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Введение. Большое значение для понимания механизмов формирования и прогрессии диффузной В-крупнокле-
точной лимфомы (ДВккЛ), а также ее чувствительности к лечению имеет более глубокое представление о молеку-
лярных событиях, нарушающих функционирование сигнального пути р53. Белок р53 проявляет свою онкосупрес-
сорную функцию и опосредует противоопухолевые эффекты лекарственных препаратов посредством регуляции 
транскрипции и / или созревания широкого спектра генов-мишеней, в том числе MIR-34A, MIR-34B / C,  MIR-129-2 
и MIR-203. В опухолевой ткани лимфом по сравнению с нормальной лимфоидной тканью показано снижение уров-
ня кодируемых данными генами микроРНк.
Цель исследования – комплексный анализ метилирования генов р53-респонсивных микроРНк MIR-34А, MIR-34В / С, 
MIR-203 и MIR-129-2, а также мутаций в ДНк-связывающем домене и разрушения последовательности сигнала 
к полиаденилированию гена ТР53 при ДВккЛ.
Материалы и методы. проанализированы 136 образцов ДНк, выделенной из опухолевой ткани пациентов с ДВккЛ, 
и 11 образцов ДНк, полученной из лимфатических узлов с реактивной В-клеточной фолликулярной гиперплазией. 
Определение статуса метилирования генов MIR-203 и MIR-129-2 осуществляли методом метил-специфичной поли-
меразной цепной реакции, генов MIR-34А и MIR-34В / С – методом метил-чувствительного анализа кривых плавления 
высокого разрешения. В опухолевых образцах методом полимеразной цепной реакции с полиморфизмом длин 
рестрикционных фрагментов выполнено генотипирование варианта нуклеотидной последовательности rs78378222, 
приводящего к разрушению сигнала полиаденилирования,  с помощью  капиллярного прямого секвенирования 
по Сэнгеру определена нуклеотидная последовательность района гена ТР53, кодирующего ДНк-связывающий домен.
Результаты. Выявляемое в лимфомной ткани метилирование носило опухолеспецифичный характеp. Частота ана-
лизируемых аберраций в гене ТР53 и метилирования MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-129-2 и MIR-203 составила 21, 23, 55, 
65 и 66 % соответственно. при этом метилирование анализируемых генов р53-респонсивных микроРНк и аберра-
ций в гене ТР53 в опухолевой ткани пациентов с ДВккЛ являлись независимыми событиями с тенденцией к взаим-
ному исключению. Вместе с тем показано, что в подавляющем большинстве образцов лимфомы метилирование 
генов MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-129-2 и MIR-203 носило сочетанный характер.
Заключение. Наряду с аберрациями в ТР53, метилирование генов MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-129-2 и MIR-203 может 
являться частой причиной снижения экспрессии miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129 и miR-203 при ДВккЛ. Соче-
танное метилирование генов MIR-203, MIR-129-2 и MIR-34B / C, а также пары MIR-34B / C и MIR-34A потенциально 
имеет более выраженный проопухолевый эффект за счет наличия у кодируемых ими микроРНк общих мишеней.

Ключевые слова: ген ТР53, мутации, rs78378222, микроРНк, метилирование, miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129, 
miR-203, лимфома
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Introduction. A more in-depth description of molecular events that disrupt the functioning of the p53 signaling path-
way is important for understanding the mechanisms of formation and progression of diffuse B-large cell lymphoma (DCCL), 
as well as its sensitivity to treatment. The p53 protein exhibits its oncosuppressive function and mediates the antitumor 
effects of drugs by regulating transcription and / or maturation of a wide range of target genes, including MIR-34A, MIR-
34B / C, MIR-129-2 and MIR-203. In the tumor tissue of lymphomas, in comparison with normal lymphoid tissue, a decrease 
in the level of microRNAs encoded by these genes is shown.
Aim. The aim of this study was to conduct a comprehensive analysis of the methylation of the genes of the p53-respon-
sive microRNAs MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-203 and MIR-129-2, as well as mutations in the DNA-binding domain and de-
struction of the polyadenylation signal of the TP53 gene in DLBCL.
Materials and methods. 136 DNA samples isolated from tumor tissue of patients with DLBCL and 11 DNA samples obtained 
from lymph nodes with reactive B-cell follicular hyperplasia were analyzed. The methylation status of MIR-203 and  
MIR-129-2 genes was determined by the method of methyl-specific polymerase chain reaction, MIR-34A and MIR-34B / C 
genes by the method of methyl-sensitive analysis of high-resolution melting curves. In tumor samples, rs78378222 
genotyping was performed by polymerase chain reaction with restriction fragment length polymorphism, resulting in the 
destruction of the polyadenylation signal, and the nucleotide sequence of the region of the TP53 gene encoding the 
DNA-bin ding domain was determined by capillary direct sequencing by Sanger.
Results. The methylation detected in lymphoma tissue was tumor-specific. The frequency of analyzed aberrations in the 
TP53 gene and methylation of MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-129-2 and MIR-203 was 21, 23, 55, 65 and 66 %, respectively. At 
the same time, methylation of the analyzed genes of p53-responsive microRNAs and aberrations in the TP53 gene in the 
tumor tissue of patients with DLBCL were independent events with a tendency to mutual exclusion. At the same time, it 
was shown that in the vast majority of lymphoma samples, the methylation of the MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-129-2 and 
MIR-203 genes was combined.
Conclusion. Along with aberrations in TP53, methylation of MIR-34A, MIR-34B / C, MIR-129-2 and MIR-203 genes may be 
an important cause of decreased expression of miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-129 and miR-203 in DLBCL. The combined 
methylation of the MIR-203, MIR-129-2 and MIR-34B / C genes, as well as the MIR-34B / C and MIR-34A pairs, potentially 
has a more pronounced pro-tumor effect due to the presence of common targets in the microRNAs encoded by them.
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lymphoma
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ВВЕдЕНИЕ
Важным этапом развития многих злокачественных 

новообразований является нарушение функциониро-
вания гена TP53, которое может возникать на ранних 
стадиях формирования опухоли или при ее прогрессии 
[1]. Помимо онкосупрессорной функции путем конт-
роля клеточного цикла и апоптоза, регуляции диффе-
ренцировки, репарации ДНК, антиоксидантной за-
щиты и метаболизма, модулирования активности 
сигнальных путей цитокиновых рецепторов и экспрес-
сии на поверхности клеток молекул, необходимых 
для презентации эндогенных антигенов и иммунного 
распознавания, кодируемый данным геном белок р53 
опосредует эффект противоопухолевых агентов раз-
личной молекулярной направленности [1, 2]. Именно 
поэтому оценка функционального статуса TP53 ши-
роко используется для стратификации онкологиче-
ских пациентов на прогностические группы [3].

Диффузная В-крупноклеточная лимфома 
(ДВККЛ) является биологически гетерогенным, наи-
более частым типом агрессивных неходжкинских 

лимфом. Около 40 % пациентов с данной патологией 
имеют рефрактерно-рецидивирующее течение забо-
левания при применении стандартной терапии 1-й ли-
нии – ритуксимаба в комбинации с протоколом CHOP 
(циклофосфан, доксорубицин, винкристин, предни-
золон) [4]. Таким образом, отбор больных лимфомой 
с высоким риском неэффективности лечения и разра-
ботка новых подходов терапии, которые будут эффек-
тивны у данной когорты пациентов с ДВККЛ, имеют 
большую актуальность.

Наиболее активно изучаемым при ДВККЛ аспек-
том аберраций в гене TP53 является его мутационный 
статус [5]. Вместе с тем в настоящее время не предло-
жены терапевтические подходы, преодолевающие не-
благоприятное прогностическое значение мутаций 
в данном гене при лимфоме. Дальнейшего изучения 
требуют и механизмы устойчивости опухолевых кле-
ток к стандартной терапии в случаях ДВККЛ с отсут-
ствием мутаций в TP53 [4].

Белок р53 является транскрипционным фактором 
и большинство своих эффектов реализует через 
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регуляцию экспрессии мишеней главным образом пу-
тем прямого связывания со специфическими последо-
вательностями ДНК, называемыми р53-чувствитель-
ными элементами и расположенными в промоторах 
респонсивных генов. Накапливается все больше сви-
детельств того, что данный белок проявляет свою он-
косупрессорную функцию и опосредует противоопу-
холевые эффекты лекарственных препаратов 
посредством регуляции транскрипции и / или созрева-
ния широкого спектра микроРНК, в том числе ми-
кроРНК-34a, -34b, -34c, -129 и -203 [6–9]. Известно 
также, что экспрессия перечисленных онкосупрессор-
ных микроРНК снижена при лимфомах [8, 9].

Мутантный статус ТР53 может быть одним из по-
тенциальных, но не единственным механизмом нару-
шения экспрессии р53-респонсивных молекул. Косвен-
но об этом свидетельствует тот факт, что в опухолевых 
клетках с мутациями в данном гене не происходит об-
щее снижение уровня всех регулируемых им мишеней, 
при этом экспрессия одних из них нарушается в гора-
здо большей степени, чем других [1].

Изменения в 3’-нетранслируемой последователь-
ности гена ТР53 также могут иметь прямое биологи-
ческое действие на функцию р53 [10]. Так, вариант 
нуклеотидной последовательности rs78378222 в 3’-не-
транслируемой последовательности гена приводит 
к изменению сигнала к полиаденилированию AATAAA 
на AATACA, нарушению процессинга 3’-конца мат-
рич ной РНК и формированию функционального де-
фицита TP53.

Гены MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2 
расположены в CpG-богатых регионах, и аберрантное 
метилирование также может иметь большое значение 
в нарушении их экспрессии при опухолях [8, 9]. Однако, 
в отличие от злокачественных новообразований эпители-
ального происхождения и сарком, эпигенетические нару-
шения в данных генах при лимфомах мало изучены.

Таким образом, более глубокое представление 
о лежащих в основе развития ДВККЛ молекулярных 
событиях, затрагивающих сигнальный путь р53, имеет 
большое значение для понимания механизмов фор-
мирования и прогрессии опухоли, а также ее чувстви-
тельности к лечению.

Цель исследования – комплексный анализ мети-
лирования генов р53-респонсивных микроРНК MIR-
34А, MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2, а также мута-
ций в ДНК-связывающем домене и разрушения 
последовательности сигнала полиаденилирования 
гена ТР53 при ДВККЛ.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Работа проводилось в соответствии с Хельсинк-

ской декларацией Всемирной медицинской ассоциа-
ции (World Medical Association) 2000 г. и протоколом 
к Конвенции о правах человека и биомедицине 
(Protocol to the Convention on Human Rights and Bio-
medicine) 1999 г.

Проанализированы 136 образцов ДНК, выделен-
ной из опухолевой ткани пациентов с ДВККЛ (с со-
держанием опухолевых клеток не менее 50 %), и 11 об-
разцов ДНК, полученной из лимфатических узлов 
с реактивной В-клеточной фолликулярной гиперплази-
ей. С FFPE-блоков брались срезы толщиной 10–12 мкм. 
Выделение ДНК проводили методом фенольно-хло-
роформной экстракции с применением гуанидина. 
Оценку и контроль качества выделенных нуклеиновых 
кислот выполняли на BioTek Epoch (BioSPX, Бельгия).

Бисульфитную конверсию выделенной ДНК про-
водили с применением наборов EZ DNA Methylation-
Gold Kit. Для контроля полноты конверсии применя-
ли набор Human Methylated and Unmethylated DNA 
Control Kit (рис. 1). Определение статуса метилирова-
ния генов MIR-203 и MIR-129-2 осуществляли мето-
дом метил-специфичной полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), генов MIR-34А и MIR-34В / С – методом 
метил-чувствительного анализа кривых плавления 
высокого разрешения (табл. 1).

В опухолевых образцах описанным ранее методом 
ПЦР с полиморфизмом длин рестрикционных фрагмен-
тов выполнено генотипирование rs78378222, приводяще-
го к разрушению сигнала полиаденилирования  [7].

Методом капиллярного прямого секвенирования 
по Сэнгеру определена нуклеотидная последователь-
ность ТР53 (экзоны 5–10) в соответствии с протоко-
лом Международного агентства по изучению рака 
(International Agency for Research on Cance, IAR). Ана-
лиз осуществляли методом капиллярного электрофо-
реза на аппарате Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, США). Результаты секвенирования анали-
зировали с помощью программ SeqScape и Chromas. 
В качестве референсной использовалась последова-
тельность гена ТР53 NG_017013.

Количественный анализ сочетанного выявления 
метилирования изученных генов и аберраций в ТР53 
проводили путем вычисления двоичного логарифма 
отношений шансов (log2 odds ratio) и одностороннего 
точного критерия Фишера (p-value) с поправкой 
на множественность сравнений с помощью процедуры 
Бенджамини–Хохберга (q-value). С помощью онлайн-
сервиса OncoPrinter [14] получена картина сочетанно-
го выявления изучаемых молекулярно-генетических 
нарушений. Мутационный спектр гена ТР53 был ви-
зуализирован в формате графика «леденец на палочке» 
с помощью программы Lollipops [15].

РЕзУЛьТаТы
При оценке мутационного профиля гена ТР53 

и rs78378222 в 3’-нетранслируемой последовательности 
показано, что в целом частота анализируемых аберра-
ций в группе исследования составила 21 % (29 / 136). 
У 10 / из 136 (7,4 %) человек выявлены множественные 
нарушения.

Распределение аберраций по типам было следую-
щим: разрушение сигнала полиаденилирования – 
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 17,0 % (9 / 53); интронные мутации с неизвестным эф-
фектом – 22,6 % (12 / 53); миссенс-замены – 39,6 % 
(21 / 53); сеймсенс – 13, 2 % (7 / 53) и нонсенс-замены – 
3,8 % (2 / 53); мутации, приводящие к нарушению сплай-
синга молекулы РНК, – 1,9 % (1 / 53); – мутации, при-
водящие к сдвигу рамки считывания в гене ТР53, – 1,9 % 
(1 / 53) (табл. 2).

Все мутации, за исключением A189Pfs (98,1 %), 
представляли собой однонуклеотидные замены. Не-
однократно в группе исследования отмечены миссенс-
замены p.W146R, p.T155I и p.V273С, а также нонсенс-
замены p.R213Х* и c.1175T>G, приводящие к на - 
рушению полиаденилирования.

Расположение мутаций по последовательности 
ТР53 представлено на рис. 2. Биоинформационный 
анализ с применением программы Рolyphen2 показал, 
что 2 / 3 (14 из 18; 77,8 %) миссенс-замен являлись воз-
можно патогенными и ранее были описаны при зло-
качественных новообразованиях (табл. 3 и 4).

В ходе анализа статуса метилирования генов MIR-
203, MIR-129-2, MIR-34A и MIR-34B / С отрицательный 
и положительный контроли из набора Human Methyl-
ated and Unmethylated DNA Control Kit (Zymo Re-
search, США) показали ожидаемые результаты. 
Ни один образец ДНК, выделенной из ткани лимфа-
тических узлов с реактивной гиперплазией, не имел 

Рис. 1. 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 выделе-
ны CpG-динуклеотиды
Fig. 1. A fragment of the CpG island bisulfite sequence chromatogram of the MIR-129–2 gene: a – methylated DNA; б – unmethylated DNA. Met – cytosine 
in the methylated state; UMet – thymine in place of cytosine in the unmethylated state, CpG dinucleotides are highlighted in red frame

Таблица 1. Последовательности праймеров для МС-ПЦР и MS-HRM и длины ампликонов анализируемых генов микроРНК

Table 1. Primers sequences for MS-PCR and MS-HRM and lengths of amplicons of analyzed microRNA genes

Метод 
Method

Ген 
Gene

Последовательность праймеров 
Primers sequences

Длина ампликона (п. н.) 
Amplicon length (b. p.) 

Температура отжига 
праймеров, оС 
Primer annealing 
temperature, оС

Источник 
Reference

MS-HRM

MIR-34A F 5’-tttttttttaggtggaggagatgt-3’
R 5’-ccaaacaaacccaaacaaaac-3’ 155 64

[11] 

MIR-34В / С F 5’-ttgttattaaaataaggtatagtatta-3’
R 5 / -cgcttctcaaacatcttctct-3’ 99 56

МС-ПЦР 
MS-PCR

MIR-203

MF 5’-gagtattttcggtttagacgagac-3’
MR 5’-ccttttatacgacgcaaccg-3’

UMF 5’-tttgagtatttttggtttagatgagat-3’
UMR 5’-aacaccttttatacaacacaacca-3’

287 60 [12] 

MIR-129-2

MF 5’-gagttgggggatcgcggac-3’
MR 5’-atataccgacttcttcgattcgccg-3’ 189 62

[13] 
UMF 5’-gagttgggggattgtggat-3’

UMR 5’-aatataccaacttcttcaattcacca-3’ 188 60

Примечание. MS-HRM – methyl-sensitive high-resolution melting curves analysis, метил-чувствительный анализ кривых плавле-
ния высокого разрешения, МС-ПЦР – метил-специфичная полимеразная цепная реакция, п. н. – пар нуклеотидов. 
Note. MS-HRM – methyl-sensitive high-resolution melting curves analysis; MS-PCR – methyl-specific polymerase chain reaction, b. p. – base pairs.

Met Met Met Met

UMet
UMet UMet UMet

Т    С         G        G          T    T       C       G          G    G          T      A    G         T     T     C         G       T        A  G          T       T       T      T      C       G        A       R        A  G        A 

а

б
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Таблица 2. Общая характеристика результатов секвенирования гена ТР53

Тable 2. General characteristics of the TP53 gene sequencing results

3 / НТО 
3 / -UTR

Расположение мутаций 
Mutations localization

Интроны 
Introns

Кодирующая последовательность 
Coding sequence

С неизвестным эффектом 
With the unknown effect

Влияние 
на cплайсинг 

Impact on splicing

Нонсенс 
Nonsense

Сдвиг 
рамки 

Frame shift

Миссенс 
Missense

Синонимичные 
Synonimous

c.1175T>G#

IVS4–30Т>С*

IVS6–36G>C p.SR213Х* p.SA189Pfs

p.SL130F

р.V157VIVS5+43G>T p.SW146R*

IVS5–17Т>С p.ST155I*

IVS7+31G>С* p.SR156C

p.SS166SIVS8+10С>А* p.SM160V

IVS8+20A>G p.SV173L

IVS8+37A>G p.SH178D

р. H179H

IVS9+12Т>С*

р. R196Q

p.SR197G

p.ST211S

p.SL252Lp.SV218A

p.SG244S

p.SR249S

р. V272Vp.SV272E

p.SV273С*

p.SA276V p.SG302G

p.SE285Q
р. A307A

p.SG293R

*Мутации, встречающиеся в группе исследования 2 раза. #Мутация, встречающаяся в группе исследования 9 раз.
Примечание. НТО – нетранслируемая область. 
*Mutations encountered 2 times in the study group. #Mutation that occurs 9 times in the study group. 
Note. UTR – untranslated region.

метилирования изучаемых генов микроРНК. Частота 
метилирования генов MIR-34А, MIR-34В / С, MIR-203 
и MIR-129-2 в опухолевой ткани ДВККЛ составила 23, 
55, 66 и 65 % соответственно.

Совместное выявление метилирования генов 
 микроРНК и мутаций в ТР53 для каждого из образцов 
группы исследования представлено на рис. 3. Соглас-
но полученным данным отсутствие метилирования 
хотя бы одного из изученных генов наблюдалось 
лишь в 11,0 % (15 / 136) случаев лимфомы, в подавля-
ющем же большинстве образцов метилирование но-
сило сочетанный характеp. Так, в 24,3 % (33 / 136) случаев 
имело место метилирование 2, в 44,1 % (60 / 136) – 
3 и в 11,1 % (15 / 136) – всех 4 проанализированных 
генов.

Вместе с тем метилирование анализируемых генов 
р53-респонсивных микроРНК и аберрации в гене 
ТР53 в опухолевой ткани больных ДВККЛ, напротив, 
носили независимый характер с тенденцией к взаим-
ному исключению (табл. 5).

ОБСУждЕНИЕ
Участие микроРНК в лимфомогенезе подтвержде-

но в ходе моделирования новообразований на живот-
ных. Аберрантная их экспрессия не только иницииру-
ет развитие, но и способствует увеличению темпов 
опухолевой прогрессии злокачественных лимфом [9]. 
При этом увеличивается число исследований, пока-
зывающих важную роль микроРНК в функциониро-
вании сигнального пути белка р53 [16].
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ДВККЛ у большей части пациентов имели тенденцию 
к взаимному исключению.

Настоящее исследование позволило уточнить ча-
стоты анализируемых ранее молекулярно-генетиче-
ских нарушений и расширить их спектp. На выборке 
из 136 образцов ДНК, выделенной из опухолевой ткани 
пациентов с ДВККЛ, выполнен комплексный анализ 
механизмов, нарушающих экспрессию микроРНК-
34a, -4b, -34c, -129 и -203, а именно: метилирования 
генов MIR-34A, MIR-34B / С, MIR-129-2 и MIR-203, 
а также мутационного статуса и разрушения сигнала 
полиаденилирования гена ТР53.

Показано, что метилирование анализируемых ге-
нов микроРНК является распространенным событием 
при ДВККЛ. Отсутствие метилирования хотя бы од-
ного из изученных генов имело место лишь в каждом 
10-м случае лимфомы. Частота метилирования MIR-
34А, MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2 в опухолевой 
ткани лимфомы составила 23, 55, 66 и 65 % соответст-
венно, что согласуется с полученными ранее данны-
ми [17].

В подавляющем большинстве опухолевых образ-
цов метилирование носило сочетанный характеp. 
Установлено, что даже с учетом поправки на множе-
ственность сравнений метилирование MIR-34B / C, 
MIR-203 и MIR-129-2, а также MIR-34B / C и MIR-34A при 
лимфоме достоверно коррелирует друг с другом.

Можно предположить, что сочетанное метилиро-
вание данных генов при ДВККЛ является механиз-
мом, который потенциально дерегулирует несколько 
функционально связанных генов, вовлеченных в от-
дельный путь патогенеза опухоли, и / или затрагивает 
сразу несколько путей лимфомогенеза, а следователь-
но, имеет более выраженный проопухолевый эффект. 
Это подтверждается функциональной ассоциацией 
микроРНК семейства miR-34, микроРНК-129 и микро-
РНК-203 за счет наличия у них общих мишеней [8, 9, 17]. 
В данной работе показано, что аберрации, приводя-
щие к функциональному дефициту ТР53, обнаружи-
ваются в каждом 5-м образце ДВККЛ. При этом раз-
рушение сигнала полиаденилирования составило 17,0 % 
данных аберраций.

Поскольку большая часть выявленных в анализи-
руемой выборке образцов лимфомы мутаций прихо-
дится на ДНК-связывающий домен, обеспечивающий 
регуляцию генов-мишеней белка р53, они могут вы-
зывать нарушение экспрессии микроРНК-129 и микро-
РНК семейства miR-34.

В отличие от последних, экспрессия микроРНК-203 
регулируется белком р53 на посттранкрипционном 
уровне путем ускорения процессинга ее в ядре. В этой 
связи интересны данные о том, что транскрипционно 
неактивные мутантные варианты р53, например, вы-
явленная в группе исследования мутация в «горячем» 
кодоне гена ТР53 p.SR273, могут препятствовать 
функциональной сборке белкового комплекса в соста-
ве с Drosha [18].

Таблица 3. Анализ патогенности выявленных миссенс-мутаций в гене 
ТР53 с помощью онлайн-программы Polyphen2

Table 3. Analysis of the identified TP53 gene missense mutations 
pathogenicity using the Polyphen2 online program

Мутация 
Mutation

Прогноз 
Prognosis

Уровень 
патогенности 

Pathogenicity level

p.SL130F Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SW146R Непатогенная 
Non-pathogenic

0,01

p.ST155I Патогенная 
Pathogenic

0,99

p.SR156C Непатогенная 
Non-pathogenic

0,02

p.SM160V Вероятно патогенная 
Probably pathogenic

0,41

p.SV173L Патогенная 
Pathogenic

0,98

p.SН178D Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SR196Q Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SV197G Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.ST211S Непатогенная 
Non-pathogenic

0,17

p.SV218A Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SG244S Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SR249S Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SV272E Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SR273C Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SA276V Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SE285Q Патогенная 
Pathogenic

1,00

p.SG293R Непатогенная 
Non-pathogenic

0,02

Ранее нами проводился анализ мутационного про-
филя ТР53 и статуса метилирования генов MIR-34А, 
MIR-34В / С, MIR-203 и MIR-129-2 в небольшой группе 
(n = 73) образцов ДВККЛ [17]. Было показано, что 
метилирование анализируемых генов р53-респонсив-
ных микроРНК и мутации ТР53 в опухолевой ткани 
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В целом было показано, что в ряде случаев мети-
лирование MIR-203, MIR-129-2, MIR-34B / C и MIR-
34A и аберрации гена ТР53 в опухолевой ткани ДВККЛ 
сочетаются. Однако в большинстве образцов они 
не только являются независимыми событиями, но 
и имеют склонность к взаимному исключению.

Вероятно, как аберраций ТР53 (мутаций или разру-
шения сигнала полиаденилирования), так и метилиро-
вания генов изучаемых микроРНК может быть доста-

точно для нарушения регуляторной сети белка р53 
при лимфоме (рис. 4). Данное предположение под-
крепляется наличием положительных обратных связей 
между р53 и активируемыми им молекулами. Напри-
мер, микроРНК-34а участвует в стабилизации белка 
путем нацеливания на деацетилазу SIRT1 [9].

Наконец, высокая частота выявления опухолеспе-
цифичного метилирования генов MIR-203, MIR-129-2, 
MIR-34B / C и MIR-34A при ДВККЛ указывает 

Таблица 4. Связь мутаций, выявленных в кодирующей части гена ТР53, со злокачественными опухолями

Table 4. Association of mutations detected in the coding part of the TP53 gene with malignant tumors

Мутация 
Mutation

Экзон 
Exon

Злокачественное новообразование 
Malignant neoplasm

p.SL130F 5 Опухоли эпителиальных тканей и центральной нервной системы 
Tumors of epithelial tissues and central nervous system

p.SW146R 5 Диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Diffuse large B-cell lymphoma

p.ST155I 5 Хронический лимфолейкоз, NK / T-клеточная лимфома 
Hronic lymphocytic leukemia, NK / T-cell lymphoma

p.SR156C 5 Острый миелоидный лейкоз 
Acute myeloid leukemia

p.SM160V 5 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SV173L 5 Хронический лимфолейкоз, диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Chronic lymphocytic leukemia, diffuse large B-cell lymphoma

p.SН178D 5 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SR196Q 6
Острый миелоидный лейкоз, аденокарцинома прямой кишки, меланома радужки, плоскоклеточная 

карцинома тимуса 
Acute myeloid leukemia, rectal adenocarcinoma, iris melanoma, thymic squamous cell carcinoma

p.SV197G 6 Т-клеточная лимфома, плоскоклеточная карцинома легких, карцинома почки 
T-cell lymphoma, squamous cell carcinoma of the lung, carcinoma of the kidney

p.ST211S 6 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SV218A 6 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SG244S 7 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SR249S 7 Хронический лимфолейкоз, гепатоцеллюлярная карцинома, аденокарцинома толстой кишки 
Chronic lymphocytic leukemia, hepatocellular carcinoma, colon adenocarcinoma

p.SV272E 8 Диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Diffuse large B-cell lymphoma

p.SR273C 8
Опухоли центральной нервной системы, хронический лимфолейкоз, мантийноклеточная лимфома, 

диффузная В-крупноклеточная лимфома 
Central nervous system tumors, сhronic lymphocytic leukemia, mantle cell lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma

p.SA276V 8 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues

p.SE285Q 8 Опухоли эпителиальных тканей, тератома яичника 
Tumors of epithelial tissues, ovarian teratoma

p.SG293R 8 Опухоли эпителиальных тканей 
Tumors of epithelial tissues
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Таблица 5. Анализ сочетанного выявления аберраций в гене ТР53 и метилирования генов изучаемых р53-респонсивных микроРНК

Table 5. Analysis of combined detection of TP53 gene aberrations and studied p53-responsive miRNAs genes methylation

Ген 1 
Gene 1

Ген 2 
Gene2

Частота сочетанного выявления, абс. 
Frequency of combined detection, abs.

Log2 Odds 
Ratio p-value q-value Связь 

Tendency

MIR-34A MIR-34B / C 26 2,571 <0,001 0,001 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-129-2 MIR-203 68 1,880 <0,001 0,002 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34B / C MIR-129-2 58 1,723 0,001 0,002 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34B / C MIR-203 57 1,426 0,006 0,009 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34A MIR-203 22 0,411 0,339 0,407 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34A MIR-129-2 21 0,192 0,468 0,468 Сочетание 
Co-occurrence

MIR-34A ТР53 5 –0,624 0,297 0,424 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

MIR-129-2 ТР53 18 –0,269 0,412 0,458 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

MIR-34B / C ТР53 14 –0,507 0,264 0,424 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

MIR-203 ТР53 17 –0,600 0,225 0,424 Взаимное исключение 
Mutual exclusivity

Рис. 2. Распределение миссенс-мутаций в гене ТР53, выявленных в группе исследования
Fig. 2. Distribution of missense mutations in the TP53 gene identified in the study group
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Рис. 3. Метилирование генов MIR-203, MIR-129–2, MIR-34A и MIR-34B / С и аберрации (разрушение сигнала полиаденилирования и мутации) 
в гене ТР53 в опухолевой ткани больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой. Случаи с метилированием и аберрациями выделены розовым 
цветом
Fig. 3. MIR-203, MIR-129–2, MIR-34A and MIR-34B / C genes methylation and aberrations (destruction of polyadenylation and mutation signal) in the 
TP53 gene in the tumor tissue of diffuse B-large cell lymphoma patients. Cases with methylation and aberrations are highlighted in pink
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на необходимость их дальнейшего изучения в качест-
ве потенциальных мишеней для таргетной терапии 
данной опухоли. Возможными направлениями могут 
быть использование ингибиторов метилирования 
ДНК, таких как производные 5-азацитидина, которые 
уже одобрены для лечения отдельных злокачествен-
ных новообразований крови, и синтетические анало-
ги микроРНК. Последние после попадания в клетку 
включаются в эффекторный комплекс, функционально 
замещают дерегулированные эндогенные микроРНК 
и восстанавливают сигнальные пути, функциониру-
ющие в норме [9, 19].

заКЛючЕНИЕ
Таким образом, метилирование генов микроРНК 

МIR-203, МIR-129-2, МIR-34A и МIR-34B / С является 
биомаркером для дифференциальной диагностики 
ДВККЛ и реактивных изменений в лимфатических 
узлах. Наряду с аберрациями в гене ТР53 аберрантное 
метилирование может быть частой независимой при-
чиной снижения экспрессии микроРНК семейства 
mir-34, микроРНК-129 и микроРНК-203 при ДВККЛ, 
что указывает на необходимость дальнейшего изуче-
ния таргетных подходов лечения данной патологии, 
основанных на эпигенетических механизмах.

Рис. 4. Механизмы нарушения экспрессии р53-респонсивных микроРНК
Fig. 4. Mechanisms of impaired expression of p53-responsive microRNAs
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