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К настоящему времени известно более 2000 микроРНК человека, каждая из которых может участво�
вать в регуляции работы сотен белоккодирующих генов�мишеней. На экспрессию генов микроРНК в
свою очередь влияет метилирование CpG�островков. Наша цель состояла в оценке роли метилирования
в регуляции экспрессии генов микроРНК и, как следствие, в регуляции экспрессии генов�мишеней в
первичных опухолях легкого. С использованием единой коллекции образцов немелкоклеточного рака
легкого определен статус метилирования и уровень экспрессии группы генов микроРНК и их потенци�
альных генов�мишеней RAR�beta2 и NKIRAS1, локализованных на хромосоме 3. Выявлено статистиче�
ски значимое (P ≤ 0.05 по Фишеру) повышение частоты метилирования генов miR�9�1 и miR�34b/c в
опухолях легкого по сравнению с гистологически нормальной тканью и маргинально значимое (P ≤ 0.1) –
miR�9�3 и miR�193a. Установлена значимая корреляция между изменениями метилирования и уровнем
экспрессии гена miR�9�1 (P ≈ 5 × 10–12 по Спирману), что позволяет предположить участие метилиро�
вания в регуляции экспрессии этого гена микроРНК в опухолях легкого. Кроме того, обнаружена зна�
чимая отрицательная корреляция (P ≈ 3 × 10–12–5 × 10–13 по Спирману) между изменениями уровней
экспрессии miR�9�1 и miR�17 и гена�мишени RAR�beta2, и между изменениями уровней экспрессии
miR�17 и NKIRAS1. Обратная зависимость между уровнями экспрессии генов микроРНК и их генов�ми�
шеней согласуется с известным механизмом подавления экспрессии белоккодирующих генов под дей�
ствием микроРНК. Впервые определены значимые корреляции (P ≈ 3 × 10–10–4 × 10–13 по Спирману)
между изменениями метилирования генов микроРНК (miR�9�1, miR�9�3, miR�34b/c, miR�193a) и экс�
прессией RAR�beta2, а также между изменениями метилирования генов miR�34b/c и miR�193a и уров�
нем экспрессии NKIRAS1. Эти результаты указывают на возможность опосредованного влияния мети�
лирования генов ряда микроРНК на изменение экспрессии генов�мишеней.

Ключевые слова: гены микроРНК, мишени микроРНК, гены RAR�beta2 и NKIRAS1, метилирование,
метилспецифичная ПЦР, мРНК, при�микроРНК, первичные опухоли легкого.

METHYLATION OF SOME miRNA GENES IS INVOLVED IN THE REGULATION OF THEIR TARGET
GENES RAR�beta2 AND NKIRAS1 EXPRESSION IN LUNG CANCER, by D. S. Khodyrev1, I. V. Pronina1,
S. V. Rykov1, E. V. Beresneva1, M. V. Freedman1, T. P. Kazubskaya2, V. I. Loginov1*, E. A. Braga1** (1State Re�
search Centre “GosNIIgenetika”, Moscow, 117545 Russia; *е�mail: loginov7@genetika.ru, **ebraga@genetika.ru;
2Blokhin Cancer Research Centre, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, 115478 Russia). To date, there
are more than two thousand human miRNAs, each of them may be involved in the regulation of hundreds of protein
coding target genes. Methylation of CpG�islands, in turn, affects miRNAs gene expression. Our aim was to evaluate
the role of methylation in the regulation of miRNA gene expression and, consequently, in the regulation of expression
of target genes in primary lung tumors. Using a common collection of non�small cell lung cancer samples we per�
formed a comprehensive study, including analysis of the methylation status and expression levels of some miRNA
genes and their potential target genes on chromosome 3: RAR�beta2 and NKIRAS1. Increased frequency of
methylation in lung tumors compared to histologically normal tissue was revealed for miR�9�1 and miR�34b/c
genes with significant statistics (P ≤ 0.05 by Fisher exact test) and for miR�9�3 and miR�193a was marginally
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Принятые сокращения: МС�ПЦР – метилспецифичная полимеразная цепная реакция; НМРЛ – немелкоклеточный рак
легкого; ОТ�ПЦР – (здесь) полимеразная цепная реакция на кДНК, полученной с помощью обратной транскрипции РНК;
при�микроРНК – первичный предшественник микроРНК; miR – микроРНК (miRNA).
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Нарушения экспрессии генов при онкогенезе
связывают с метилированием ДНК и модифика�
циями гистонов, с транскрипционными и други�
ми белковыми факторами, а также с малыми
РНК, в том числе c микроРНК. Обнаружение
микроРНК стало революционным открытием в
молекулярной биологии. К настоящему времени
известно более двух тысяч микроРНК человека
(miRBase, http://www.mirbase.org/, Release 18, No�
vember 2011), каждая из которых может регулиро�
вать работу сотен генов�мишеней [1, 2] (Tar�
getScan (http://www.targetscan.org/, Release 6.0,
November 2011). Считается, что экспрессия 30%
белоккодирующих генов человека может регули�
роваться микроРНК [1]. МикроРНК контролиру�
ют экспрессию генов на посттранскрипционном
уровне, вызывая деградацию мРНК�мишеней
или нарушение трансляции [3, 4].

Вовлеченность микроРНК в процесс канцеро�
генеза позволила создать представление об “он�
комирах” (oncomirs), т.е. о тех микроРНК, нару�
шение экспрессии которых способствует образо�
ванию опухолей [5–7]. Крайне плодотворным
стало изучение экспрессии генов микроРНК при
разных видах рака. Профили экспрессии рас�
сматривают как “микроРНК�паспорта” (signa�
tures miRNAs), так как они оказались высоко спе�
цифичными для рака легкого, толстой кишки,
почки, яичников, молочной железы и их гистоло�
гических типов [8]. Механизмы регуляции экс�
прессии генов микроРНК остаются малоизучен�
ными. Метилирование CpG�островка, прилежа�
щего к гену микроРНК или перекрывающего его,
считается одним из путей подавления экспрессии
генов микроРНК и затрагивает, как полагают,
10% генов микроРНК [9]. Профили метилирова�
ния генов микроРНК также нашли широкое при�
менение в диагностике онкологических заболева�
ний и прогнозе их течения [10]. Сведения о воз�
можной роли микроРНК в регуляции экспрессии
белоккодирующих генов (генов�мишеней) осно�
ваны главным образом на биоинформатических

данных, представленных, например, в базах
данных TargetScan (http://www.targetscan.org/) и
miR2Disease Base (http://www.mir2disease.org/).
Экспериментально регуляторные функции
микроРНК изучали в основном на линиях опу�
холевых клеток [11–13].

В представленной работе впервые определен
статус метилирования группы генов микроРНК и
изменение уровня экспрессии белоккодирующих
генов хромосомы 3 RAR(beta2 и NKIRAS1, пред�
полагаемых генов�мишеней этих микроРНК (Tar�
getScan, http://www.targetscan.org/), в первичных
опухолях легкого. Наша цель состояла в оценке ро�
ли метилирования в регуляции экспрессии генов
микроРНК и, как следствие, их генов�мишеней.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выбор генов микроРНК, связанных с развитием
опухолей и перекрывающихся с CpG�островками,
а также поиск их генов�мишеней проводили с при�
влечением следующих баз данных: UCSC Ge�
nome Browser (hg 18 (http://genome.ucsc.edu/)),
miRBase (http://www.mirbase.org/), MicroRNAdb
(http://bioinfo.au.tsinghua.edu.cn/micrornadb/), miRDB
(http://mirdb.org/cgi�bin/search.cgi), miRGen (http://
www.diana.pcbi.upenn.edu/miRGen.html), TargetScan
(http://www.targetscan.org/), miR2Disease Base (http://
www.mir2disease.org/), miRWalk (http://www.ma.uni�
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), CpGcluster (http://
bioinfo2.ugr.es/CpGcluster/). 

Образцы немелкоклеточного рака легкого
(НМРЛ) были получены и клинически охаракте�
ризованы в НИИ КО РОНЦ РАМН. Использо�
вали первичные опухоли легкого только от тех
больных, которые до операции не подвергались
лучевой или химиотерапии. Все опухоли были
классифицированы в соответствии с TNM�клас�
сификацией Международного противоракового
союза (UICC, версия 2002 г.) и гистологически
верифицированы на основании критериев клас�
сификации Всемирной Организации Здравоохра�

significant (P ≤ 0.1). Significant correlation was revealed between alterations of methylation and expression
level of miR�9�1 gene (P ≈ 5 × 10–12 by Spearman) in the lung tumors, this suggests the role of methylation in
the regulation of expression of this miRNA genes. Besides, a statistically significant negative correlation
(P ≈ 3 × 10–12–5 × 10–13 by Spearman) was found between alterations of expression levels of miR�9�1 and
miR�17 and RAR�beta2 target gene and also between expression level alterations of miR�17 and NKIRAS1 that
was not previously analyzed. The inverse relationship between expression levels of miRNA genes and their target
genes is consistent with the known mechanism of suppression of protein coding genes expression under the ac�
tion of miRNAs. For the first time significant correlations (P ≈ 3 × 10–10–4 × 10–13 by Spearman) were shown
between alterations of methylation status of miRNA genes (miR�9�1, miR�9�3, miR�34b/c, miR�193a) and the
expression level of RAR�beta2 target gene and between alterations of methylation status of miR�34b/c, and
miR�193a and the expression level of NKIRAS1 target gene in the primary lung tumors, which suggests the
possibility of indirect effects of methylation of miRNA genes on expression level of target genes.

Keywords: miRNA genes, RAR�beta2 and NKIRAS1 target genes, methylation, methylation�specific PCR, ex�
pression level, mRNA, pri�miRNA, primary lung tumors.
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нения [14, 15]. Для отбора образцов с высоким со�
держанием опухолевых клеток (не менее 70%)
проводили дополнительный гистологический
анализ микросрезов (35 мкм), окрашенных эози�
ном и гематоксилином. Образцы тканей хранили
при –70°С. Анализировали парные образцы опу�
холевой и гистологически нормальной ткани от
44 больных НМРЛ. В качестве дополнительного
контроля использовали ткани легкого пяти чело�
век без онкологических заболеваний в анамнезе. 

Бисульфитную конверсию ДНК и метилспеци�
фичную ПЦР (МС�ПЦР) проводили как описано
ранее [16, 17]. ДНК после обработки бисульфи�
том очищали, используя колонки Centrifugal Fil�
ter Microcon, Ultracel YM�30 (“Millipore”). Мети�
лирование каждой микроРНК анализировали с
использованием двух пар праймеров, специфич�
ных как к метилированному, так и к неметилиро�
ванному аллелю [10, 18, 19] (табл. 1). Праймеры,
температура отжига (Тотж) и размеры продукта для
пяти микроРНК приведены в табл. 1. Амплифи�
кацию проводили по программе: 94°С, 3 мин; 35
циклов {94°С, 10 c; Тотж (табл. 1), 20 с.; 72°С, 30с};
72°С, 3 мин. ПЦР проводили на амплификаторe
DNA Engine Dyad Cycler (“Bio�Rad”). Для каждой
пары праймеров проверяли отсутствие продукта
ПЦР на неконвертированной ДНК. Образцы
ДНК из лейкоцитов крови здоровых доноров ис�
пользовали в качестве контроля для неметилиро�
ванных аллелей. В качестве положительного
контроля 100%�го метилирования использовали
препараты ДНК из лейкоцитов, обработанные
метилтрансферазой SssI (“СибЭнзим”, Россия).
Продукты ПЦР разделяли с помощью электро�
фореза в 2%�м агарозном геле, либо в 10%�м по�
лиакриламидном геле.

Суммарную РНК выделяли из ткани опухоли и
прилежащей гистологически нормальной ткани с
помощью модифицированного метода экстрак�
ции смесью гуанидинизотиоцианатфенолхлоро�
форм [20], как описано ранее [21]. Образцы РНК
перед исследованием обрабатывали ДНКазой,
свободной от РНКаз. Образец инкубировали в те�
чение 5–10 мин при температуре 33°С в 100 мкл
ДНКазного буфера, содержащего 20 мМ Трис�
HCl, 10 мМ MgCl2, 0.5 мМ CaCl2, pH 7.6, а также
20 ед. акт. экзонуклеазы I (ExoI, “Fermentas”,
Литва) и 5 ед. акт. ДНКазы (DNaseI, RNase�free,
“Fermentas”). Отсутствие ДНК в образцах кон�
тролировали с помощью ПЦР с праймерами к ге�
ну главного комплекса гистосовместимости
МНСI как описано ранее [21]. Водный раствор
РНК хранили при температуре –40°С.

кДНК синтезировали на матрице суммарной
РНК с использованием обратной транскриптазы
вируса лейкоза мышей Молони (M�MuLV Reverse
Transcriptase, “Fermentas”) и вырожденных гепта�
меров (random heptamers) в качестве праймеров

[21] по протоколу, предлагаемому фирмой “Fer�
mentas”. 

Праймеры, условия проведения ОТ�ПЦР и ана�
лиз данных ОТ�ПЦР. Уровень экспрессии мик�
роРНК оценивали по содержанию при�мик�
роРНК (фрагмент кДНК, перекрывающий глав�
ным образом пре�микроРНК). Следует отметить,
что корреляция между содержанием ряда зрелых
микроРНК и их предшественников (при� и пре�
микроРНК) в опухолевых и условно нормальных
тканях разной локализации [22, 23] была выявле�
на ранее. Содержание при�микроРНК и мРНК
структурных генов определяли методом полуко�
личественной ОТ�ПЦР. Ген B2M использовали в
качестве контрольного, поскольку количество
мРНК этого гена одинаково в разных тканях че�
ловека и в опухолях разного происхождения [24,
25]. Содержание мРНК гена RAR(beta2 и при�
микроРНК mir(17 анализировали при помощи
праймеров, приведенных в [26, 27], содержание
мРНК NKIRAS1 и при�микроРНК генов miR(9(1,
miR(129(2, miR(24(2 – с использованием подо�
бранных нами праймеров (табл. 1). ПЦР прово�
дили в реакционной смеси, содержащей 67 мМ
Трис�HCl�буфер, рН 8.8, 16.6 мМ (NH4)2SO4,
0.01% Твин�20, по 0.2 мМ каждого dNTP, 2.5 мМ
MgCl2, 0.2 мкМ праймеры, а также 2 мкл кДНК и
1 ед. рекомбинантной термостабильной Taq�
ДНК�полимеразы (“Fermentas”). Реакцию ампли�
фикации проводили по программе: 95°С, 5 мин;
35–38 циклов (см. далее): 94°С, 15 с, Тотж  (табл. 1)
25 с, 72°С, 45 с; 72°С, 2 мин на амплификаторe
DNA Engine Dyad Cycler (“Bio�Rad”). Продукты
амплификации анализировали в 2%�м агарозном
геле с 0.5 мкг/мл бромида этидия. Соответствие
амплификатов генов NKIRAS1, miR(9(1 и miR(
129(2 фрагментам кДНК этих генов (по данным
базы NCBI) подтверждено с помощью прямого
секвенирования продуктов ПЦР. Подбирали оп�
тимальные условия ОТ�ПЦР для каждого гена,
обеспечивающие линейную зависимость между
числом циклов и количеством продуктов ПЦР.
Аликвоты реакционной смеси отбирали после 30,
32, 35, 38 и 40 циклов. Результаты ОТ�ПЦР обра�
батывали с применением гель�документирующей
системы ViTran PHOTO (“Биоком”, Россия). Ин�
тенсивность полос после электрофоретического
разделения продуктов ПЦР оценивали количе�
ственно при помощи программы для денситомет�
рии фотографий GeneProfiler (http://www.scanana�
lytics.com) и выражали в виде значений относитель�
ной интенсивности. В статистических расчетах
использовали данные денситометрии гелей, где ин�
тенсивность наиболее ярких полос достигала
максимума, но еще не выходила на плато. Учиты�
вали случаи с изменением содержания мРНК и
при�микроРНК генов (увеличение или уменьше�
ние) в образцах опухолей по сравнению с образ�
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цами нормальной ткани того же больного в 5 и
более раз.

Статистический анализ данных проводили с
применением точного критерия Фишера. Уро�
вень значимости принят равным 0.05. Рассматри�
вали также статистически маргинально значи�

мые результаты (0.05 < P ≤ 0.1), что соответству�
ет доверительному интервалу 94% (в отличие от
стандартного доверительного интервала 95%
при P = 0.05). Конкордантность данных по ме�
тилированию и экспрессии генов микроРНК и
генов�мишеней RAR(beta2 и NKIRAS1 оценива�

 
Таблица 1. Праймеры, условия и продукты метилспецифичной ПЦР (МС�ПЦР) для пяти генов микроРНК
и ОТ�ПЦР для генов RAR(beta2, NKIRAS1 и четырех генов микроРНК

Ген Нуклеотидная последовательность 
праймеров (5'�3')* Тотж, °C Размер продукта, п.н. Ссылка

МС�ПЦР

miR(193a MF: gaggtagtttggtcggagcgtac
MR: gacccccgaaaccaacg

56 86 [18]

UF: attgatttatatttttgagagtgttg
UR: tcccaaactaacatacactcca

50 153 [18]

miR(129(2 MF: gattttagttcgtattaatgagttggcggtttc
MR: aaccccgactacaaaatcgcg

54 210 [19]

UF: tgattttagtttgtattaatgagttggtggttttg
UR: accaaccccaactacaaaatcaca

54 210 [19]

miR(9(1 MF: ttttattttcgttgacgggc
MR: cccgcctcctaactactatcg

52 120 [10]

UF: tttttttatttttgttgatgggt
UR: cccacctcctaactactatcacc

55 120 [10]

miR(9(3 MF: ggtgttaggacgtacggaac
MR2: tacccgaatcctaaaacgc

54 180 [10]

UF2: ggtgttaggatgtatggaat
UR: tacccaaatcctaaaacac

54 170 [10]

miR(34b/c MF: tttagttacgcgtgttgtgc
MR: actacaactcccgaacgatc

57 185 [10]

UF: tggtttagttatgtgtgttgtgt
UR: caactacaactcccaaacaatcc

57 190 [10]

ОТ�ПЦР

RARbeta2
F: atcgatgccaatactgtcga
R: gactcgatggtcagcactg

55 239 [26]

NKIRAS1
F: atttgctgatggcttcgttcttgt
R: actttctcactttttgcccactgc

54 201 *

miR(9(1
F: caggaggcggggttggttgttatc
R: gggcccctctgcgcagtgtatgg

65 116 *

miR(129(2
F: acggtctggagaaatggaga
R: ggcttccggctattgagttatgta

59 234 *

mir(17
F: ccccattagggattatgctg
R: cctgcactttaaagcccaact

59 254 [27]

miR(24(2
F: agggcttagctgcttgtg ag
R: ctgttcctgctgaactgag

56.5 220 *

B2M R: caaatgcggcatcttcaaacctc 64 80 [24]

* Праймеры подобраны с помощью программы Primer Select из пакета программ Lasergene7.
Примечание. M, methylated – специфичный к метилированному аллелю; U, unmethylated – специфичный к неметилирован�
ному аллелю.
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ли с помощью непараметрической ранговой
корреляции Спирмана. Значимость корреляции
по Спирману (Rs) проверяли с помощью t�теста

Стьюдента:  с числом
степеней свободы ν = N – 2, где N – размер вы�
борки. Уровень значимости принят равным 10–6. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Профиль метилирования группы генов микроРНК 
при НМРЛ

Методом метилспецифичной ПЦР (МС�ПЦР)
на ДНК, подвергнутой бисульфитной конверсии,
изучено метилирование CpG�островков пяти генов
микроРНК (miR(9(1, (9(3, (34b/c, (193a и (129(2) в
образцах НМРЛ. На рис. 1а приведены примеры
анализа продуктов МС�ПЦР гена miR(34b/c. 

Определены частоты метилирования пяти ге�
нов микроРНК в образцах опухолей легкого и
условно нормальной ткани, полученных от 44
больных НМРЛ (табл. 2). Выявлено статистиче�
ски значимое (P ≤ 0.05 по Фишеру) повышение ча�
стоты метилирования генов miR(9(1 и miR(34b/c в
опухолях легкого по сравнению с гистологиче�
ски нормальной тканью и маргинально значи�
мое (P ≤ 0.1) miR(9(3 и miR(193a (табл. 2). 

t Rs/ 1 Rs2–( )/ N 2–( )( )=

Обращает на себя внимание высокая частота
метилирования генов miR(9(3 и miR(193a в услов�
но нормальной ткани, достигающая 41% (18/44) и
43% (16/37), и генов miR(9(1, (34b/c и (129(2 – до
23% (10, 9 и 10 из 44 образцов соответственно)
(табл. 2). Причем метилирование генов miR(193a,
9(3, 9(1 обнаружено и в опухоли, и в условно нор�
мальной ткани (в 11/37 (30%), 8/44 (20%) и 4/44
(10%) образцов НМРЛ соответственно). Следует
сказать, что не выявлено метилирования всех ис�
следованных генов микроРНК (miR(9(1, (9(3, (34b/c,
(193a и (129(2) в образцах ДНК, выделенных из
тканей легкого здоровых доноров (пять человек без
онкологических заболеваний в анамнезе). Повы�
шенное метилирование ряда генов микроРНК в
гистологически нормальных тканях больных
при отсутствии их метилирования в тканях лег�
кого здоровых доноров позволяет предполагать,
что метилирование некоторых генов микроРНК
представляет раннее событие в патогенезе опу�
холей, которое может опережать появление па�
томорфологических изменений. 

Следует отметить также высокую частоту ме�
тилирования ряда генов микроРНК в условно
нормальной ткани при его отсутствии в парной
опухоли, что рассматривается как потеря метили�
рования или деметилирование. Так, обнаружено,

а

б

в
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T N
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m
iR

(3
4b

/c

T N T N T N T N T N
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K+ K–
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Рис. 1. а – Репрезентативные примеры амплификации продуктов МС�ПЦР гена микроРНК miR(34b/c в парных (опу�
холь/норма) образцах НМРЛ. (К–) – отрицательный контроль, продукты МС�ПЦР на образцах ДНК из лейкоцитов
крови здоровых доноров. (К+) – положительный контроль, продукты МС�ПЦР на ДНК из лейкоцитов, обработан�
ных метилтрансферазой SssI (“СибЭнзим”, Россия). б – Продукты ОТ�ПЦР генов miR(9(1 и miR(129(2 (содержание
при�микроРНК) и контрольного гена B2M в парных образцах НМРЛ. в – Продукты ОТ�ПЦР гена RAR(beta2 и кон�
трольного гена B2M в парных образцах НМРЛ. Продукты ПЦР разделяли в 2%�м агарозном геле. Условия ПЦР и раз�
мер амплифицированных фрагментов приведены в табл. 1.

7
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что гены miR(9(1, (9(3, (34b/c и (129(2 деметили�
рованы в 6 (14%), 10 (23%), 7 (16%) и 9 (20%) об�
разцах НМРЛ из 44. Сопоставление этих резуль�
татов с клинико�гистологическими данными по�
казало, что деметилирование генов miR(9(1, (9(3
и (34b/c чаще выявляется на более поздних стади�
ях заболевания (стадия III–IV или третья степень
анаплазии). А именно, поздним стадиям соответ�
ствуют 6/6, 10/10 и 5/7 образцов, в которых де�
метилированы гены miR(9(1, (9(3 и (34b/c. Лю�
бопытно, что в случае образца №5 ( тяжелая
клиническая стадия IV, третья степень анапла�
зии, метастазы в лимфоузлах и других органах,
T2N2M1) все пять исследованных генов, деме�
тилированные в опухоли, были метилированы в
условно нормальной ткани (см. рис. 2 и рис. 3).
Эти данные согласуются с представлениями о
связи процесса деметилирования с прогрессией
опухолей и о полном гипометилировании на
поздних стадиях рака [28].

Метилирование генов микроРНК и содержание 
при�микроРНК при НМРЛ

Изменения экспрессии четырех генов мик�
роРНК (miR(9(1, miR(129(2, miR(24(2 и miR(17)
оценили по содержанию при�микроРНК мето�
дом полуколичественной ОТ�ПЦР. На рис. 1б
приведены примеры анализа продуктов ОТ�ПЦР
генов miR(9(1 и miR(129(2 при НМРЛ. В работе
использовали образцы НМРЛ, в которых анали�

зировали и метилирование группы генов мик�
роРНК (34 из 44 образцов). 

Из рис. 2 видно, что содержание при�мик�
роРНК miR(9(1 в образцах НМРЛ снижается в 4 ра�
за чаще, чем повышается (16/34 против 4/34, P =
= 0.003 по Фишеру). Содержание при�микроРНК
miR(17 снижается в 3 раза чаще, чем повышается
(15/34 против 6/34, P=0.034 по Фишеру, см. табл. 3).
Напротив, содержание при�микроРНК miR(24(2
при НМРЛ повышается в 15 раз чаще, чем понижа�
ется (15/34 против 1/34, P = 9 × 10–5 по Фишеру).
Согласно этим данным, микроРНК miR(9(1 и miR(
17 могут, по�видимому, проявлять свойства генов�
супрессоров, а miR(24(2 – онкогенов. 

Мы проанализировали возможные корреляции
между изменениями статуса метилирования и
уровня экспрессии генов микроРНК miR(9(1 и
miR(129(2, содержащих CpG�островки, при НМРЛ
(рис. 2). Оказалось, что в 16 из 17 образцов НМРЛ,
в которых ген miR(9(1 метилирован, уровень
при�микроРНК снижен (16/17 против 1/17, P =
= 2.5 × 10–7 по Фишеру), а деметилирование
этого гена, обнаруженное в шести образцах, в
четырех из них сочеталось с повышением уров�
ня при�микроРНК. При помощи непараметри�
ческой статистики выявлена значимая корреля�
ция между изменением содержания при�мик�
роРНК и изменением статуса метилирования гена
miR(9(1 (P = 4.5 × 10–12 по Спирману, рис. 2); для ге�
на miR(129(2 значимую корреляцию не выявили.
Таким образом, показана связь между уровнем
экспрессии и метилированием CpG�островка ге�
на miR(9(1, что указывает на возможность эпиге�
нетической регуляции этого гена при НМРЛ. 

Содержание при�микроРНК miR�9�1, miR�17
и мРНК RAR�beta2 и NKIRAS1

Нами проанализированы изменения уровней
экспрессии опухоль�ассоциированных генов
RAR(beta2 и NKIRAS1, локализованных на хромо�
соме 3, предположительно регулируемых мик�
роРНК miR(9(1 и miR(17. На рис. 1в приведены
примеры анализа продуктов ОТ�ПЦР гена RAR(
beta2 в образцах НМРЛ. В табл. 3 суммированы
данные для 34 образцов НМРЛ. Показано стати�
стически значимое увеличение образцов НМРЛ,
в которых уровень мРНК генов RAR(beta2 (18/34
против 3/34, P = 2 × 10–4 по Фишеру) и NKIRAS1
(21/34 против 3/34, P = 0.8 × 10–5 по Фишеру) по�
вышен (в 5 раз или более) по сравнению с условно
нормальной тканью.

Мы сопоставили изменения содержания при�
микроРНК miR(9(1 и miR(17 в первичных опухо�
лях легкого (по сравнению с условно нормальной
тканью) и изменения количества мРНК RAR(
beta2 и NKIRAS1, рассматриваемых в качестве по�
тенциальных генов�мишеней этих микроРНК

Таблица 2. Частоты метилирования генов микроРНК
в образцах немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ)
и прилежащей гистологически нормальной ткани*

Ген микроРНК НМРЛ

miR�193a
(17q.11.2)

T 24/37, 65%
P = 0.1

N 16/37, 43%

miR�129�2
(11p11.2)

T 13/44, 29%
P > 0.1

N 10/44, 23%

miR�9�1
(1q22)

T 23/44, 52%
P = 0.008

N 10/44, 23%

miR�9�3 
(15q26.1)

T 27/44, 61%
P = 0.087

N 18/44, 41%

miR�34b/c
(11q23.1)

T 27/44, 61%
P = 1.8 × 10–4

N 9/44, 20%

* Статистическую значимость рассчитывали при помощи те�
ста Фишера. 
Примечание. Полужирным выделены показатели статисти�
чески (P ≤ 0.05) и маргинально значимых (0.05 < P ≤ 0.1) раз�
личий (различие значимо на 94% в отличие от стандартного
доверительного интервала 95% при P = 0.05).
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Рис. 2. Статус метилирования и соотношение уров�
ней экспрессии (Exp, количество при�микроРНК) ге�
на miR(9(1 в образцах опухолей легкого (T) и в образ�
цах прилежащей гистологически нормальной ткани
(N). Черный прямоугольник – метилирование (про�
дукт МС�ПЦР) выявлено; белый – не выявлено. Зна�
чения интенсивности полос продуктов ОТ�ПЦР гена
miR(9(1 нормировали по интенсивности полос про�
дукта ОТ�ПЦР контрольного гена B2M. Приведены
данные для 34 парных образцов НМРЛ. При расчете
корреляции по Спирману за совпадения принимали:
а) потерю метилирования гена miR(9(1 в ДНК опухо�
ли при повышении уровня его экспрессии; б) появле�
ние метилирования гена miR(9(1 в ДНК опухоли при
снижении уровня экспрессии гена.

(табл. 3). При помощи непараметрической стати�
стики установлена высоко значимая отрицательная
корреляция между изменениями уровней экспрес�
сии miR(9(1 и RAR(beta2, miR(17 и RAR(beta2, а так�
же miR(17 и NKIRAS1 (P ≈ 3 × 10–12 – 5 × 10–13 по
Спирману) при НМРЛ. Так, из 16 образцов, в кото�
рых снижено содержание при�микроРНК miR(9(1,
уровень мРНК RAR(beta2 был повышен в восьми
(в 5 или более раз), а в одном (образец 130) 10�
кратное снижение количества мРНК RAR(beta2
сочеталось с 10�кратным повышением содержа�
ния при�микроРНК miR(9(1. Из 15 образцов со
сниженным (в 5 или более раз) содержанием
при�микроРНК miR(17 в 11 наблюдалось увели�
чение (в 5 или более раз) количества мРНК RAR(
beta2 и в восьми повышение (в 10 или более раз)
количества мРНК NKIRAS1 (табл. 3). 

Таким образом, установлена обратная зависи�
мость между уровнями экспрессии гена мик�
роРНК miR(17 и потенциальных генов�мишеней
RAR(beta2 и NKIRAS1, а также между уровнями
экспрессии микроРНК miR(9(1 и ее потенциаль�
ного гена�мишени RAR(beta2.

Статус метилирования группы генов микроРНК 
и изменение уровней экспрессии генов 

RAR�beta2 и NKIRAS1

Мы сопоставили изменения уровней экспрес�
сии генов RAR(beta2 и NKIRAS1 в первичных опу�
холях легкого с изменениями статуса метилиро�
вания группы генов микроРНК (miR(193a, miR(9(1,
miR(9(3, miR(34b/c), предположительно участву�
ющих в регуляции активности генов RAR(beta2 и
NKIRAS1 (рис. 3a,б). При помощи непараметри�
ческой статистики установлено существование
значимой корреляции между изменением содер�
жания мРНК NKIRAS1 и статуса метилирования
miR(193a и miR(34b/c (P ≈ 4 × 10–13; P ≈ 3 × 10–10 по
Спирману, рис. 3а), а также между изменением со�
держания мРНК RAR(beta2 и статуса метилирова�
ния miR(193a, miR(9(1, miR(9(3 и miR(34b/c (P ≈
≈ 10–10–10–12 по Спирману, рис. 3б). 

7*
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Рис. 3. Статус метилирования генов ряда микроРНК (miR(193a, miR(9(1, miR(9(3, miR(34b/c) и соотношение уровней
экспрессии (Exp, количество мРНК) генов NKIRAS1 (а) и RAR(beta2 (б) в образцах опухолей (T) и прилежащей гисто�
логически нормальной ткани (N) легкого. Черный прямоугольник – метилирование (продукт МС�ПЦР) выявлено;
белый – не выявлено. Значения интенсивностей полос продуктов ОТ�ПЦР генов NKIRAS1 и RAR(beta2 нормировали
относительно интенсивностей полос продукта ОТ�ПЦР контрольного гена B2M. Приведены данные для 34 парных
образцов НМРЛ. При расчете корреляции по Спирману за совпадения принимали а) потерю метилирования гена мик�
роРНК в ДНК опухоли при снижении уровня экспрессии потенциального гена�мишени; б) появление метилирования
гена микроРНК в ДНК опухоли при повышении уровня экспрессии гена�мишени.
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Таблица 3.  Корреляция между изменением содержания при�микроРНК miR(9(1 и miR(17 и мРНК RAR(beta2
и NKIRAS1 в образцах опухолей легкого по отношению к норме

Образец, № miR(9(1 RAR(beta2  Образец, № miR(17 RAR(beta2 NKIRAS1

5 50 1 35 100 1 20

12 10 1 5 100 1 10

57 10 100 80 100 20 1

130 10 0.1 65 10 1 1

119 1 10 75 10 20 50

80 1 20 12 10 1 10

82 1 100 57 5 100 100

13 1 1 110 1 1 1

44 1 20 13 1 1 1

40 1 50 46 1 0.02 10

55 1 1 47 1 200 500

68 1 1 55 1 1 20

74 1 200 76 1 50 50

76 1 50 83 1 20 10

83 1 20 86 1 5 0.33

59 1 500 91 1 1000 500

134 1 0.2 134 1 0.2 0.005

155 1 1 130 1 0.1 0.001

35 0.2 1 155 1 1 5000

111 0.1 1 40 0.2 50  50

75 0.1 20 119 0.1 10 2

47 0.1 200 82 0.1 100 10

79 0.1 100 79 0.1 100 10

63 0.1 1 69 0.1 5 20

69 0.1 5 66 0.1 70 10

66 0.1 70 59 0.1 500 1

65 0.05 1 111 0.05 1 1

86 0.05 5 44 0.02 20 200

91 0.05 1000 68 0.02 1 1

110 0.02 1 72 0.01 10 1

77 0.02 500 77 0.01 500 20

41 0.01 1 74 0.01 200 50

46 0.01 0.02 41 0.001 1 1

72 0.01 1 63 0.0001 1 1

Rs = 0.92  Rs = 0.91 Rs = 0.91

t = 12.61 t = 11.65 t = 11.76

P = 4.56 × 10–13 P = 3.0 × 10–12 P  = 1.46 × 10–12

Примечание. При расчете корреляции по Спирману за совпадения принимали образцы, в которых наблюдалась обратная за�
висимость между изменениями содержания при�микроРНК и мРНК генов�мишеней. Серым помечены образцы с обратным
соотношением содержания при�микроРНК и мРНК; черным полужирным выделено снижение уровня при�микроРНК и по�
вышение уровня мРНК; полужирным на темно�сером фоне показано повышение уровня при�микроРНК и снижение уровня
мРНК.
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Метилирование miR(193a и miR(34b/c выявле�
но в 12 и 13 образцах, соответственно, из 20, в ко�
торых повышен (в 10 или более раз) уровень экс�
прессии NKIRAS1 (рис. 3а). Из трех образцов, в
которых была снижена экспрессия гена NKIRAS1,
в одном выявлено деметилирование генов мик�
роРНК miR(193a и miR(34b/c. Повышение (в 10
или более раз) уровня экспрессии гена RAR(beta2
обнаружено в 18 образцах, а метилирование генов
miR(193a, miR(9(1, miR(9(3 и miR(34b/c в 12, 9, 13
и 13 из них соответственно (рис. 3б). Из трех об�
разцов со сниженной экспрессией гена RAR(beta2
в одном были деметилированы гены miR(193a,
miR(9(3 и miR(34b/c и в двух ген miR(9(1. 

Таким образом, метилирование ряда генов мик�
роРНК в опухолях легкого ассоциировано с повы�
шенной экспрессией белоккодирующих генов
NKIRAS1 или RAR(beta2, а деметилирование генов
этих микроРНК ассоциировано с пониженной
экспрессией их потенциальных генов�мишеней.
Причем в опухолях легкого чаще наблюдается ме�
тилирование генов этих микроРНК, сопряженное
с повышенной экспрессией потенциальных генов�
мишеней.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Роль метилирования группы генов микроРНК
в развитии НМРЛ 

По мнению некоторых авторов, при онкогене�
зе метилированию подвержено не менее 10% генов
микроРНК [9]. В нашей работе показано, что ме�
тилирование группы генов микроРНК miR(9(1,
miR(34b/c, miR(9(3 и miR(193a характерно для
НМРЛ. Высокие частоты метилирования генов
miR(9(1, miR(9(3 и miR(34b/c при НМРЛ, варьи�
рующие в интервале 52–61%, хорошо согласуют�
ся с опубликованными данными [10, 2932]. Сле�
дует отметить, что нами впервые определена ча�
стота метилирования генов микроРНК miR(129(2
и miR(193a в первичных опухолях легкого, соста�
вившая 29 и 65%, соответственно. Метилирова�
ние генов miR(193a и miR(129(2 выявлено в пер�
вичных опухолях разной локализации [13, 18, 19,
3336], но данные о метилировании этих генов при
НМРЛ не опубликованы. 

По нашему мнению, отсутствие статистически
значимых различий в уровнях метилирования ге�
нов miR(193a и miR(9(3 связано с аномальной сте�
пенью их метилирования в условно нормальной
ткани онкологических больных (табл. 2). Одно�
временное метилирование генов некоторых мик�
роРНК в опухолевой и в условно нормальной тка�
ни легкого можно, по�видимому, объяснить тем,
что молекулярные изменения при онкогенезе мо�
гут опережать морфологические нарушения как,
например, в случае опухоль�ассоциированных
структурных генов RASSF1A и RAR(beta2 [37–39].

На основании этих данных можно предположить,
что метилирование генов ряда микроРНК – ран�
нее событие в онкогенезе НМРЛ. Так, метилиро�
вание гена miR(9(1 наблюдается как в инвазив�
ных протоковых опухолях молочной железы, так
и в преинвазивных внутрипротоковых новообра�
зованиях [40]. 

Кроме частых случаев метилирования генов
ряда микроРНК при НМРЛ, нами выявлена срав�
нительно частая потеря метилирования в опухоли
с сохранением метилирования в условно нормаль�
ной ткани легкого. Наиболее часто деметилирова�
нию подвергаются miR(34b/c (16%), miR(9(3 (23%)
и miR(129(2 (20%), причем потеря метилирования
генов miR(9(3 и miR(34b/c чаще происходит на бо�
лее поздних стадиях заболевания, что согласуется с
представлениями о связи полного деметилирова�
ния с прогрессией опухолей [28].

В нашей работе установлена статистически
значимая корреляция между изменением содер�
жания при�микроРНК гена miR(9(1 и статусом
метилирования CpG�островка этого гена в пер�
вичных опухолях легкого (рис. 2), что указывает
на возможность эпигенетической регуляции это�
го гена при НМРЛ. Данные о корреляции между
изменениями уровня экспрессии и статуса мети�
лирования гена miR(9(1 в первичных опухолях
легкого не опубликованы. Однако получены све�
дения об эпигенетической инактивации гена
miR(34b/c при раке легкого [32, 41] и в опухолях
другой локализации [42–44]. Показано, что мети�
лирование вовлечено в подавление экспрессии
генов miR(9(1, miR(9(3 в опухолях ротовой поло�
сти, желудка, почки, толстой кишки и молочной
железы [19, 40, 45–47]. Роль метилирования в ре�
гуляции экспрессии miR(129(2 ранее изучали в
опухолях другой локализации [19, 33, 48]. 

Роль микроРНК (miR�9�1, �9�3, �34b/c, �17, �193a) 
в регуляции экспрессии потенциальных генов�

мишеней RAR�beta2 и NKIRAS1

Короткое плечо хромосомы 3 (3p), как следует
из результатов цитогенетического картирования
и анализа полиморфных ДНК�маркеров, в опухо�
лях легкого и почки подвергается делециям с
большей частотой, чем другие районы генома че�
ловека [49]. К настоящему времени на 3p локали�
зован ряд критичных районов, содержащих класте�
ры генов�супрессоров и онкогенов [50–52]. Пока�
зано, что экспрессия ряда генов, расположенных
на 3p, регулируется эпигенетически, так экспрес�
сия генов�супрессоров RASSF1A и SEMA3B подав�
ляется при метилировании, а протоонкоген RHOA
активируется при потере метилирования [17, 38,
53, 54]. Вызывает интерес и роль микроРНК в регу�
ляции экспрессии генов 3p, например RAR(beta2
и NKIRAS1, активность которых может изменять�
ся как при метилировании [39, 55], так и под дей�
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ствием микроРНК. Ген RAR(beta2 входит в число
предполагаемых мишеней miR(193a, miR(9(1,
miR(9(3, miR(34b/c и miR(17, а ген NKIRAS1 – ми�
шеней miR(193a, miR(34b/c и miR(17 (TargetScan,
http://www.targetscan.org/, Release 6.0, November
2011).

Нами выявлена значимая отрицательная кор�
реляция (P ≈ 3 × 10–12–5 × 10–13 по Спирману)
между изменениями уровней экспрессии miR(9(1
и miR(17 и гена�мишени RAR(beta2, а также miR(17
и NKIRAS1 при НМРЛ (34 образца). Обратная за�
висимость между уровнями экспрессии генов
микроРНК и их генов�мишеней согласуется с из�
вестным механизмом подавления экспрессии бе�
локкодирующих генов под действием микроРНК
[4, 33, 56]. Эти результаты также свидетельствуют
в пользу биоинформатических данных, согласно
которым мРНК гена RAR(beta2 является мише�
нью микроРНК miR(17 и miR(9(1, а мРНК гена
NKIRAS1 – микроРНК miR(17.

Впервые определены значимые корреляции
(P ≈ 3 × 10–10–4 × 10–13 по Спирману) между из�
менениями статуса метилирования группы генов
микроРНК (miR(9(1, miR(9(3, miR(34b/c, miR(
193a) и уровня экспрессии RAR(beta2, а также меж�
ду изменениями метилирования генов miR(34b/c и
miR(193a и уровня экспрессии NKIRAS1 в пер�
вичных опухолях легкого. Эти результаты указы�
вают на возможность опосредованного влияния
метилирования генов ряда микроРНК на измене�
ние экспрессии генов�мишеней. Полученные дан�
ные согласуются с обратной зависимостью между
уровнями экспрессии генов RAR(beta2 и NKIRAS1
и генов микроРНК, показанной нами на примере
генов miR(9(1 и miR(17. Эти результаты также
свидетельствуют в пользу биоинформатических
данных о том, что мРНК гена RAR(beta2 служит ми�
шенью для микроРНК miR(9(1, miR(9(3, miR(34b/c,
miR(193a, а мРНК NKIRAS1 – микроРНК miR(
34b/c и miR(193a.

Наши результаты указывают на возможность
опосредованного влияния метилирования генов
микроРНК miR(9(1, miR(9(3, miR(34b/c и miR(193a
на изменение экспрессии генов�мишеней NKIRAS1
или RARbeta2. Метилирование генов микроРНК
при НМРЛ может приводить к понижению уровней
их экспрессии и, как следствие, к снятию негатив�
ного влияния микроРНК на экспрессию генов�ми�
шеней.

Существование гомологии между NKIRAS1 и
онкогеном RAS1, деметилирование гена NKIRAS1
при НМРЛ [55], а также повышение уровня экс�
прессии генов RAR(beta2 и NKIRAS1 при НМРЛ
(результаты нашей работы) позволяют говорить о
том, что гены RAR(beta2 и NKIRAS1 могут выпол�
нять функцию онкогенов при НМРЛ. 

Интересно, что в число мишеней рассмотрен�
ных микроРНК часто входят мРНК типичных он�

когенных белков. Так, к мишеням микроРНК
miR(9 относится мРНК онкогена NFKB1 [4]. Ми�
шенями miR(34b/c служат мРНК онкогенных
белков – MYC, CDK4, CDK6, E2F3, CREB и
MET [4, 57], а введение предшественника зрелой
микроРНК miR(34b/c в линии опухолевых клеток
приводит к остановке клеточного цикла и апо�
птозу. Мишенями miR(193a являются известные
онкогены K(ras и с(kit [13, 36, 58]. Так, трансфек�
ция синтетической miR(193a приводит к угнете�
нию клеточного роста и снижению экспрессии
онкогена с(kit в культурах клеток лимфолейкоза и
опухолей ротовой полости [13, 36].

Таким образом, изученные нами гены мик�
роРНК гиперметилированы при НМРЛ и могут
быть отнесены к потенциальным супрессорам
опухолевого роста, способным подавлять экс�
прессию онкогенов, мРНК которых служат их
мишенями.

Полученные в нашей работе данные могут ис�
пользоваться для создания новых маркеров для
диагностики НМРЛ.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(10�04�01213�а, 11�04�00269) и Минобрнауки РФ в
рамках Федеральной целевой программы “Науч�
ные и научно�педагогические кадры инновацион�
ной России” (ГК 16.740.11.0173). Работа также вы�
полнена с использованием оборудования ЦКП
ФГУП “ГосНИИгенетика” при частичной финан�
совой поддержке Министерства образования и на�
уки Российской Федерации (ГК 16.552.11.7029).
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