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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность избранной темы 

Диффузная крупноклеточная В-клеточная лимфома (ДВККЛ) – один из 

наиболее распространенных видов неходжкинских лимфом, отличающихся 

клинической и биологической гетерогенностью. В ходе недавних исследований 

ДВККЛ на основании различий в профиле экспрессии генов [77]; спектре генных 

мутаций и хромосомных нарушений [25]; а также мутационных профилей, 

изменения копийности и структурных генных перестроек [78] были описаны 

молекулярные подтипы опухоли с различными исходами при применении 

иммунохимиотерапии. 

Ожидалось, что понимание идентифицированных генетических поломок, 

возникающих в опухолевых клетках, значительно изменит лечение ДВККЛ. 

Однако, терапия первой линии ДВККЛ для большинства больных долгие годы 

оставалась неизменной и предусматривала применение схемы R-CHOP 

(ритуксимаб в комбинации с циклофосфаном, доксорубицином, винкристином и 

преднизолоном) [2]. Различные стратегии, включающие изменение комбинаций 

препаратов, интенсификацию доз, лучевое воздействие и трансплантацию 

стволовых кроветворных клеток, не могли обеспечить значимого улучшения 

выживаемости больных [315], что свидетельствует о необходимости дальнейшего 

прогресса в понимании механизмов возникновения и опухолевой прогрессии 

лимфомы, а также поиска новых подходов ее лечения. 

В настоящее время в стратифицикации пациентов c ДВККЛ на группы 

риска общепринятой считается модель Международного прогностического 

индекса (МПИ), включающая такие клинические параметры, как возраст, стадия 

заболевания, оценка общесоматического статуса (ОСС) по шкале ECOG, число 

экстранодальных поражений и уровень ЛДГ, связь которых с биологическими 

особенностями лимфомы также еще предстоит определить [2]. 

Ген TP53 признан хранителем генома. В норме кодируемый им белок 

управляет основными внутриклеточными защитными механизмами против роста 
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опухоли и способствует репарации ДНК, запуску апоптоза, остановке клеточного 

цикла и старению, тогда как мутантный р53 приводит к нарушению регуляции 

клеточного цикла, нестабильности генома и потере контроля над пролиферацией. 

Регулируя множество нижестоящих генов-мишеней, он управляет также 

процессами аутофагии, передачи внутриклеточных сигналов, транскрипции, 

иммунными, воспалительными реакциями и метаболизмом. Таким образом, 

считается, что для развития злокачественного новообразования нормальное 

функционирование самого гена ТР53 и/или молекулярных путей выше и/или ниже 

белка р53 должны быть тем или иным образом нарушены [172]. 

Известно, что дисфункция гена TP53 играет важную роль в развитии 

ДВККЛ. Аберрации TP53 и нарушение регуляции р53-сигнального пути играют 

ключевую роль в формировании резистентности лимфомы к терапии [150]. 

Известно, что микроРНК являются важными компонентами 

транскрипционной сети TP53. Активация белком р53 большого числа 

онкосупрессорных микроРНК, в том числе miR-34a, miR-34b, miR-34c, mir-129 и 

miR-203, а также существование сложных петель положительных связей между 

этими молекулами и р53 свидетельствуют о значительном вкладе  

р53-чувствительных микроРНК в реализацию программы подавления 

злокачественного роста и ответа на лечение опухоли [242]. 

Регуляторные участки для связывания с белком р53 были обнаружены в 

генах микроРНК с онкосупрессорными функциями, таких как MIR-34A,  

MIR-34B/C, LET-7, MIR-16-2, MIR-29B, MIR-129 и MIR-145, связывание с 

которыми белка р53 индуцирует их транскрипцию. В регуляции экспрессии 

других онкосупрессорных микроРНК (miR-16-1, miR-203 и miR-143) р53 

участвует, ускоряя их процессинг [260]. 

Профилирование микроРНК показало значительные изменения в 

экспрессии данных молекул в опухолевых клетках с сохранной функцией TP53 

и TP53-дефицитных клетках [53]. Однако TP53 подвергается мутациям, примерно, 

у 20 % пациентов с ДВККЛ, что не объясняет все случаи снижения уровня  

р53-чувствительных онкосупрессорных микроРНК в опухолевой ткани больных 
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лимфомами [222], что свидетельствует о существовании других механизмов 

нарушения их экспрессии. 

В настоящее время раскрыты несколько причин, лежащих в основе 

изменения уровня микроРНК при онкозаболеваниях: хромосомные 

делеции/амплификации, мутации, генетический полиморфизм, нарушение 

процессинга, эпигенетические модификации [240]. 

В последние годы по данным литературных источников встречается все 

больше данных, свидетельствующих о связи метилирования ДНК и нарушения 

экспрессии микроРНК. Кодирующие их гены в большинстве случаев 

располагаются в районах генома, обогащенных CpG-островками [42]. 

В настоящее время показано, что гены микроРНК подвергаются патологическому 

метилированию в пять-десять раз чаще, чем белок-кодирующие гены [56]. 

В отличие от злокачественных новообразований эпителиальной природы, 

данные о статусе метилирования генов р53-чувствительных микроРНК при 

лимфомах представлены единичными публикациями [288]. 

Вместе с тем, считается, что углубленное понимание спектра и частоты 

аберраций ключевых участников р53-сигнального пути при данной опухоли 

может способствовать не только лучшей диагностике и прогнозированию 

заболевания, но и терапии лимфомы [223]. Так, многообещающие результаты 

показывает применение терапевтических подходов на основе микроРНК в 

экспериментах на клеточных линиях лимфомы и в доклинических исследованиях 

ДВККЛ [315]. 

 

Степень разработанности темы диссертации  

В литературе описано снижение при лимфомах уровня таких  

р53-чувствительных микроРНК, как miR-203 [55], mir-129 [92], miR-34a, miR-34b 

и miR-34c [73]. Все они имеют онкосупрессорные свойства и взаимодействиют с 

мРНК-мишенями, важными для лимфомогенеза. При этом механизмы нарушения 

их экспрессии, их клиническое значение и ценность в качестве терапевтических 

мишеней нуждаются в уточнении. 
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Метилирование генов MIR-203 и MIR-129-2 при ДВККЛ было изучено ранее 

на смешанных группах пациентов с неходжкинскими лимфомами, которые 

представляют собой биологически и генетически гетерогенную группу 

заболеваний. Каждое из исследований включало лишь несколько больных 

ДВККЛ (2 и 15 соответственно) [55, 92]. Для уточнения частоты встречаемости 

метилирования генов MIR-203 и MIR-129-2 при ДВККЛ необходимо проведение 

анализа на большей группе образцов. 

Во всех опубликованных работах в качестве контроля использовалась 

периферическая кровь доноров или нормальный костный мозг, но не ткань 

лимфатических узлов. Следовательно, неизвестен статус метилирования генов 

р53-чувствительных микроРНК miR-203, miR-129, miR-34a, miR-34b, miR-34c, в 

лимфоидной ткани больных реактивными лимфаденопатиями. 

Смешанный состав и небольшой размер выборок в проведенных ранее 

исследованиях затруднял идентификацию клинической значимости 

метилирования MIR-203, MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B/C при лимфомах [81]. 

Оценка частоты и ассоциации метилирования изучаемых генов онкосупрессорных 

микроРНК с клиническими параметрами позволит охарактеризовать их ценность 

в качестве биологических маркеров и молекулярных терапевтических мишеней 

при ДВККЛ [60]. До настоящего времени было неясно, является ли 

метилирование отдельных генов микроРНК при лимфомах комбинированным 

явлением, или это независимые события. 

Одновременный анализ метилирования генов микроРНК семейства miR34, 

MIR-203 и MIR-129-2 и аберраций в главном онкосупрессорном гене ТР53 

на единой крупной выборке образцов пациентов с ДВККЛ ранее не выполнялся. 

Кроме того, остается неясным, встречается ли метилирование генов изучаемых 

микроРНК, чувствительных к р53, в сочетании с мутациями в гене ТР53 при 

лимфомах и насколько оно опухоль-специфично. 
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Цель исследования 

В опухолевой ткани больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой 

изучить частоту, сочетанность и клиническое значение метилирования генов 

микроРНК МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С, а также определить его 

связь с аберрациями в гене ТР53. 

 

Задачи исследования 

1. Проанализировать опухоль-специфичность метилирования генов  

МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С в ткани пораженных лимфоузлов у 

больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой. 

2. В опухолевой ткани пораженных лимфоузлов у больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой определить частоту метилирования МIR-203,  

МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С.  

3. Выявить ассоциацию метилирования изучаемых генов  

р53-чувствительных микроРНК с особенностями клинического течения 

и эффективностью терапии диффузной В-крупноклеточной лимфомы.  

4. Установить сочетанность метилирования генов МIR-203, МIR-129-2, 

МIR-34A и МIR-34B/С и его связь с функционально-значимыми нарушениями 

в гене ТР53 при диффузной В-крупноклеточной лимфоме. 

 

Научная новизна 

Представленная работа является первым в России комплексным 

исследованием метилирования панели генов р53-чувствительных микроРНК 

и аберраций в гене ТР53 при ДВККЛ.  Впервые показано, что выявляемое в ткани 

пораженных лимфоузлов больных ДВККЛ метилирование MIR-129-2 и MIR-203, 

а также генов микроРНК семейства mir-34 является опухоль-специфичным.  

В проведенном исследовании получены данные о выраженной ассоциации 

метилирования гена MIR-34A с группами неблагоприятного прогноза, согласно 

Международному прогностическому индексу (МПИ), а также сведения о меньшей 
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частоте достижения ремиссии после первой линии терапии ДВККЛ по протоколу 

R-CHOP. 

Впервые установлена связь метилирования MIR-34B/C и MIR-203 с более 

высоким уровнем экспрессии Ki-67 в опухолевой ткани пациентов с ДВККЛ, 

а также выявлена большая частота аберрантного метилирования MIR-34A 

в старшей возрастной группе больных лимфомами в отечественной популяции. 

Установлена частота метилирования генов МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A 

и МIR-34B/С в опухолевой ткани больных ДВККЛ, впервые показано, что при 

данной лимфоме статус метилирования анализируемых генов достоверно 

коррелирует друг с другом. Результаты комплексного анализа установили 

независимый характер аберраций в гене ТР53 и метилирования генов MIR-34A, 

MIR-34B/C, MIR-129-2 и MIR-203. Впервые доказано, что метилирование 

изученных генов может быть одним из важных и независимых от мутаций в гене 

ТР53 механизмов нарушения экспрессии микроРНК miR-203, mir-129, miR-34a, 

miR-34b и miR-34c при ДВККЛ. 

В совокупности полученные данные свидетельствуют о том, что 

аберрантное метилирование генов р53-чувствительных микроРНК – частое 

и сочетанное явление при ДВККЛ, которое может быть связано с более 

агрессивным течением опухоли, обладает дифференциально-диагностической 

ценностью и потенциально может служить мишенью для разработки препаратов 

таргетного воздействия при лечении ДВККЛ. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Полученные в диссертационном исследовании данные уточняют 

существующие представления о механизмах нарушения функционирования 

глобальной р53-регуляторной сети при ДВККЛ и, таким образом, расширяют 

фундаментальные знания о биологии данной опухоли. 

Установлено, что метилированный статус MIR-129-2 и MIR-203, а также 

генов семейства miR-34 потенциально может быть дополнительным биомаркером 

для дифференциальной диагностики ДВККЛ и реактивных лимфаденопатий. 
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Метилирование MIR-34A в клинической практике может помочь 

в стратифицикации пациентов на группы риска неэффективности стандартного 

лечения ДВККЛ. 

Полученные данные свидетельствуют о потенциале дальнейших 

исследований, направленных на разработку таргетных подходов терапии, 

способствующих снятию гиперметилирования генов р53-чувствительных 

микроРНК. 

Диссертационное исследование было поддержано Грантом Российского 

научного фонда № 22-25-000222 в 2022–2023 гг. на тему: «Метилирование генов 

р53-респонcивных онкосупрессорных микроРНК при неходжкинских лимфомах». 

 

Методология и методы диссертационного исследования  

Работа имеет дизайн ретроспективного исследования (2007–2022 гг.). 

Объект исследования – больные ДВККЛ. Предмет исследования: клинические 

характеристики, данные лабораторно-инструментальных методов исследования, 

спектр метилирования панели генов р53-чувствительных микроРНК и аберрации 

в гене ТР53. 

Диссертационное исследование выполнено в соответствии с принципами 

доказательной медицины с применением общенаучных (количественное 

и качественное описание), общелогических (анализ и синтез), а также 

статистических методов, соответствующих поставленным цели и задачам. 

В работе применялись современные молекулярно-генетические методы 

исследования: выделение ДНК с применением фенол–хлороформного метода, 

прямое капиллярное секвенирование по Сенгеру, обработка ДНК бисульфитом 

натрия, метил-специфичная ПЦР, метил-чувствительный анализ кривых 

плавления высокого разрешения, ПЦР с анализом полиморфизма длин 

рестрикционных фрагментов, статистический анализ и биоинформационная 

обработка полученных данных. 
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Положения, выносимые на защиту 

1. В ткани пораженных лимфоузлов больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой метилирование генов MIR-34A, MIR-34B/C,  

MIR-129-2 и MIR-203 является опухоль-специфичным, частым, сочетанным 

и независимым от аберраций в гене ТР53 явлением. 

2. Опухолевый субстрат больных диффузной В-крупноклеточной 

лимфомой с метилированием генов MIR-34B/C и/или MIR-203 характеризуется 

более высоким пролиферативным потенциалом. 

3. Выявление метилирования гена MIR-34A в опухолевой ткани 

пациентов с диффузной В-крупноклеточной лимфомой ассоциировано 

с неблагоприятным прогнозом, согласно международному прогностическому 

индексу, и снижением показателей эффективности первой линии терапии 

по протоколу R-CHOP. 

 

Степень достоверности 

Достоверность результатов, полученных в данном диссертационном 

исследовании, обеспечена обоснованностью исходных теоретических позиций. 

Дизайн исследования разрабатывался в соответствии c критериями доказательной 

медицины и включал в себя комплекс клинических, биохимических 

и молекулярно-генетических методов исследования, соответствующих цели 

и задачам работы. Методы статистической обработки полученной информации 

также соответствовали общепринятым подходам. 

Исследование выполнено на одной из самых крупных отечественных 

выборок больных ДВККЛ, включающей 136 пациентов, что обеспечивает 

репрезентативный объем клинических наблюдений. 

Диагноз ДВККЛ был установлен на основании действующей 

Классификации опухолей гемопоэтической и лимфоидной ткани Всемирной 

организации здравоохранения 2022 года. Все биопсийные материалы были 

подвергнуты иммуногистохимическому исследованию с применением панели 

моноклональных антител к кластерам дифференцировки опухолевых клеток.  
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В качестве контроля была сформирована группа со случайной выборкой 

пациентов ЛОР-отделений городских клинических больниц г. Новосибирска. 

В нее входили больные с патоморфологически подтвержденной реактивной 

фолликулярной В-клеточной гиперплазией лимфоузлов. 

В диссертационном исследовании применялись методики обследования, 

стандартизованные для каждого участника. Лабораторно-инструментальные 

методы проводились с использованием сертифицированных наборов реагентов 

и приборов. Компьютерные программы для анализа и обработки полученных 

данных соответствовали актуальной версии. Статистические данные 

обрабатывались с применением современных методов биоинформационного 

и статистического анализа и подвергались детальному анализу.  

Полученные материалы статистической обработки и первичная 

документация были проверены и признаны достоверными (протокол № 6 

от 19.03.2024). 

 

Апробация работы 

Основные материалы диссертационного исследования были представлены и 

обсуждены на European Human Genetics Conference (Вена, 2022); Bioinformatics of 

Genome Regulation and Structure/Systems Biology Conference (Новосибирск, 2022); 

Внеочередном 12-м Съезде онкологов и радиологов стран СНГ и Евразии 

им. Н. Н. Трапезникова, посвященном 25-летию АДИОР (Москва, 2021);  

Российских конференциях с международным участием «Злокачественные 

лимфомы» (Москва, 2021, 2023); 6-й Международной конференции 

«Современные биотехнологии для науки и практики» (Санкт-Петербург, 2021); 

Международной конференции, посвященной Дню ДНК-2019 (Санкт-Петербург, 

2019); Международной научно-практической конференции «Актуальные вопросы 

трансфузиологии, онкогематологии и клеточной терапии» (Киров, 2021); 

Российских конкурс-конференциях студентов и молодых ученых «Авиценна» 

(Новосибирск, 2022, 2023), а также были отмечены стипендией European Human 

Genetics Conference (Вена, 2022), дипломом Победителя секции «Онкология» 

Конгресса «Актуальные вопросы функциональной и клинической медицины» 
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(Томск, 2022) и дипломом «Лучшая научная работа молодого ученого» 

Российской конкурс-конференции студентов и молодых ученых «Авиценна» 

(Новосибирск, 2023). 

Апробация работы состоялась на заседании проблемной комиссии 

«Актуальные вопросы гематологии и трансфузиологии» ФГБОУ ВО 

«Новосибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; 

на заседании межлабораторного семинара в Научно-исследовательском институте 

терапии и профилактической медицины – филиале ФГБНУ «Федеральный 

исследовательский центр Институт цитологии и генетики СО РАН» 

(Новосибирск, 2024). 

Диссертационная работа выполнена в соответствии с утвержденным 

направлением научно-исследовательской работы ФГБОУ ВО «Новосибирский 

государственный медицинский университет» Минздрава России по теме: 

«Клинико-морфологические, молекулярно-биологические и эпигенетические 

основы диагностики и лечения заболеваний внутренних органов и коморбидных 

состояний в терапевтической клинике», номер государственной регистрации 

121061700029-5. 

 

Внедрение результатов исследования 

Полученные результаты внедрены в методические пособия и учебный 

процесс кафедры терапии, гематологии и трансфузиологии ФПК и ППВ ФГБОУ 

ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Минздрава 

России, а также практику отделения гематологии Городского гематологического 

центра г. Новосибирска ГБУЗ НСО «Городская клиническая больница № 2», 

отделения гематологии ГБУЗ НСО «Государственная Новосибирская областная 

клиническая больница» и лаборатории молекулярно-генетических исследований 

терапевтических заболеваний НИИ терапии и профилактической медицины – 

филиала ИЦиГ СО РАН. 
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Сведения о публикациях 

По теме диссертации опубликованы 18 печатных работ, в том числе 8 статей в 

научных журналах и изданиях, включенных в перечень рецензируемых научных 

изданий, в которых должны быть опубликованы основные научные результаты 

диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук, на соискание ученой 

степени доктора наук, из них 4 статьи в журналах категории К1 и 1 статья в журнале 

категории К2, входящих в список изданий, распределённых по категориям К1, К2, 

К3, в том числе 5 статей в журналах, входящих в международные реферативные базы 

данных и систем цитирования Scopus и CA(pt). 

 

Объем и структура диссертации  

Диссертационная работа изложена на 167 страницах машинописного текста, 

построена по классическому типу и содержит введение, четыре главы (обзор 

литературы, материал и методы, результаты диссертационного исследования, 

заключение), выводы, практические рекомендации, список сокращений 

и условных обозначений, список литературы и список иллюстративного 

материала. Список цитируемой литературы представлен 326 источниками, 

из которых 305 в зарубежных изданиях. Работа иллюстрирована 17 рисунками 

и 17 таблицами. 

 

Личный вклад 

Автор лично занимался разработкой дизайна исследования, внес личный 

вклад в постановку цели и формулировку задач исследования, самостоятельно 

выполнял все этапы работы: анализ данных литературных источников, отбор 

биологического материала и сбор клинических данных, проведение 

генотипирования, определение статуса метилирования генов изучаемых 

микроРНК, спектра мутаций, разрушения сигнала полиаденилирования гена ТР53, 

статистическую обработку полученных результатов, обобщение, интерпретацию 

данных, обсуждение результатов исследования и формулирование выводов. 

Является соавтором всех печатных работ в журналах, рекомендованных Перечнем 

ВАК, Scopus и Web of Science, в которых отражены полученные результаты. 
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ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Современные данные о диффузной В-крупноклеточной лимфоме 

 

За последнее десятилетие было выявлено множество молекулярных 

изменений в опухолевой ткани ДВККЛ, часть из которых специфичны для  

В-клеточных лимфом, в то время как другие могут наблюдаться при иных типах 

злокачественных новообразований. Эти аберрации приводят к изменению 

функционирования широкого спектра сигнальных путей, отвечающих за 

пролиферацию, дифференцировку В-клеток, передачу сигналов рецепторов  

В-клеток, активацию пути NF-κB, апоптоз и эпигенетическую регуляцию. 

Установлено, что диффузная В-крупноклеточная лимфома представляет 

собой высоко гетерогенное лимфоидное новообразование с различными 

профилями экспрессии генов и генетических изменений, которые приводят к 

существенным отличиям в клиническом течении и ответе заболевания на 

терапию.  

Дальнейшее изучение молекулярно-генетического профиля лимфомы не 

только улучшит наше понимание патогенеза заболевания, но и может обеспечить 

доказательные основы для прогнозирования данного заболевания и разработки 

новых подходов к его классификации и таргетной терапии. В данной главе будут 

кратко обобщены имеющиеся современные данные о ДВККЛ. 

 

1.1.1 Краткие сведения об эпидемиологической, морфологической 

и клинической характеристике диффузной В-крупноклеточной лимфомы 

 

На долю ДВККЛ приходится около 30–40 % всех неходжкинских лимфом, 

что делает ДВККЛ одним из наиболее распространенных гематологических 

злокачественных В-клеточных новообразований во многих западных странах [229]. 
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Учитывая, что в формах годовой отчетности по злокачественным 

новообразованиям в России не предусмотрено рассмотрение отдельных вариантов 

лимфом, детальная оценка эпидемиологии ДВККЛ в нашей стране затруднена [20]. 

Согласно зарубежным данным, ежегодно в мире диагностируется более  

120 тысяч новых случаев ДВККЛ, в среднем, показатели заболеваемости 

составляют, 4-5 на 100 000 населения [319]. Средний возраст пациентов – около  

60–70 лет, среди заболевших характерно незначительное преобладание мужчин. 

У детей частота этого варианта В-НХЛ может достигать 8–10 % [7]. 

Этиология ДВККЛ остается до конца неясной. Показано, что у пожилых 

лиц риск развития опухоли увеличивается. Он значительно выше у пожилых лиц, 

пациентов с иммуносупрессией, ожирением и аутоиммунными заболеваниями, 

а также после воздействия ионизирующего излучения или при инфицировании 

вирусом гепатита С, вирусом Эпштейна – Барра, вирусом иммунодефицита 

человека [14, 169]. 

Морфология лимфомы характеризуется появлением в пораженных тканях 

диффузных инфильтратов неопластических клеток среднего и большого размера, 

которые в 80 % случаев имеют вид центробластов. Иммунобластный вариант 

составляет 8–10 %. При редком анапластическом варианте (3 % случаев) 

опухолевые клетки отличаются более выраженным полиморфизмом и имеют 

большие размеры. Иногда опухолевые лимфоциты могут формировать очаговые 

скопления или быть разбросанными на фоне нормальных зрелых В- или  

Т-лимфоцитов [319].  

Опухоль чаще возникает de novo, но может также быть результатом 

трансформации из лимфомы низкой степени злокачественности (из хронического 

лимфолейкоза или лимфомы из малых лимфоцитов, фолликулярной лимфомы), 

а также лимфомы из клеток маргинальной зоны [2]. 

Поражаться могут практически любые ткани и органы. Клинически 

у большинства пациентов наблюдается быстрый рост опухоли в пределах 

лимфатической системы и/или в экстралимфатических участках поражения, 

которые могут иметь до 40 % больных. Вне лимфатической системы чаще всего 
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опухолевые поражения обнаруживаются в органах желудочно-кишечного тракта, 

костном мозге, плевре и центральной нервной системе (ЦНС). Частота вовлечения 

костного мозга составляет около 10–20 % [221].  

Каждый третий больной ДВККЛ имеет В-симптомы, к которым относятся 

лихорадка выше 38° С, снижение веса, ночные профузные поты. Характерным 

является также повышение уровня лактатдегидрогеназы (ЛДГ)  

и бета-2-микроглобулина в сыворотке крови.  

Ниже представлена характеристика поражений при ДВККЛ на различных 

стадиях в соответствии с классификацией Ann Arbor [2].  

Стадия I – поражение одной лимфатической зоны, локализованное 

поражение одного экстралимфатического органа или ткани в пределах одного 

сегмента. 

Стадия II – поражение двух и более лимфатических зон по одну сторону 

диафрагмы, локализованное в пределах одного сегмента поражение одного 

экстралимфатического органа или ткани и его регионарных лимфатических узлов 

с поражением или без поражения иных лимфатических областей по ту же сторону 

диафрагмы. 

Стадия III – поражение лимфатических узлов или структур по обе стороны 

диафрагмы, локализованное в пределах одного сегмента нелимфоидного органа 

или ткани, их регионарных лимфоузлов с распространением в иные 

лимфатические области с обеих сторон от диафрагмы. 

Стадия IV – распространенное (многофокусное) поражение одного или 

нескольких нелимфоидных органов, с поражением или без поражения 

лимфоузлов, либо изолированное метастазирование в экстралимфатический орган 

с поражением отдаленных (не регионарных) лимфатических узлов, с вовлечением 

печени и/или костного мозга. 

В связи с быстропрогрессирующим течением опухоли, часто на момент 

установления точного диагноза, пациент уже имеет III/IV стадию лимфомы. 
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1.1.2 Современные подходы к диагностике диффузной  

В-крупноклеточной лимфомы 

 

Помимо стандартных лабораторно-инструментальных методов 

исследования, при первичном обследовании пациента с лимфомой во всех 

случаях проводится гистологическое исследование биопсийного материала 

опухолевого очага. Золотым стандартом для определения распространенности 

опухолевого процесса (стадии) является также гистологическое исследование 

трепанобиоптата костного мозга. 

Иммунофенотипическое подтверждение диагноза ДВККЛ может быть 

выполнено путем иммуногистохимического исследования либо при 

использовании проточной цитометрии. Опухолевые клетки при ДВККЛ 

экспрессируют пан-В-клеточные антигены, такие как CD19, СD20 и CD22, а 

также факторы транскрипции В-клеток, включая PAX5 и OCT2. Более чем 

в половине случаев при ДВККЛ встречается положительная реакция 

на поверхностный или цитоплазматический иммуноглобулин, в большинстве 

случаев – IgM, реже IgG или IgA. Положительная реакция на CD30 встречается 

в 10–15 % случаев лимфомы, а 20–25 % образцов являются положительными на  

PD-L1 и PD-L2 [2, 235]. 

В связи с тем, что в обычной клинической практике нативная опухолевая 

ткань для проведения традиционного цитогенетического исследования часто 

недоступна, для оценки перестроек BCL6, BCL2 и MYC в фиксированных 

и пропитанных парафином тканевых срезах применяется метод FISH. Сочетанное 

выявление MYC/BCL2 характерно для double expressor лимфомы (DEL) 

и свидетельствует о неблагоприятном прогнозе. Методом FISH так же может 

определяться двойная (DH) или тройная (TH) перестройка генов MYC, BCL2 и/или 

BCL6, которые являются индикаторами агрессивной ДВККЛ высокой степени 

злокачественности (HGBL). Такие пациенты плохо отвечают на режим R-CHOP 

и нуждаются в более интенсивной терапии, например по схеме R-DA-EPOCH 
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с поправкой на дозу (этопозид, преднизолон, винкристин, циклофосфамид 

и доксорубицин с ритуксимабом) [2, 7]. 

Современным инструментом для точного определения стадии лимфомы 

является ПЭТ-КТ, которая объединяет в себе сканирование с помощью 

позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ) и рентгеновской компьютерной 

томографии (КТ), что позволяет проводить функциональную визуализацию 

пространственного распределения метаболической или биохимической 

активности в организме, соотнесенную с анатомической локализацией. 

Многообещающим методом диагностики при ДВККЛ является 

циркулирующая внеклеточная ДНК (цДНК), которая непрерывно высвобождается 

в жидкие среды организма (например, кровь и ликвор) опухолевыми клетками. 

Этот факт важен для диагностики ДВККЛ с локализацией очагов опухолевого 

поражения в различных отделах центральной нервной системы (ЦНС). 

Циркулирующая опухолевая ДНК в спинномозговой жидкости, получаемая при 

люмбальной пункции, может быть использована, например, для обнаружения 

мутации MYD88p.L265P, частота выявления которой при ДВККЛ ЦНС достигает 

85 % [227]. 

Кроме того, способность опухолевой цДНК обнаруживать ранний рецидив 

на несколько месяцев раньше клинических проявлений, в настоящее время 

подтверждена рядом исследовательских групп, в том числе на выборках 

пациентов, перенесших аллогенную трансплантацию гемопоэтических клеток, 

и больных, получающих CART-терапию. 

 

1.1.3 Молекулярные подтипы диффузной В-крупноклеточной лимфомы 

 

Использование современных методов генетических исследований не только 

позволило лучше понять молекулярные механизмы, лежащие в основе развития 

ДВККЛ, но также выявило ряд прогностически различных подгрупп заболевания. 

В соответствии с Российскими клиническими рекомендациями по лечению 

агрессивных нефолликулярных лимфом – диффузной B-крупноклеточной 
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лимфомы, первичной медиастинальной B-клеточной лимфомы, лимфомы 

Беркитта 2020 г. – в практике гематопатолога в настоящее время используется 

определение двух молекулярных подтипов ДВККЛ с применением трех основных 

маркеров (СD10, BCL-6 и IRF4/MUM1) в соответствии с алгоритмом Hans:  

из В-клеток герминальных центров фолликулов (GСB-подтип) и из 

активированных В-клеток (non-GСB, ABC-like подтип) [2]. 

Вместе с тем в зарубежной литературе описан ряд других вариантов 

классификации ДВККЛ с использованием различных молекулярно-генетических 

подходов. Так, согласно данным анализа полногеномного профилирования 

экспрессии генов, ДВККЛ можно разделить, по крайней мере, на три разных 

варианта. 

1) GCB подтип (germinal center B-cell), который происходит из клеток 

зародышевого центра, имеющих морфологию центробластов. Он составляет  

40–50 % случаев заболевания и имеет значительно лучшую выживаемость по 

сравнению с другими подтипами. Случаи GCB-подтипа опухоли чаще имеют 

аберрации BCL6, генов системы метилирования и ацетилирования гистонов 

(EZH2, EP300, CREBBP, KMT2D), генов В-клеточного химинга (GNA13, GNAI2, 

SIPR2) и сигнальных путей PI3K, JAK/STAT.  

2) Прогностически неблагоприятный ABC-подтип (activated B-cell), из 

активированных B-клеток, имеющих морфологию плазмобластов. Для данного 

варианта характерна активация BCR/NF-κB сигнального каскада за счет мутаций 

в генах MYD88 (20 %), CD79A/B (20 %), CARD11 (10 %) и других. 

3) Первичная B-клеточная крупноклеточная лимфома средостения, 

предположительно возникает из B-клеток тимуса и составляет до 7 % ДВККЛ. 

Данный вариант наблюдается преимущественно у молодых женщин (средний 

возраст на момент постановки диагноза 35 лет). В патогенезе заболевания 

основное значение имеет нарушение регуляции JAK-STAT и NF-κB сигнальных 

путей, а также амплификация области 9p24.1 [146]. Около 10–30 % ДВККЛ 

не могут быть отнесены ни к одной из вышеперечисленных подгрупп. 
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Применение технологий высокопроизводительного секвенирования 

в изучении лимфом в последние годы еще больше расширило наше понимание 

молекулярной сложности ДВККЛ. Например, основываясь на данных 

полноэкзомного секвенирования 304 первичных ДВККЛ, Chapuy et al. [216] 

выделили пять вариантов опухоли C1 и С2 внутри ABC-подтипа и С3 и С4 внутри 

GCB-подтипа. Варианты C1 имели более благоприятное течение и имели мутации 

NOTCH2 и транслокации BCL6. Варианты C5, напротив, характеризовались 

агрессивным течением опухоли и имели мутации MYD88, CD79B и PIM1. 

Среди C4 варианта ДВККЛ были обнаружены мутации, активирующие 

RAS/JAK/STAT сигнальный каскад (гены BRAF, STAT3) и путь передачи сигналов 

через сигнальный путь BCR/Pi3K (гены RHOA, GNA13 и SGK1), а также мутации, 

обеспечивающие уклонение от иммунного надзора (гены CD83, CD58, и CD70). 

Вариант С3 характеризовался перестройками BCL2, инактивацией PTEN 

и мутациями генов модификации хроматина (KMT2D, CREBBP и EZH2) 

и факторов транскрипции B-клеток (MEF2B, IRF8) [263]. 

Случаи ДВККЛ, отнесенные авторами к варианту C2, характеризовались 

геномной нестабильностью, двух-аллельной инактивацией TP53 и потерей 

функции CDKN2A [34]. 

Похожие результаты показало исследование Schmitz R. et al, основанное 

на анализе 574 случаев ДВККЛ. С применением секвенирования экзома 

и транскриптома, анализа числа копий ДНК и таргетного повторного 

секвенирования, авторами были выявлены гены с рекуррентными аберрациями 

и идентифицированы четыре основных  генетических варианта опухоли: MCD 

(с возникновением сочетанных мутаций MYD88 р.L265P и CD79B), BN2 

(с транслокациями BCL6 и аберрациями гена NOTCH2), N1 (с мутациями в гене 

NOTCH1) и EZB (мутации EZH2 и транслокации гена BCL2) [113]. Выделенные 

подтипы имели различный ответ на иммунохимиотерапию, а именно: хорошую 

выживаемость при вариантах BN2 и EZB и крайне плохие результаты терапии при 

вариантах MCD и N1.  
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Особенности микроокружения опухоли в настоящее время считаются еще 

одним важным аспектом в определении характера течения ДВККЛ [128, 171]. Так, 

наиболее агрессивные случаи ДВККЛ характеризуются наличием в опухолевой 

ткани повышенного количества незрелых сосудов [313]. Например, плотность 

расположения сосудов выше в CD5 (+) по сравнению с CD5 (–) ДВККЛ [89]. 

Полногеномное профилирование экспрессии изучаемых генов 

в биопсийных материалах опухолевой ткани ДВККЛ позволило описать два 

варианта лимфомы по особенностям состава стромы, а именно «стромальный-1» 

и «стромальной-2», которые с высокой долей вероятности успешно 

предсказывали выживаемость пациентов, получавших CHOP и R-CHOP терапию. 

Прогностически благоприятная сигнатура варианта «стромальный-1» 

свидетельствовала об отложении внеклеточного матрикса и гистиоцитарной 

инфильтрацию опухоли. Напротив, прогностически неблагоприятная сигнатура 

варианта «стромальный-2» отражала наличие в опухолевой ткани большого 

количества кровеносных сосудов опухоли [75]. 

 

1.1.4 Подходы к терапии диффузной В-крупноклеточной лимфомы 

 

Пациенты с ДВККЛ в зависимости от стадии заболевания, согласно 

Российским клиническим рекомендациям по диагностике и лечению 

лимфопролиферативных заболеваний 2018 г., получают 4–6 циклов  

химио-иммунотерапии [13]. В настоящее время по завершению лечения 

проводится оценка объема опухолевой массы с помощью ПЭТ-КТ. 

Режим CHOP (циклофосфамид, доксорубицин, винкристин и преднизон) 

более 40 лет использовался в терапии ДВККЛ вплоть до 2006 года, когда препарат 

моноклональных анти-СD20 антител ритуксимаб был одобрен для использования 

в качестве комбинированного лечения пациентов с В-клеточными лимфомами. 

С этого момента режим R-CHOP стал «золотым стандартом» терапии пациентов 

с впервые диагностированной ДВККЛ по всему миру [118]. В сравнении 
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с протоколом CHOP, R-CHOP значительно увеличивает частоту достижения 

полной ремиссии с минимальным увеличением токсичности [2]. 

Однако у части больных (до 40 %) наблюдаются неудовлетворительные 

результаты лечения по протоколу R-CHOP – первично-рефрактерное течение или 

рецидивы заболевания [269]. Эффективность применения высокодозной 

полихимиотерапии и последующей аутологичной трансплантацией стволовых 

гемопоэтических клеток в качестве терапии ДВККЛ первой линии была оценена 

в нескольких научных исследованиях. Было показано значительное преимущество 

данного терапевтического подхода в лечении у больных с распространенными 

стадиями заболевания [303]. Однако высокая токсичность данного подхода 

значительно ограничивает его применение, особенно у пожилых и соматически 

отягощенных больных. 

В связи с этим продолжается поиск схем лечения ДВККЛ, которые показали 

бы большую эффективность, чем стандартный протокол R-CHOP, без 

значительного увеличения частоты развития и тяжести побочных эффектов. 

Кроме того, ведется разработка новых подходов к прогнозированию ответа 

лимфомы на терапию и поиск более совершенных таргетных препаратов для 

лечения первичных пациентов с ДВККЛ и пациентов с рефрактерными и/или 

рецидивирующими формами заболевания [143]. 

Ингибиторы тирозинкиназы Брутона способствуют прерыванию 

патологически активированного сигнального механизма, опосредованного 

рецептором В-клеток и направленного на пролиферацию и выживание 

лимфоцитов. Так ибрутиниб продемонстрировал значительную активность при 

рецидивирующих/рефрактерных случаях ДВККЛ АВС-подтипа [30]. 

Предполагается, что ингибиторы тирозинкиназы Брутона второго и третьего 

поколений с более благоприятным профилем токсичности способны улучшить 

показатели эффективности терапии лимфомы во всех возрастных группах 

ДВККЛ [141]. 

Поскольку молекулярные поломки при ДВККЛ приводят к нарушениям 

в PI3K сигнальном пути, отвечающем за гомеостаз В-клеток и участвующем во 
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взаимодействии клона лимфомы с микроокружением, большие надежды 

возлагаются на ингибиторы фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K). В настоящее 

время данные об эффективности лечении ДВККЛ препаратами данного класса 

только накапливаются. Известно, например, что копанлисиб более эффективен 

при ABC-подтипе ДВККЛ и, возможно, в будущем он будет применяться 

в лечении этой подгруппы заболевания [272]. 

Экспортин 1 (XPO1) является одним из восьми ядерно-цитоплазматических 

челночных белков, участвующих в экспорте белка из ядра в цитоплазму. Его 

гиперэкспрессия при ДВККЛ коррелирует с плохим прогнозом заболевания [320]. 

Селинексор – пероральный селективный ингибитор XPO1-опосредованного 

экспорта в ядре, уже одобрен FDA для лечения прогрессирующей множественной 

миеломы в комбинации с дексаметазоном, кроме того, демонстрирующий 

активность при различных лимфопролиферативных заболеваниях [262]. 

Исследование фазы I продемонстрировало частичный общий ответ на данный 

препарат в 32 % рецидивирующих/рефрактерных случаев ДВККЛ с частотой 

полной ремиссии 10 % [87]. Основываясь на результатах исследований, FDA 

в июне 2020 г. предоставило ускоренное одобрение селинексора для лечения 

пациентов с рецидивирующими/рефрактерными ДВККЛ у взрослых, по меньшей 

мере, с двумя неэффективными линиями терапии.  

Иммуномодулирующий препарат леналидомид также обладает высокой 

активностью при рецидивирующих/рефрактерных агрессивных B-клеточных 

лимфомах [142]. Его безопасность и эффективность в сочетании с R-CHOP 

показана при нелеченой ДВККЛ [119]. В доклинических исследованиях препарат 

продемонстрировал противоопухолевую активность как при ABC-, так и при 

GCB-подтипах лимфомы [253].  

Тафаситамаб представляет собой Fc-гуманизированное антитело против 

CD19. Данный препарат в комбинации с леналидомидом был одобрен FDA для 

лечения пациентов с рецидивирующей/рефрактерной ДВККЛ, не подходящих для 

трансплантации аутологичных стволовых клеток.  
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Конъюгаты антител с лекарственным препаратом способны с высокой 

специфичностью доставлять терапевтические агенты к опухолевым клеткам. Так, 

полатузумаб ведотин является одобренным иммуноконъюгатом, нацеленным 

на CD79b опухолевых клеток. После связывания с мишенью, полатузумаб 

интернализуется и расщепляется лизосомальными протеазами клетки 

с высвобождением лекарственного вещества, которое связывается 

с микротрубочками, препятствует делению клеток и приводит к апоптозу. 

За рубежом препарат используется для рецидивирующей/рефрактерной ДВККЛ, 

не подходящей для трансплантации аутологичных стволовых клеток, 

в комбинации с анти-CD20 (ритуксимаб или обинутузумаб) и бендамустином 

на основании результатов исследования фазы Ib/II [243, 244]. В Российской 

Федерации данный препарат уже одобрен в качестве 1-й линии терапии взрослых 

пациентов с ДВККЛ, ранее не получавших лечение.  

Активно разрабатывается клеточная терапия ДВККЛ с применением 

моноспецифических или биспецифических CAR-T-клеток, которая стала 

возможна благодаря развитию технологии, позволяющей переносить химерные 

антигенные рецепторы (CAR) в Т-клетки [88]. CAR представляет собой 

трансмембранный белок, состоящий из трех частей: одноцепочечного 

вариабельного фрагмента иммуноглобулина (scFv), нацеленного на выбранный 

антиген; трансмембранного шарнира; внутриклеточного сигнального домена, 

включающего костимулирующие молекулы. Благодаря своей структуре, такой 

рецептор обладает преимуществами: он полностью независим от презентации 

антигенов опухоли через HLA, а костимулирующие молекулы улучшают 

пролиферацию Т-клеток и выработку ими цитокинов. Основные проблемы 

безопасности CAR-T-клеток связаны с быстрой экспансией T-клеток 

и последующим цитокиновым штормом [27, 28, 57].  

Следует отметить и ограничения данного подхода. Не все пациенты 

с ДВККЛ отвечают на терапию CAR-T-клетками, а у ряда больных возникает 

рецидив после первоначального ответа. Среди известных механизмов ускользания 

от CAR-T-терапии описана потеря экспрессии антигена-мишени CD19 [280]. 
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Одним из очевидных способов преодоления проблемы потери антигена после 

терапии CAR-T-клетками является нацеливание на более чем один антиген.  

В то время как моноспецифические CAR-T-клетки уже доступны для 

клинической практики, имеются лишь доклинические данные в поддержку 

использования двойного нацеливания CAR-T-терапии при злокачественных 

новообразованиях В-клеток [166, 239].  

 

1.1.5 Факторы прогноза диффузной В-крупноклеточной лимфомы 

 

Добавление ритуксимаба к схеме CHOP потребовало пересмотра 

установленных ранее прогностических факторов. Появление новых препаратов 

для лечения пациентов с ДВККЛ подчеркивает необходимость установления их 

прогностической значимости для пациентов, получавших современные 

терапевтические методы. 

Международный прогностический индекс (МПИ) многие годы является 

наиболее надежным клиническим прогностическим инструментом для пациентов 

с ДВККЛ. При его расчете каждому фактору риска (возраст пациентов более 

60 лет, поздняя (III/IV стадия) заболевания, повышенный уровень ЛДГ 

в сыворотке крови, общесоматический статус ECOG ≥ 2, наличие 1 и более 

экстранодальных очагов поражения) присваивается по одному баллу. Сумма 

полученных баллов соответствует следующим группам риска: низкий риск  

(0–1 балл, 5-летняя выживаемость 73 %), промежуточный/низкий риск (2 балла,  

5-летняя выживаемость 51 %), промежуточный/высокий риск (3 балла, 5-летняя 

выживаемость 43 %), высокий риск (4–5 баллов, 5-летняя выживаемость 26 %) [2]. 

В целях оценки индивидуального риска раннего прогрессирования 

используется скорректированный по возрасту международный прогностический 

индекс aaIPI (у пациентов ≤ 60 лет), который включает по одному баллу  

за III-IV стадию, повышение ЛДГ, общесоматический статус ECOG ≥ 2 и, 

соответственно, имеет также 4 группы риска: 0 факторов – низкий риск (5-летняя 

выживаемость 82 %), 1 фактор – низкий/промежуточный риск (5-летняя 
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выживаемость 69 %), 2 фактора – высокий/промежуточный риск (5-летняя 

выживаемость 45 %), 3 фактора – высокий риск (5-летняя выживаемость 32 %). 

Однако даже среди пациентов, входящих в одну и ту же группу риска по 

МПИ, существует высокая вариабельность результатов стандартного лечения 

[148]. Это является отражением генетической и молекулярной гетерогенности 

ДВККЛ, упомянутой ранее. Многие исследования в настоящее время 

сосредоточены на выявлении биомаркеров, которые могли бы служить 

объяснением значительной гетерогенности лимфомы и уточнить имеющиеся 

подходы к прогнозированию течения и ответа на терапию ДВККЛ [137]. 

Идентифицированные в последние годы биомаркеры, ассоциированные 

с особенностями клинического течения и частотой ответа на терапию ДВККЛ, 

могут быть отнесены к различным классам клеточных молекул, таким как белки 

внутриклеточных сигнальных каскадов, регуляторы транскрипции, 

контролирующие клеточный цикл белки, регуляторы репарации ДНК/РНК, 

а также иммунные сигнальные молекулы и др. [140]. 

Так, до 12 % случаев ДВККЛ относятся к группе double-hit (с двойным 

ударом) или triple-hit (с тройным ударом) лимфом, которые считаются наиболее 

агрессивными и прогностически неблагоприятными вариантами опухоли. Их 

морфология варьирует от плеоморфных крупных до средних клеток 

(морфологически сходных с лимфомой Беркитта). В данных случаях 

обязательным для постановки окончательного диагноза считается анализ методом 

FISH (флуоресцентная гибридизация in situ), который позволяет выявить 

перестройку гена MYC в ассоциации с перестройками генов BCL2 и/или BCL6 

[275]. В-клеточная лимфома высокой степени злокачественности (HGBL) 

включает случаи с неопластическими В-клетками, имеющими бластоидную 

морфологию, либо гистопатологические промежуточные признаки между ДВККЛ 

и лимфомой Беркитта, которые не связаны с DH/TH соответствующих генов. 

Кроме того, данные подтипы В-клеточных крупноклеточных лимфом (HGBL 

DH/TH и HGBL неспецифицированная) представляют собой отдельные варианты 

заболевания и, в соответствии с международными классификациями, требуют 
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выделения в отдельный класс, что также оказывает влияние на выбор алгоритма 

терапии для данной группы пациентов [4]. 

Известно, что экспрессия CD5, наблюдаемая в 10 % случаев ДВККЛ, 

обычно ассоциирована с неблагоприятным прогнозом и часто связана с такими 

неблагоприятными клиническими прогностическими характеристиками, как 

пожилой возраст, экстранодальные поражения и поздние стадии заболевания 

[62, 89]. 

Гиперэкспрессия ядерного антигена и маркера пролиферативной активности 

клетки Ki-67 при ДВККЛ сильно варьирует (от 20 до 80 %) и иногда достигает 

100 %, что коррелирует с более низкими показателями общей (ОВ) 

и бессобытийной (БСВ) выживаемости и неблагоприятным прогнозом 

у пациентов, получающих R-CHOP [99, 151]. 

Экспрессия трансмембранного гликопротеина CD43 у пациентов с ДВККЛ 

может наблюдаться в каждом пятом случае заболевания и связана с более низкой 

частотой достижения полного ответа, ухудшением показателей ОВ и БСВ [50, 51].  

До четверти пациентов с ДВККЛ имеет мутации в гене ТР53, 

ассоциированные с резистентностью к стандартной и противорецидивной 

терапии. Эта группа больных представляет собой наиболее сложную клиническую 

проблему и крайне неблагоприятные показатели выживаемости [222]. 

 

1.2 Значение р53-чувствительных микроРНК 

 

Накапливаются данные о том, что не все мутации ТР53 приводят 

к одинаковым клиническим последствиям, в то же время при отсутствии мутаций 

в данном гене, может наблюдаться резистентность лимфомы к терапии. В связи 

с этим актуальным направлением изучения ДВККЛ является поиск механизмов 

резистентности лимфомы к терапии, опосредованных нарушениями в других 

участниках сигнальной цепи р53. 

Противоопухолевые эффекты ТР53 во многом опосредуются за счет 

микроРНК, экспрессию которых он индуцирует или ингибирует на уровне 
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транскрипции или регулирует на посттранскрипционном уровне путем влияния на 

процессинг данных молекул. Изучение р53-чувствительных микроРНК может 

создать перспективы разработки таргетных препаратов, направленных на 

сигнальные пути р53 и преодоление резистентности многих злокачественных 

опухолей. Предполагается, что нарушение уровня микроРНК, связанных 

с нижележащими сигнальными путями р53, является потенциально полезным 

молекулярным биомаркером в диагностике и прогнозе течения опухолей [24]. 

 

1.2.1 Краткие сведения о гене ТР53 и белке р53 

 

В локусе 17p13.1 располагается ген TP53, кодирующий белок р53 длиной 

393 аминокислоты. Канонический мРНК транскрипт имеет длину 2 586 п. н., 

и состоит из одиннадцати экзонов и 3'- и 5'-нетранслируемых областей (UTR). 

Кодируемый геном TP53 белок р53 является ключевым участником молекулярной 

сети поддержания постоянства генома, которая контролирует регуляцию 

клеточного цикла, апоптоз и репарацию ДНК. Его активация приводит 

к усилению генов, участвующих во внутреннем (PUMA, BAX) и внешнем 

(TNFRSF10B, FAS) путях апоптоза, следовательно, TP53 считается  

геном-супрессором опухолей [231]. 

После экспериментальной демонстрации способности р53 ингибировать 

опухолевый рост и онкогенную трансформацию в культурах клеток, он был 

отнесен к числу главных онкосупрессорных молекул [314].  

Одновременно с этим было показано, что соматические мутации TP53 часто 

идентифицируются в опухолях, а мутации TP53 зародышевой линии 

ответственны за развитие синдрома Ли – Фраумени – наследственного синдрома 

предрасположенности к раку [285]. 

Опухолевые клетки со сниженной функцией или лишенные функционально 

активного р53 имеют выраженную генетическую нестабильность. В норме белок 

р53 способствует постоянному удалению из организма клеток с высоким уровнем 
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онкогенного потенциала путем индукции различных форм клеточной смерти или 

старения, что, в конечном итоге, ограничивает развитие опухоли [276]. 

Белок р53 также может индуцировать обратимую остановку клеточного 

цикла, позволяя клеткам возобновить пролиферацию после устранения 

повреждения ДНК и купирования негенотоксического стрессового воздействия 

[132]. Опухолевые клетки при многих типах опухолей экспрессируют высокие 

уровни мутантного белка р53, который является результатом точечных замен 

в последовательности гена [172]. 

В белке р53 различают различные функциональные домены, в том числе  

N-концевой домен трансактивации (аминокислоты 1–61, TAD), центральный 

домен для связывания с р53-зависимыми ДНК (аминокислоты 94–290, DBD), 

домен олигомеризации (аминокислоты 325–356, OD) и C-концевой домен 

(аминокислоты 357–393, CTD). В то время как домен трансактивации 

взаимодействует с компонентами системы транскрипции, домены 

олигомеризации и связывания с ДНК необходимы для образования 

функционального тетрамера белка, который взаимодействует со специфическими 

последовательностями – мишенями ДНК, называемыми р53-чувствительными 

элементами. Последние состоят из двух вырожденных декамерных 

последовательностей [Pu (Пурин)-Pu-Pu-C-A/T-AT-G-Py (Пиримидин)-Py-Py], 

разделенных переменной нуклеотидной последовательностью [120].  

Недавно были описаны различные изоформы белка р53, возникающие в 

результате использования альтернативных промоторов и сайтов сплайсинга или 

альтернативных сайтов инициации трансляции [39]. 

В первую очередь р53 является фактором транскрипции, который может 

индуцироваться эндогенными и экзогенными стрессами (например, онкогенами 

и ультрафиолетовым излучением). Эти стрессы активируют сигналы, которые 

действуют посредством посттрансляционных модификаций белка (например, 

фосфорилирования, ацетилирования) и вызывают высвобождение р53 от связи 

с белком MDM2, способствующим его деградации. В конечном итоге все это 

приводит к активации р53 [277]. Затем белок р53 может проникать в ядро, где он 
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индуцирует экспрессию множества целевых генов [232]. Однако все больше 

наблюдений сообщают о целом ряде «нетранскрипционных функций» р53, которые 

также могут способствовать подавлению активности опухолевого роста [132]. 

 

1.2.2 Характеристика мутаций в гене ТР53 

 

В отличие от других онкосупрессоров, ген TP53, в основном, повреждается 

за счет миссенс-мутаций, в подавляющем числе случаев расположенных в домене, 

предназначенном для связывания белка р53 с ДНК. В пределах этого региона 

восемь аминокислотных замен (т. е. р.R175H, р.G245S, р.R248Q, р.R248W, 

р.R249S, р.R273H, р.R273S и р.R282W), называемых мутациями «горячих» точек, 

составляют около 27 % всех мутантных вариантов, идентифицированных при 

опухолях человека. Однако спектр миссенс-мутаций чрезвычайно широк 

и варьирует в зависимости от различных типов опухолей [245]. 

Мутантные белки р53, в основном, могут быть классифицированы как 

«контактные» или «структурные», в зависимости от того, была ли замещенная 

аминокислота непосредственно вовлечена во взаимодействие с ДНК (например, 

R273H) или оказала влияние на структуру белка (например, р.R175H) [286]. 

За последние 25 лет было получено большое количество 

экспериментальных данных о функциональном эффекте различных мутаций 

ТР53. Одной из наиболее популярных эукариотических моделей для исследования 

функционального эффекта аминокислотных замен в p53 является S. сerevisiae. 

На ее основе была проверена функциональность более 2 000 различных 

мутантных форм данного белка [26]. Эта работа, наряду с работами других 

авторов, привела к появлению новой классификации мутаций TP53 на основе их 

влияния на функцию р53 [218]. 

По функциональному эффекту мутации р53 можно разделить на следующие 

категории:  

1) мутации, приводящие к потере функции белка;  



33 

2) мутации, приводящие к синтезу белка с частичной функциональной 

активностью и/или чувствительностью к температуре;  

3) супер-трансактивирующие мутации;  

4) мутации, приводящие к появлению белка с измененной 

специфичностью (т. е. активного или частично активного на одних мишенях, 

но неактивного на других); 

5) доминантно-отрицательные мутации, когда мутантный белок 

способен ингибировать белок дикого типа. 

Другой подход к классификации мутаций ТР53 предусматривает появление 

мутантных белков р53, которые могут быть классифицированы также как 

мутации, приводящие к приобретению новых онкогенных активностей, 

не присущих белку дикого типа. Последнее свойство базируется на способности 

мутантного белка р53 взаимодействовать с нетипичными транскрипционными 

факторами или с комплексами, модифицирующими хроматин, что изменяет 

транскрипционный профиль клетки [241]. 

ТР53, ген, кодирующий белок p53, который является одним из важнейших 

регуляторов клеточного цикла от рождения до смерти клетки, и одновременно 

считается наиболее часто мутирующим геном при раке человека. При 

злокачественных новообразованиях человека пракитически в половине всех 

случаев имеют место аберрации в двух аллелях гена TP53. Их частота может 

колебаться в зависимости от типа опухоли: от 10 % при злокачественных 

новообразованиях кроветворной системы до 50–70 % при карциномах головы, 

шеи, яичников, а также колоректальном раке [290]. Мутации TP53 могут 

возникать в соматических или зародышевых клетках. У лиц, которые наследуют 

мутантный аллель TP53, развивается синдром Ли – Фраумени, который 

характеризуется ранним возникновением различных злокачественных 

новообразований, быстрым их прогрессированием и практически 100 % 

летальностью [285]. 

К основным функциям p53, кроме контроля клеточного цикла, апоптоза 

и репарации ДНК, относятся подавление развития опухоли, путем регуляции 
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метаболических процессов, дифференцировки, антиоксидантной защиты 

и противоопухолевого иммунного надзора [126]. Все эти эффекты реализуются 

через регуляцию белком р53 экспрессии генов-мишеней, главным образом, путем 

прямого связывания со специфическими последовательностями ДНК, 

называемыми р53-чувствительными элементами, расположенными  

в промоторах-мишенях. 

Несмотря на то, что нетранслируемые области не несут информации 

о последовательности белка, они относятся к высококонсервативным участкам 

генов [284]. Аберрации в данных областях ТР53 могут иметь прямой 

биологический эффект на дифференцировку В-клеток и приводить 

к лимфомогенезу [256]. По данным литературных источников, мутации в 3’-НТП 

гена TP53 часто наблюдаются при новообразованиях. Одна из них – rs78378222 – 

приводит к изменению нормальной сигнальной последовательности 

полиаденилирования и может считаться одной из возможных причин, 

провоцирующих развитие разных типов злокачественных новообразований [305]. 

Вариант нуклеотидной последовательности rs78378222 в популяции 

подвергается отрицательному естественному отбору за счет развития опухолей. 

По данным полногеномных ассоциативных исследований данный вариант 

является фактором риска развития рака предстательной железы и пищевода, 

глиомы, базальноклеточной карциномы и колоректальной аденомы. Аллель, 

связанный с риском, представляет собой замену А на C, в результате чего сигнал 

альтернативного полиаденилирования (AATACA) заменяет сигнал канонического 

полиаденилирования (AATAAA). В экспериментах in vitro установлено, что 

аллель С rs78378222 приводит к значимому снижению уровня м-РНК ТР53 и р53, 

а также снижению уровня апоптоза под действием генотоксических факторов 

в сравнении с аллелем А [96, 299]. 
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1.2.3 Номенклатура и биогенез микроРНК 

 

МикроРНК представляют собой класс небольших эндогенных 

некодирующих РНК длиной 21–25 нуклеотидов, которые имеют 

высококонсервативные последовательности и являются негативными 

регуляторами экспрессии генов у млекопитающих. По данным оценок 

с привлечением биоинформационных методов микроРНК могут участвовать 

в регуляции экспрессии более 90 % белок-кодирующих генов [191]. 

Номенклатура микроРНК имеет свои особенности, и со временем она все 

больше детализуется и уточняется. Так, например, частица «miR» 

свидетельствует о том, что описываемая последовательность является  

молекулой-предшественницей, в то время как частица «miR» обозначает уже 

зрелые микроРНК. Полностью идентичным или с высокой степенью гомологии 

микроРНК присваивается один и тот же номер с добавлением букв или цифр. 

Поэтому первое число в названии – это номер семейства, который присваивался 

по мере его открытия и описания. К последовательностям, отличающимся 

по нескольким нуклеотидам, добавляются буквы (a, b, c и т. д.), а к идентичным 

последовательностям, закодированным в различных регионах генома, 

добавляются цифры (1, 2, 3 и т. д.) [180]. 

В соответствии с выполняемыми функциями, микроРНК могут быть 

отнесены к классу онкосупрессоров или проонкогенов [43]. Уровень экспрессии 

первых в процессе неопластической трансформации клетки может снижаться, 

уровень вторых, соответственно, повышаться. Хорошо изучены микроРНК 

с онкогенным потенциалом – miR-17–92. Примером онкосупрессорных 

микроРНК являются молекулы кластера miR-34 [53]. 

Гены микроРНК могут располагаться группами и транскрибироваться 

полицистронами. Зрелые молекулы образуются в результате последовательного 

созревания (процессинга). Транскрибируемая на первом этапе длинная (около 

200 п. н.) при-микроРНК (pri-microRNA) под действием комплекса белков 

с участием ядерной РНКазы III Drosha укорачивается до пре-микроРНК  
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(pre-microRNA) длиной около 60–70 п. н. Белком экспортином-5 последняя из 

ядра доставляется в цитоплазму. Там с помощью фермента Dicer она 

укорачивается до 20–25 п. н. и превращается в зрелую двухцепочечную 

микроРНК. После разрезания «доминирующая» 5
/
-цепь при помощи белка Ago 

(Argonaute) включается в состав РНК-индуцируемого комплекса выключения гена 

RISC (RNA-inducedsilencingcomplex), в то время как 3
/
-цепь чаще всего 

разрушается. 

В составе комплекса RISC микроРНК могут связываться 

с комплементарными им MRE (microRNAresponseelements) на 3
/
-нетранслируемой 

области м-РНК генов-мишеней и вызывать их деградацию или репрессию 

трансляции. Так, комплекс RISC может нарушать начало трансляции, замедлять 

элонгацию аминокислотной цепи, вызывать быстрое отделение рибосомы или 

протеолиз образующегося белка [177]. 

Последовательность микроРНК со 2-го по 8-й нуклеотид называют 

«ключевой», поскольку именно она важна для комплементарного распознавания 

мишени. Полная или частичная комплементарность между 3
/
-нетранслируемой 

области м-РНК и ключевой последовательностью микроРНК делает возможным 

посадку комплекса RISC. Следует отметить, что мутации и однонуклеотидный 

полиморфизм в 3
/
-нетранслируемых последовательностях генов-мишеней могут 

нарушать взаимодействие с микроРНК [22].  

Показано, что некоторые микроРНК работают как буферы случайных 

изменений экспрессии, возникающих из-за стохастических событий 

в транскрипции, трансляции и стабильности белка [129]. Эволюционно старые 

и наиболее консервативные микроРНК экспрессируются на более высоких 

уровнях, а изменения в их экспрессии с большей вероятностью приведут 

к патологическим фенотипам [64]. 

Идентификация мишеней микроРНК и их регуляторных петель в настоящее 

время остается одной из самых важных задач в клеточной биологии, поскольку 

они могут быть контекстно-зависимыми, то есть различаться в клетках 

различного типа [153]. 
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1.2.4 МикроРНК и онкогенез 

 

Роль микроРНК в развитии опухолей в последние десятилетия активно 

изучается, поскольку они участвуют практически во всех клеточных процессах, 

которые модулируют злокачественную трансформацию клеток, включая, но не 

ограничиваясь, контроль клеточного цикла, ответ на повреждение ДНК, 

дифференцировку, пролиферацию, апоптоз, старение, обмен веществ 

и метастазирование [35, 123]. Получены данные, свидетельствующие о том, что 

микроРНК не только действуют как внутриклеточные мессенджеры, но также 

могут секретироваться вне клетки и циркулировать в крови как часть 

апоптотических тел, микровезикул и экзосом [103, 106, 295]. 

Известно, что точная регуляция содержания микроРНК в гемопоэтических 

клетках необходима для правильного протекания процессов кроветворения. Так, 

например, существуют белки, участвующие в гемопоэзе (такие как PUМ1, PTEN, 

MYB и другие), дозировка экспрессии которых должна очень четко 

регулироваться в клетке с помощью микроРНК, а ее нарушение приводит 

к различным патологическим состояниям, в том числе, развитию злокачественных 

новообразований [220].  

МикроРНК имеют важнейшую регуляторную функцию и в работе иммунной 

системы, начиная от поддержания пула стволовых клеток и заканчивая созреванием 

и функционированием Т- и В-лимфоцитов. Они не только влияют на направление 

развития клетки, но также могут играть более тонкую роль в придании клетке 

устойчивости или чувствительности к важнейшим биологическим процессам – 

апоптозу, пролиферации, дифференцировке и т. д. [211]. 

Участие микроРНК в лимфомогенезе подтверждено в моделях 

на трансгенных мышах. Аберрантная экспрессия микроРНК не только приводит 

к развитию лимфопролиферативных заболеваний, но и способствует увеличению 

темпов их опухолевой прогрессии. Впервые значение дерегуляции микроРНК 

в биологии гемобластозов получило оценку, когда было показано, что в локусе 
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13q14, который часто подвергается делеции при хроническом лимфолейкозе, 

расположены гены онкосупрессорных микроРНК miR-15a и miR-16-1 [125]. 

В настоящее время аберрантная экспрессия микроРНК описана при 

различных вариантах неходжкинских лимфом, в том числе, при ДВККЛ. Так, 

например, показано повышение экспрессии онкогенных микроРНК miR-17-92b 

при хроническом лимфоцитарном лейкозе/лимфоме из малых лимфоцитов  

и miR-21 при лимфоме с поражением MALT-ткани, а также снижение экспрессии 

онкосупрессорных miR-34а при MALT-лимфоме желудка, miR-150 при 

фолликулярной лимфоме и miR-29 при множественной миеломе [125, 201, 205, 

236, 247, 289]. 

Сравнение экспрессии микроРНК в опухолевой ткани больных ДВККЛ 

и нормальной лимфоидной ткани выявили наибольшее снижение miR-10а,  

miR-95, miR-99а, miR-139, miR-143, miR-145, miR-149,miR-150, miR-151,  

miR-320, miR-328, let-7е и повышение уровня miR-17, miR-106а, miR-155  

и miR-210 в лимфомных клетках [317]. Показана возможность разделения ДВККЛ 

на подгруппы герминального и негерминального происхождения на основе 

спектра экспрессии микроРНК [247, 288]. 

 

1.2.5 Механизмы дерегуляции уровней микроРНК 

 

Исследования по профилированию экспрессии генов и 

биоинформационный анализ показывают, что дерегуляция микроРНК является 

распространенным событием при новообразованиях. Опухоль имеет свой, 

отличный от нормальных клеток, спектр экспрессии данных молекул [83], 

а аберрантная экспрессия микроРНК может возникать посредством ряда 

различных механизмов. 

Одной из причин дерегуляции уровня микроРНК при злокачественных 

новообразованиях являются хромосомные аномалии, такие как делеции, 

амплификации, транслокации и т. д. Анализ in silico показал, что значительная часть 

микроРНК картирована в хрупких участках хромосом или геномных областях, часто 
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вовлекающихся при опухолевом росте в хромосомные аберрации [48]. Так, 

по данным результатов с применением метода сравнительной геномной 

гибридизации во многих опухолевых образцах уровни микроРНК коррелируют 

с изменениями числа копий, кодирующих их генов [34, 37, 133, 279]. 

Многие онкогены или опухолевые супрессоры являются факторами 

транскрипции, влияющими на экспрессию микроРНК тканеспецифическим 

образом и в зависимости от уровня дифференцировки клетки [178]. 

Помимо скорости транскрипции при-микроРНК, экспрессия микроРНК 

определяется эффективностью процессинга ее предшественников 

и стабильностью зрелой молекулы [46, 214, 121, 256, 267]. Так, несколько 

микроРНК одного кластера обычно процессируются из общей при-микроРНК, 

однако уровни зрелых микроРНК не обязательно скоординированы [167, 193], 

а сравнение микрочипов данных экспрессии мРНК и микроРНК показало, что 

уменьшение уровня онкосупрессорных микроРНК при раке плохо коррелирует 

со снижением экспрессии «гена-хозяина» [157]. 

Известно, что экспрессия и функция генов, кодирующих белки, нарушается 

из-за точечных мутаций. Теоретически тот же механизм активации/инактивации 

может работать и в отношении микроРНК. Тем не менее, изменение 

в последовательности зрелой микроРНК считается очень редким событием [33, 

170]. Предположительно, это связано с небольшим размером молекулы. Кроме 

того, считается, что микроРНК более толерантны к точечным мутациям или 

к мутации типа вставка/делеция одного нуклеотида, чем гены, кодирующие белок. 

Напротив, большее значение в развитии опухоли придается изменениям 

последовательностей сайтов MRE м-РНК мишеней [108]. Считается, что именно 

они в большей мере влияют на взаимодействие микроРНК с мРНК и вовлечены 

в фенотип болезней [59, 63, 321]. 

Эпигенетические факторы могут оказывать влияние на экспрессию 

микроРНК. Нарушение гомеостаза метилирования ДНК – центральное звено 

в эволюции опухолей. Основной чертой генома злокачественной клетки является 

его глобальное деметилирование, приводящее к генетической нестабильности. 
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С другой стороны, при опухолях происходит аномальное гиперметилирование 

ДНК в промоторных регионах генов-онкосупрессоров [80], причем такое 

патологическое метилирование является ранним событием в эволюции опухолей 

и способствует дальнейшей прогрессии заболевания [84]. 

Метилирование ДНК включает добавление метильной группы к 5-му атому 

углерода цитозинового кольца в динуклеотиде CpG, превращение цитозина 

в метилцитозин осуществляет фермент ДНК-метилтрансфераза [42]. Однако 

процесс этот потенциально обратим. В экспериментах получено восстановление 

экспрессии метилированных генов при воздействии на клетки таких препаратов, 

как деметилирующие агенты [23] и ингибиторы амигистондеацетилазы [130], 

а также в случаях появления в них мутаций в генах ДНК-метилтрансфераз [134]. 

Поскольку большинство кодирующих микроРНК генов обнаружено  

в CpG-богатых регионах, было высказано предположение, что метилирование ДНК 

может иметь важное значение в нарушении их транскрипции [42]. Позднее было 

показано, что промоторы генов микроРНК подвергаются метилированию  

в пять-десять раз чаще, чем промоторы белок-кодирующих генов, и их 

патологическое метилирование – один из наиболее значимых механизмов снижения 

экспрессии микроРНК при опухолях [164, 287, 323, 301]. Многие гены микроРНК 

находятся в интронах белок-кодирующих генов, и, следовательно, изначально 

экспрессия микроРНК зависит от уровня транскрипции «гена-хозяина». Однако 

часть из внутригенных, а также межгенно-расположенных микроРНК имеют свои 

собственные промоторы и CpG-островки [65]. 

В настоящее время выявлено около 200 генов микроРНК, которые 

регулируются путем метилирования ДНК при множестве типов неоплазий [250]. 

Было показано, что 45,5 % этих генов патологически метилированы, по меньшей 

мере при двух типах онкологических нозологий. Так, например, 

гиперметилирование генов MIR-34B, MIR-34C и MIR-34A было показано в 24, 21 

и 17 видах злокачественных новообразований соответственно. Снижение 

экспрессии других онкосупрессорных микроРНК, таких как miR-203, miR-124-1 

и miR-129-2 при опухолях, в том числе системы крови, также происходит путем 
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метилирования. Ряд микроРНК считаются специфично метилированными при 

отдельных типах рака, однако, предполагается, что этот феномен отчасти связан 

с малой изученностью вопроса и может измениться при исследовании 

метилирования этих генов при расширенном спектре опухолей [68]. 

Предполагается, что метилирование генов микроРНК при опухолях  

– потенциально полезный молекулярный биомаркер как в диагностике, так  

и в прогнозе опухоли и разработке стратегии таргетной терапии злокачественных 

новообразований [322]. 

 

1.2.6 Механизмы регуляции экспрессии микроРНК белком р53 

 

В физиологических условиях через микроРНК опосредуются 

противоопухолевые эффекты белка р53. Так реализация ответа 

на генотоксический клеточный стресс во многом осуществляется за счет 

изменения спектра экспрессии р53-чувствительных микроРНК, а именно: 

активации онкосупрессорных и подавления онкогенных молекул, что возможно 

как напрямую через транскрипционно-зависимые механизмы, так и косвенно.  

Важно отметить, что вариабельность картины экспрессии  

р53-регулируемых микроРНК и их генов-мишеней зависит от типа клеток, 

природы стресса и причины повреждения ДНК. При этом регулируемые р53 

микроРНК вовлечены в комплекс обратных и прямых петель связей с р53, что 

способствует совместному контролю, усилению и настройке сигналов в ответ 

на стресс [172]. 

Так, в генах ряда онкосупрессорных микроРНК, например, let-7, miR-16-2, 

miR-29b, miR-34a, miR-34b/c, miR-107, miR-145 и других, были выявлены  

р53-чувствительные элементы, связываясь с которыми, данный белок индуцирует 

их транскрипцию [163, 264]. Экспрессия других микроРНК, таких как miR-107, 

miR-122, miR-182, miR-200, miR-205, miR-605 и miR-1204, также потенциально 

может регулироваться за счет прямого связывания р53 с промоторами 
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соответствующих генов, однако необходимы экспериментальные подтверждения 

такого взаимодействия [234, 264].  

Помимо прямой регуляции транскрипции возможно участие белка р53 

в регуляции экспрессии микроРНК на посттранскрипционном уровне путем 

влияния на процессинг данных молекул, механизм которых приведен 

на рисунке 1. Показано, например, что р53 усиливает посттранскрипционный 

процессинг онкосупрессорных микроРНК miR-16-1, miR-143, miR-145 и других 

в ответ на повреждение ДНК как на уровне связывания с белковым комплексом 

с Drosha, так и на уровне связывания с белковым комплексом Dicer [97]. 

Большинство мутаций в гене ТР53, ответственном за синтез р53, при 

злокачественных новообразованиях человека находятся в ДНК-связывающем 

домене, который имеет ряд функций. Давно известно, что ДНК-связывающий 

домен белка р53 не только контактирует с ДНК и позволяет активировать  

гены-мишени (включая гены микроРНК) для индуцирования апоптоза или 

остановки клеточного цикла, но и стимулирует запуск программируемой 

клеточной смерти через взаимодействие с белками семейства BCL2 

в митохондриях [281]. 

В экспериментах на мышах были получены убедительные доказательства 

того, что некоторые мутантные варианты р53 не просто утрачивают нормальные 

онкосупрессорные функции белка, но и приобретают стимулирующие 

опухолевый рост активности, например, путем изменения спектра регулируемых 

р53 генов [66]. 
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Рисунок 1 – Регуляция экспрессии микроРНК miR-129-2 и семейства miR-34 

белком р53 на уровне транскрипции и miR-203 на уровне созревания 

 

Позднее появились данные о том, что транскрипционно-неактивные 

мутанты р53 препятствуют функциональной сборке комплекса с Drosha, что 

приводит к ослаблению активности процессинга микроРНК. В частности, 

мутации в «горячих» точках р.R175H и р.R273H коррелируют с более низкой 

активностью Drosha, в то время как мутантный р.C135Y р53, который редко 

встречается при опухолях, не имеет такого влияния на Drosha [304]. Эти данные 

свидетельствуют о том, что транскрипционно-независимая модуляция биогенеза 
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микроРНК является еще одним из аспектов противоопухолевой активности 

белка р53 [38, 307]. 

 

1.2.7 МикроРНК как потенциальные терапевтические мишени при 

опухолях 

 

Предполагают, что микроРНК могут быть полезны для терапии 

злокачественных новообразований, поскольку вовлечены в пути 

чувствительности клеток к лекарственным препаратам [144, 213]. Активацию или 

угнетение экспрессии микроРНК можно сочетать с химиотерапевтическим 

воздействием или другой цитотоксической терапией. Одним из примеров 

является ингибирование miR-21 вместе с секретируемой формой лиганда, 

индуцирующего апоптоз, связанного с фактором некроза опухоли S-TRAIL, что 

приводит к полному уничтожению клеток глиобластомы [188]. 

Экспериментальные данные показывают, что микроРНК влияют 

на пролиферацию и дифференцировку нормальных и опухолевых клеток in vitro 

и in vivo. На основании этих данных предпринимаются попытки контроля роста 

злокачественных новообразований путем манипуляции микроРНК. Повышение 

или ингибирование экспрессии данных молекул может быть достигнуто 

несколькими способами. 

Класс веществ – синтетических имитаторов микроРНК, включающих в себя 

siRNA-подобный олигорибонуклеотидный дуплекс [266] или химически 

модифицированный олигорибонуклеотид [257], приводят к замещению 

биологических эффектов «выключенных» микроРНК. Напротив, ингибирование 

микроРНК может быть достигнуто введением различных модифицированных 

антисмысловых олигонуклеотидов [44]. 

Особый интерес как первый успешный инструмент для нокдауна микроРНК 

in vivo представляют антагонисты микроРНК (антагомиры) – синтетические 

молекулы, комплиментарные определенной микроРНК и способные 

инактивировать ее. Антагомиры могут быть доставлены во все органы мышей, 
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кроме ткани мозга, после инъекции их в хвостовую вену. Терапевтическая 

ценность антагомира может быть значительно увеличена за счет технических 

усовершенствований для селективной доставки, специфичной для опухоли или 

типа ткани [302]. 

Синтетические олигонуклеотиды эффективны после введения in vivo 

не более двух недель [41, 45], однако микроРНК стабильно экспрессируются 

в клетках посредством транскрипции шпилечной РНК плазмидного вектора [112]. 

Недавно также было показано, что эктопическая сверхэкспрессия м-РНК 

мишени ингибирует функцию микроРНК [111, 258]. Таким образом, возможно 

применение таких конкурентных ингибиторов для долгосрочной секвестрации 

микроРНК в клетках. 

Модулирование одновременно нескольких микроРНК может быть гораздо 

более эффективным для терапии, чем стратегии, направленные на регулирование 

одной молекулы данного класса. Изменение экспрессии различных микроРНК 

может происходить под действием химических соединений [268]. В связи с этим, 

чрезвычайно актуальной задачей становится поиск препаратов, которые могут 

нормализовать профиль микроРНК в злокачественных клетках, а клетки 

60 раковых линий Национального института рака (NCI-60) служат платформой 

для такого скрининга [138, 237]. 

Переносу результатов фундаментальных исследований в реальную практику 

должен предшествовать этап оценки эффективности и продолжительности 

экспрессии/ингибирования микроРНК, а также неспецифических побочных 

эффектов такой терапии. Лишь немногие миметики или ингибиторы данных 

молекул достаточно специфичны. Однако перекрестная реактивность между 

микроРНК со сходной последовательностью в большинстве случаев пока 

неизбежна при высоких дозах антагонистов или агонистов [182, 239]. 

Другой возможный побочный эффект заключается в том, что высокая 

экспрессия миметиков может мешать действию эндогенных микроРНК, насыщая 

клеточный аппарат их процессинга. Это может привести к изменению экспрессии 

других молекул и неконтролируемому эффекту, вплоть до фатальных 
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последствий [309]. Требуется достижение большой точности введения или 

нокдауна микроРНК. Альтернативный подход к повышению специфичности  

– нацеливание на пре-микроРНК с помощью антисмысловых или siRNA 

стратегий [316, 326]. 

С целью улучшения эффективности и снижения частоты и выраженности 

побочных эффектов лечения злокачественных новообразований с применением 

микроРНК in vivo необходимы обширные доклинические и трансляционные 

исследования. Параллельно необходимо расширение знаний о влиянии широкого 

круга микроРНК на программы экспрессии генов, а также понимание того, как 

эти программы изменяются при онкогенезе. 

 

1.3 Метилирование р53-чувствительных микроРНК и онкогенез 

 

В последнее десятилетие возрос интерес к изучению метилирования генов 

микроРНК при гемобластозах. Активно изучается его значение в нормальной 

дифференцировке и функционировании кроветворных клеток и их дерегуляции 

в развитии опухолей. Несмотря на то, что общие знания о значении дисбаланса 

микроРНК в развитии злокачественных новообразований системы крови 

накапливаются быстрыми темпами [114, 173, 179, 261], данные по частоте и спектру 

метилирования генов микроРНК, роли метилирования онкосупрессорных микроРНК 

в прогрессии опухоли, его прогностической, предиктивной и диагностической 

ценности при гемобластозах немногочислены [288]. 

В таблице 1 описаны имеющиеся данные о роли регулируемых р53 

онкосупрессорных микроРНК и частоте метилирования кодируемых ими генов 

при злокачественных новообразованиях. 

 

1.3.1 Метилирование генов микроРНК семейства mir-34 при опухолях 

 

Семейство miR-34 включает в себя три онкосупрессорных микроРНК:  

miR-34a, miR-34b и miR-34c, для которых характерна высокая степень (более 
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80 %) гомологичности последовательности. Однако точная гомология 

соблюдается в районе их 5
/
-концов в области расположения ключевой 

последовательности, необходимой для связывания с м-РНК мишенями [324]. 

«Геном-хозяином» MIR-34A является ген EF570048, а MIR-34B/C – ген 

BC021736. При этом показано, что регуляция транскрипции miR34b/c может 

осуществляться и с промотора не только хозяйского гена, но и промотора 

противоположно ориентированного гена BTG4 [95]. Промотор и сайт начала 

транскрипции MIR-34A был картирован более чем в 30 тысячах пар нуклеотидов 

от последовательности, кодирующей зрелую микроРНК [283]. 

Ген MIR-34A находится на 1-й хромосоме в регионе 1p36.22, тогда как ген 

MIR-34B/C – на хромосоме 11 в регионе 11q23.1. Последний отвечает 

за последовательность бицистронного транскрипта, с которого в последующем 

образуются две зрелые микроРНК miR-34b и miR-34с. MIR-34A и MIR-34B/C были 

первыми генами микроРНК, для которых была показана прямая индукция 

транскрипции белком р53 [38]. 
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Таблица 1 – Краткие сведения об описанных р53-чувствительных онкосупрессорных микроРНК 

МикроРНК Ген Расположение Локализация Биологический процесс 

Снижение 

экспрессии 

микроРНК 

Метилирование 

гена микроРНК 

miR-129 

MIR-129-1 
Внутригенное, 

ген-«хозяин» 

EST 

7q32.1 
регуляция пролиферации, 

апоптоза, адгезии, миграции и 

инвазии клеток, множественной 

лекарственной резистентности 

опухолей 

ДВККЛ, НХЛ, 

ММ, ХЛЛ 
НХЛ, ММ, ХЛЛ 

MIR-129-2 11p11.2 

miR-34а MIR-34A 

Внутригенное, 

ген-«хозяин» 

EF570048 

1p36.22 
контроль клеточного цикла, 

репарация ДНК, апоптоз, 

эпителиально-мезенхимальный 

переход, противоопухолевый 

иммунный ответ, неоангиогенез 

ХЛЛ, ДВККЛ, 

ЛБ, ЛХ 

ДВККЛ, 

NK/T-клеточная 

лимфома, ЛХ 

miR-34b/c MIR-34B/C 

Внутригенное, 

ген-«хозяин» 

BC021736 

11q23.1 
ХЛЛ, ММ, 

ДВККЛ 
ХЛЛ, ДВККЛ 

miR-203 MIR-203 Межгенное 14q32.33 

дифференцировка клеток, 

пролиферация и клеточный рост, 

апоптоз, репарация ДНК, 

радиационная чувствительность, 

неоангиогенез 

ММ, ХМЛ, ЛХ 

 

Т-НХЛ, ОМЛ, ХЛЛ, 

В-НХЛ, ММ, ХМЛ, 

ЛХ 

Примечание: ОМЛ – острый миелобластный лейкоз, ДВККЛ – диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома, НХЛ – неходжкинские 

лимфомы, ММ – множественная миелома, ЛБ – лимфома Беркитта, ЛХ – лимфомаХоджкина, ХЛЛ – хронический лимфоидный лейкоз,  

ХМЛ – хронический миелоидный лейкоз, Т-НХЛ – Т-клеточные неходжкинские лимфомы, В-НХЛ – В-клеточные неходжкинские лимфомы.  
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Важно отметить, что при повреждении ДНК р53 индуцирует экспрессию 

miR-34a, которая, в свою очередь, подавляет деацетилазу SIRT1, негативно 

регулирующую активность белка р53 путем деацетилирования, что замыкает 

петлю положительной обратной связи [53].  

Другими индукторами их экспрессии являются транскрипционные факторы 

ELK1 и FOXO3A, которые связываются с промоторными областями  

MIR-34A и MIR-34B/C соответственно [230, 292]. 

С применением биоинформационного анализа и в экспериментальных 

исследованиях было показано, что микроРНК семейства miR-34 имеют большое 

число общих мишеней, а именно м-РНК регуляторов репарации повреждений 

ДНК и программированной клеточной смерти, эпителиально-мезенхимального 

перехода, миграции, противоопухолевого иммунного ответа и неоангиогенеза 

[101, 208]. Соответственно, уменьшение экспрессии miR-34a и miR-34b/c 

способствует злокачественному росту и может наблюдаться при различных 

опухолях.  

Нормальный клеточный цикл включает в себя четыре последовательно 

сменяющие друг друга фазы: пресинтетическую (G1), синтетическую (S), 

постсинтетическую (G2) и фазу митоза (М). В опухолевых клетках, в отличие 

от здоровых, строгий контроль данного процесса нарушается, что приводит 

к неконтролируемой пролиферации злокачественных клеток. Несколько 

протоонкогенов – позитивных регуляторов клеточного цикла – являются 

мишенями микроРНК семейства miR-34. Установлено, что данные молекулы 

ингибируют деление лимфомных клеток путем репрессии MAP2K1  

(mitogen-activated protein kinase 1) [190]. Кроме того, сообщалось, что 

эктопическая экспрессия членов семейства miR-34 в различных линиях раковых 

клеток вызывает остановку клеточного цикла путем репрессии циклинов D1 и E2 

и циклин-зависимых киназ CDK4 и CDK6, которые регулируют переход от G1- 

к S-фазе [154, 158]. 

Метилирование промоторных областей генов семейства miR-34 является 

причиной снижения их экспрессии при широком круге злокачественных 
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новообразований, например, при раке толстого кишечника, поджелудочной 

железы, молочных желез, яичников, почек, саркомах мягких тканей и других [42, 

255, 270]. Промоторы генов MIR-34A и MIR-34B/C содержат CpG-островки, 

гиперметилирование которых приводит к нарушению транскрипции кодируемых 

ими микроРНК. Другой причиной снижения их экспрессии при злокачественных 

новообразованиях могут быть хромосомные делеции [189].  

В отличие от солидных опухолей, микроРНК семейства miR-34 при 

гемобластозах менее изучены, за исключением хронического лимфолейкоза, при 

котором причины и неблагоприятное прогностическое значение снижения 

экспрессии miR-34a, miR-34b и miR-34c были подтверждены в нескольких 

исследованиях [91, 207, 210].  

В клетках острого миелоидного лейкоза экспрессия miR-34a и miR-34c была 

значительно ниже, чем в нормальных клетках [102]. Снижение экспрессии  

miR-34a отмечали при трансформации лимфом желудка MALT-типа в ДВККЛ 

[225]. Важно отметить, что в экспериментах на опухолевых клеточных линиях 

и на мышах достигали восстановления функции микроРНК семейства miR-34 

путем введения микроРНК миметиков, что приводило к ингибированию роста 

и индукции апоптоза клеток ДВККЛ in vitro и in vivo [206]. В одном 

из исследований, посвященных лимфоме Беркитта было высказано 

предположение, что низкий уровень miR-34b/c является более распространенным 

механизмом, приводящим к гиперэкспрессии с-MYC, чем транслокация 

IGH/MYC [224].  

Изучение роли метилирования генов кластера miR-34 при опухолях 

системы крови показало следующее: в небольшой группе образцов первичных 

пациентов и в клеточных линиях ДВККЛ метилирование MIR-34A  

и MIR-34B/C было выявлено в 28 % и 78 % случаев соответственно, с высокой 

степенью корреляции между генами. При этом в нормальных Т- и В-клетках 

и ткани реактивных лимфоузлов метилирования генов микроРНК семейства  

miR-34 отмечено не было [288].  
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При множественной миеломе нарушение экспрессии микроРНК кластера 

miR-34 также зачастую связано с патологическим метилированием [217, 294]. При 

этом Chim C. S. et al. (2010) показали, что MIR-34A не метилирован в нормальных 

клетках крови в отличие от клеточных линий множественной миеломы, ЛХ и 

нехождкинских лимфом [93]. Согласно данным Roman-Gomez J. et al. (2009) 

метилирование MIR-34B/C было выявлено в трети (34 %) случаев ОЛЛ [94]. 

Таким образом, гены кластера miR-34 часто гиперметилированы при 

лимфопролиферативных заболеваниях опухоль-специфичным образом.  

 

1.3.2 Метилирование гена MIR-203 и онкогенез 

 

Ген MIR-203 расположен в межгенном участке хромосомного локуса 

14q32.33, который часто подвергается делеции при опухолях [47]. МикроРНК 

miR-203 впервые была идентифицирована в коже, где она способствует 

дифференцировке клеток эпидермиса и ограничивает их пролиферативный 

потенциал [29]. В недавнем исследовании показано, что преходящее воздействие 

этой микроРНК улучшает дифференцировочную способность мышиных 

и человеческих плюрипотентных стволовых клеток [156]. 

MiR-203 является одной из наиболее часто упоминаемых в литературных 

источниках микроРНК. Обзорные работы показывают, что аберрантная 

экспрессия miR-203 имеет место при множестве злокачественных 

новообразований, в том числе при раке желудка, аденокарциноме поджелудочной 

железы, раке толстой кишки и других, саркомах, глиоме и гематологических 

опухолях. Известно также, что данная молекула играет важную роль в процессах 

клеточного роста, пролиферации, апоптоза, репарации ДНК и инвазии клеток [32, 

202, 203].  

Было отмечено, что повышение экспрессии miR-203 происходит при 

активации р53 [185]. В основе этого явления лежит ускорение созревания miR-203 

путем усиления ее Drosha-опосредованного процессинга под действием данного 

белка [55, 212]. Сообщалось также, что miR-203 нацелена на эволюционно 
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консервативную последовательность в 3'-нетранслируемой области м-РНК  

BCL-W, которая имеет антиапоптотическую активность. Так усиленная 

экспрессия BCL-W делает лимфоидные и миелоидные клетки рефрактерными 

к цитотоксическим воздействиям [187]. Однако индукция miR-203 приводит 

к снижению экспрессии BCL-W и антиапоптотическому эффекту только в клетках 

с сохраненной функцией р53 [149, 186].  

Биоинформатический анализ показывает, что miR-203 может повышать 

радиационную чувствительность и миграционную способность клеток за счет 

посттранскрипционного контроля PI3K/AKT, SRC, Ras/MAPK и JAK/STAT3 

сигнальных путей, а именно за счет нацеливания на следующие мишени: ATM, 

RAD51, SRC, PLD2, FGF2, PI3K-AKT, JAK-STAT3, VEGF, HIF-1α и MMP2 

и многие другие [124, 204]. Другими доказанными мишенями miR-203 являются 

ДНК-метилтрансфераза DNMT3b [259] и CREB1, которая участвует 

в пролиферации и выживании лейкозных клеток [86].  

Bueno et al. заметили, что у мыши, человека и других позвоночных  

в 3'-нетранслируемой области гена ABL1 существуют последовательности для 

связывания с miR-203 и предположили, что данная микроРНК может 

контролировать уровень белка ABL1 в различных организмах [165]. Вслед за этим 

было установлено, что микроРНК miR-203 регулирует экспрессию химерного 

гена BCR-ABL1 и таким образом подавляет клеточную пролиферацию при 

лейкозах [40]. В одном из недавних исследований было показано, что иматиниб 

вызывает деметилирование промоторной области miR-203, что приводит 

к остановке пролиферации лейкозных миелоидных клеток [139].  

Нарушение регуляции miR-203 при злокачественных новообразованиях 

было впервые выявлено в исследованиях, изучающих ломкие сайты хромосом. 

Показано, что на хромосоме 14q32 имеется область размером 7 миллионов пар 

нуклеотидов, которая содержит большое число генов микроРНК и часто 

утрачивается при злокачественных опухолях из Т-клеток человека. Гомологичная 

область также теряется в индуцированной облучением модели Т-клеточных 

лимфом у мышей. Интересно, что, когда одна копия гена MIR-203 подвергается 
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делеции, экспрессия miR-203 может быть совсем утрачена или резко снижена 

за счет эпигенетического молчания второго аллеля. В образцах мышинной  

Т-клеточной лимфомы и в ряде линий человеческих Т-клеточных опухолевых 

клеток локус miR-203 резко гиперметилирован [54]. 

MIR-203 имеет CpG островок протяженностью 804 п. н. [298]. Метилирование 

его как причина снижения экспрессии miR-203 была показана на гинекологических 

злокачественных новообразованиях, меланоме, карциномах почек, печени 

и пищевода, раке мочевого пузыря, гортани и глотки [82, 100, 175, 215]. 

При лимфпролиферативных заболеваниях впервые метилирование гена 

MIR-203 было показано при Т-клеточных лимфомах [54]. Частота данного 

события при ОЛЛ составляла 27 % образцов первичных опухолей [122]. 

Позднее в исследовании Chim C. S. et al. (2011) изучили экспрессию 

и метилирование MIR-203 в смешанной выборке онкогематологических больных 

(n = 150). Метилирование обнаруживалось в образцах ОМЛ с частотой 10,0 %, 

ХЛЛ – 42,0 % и НХЛ – 38,8 % (включая 60,0 % при лимфомах из NK-клеток, 

40,9 % – В-клеточного и 23,5 % – Т-клеточного происхождения). В нормальных 

клетках крови и костного мозга метилирование MIR-203 выявлено не было, что 

согласуется с идеей об опухоль-специфичном паттерне метилирования гена 

данной микроРНК [55]. 

Результаты работ, направленных на изучение статуса метилирования гена 

MIR-203 при ХМЛ, плохо согласуются. Так, в изученных Chim C. S. et al. образцах 

от больных ХМЛ и в линии бластных клеток Ph-позитивного ХМЛ K-562 

метилирование промотора данного гена отсутствовало, тогда как по данным 

опубликованных ранее экспериментов имело место преимущественное 

гиперметилирование MIR-203 при Ph-позитивных лейкозах (с экспрессией  

BCR-ABL) и редкое его обнаружение при Ph-негативных острых лейкозах или 

хронических миелопролиферативных заболеваниях [56]. Это свидетельствует 

о необходимости дальнейших валидирующих исследований. 

Сопоставление частот выявления патологического метилирования MIR-203 

при моноклональных гаммапатиях неясного генеза, впервые диагностированной 
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множественной миеломе и в рецидиве заболевания позволяет предположить, что 

гиперметилирование данного гена является ранним событием в генезе 

заболевания, а не приобретается на этапах прогрессирования опухоли [86]. 

На клеточных линиях клеток лимфомы Ходжкина, неходжкинских лимфом 

и множественной миеломы была показана обратимость метилирования промотора 

MIR-203 под действием обработки 5-Аза-2'-дезоксицитидином, что приводило 

к восстановлению экспрессии miR-203. Нормализация уровня микроРНК 

в клетках ингибировала клеточную пролиферацию или индуцировала гибель 

опухолевых клеток, что подтверждало данные об ее онкосупрессорной роли при 

лимфоидных новообразованиях [47, 55, 86, 288].  

 

1.3.3 Метилирование микроРНК семейства mir-129 при опухолях 

 

Семейство генов микроРНК mir-129 включает в себя два члена: MIR-129-1, 

картированный на хромосомном локусе 7q32.1, и MIR-129-2, расположенный 

внутригенно на 11p11.2 (геном-«хозяином» является ген EST) [70]. Связь 

микроРНК данного семейства и белка р53 была доказана совсем недавно. 

На примере ретинобластомы было показано, что с экспрессией mir-129 

положительно коррелирует экспрессия р53 и отрицательно – MDM2 и MDM4. 

Далее последовало биоинформационное предсказание и экспериментальная 

проверка нацеленности mir-129 на м-РНК MDM2 и MDM4, а также наличия  

р53-чувствительного элемента в промоторной области генов MIR-129-1/2. 

Поскольку MDM2 и MDM4 являются негативными регуляторами уровня белка 

р53, было предположено существование регуляторной петли, состоящей из р53, 

mir-129 и MDM2/4, которая может модулировать пролиферацию и апоптоз 

в клетках [307]. 

Ключевая последовательность mir-129 может одновременно регулировать 

несколько м-РНК с разными функциями [184]. Частичная или полная 

комплементарность приводит к репрессии трансляции и деградации мишени 

соответственно. Именно поэтому считается, что mir-129 может играть двойную 
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роль в онкогенезе, но при большинстве злокачественных новообразований данная 

микроРНК считается супрессором опухолевого роста [160, 162, 200, 296]. 

Большое значение данные микроРНК имеют в регуляции пролиферации, 

апоптоза, адгезии, миграции и инвазии клеток, а также множественной 

лекарственной резистентности опухолей [195]. Так, показано, что повышение 

экспрессии mir-129 в культуре клеток аденокарциномы легкого приводит 

к остановке клеточного цикла с последующей гибелью клеток [199]. 

Мишенями mir-129 являются м-РНК ряда онкогенов, наиболее изученными 

из которых являются CDK6, PDGFRA, FOXP1, HMGB1 и транскрипционные 

факторы стволовых (в том числе, гемопоэтических) клеток SOX4, EIF2C3 

и CAMTA1 [183, 196, 198]. Так, CDK6 в сотрудничестве с циклином D1 приводит 

к переходу клеточного цикла из фазы G1 в S-фазу. SOX4 (транскрипционный 

фактор B-клеток) регулирует ряд генов, в том числе и генов микроРНК, 

ответственных за пролиферацию, выживаемость и ингибирование апоптоза 

в опухолях, а PDGFRA, HMGB1 и FOXP1 важны для мезенхимально-

эндотелиального перехода – важного этапа метастазирования опухолей [131, 318]. 

Недавно было описано, что мишенями mir-129 являются ко-активаторы 

транскрипционных факторов TEAD семейства YAP и TAZ, которые необходимы 

для транскрипции ряда онкогенов, в том числе C-MYC [278]. 

Первые сообщения о сниженной экспрессии mir-129 при опухолях 

(медуллобластоме, недифференцированном раке желудка, колоректальной 

карциноме и аденокарциноме легких) появились в начале 2000-х годов [192]. 

Тогда же было показано, что подавление экспрессии микроРНК семейства mir-129 

может происходить путем эпигенетических механизмов, а именно метилирования 

MIR-129-2 [79, 135, 136, 248]. CpG островки присутствуют в непосредственной 

близости от промотора именно данного гена, но не гена MIR-129-1 [61]. 

Последний располагается в области расположения одного из ломких сайтов  

7-й хромосомы и часто утрачивается при опухолях. В экспериментах на культурах 

клеток карцином толстого кишечника и молочной железы применение  

5-азацитидина приводило к восстановлению экспрессии mir-129 и замедлению 
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роста клеток опухолей, что является еще одним показателем онкосупрессорной 

функции данного семейства микроРНК и важности эпигенетической регуляции 

его транскрипции [71]. 

Koens L. et al. сообщали о том, что экспрессия mir-129 снижена при ДВККЛ 

leg-type. При этом особо выраженное ее снижение наблюдалось при подтипе 

опухоли из активированных В-клеток в сравнении с подтипом из клеток 

зародышевого центра [181]. 

При гемобластозах низкая экспрессия miR-129, так же, как и при солидных 

новообразованиях, часто связана с метилированием MIR-129-2, что является более 

характерным для лимфоидных, но не миелоидных опухолей [92]. В нормальных 

гемопоэтических клетках метилирование гена MIR-129-2 не описано [288]. 

Эпигенетическая инактивация MIR-129-2 изучалась на клеточных линиях 

множественной миеломы (ММ) и неходжкинских лимфом, а также в клетках 

от пациентов с острыми и хроническими лейкозами, лимфомами 

и моноклональными гаммапатиями. Все пять клеточных линий лимфом и семь 

из восьми клеточных линий ММ имели метилированный ген. В первичных 

опухолевых образцах метилирование MIR-129-2 отсутствовало при остром 

миелоидном лейкозе (ОМЛ) и хроническом миелолейкозе (ХМЛ), 

но обнаруживалось в 38,0–45,9 % случаев хронического лимфолейкоза (ХЛЛ), 

49,5 % случаев множественной миеломы и 59,1 % случаев неходжкинских 

лимфом (НХЛ). Частота выявления метилирования гена была сравнима при 

опухолях B-, T- и NK-клеточного происхождения. Предполагается, что 

метилирование MIR-129-2 является важным событием, связанным 

с трансформацией моноклональной гаммапатии неясного генеза 

в симптоматическую множественную миелому [52]. 

При этом метилирование MIR-129-2 было связано с метилированием гена 

MIR-203, а обработка клеточных линий лимфомы зоны мантии 

деметилирующими агентами приводила к восстановлению уровня зрелой 

микроРНК, а также ингибировала клеточную пролиферацию и усиливала гибель 

клеток [107, 288].  
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Резюме 

 

Диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома представляет собой 

агрессивное новообразование, состоящее из В-клеток среднего или крупного 

размера с диффузным характером роста и различными профилями экспрессии 

генов. В настоящее время появились данные, свидетельствующие, что данная 

нозологическая единица охватывает группу лимфоидных новообразований 

с различными биологическими и клиническими характеристиками.  

Несколько клинических исследований III фазы, проведенные за последние два 

десятилетия, установили, что режим R-CHOP в качестве стандартной терапии 

ДВККЛ способен излечить лишь 50–70 % пациентов. Остальные больные либо 

не отвечают на подобную терапию, либо имеют рецидив заболевания. И только 10 % 

пациентов с рефрактерным или рецидивирующим течением лимфомы можно 

излечить с применением высокодозного лечения и последующей трансплантацией 

аутологичных стволовых гемопоэтических клеток, в то время как остальные 90 % 

будут иметь неблагоприятный исход заболевания, что свидетельствует о серьезной 

неудовлетворенности эффективностью имеющихся терапевтических подходов [168]. 

Для выявления пациентов, которые с высокой долей вероятности не получат 

стойкой и продолжительной ремиссии при применении R-CHOP, и разработки 

альтернативных путей таргетной терапии ДВККЛ требуется глубокое понимание 

биологии данной опухоли. Важным направлением исследований ДВККЛ стало 

изучение экзома, транскриптома и протеома опухоли с целью идентификации 

биологически отличных и имеющих различные клинические исходы подтипов 

лимфомы. Изменение экспрессии генов является основным молекулярным 

механизмом, ответственным за развитие опухоли.  

Белок р53 функционирует как транскрипционный фактор. Нарушение его 

функции имеет важное значение в развитии различных типов опухолей у человека 

[172]. Нормальное функционирование р53 не только подавляет онкогенез, но и 

опосредует эффект противоопухолевых препаратов путем запуска апоптоза. При 

этом установлено, что до трети случаев ДВККЛ имеют аберрации ТР53, 
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ассоциированные с неблагоприятным прогнозом, распространенными формами 

опухоли и с ее устойчивостью к стандартной и противорецидивной терапии. В то 

же время при отсутствии мутаций в данном гене может наблюдаться 

резистентность ДВККЛ к лечению, опосредованная нижележащими 

и вышележащими ТР53-связанными механизмами.  

Реализация функциональных эффектов р53 во многом обеспечивается 

микроРНК семейства mir-34, miR-129 и miR-203, нарушение экспрессии которых 

имеет место при ДВККЛ. Общими мишенями для них является ряд проонкогенов, 

приведенных в таблице 2, в том числе: транскрипционные факторы BCL6  

и C-MYC, циклинкиназы, являющиеся позитивными регуляторами клеточного 

цикла в контрольной точке перехода G1/S фаз, антиапоптотические белки BCL2 

и MCL1, метилтрансферазы. Семейства mir-34, miR-129 и miR-203 участвуют 

в подавлении экспрессии генов на посттранскрипционном уровне путем 

связывания с 3-нетранслируемой последовательностью целевой м-РНК [219]. 

Участие микроРНК в лимфомогенезе подтверждено в моделях 

на трансгенных мышах. Аберрантная их экспрессия не только приводит 

к развитию лимфопролиферативных заболеваний, но и способствует увеличению 

темпов опухолевой прогрессии. Диффузная В-крупноклеточная лимфома имеет 

свой, отличный от нормальных клеток спектр экспрессии данных молекул [85]. 

Так, показана возможность разделения ДВККЛ на классификационные подгруппы 

герминального и негерминального происхождения на основе спектра экспрессии 

микроРНК [253]. 

 

Таблица 2 – Общие значимые для развития гемобластозов мишени  

р53-чувствительных онкосупрессорных микроРНК  

Мишень miR-34а miR-34в/с miR-203 miR-129 

C-MYC + + –– –– 

CDK4/6 + + –– + 

MDM2/4 –– –– –– + 

BCL2/MCL1 + + –– + 
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Продолжение таблицы 2 

Мишень miR-34а miR-34в/с miR-203 miR-129 

DNMT3A/B –– –– + –– 

K-RAS –– –– –– –– 

FOXP1 + –– –– –– 

NOTCH1/2 + + –– –– 

VEGFA + –– + –– 

STAT3 –– –– + –– 

SOX2/4/9 –– –– –– + 

Примечание: знаком «+» отмечены молекулярные мишени микроРНК. 

 

Показано снижение уровня микроРНК семейства miR-34, mir-129 и miR-203 

при широком круге злокачественных новообразований, в том числе системы 

крови. При этом молекулярные механизмы, лежащие в основе нарушения 

регуляции экспрессии онкосупрессорных микроРНК при злокачественных 

новообразованиях, были раскрыты относительно недавно. К ним относятся 

хромосомные делеции, метилирование геномных локусов и нарушения 

в первичной последовательности ДНК.  

По данным литературы в настоящее время статус метилирования 

промоторов генов MIR-34А, MIR-34В/С, MIR-129-2 и MIR-203 изучен лишь 

на небольших смешанных выборках окогематологических больных. При этом 

предполагается, что метилирование генов р53-чувствительных микроРНК может 

быть ткане- и/или опухоль-специфичным, что, безусловно, требует изучения 

метилирования данных генов при отдельных вариантах гемобластозов, в том 

числе ДВККЛ. 

На клеточных линиях лимфомы Ходжкина и неходжкинских лимфом была 

показана обратимость патологического метилирования промотора данных генов 

под действием обработки 5-Аза-2'-дезоксицитидином, что приводило 

к восстановлению экспрессии кодируемых ими микроРНК. В экспериментах же 

нормализация уровня микроРНК в клетках зачастую ингибировала клеточную 
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пролиферацию или индуцировала гибель опухолевых линий, что подтверждает 

данные об их онкосупрессорной роли при лимфоидных новообразованиях.  

В совокупности приведенные выше данные позволяют предположить, что 

метилирование генов MIR-34А, MIR-34В/С, MIR-129-2 и MIR-203, кодирующих 

микроРНК семейства mir-34, miR-129 и miR-203, может быть потенциально 

полезным молекулярным биомаркером как в диагностике, так и в прогнозе 

опухоли и разработке стратегии таргетной терапии лимфом.  
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ГЛАВА 2 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1 Описание больных группы исследования  

 

Для участия в диссертационном исследовании была отобрана группа, 

состоящая из 136 человек, находившихся на лечении в Городском 

гематологическом центре г. Новосибирска в период 2007–2022 гг. Всем 

пациентам на основании данных патоморфологического исследования 

и последующей иммуногистохимической окраски на базе лаборатории 

Регионального центра высоких медицинских технологий (г. Новосибирск) был 

верифицирован диагноз ДВККЛ. Полные клинические данные были доступны для 

73 человек. 

Работа носит характер ретроспективного исследования. Дизайн представлен 

на рисунке 2. 

В качестве критериев включения были приняты следующие параметры:  

- наличие информированного согласия на участие в исследовании;  

- возраст от 18 до 80 лет (включительно);  

- диагноз ДВККЛ, верифицированный в соответствии с действующими 

на момент диагностики критериями ВОЗ.  

Критериями исключения являлись:  

- отсутствие информированного согласия;  

- возраст до 18 лет. 

Исследование было одобрено на заседании локального этического комитета 

ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» 

Минздрава России (выписка из протокола № 129 от 30.11.2020) До включения 

в исследование все больные подписывали информированное добровольное 

согласие.  
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Рисунок 2 – Дизайн исследования 
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Средний возраст пациентов составил (54,3 ± 16,1) года (25–92 лет). 

Распределение по возрасту в обследуемой группе больных отображено на 

рисунке 3. Из графика следует, что диагноз ДВККЛ был выставлен в 54 / 73 

(73,9 %) случаев пациентам, возраст которых превышал 40 лет. 

 

 

 

Рисунок 3 – Возрастное распределение пациентов группы исследования 

 

Распределение больных по полу было следующим: 71 / 136 (52,2 %)  

– мужчины, 65 / 136 (47,8 %) – женщины. 

Иммуногистохимический подтип опухоли был определен у 54 пациентов 

с использованием алгоритма Ханса [12]. Из 54 образцов 35 имели non-GCB-like 

и 19 – GCB-like подтип. Отмечено увеличение частоты выявления метилирования 

гена MIR-34A в группе GCB-like подтипа, а именно 8 / 19 (42,1 %) в сравнении 

с группой подтипа ABC-like 6 / 35 (17,1 %, р = 0,047).  

Характеристика данных клинического обследования пациентов группы 

исследования приведена в таблице 3. Оценка факторов риска, согласно МПИ [7], 

показала, что 4 / 73 (5,5 %) обследованных относились к группе низкого, 24 / 73 

(32,9 %) – к группе низкого промежуточного, 29 / 73 (39,7 %) – к группе 

промежуточного высокого и 16 / 73 (21,9 %) – к группе высокого риска. 
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Большая часть пациентов на момент проведения обследования имели  

III/IV стадию заболевания – 68 / 73 (93,2 %), у 42 / 73(57,5 %) больных 

наблюдались симптомы опухолевой интоксикации.  

Более чем в половине случаев 48 / 73 (65,8 %), были зарегистрированы 

очаги экстранодальных опухолевых поражений, при этом наиболее частыми 

локализациями были легкие, плевра, кости скелета, мягкие ткани, а также 

поражение органов желудочно-кишечного тракта.  

Опухолевое поражение печени имели 5 / 73 (6,8 %). Спленомегалия 

оценивалась по площади косого среза селезенки (ПС) на основании 

ультразвукового исследования. Спленомегалия встречалась у 45 / 73 (61,6 %) 

пациентов, при этом она носила незначительный характер (ПС 21–40 см
2
) в 33 / 73 

(45,2 %), умеренный (ПС 41–60 см
2
) – в 9 / 73 (12,3 %), выраженный  

(с ПС > 60 см
2
) – в 3 / 73 (4,1 %) случаев. 

Общий соматический статус (ОСС) пациентов оценивался по шкале 

Восточной кооперативной онкологической группы Еastern Cooperative Oncology 

Group (ECOG) [7]. По данным этой шкалы пациенты с незначительными 

ограничениями активности или без них (0 или 1 балл) составляли 35 / 73 (47,9 %) 

обследованных; больные, активные более 50 % времени бодрствования, 

но периодически нуждающиеся в отдыхе (2 балла) – 14 / 73 (19,1 %); пациенты, 

проводящие в постели или в кресле более половины времени бодрствования,  

и не способные к самообслуживанию, прикованные к креслу или к постели  

(3 и 4 балла соответственно), составляли 21 / 73 (31,5 %) и 2 / 73 (2,7 %). 

При оценке тяжести состояния больных, кроме течения самого опухолевого 

процесса, учитывалось наличие сопутствующих заболеваний. Коморбидный фон 

складывался из заболеваний сердечно-сосудистой системы (ишемическая болезнь 

сердца и гипертоническая болезнь) – 16 / 73 (20,8 %); органов пищеварения 

(язвенная болезнь желудка и двенадцатиперстной кишки, хронический 

панкреатит) – 10 / 73 (12,4 %); эндокринологических патологий и заболеваний 

почек по 3 / 73 (4,1 %) соответственно (Таблица 3). Злокачественные 
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новообразования в анамнезе, не относящееся к гематологическому профилю, 

встречались у 1 / 73 больных (1,3 %). 

Больные получали в качестве лечения первой линии от 6 до 8 курсов 

иммунохимиотерапии по схеме R-СНОР. 

 

Таблица 3 – Клиническая характеристика пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой группы обследования 

Показатель 
Абсолютное 

количество пациентов 
Частота, % 

Прогностические 

группы по шкале 

МПИ 

Низкий риск 4 5,5 

Промежуточный низкий риск 24 32,9 

Промежуточный 

высокий риск 
29 39,7 

Высокий риск 16 21,9 

В-симптомы 

Выявлены 42 57,5 

Не выявлены 31 42,5 

Ночная профузная потливость 27 36,9 

Подъем температуры тела выше 

38 °С 
22 30,1 

Потеря массы тела 27 36,9 

Стадия 

заболевания 

I 1 1,3 

II 4 5,5 

III 11 15,1 

IV 57 78,1 

Экстранодальные очаги 48 65,8 

Локализация 

экстранодального 

поражения 

Яичники 1 1,3 

Кости скелета 9 12,3 

Легкие и плевра 8 10,9 

Мягкие ткани 7 9,5 

Желудок 8 10,9 
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Продолжение таблицы 3 

Показатель 
Абсолютное 

количество пациентов 
Частота, % 

Локализация 

экстранодального 

поражения 

ЦНС 6 8,2 

Почки 2 2,6 

Поджелудочная железа 3 4,1 

Молочные железы 1 1,3 

Сальник 2 2,6 

Надпочечники 1 1,3 

Поражение печени 5 6,8 

Увеличение 

селезенки 

Всего 45 61,6 

S < 40 см
2
 33 45,2 

S 40–60 см
2
 9 12,3 

S > 60 см
2
 3 4,1 

Поражение костного мозга 65 32,2 

Общесоматический 

статус по шкале 

ECOG 

0-1 балл 34 46,5 

2 балла 14 19,1 

3 балла 23 31,5 

4 балла 2 2,7 

Тяжелая сопутствующая соматическая патология 70 34,7 

Коморбидные 

состояния 

Сердечно-сосудистый профиль 

(гипертоническая болезнь, 

ишемическая болезнь сердца) 

16 21,9 

Органов пищеварения (язвенная 

болезнь двенадцатиперстной 

кишки и желудка, панкреатит) 

10 13,7 

Желчевыводящих органов 1 1,3 

Органов мочевыделения 3 4,1 

Органов внутренней секреции 3 4,1 

Аутоиммунный тиреоидит 2 2,7 
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2.2 Методы клинического, лабораторного и инструментального 

обследования 

 

Согласно Российским клиническим рекомендациям, обследование 

пациентов, включенных в группу исследования, включало сбор жалоб и анамнеза. 

Всем больным был проведен объективный осмотр, лабораторные методы 

обследования: общий и биохимический анализ крови (общий белок, АЛТ, АСТ, 

ЛДГ, фибриноген (ФГ), щелочная фосфатаза (ЩФ), протромбиновый индекс 

(ПТИ), тимоловая проба (ТП), уровень С-реактивного белка (СРБ), общий анализ 

мочи. 

Всем больным проводилось рентгенологическое исследование 

(компьютерная томография брюшной и грудной полости, органов малого таза, 

забрюшинного пространства), ультразвуковое исследование органов брюшной 

полости, а также стернальная пункция и исследование пунктата костного мозга 

с дифференцированным подсчетом миелограммы, гистологическое исследование 

трепанобиоптата [13]. 

По данным общего анализа крови у пациентов из группы исследования 

были обнаружены следующие изменения (Таблица 4): медиана (Ме) содержания 

гемоглобина (Hb) составила 131 г/л, 25 квадриль (Q25) – 111 г/л, 75 квадриль  

– (Q75) 142 г/л. Диагноз анемии был установлен у 18 / 73 (24,6 %) больных. При 

этом наблюдалось следующее распределение по степени тяжести анемии: при 

легкой степени (Hb = 110–90 г/л) Ме содержания гемоглобина (Hb) 104 г/л,  

Q25 – 101,3 г/л, Q75 – 108,8 г/л у 12 / 73 (16,4 %) больных; при средней степени 

(Hb = 89–70 г/л) Ме содержания гемоглобина (Hb) 81 г/л, Q25 – 81 г/л,  

Q75 – 84 г/л у 4 / 73 (5,5%) больных; при тяжелой степени (Hb = менее 70 г/л) Ме 

содержания гемоглобина (Hb) 62 г/л, Q25 – 62 г/л, Q75 – 62 г/л у 2 / 73 (2,7%) 

пациентов. Все анемии носили норохромный характер. 

Средний уровень тромбоцитов (Тр) в группе больных составил Ме 

246 × 10
9
/л, Q25 – 174 × 10

9
/л, Q75 – 325 × 10

9
/л. Тромбоцитоз (повышение 

количества Тр более 450 × 10
9
/л) с медианой уровня Тр 610 × 10

9
/л,  
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Q25 – 521 × 10
9
/л, Q75 – 751 × 10

9
/л имели 11 / 73 (15,1 %) пациентов, 

тромбоцитопению (снижение уровня Тр менее 100 × 10
9
/л) выявили у 8 / 73 

(10,1%) больных, Ме у этой категории пациентов составила 81 × 10
9
/л,  

Q25 – 47 × 10
9
/л, Q75 – 95 × 10

9
/л. 

Медиана уровня лейкоцитов (L) у исследованных пациентов составила 

6 × 10
9
/л, Q25 – 4,4 × 10

9
/л, Q75 – 9,6 × 10

9
/л. Лейкопения (количество L менее 

4 × 10
9
/л) Ме лейкоцитов 3,3 × 10

9
/л, Q25 – 2,6 × 10

9
/л, Q75 – 3,7 × 10

9
/л 

определялась у 11 / 73 (15,1 %) пациентов, а лейкоцитоз (количество  

L 9–30 × 10
9
/л) Ме количества лейкоцитов 10,1 × 10

9
/л , Q25 – 9,5 × 10

9
/л,  

Q75 – 13,2 × 10
9
/л – у 25 / 73 (34,2 %) больных. 

Медиана содержания лимфоцитов в периферической крови составила 18 %, 

Q25 – 8 %, Q75 – 25 %. 

В целом по группе больные ДВККЛ имели медиану значения СОЭ 24 мм/ч, 

Q25 – 15 мм/ч, Q75 – 37 мм/ч, при этом у большинства – 56 / 73 (76,7 %)  

– больных в группе обследования отмечалось повышение СОЭ. 

Помимо ОАК были проанализированы острофазовые показатели 

биохимического анализа крови (Таблица 5). У большинства пациентов из группы 

исследования было выявлено повышение уровня фибриногена (Ме – 4 г/л,  

Q25 – 3 г/л, Q75 – 6,2 г/л), СРБ (Ме – 6 г/л, Q25 – 3 г/л, Q75 – 12 г/л) и ЛДГ  

(Ме – 534 МЕ/л, Q25 – 335 МЕ/л, Q75 – 783,5 МЕ/л) по сравнению 

с референсными значениями. Повышение уровня фибриногена было обнаружено 

меньше чем в половине случаев 33 / 73 (45,2 %). Повышенное содержание ЛДГ 

более 450 МЕ/л отмечалось у 42 / 73 (57,3 %), СБР – у 46 / 73 (63,0 %)  

и ЩФ – у 48 / 73 (65,8 %) больных. 

Относительно высокая частота выявления в группе исследования 

ускоренной СОЭ и повышение острофазовых показателей по данным 

биохимического анализа крови может свидетельствовать о высокой 

пролиферативной активности и распространенности опухолевого поражения 

у больных ДВККЛ. При этом низкая частота выявления анемии тяжелой степени 
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тяжести и выраженной тромбоцитопении может объясняться низкой частотой 

лейкемизации ДВККЛ. 

 

Таблица 4 – Данные общего анализа крови у пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой группы обследования до начала терапии 

Показатель гемограммы Медиана Q25 Q75 
Абсолютное 

значение 

Гемоглобин, г/л 131 111 142 73 

Анемия легкой степени 

(Hb = 110–90 г/л) 
104 101,3 108,8 12 

Анемия средней степени 

(Hb = 89–70 г/л) 
81 81 84 4 

Анемия тяжелой степени 

(Hb = менее 70 г/л) 
62 62 62 2 

Тромбоциты, 10
9
/л 246 174 325 73 

Тромбоцитоз 

(Тр более 450 × 10
9
/л) 

610 521 751 11 

Тромбоцитопения 

(Тр менее 100 × 10
9
/л) 

81 47 95 8 

СОЭ, мм/час 24 15 37 73 

Повышение СОЭ 

(более 15 мм/ч) 
30 20 43 56 

Лейкоциты, 10
9
/л 6 4,4 9,6 73 

Лейкопения 

(L менее 4 × 10
9
/л) 

3,3 2,6 3,7 11 

Лейкоцитоз 

(L = (9–30) × 10
9
/л) 

10,1 9,5 13,2 25 

Лимфоциты,  % 18 8 25 73 
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Таблица 5 – Результаты биохимического анализа крови пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой группы обследования 

Показатель Медиана Q25 Q75 
Абсолютное 

значение 

Фибриноген, г/л 4 3 6,2 73 

Гиперфибриногенемия  

(более 4 г/л) 
6,6 4,6 9,7 33 

С-реактивный белок 

(СРБ), г/л 
6 3 12 73 

Повышение уровня СРБ 

(более 4 г/л) 
12 8 34 46 

Лактатдегидрогеназа (ЛДГ), 

МЕ/л 
534 335 783,5 73 

Повышение уровня ЛДГ 

(более 450 МЕ/л) 
740 606 1083 42 

Щелочная фосфатаза (ЩФ), 

ЕД/л 
192 152 331 73 

Повышение уровня ЩФ 

(более 270 ЕД/л) 
418 317 997 22 

 

2.3 Специальные методы исследования 

 

Весь объем работ по генотипированию был проведен на базе лаборатории 

молекулярно-генетических исследований терапевтических заболеваний НИИ 

терапии и профилактической медицины – филиала ИЦиГ СО РАН (заведующий 

лабораторией – д-р мед. наук, профессор В. Н. Максимов). 

 

2.3.1 Подготовка образцов ДНК для исследования 

 

Для работы отбирались блоки с диагностическим биоматериалом  

– фиксированными формалином и парафинизированными биоптатами опухолевой 

ткани пациентов с ДВККЛ (n = 136). Для оценки специфичности выявляемого 
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метилирования при опухолевом процессе использовалась ДНК из блоков 

фиксированных формалином и парафинизированных биоптатов реактивных 

лимфоузлов с явлениями поликлональной В-клеточной пролиферации (n = 11). 

С блоков было взято 3–4 среза толщиной 10–12 мкм. Содержание 

опухолевых лимфоцитов в образце превышало 50 %. Для выделения ДНК 

применялся фенол-хлороформный метод с гуанидином [58]. 

Для очистки от парафина срезы были помещены в термостат. Для лизиса 

клеток проводилась обработка 600 мкл 5 М гуанидина в термостате в течение 

12 часов. На 100 мл 5 М гуанидина приходилось: 50,2 г гуанидина; 5 мл 5 М NaCl; 

5 мл 0,5 М ЭДТА; 2,5 мл 20 % SDS с доведением до полного объема 0,1 М  

трис-HCl.  

На следующий день проводилась обработка фенол-хлороформом для 

экстракции и осаждения ДНК. В эппендорф с пробой добавляли смесь из 600 мкл 

фенола в соотношении 1 : 1 с хлороформом с дальнейшим встряхиванием 

и центрифугированием. После разделения фаз в чистую пробирку отбиралась 

верхняя фаза для повторной обработки фенол-хлороформом и 5 М NaCl. 

Осаждение ДНК проходило при минус 40° С, проводили центрифугирование 

на максимальных оборотах, двукратную промывку спиртом и подсушивание ДНК 

до полного испарения примесей. Осадки растворяли в би-дистиллированной воде 

(объем воды колебался от 30 до 50 мкл в зависимости от объема полученной 

ДНК). Дальнейшее хранение до выполнения методик проходило при минус 20° С. 

Оценка концентрации и чистоты выделенных нуклеиновых кислот путем 

определения отношения спектрофотометрического поглощения образца при длинах 

волн 260 и 280 нм (А260/А280) выполнялась на аппарате Epoch («BioTek», США). 

 

2.3.2 Бисульфитная конверсия образцов ДНК 

 

Бисульфитная конверсия 500 нг каждого из образцов ДНК проводилась 

с применением наборов EZ DNA Methylation Кit, в соответствии с протоколом 

производителя («Zymo research», США), и элюции бидистиллированной водой 
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в конечном объеме 20 мкл. В качестве отрицательного и положительного 

контроля и контроля полноты конверсии применялся набор контрольных ДНК 

Human Methylated and Unmethylated DNA Control Kit («Zymo research», США).  

 

2.3.3 Оценка статуса метилирования генов семейства MIR-34 

 

Анализ метилирования генов MIR-34А и MIR-34B/C проводился методом 

метил-чувствительного анализа кривых плавления с высоким разрешением 

(Methylation-Sensitive High-Resolution-Melting – MS-HRM) на аппаратах 

StepOnePlus («Applied Biosystems», США) в двух повторах. Статус метилирования 

определяли по профилю плавления каждого образца (Рисунок 4). 

Метод основан на постепенном повышении температуры в образце после 

этапа амплификации, в ходе которого происходит разрушение комплементарных 

водородных связей между цепочками наработанного фрагмента и их диссоциация. 

Процесс плавления регистрируют при помощи специальных интеркалирующих 

красителей.  

По разнице во флуоресценции можно различить даже однонуклеотидные 

различия в образцах. При этом метод MS-HRM не дает сведений о локализации 

метилированных CpG-динуклеотидов (не изменившихся в процессе обработки 

бисульфитом натрия), однако предоставляет точную информацию об их 

количестве на амплифицированном участке [217]. 
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Рисунок 4 – Метил-чувствительный анализ кривых плавления с высоким 

разрешением (MS-HRM) для выявления метилирования ДНК:  

UM – неметилированная последовательность, M – метилированная 

последовательность, Tm – температура плавления 

 

Последовательности праймеров указаны в таблице 6. Они фланкировали 

CpG-динуклеотиды и были комплементарны как неметилированной, так и 

метилированной последовательности. Для MIR-34A амплифицированный регион 

перекрывался с мотивом связывания p53 и включал 14 CpG-динуклеотидов, 

локализованных в сайте инициации транскрипции. Для MIR-34B/C 

амплифицированная область включала 10 сайтов 5’-конца CpG-островка, 

расположенного в промоторе гена. 
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Таблица 6 – Последовательности праймеров и длина продукта реакции 

Метод Ген Последовательность праймеров 
Tm 

(◦C) 

Длина 

продукта 

MS-HRM 

MIR-34A 
F 5

/
-tttttttttaggtggaggagatgt-3

/
 

64 155 
R 5

/
-ccaaacaaacccaaacaaaac-3

/
 

MIR-34B/C 
F 5

/
-ttgttattaaaataaggtatagtatta-3

/
 

56 99 
R 5

/
-cgcttctcaaacatcttctct-3

/
 

MS-PCR 

MIR-203 

MF 5
/
-gagtattttcggtttagacgagac-3

/
 

MR 5
/
-ccttttatacgacgcaaccg-3

/
 

60 287 
UMF 5

/
-tttgagtatttttggtttagatgagat-3

/
 

UMR 5
/
-aacaccttttatacaacacaacca-3

/
 

MIR-129-2 

MF 5
/
-gagttgggggatcgcggac-3

/
 

MR 5
/
-atataccgacttcttcgattcgccg-3

/
 

62 189 

UMF 5
/
-gagttgggggattgtggat-3

/
 

UMR 5
/
-aatataccaacttcttcaattcacca-3

/
 

60 188 

Примечание: MS-HRM – метил-чувствительный анализ кривых плавления с высоким 

разрешением, MS-PCR – метил-специфическая ПЦР, UM – неметилированная 

последовательность, M – метилированная последовательность, Tm – температура плавления,  

F – прямой праймер, R – обратный праймер. 

 

Для MIR-34A каждую реакцию проводили в конечном объеме 20 мкл, 

содержащем БиоМастер HS-qPCR Hi-ROX SYBR (2×) (Биолабмикс, Россия), 

3 мМ MgCl2, 500 нМ каждого праймера и 10 нг модифицированной бисульфитом 

натрия ДНК. Протокол проведения MS-HRM-анализа был следующим: 1 цикл 

95º C в течение 10 минут; 40 циклов 95º C – 15 секунд, 64º C – 20 секунд и 72º C  

– 15 секунд, далее 65º C в течение 1 минуты с последующей фазой плавления 

от 65º C до 95º C с повышением температуры на 0,02º C/сек. 

Для MIR-34B/C каждую реакцию проводили в конечном объеме 20 мкл, 

содержащем БиоМастер HS-qPCR Hi-ROX SYBR (2×) (Биолабмикс, Россия), 

2 мМ MgCl2, 300 нМ каждого праймера и 5 нг модифицированной бисульфитом 

натрия ДНК. Протокол проведения MS-HRM-анализа был следующим: 1 цикл 

95º C в течение 10 минут; 35 циклов 95º C – 35 секунд, 56º C – 20 секунд  
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и 72º C – 15 секунд; далее 65º C в течение 1 минуты с последующей фазой 

плавления от 65º C до 95º C с повышением температуры на 0,02º C/сек. 

 

2.3.4 Оценка статуса метилирования генов MIR-203 и MIR-129-2 

 

Для определения статуса метилирования генов MIR-203 и MIR-129-2 

выполнялась МС-ПЦР в двух пробирках: с комплементарными 

к метилированному и неметилированному аллелю праймерами (Таблица 6).  

В состав реакционной смеси (объемом 25 мкл) для MIR-203 входили:  

ПЦР-микс (2,5×) («Синтол», Россия); MgCl2 10 мМ 3,0 мкл, смесь 

деоксинуклеотидтрифосфатов 10 мМ 0,5 мкл, 1 ЕА SynTaq  

ДНК-полимеразы («Синтол», Россия); 1 мкл каждого 10 мМ праймера и 10 нг 

модифицированной бисульфитом натрия ДНК. 

Протокол амплификации был следующим: 1 цикл 95º C в течение 5 минут; 

35 циклов 95º C – 30 секунд, 60º C – 30 секунд и 72º C – 30 секунд; далее этап 

постэлонгации 72º C в течение 5 минут. 

Ожидаемый размер ампликона – 287 п. н. оценивали путем электрофореза 

в 5 % полиакриламином геле, на который было нанесено по 7 мкл каждого 

образца, применялся маркер молекулярной массы 100 п. н. (в объеме 3,0 мкл). 

Результаты распределения бэндов на электрофореграмме приведены на рисунке 5. 
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Рисунок 5 – Результаты метил-специфической ПЦР для определения статуса 

метилирования гена MIR-203 (электрофорез в 5 % полиакриламидном геле,  

М – ПЦР с праймерами, специфичными к метилированному аллелю, UМ – ПЦР с 

праймерами, специфичными к неметилированному аллелю): К Met – контрольная 

метилированная ДНК, K UM – контрольная неметилированная ДНК, K отриц – 

отрицательный контроль, S1-S6 – образцы пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой, МW – маркер молекулярной массы 100 п. н. 

 

Для MIR-129-2 в состав реакционной смеси (объемом 25 мкл) входили:  

ПЦР-микс (2,5×) (Синтол, Россия); MgCl2 10 мM 3,5 мкл, смесь 

деоксинуклеотидтрифосфатов 10 мM 0,5 мкл, 1 ЕА SynTaq ДНК-полимеразы 

(Синтол, Россия); 1,5 мкл каждого 10 мM праймера и 8 нг модифицированной 

бисульфитом натрия ДНК. 

Протокол амплификации был следующим: 1 цикл 95 ºC в течение 5 минут; 

35 циклов 95 °C – 30 секунд, Т °C отжига праймеров – 30 секунд и 72 °C  

– 20 секунд; далее этап постэлонгации 72 °C в течение 5 минут. Т°C отжига 

праймеров на неметилированную последовательность составляла 60 °C, 

на метилированную – 62°C, а ожидаемые размеры ампликона – 188 и 189 п. н. 

соответственно. 

Далее выполнялся электрофорез продуктов ПЦР в 5 %-м полиакриламинном 

геле, на который наносили по 7 мкл каждого образца, применялся маркер 
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молекулярной массы 100 п. н. (объемом 3,0 мкл). Результаты распределения 

бэндов на электрофореграмме приведены на рисунке 6. 

 

 

 

Рисунок 6 – Результаты метил-специфической ПЦР для определения статуса 

метилирования гена MIR-129-2 (электрофорез в 5 % полиакриламидном геле,  

М – ПЦР с праймерами, специфичными к метилированному аллелю, UМ – ПЦР с 

праймерами, специфичными к неметилированному аллелю): К Met – контрольная 

метилированная ДНК, K UM – контрольная неметилированная ДНК, K отриц  

– отрицательный контроль, S1-S6 – образцы пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой, М – маркер молекулярной массы 100 п. н. 

 

2.3.5 Оценка полноты бисульфитной конверсии 

 

Полноту конверсии неметилированных цитозинов проверяли методом 

бисульфитного секвенирования (Рисунки 7, 8 и 9). Для этого ампликоны, 

полученные в результате ПЦР с контролями полностью метилированной 

и неметилированной ДНК подвергали очистке от солей, остаточных праймеров 

и дезоксинуклеотидтрифосфатов с помощью микроколонок с SephadexТМ G-50 

medium (США). 

Прямое секвенирование образцов было проведено с использованием 

наборов BigDye® Terminator v1.3 (Applied Biosystems, США) методом 

капиллярного электрофореза на аппарате Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied 
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Biosystems, США). Использовали полимер POP-7 (Applied Biosystems, США). 

Анализ результатов секвенирования и выравнивание фрагментов осуществляли 

с применением программы Chromas. 

 

 

 

Рисунок 7 – Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка 

гена MIR-34A: А – метилированная ДНК, Б – неметилированная ДНК,  

Met – цитозин в метилированном состоянии, UMet – тимин на месте цитозина 

в неметилированном состоянии, красной рамкой выделены CpG-динуклеотиды 

 

 

 

Рисунок 8 – Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка 

гена MIR-129-2: А – метилированная ДНК, Б – неметилированная ДНК,  

Met – цитозин в метилированном состоянии, UMet – тимин на месте цитозина 

в неметилированном состоянии, красной рамкой выделены CpG-динуклеотиды 
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Рисунок 9 – Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка 

гена MIR-203: А – метилированная ДНК, Б – неметилированная ДНК,  

Met – цитозин в метилированном состоянии, UMet – тимин на месте цитозина 

в неметилированном состоянии, красной рамкой выделены CpG-динуклеотиды 

 

2.3.6 Оценка аберраций в гене ТР53 

 

В опухолевых образцах описанным ранее методом полимеразной цепной 

реакции с полиморфизмом длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ) 

с использованием эндонуклеазы рестрикции HindIII проводилась оценка 

rs78378222, приводящего к разрушению сигнала полиаденилирования гена ТР53 

[271]. На рисунке 10 представлены результаты генотипирования.  

Методом прямого секвенирования по Сэнгеру была определена 

нуклеотидная последовательность гена ТР53 (экзоны 5–10) в соответствии с IARC 

protocol [60]. 

Анализ был осуществлен методом капиллярного электрофореза на аппарате 

Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) с применением набора 

BigDye® Terminator v1.3 и полимера POP-7. Для этого полученные ампликоны 

были очищены от солей, остаточных праймеров и дезоксинуклеозидтрифосфатов 

с использованием микроколонок с Sephadex G-50. Результаты секвенирования 

были проанализированы с применением программ SeqScape и Chromas. 

В качестве референсной была принята последовательность гена ТР53 NG_017013. 
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Рисунок 10 – Результаты полимеразной цепной реакции с полиморфизмом длин 

рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ) rs78378222 гена TP53:  

1 – (106 + 84) п.н. (генотип A/С); 2 – 84 п. н. (генотип А/A); М – маркер 

с молекулярной массой 100 п. н. 

 

Анализ биологической значимости выявленных мутаций был выполнен на 

основании результатов, полученных при использовании баз данных 

и инструментов IARC TP53 mutation Database, The TP53 UMD mutation database in 

human cancer и Human Gene Mutation Database [147]. Дополнительно 

производился биоинформационный анализ миссенс-мутаций с применением 

предикторных программ (SIFT, PolyPhen2, LRT, MutationAssessor) [31]. 

 

2.3.7 Статистическая обработка материала 

 

Статистический анализ проводился в SPSS 16.0 для Windows (SPSS Inc.). 

Любые различия считались статистически значимыми при p < 0,05. 

Для переменных, не подчиняющихся нормальному распределению, 

использованы значения медианы (Me), 25-го и 75-го процентиля (Q25, Q75) и тест 

Манна – Уитни.  
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Различия в частотах признаков оценивали с помощью расчета хи-квадрат 

Пирсона (χ
2
) или точного критерия Фишера (F-критерий). Проводился расчет 

отношения шансов (OШ) с 95 %-м доверительным интервалом (ДИ). 

Выживаемость больных оценивалась с использованием метода  

Каплана – Мейера и лог-рангового теста (Log-rank test). Общая выживаемость 

(ОВ) измерялась с даты постановки диагноза до даты последнего наблюдения или 

смерти.  

Количественный анализ сочетанного выявления метилирования изученных 

генов проводился путем вычисления Log2 отношения шансов (Log2 Odds Ratio) 

и точного критерия Фишера (p-value) с поправкой на множественность сравнений 

с помощью процедуры Бенджамини – Хохберга (q-value). 

Чувствительность определялась как вероятность того, что результат теста 

будет положительным при наличии заболевания, специфичность – как 

вероятность того, что результат теста будет отрицательным при отсутствии 

заболевания. 

С помощью онлайн-сервиса OncoPrinter [36] была получена картина 

сочетанного выявления изучаемых аберраций.  

Мутационный спектр гена ТР53 был визуализирован в формате графика 

«леденец на палочке» с помощью программы Lollipops [251].  
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ГЛАВА 3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

3.1 Частота метилирования генов микроРНК mir-34а, miR-34b/c,  

miR-129 и miR-203 в опухолевой ткани пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой 

 

Результаты определения статуса метилирования генов MIR-129-2 и MIR-203 

в опухолевой ткани больных ДВККЛ (n = 136) и контрольных образцах 

с реактивной поликлональной В-клеточной пролиферацией методом  

метил-специфической ПЦР представлены в таблице 7. Частота метилирования 

гена MIR-129-2 составила 89 / 136 (65,4 %) случаев, гена MIR-203 – 90 / 136 

(66,2 %).  

 

Таблица 7 – Частота метилирования генов микроРНК MIR-203, MIR-129-2,  

MIR-34A и MIR-34B/С в опухолевой ткани больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой и лимфоидной ткани пациентов с реактивными 

лимфаденопатиями 

Ген 
Статус 

метилирования 

Частота Абс. (%) 

p ДВККЛ 

(n = 136) 

реактивные 

лимфоузлы 

(n = 11) 

MIR-203 
М 90 (66,1) 0 (0) 

< 0,001 
НМ 46 (33,9) 11 (100,0) 

MIR-129-2 
М 89 (65,4) 0 (0) 

< 0,001 
НМ 47 (34,6) 11 (100,0) 

MIR-34A 
М 31 (22,8) 0 (0) 

0,075 
НМ 105 (77,2) 11 (100,0) 

MIR-34B/С 
М 75 (55,1) 0 (0) 

< 0,001 
НМ 61 (45,3) 11 (100,0) 

Примечание: М – метилированный, НМ – неметилированный. 
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Анализ метилирования генов семейства miR-34 проводился методом  

метил-чувствительного анализа кривых плавления с высоким разрешением, 

результаты которого приведены на рисунке 11. Частота метилирования генов 

MIR-34B/С и MIR-34A составила 75 / 136 (55,1 %) и 31 / 136 (22,8 %) 

соответственно, р < 0,001. 

В ходе проведения работ по анализу статуса метилирования генов MIR-203, 

MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B/С отрицательный контроль и реакции с ДНК 

из набора Human Methylated and Unmethylated DNA Control Kit (Zymo Research, 

США) показали соответствующие результаты. 

 

 

 

Рисунок 11 – Результаты анализа статуса метилирования генов MIR-34B/C (А) 

и MIR-34A (Б) методом метил-чувствительного анализа кривых плавления 

высокого разрешения: Tm – температура плавления, НM-аллель  

– неметилированный аллель, M-аллель – метилированный аллель 

 

В целях оценки опухоль-специфичности выявляемого метилирования было 

проанализировано 11 образцов лимфоузлов с реактивными изменениями, при 

этом ни в одном случае метилирование изучаемых генов не было обнаружено.  

Анализ метилирования всех 4-х генов позволял отличить опухолевые 

образцы лимфоузлов от реактивных в со специфичностью 100 % 

и чувствительностью 89 % (р < 0,001). 

 

А Б 
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3.2 Клиническое значение метилирования изучаемых генов микроРНК 

при диффузной В-крупноклеточной лимфоме 

 

3.2.1 Ассоциация метилирования генов семейства микроРНК miR-34 

с особенностями клинического течения заболевания у больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой 

 

На основании историй болезни и данных амбулаторных карт пациентов 

была проведена оценка ассоциации метилирования изучаемых генов с 

особенностями клинического течения заболевания. Результаты анализа 

представлены в таблице 8. 

 

Таблица 8 – Сравнение клинических характеристик пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой при условии наличия и отсутствия метилирования 

генов MIR-34А, MIR-34В/С  

Клинические 

характеристики 

Вся группа 

(n = 73) 

Абс. (%) 

MIR-34A 

Абс. (%) 

MIR-34B/C 

Абс. (%) 

M (n = 20) НМ (n = 53) М (n = 45) НМ (n = 28) 

Пол –– p = 0,100 p = 0,698 

M 36 (49,3) 13 (65,0) 23 (43,4) 23 (51,1) 13 (46,4) 

Ж 37 (50,7) 7 (35,0) 22 (56,6) 22 (48,9) 15 (53,6) 

Возраст (лет) –– p = 0,051 p = 0,241 

≤ 60 46 (63,0) 9 (45,0) 37 (69,8) 26 (57,8) 20 (71,4) 

> 60 27 (37,0) 11 (55,0) 16 (30,2) 19 (42,2) 8 (28,6) 

ОСС по шкале 

ECOG 
–– p = 0,758 p = 0,064 

≤ 1 35 (47,9) 9 (45,0) 26 (49,1) 26 (57,8) 9 (32,1) 

≥ 2 38 (52,1) 11 (55,0) 27 (50,9) 19 (42,2) 19 (67,9) 

Стадия –– p = 0,513 p = 0,068 

I 1 (1,3) 1 (5,0) 0 (0) 1 (2,2) 0 (0) 

II 4 (5,8) 1 (5,0) 3 (5,6) 4 (8,8) 0 (0) 

III 11 (15,1) 2 (10,0) 9 (16,9) 9 (20,0) 2 (7,1) 

IV 57 (77,8) 16 (80,0) 41 (77,5) 31 (69,0) 26 (92,9) 
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Продолжение таблицы 8 

Клинические 

характеристики 

Вся группа 

(n = 73) 

Абс. (%) 

MIR-34A 

Абс. (%) 

MIR-34B/C 

Абс. (%) 

M (n = 20) НМ (n = 53) М (n = 45) НМ (n = 28) 

Экстранодальное 

поражение 
–– p = 0,279 p = 0,509 

≥ 2 областей 14 (19,1) 5 (25,0) 9 (16,9) 9 (20,0) 5 (17,9) 

Поражение 

костного мозга 
–– p = 0,832 p = 0,785 

есть 17 (23,3) 5 (25,0) 12 (22,6) 10 (22,2) 7 (25,0) 

МПИ (баллов) –– p = 0,002 p = 0,667 

0–2 29 (39,7) 2 (10,0) 27 (53,6) 17 (37,8) 12 (42,9) 

3–5 44 (60,3) 18 (90,0) 26 (46,4) 28 (62,2) 16 (57,1) 

Примечание: M – метилированный, НМ – немeтилированный, ОСС – общий соматический 

статус, ECOG – Eastern Cooperative Oncology Group, МПИ – международный прогностический 

индекс, ЛДГ – лактатдегидрогеназа 

 

Полученные данные показали наличие значимой тенденции (р = 0,051) 

к большей частоте выявления метилирования MIR-34A у пациентов с ДВККЛ 

пожилого и старческого возраста. Так в подгруппе пациентов в возрасте 60 лет 

и старше метилирование было обнаружено в 2 раза чаще в сравнении с группой 

более молодых пациентов: 11 / 27 (40,7 %) против 9 / 46 (19,6 %).  

Также среди больных с метилированием MIR-34A высокую или 

промежуточную высокую группу риска, согласно Международному 

прогностическому индексу (МПИ), имели 90 % (18 / 20, р = 0,002), против 46,4 %, 

(26 / 53) в подгруппе больных без метилирования данного гена. 

Различия между подгруппами пациентов с метилированным 

и неметилированным геном MIR-34A по таким параметрам, как половая 

принадлежность (р = 0,100); стадия заболевания (р = 0,513); наличие двух и более 

участков экстранодального поражения (р = 0,279); частота поражения костного 

мозга (р = 0279); общесоматический статус по ECOG (р = 0,758) не выявлены.  

Распределение обследованных по полу и возрасту (р = 0,698 и р = 0,241 

соответственно), общесоматическому статусу (р = 0,064), распространенности 
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опухоли (р = 0,068), частоте множественных экстранодальных поражений 

и вовлечения костного мозга (р = 0,509 и р = 0,785, соответственно), группам 

риска по МПИ (р = 0,667) в подгруппах пациентов с метилированным 

и неметилированным статусом гена MIR-34В/С не различалось. 

 

3.2.2 Анализ ассоциации метилирования генов MIR-203 и MIR-129-2 

с особенностями клинического течения заболевания у больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой 

 

Результаты оценки ассоциации метилирования MIR-203 и MIR-129-2 с 

особенностями клинического течения заболевания у больных ДВККЛ 

представлены в таблице 9. 

 

Таблица 9 – Сравнение клинических характеристик пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой с метилированием и без метилирования генов 

MIR-203 и MIR-129-2 

Клинические 

характеристики 

MIR-203 Абс. (%) MIR-129-2 Абс. (%) 

M (n = 48) НМ (n = 25) М (n = 49) НМ (n = 24) 

Пол p = 0,101 p = 0,100 

M 27 (56,3) 9 (36,0) 23 (46,9) 13 (54,2) 

Ж 21 (43,7) 16 (64,0) 26 (53,1) 11 (45,8) 

Возраст (лет) p = 0,900 p = 0,950 

≤ 60 30 (62,5) 16 (64,0) 31 (63,3) 15 (62,5) 

> 60 18 (37,5) 9 (36,0) 18 (36,7) 9 (37,5) 

ОСС p = 0,617 p = 0,457 

≤ 1 22 (55,8) 13 (52,0) 22 (44,9) 13 (54,2) 

≥ 2 26 (44,2) 12 (48,0) 27 (55,1) 11 (45,8) 

Стадия 0,095 p = 0,105 

I 1 (2,0) 0 (0) 1(2,0) 0 (0) 

II 4 (8,3) 0 (0) 4 (8,2) 0 (0) 

III 9 (18,8) 2 (8,0) 8 (1,6) 3 (12,5) 

IV 34 (70,9) 23 (92,0) 36 (88,2) 21 (87,5) 
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Продолжение таблицы 9 

Клинические характеристики 
MIR-203 Абс. (%) MIR-129-2 Абс. (%) 

M (n = 48) НМ (n = 25) М (n = 49) НМ (n = 24) 

Экстранодальное поражение p = 0,898 p = 0,703 

≥ 2 областей 9 (18,8) 5 (20,0) 10 (20,4) 4 (16,7) 

Поражение костного мозга p = 0,492 p = 0,156 

есть 10 (20,8) 7 (28,0) 9 (18,4) 8 (33,3) 

МПИ (баллов) p = 0,639 p = 0,435 

0–2 20 (41,7) 9 (36,0) 21 (42,9) 8 (33,3) 

3–5 28 (58,3) 16 (64,0) 28 (57,1) 16 (66,7) 

Примечание: M – метилированный, НМ – немeтилированный, ОСС – общий 

соматический статус, МПИ – международный прогностический индекс,  

ЛДГ – лактатдегидрогеназа. 

 

Как видно, не было получено достоверных различий по половому (р = 0,101 

и р = 0,100), возрастному составу (р = 0,900; р = 0,950), соматической 

отягощенности (р = 0,617; р = 0,457), стадии заболевания (р = 0,095; р = 0,105), 

числу экстранодальных поражений (р = 0,509; р = 0,703), частоте вовлечения 

в опухолевый процесс костного мозга (р = 0,492; р = 0,156) и группам прогноза 

(р = 0,639; р = 0,435) согласно МПИ у больных ДВККЛ с метилированным 

и неметилированным статусом генов MIR-203 и MIR-129-2 соответственно. 

 

3.3 Ассоциация метилирования генов микроРНК mir-34а, miR-34b/c, 

miR-129 и miR-203 с данными лабораторно-инструментального обследования 

больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой 

 

3.3.1 Ассоциация метилирования изучаемых генов микроРНК 

c иммуногистохимическими характеристиками диффузной  

В-крупноклеточной лимфомы 

 

Из 54 образцов, для которых был определен иммуногистохимический 

вариант ДВККЛ, 35 были отнесены к GCB-like и 19 – к nonGCB-like подтипу. При 
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этом метилирование MIR-34А чаще выявлялось в подгруппе GCB-like: 8 / 19 

(42,1 %) против 6 / 35 (17,1 %, p = 0,046) в подгруппе nonGCB-like подтипа 

соответственно.  

Ассоциация метилирования генов микроРНК МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A 

и МIR-34B/С с пролиферативной активностью опухолевых клеток больных 

ДВККЛ была оценена в 81 образце. Показано, что в анализируемой выборке Ki-67 

экспрессировался в широком диапазоне значений от 8 до 100 %. 

В подгруппах больных с метилированным статусом генов МIR-203,  

МIR-129-2 и МIR-34B/С в сравнении с подгруппами без метилирования данных 

генов экспрессию Ki-67 45 % опухолевых клеток и более имели 71,6 % против 

42,9 % (р = 0,011), 70 % против 38,1 % (р = 0,013) и 72,5 % против 43,3 % 

(р = 0,010) образцов соответственно. 

При этом в случаях с сочетанным метилированием MIR-34B/C и MIR-203 

уровень экспрессии Ki-67 70 % опухолевых клеток и более встречался в 1,8 раза 

чаще, чем в случаях с отсутствием метилирования MIR-34B/C и MIR-203 (28,8 % 

против 15,8 %, р = 0,023 соответственно) (Таблица 10). 

Достоверной зависимости иммуногистохимического варианта ДВККЛ 

от статуса метилирования генов MIR-34В/С, MIR-203 и MIR-129-2, а также уровня 

экспрессии Ki-67 от статуса метилирования MIR-34А обнаружено не было 

(Таблица 10). 
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Таблица 10 – Иммуногистохимические показатели образцов диффузной В-крупноклеточной лимфомы в зависимости 

от статуса метилирования изучаемых генов микроРНК 

Параметры 

MIR-34B/C и 

MIR-203 
MIR-34A MIR-34B/C MIR-203 MIR-129-2 

M НМ M НМ M НМ M НМ M НМ 

ИГХ Ki67 p < 0,001 p = 0,783 p = 0,010 p = 0,011 p = 0,013 

≥ 45 % клеток 

Абс. ( %) 

32 / 54 

(59,3) 

6/38 

(15,8) 

16 / 25 

(64,0) 

34,56 

(60,7) 

37 / 51 

(72,5) 

13 / 30 

(43,3) 

38 / 53 

(71,6) 

12 / 28 

(42,9) 

42 / 60 

(70,0) 

8 / 21 

(38,1) 

ИГХ Ki67 р = 0,023 р = 0,111 р = 0,018 р = 0,183 р = 0,110 

≥ 70 % клеток 

Абс. (%) 

21 / 54 

(28,8) 

6 / 38 

(15,8) 

10 / 25 

(40,0) 

33 / 56 

(58,9) 

30 / 51 

(58,8) 

13 / 30 

(43,3) 

31 / 53 

(58,5) 

12 / 28 

(42,8) 

35 / 60 

(58,3) 

8 / 21 

(38,1) 

Подтип –– p = 0,046 p = 0,541 p = 0,851 p = 0,851 

Non-GCB-like 

Абс. (%) 
–– –– 

6 / 35 

(17,1) 

29 / 35 

(82,9) 

21 / 35 

(60) 

14 / 35 

(40,0) 

23 / 35 

(65,7) 

12 / 35 

(34,3) 

23 / 35 

(65,7) 

12 / 35 

(34,3) 

GCB-like 

Абс. (%) 
–– –– 

8 / 19 

(42,1) 

11 / 19 

(57,9) 

13 / 19 

(68,4) 

6 / 19 

(31,6) 

12 / 19 

(63,2) 

7 / 19 

(36,8) 

12 / 19 

(63,1) 

7 / 19 

(36,8) 
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3.3.2 Ассоциация метилирования изучаемых генов микроРНК c 

лабораторными параметрами больных диффузной В-крупноклеточной 

лимфомой 

 

При анализе острофазовых реакций была выявлена ассоциация увеличения 

уровня СРБ с метилированным статусом MIR-203. Так, у больных ДВККЛ 

с метилированием гена MIR-203 содержание в сыворотке крови СРБ, 

превышающие нормальный уровень, было обнаружено у 33 / 48 (68,7 %) против 

7 / 25 (28 %, p < 0,001) в подгруппе пациентов без метилирования. 

У пациентов ДВККЛ с метилированием гена MIR-34В/С чаще 

регистрировалось повышение СОЭ в сравнении с больными без метилирования 

данного гена: 36 / 45 (80 %) против 16 / 28 (57,1 %, p = 0,036) соответственно.  

В то же время отмечалась тенденция к более частому выявлению 

увеличения концентрации ЛДГ по данным биохимического анализа крови 

у больных с метилированием гена MIR-34А 75 % (15 / 20, р = 0,064) против 50,9 % 

(27 / 53) у пациентов без метилирования. 

По результатам лабораторных методов исследования у пациентов 

в подгруппе с метилированием MIR-34A, MIR-34В/С, MIR-203 и MIR-129-2 

не было выявлено значимых отличий в сравнении с группой без метилирования 

данного гена (Таблица 11) частоты регистрации анемии (p = 0,338, р = 0,346, 

p = 0,774, p = 0,441), тромбоцитопении (p = 0,458, p = 0,563, p = 0,094, p = 0,941), 

а также среднему уровню фибриногена (p = 0,220, p = 0,884, p = 0,488, p = 0,802), 

СРБ (p = 0,235, p = 0,541,) и щелочной фосфатазы (p = 0,350, p = 0,725, p = 0,331, 

p = 0,282) соответственно. 
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Таблица 11 – Сравнение лабораторных показателей у больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой с метилированием и без метилирования генов 

MIR-34А, MIR-34В/С 

Клинические характеристики 

MIR-34A 

Абс. (%) 

MIR-34B/C 

Абс. (%) 

M (n = 20) НМ (n = 53) М (n = 45) НМ (n = 28) 

Гемоглобин p = 0,338 p = 0,346 

< 120 г/л 8 (40) 15 (28,3) 16 (35,6) 7 (25) 

Тромбоциты p = 0,458 p = 0,563 

Тр < 100 ×10
9
/л 2 (10,0) 5 (9,4) 5 (11,1) 3 (10,7) 

СОЭ p = 0,111 p = 0,036 

> 15 мм/ч 17 (85,0) 35 (66,0) 36 (80,0) 16 (57,1) 

Фибриноген p = 0,220 p = 0,884 

> 4 г/л 6 (30,0) 9 (17,0) 9 (20,0) 6 (21,4) 

С-реактивный белок p = 0,235 p = 0,541 

> 4 г/л 9 (45,0) 16 (30,1) 17 (37,8) 8 (28,6) 

ЛДГ p = 0,064 p = 0,305 

> 450 Ед/л 15 (75,0) 27 (50,9) 28 (62,2) 14 (50,0) 

Щелочная фосфатаза p = 0,350 p = 0,725 

> 270 ЕД/л 13 (65,0) 28 (52,8) 26 (57,8) 15 (53,6) 

Примечание: M – метилированный, НМ – неметилированный, СОЭ – скорость 

оседания эритроцитов. 

 

Таблица 12 – Сравнение лабораторных показателей у больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой с метилированием и без метилирования генов 

MIR-203 и MIR-129-2 

Клинические 

характеристики 

MIR-203 

Абс. (%) 

MIR-129-2 

Абс. (%) 

M (n = 48) НМ (n = 25) М (n = 49) НМ (n = 24) 

Гемоглобин p = 0,774 p = 0,441 

< 120 г/л 15 (31,3) 7 (28,0) 14 (28,6) 9 (37,5) 

Тромбоциты p = 0,094 p = 0,941 

Тр < 100 × 10
9
/л 3 (6,3) 4 (16) 4 (8,2) 3 (12,5) 
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Продолжение таблицы 12 

Клинические 

характеристики 

MIR-203 

Абс. (%) 

MIR-129-2 

Абс. (%) 

M (n = 48) НМ (n = 25) М (n = 49) НМ (n = 24) 

СОЭ p = 0,525 p = 0,669 

> 15 мм/ч 36 (75,0) 17 (68,0) 37 (75,5) 17 (70,8) 

Фибриноген p = 0,488 p = 0,802 

> 4 г/л 37 (77,0) 21 (84,0) 40 (81,6) 19 (79,2) 

С-реактивный белок p < 0,001 p = 0,686 

> 4 г/л 33 (68,8) 7 (28,0) 33 (67,3) 15 (62,5) 

ЛДГ p = 0,202 p = 0,270 

> 450 Ед/л 23 (47,9) 19 (36,0) 26 (57,1) 16 (66,7) 

Щелочная фосфатаза p = 0,331 p = 0,282 

> 270 ЕД/л 23(47,9) 9 (36,0) 20 (40,8,0) 13 (54,2) 

Примечание: M – метилированный, НМ – неметилированный, СОЭ – скорость оседания 

эритроцитов. 

 

3.4 Прогностическое значение метилирования изучаемых генов 

микроРНК 

 

Выше была описана ассоциация метилирования генов MIR-34А 

с неблагоприятными группами прогноза по МПИ, а также метилирования генов 

MIR-34B/C, MIR-129-2 и MIR-203 с уровнем экспрессии Ki-67 более 45 % и 70 % 

опухолевых клеток больных ДВККЛ. Для каждой из ассоциаций производился 

расчёт ОШ с 95 %-м ДИ (Рисунок 12).  

Было показано, что у пациентов с метилированием MIR-34B/C, MIR-129-2 

и MIR-203 в сравнении с больными без метилирования данных генов вероятность 

выявления экспрессии Ki-67 45 % и более опухолевых клеток была  

в 2,8 (ОШ = 2,846, 95 %-й ДИ (1,339; 8,923); 5,3 (OШ = 5,250, 95 %-й ДИ (1,341; 

10,722) и 3,2 (OШ = 3,167, 95 %-й ДИ (1,296; 8,803) раза выше соответственно. 

В подгруппе больных с сочетанным метилированием MIR-34B/C и MIR-203 

вероятность выявления экспрессии Ki-67 45 % и более опухолевых клеток была 

выше, чем в подгруппе лиц без метилирования данных генов, в 5,3 раза 

(ОШ = 5,333, 95 %-й ДИ (2,777; 21,667), тогда как экспрессии Ki-67 70 % и более 
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опухолевых клеток – в 3,5 раза (ОШ = 3,500, 95 %-й ДИ (1,212; 9,501). 

В то же время вероятность попадания больных в группу 

промежуточного/высокого или высокого риска по МПИ была в 8,0 раз выше 

у пациентов с метилированием гена MIR-34A в сравнении с пациентами без 

такового (ОШ = 8,036, 95 %-й ДИ (1,693; 38,136). 

 

 

 

Рисунок 12 – Вероятность выявления у больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой экспрессии Ki67 45 % и более опухолевых клеток 

(А), Ki67 70 % и более опухолевых клеток (Б), и неблагоприятного прогноза по 

МПИ (В) в зависимости от статуса метилирования генов анализируемых микроРНК 

 

Далее была проанализирована ассоциация метилирования изучаемых генов 

микроРНК с частотой достижения ремиссии и показателями общей выживаемости 

больных ДВККЛ группы исследования (Таблица 13). 
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Таблица 13 – Результаты анализа эффективности терапии в группе больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой 

Параметры 
МПИ, баллы MIR-34A MIR-34B/C MIR-203 MIR-129-2 

0–2 3–5 р M НМ р M НМ р M НМ р M НМ р 

ЧР 

Абс. (%) 

24 / 29 

(82,8) 

28 / 44 

(63,5) 
0,078 

11 / 20 

(55,0) 

41 / 53 

(77,4) 
0,060 

33 / 45 

(73,3) 

19 / 28 

(67,8) 
0,616 

35 / 48 

(72,9) 

17 / 25 

(68,0) 
0,660 

36 / 49 

(73,5) 

16 / 24 

(66,7) 
0,547 

5-летняя 

ОВ  

Мес. 

65,5 43,2 0,043 40 56,6 0,162 53,3 50,0 0,699 54,2 48,0 0,590 57,1 41,7 0,269 

Примечание: ЧР – Частота достижения ремиссии, ОВ – общая выживаемость, M – метилированный, НМ – неметилированный, МПИ – 

международный прогностический индекс. 
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Было показано, что больные ДВККЛ с метилированием MIR-34А 

в сравнении с больными с неметилированным статусом гена демонстрировали 

выраженную тенденцию к снижению частоты достижения ремиссии после первой 

линии терапии: 55 % (11 / 20) против 77,4 % (41/53, р = 0,060). 

Также отмечалась тенденция к ухудшению показателей 5-летней общей 

выживаемости больных с метилированием MIR-34А (р = 0,162), она составила 

40 % против 56,6 % для больных с отсутствием метилирования данного гена 

(Рисунок 13). В то же время общая выживаемость пациентов не зависела 

от статуса метилирования других изучаемых генов микроРНК. 

Статус метилирования генов MIR-34B/C, MIR-203 и MIR-129-2 не имел 

связи с эффективностью терапии (р = 0,616, р = 0,660 и р = 0,540 соответственно).  

В свою очередь, в анализируемой выборке пациентов с ДВККЛ наибольшее 

влияние на непосредственные и отдаленные результаты терапии оказывала 

принадлежность больных к той или иной группе прогноза по МПИ. Так, частота 

ремиссий после терапии по протоколу R-CHOP в подгруппах низкого 

и промежуточного/низкого риска составила 82,8 % (24 / 29) против 63,6 % 

(28 / 44, р = 0,078). В группе низкого и промежуточного/низкого риска по МПИ 

ОВ составила 65,5 %, а в группе промежуточного/высокого, высокого риска  

МПИ – 43,2 % (р = 0,043). 
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Рисунок 13 –Пятилетняя общая выживаемость пациентов с диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой: А – МПИ 0–2 балла, МПИ 3–5 баллов, Б – Мет – с 

метилированием, Не мет – без метилирования MIR34A 

 

3.5 Оценка сочетанности метилирования генов MIR-203, MIR-129-2, 

MIR-34A и MIR-34B/С в опухолевой ткани диффузной В-крупноклеточной 

лимфомы 

 

Дальнейший анализ был направлен на выявление наличия ассоциации 

между метилированием изучаемых генов микроРНК. 

На рисунке 14 представлено метилирование изучаемых генов для каждого 

изученного образца ДВККЛ. Как видно, отсутствие метилирования хотя бы 

одного из изученных генов имеет место лишь в 15 / 136 (11,0 %) случаях 

лимфомы, в подавляющем же большинстве случаев метилирование носило 

сочетанный характер. 

Так, в 15 / 136 (11,1 %) случаев имело место метилирование всех 4,  

а в 60 / 136 (44,1 %) – 3 и в 33 / 136 (24,3 %) – 2 из проанализированных генов. 

Результаты количественного анализа сочетанного метилирования генов 

MIR-203, MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B/С в опухолевой ткани ДВККЛ 



97 

 

представлены в таблице 14. Было показано наличие достоверной связи между 

метилированием пар генов MIR-203 и MIR-129-2 (p < 0,001, q = 0,002), MIR-34B/C 

и MIR-203 (p = 0,006, q = 0,009), MIR-34B/C и MIR-129-2 (p = 0,001, q = 0,002), а 

также пары MIR-34B/C и MIR-34A (p < 0,001, q = 0,001). 

 

Таблица 14 – Анализ сочетанного метилирования изученных генов микроРНК 

Ген 1 Ген 2 

Частота сочетанного 

метилирования 

Абс. (%) 

Log2 ОШ p q Связь 

MIR-34A MIR-34B/C 26 / 136 (19,1) 2,571 < 0,001 0,001 сочетание 

MIR-129-2 MIR-203 68 / 136 (50,0) 1,880 < 0,001 0,002 сочетание 

MIR-34B/C MIR-129-2 58 / 136 (42,6) 1,723 0,001 0,002 сочетание 

MIR-34B/C MIR-203 57 / 136 (41,9) 1,426 0,006 0,009 сочетание 

MIR-34A MIR-203 22 / 136 (16,2) 0,411 0,339 0,407 сочетание 

MIR-34A MIR-129-2 21 / 136 (15,4) 0,192 0,468 0,468 сочетание 
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Рисунок 14 – Графическое изображение статуса метилирования генов MIR-203, MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B/С 

в образцах больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой группы исследования 
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3.6 Мутационный статус гена ТР53 в группе исследования 

 

При анализе спектра мутаций в гене ТР53 было обнаружено 35 типов 

мутаций, расположенных в кодирующей последовательности 5–10 экзонов 

и прилежащих участков интронов: 21 – в кодирующей и 12 – в интронных 

последовательностях гена ТР53 (Таблица 15), а также нарушения  

в 3
/
-нетранслируемой области. Суммарное число находок – 53. 

У 10 / 136 (7,4 %) человек были выявлены множественные аберрации. 

Неоднократно в группе исследования отмечены: миссенс замены p.W146R, 

p.T155I и p.V273С, а также нонсенс мутация p.R213Х* и c.1175T>G замена, 

приводящая к нарушению полиаденилирования. Все мутации кроме р.A189Pfs 

(98,1 %) являлись однонуклеотидными заменами. 

Распределение мутаций по типам было следующее: разрушение сигнала 

полиаденилирования – 9 / 53 (17,0 %); 12 / 53 (22,6 %) – интронных с неизвестным 

эффектом; 21 / 53 (39,6 %) – миссенс; 7 / 53 (13,2 %) – сеймсенс; 2 / 53 (3,8 %)  

– нонсенс мутации и по 1 / 53 (1,9 %) – мутации, приводящие к нарушению 

сплайсинга молекулы РНК и к сдвигу рамки считывания в гене ТР53. 

Распределение мутаций по последовательности ТР53 представлено 

на рисунке 15. Практически все миссенс замены в кодирующей части гена 

располагались в ДНК-связывающем домене.  

Биоинформационный анализ с применением предикторных программ 

показал, что около 80 % из них являлись возможно/вероятно патогенными 

(Таблица 16) и ранее были описаны при злокачественных новообразованиях 

(Таблица 17). 
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Таблица 15 – Характеристика результатов секвенирования гена ТР53 

Тип мутаций мутации 

3
/-
НТО 

интронные кодирующей последовательности 

с неизвестным 

эффектом 

влияние на 

плайсинг 
нонсенс 

сдвиг рамки 

считывания 
миссенс синонимичные 

c.1175T > G# 

IVS4-30Т > С* 

IVS5 + 43G > T 

IVS5-17Т > С 

IVS7 + 31G > С* 

IVS8 + 10С > А* 

IVS8 + 20A > G 

IVS8 + 37A > G 

IVS9 + 12Т > С* 

IVS6-36G > C p.R213Х* p.A189Pfs 

p.L130F 

p.W146R* 

p.T155I* 

p.R156C 

p.M160V 

p.V173L 

p.H178D 

р.R196Q 

p.R197G 

p.T211S 

p.V218A 

p.G244S 

p.R249S 

p.V272E 

p.V273С* 

p.A276V 

p.E285Q p.G293R 

р.V157V 

p.S166S 

р.H179H 

p.L252L 

р.V272V 

p.G302G 

р.A307A 

Примечание: НТО – не транслируемая область; * – звездочкой отмечены мутации, встреченные в группе исследования дважды;  

# – отмечена мутация, встречающая в группе исследования 9 раз. 
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Рисунок 15 – Распределение миссенс мутаций в гене ТР53, выявленных в группе исследования 
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Таблица 16 – Анализ патогенности выявленных миссенс мутаций в гене ТР53 при 

помощи предикторных программ 

Изменение в белке SIFT PolyPhen2 LRT MutationAssessor 

p.L130F патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.W146R не патогенная не патогенная не патогенная не патогенная 

р.T155I патогенная патогенная патогенная патогенная 

p.R156C не патогенная не патогенная патогенная не патогенная 

р.M160V патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.V173L патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.Н178D патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.R196Q патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.V197G патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.T211S не патогенная не патогенная патогенная не патогенная 

р.V218A патогенная патогенная патогенная патогенная 

p.G244S патогенная патогенная патогенная патогенная 

p.R249S патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.V272E патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.R273C патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.A276V патогенная патогенная патогенная патогенная 

p.E285Q патогенная патогенная патогенная патогенная 

р.G293R не патогенная не патогенная не патогенная не патогенная 

 

Таблица 17 – Связь мутаций, выявленных в кодирующей части гена ТР53, со 

злокачественными опухолями 

Мутация Экзон Злокачественное новообразование 

p.L130F 5 Опухоли эпителиальных тканей и ЦНС 

р.W146R 5 Диффузная В-крупноклеточная лимфома 

р.T155I 5 Хронический лимфолейкоз, NK/T-клеточная лимфома 

p.R156C 5 Острый миелоидный лейкоз 

р.M160V 5 Опухоли эпителиальных тканей 

р.V173L 5 Хронический лимфолейкоз, Диффузная В-крупноклеточная лимфома 

р.Н178D 5 Опухоли эпителиальных тканей 
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Продолжение таблицы 17 

Мутация Экзон Злокачественное новообразование 

р.R196Q 6 
Острый миелоидный лейкоз, аденокарцинома прямой кишки, меланома 

радужки, плоскоклеточная карцинома тимуса 

р.V197G 6 
Т-клеточная лимфома, плоскоклеточная карцинома легких, карцинома 

почки 

р.T211S 6 Опухоли эпителиальных тканей 

р.V218A 6 Опухоли эпителиальных тканей 

p.G244S 7 Опухоли эпителиальных тканей 

p.R249S 7 
Хронический лимфолейкоз, гепатоцеллюлярная карцинома, 

аденокарцинома толстой кишки 

р.V272E 8 Диффузная В-крупноклеточная лимфома 

р.R273C 8 
Опухоли ЦНС, Мантийно-клеточная лимфома, Хронический 

лимфолейкоз, Диффузная крупноклеточная В-клеточная лимфома 

р.A276V 8 Опухоли эпителиальных тканей 

p.E285Q 8 Опухоли эпителиальных тканей, тератома яичника 

р.G293R 8 Опухоли эпителиальных тканей 

 

3.7 Оценка сочетанности метилирования изучаемых генов микроРНК и 

мутаций в гене ТР53 у больных с диффузной В-крупноклеточной лимфомой 

 

Дальнейший анализ был направлен на выявление связи между 

метилированием изучаемых генов микроРНК и мутационным статусом гена ТР53, 

результаты которого представлены в таблице 18 и на рисунке 16. 
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Рисунок 16 – Графическое изображение статуса метилирования генов MIR-203, MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B/С 

в образцах больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой 
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Подавляющая часть ДВККЛ 126 / 136 (93 %) имели те или иные изменения. 

При этом было показано, что метилирование генов MIR-203, MIR-129-2, MIR-34A, 

MIR-34B/С и мутации ТР53 являются независимыми событиями, имеющими 

склонность к взаимному исключению.  

 

Таблица 18 – Анализ сочетанного выявления мутации в ТР53 и метилирования 

генов изучаемых р53-чувствительных микроРНК 

Метилирование Мутации 

Частота 

сочетанного 

выявления 

Абс. 

Log2 

ОШ 
p q Связь 

MIR-34A ТР53 5 –0,624 0,297 0,424 
взаимное 

исключение 

MIR-129-2 ТР53 18 –0,269 0,412 0,458 
взаимное 

исключение 

MIR-34B/C ТР53 14 –0,507 0,264 0,424 
взаимное 

исключение 

MIR-203 ТР53 17 –0,600 0,225 0,424 
взаимное 

исключение 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Диффузная В-крупноклеточная лимфома является биологически 

гетерогенным типом агрессивных неходжкинских лимфом. Несмотря 

на объединение в одну нозологическую форму, опухоль характеризуется 

значительным разнообразием не только морфологических, молекулярно-

генетических, иммунофенотипических характеристик, клинических проявлений, 

но и ответа на терапию [233]. Так, около 40 % пациентов с ДВККЛ при 

применении в первой линии терапии ритуксимаба в комбинации с протоколом 

CHOP имеют неудачи лечения (отсутствие ответа, недостижение полного ответа 

или частичный ответ, сохраняющийся на протяжении менее 6 месяцев). 

Установлено также, что у пациентов с рефрактерностью к терапии по протоколу 

R-CHOP медиана ОВ составляет менее 12 месяцев [310]. 

В последнее десятилетие возросла роль биологических особенностей 

опухоли в прогнозировании течения ДВККЛ. Так, по профилю экспрессии генов 

в опухолевом субстрате больных ДВККЛ были идентифицированы три 

прогностически различных подгруппы данного варианта неходжкинских лимфом: 

из активированных В-клеток (ABC), из В-клеток зародышевого центра (GCB) 

и неклассифицированные варианты [77]. Расширение спектра включенных в 

анализ параметров (мутационного спектра и хромосомных поломок) позволило 

Chapuy et al. и Schmitz et al. выделить еще большее число подтипов опухоли с 

различным прогнозом [216]. Вместе с тем, применяемые авторами описанных 

выше работ молекулярно-генетические подходы, такие как профилирование 

экспрессии генов на микрочипах и полноэкзомное высокопроизводительное 

секвенирование, являются малодоступными в практическом здравоохранении как 

в нашей стране, так и за рубежом в силу технической сложности и дороговизны. 

В связи с этим, актуальным направлением исследований в современной 

онкогематологии является поиск более доступных молекулярно-генетических 

факторов прогноза течения ДВККЛ [67]. 

Важным прогностическим маркером, широко изучаемым в последние 
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десятилетия в онкологии в целом и в онкогематологии в частности, является 

функциональный статус гена TP53 [308]. Помимо контроля клеточного цикла 

и апоптоза, кодируемый им белок р53 подавляет развитие опухоли, регулируя 

дифференцировку клеток, репарацию ДНК, антиоксидантную защиту 

и метаболизм [311]. К другим механизмам противоопухолевой защиты р53 

относятся модулирование активности сигнальных путей цитокиновых рецепторов 

и экспрессии на поверхности клеток молекул, необходимых для презентации 

эндогенных антигенов и иммунного распознавания [274]. 

Вместе с тем, р53 опосредует эффект на злокачественные клетки 

противоопухолевых агентов различной молекулярной направленности. 

Нарушение апоптоза при дефиците функции данного белка может способствовать 

развитию фенотипа лекарственной резистентности опухоли и выживанию клеток 

с генетическими нарушениями. Именно поэтому оценка мутационного статуса 

TP53 широко используется для стратифицикации онкологических пациентов 

на прогностические подгруппы [49, 116, 222, 246]. Любой из мутантных 

вариантов белка может изменять его структуру, и, в конечном итоге, повышать 

и/или снижать определенный тип активности р53, а также возникновению у него 

онкогенных свойств [127, 228].  

Вместе с тем, дальнейшего изучения требуют механизмы устойчивости 

ДВККЛ к стандартной терапии в случаях с отсутствием мутаций в TP53, которые 

могут заключаться в нарушениях работы р53-сигнальной цепи за счет 

повреждения нижележащих ее участников [161, 273]. 

Так, белок р53 является транскрипционным фактором и во многом 

реализует свои эффекты, регулируя экспрессию генов-мишеней, главным 

образом, путем прямого связывания со специфическими последовательностями 

ДНК, называемыми р53-чувствительными элементами и расположенными 

в промоторах генов.  

Данные литературных источников за последние десять лет 

свидетельствуют, что мутантные варианты р53, помимо приобретения 

способности к активации генов микроРНК, имеющих онкогенные эффекты, 
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например, активирующих процессы метастазирования и химиорезистентность 

злокачественных клеток, утрачивают способность в активации транскрипции 

генов онкосупрессорных микроРНК [110]. Таким образом, в опухоли с мутациями 

в ТР53 возникает сложный дисбаланс микроРНК и формируется специфический 

профиль экспрессии данных молекул. 

Все больше данных свидетельствуют о том, что р53 проявляет свою 

онкосупрессорную функцию и опосредует противоопухолевые эффекты 

препаратов посредством регуляции транскрипции и/или созревания miR-34a,  

miR-34b, miR-34c, mir-129 и miR-203 [145, 288, 291]. Данные микроРНК 

вовлечены также в механизмы положительной регуляции экспрессии ТР53, что 

способствует совместному усилению эффектов, контролю и настройке сигналов в 

ответ на генотоксический стресс. Известно, что микроРНК miR-34a, miR-34b, 

miR-34c, mir-129 и miR-203 являются онкосупрессорными, и их экспрессия 

снижена при лимфомах [288]. 

При ДВККЛ мутантный статус ТР53 может быть одним из потенциальных, 

но не единственным механизмом нарушения экспрессии miR-34a, miR-34b,  

miR-34c, mir-129 и miR-203. Косвенно об этом свидетельствует тот факт, что 

в опухолях с мутациями в данном гене не происходит общего снижения уровня 

всех регулируемых им мишеней, экспрессия одних из них нарушается в гораздо 

большей степени, чем других [109]. Таким образом, более глубокое понимание 

лежащих в основе развития ДВККЛ молекулярных нарушений, затрагивающих 

р53-сигнальный путь, имеет важное значение для понимания механизмов 

формирования, прогрессии данной опухоли и ее чувствительности к лечению [282]. 

В связи с этим, целью данного исследования было изучить частоту, 

сочетанность и клиническое значение метилирования генов микроРНК МIR-203, 

МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С в опухолевой ткани больных диффузной  

В-крупноклеточной лимфомой, а также его связь с аберрациями в гене ТР53. 

Выбор исследования статуса метилирования анализируемых генов 

микроРНК связан с тем, что, согласно данным литературы, возникновение 

мутаций в генах микроРНК является крайне редким событием при 
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злокачественных новообразованиях. Кроме того, гены МIR-203, МIR-129-2,  

МIR-34A и МIR-34B/С расположены вне локусов рекуррентных хромосомных 

поломок, выявляемых при цитогенетическом исследовании лимфомных клеток, 

а нарушение гомеостаза метилирования ДНК – важный механизм эволюции 

лимфопролиферативных заболеваний [72, 96, 194, 325]. Вместе с тем, 

метилирование генов ТР53-чувствительных онкосупрессорных микроРНК при 

ДВККЛ до настоящего времени является наименее изученным аспектом. 

Понимание причин, лежащих в основе нарушения экспрессии miR-34a,  

miR-34b, miR-34c, mir-129 и miR-203 при ДВККЛ, помимо расширения 

фундаментальных знаний о биологии данной опухоли, может помочь 

в клинической практике при диагностике лимфомы, стратифицикации пациентов 

на группы риска неэффективности стандартного лечения и способствовать 

разработке новых терапевтических стратегий. 

Для достижения указанной цели было поставлено несколько задач. Первая 

из них заключалась в определении частоты метилирования МIR-203, МIR-129-2, 

МIR-34A и МIR-34B/С в опухолевой ткани больных ДВККЛ, которое изучалось 

методами метил-специфичной ПЦР и метил-чувствительного анализа кривых 

плавления высокого разрешения. 

Частота метилирования MIR-34A, MIR-34B/C, MIR-129 и MIR-203 

в исследуемых образцах опухолевой ткани пациентов с ДВККЛ составляла 23 %, 

55 %, 65 % и 66 % соответственно. Полученные результаты согласуются 

с данными Asmar F. et al. относительно гена MIR-34A (28 %), но для MIR-34B/C 

описанная в работе данных авторов частота метилирования гена была 78 %, что 

выше полученного в диссертационном исследовании значения [73]. 

Интересно, что метилирование MIR-34A и MIR-34B/C в опухолевой ткани 

первичной лимфомы ЦНС было обнаружено с еще большей частотой, а именно 

57,0 % и 95,2 %, соответственно [306]. Эти данные подчеркивают важность 

изучения молекулярно-генетических особенностей каждого подтипа опухоли 

и валидации полученных данных на различных выборках [254].  

Обращал на себя внимание тот факт, что метилирование MIR-34A было 
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наименее частым. Возможным объяснением данного факта может быть 

реализация в опухолевой ткани ДВККЛ других механизмов нарушения 

экспрессии miR-34, например, микроделеция кодирующего ее гена. Так, по 

данным C-Bioportal for cancer genomics database [98], из 48 профилированных 

с применением микрочипов Affymetrix SNP 6.0 образцов ДВККЛ утрату локуса 

расположения гена MIR-34A на 1р36.22 хромосомы имели 21 % случаев, тогда как 

утрата локусов MIR-34В/C на 11q23.1, MIR-129-2 на 11р11.2 и MIR-203 

на 14q32.33 встречалась лишь в 4 %, 6 % и 13 % образцов, соответственно. 

В двух более ранних исследованиях анализ метилирования MIR-203  

и MIR-129-2 проводили лишь на небольших выборках гематологических опухолей 

[55, 92]. Авторами было показано, что в смешанных группах образцов  

В-клеточных неходжкинских лимфом частота метилирования составила 68,9 % 

для MIR-129-2 и 40,9 % для MIR-203. Однако количество проанализированных 

образцов ДВККЛ в данных работах было небольшим (2 и 13 образцов 

соответственно). Таким образом, полученные в диссертационном исследовании 

результаты являются первыми данными по частоте метилирования в опухолевой 

ткани ДВККЛ генов, кодирующих микроРНК mir-129 и miR-203.  

Во всех проводимых ранее исследованиях в качестве контроля 

использовали периферическую кровь доноров или нормальный костный мозг, 

но не лимфоидную ткань лимфатических узлов [55, 92], что не давало понимания, 

являлось ли выявляемое в лимфоидной ткани пациентов с ДВККЛ метилирование 

опухоль-специфичным признаком.  

В связи с этим второй задачей диссертационного исследования было 

оценить опухоль-специфичность метилирования генов МIR-203, МIR-129-2,  

МIR-34A и МIR-34B/С в ткани пораженных лимфоузлов больных ДВККЛ. Для 

этого в качестве контроля было проанализировано 11 образцов пациентов 

с реактивными изменениями в лимфоузлах, а именно с поликлональной  

В-клеточной пролиферацией.  

В проведенной работе не было выявлено метилирования ни одного из 

анализируемых генов микроРНК в биоптатах лимфоузлов пациентов с реактивной 
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лимфаденопатией (р < 0,001 для MIR-203, MIR-129-2 и MIR-34B/С, р = 0,075 для 

MIR-34A). Важно отметить, что в опухолевой ткани больных лимфомой 

анализируемой выборки отсутствие метилирования хотя бы одного из изучаемых 

генов микроРНК имело место лишь в 13 % случаев ДВККЛ. 

Анализ метилирования всех 4 генов позволял отличить опухолевые образцы 

лимфоузлов от реактивных в со специфичностью 100 % и чувствительностью 

89 % (р < 0,001). Следовательно, метилированный статус MIR-129-2 и MIR-203, 

а также генов семейства miR-34 специфичен для ДВККЛ и может служить 

дополнительным биомаркером для дифференциальной диагностики между 

данной лимфомой и реактивной поликлональной В-клеточной пролиферацией. 

Третьей задачей диссертационного исследования была оценка ассоциации 

метилирования МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С с особенностями 

клинического течения и эффективностью терапии ДВККЛ.  

Показано наличие значимой тенденции к большей частоте выявления 

метилирования MIR-34A у пациентов с ДВККЛ пожилого и старческого возраста. 

Так, в подгруппе пациентов старше 60 лет метилированный статус гена 

встречался в 2 раза чаще, чем у более молодых лиц: 40,7 % против 19,6 %, 

р = 0,051. 

Полученные данные согласуются с результатами исследования, 

сравнивающего уровни метилирования 38 генов-супрессоров опухолей у молодых 

(до 40 лет) и пожилых (старше 60 лет) пациентов с раком пищевода, молочной 

железы и толстой кишки. Авторами была обнаружена более высокая доля 

гиперметилированных генов в образцах пожилых больных [90, 174]. 

Также отмечалась тенденция к более частому выявлению высокого уровня 

лактатдегидрогеназы сыворотке крови у пациентов с метилированием MIR-34А 

у трех четвертей (75 %) больных, тогда как у больных без метилирования лишь 

в 50,9 % случаев, р = 0,064. 

Большой интерес представляют полученные данные о выраженной 

статистически значимой связи метилированного статуса MIR-34A с высокой 

и промежуточной/высокой группой риска, согласно Международному 
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прогностическому индексу: 90 % против 46,4 % (р = 0,002) в подгруппе больных 

без метилирования данного гена. 

В соответствии с этим у пациентов с метилированным статусом MIR-34A 

обнаружена тенденция к меньшей частоте достижения ремиссии после первой 

линии терапии по протоколу R-CHOP при ДВККЛ (55,0 % против 77,4 % у лиц 

без метилирования, р = 0,060), а также ухудшение показателей 5-летней общей 

выживаемости (40 % против 56,6 %, р = 0,162) [288]. 

Были получены данные о большей частоте метилирования MIR-34A при 

GCB-like подтипе ДВККЛ (p = 0,046). Однако следует отметить, что для 

разделения образцов на подтипы применялся иммуногистохимический алгоритм 

Hans et al. Полученные данные необходимо валидировать на большей выборке 

больных, в том числе, с применением методов профилирования экспрессии генов 

на микрочипах. 

В отношении других генов микроРНК, в данной работе была обнаружена 

ассоциация между метилированием MIR-34В/С, MIR-203 и MIR-129-2 

и пролиферативной активностью опухолевых клеток больных ДВККЛ 

(р = 0,010, р = 0,011 и р = 0,013 соответственно). Аналогичные результаты были 

получены Zhang L. et al. (2019) при исследовании опухолей эпителиального 

происхождения, а именно, авторами показана статистически значимая 

корреляция между метилированием гена MIR-34B/C и экспрессией Ki-67 при 

раке молочной железы [209]. 

Следует отметить, что уровень экспрессии Ki-67 широко применяется 

в рутинной практике для анализа пролиферативной активности опухолей [152]. 

Описана совместная с другими маркерами пролиферации экспрессия Ki-67 

во всех фазах клеточного цикла кроме фазы G0, что указывает на ключевую роль 

данного белка в делении клеток. 

Больший пролиферативный потенциал ДВККЛ в случаях с метилированием 

MIR-34B/C и MIR-203 согласуются с полученными в диссертационном 

исследовании данными об ассоциации метилирования данных генов 

с острофазовыми реакциями. Так, в подгруппе с метилированным статусом  
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MIR-34В/С показатели СОЭ были выше нормальных значений в подавляющем 

числе случаев: 80 % в сравнении с 57,1 % (p = 0,036) в подгруппе пациентов без 

метилирования. У пациентов с метилированным и неметилированным статусом 

гена MIR-203 повышенный уровень СРБ имел место у 68,7 % и 28 % (p < 0,001) 

лиц соответственно. Как известно, выраженность данных острофазовых реакций 

коррелирует с агрессивностью опухоли и объемом опухолевой массы. 

Важно отметить, что в случаях с сочетанным метилированием MIR-34B/C 

и MIR-203 уровень экспрессии Ki-67 45 % опухолевых клеток и более имел место 

в 3,5 раза чаще (р < 0,001), а уровень экспрессии 70 % опухолевых клеток и более 

– в 1,8 раза чаще (р = 0,023), чем в случаях с отсутствием метилирования 

MIR-34B/C и MIR-203. 

Было показано, что у лиц с сочетанным метилированием MIR-34B/C  

и MIR-203 в сравнении с пациентами без метилирования данных генов 

вероятность выявления экспрессии Ki-67 70 % и более опухолевых клеток была 

в 3,5 (ОШ = 3,500, 95 %-й ДИ (1,212; 9,501) раза выше, что подверждается 

данными литературы, описывающими общие про-онкогенные мишени 

у микроРНК, кодируемых генами MIR-34B/C и MIR-203, например, 

циклинзависимые киназы CDK4 и CDK6, участвующие в смене фаз клеточного 

цикла. Кроме того, для них описан ряд непересекающихся м-РНК-мишеней, 

способствующих повышенному пролиферативному потенциалу опухолевых 

клеток. Например, STAT3 для miR-203 и SOX4 для mir-129 [159, 197].  

Белок STAT3 (Signal transducer and activator of transcription-3) обеспечивает 

ответ клеток на стимулы, поступаемые через рецепторы интерлейкинов 

и ростовых факторов. При его активации запускается экспрессия Cyclin D1, 

C-MYC, BCL-XL, BCL-2, что приводит к усиленному клеточному делению 

и блоку апопотоза [104].  

SOX4 (SRY-Box Transcription Factor 4) регулирует развитие В-клеток 

и необходим для их выживания и пролиферации. Повышенная экспрессия его 

связана с неблагоприятным прогнозом злокачественных новообразований, в том 

числе лимфопролиферативных опухолей [226]. 
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Эти факты могут объяснить, почему одновременное метилирование генов 

MIR-34B/C и MIR-203 может в большей степени отражаться на пролиферативной 

способности клеток. 

До настоящего времени было неизвестно, является ли метилирование  

р53-чувствительных генов микроРНК при лимфомах комбинированным 

явлением, или это независимые события. В связи с этим, четвертая задача 

исследования заключалась в оценке сочетанности метилирования генов МIR-203, 

МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С и его связи с аберрациями в гене ТР53 

в опухолевой ткани пациентов с ДВККЛ. 

Настоящее исследование является первым, в котором комплексно 

описывается метилирование генов ряда онкосупрессорных микроРНК на одной 

группе образцов ДВККЛ. Было показано, что в 24,3 % случаев имело место 

метилирование – 2, в 44,1 % – 3 и в 11,1 % всех 4 проанализированных генов. При 

этом в опухолевой ткани лимфомы, даже с учетом поправки на множественность 

сравнений, достоверно коррелировали друг с другом статусы метилирования пар 

генов MIR-34B/C и MIR-203 (p = 0,006, q = 0,009), MIR-34B/C и MIR-129-2 

(p = 0,001, q = 0,002), MIR-203 и MIR-129-2 (p < 0,001, q = 0,002), а также  

MIR-34B/C и MIR-34A (p < 0,001, q = 0,001).  

Биологический эффект такого сочетанного метилирования может 

заключаться в следующем. Согласно данным литературных источников, общими 

мишенями для микроРНК семейства miR-34, mir-129 и miR-203 являются м-РНК 

ряда прото-онкогенов (Рисунок 17), связанных не только с регуляцией клеточного 

цикла в контрольной точке фазового перехода G1/S и апоптозом,  

но и с репарацией повреждений ДНК, миграцией клеток, противоопухолевым 

иммунным ответом и неоангиогенезом. Для того чтобы продемонстрировать 

глубину имеющихся между ними взаимосвязей, необходимо отдельно 

остановиться на некоторых из мишеней данных молекул [60]. 

Циклин-D1 – это белок, который у человека кодируется геном CCND1. 

Совместно с Циклином-D2 данный белок образует комплекс с регуляторными 

субъединицами циклинзависимых киназ CDK4 и CDK6. В свою очередь, 
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комплекс циклинов с циклинзависимыми киназами активирует белок 

ретинобластомы Rb, что способствует переходу клеточного цикла из G1 в S-фазу. 

Избыточная экспрессия циклинов и циклинзависимых киназ, ускоряющая 

прогрессию клеточного цикла и деление клеток, часто наблюдается в различных 

опухолях [76]. 

 

 

 

Рисунок 17 – Общие мишени генов микроРНК MIR-34A, MIR-129-2, 

MIR-34A и MIR-203, значимые для развития лимфом 

 

Транскрипционный фактор C-MYC прямо или косвенно активирует 

экспрессию генов клеточного цикла, а именно CCND2 и циклинзависимых киназ, 

и таким образом также обеспечивает переход клеточного цикла в контрольной 

точке G1/S фаз. Другим важным про-онкогенным свойством С-MYC является то, 

что с его участием в клетке останавливается апоптоз, запускаемый белком р53. 

BCL2 и MCL1 относятся к белкам семейства BCL, соотношение которых 

в клетке регулирует проницаемость митохондриальной мембраны. Они играют 

важную роль в выживании клеток и негативной регуляции программированной 

клеточной смерти, что реализуется за счет как прямого ингибирования ими 

проапоптотических белков, так и предотвращения активации каспазозависимого 
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пути апоптоза, гиперэкспрессия данных молекул в лимфоцитах в сочетании 

с повышением уровня C-MYC доказанно приводит к развитию агрессивных 

лимфопролиферативных опухолей [252]. 

Другая общая мишень активируемых р53 микроРНК – MDM2, который 

является важным негативным регулятором белка р53. Белок MDM2 

функционирует как убиквитинлигаза, способствующая деградации р53, и как 

ингибитор транскрипционной активации гена ТР53 [155]. 

Как видно из рисунка 17, общие и частично перекрывающиеся мишени 

изучаемых р53-чувствительных онкосупрессорных микроРНК связаны 

с контролем многочисленных внутриклеточных сигнальных путей, 

определяющих самообновление клеток, пролиферацию, репарацию повреждений 

ДНК, программированную клеточную смерть, метастазирование и миграцию, 

противоопухолевый иммунный ответ и неоангиогенез [297]. Таким образом, 

одновременное метилирование генов MIR-34A, MIR-34B/C, MIR-129-2 и MIR-203 

потенциально может оказывать более выраженный биологический эффект. 

Для оценки связи метилирования MIR-34A, MIR-34B/C, MIR-129-2  

и MIR-203 с аберрациями в гене ТР53 в ткани пораженных лимфоузлов пациентов 

с ДВККЛ в рамках данной работы проводилось изучение двух наиболее частых 

типов молекулярно-генетических повреждения, приводящих к дефициту функции 

данного гена: мутационного спектра и rs78378222 в 3
/
-НТП методами прямого 

секвенирования по Сенгеру и ПЦР-ПДРФ-анализа соответственно. 

Выбор данных аберраций связан с тем, что rs78378222, приводит 

к разрушению сигнала полиаденилирования гена, а следовательно, нарушению 

синтеза функционального белка, тогда как мутации в ДНК-связывающем домене 

могут быть причиной нарушения транскрипционно-зависимых функций белка 

р53, а значит, нарушению экспрессии р53-чувствительных мишеней [314]. 

Было показано, что в целом частота анализируемых аберраций в группе 

исследования из 136 пациентов с ДВККЛ составила 21 %, что согласуется 

с литературными данными. Так, TP53 характеризуется высокой частотой мутаций 

как при GCB-подтипе, так и при АВС-подтипе лимфомы генов: до 20–25 % 
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пациентов с ДВККЛ в дебюте заболевания имеют мутантный статус ТР53 [147, 265].  

Биоинформационный анализ с применением программы Рolyphen2 показал, 

что среди выявленных миссенс-замен в ТР53 (до 40 % всех находок) большинство 

являлись возможно/вероятно патогенными. К другим функционально-значимым 

аберрациям относились в порядке убывания частоты: разрушение сигнала 

полиаденилирования – 17,0 %; замены нонсенс типа – 3,8 % и мутации, 

приводящие к нарушению сплайсинга молекулы РНК и к сдвигу рамки 

считывания в гене ТР53, по 1,9 %. Все они ранее были описаны при других 

злокачественных новообразованиях, включая гематологические. 

Следует помнить, что, в отличие от микроРНК семейства miR-34 и miR-129, 

экспрессию которых р53 контролирует путем связывания с р53-чувствительными 

элементами в кодирующих их генах, в основе регуляции уровня miR-203 лежит 

ускорение созревания данной микроРНК путем усиления ее  

Drosha-опосредованного процессинга под действием данного белка [177]. В этой 

связи интерес представляют данные о том, что транскрипционно-неактивные 

мутантные варианты р53, в частности, выявленная в группе исследования мутация 

в «горячей» точке р.R273, препятствуют функциональной сборке белкового 

комплекса с Drosha [249]. 

Результаты комплексного анализа свидетельствуют не только 

о независимом характере, но и некоторой тенденции к взаимному исключению 

в опухолевой ткани ДВККЛ обнаружения аберраций в гене ТР53 и метилирования 

генов MIR-34A, MIR-34B/C, MIR-129-2 и MIR-203. Таким образом, при ДВККЛ 

метилирование изученных генов может быть одним из важных, независимых 

от мутаций в гене ТР53, механизмов нарушения функционирования микроРНК 

miR-203, miR-129, miR-34a, miR-34b и miR-34c. 

Опухоль-специфичность, частое обнаружение и сочетанность метилирования 

нескольких изученных генов микроРНК дает дополнительные доказательства того, 

что эпигенетическая нестабильность является важным событием в лимфомогенезе 

и свидетельствует о потенциальной ценности патологического метилирования 

в качестве мишени для таргетного лечения ДВККЛ.  
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Так, возможными направлениями персонифицированной терапии пациентов 

с ДВККЛ может быть воздействие на статус метилирования ДНК [238]. Снятие 

патологического метилирования генов микроРНК будет способствовать 

восстановлению их экспрессии и возобновлению функционирования  

р53-сигнального пути. Например, в литературе описано восстановление 

экспрессии miR-203 под действием 5-азацитидина в культурах клеточных линий 

лимфомы мантийной зоны и множественной миеломы [23]. 

Несмотря на то, что производные 5-азацитидина уже одобрены для лечения 

отдельных злокачественных новообразований крови, необходимо проявлять 

осторожность при выборе их в качестве терапевтического подхода для лечения 

ДВККЛ в силу неоднозначного характера вызываемых ими изменений 

метилирования ДНК. Так, одновременно с уменьшением уровня метилирования 

CpG-островков в промоторах генов-онкосупрессоров, что препятствует развитию 

опухоли, они вызывают дополнительное снижение уровня метилирования  

прото-онкогенов, что может способствовать прогрессии заболевания [42]. 

Более подходящими могут быть еще только разрабатываемые в настоящее 

время подходы эпигенетической модификации ДНК с использованием 

CRISPR/Cas9, а именно нацеливание на патологически метилированные гены 

микроРНК неактивных форм Cas9, объединенных с метилцитозин-

диоксигеназами семейства TET (Ten-eleven translocation). Не внося 

двухцепочечных разрывов, они могут приводить к деметилированию целевых  

5-метилцитозинов и восстановлению экспрессии генов [69].  

В целом, полученные в диссертационной работе данные по метилированию 

изучаемых р53-чувствительных микроРНК значительно усложняют 

существующие представления о механизмах нарушения функционирования 

глобальной регуляторной сети гена TP53. 

Они свидетельствуют о том, что метилирование генов онкосупрессорных 

р53-чувствительных микроРНК является при ДВККЛ механизмом, который 

потенциально может одновременно затрагивать различные пути лимфомогенеза 
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и дерегулировать сразу несколько функционально связанных генов, вовлеченных 

в отдельный путь развития опухоли. 

Ценность выявленных в диссертационном исследовании ассоциаций 

метилирования анализируемых генов микроРНК с особенностями клинического 

течения заболевания связана с тем, что регуляция экспрессии микроРНК может 

осуществляться на различных уровнях, а сами они работают в составе сетей. Это 

может затруднять оценку их биологических эффектов. Доказано, например, что 

одна микроРНК может регулировать экспрессию более 200 генов-мишеней, 

а экспрессия определенных целевых мРНК также может регулироваться 

несколькими микроРНК [105]. Таким образом, обнаруженные ассоциации 

метилирования МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B/С, как базового 

механизма регуляции экспрессии генов, с клинико-лабораторными параметрами 

и эффективностью терапии ДВККЛ свидетельствуют о важном его значении 

в патогенезе данного заболевания. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. В ткани лимфоузлов пациентов с реактивной лимфаденопатией 

метилирование генов микроРНК МIR-203 (р < 0,001), МIR-129-2 (р < 0,001),  

МIR-34A (р = 0,075) и МIR-34B/С (р < 0,001) не обнаружено, что свидетельствует 

об опухоль-специфичности выявляемого метилирования анализируемых генов 

в ткани пораженных лимфоузлов больных диффузной В-крупноклеточной 

лимфомой; анализ метилирования всей панели исследуемых генов позволяет 

отличать опухолевые образцы от реактивных со специфичностью 100 % 

и чувствительностью 89 %. 

2. В опухолевой ткани больных диффузной В-крупноклеточной 

лимфомой частота метилирования генов MIR-34A, MIR-34B/C, MIR-129 и MIR-203 

составляет 23 %, 55 %, 65 % и 66 % соответственно; при этом в 78,6 % случаев 

имеет место метилирование 2 и более генов. 

3. Метилирование генов MIR-34В/С, MIR-203 и MIR-129-2 

ассоциировано с высокой пролиферативной активностью опухолевых клеток 

больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой (р = 0,010, р = 0,011 

и р = 0,013 соответственно), метилирование MIR-34B/С – с увеличением скорости 

оседания эритроцитов (p = 0,036), метилирование MIR-203 – с повышенным 

уровнем С-реактивного белка (p < 0,001); у лиц с сочетанным метилированием 

MIR-34B/C и MIR-203 вероятность выявления экспрессии Ki-67 ≥ 70 % 

опухолевых клеток была в 3,5 раза выше в сравнении с пациентами 

без метилирования данных генов (ОШ = 3,500; 95 %-й ДИ (1,212; 9,501). 

4. У больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой метилирование 

MIR-34A ассоциировано с неблагоприятным прогнозом, согласно 

международному прогностическому индексу (р = 0,002): в подгруппе пациентов 

с метилированием данного гена в сравнении с пациентами без метилирования 

лица старше 60 лет встречались в 1,8 раза чаще (р = 0,051), повышение уровня 

лактатдегидрогеназы в сыворотке крови – в 1,5 раза чаще (р = 0,064), отмечалась 
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тенденция к снижению частоты достижения ремиссии на первой линии терапии 

диффузной В-крупноклеточной лимфомы (р = 0,060). 

5. Метилирование генов MIR-34A, MIR-34B/C, MIR-129 и MIR-203 

является сочетанным при диффузной В-крупноклеточной лимфоме: достоверно 

коррелирует друг с другом статус метилирования MIR-34B/C и MIR-203 

(p = 0,006, q = 0,009), MIR-34B/C и MIR-129-2 (p = 0,001, q = 0,002), MIR-203 и 

MIR-129-2 (p < 0,001, q = 0,002), а также MIR-34B/C и MIR-34A (p < 0,001, 

q = 0,001). 

6. При диффузной В-крупноклеточной лимфоме аберрации в гене ТР53 

и метилирование анализируемых генов р53-чувствительных микроРНК являются 

независимыми событиями с тенденцией к взаимному исключению: MIR-34А 

(Log2 ОШ = –0,624, р = 0,297), MIR-34В/С (Log2 ОШ = –0,507, р = 0,264), MIR-203 

(Log2 ОШ = –0,600, р = 0,225) и MIR-129-2 (Log2 ОШ = –0,269, р = 0,412). 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. У больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой при выявлении 

метилирования гена MIR-34A, независимо от мутационного статуса ТР53, следует 

обсуждать возможность применения более агрессивных схем терапии первой 

линии. 

2. Метилирование генов микроРНК МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A  

и МIR-34B/С в ткани увеличенных лимфоузлов является дополнительным 

биомаркером для дифференциальной диагностики диффузной В-крупноклеточной 

лимфомы и реактивных изменений. 



123 

 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

ДВККЛ  диффузная В-крупноклеточная лимфома 

ДИ  доверительный интервал 

ДНК  дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИМТ  индекс массы тела 

КТ  компьютерная томография 

ЛБ  лимфома Беркитта 

ЛДГ  лактатдегидрогеназа 

ЛТ  лучевая терапия 

ЛУ  лимфоузел 

ЛХ  лимфома Ходжкина 

ММ  множественная миелома 

МПИ  международный прогностический индекс 

НТП  нуклеозиды с тремя фосфатами 

НТО  не транслируемая область 

НХЛ  неходжкинскиелимфомы 

ОАК  общий анализ крови 

ОВ  общая выживаемость 

ОМЛ  острый миелобластный лейкоз 

ОШ  отношение шансов 

ПЦР  полимеразная цепная реакция 

ПЭТ-КТ  позитронно-эмиссионная компьютерная томография 

ПЭТ  позитронно-эмиссионная томография 

РНК  рибонукленовая кислота 

СИ  селезеночный индекс 

СОЭ  скорость оседания эритроцитов 

СРБ  С-реактивный белок 

Т-НХЛ  Т-клеточные неходжкинскиелимфомы 

Тр  тромбоциты 
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ХЛЛ  хронический лимфоидный лейкоз 

ХМЛ  хронический миелоидный лейкоз 

ЦНС  центральная нервная система 

ЧР  частичная ремиссия 

ЩФ  щелочная фосфатаза 

ABC  activated B-cell (из активированных B-клеток) 

ASCT  высокодозная химиотерапия с последующей трансплантацией 

аутологичных стволовых клеток 

aaIPI  скорректированный по возрасту Международный 

прогностический индекс 

В-НХЛ  В-клеточные неходжкинские лимфомы 

CAR-T  himeric antigen receptor T-cell (T-клетки с химерным 

антигенным рецептором) 

CpG  дезоксицитидин-фосфат-дезоксигуанозин 

ECOG  Eastern cooperative oncology group (шкала оценки общего 

состояния больного) 

FISH  флуоресцентная гибридизация in situ 

F  прямой праймер 

GCB  germinal center B-cell (из клеток зародышевого центра) 

L  лейкоциты 

Me  медиана 

Мet  метилированный 

MS-HRM  Methylation-Sensitive High-Resolution-Melting (метил-

чувствительный анализ кривых плавления с высоким 

разрешением) 

MS-PCR  метил-специфическая полимеразная цепная реакция 

OR  оdds ratio (отношение шансов) 

р  критерий Фишера 

p-valuе  точный критерий Фишера 

Q   процентиль 
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q-value  поправка на множественность сравнений 

R  обратный праймер 

R-CHOP  ритуксимаб, циклофосфан, доксорубицин, винкристин, 

преднизолон 

SD  стандартное отклонение 

Tm  температура плавления 

TNF-α  фактор некроза опухоли-альфа 

UMet  неметилированный 
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