-
÷åì ðàçëè÷èå ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî (ð < 0,05, ðèñ. 3Â).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî çíà÷èìûå êîððåëÿöèè ÷àñòîò
ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíà MIR-129-2 ñ ïðîãðåññèåé ñêÏÊÐ è
ãåíîâ MIR-124à-1 è MIR-124à-3 c ïðîãðåññèåé ÍÌÐË ïî-
êàçàíû íàìè âïåðâûå.

Îáñóæäåíèå

Ïðîôèëè ìåòèëèðîâàíèÿ ãðóïïû ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ

â îïóõîëÿõ ïî÷êè è ëåãêîãî

Ýêñïðåññèþ ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ, êàê ïðàâèëî, îöåíèâà-
þò ïî ñîäåðæàíèþ çðåëîé ìèêðîÐÍÊ, äëÿ êîòîðîé õàðàê-
òåðíà ýêñòðåìàëüíî âûñîêàÿ ñòàáèëüíîñòü, ÷òî äåëàåò
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Ðèñ. 1. Ðåïðåçåíòàòèâíûå ïðèìåðû àìïëèôèêàöèè ïðîäóêòîâ
ÌÑ-ÏÖÐ ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ MIR-9-1, MIR-9-3, MIR-34b/c, MIR-129-2
â ïàðíûõ (îïóõîëü/íîðìà — T/N) îáðàçöàõ ïåðâè÷íûõ îïóõîëåé ñêÏÊÐ
è ÍÌÐË. Óñëîâèÿ ÌÑ-ÏÖÐ è ðàçìåðû ïðîäóêòîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1.
(Ê+) — ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü, ïðîäóêòû ÌÑ-ÏÖÐ íà îáðàçöå ÄÍÊ
êëåòî÷íîé ëèíèè L-68, îáðàáîòàííîé ìåòèëòðàíñôåðàçîé SssI («Ñè-
áÝíçèì», Ðîññèÿ). (Ê-) — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, ïðîäóêòû ÌÑ-ÏÖÐ
íà îáðàçöå ÄÍÊ êëåòî÷íîé ëèíèè L-68. Ïðîäóêòû ÌÑ-ÏÖÐ ðàçäåëÿëè
â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.



ýòîò êðèòåðèé ýôôåêòèâíûì ìàðêåðîì [5]. Ïðîôèëè ýêñ-
ïðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ øèðîêî èñïîëüçóþò äëÿ ìîëå-
êóëÿðíîé êëàññèôèêàöèè îïóõîëåé ðàçíîé ëîêàëèçàöèè è
ãèñòîëîãèè [46], õîòÿ âûÿâëåíû ìíîãî÷èñëåííûå ðàñõîæ-
äåíèÿ ïî ïðîôèëÿì ýêñïðåññèè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ, ïîëó-
÷åííûì ðàçíûìè àâòîðàìè [5]. Êðîìå òîãî, ñëåäóåò çàìå-
òèòü, ÷òî åñëè ìèêðîÐÍÊ êîäèðóåòñÿ íåñêîëüêèìè ãåíà-
ìè, íàïðèìåð, MIR-124a-1, MIR-124a-2 è MIR-124a-3,
ìîæíî îöåíèòü òîëüêî òîòàëüíî ýêñïðåññèþ âñåõ ãåíîâ
äàííîãî ñåìåéñòâà, òàê êàê ïðîäóêòû èäåíòè÷íû. Â òàêèõ
ñëó÷àÿõ àíàëèç ìåòèëèðîâàíèÿ CpG-îñòðîâêà, ïåðåêðû-
âàþùåãî äàííûé ãåí, ïîçâîëÿåò îöåíèòü ïîäàâëåíèå ýêñ-
ïðåññèè èíäèâèäóàëüíîãî ãåíà, íàïðèìåð MIR-124a-1

èëè MIR-124a-3. Ïðîôèëè ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ ìèê-
ðîÐÍÊ îïóõîëü-ñïåöèôè÷íû è, êàê è ïðîôèëè ýêñïðåñ-
ñèè, èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ìîëåêóëÿðíîé êëàññèôèêàöèè
îïóõîëåé ðàçíîé ëîêàëèçàöèè è ãèñòîëîãèè [27, 37]. Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíî ìåòèëèðîâàíèå âîñüìè ãåíîâ
ìèêðîÐÍÊ (MIR-129-2, MIR-9-1/3, MIR-34b/c,
MIR-124a-1/2/3) ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË ñ èñïîëüçîâàíèåì
âûáîðîê ïî 46 îáðàçöîâ â êàæäîé. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî äëÿ
ïðîôèëåé ìåòèëèðîâàíèÿ ñêÏÊÐ è ÍÌÐË õàðàêòåðíî
çíà÷èìîå ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ èññëåäî-
âàííûõ ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ â îïóõîëÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñî
çíà÷åíèåì óñëîâíî íîðìàëüíûõ òêàíåé ïî÷êè è ëåãêîãî
îò òîãî æå ïàöèåíòà è ïðàêòè÷åñêè ïîëíîå îòñóòñòâèå ìå-
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Ðèñ. 2. Ïðîôèëè ìåòèëèðîâàíèÿ âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè ñêÏÊÐ (À), ÍÌÐË (Á) è åãî ãèñòîëîãè÷åñêèõ ïîäòèïàõ ÏÐË è ÀÊ (Â). Âûáîðêè îáðàç-
öîâ âêëþ÷àëè: äëÿ À è Á ïî 46 ïàðíûõ îáðàçöîâ (îïóõîëü/ãèñòîëîãè÷åñêè íîðìàëüíàÿ ïðèëåæàùàÿ òêàíü) ñêÏÊÐ è ÍÌÐË; Â — 28 ïàðíûõ îáðàçöîâ
ÏÐË è 18 ïàðíûõ îáðàçöîâ ÀÊ. Íà ðèñ. À è Á ïðèâåäåíû òàêæå äàííûå äëÿ îáðàçöîâ ÄÍÊ òêàíåé ëåãêîãî è ïî÷êè îò ñêîí÷àâøèõñÿ 10 ÷åëîâåê, íå
èìåþùèõ â àíàìíåçå îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé (äîíîð).



òèëèðîâàíèÿ ýòèõ ãåíîâ ó çäîðîâûõ «äîíîðîâ». Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò ñâÿçü ïîÿâëåíèÿ ìåòèëèðîâà-
íèÿ ó èññëåäîâàííûõ âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ñ âîçíèê-
íîâåíèåì íîâîîáðàçîâàíèÿ.

Ãåíû ìèêðîÐÍÊ ñåìåéñòâà mir-9 ïðåäñòàâëåíû â ãå-
íîìå â âèäå òðåõ ëîêóñîâ: MIR-9-1 (1q22), MIR-9-2
(5q14.3), MIR-9-3 (15q26.1), êîòîðûå íàõîäÿòñÿ âî âíóò-
ðèãåííûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿõ è âñå ñîäåðæàò CpG-îñò-
ðîâêè (áàçà äàííûõ NCBI). Ãåíû ìèêðîÐÍÊ ñåìåéñòâà
mir-34 ïðåäñòàâëåíû â ãåíîìå â âèäå ìîíîöèñòðîííîãî
ëîêóñà â îáëàñòè 1p36.23, ñîäåðæàùåãî MIR-34a, è ïîëè-
öèñòðîííîãî ëîêóñà â îáëàñòè 11q23.1, ñîäåðæàùåãî ãåíû
MIR-34b è MIR-34c, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñÿ ñîâìåñò-
íî. CpG-îñòðîâîê ãåíîâ MIR-34b/c ñîîòâåòñòâóåò
CpG-îñòðîâêó ãåíà-õîçÿèíà BC021736 è ïåðåêðûâàåò

ïðîìîòîð è íà÷àëî ïåðâîãî ýêçîíà ãåíà-õîçÿèíà. Íàøè
ðåçóëüòàòû ïî ÷àñòîòàì ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-9-1,
-9-3 è -34b/c ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË (48%, 57%, 59% è 46%,
50%, 67% ñîîòâåòñòâåííî) õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè
äðóãèõ àâòîðîâ [16, 18, 23, 27, 41, 43]. Òåì áîëåå, ÷òî äëÿ
ãåíà mir-34b/c íàìè ïîëó÷åíû ðåçóëüòàòû äëÿ áîëåå ïðåä-
ñòàâèòåëüíîé âûáîðêè îáðàçöîâ ñêÏÊÐ (46 ñëó÷àåâ), ÷åì
â ðàáîòå [41], â êîòîðîé èññëåäîâàíî òîëüêî 12 ïåðâè÷íûõ
îïóõîëåé ïî÷êè. Ìåòèëèðîâàíèå ÷åòûðåõ ãåíîâ
(MIR-124a-1/2/3, MIR-129-2) â îïóõîëÿõ ïî÷êè è ãåíà
MIR-129-2 â îïóõîëÿõ ëåãêîãî èçó÷åíî íàìè âïåðâûå.

ÌèêðîÐÍÊ miR-124a êîäèðóåòñÿ â ãåíîìå òðåìÿ ëîêó-
ñàìè: MIR-124a-1 (8p23.1), MIR-124a-2 (8q12.3) è
MIR-124a-3 (20q13.33). Ðàíåå äëÿ âñåõ òðåõ ãåíîâ ñåìåéñò-
âà mir-124a íàáëþäàëè ìåòèëèðîâàíèå â îïóõîëÿõ ïå÷åíè,
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Ðèñ. 3. Êîððåëÿöèÿ ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ 7 ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ (MIR-129-2, MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-124a-1/3) ñ ïàðàìåòðàìè ïðîãðåññèè
ñêÏÊÐ è ÍÌÐË:
À — êëèíè÷åñêîé ñòàäèåé (I/II & III/IV); Á — ðàçìåðîì îïóõîëè (T1/T2 & T3/T4); Â — îòñóòñòâèåì èëè íàëè÷èåì ìåòàñòàçîâ â ðåãèîíàðíûõ ëèìôîóç-
ëàõ èëè â äðóãèõ îðãàíàõ.



ìîëî÷íîé æåëåçû è äðóãèõ òêàíåé [7, 12]. Îäíàêî äàííûå
ïî ìåòèëèðîâàíèþ ãåíîâ ýòîãî ñåìåéñòâà â îïóõîëÿõ ïî÷-
êè â ëèòåðàòóðå îòñóòñòâóþò. Íàìè âïåðâûå âûÿâëåíî ìå-
òèëèðîâàíèå ãåíîâ MIR-124a-1, MIR-124a-2 è
MIR-124a-3 ïðè ñêÏÊÐ ñ ÷àñòîòîé 41-46%, è ïîêàçàíî
ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ïîâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâà-
íèÿ ýòèõ ãåíîâ â îáðàçöàõ ÄÍÊ îïóõîëåé ïî ñðàâíåíèþ
ñ îáðàçöàìè óñëîâíî íîðìàëüíîé òêàíè îò òåõ æå ïàöèåí-
òîâ.

Ãåí ìèêðîÐÍÊ MIR-129-2 ëîêàëèçîâàí â îáëàñòè
11p11.2. Ìåòèëèðîâàíèå miR-129-2 îáíàðóæåíî â ïåðâè÷-
íûõ îïóõîëÿõ òîëñòîãî êèøå÷íèêà, ïå÷åíè è äðóãèõ òêà-
íÿõ [6, 8]. Íàìè âïåðâûå ïîêàçàíî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìîå ïðåâûøåíèå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ ýòî ãåíà â ïåð-
âè÷íûõ îïóõîëÿõ ïî÷êè è ëåãêîãî ïî ñðàâíåíèþ ñ óñëîâíî
íîðìàëüíûìè òêàíÿìè ïðè àíàëèçå 46 ïàðíûõ îáðàçöîâ
ñêÏÊÐ è ÍÌÐË.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå îõàðàêòåðèçîâàí
ïðîôèëü ìåòèëèðîâàíèÿ âîñüìè ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ
(MIR-129-2, MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-124a-1/2/3) ïðè
ñêÏÊÐ è ÍÌÐË, ïîêàçàíî çíà÷èìîå ïîâûøåíèå ÷àñòîòû
ìåòèëèðîâàíèÿ ýòèõ ãåíîâ â îïóõîëÿõ ïî÷êè è ëåãêîãî, è
ìàêñèìàëüíûå ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ îòìå÷åíû ó ãåíîâ
MIR-34b/c (59%, ñêÏÊÐ) è MIR-124a-2 (67%, ÍÌÐË).
Ïðè÷åì ðàíåå â ëèòåðàòóðå íå áûëî ñîîáùåíèé, êàñàþ-
ùèõñÿ ìåòèëèðîâàíèÿ ãåíîâ MIR-124a-1/2/3, MIR-129-2
â îïóõîëÿõ ïî÷êè è ãåíà mir-129-2 â îïóõîëÿõ ëåãêîãî.

Ãåíû ìèêðîÐÍÊ ñ ïîâûøåííîé ÷àñòîòîé ìåòèëèðîâàíèÿ

ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË ïðåäïîëîæèòåëüíî èãðàþò ðîëü

ñóïðåññîðîâ îïóõîëåâîãî ðîñòà

Òàê êàê ìåòèëèðîâàíèå ÷àñòî ïðåäñòàâëÿåò îäèí èç
êðèòåðèåâ èíàêòèâàöèè ãåíà, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
âîñåìü ãåíîâ ñ ïîâûøåííîé ÷àñòîòîé ìåòèëèðîâàíèÿ ïðè
ñêÏÊÐ è ÍÌÐË èãðàþò ðîëü îïóõîëåâûõ ñóïðåññîðîâ.

Äåéñòâèòåëüíî, â îïóõîëÿõ ìèêðîÐÍÊ ìîæåò âûïîë-
íÿòü êàê ñóïðåññîðíûå ôóíêöèè (ñåìåéñòâî ìèêðîÐÍÊ
let-7), òàê è îíêîãåííûå (êëàñòåð miR-17-92) [11, 28]. Äëÿ
ìíîãèõ ãåíîâ-ñóïðåññîðîâ îïóõîëåâîãî ðîñòà ñâîéñòâåí-
íî ìåòèëèðîâàíèå ïðîìîòîðíûõ îáëàñòåé â îïóõîëÿõ, ÷òî
àññîöèèðîâàíî ñ ïîäàâëåíèåì ýêñïðåññèè ãåíà. Âûñîêàÿ
÷àñòîòà ìåòèëèðîâàíèÿ íàðÿäó ñ äðóãèìè òåñòàìè áûëà
èñïîëüçîâàíà â êà÷åñòâå àðãóìåíòà ïðè îòíåñåíèè ðÿäà
áåëîê-êîäèðóþùèõ ãåíîâ (íàïðèìåð, ãåíîâ RASSF1A è
SEMA3B) ê êëàññó ñóïðåññîðîâ îïóõîëåé [9, 26]. Ïîýòîìó
ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ýòè âîñåìü ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ
(MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-124a1/2/3, MIR-129-2) òàê-
æå âûïîëíÿþò ôóíêöèè ñóïðåññîðîâ. Ñ ýòèì ïðåäïîëî-
æåíèåì ñîãëàñóåòñÿ ðÿä äàííûõ ëèòåðàòóðû. Òàê, äëÿ ãå-
íîâ MIR-34b/c ïîêàçàíî, ÷òî ìåòèëèðîâàíèå ïðèëåæàùå-
ãî CpG-îñòðîâêà àññîöèèðîâàíî ñî ñíèæåíèåì ýêñïðåñ-
ñèè ãåíà ïðè ðàêå òîëñòîé êèøêè è â äðóãèõ îïóõîëÿõ [39,
41]. Ââåäåíèå ïðåäøåñòâåííèêîâ çðåëîé ìèêðîÐÍÊ
miR-34b/c â ëèíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê ïðèâîäèò ê áëîêè-
ðîâàíèþ êëåòî÷íîãî öèêëà è àïîïòîçó [39]. Èíòåðåñíî îò-
ìåòèòü, ÷òî ïðîìîòîðíàÿ îáëàñòü ãåíà mir-34b/c ñîäåðæèò
p53-óçíàþùèé ìîòèâ è ïîýòîìó ãåí ýòîé ìèêðîÐÍÊ âõî-
äèò â èíäóöèðóåìóþ áåëêîì p53 ðåãóëÿòîðíóþ ñåòü [17].
Â ëèíèÿõ êëåòîê ðàêà òîëñòîé êèøêè, ñîäåðæàùèõ ìåòè-
ëèðîâàííûé ãåí MIR-34b/c, òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð
p53 íå â ñîñòîÿíèè âîññòàíîâèòü ýêñïðåññèþ ýòîãî ãåíà
[39].

Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè miR-129-2 ïîêàçàíî â ðàçëè÷-
íûõ âèäàõ ðàêà, íàïðèìåð ïðè ðàêå æåëóäêà è òîëñòîé
êèøêè [22, 45]. Èíäóöèðîâàííàÿ ãèïåðýêñïðåññèÿ
miR-129-2 â êóëüòóðå êëåòîê àäåíîêàðöèíîìû ëåãêîãî
ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå ìèòîçà â ôàçå G1/S è ïîñëåäóþùåé
ãèáåëè êëåòîê [45]. Ïðèìåíåíèå äåìåòèëèðóþùèõ àãåí-
òîâ âûçûâàåò âîññòàíîâëåíèå ýêñïðåññèè miR-129-2 è
òîðìîæåíèå ðîñòà êóëüòóðû êëåòîê îïóõîëåé òîëñòîé
êèøêè è øåéêè ìàòêè [6, 19], ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðÿìûì äîêà-
çàòåëüñòâîì ýïèãåíåòè÷åñêîé ñóïðåññèè ýòîãî ãåíà. Ìîæ-
íî îòìåòèòü, ÷òî ñðåäè ìèøåíåé ðàññìîòðåííûõ ìèê-
ðîÐÍÊ â îïóõîëÿõ âñòðå÷àþòñÿ ìÐÍÊ îíêîãåííûõ áåë-
êîâ. Òàê, ê ìèøåíÿì miR-34b/c îòíîñÿòñÿ îíêîãåíû
MYC, CDK4, E2F3, CREB è MET [17]. Ê ìèøåíÿì
miR-124a-1/2 îòíîñèòñÿ îíêîãåí CDK6, à miR-124a-3 —
IQGAP1, VIM, SMYD3 [12]. Ïðÿìûìè ìèøåíÿìè ìèê-
ðîÐÍÊ miR-129-2 ÿâëÿþòñÿ îíêîãåíû CDK6 è SOX4 [45].
Ê ìèøåíÿì miR-9 îòíîñÿòñÿ ìÐÍÊ ãåíà NF-kappaB1 è
îíêîãåíà CDX2, à òàêæå, ïî ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì,
ïîëó÷åííûì íàìè, — îíêîãåí NKIRAS1 [3, 36, 42]. Âñå
ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäïîëîæåíèåì î ñóïðåññîð-
íîé ôóíêöèè èññëåäîâàííûõ ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ.

Ìåòèëèðîâàíèå ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ

ñâÿçàíî ñ ïðîãðåññèåé ñêÏÊÐ è ÍÌÐË

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäñòàâèòåëü-
íîé âûáîðêè îáðàçöîâ (46 ñëó÷àåâ ñêÏÊÐ è 46 ñëó÷àåâ
ÍÌÐË) óñòàíîâëåíà ñâÿçü ìåòèëèðîâàíèÿ èññëåäîâàííûõ
ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ñ ðàçìåðîì îïóõîëè ïî÷êè (MIR-129-2 è
MIR-9-1/3) è ëåãêîãî (MIR-129-2 è MIR-34b/c), ñ êëèíè-
÷åñêèìè ñòàäèÿìè (MIR-129-2, MIR-34b/c, MIR-9-1 —
ñêÏÊÐ è MIR-124à-1/3 — ÍÌÐË), ñ ïîòåðåé äèôôåðåí-
öèðîâêè (MIR-129-2, ñêÏÊÐ) è ïîÿâëåíèåì ìåòàñòàçîâ
â ðåãèîíàðíûõ ëèìôîóçëàõ èëè äðóãèõ îðãàíàõ
(MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-129-2). Ïðè÷åì ìåòèëèðî-
âàíèå ãåíîâ MIR-34b/c è MIR-129-2 âûÿâëÿåòñÿ â 88% è
75% (ñîîòâåòñòâåííî) ñëó÷àåâ ñ ìåòàñòàçàìè. Ðàíåå â ëè-
òåðàòóðå èìåëèñü äàííûå î ñâÿçè ìåòèëèðîâàíèÿ ñ ìåòà-
ñòàçèðîâàíèåì ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ
MIR-9-1/3 è MIR-34b/c ïðè ÍÌÐË [18, 23 43].

Çàêëþ÷åíèå

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ ñåìè èç âîñü-
ìè ãåíîâ (MIR-9-1/3, MIR-34b/c, MIR-124f-1/3,
MIR-129-2) âûÿâëåíà ñâÿçü ÷àñòîòû ìåòèëèðîâàíèÿ ñ êà-
êèìè-ëèáî ïðèçíàêàìè îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè ñêÏÊÐ è
ÍÌÐË è âïåðâûå ïîêàçàíà çíà÷èìàÿ ñâÿçü ñ ïðîãðåññèåé
ðàêà ïî÷êè äëÿ ãåíà MIR-129-2, ïðè÷åì ñ ÷åòûðüìÿ ïàðà-
ìåòðàìè (ðàçìåð îïóõîëè, ñòàäèÿ, ñòåïåíü äèôôåðåíöè-
ðîâêè è ìåòàñòàçèðîâàíèå).

Èòàê, íàøè íîâûå äàííûå î ãèïåðìåòèëèðîâàíèè
ãðóïïû ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ ïðè ñêÏÊÐ è ÍÌÐË, î ñâÿçè
ìåòèëèðîâàíèÿ ýòèõ ãåíîâ ñ ïðîãðåññèåé ïåðâè÷íûõ îïó-
õîëåé è ìåòàñòàçèðîâàíèåì, à òàêæå äàííûå ëèòåðàòóðû î
ïîäàâëåíèè èõ ýêñïðåññèè è ñïîñîáíîñòè ê íåãàòèâíîé
ðåãóëÿöèè ìèøåíåé, îòíîñÿùèõñÿ ê êëàññó îíêîãåíîâ,
ñîãëàñóþòñÿ ñ ïðåäïîëîæåíèåì î ñóïðåññîðíîé ôóíêöèè
èññëåäîâàííûõ ãåíîâ ìèêðîÐÍÊ. Êðîìå òîãî, ïîëó÷åí-
íûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ìîãóò íàéòè ïðèìåíå-
íèå ïðè îòáîðå íîâûõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêå-
ðîâ â äèàãíîñòèêå ñêÏÊÐ è ÍÌÐË.
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MicroRNAs play important role in the protein coding genes expression regulation and are involved in the devel-
opment of cancer. One of the miRNA gene expression regulation mechanisms is their promoter CpG islands
methylation. We investigated CpG-island methylation of eight miRNA genes (MIR-9-1/3, MIR-34b/c,
MIR-124a-1/2/3, MIR-129-2) in a representative selected samples of primary kidney and lung tumors (46 cases
of each type) using methylation-specific PCR. Methylation of four genes — MIR-124a-1/2/3 and MIR-129-2 in the
kidney tumors and MIR-129-2 in lung tumors was studied by us for the first time. It was shown that frequency of
methylation of these genes in the studied NSCLC and ccRCC tumor samples was varied from 41% to 67% and was
significantly higher than in normal tissue biopsy samples (r < 0.05, Fischer). A significant increase in the fre-
quency of methylation of MIR-124a-3 and MIR-34b/c genes observed in NSCLC was rather different in various
histological types — squamous cell carcinoma (SCC) and adenocarcinoma (AC). A significant increase of
methylation frequency of MIR-124a-2 and the MIR-129-2 genes was also found in SCC (in difference of AC),
which was shown for the first time and can be used in the differential diagnosis of SCC and AK. Correlations of
methylation frequencies of several miRNA genes with tumor progression of ccRCC and NSCLC (tumor size, stage,
loss of differentiation, metastasis) were revealed here.

Keywords: microRNA genes, methylation, methylation-specific PCR, non-small cell lung cancer (NSCLC), clear
cell renal cell carcinoma (ccRCC)
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