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Введение. Почечно-клеточный рак (ПКР) не имеет симптомов вплоть до поздних стадий и характеризуется высокой частотой 
летальных исходов, достигающей 90 % при развитии метастатического процесса. 
Цель исследования – определение группы генов микроРНК, метилирование которых ассоциировано с прогрессированием заболе-
вания, в частности с метастазированием. 
Материалы и методы. Методом метилспецифичной полимеразной цепной реакции на представительной выборке больных ПКР 
(n = 98) показано повышение статуса метилирования 6 генов микроРНК (MIR9-1, MIR9-3, MIR34b/c, MIR130b, MIR1258, 
MIR107) в образцах ДНК опухоли относительно парных образцов гистологически неизмененной ткани. 
Результаты. Для 4 генов (MIR9-1, MIR107, MIR130b, MIR1258) показана ассоциация метилирования с поздними (III–IV) ста-
диями, размером опухоли, потерей дифференцировки и метастазированием в лимфатические узлы или отдаленные органы.  
Из этих 4 генов методом ROC-анализа составлен набор маркеров прогноза метастазирования с клинической чувствительностью 
68 % и специфичностью 84 % (площадь под ROC-кривой 0,83), который будет применен в окончательной разработке системы 
для персонализированной терапии больных ПКР. 
Заключение. Ассоциация метилирования гена MIR1258 с метастазированием ПКР показана впервые и представляет самосто-
ятельный интерес как новый перспективный маркер прогноза метастазирования.

Ключевые слова: почечно-клеточный рак, ген микроРНК, метилирование ДНК, прогрессирование рака, маркер метастазирования, 
MIR1258, ROC-анализ
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Methylation of a group of microRNA genes: markers of renal cell carcinoma metastasis

N.V. Apanovich1, V.I. Loginov1, 2, E.A. Filippova2, D.S. Khodyrev3, A.M. Burdennyy2, I.V. Pronina2, N.A. Ivanova2, S.S. Lukina2,  
T.P. Kazubskaya4, V.B. Matveev4, A.V. Karpukhin1, E.A. Braga1, 2

1N.P. Bochkov Research  Centre for Medical Genetics; 1 Moskvorechye St., Moscow 115522, Russia; 

2Institute of General Pathology and Pathophysiology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia; 
3Federal Scientific and Clinical Center for Specialized Medical Assistance and Medical Technologies, Federal Medical Biological Agency 

of Russia; 28 Orekhovyy Boul’var, Moscow 115682, Russia; 
4N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Background. Renal cell carcinoma (RCC) is asymptomatic up to severe stages and is characterized by a high mortality rate, reaching 90 % 
with the development of a metastatic process. 
Objective: to determine the group of microRNA genes, the methylation of which is associated with the progression of the disease, in particular, 
with metastasis. 
Materials and methods. Methylation-specific polymerase chain reaction in a representative sample of RCC patients (98 cases) showed an 
increase in the methylation status of 6 microRNA genes (MIR9-1, MIR9-3, MIR34b/c, MIR130b, MIR1258, MIR107) in tumor DNA 
samples relative to matched samples of histologically unchanged tissue. 
Results. For 4 genes (MIR9-1, MIR107, MIR130b, MIR1258), a significant association of methylation with late (III–IV) stages, tumor size, 
loss of differentiation, and metastasis to lymph nodes or distant organs was shown. These 4 genes were used to compose a potential metastatic 
prognosis marker system with a clinical sensitivity of 68 % and a specificity of 84 % (area under curve 0.83), which will be applied in the final 
development of a system for personalized therapy of RCC patients. 
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Conclusion. The association of methylation of the MIR1258 with RCC metastasis has been shown for the first time and is of independent inter-
est as a new promising marker for the prognosis of metastatic relapses.

Key words: renal cell carcinoma, microRNA gene, DNA methylation, cancer progression, marker of metastasis, MIR1258, ROC curve
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Введение
Злокачественные опухоли человека характеризуют-

ся обширными изменениями паттернов метилирования 
ДНК. Эти изменения включают глобальное гипомети-
лирование генома опухолевых клеток и локальное ги-
перметилирование CpG-островков, многие из которых 
связаны с промоторами генов и регуляцией их экспрес-
сии [1, 2]. Причем гипометилирование ДНК в опухолях 
участвует в возникновении нестабильности генома, 
а гиперметилирование промоторов служит инактивации 
супрессорных генов, вовлеченных в подавление процес-
сов злокачественной трансформации и прогрессирова-
ния рака. К этим процессам относятся нарушение  
механизмов дифференцировки клеток, ускорение про-
лиферации, повышение устойчивости к апоптозу, сти-
мулирование неоангиогенеза, увеличение подвижности 
клеток и ослабление межклеточных взаимодействий, 
развитие инвазии и метастазирования [3]. Гипо- и гипер-
метилирование генома опухолей включены в набор ос-
новных признаков рака, так называемых hallmarks  
of cancer [4]. При этом согласно гипотезе D. Hanahan 
и R. A. Weinberg прогрессирование заболевания и мета-
статическая активность опухолевых клеток определяют-
ся генами, в которых изменения накапливаются на по-
следней стадии заболевания и коррелируют со степенью 
злокачественности опухоли [4]. Метилирование супрес-
сорных и антиметастатических генов рассматривается 
как критический фактор развития и прогрессии опухо-
ли, и гиперметилированные гены могут найти приме-
нение как диагностические и прогностические маркеры 
онкологического заболевания [5, 6].

МикроРНК (миРНК) – однонитевые некодиру-
ющие РНК длиной 19–25 нуклеотидов, участвуют в ре-
гуляции белоккодирующих генов на посттранскрипци-
онном уровне. Гены миРНК, как и гены, кодирующие 
белки, подвержены метилированию [7]. При этом пред-
полагается, что доля генов миРНК, регулируемых по-
средством метилирования CpG-островков, в несколько 
раз выше, чем структурных генов [8, 9], и гиперметили-
рованные гены миРНК могут представлять новые эф-
фективные биомаркеры рака.

Действительно, как показано нами и другими ав-
торами, профили метилирования генов миРНК могут 
применяться как потенциальные биомаркеры для ди-
агностики и прогноза течения разных видов рака [3, 
10–14]. Так, при почечно-клеточном раке (ПКР) нами 
обнаружено до 10 гиперметилированных генов миРНК, 

которые показали высокий диагностический потен-
циал [15–17].

Как известно, ПКР не имеет симптомов до позд-
них стадий и отличается очень высоким уровнем 
смертности среди урогенитальных видов рака [18, 19]. 
Наиболее распространенный светлоклеточный рак 
почки (90 %) характеризуется особенно агрессивным 
течением и частым метастазированием [20]. Диссеми-
нирующий ПКР крайне устойчив к терапии: ответ 
на химио-, радио- и иммунотерапию отмечается не бо-
лее чем у 10 % больных [21, 22]. Показатели 5-летней 
выживаемости при наличии отдаленных метастазов 
снижаются до 9 % [21, 22]. Эти данные показывают 
необходимость поиска новых биомаркеров для свое-
временного предсказания метастатических рецидивов, 
что позволит скоординировать тактику лечения от-
дельных пациентов.

Цель исследования – с использованием представи-
тельной выборки образцов (n = 98) определить связь 
метилирования группы генов миРНК с показателями 
прогрессирования ПКР (стадия, степень дифференци-
ровки, размер опухоли и наличие метастазов) и оценить 
прогностический потенциал гиперметилированных 
генов миРНК, ассоциированных с метастазированием.

Материалы и методы
Образцы опухолей ПКР собраны и клинически 

охарактеризованы в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина. Проанализированы парные образцы опухоли 
и гистологически неизмененной ткани почки, полу-
ченные от 98 больных ПКР. Отбор образцов проводи-
ли, как описано ранее [15–17]. Высокомолекулярную 
ДНК выделяли из ткани методом фенол-хлороформ-
ной экстракции [15]. Клинико-гистологические ха-
рактеристики образцов по TNM-классификации [18] 
приведены в таблице.

Работа проведена с соблюдением принципов до-
бровольности и конфиденциальности в соответствии 
с «Основами законодательства Российской Федерации 
об охране здоровья граждан», получены информиро-
ванные согласия больных.

Бисульфитную конверсию ДНК и метилспецифич-
ную полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили, 
как описано ранее [11–13]. Праймеры и условия ме-
тилспецифичной ПЦР для исследуемых фрагментов 
генов миРНК взяты из [11, 15–17]. Для каждого гена 
анализировали от 3 до 6 CpG-динуклеотидов. ПЦР 
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проводили на амплификаторe T100 Thermal Cycler, 
(Bio-Rad, США) по программе: 1 цикл (95 °С, 5 мин); 
35 циклов (95 °С, 10 c; Тотж, 20 с; 72 °С, 30 с); 1 цикл  
(72 °С, 3 мин). Ложноположительные результаты из-
за неполной бисульфитной конверсии ДНК исключа-
ли на стадии подбора праймеров по отсутствию про-
дукта метилспецифичной ПЦР на необработанной 
бисульфитом ДНК. Препарат метилированной ДНК 
человека (#SD1131, Thermo Scientific, США) исполь-
зовали как контроль для метилированного аллеля, 
а препарат ДНК человека (#G1471, Promega, США) – 
как контроль для неметилированного аллеля. Продук-
ты ПЦР от разных генов разделяли одновременно 
с использованием 2 % агарозного геля.

Клинические и гистологические характеристики 98 образцов 
почечно-клеточного рака

Clinical and histological characteristics of 98 samples of renal cell carcinoma

Характеристика 
Characteristic

n

Гистологический тип: 
Histological type:

онкоцитома 
oncocytoma
папиллярный почечно-клеточный рак 1-го типа 
type 1 papillary renal cell carcinoma
папиллярный почечно-клеточный рак 2-го типа 
type 2 papillary renal cell carcinoma
переходно-клеточный рак 
transitional cell carcinoma
светлоклеточный рак 
clear cell carcinoma
хромофобный рак 
chromophobe carcinoma

1

3

2

2

83

4

Клиническая стадия: 
Clinical stage:

I
II
III
IV

48
8

24
15

Степень дифференцировки: 
Differentiation grade

G1
G2
G3
G4

12
53
28
1

Размер опухоли: 
Tumor size:

T1
T2
T3
T4

49
11
33
2

Метастазирование: 
Metastasis:

N0 / М0
N1–2 / М1

73
22

Статистический анализ проводили с применением 
точного критерия Фишера в программе AtteStat. 
Изменения считали значимыми при p ≤0,05. Опти-
мальные системы маркеров выбирали по результатам 
ROC-анализа, проведенного с помощью ресурса 
http://www.biosoft.hacettepe.edu.tr / easyROC / 

Результаты
Профиль гиперметилирования генов миРНК при свет-

локлеточном ПКР и их связь с прогрессированием забо-
левания. Результаты анализа метилирования 6 генов 
миРНК (MIR9-1, MIR9-3, MIR34b / c, MIR130b, 
MIR1258, MIR107) в 98 парных образцах ПКР, получен-
ные с помощью метилспецифичной ПЦР, показаны 
на рис. 1. Повышенная частота метилирования в образ-
цах опухолей в сравнении с гистологически неизменен-
ной тканью (условная норма) выявлена для всех 6 ис-
следованных генов. При этом для всех 6 генов различия 
значимы (p ≤0,05), а для 5 генов (кроме MIR107) – ста-
тистически высокозначимы (p <0,01 с учетом поправки 
на множественные сравнения).

Данные по метилированию 6 генов в 98 образцах 
ПКР сопоставлены с клинико-гистологическими ха-
рактеристиками опухолей. Частота метилирования  
4 генов (MIR9-1, MIR107, MIR130b, MIR1258) оказалась 
значимо (p <0,05) выше в образцах больных на поздних 
клинических стадиях, чем на I–II стадии (рис. 2а). Од-
нако с учетом поправки Бенджамини–Хохберга на мно-
жественные сравнения ассоциация с III–IV клиниче-
ской стадией статистически значима (p <0,01) для 3 генов: 
MIR107, MIR130b, MIR1258 (см. рис. 2а).

Определена значимая ассоциация (p <0,05) метили-
рования 4 генов (MIR9-1, MIR107, MIR130b, MIR1258) 
с увеличением размера опухоли (рис. 2б). С учетом по-
правки Бенджамини–Хохберга на множественные срав-
нения с размером опухоли также статистически значимо 

Рис. 1. Анализ метилирования 6 генов микроРНК на выборке из 98 об-
разцов опухолей почечно-клеточного рака и 98 образцов парной гисто-
логически неизмененной ткани

Fig. 1. Analysis of DNA methylation in 6 microRNA genes in 98 samples  
of renal cell carcinoma and 98 paired samples of normal tissue
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Рис. 2. Ассоциация метилирования генов микроРНК с клинико-гистологическими характеристиками прогрессирования почечно-клеточного рака: 
а – клинической стадией (I + II против III + IV); б – размером опухоли по классификации TNM (T1–T2 против T3–T4); в – степенью диффе-
ренцировки опухоли (G1–G2 (высоко- и умеренно-дифференцированные) против G3–G4 (низкодифференцированные)); г – метастазированием 
(N0M0 против N1–2 / М1)
Fig. 2. Association between DNA methylation in microRNA genes and clinical and histological characteristics of renal cell carcinoma progression: a – clinical 
stage (I + II vs III + IV); б – tumor size according to the TNM classification (T1–T2 vs T3–T4); в – differentiation grade (G1–G2 (highly and moderately 
differentiated) vs G3–G4 (poorly differentiated)); г – metastasis (N0M0 vs N1–2 / M1)
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Рис. 3. Характеристики набора маркеров (MIR9-1, MIR107, MIR130b, 
MIR1258) для прогнозирования метастазирования почечно-клеточно-
го рака (площадь под ROC-кривой 0,83)

Fig. 3. Characteristics of markers (MIR9-1, MIR107, mir130b, MIR1258)  
for predicting metastasis of renal cell carcinoma (area under the ROC curve 0.83)

связано (p <0,01) метилирование тех же 3 генов: MIR107, 
MIR130b, MIR1258 (см. рис. 2б).

Значимая связь (p <0,05) метилирования со сни-
жением степени дифференцировки опухолей показа-
на для 4 генов (MIR9-1, MIR107, MIR130b, MIR1258), 
но с учетом поправки Бенджамини–Хохберга на мно-
жественные сравнения связь с потерей дифференци-
ровки статистически значима только для 2 генов: 
MIR130b, MIR1258 (рис. 2в).

Проведено сравнение метилирования 6 генов 
(MIR9-1, MIR9-3, MIR34b / c, MIR130b, MIR1258, 
MIR107) в 73 образцах опухолей больных ПКР 
без метастазов и в 22 образцах опухолей больных ПКР 
с метастазами. Значимая связь (p <0,05) с наличием 
метастазов выявлена для 4 генов: MIR9-1, MIR130b, 
MIR1258, MIR107 (рис. 2г).

Потенциальные маркеры прогноза метастазирования 
ПКР. На основании полученных результатов о статусе 
метилирования 6 исследованных генов миРНК в 73 образ-
цах опухолей больных ПКР без метастазов и в 22 образцах 
опухолей больных с метастазами методом ROC-анализа 
составлена комбинация маркеров для выявления 
или прогнозирования метастазирования ПКР (рис. 3).
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Обнаружение метилирования хотя бы 2 из этих  
4 генов позволяет прогнозировать метастазирование 
ПКР с клинической чувствительностью 68 %, специ-
фичностью 84 % и надежностью AUC (площадь 
под ROC-кривой) 0,83 (см. рис. 3).

В набор вошли все 4 гена, ассоциированные 
с метастазированием: MIR9-1, MIR107, MIR130b, 
MIR1258, среди которых 3 гена – высокозначимо  
(p <0,01), и ген MIR9-1 менее значимо (p <0,05). Уда-
ление из набора наименее ассоциированного с мета-
стазированием маркера MIR9-1 приводило к повыше-
нию специфичности до 94 %, но к снижению 
чувствительности до 54,5 % и к некоторому уменьше-
нию величины AUC до 0,79. Сочетание 3 маркеров, 
помимо сниженной чувствительности, будет обладать 
меньшей экспериментальной точностью из-за неболь-
шого числа маркеров в панели. В связи с этим сочета-
ние маркеров из 4 генов (MIR9-1, MIR107, MIR130b, 
MIR1258) представляется более оптимальным из ис-
следованных генов миРНК.

Следует отметить, что связь метилирования гена 
MIR1258 с ПКР (p = 7 × 10–6) и метастазированием  
(p = 3 × 10–5) обнаружена при этом виде рака впервые. 
При этом степень ассоциации с метастазированием 
метилирования гена MIR1258 (p = 3 × 10–5) является 
наиболее высокозначимой среди других исследован-
ных маркеров миРНК на данной выборке образцов. 
Таким образом, маркер MIR1258 представляет само-
стоятельный интерес и может быть применен для про-
гноза метастазирования в комбинации с другими но-
выми маркерами метилирования или экспрессии.

Обсуждение
В данной работе изучено изменение статуса мети-

лирования 6 генов миРНК (MIR9-1, MIR9-3, 
MIR34b / c, MIR130b, MIR1258, MIR107) на представи-
тельной выборке парных образцов опухолей и гисто-
логически неизмененных тканей почки от 98 больных 
ПКР. Следует отметить, что ранее было изучено мети-
лирование до 10 генов миРНК на меньшей выборке 
(50–70) образцов ПКР [15–17], что позволило соста-
вить наборы маркеров для диагностики ПКР.

Метилирование гена MIR1258 при светлоклеточ-
ном ПКР в данной работе исследовано впервые. Ранее 
для миРНК, кодируемой этим геном, показаны свой-
ства супрессора и ингибирующее влияние на развитие 
и прогрессирование многих видов рака, например 
колоректального рака и рака молочной железы [23, 
24]. Однако метилирование гена MIR1258 ранее выяв-
лено только при раке легкого и множественной 

миеломе [11, 25]. При этом показано, что метилирова-
ние MIR1258 функционально, так как оно ассоцииро-
вано со снижением уровня miR-1258 [25]. Интересно, 
что одной из прямых мишеней этой миРНК является 
лиганд программируемой клеточной гибели 1 
(programmed cell death ligand-1, PD-L1), который играет 
роль контрольной точки иммунитета [25]. Ранее о мети-
лировании гена MIR1258 при ПКР и его супрессорной 
и антиметастатической роли в ПКР не сообщалось.

Проблема поиска маркеров метастазирования до-
статочно значима, так как фактически они являются 
прогнозом метастатических рецидивов. В литературе 
имеются сообщения о маркерах диагностики и про-
гноза метастазирования ПКР на основе анализа экс-
прессии генов, в том числе выполненные авторами 
настоящей работы [26–29], а также на основе экспрес-
сии миРНК, например miR-429, или миРНК семейст-
ва miR-200 [30, 31]. Набор из 3 миРНК (miR-21,  
-142-3p, -194) позволил прогнозировать метастазиро-
вание ПКР с чувствительностью 86,7 % и специфич-
нос тью 82,0 % [32]. Однако анализ ДНК не требует до-
рогих реактивов и, по-видимому, окажется более 
пригодным для клинической практики. В литературе 
мы не нашли наборов маркеров прогноза метастазиро-
вания ПКР по ДНК-метилированию генов миРНК.

Заключение
Нами на основе анализа метилирования 4 генов 

миРНК на представительной выборке образцов ПКР  
(n = 98) впервые разработан набор маркеров, выявля-
ющих или прогнозирующих метастазирование ПКР 
с клинической чувствительностью 68 %, специфично-
стью 84 % и надежностью AUC 0,83, который может 
найти применение в персонализированном лечении 
пациентов. При этом нами идентифицирован новый ген 
MIR1258, метилирование которого высокоассоцииро-
вано с метастазированием ПКР, и который может иметь 
самостоятельное значение для подбора наиболее эффек-
тивной комбинации маркеров с новыми генами на ос-
нове анализа их метилирования или экспрессии. В то же 
время наиболее эффективным подходом может оказать-
ся сочетание маркеров на основе метилирования генов 
миРНК и экспрессии белоккодирующих генов. Такой 
подход уже был реализован нами ранее при разработке 
системы диагностики светлоклеточного рака почки, 
что позволило повысить характеристики системы 
до приемлемых с точки зрения практического примене-
ния значений [33]. Указанный подход планируется при-
менить и в разработке клинически значимой системы 
прогноза метастазирования.
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