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АННОТАЦИЯ
В в е д е н и е .  Экспрессия онкосупрессорных микроРНК miR-143 и miR-145 наблюдается во всех типах изучен-
ных нормальных тканей и, по данным многочисленных исследований, утрачивается при злокачественных ново-
образованиях. Описано снижение экспрессии данных микроРНК при диффузной В-крупноклеточной лимфоме 
(ДВККЛ), механизмы которого требуют дополнительного изучения. 
Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я .  Оценить метилирование генов MIR-143 и MIR-145 в ткани лимфоузлов боль-
ных ДВККЛ и лимфоузлов пациентов с реактивной фолликулярной гиперплазией.
М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы .  В исследование включили биоптаты 14 фиксированных формалином и 
парафинизированных опухолевых лимфоузлов пациентов с ДВККЛ и 11 лимфоузлов больных с реактивной лим-
фоаденопатией. Определение статуса метилирования гена MIR-145 в образцах проводили методом метил-
специфичной полимеразной цепной реакции. Для количественной оценки метилирования гена MIR-143 исполь-
зовалось прямое бисульфитное секвенирование по Сенгеру.
Р е з у л ь т а т ы .  Было установлено, что все исследованные образцы, как реактивные, так и опухолевые, 
имели метилирование гена MIR-145. Во всех образцах реактивной ткани лимфоузлов был зарегистрирован моно-
тонный уровень метилирования CpG-динуклеотидов гена MIR-143, тогда как опухолевые образцы демонстриро-
вали большую гетерогенность. В образцах ДВККЛ, а именно подтипа из клеток постгерминального происхожде-
ния, средний уровень метилирования изученного фрагмента последовательности гена MIR-143 был значимо 
ниже, чем в образцах реактивных лимфоузлов (р = 0.026). 
З а к л ю ч е н и е .  Выявляемое в лимфоузлах больных ДВККЛ метилирование генов MIR-143 и MIR-145 не 
является опухоль-специфичным. Сложный клеточный состав анализируемых образцов, а также различная плот-
ность микрососудов могут объяснять различия в уровне метилирования MIR-143 в ткани реактивных и опухоле-
вых лимфоузлов.
Ключевые слова: лимфома, метилирование, микроРНК, ген MIR-143, ген MIR-145.
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ВВЕДЕНИЕ
МикроРНК представляют собой короткие 

одноцепочечные молекулы длиной 18–24 нукле-
отида, которые связываются с 3ʹ-нетранс ли-
руемыми участками мишеней матричной РНК и 
подавляют таким образом трансляцию или 
вызывают их деградацию [1]. 

Некоторые микроРНК находятся в полици-
стронных кластерах и обычно регулируются 
одним промотором. Каждый кластер может охва-
тывать от 100 до 1000 нуклеотидов и содержать 
от двух до нескольких десятков микроРНК. Так, 
гены онкосупрессорных микроРНК MIR-143 и 
MIR-145 образуют бицистронный кластер на 
5q33.1 участке хромосомы и подвергаются 
ко-экспрессии [1]. Вместе с тем недавно было 

INTRODUCTION
MicroRNAs are short single-stranded molecules 

with a length of 18–24 nucleotides that bind to 
3ʹ-untranslated regions of messenger RNA targets 
and thus suppress translation or cause their degra-
dation [1].

Some microRNAs are located in polycistronic 
clusters and are usually regulated by a single pro-
moter. Each cluster can span from 100 to 1000 
nucleotides and contain from two to several dozen 
microRNAs. Thus, the genes of oncosuppressive 
microRNAs MIR-143 and MIR-145 form a bicistronic 
cluster on the chromosome 5q33.1 region and 
undergo co-expression [1]. However, it has recently 
been shown that MIR-145 has a separate promoter 
and can be expressed in isolation of MIR-143 [2].
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lymph nodes of patients with DLBCL and 11 lymph nodes of patients with reactive lymphadenopathy. The methylation 
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показано, что MIR-145 имеет отдельный промо-
тор и может экспрессироваться изолированно от 
MIR-143 [2].

Кластер miR-143/145 представляет собой 
наглядный пример сложности механизмов фор-
мирования паттернов экспрессии микроРНК в 
норме и при патологии. Так, в рамках проекта The 

The miR-143/145 cluster is a clear example of the 
complexity of the mechanisms of formation of 
microRNA expression patterns in health and disease. 
Thus, within The Genotype-Tissue Expression 
(GTEx) project, which is a publicly available resource 
for studying tissue-specifi c gene expression and reg-
ulation, data on the expression of 54 types of healthy 

Рис. 1. Экспрессия микроРНК miR-143 и miR-145 соответственно в нормальных тканях человека 
по данным ресурса The Genotype-Tissue Expression (по [11, 12], с изменениями)

Fig. 1. MiR-143 and miR-145 microRNA expression, respectively, in health human tissues according 
to The Genotype-Tissue Expression database (according to [11, 12], with changes)
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Genotype-Tissue Expression (GTEx), который пред-
ставляет собой общедоступный ресурс для изуче-
ния тканеспецифичной экспрессии генов и их 
регуляции, обобщены данные по экспрессии 
54 типов здоровых тканей почти 1000 чел., опреде-
ленной методами высокопроизводительного РНК-
секвенирования [3]. Согласно данным GTEx, экс-
прессия miR-143 и miR-145 наблюдается во всех 
типах изученных нормальных тканей и, по дан-
ным многочисленных исследований, утрачивается 
при злокачественных новообразованиях [1, 4–6]. 

Вместе с тем ресурс GTEx не содержит данных 
об экспрессии miR-143 и miR-145 в гемопоэтиче-
ских тканях в норме. По результатам экспери-
ментов по профилированию экспрессии 
микроРНК имеет место снижение уровня данных 
молекул при лимфопролиферативных заболева-
ниях в сравнении с контрольными образцами [4]. 

Привлекают внимание работы Y. Akao et al. 
(2007) и A. Roehle еt al. (2008), в которых было 
показано снижение экспрессии микроРНК кла-
стера miR-143/145 при диффузной В-крупно-
клеточной лимфоме (ДВККЛ) [7, 8]. Проведен-
ные ранее исследования показали, что снижение 
экспрессии ряда онкосупрессорных микроРНК в 
опухолевой лимфоидной ткани может быть свя-
зано с аберрантным метилированием [9, 10].

Кроме того, как видно из рис. 1, уровень miR-
143 в одной и той же ткани в разы ниже уровня 
miR-145, что требует дополнительного объясне-
ния и может быть связано со статусом метилиро-
вания кодирующих их генов.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценить метилирование генов MIR-143 и 

MIR-145 в ткани лимфоузлов больных ДВККЛ и 
лимфоузлов пациентов с реактивной фоллику-
лярной гиперплазией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включили биоптаты 14 фик-

сированных формалином и парафинизирован-
ных опухолевых лимфоузлов пациентов с ДВККЛ 
(6 GCB и 8 non-GCB иммуногистохимического 
подтипа) и 11 лимфоузлов больных с реактивной 
фолликулярной гиперплазией. 

С парафинизированных блоков брали 
3–4 среза толщиной 10–12 мкм. Для выделения 
ДНК использовали фенол-хлороформный метод 
с гуанидином. 

По 500 нг ДНК каждого образца подвергалось 
бисульфитной конверсии с применением набо-
ров EZ DNA Methylation Кit, согласно протоколу 
производителя (Zymo Research, США). 

tissues of almost 1000 people determined by high-
performance RNA sequencing have been summa-
rized [3]. According to GTEx data, the expression of 
miR-143 and miR-145 is observed in all types of nor-
mal tissues studied and, according to numerous 
studies, it is lost in malignant neoplasms [1, 4–6].

At the same time, the GTEx does not contain data 
on the expression of miR-143 and miR-145 in healthy 
hematopoietic tissues. According to the results of 
microRNA expression profi ling experiments, there is 
a decrease in the level of these molecules in lympho-
proliferative diseases in comparison with control 
samples [4].

The attention is attracted by works of Akao et al. 
(2007) and  Roehle et al. (2008) which showed a 
decrease in miR-143/145 cluster microRNA expres-
sion in diff use large B-cell lymphoma (DLBCL) [7, 8]. 
Previous studies have shown that a decrease in the 
expression of a number of oncosuppressive microR-
NAs in tumor lymphoid tissue may be associated 
with aberrant methylation [9, 10].

In addition, as can be seen from Fig. 1, the level of 
miR-143 in the same tissue is several times lower 
than the level of miR-145, which requires additional 
explanation and may be related to the methylation 
status of the genes encoding them.

AIM OF THE RESEARCH
To evaluate the methylation of MIR-143 and 

MIR-145 genes in the lymph node tissue of patients 
with DLBCL and lymph nodes of patients with reac-
tive follicular hyperplasia.

MATERIALS AND METHODS 
The study included biopsies of 14 formalin-fi xed 

and paraffi  nized tumor lymph nodes of patients with 
DLBCL (6 GCB and 8 non-GCB immunohistochemi-
cal phenotypes) and 11 lymph nodes of patients with 
reactive follicular hyperplasia.

Three to four 10–12 μm sections were taken from 
the paraffi  nized blocks. The phenol-chloroform 
extraction with guanidine was used to isolate DNA.

500 ng of DNA from each sample was subjected 
to bisulfi te conversion using EZ DNA Methylation 
Kit, according to the manufacturer’s protocol (Zymo 
Research, USA).

The Human Methylated and Non-methylated 
DNA Set (Zymo Research, USA) was used as negative 
and positive controls. The effi  ciency of bisulfi te con-
version was assessed by bisulfi te sequencing (Fig. 2 
and 3).

The determination of the methylation status of 
the MIR-145 gene in samples was performed by 
methyl-specifi c polymerase chain reaction (MS-
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В качестве отрицательного и положительного 
контроля применялся набор контрольных ДНК 
Human Methylated and Unmethylated DNA Control 
Kit (Zymo Research, США). Оценка полноты кон-
версии проводилась методом бисульфитного сек-
венирования (рис. 2 и 3).

Определение статуса метилирования гена 
MIR-145 в образцах проводили методом метил-
специфичной полимеразной цепной реакции 

PCR) according to the previously described method 
[13] in two test tubes: with primers for the methyl-
ated and unmethylated allele (Table 1, Fig. 4).

To quantify the methylation of the MIR-143 gene, 
direct bisulfi te sequencing  based on the Sanger 
method was used by capillary electrophoresis on a 
Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
USA) according to the approaches described earlier 
(Table 1) [14–16]. The accuracy of this approach is 

Рис. 3. Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка гена MIR-143 
(выполнен с использованием обратного праймера; Met – цитозин в метилированном состоянии, 

UMet – тимин на месте цитозина в неметилированном состоянии; красной рамкой выделены CpG-динуклеотиды): 
А – метилированная ДНК; В – неметилированная ДНК

Fig. 3. Chromatogram fragment of the MIR-143 gene CpG-island bisulfi te sequence (made using a reverse primer; 
Met – methylated cytosine, UMet – thymine in place of unmethylated cytosine; 

CpG dinucleotides are highlighted with a red frame): A – methylated DNA; B – unmethylated DNA

Рис. 2. Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка гена MIR-145 
(выполнен с использованием обратного праймера; Met – цитозин в метилированном состоянии; 

UMet – тимин на месте цитозина в неметилированном состоянии; красной рамкой выделены CpG-динуклеотиды): 
А – метилированная ДНК; В – неметилированная ДНК 

Fig. 2. Chromatogram fragment of the MIR-145 gene CpG-island bisulfi te sequence (made using a reverse primer; 
Met – methylated cytosine; UMet – thymine in place of unmethylated cytosine; CpG dinucleotides are highlighted 

with a red frame: A – methylated DNA; B – unmethylated DNA
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(МС-ПЦР) по описанной ранее методике [13] в 
двух пробирках: с праймерами, комплементар-
ными к метилированному и неметилированному 
аллелю (табл. 1, рис. 4). 

Для количественной оценки метилирования 
гена MIR-143 использовалось прямое бисульфит-
ное секвенирование по Сенгеру методом капил-
лярного электрофореза на аппарате Hitachi 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) 
согласно описанным ранее подходам (см. табл. 1) 
[14–16]. Точность данного подхода несколько 
ниже, чем точность пиросеквенирования и секве-

somewhat lower than the accuracy of pyrosequenc-
ing and cloning-based sequencing, but it is suffi  cient 
to achieve the research goal, while its aff ordability, 
speed and simplicity surpass the latter two methods 
[14]. The method involves a simultaneous analysis of 
several CpG dinucleotides within the amplicon 
boundaries and has high specifi city and reproduc-
ibility, as well as sensitivity from 15% of the methyl-
ated allele and more [17].

Four CpG dinucleotides were analyzed within the 
CpG island (a fragment with a length of 217 base 
pairs (b.p.)) located between –156 and +59 b.p. from 

Таблица 1. Последовательности для анализа статуса метилирования генов микроРНК 
Table 1. Sequences for assessment the methylation status of microRNA genes

Метод
Method

Ген
Gene

Последовательность праймеров
Sequence of primers

Длина ампликона, п.н.
Amplicon length, b.p.

Т отжига, °С
Annealing 
temperature, °C

МС-ПЦР
MS-PCR

MIR-145 MF 5ʹ-gggttttcggtattttttagggtaattgaagtttc-3ʹ
MR 5ʹ-taaaataccacacgtcgccg-3ʹ

98 64

UMF 5ʹ-gggtttttggtattttttagggtaattgaagtttt-3ʹ
UMR 5ʹ-aaccaaaataaaataccacacatcacca-3ʹ

108 56

БС
BS

MIR-143 F 5ʹ-ttgggtgtttaaatggtaggttatag-3ʹ
R 5ʹ-actcccaactaaccaaaaatacaac-3ʹ

217 60

П р и м е ч а н и е :  п.н. – пар нуклеотидов; МС-ПЦР – метил-специфичная полимеразная цепная реакция; БС – бисульфитное 
секвенирование.
N o t e .  b.p. – base pairs; MS-PCR – methyl-specific polymerase chain reaction; BS – bisulfite sequencing.

Рис. 4. Результаты метил-специфической полимеразной цепной реакции (МС-ПЦР) для определения статуса 
метилирования гена MIR-145 (электрофорез в 5% полиакриламидном геле; п.н. – пар нуклеотидов; М – ПЦР 

с праймерами, специфичными к метилированному аллелю; U – ПЦР с праймерами, специфичными к неметили-
рованному аллелю; МW – маркер молекулярной массы 100 п.н.; K отр – отрицательный контроль; S4–S6 – 

образцы пациентов с диффузной В-крупноклеточной лимфомой; K UM – контрольная неметилированная ДНК; 
К Met – контрольная метилированная ДНК)

Fig. 4. Results of methyl-specifi c polymerase chain reaction (MS-PCR) to determine the methylation status of the MIR-
145 gene (polyacrylamide gel (5%) electrophoresis; b.p. – base pairs; M – PCR with primers for the methylated allele; U – 
PCR with primers for to the unmethylated allele; MW – marker of molecular weight of 100 b.p.; C neg – negative control; 

S4–S6 – samples of patients with diff use large B-cell lymphoma; K UM – control unmethylated DNA; K Met – control 
methylated DNA)
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the site of the start of translation of the MIR-143 
gene. This region of the sequence was chosen because 
the pattern of its methylation showed variations in 
tumors and in normal cells [15]. Sequencing results 
were evaluated using Chromas software.

Sequencing chromatograms of good quality 
were taken for analysis: with high signal strength 
and minimal background noise. The height of cyto-
sine and thymine peaks in each CpG dinucleotide 
was determined on a chromatogram. Since 
sequencing was performed from a reverse primer, 
the formula was used to quantify the methylation 
level:

 MetС = 100 × hG / hG + hA,

where MetС is cytosine methylation level, %;
hG is height of guanine peak;
hА is height of adenine peak.
A single peak G was considered as 100% methyla-

tion, a single peak A – as no methylation, and over-
lapping G and A – as partial methylation (0–100%).

Statistical analysis was carried out using SPSS 
16.0 for Windows (SPSS Inc.). The diff erences were 
considered statistically signifi cant at p < 0.05. The 
normality of the distribution of parameters was 
checked using the Kolmogorov-Smirnov test. For 
variables that do not meet the normal distribution, 
median (Me), 25th and 75th percentiles (Q25; Q75) 
were used. Calculations were performed using the 
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests.

RESULTS
According to the results of MS-PCR, it was found 

that all the studied samples, both reactive and tumor, 
had methylation of the MIR-145 gene.

The values of the MIR-143 gene methylation in 
samples of patients with reactive lymphadenopathy 
and patients with DLBCL are presented in Table 2.

We found no signifi cant diff erences for each of 
the four individual CpG dinucleotides, however, the 
average methylation level for all CpG dinucleotides 
was signifi cantly lower in tumor samples (71.5 (64.1; 
74.7)% vs. 75.5 (71.8; 81.0)%, p = 0.049) (Fig. 5, A).

It was also noteworthy that in all samples of reac-
tive lymph node tissue, a close level of methylation of 
the CpG dinucleotides of the MIR-143 gene was 
recorded, while tumor samples showed greater het-
erogeneity (Table 2).

Separate analysis of DLBCL samples by immuno-
histochemical phenotypes showed that the diff er-
ence in the average level of methylation of the CpG 
dinucleotides between the two groups of reactive and 
tumor lymph nodes is due to  a lower level of 
me thylation in the samples of patients with non-ger-

нирования на основе клонирования, но доста-
точна для достижения цели исследования, в то 
время как его экономическая доступность, ско-
рость и простота превосходят два последних 
метода [14]. Метод подразумевает одновремен-
ный анализ нескольких CpG-динуклеотидов в 
границах ампликона и обладает высокой специ-
фичностью и воспроизводимостью, а также чув-
ствительностью от 15% метилированного аллеля 
и выше [17]. 

Анализировали четыре CpG-динуклеотида в 
пределах CpG-островка (фрагмент длиной 
217 пар нуклеотидов (п.н.)), расположенного 
между –156 и +59 п.н. от сайта начала трансля-
ции гена MIR-143. Был выбран данный участок 
последовательности, так как паттерн его метили-
рования демонстрировал вариации при опухоле-
вых заболеваниях и в норме [15]. Оценку резуль-
татов секвенирования осуществляли с помощью 
программы Chromas. 

В анализ брали хроматограммы сиквенсов 
хорошего качества: с высоким уровнем сигнала и 
минимальным фоновым шумом. Проводилось 
определение высоты пиков цитозина и тимина в 
каждом CpG-динуклеотиде на хроматограмме. 
Поскольку секвенирование проводилось с обрат-
ного праймера, для количественного выражения 
уровня метилирования использовалась формула 

 МетС = 100 × hG / hG + hA, 

где МетС – уровень метилирования цитозина, %; 
hG – высота пика гуанина; 
hА – высота пика аденина. 
Одиночный пик G рассматривался как 100% 

метилирование, одиночный пик А – как отсут-
ствие метилирования, а перекрывающиеся G и 
A – как частичное метилирование (0–100 %).

Статистический анализ проводился в про-
грамме SPSS 16.0 для Windows (SPSS Inc.). Разли-
чия считались статистически значимыми при 
p < 0.05. Нормальность распределения параме-
тров проверяли с использованием теста Колмого-
рова – Смирнова. Для переменных, не подчиня-
ющихся нормальному распределению, использо-
ваны значения медианы (Me), 25-го и 75-го про-
центиля (Q25; Q75). Расчеты производились с 
использованием тестов Краскела – Уоллиса и 
Манна – Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ
По результатам МС-ПЦР было установлено, 

что все исследованные образцы, как реактивные, 
так и опухолевые, имели метилирование гена 
MIR-145. 
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Значения уровня метилирования гена MIR-
143 в образцах пациентов с реактивной лимфо-
аденопатией и больных ДВККЛ представлены в 
табл. 2. 

Нами не было обнаружено значимых разли-
чий для каждого из четырех отдельных изучен-
ных CpG-динуклеотидов, однако средний уро-
вень метилирования для всех CpG-динуклеотидов 
был значимо ниже в опухолевых образцах (71.5 
(64.1; 74.7) % против 75.5 (71.8; 81.0) %, р = 0.049) 
(рис. 5, А). 

Также обращало на себя внимание то, что во 
всех образцах реактивной ткани лимфоузлов был 
зарегистрирован близкий уровень метилирова-

minal center B-cell (non-GCB) lymphoma: 67.5 
(55.9; 73.4)% vs. 75.5 (71.8; 81.0)%, p = 0.026 (Fig. 5, 
C). The average level of methylation in the samples of 
patients with GCB lymphoma was close to the level of 
methylation in reactive lymphadenopathy and 
amounted to 74.0 (70.5; 78.3)% (Table 3).

Fig. 6 shows examples of  sequence chromato-
grams of reactive and tumor tissue samples.

DISCUSSION
Currently, studies have been conducted for pro-

fi ling the level of microRNAs in various hematopoi-
etic malignancies. It has been shown that the levels 
of miR-143 and miR-145 can be reduced both in 

Таблица 2. Уровень метилирования CpG-динуклеотидов в лимфоузлах пациентов с реактивной лимфоаденопатией 
и опухолевых лимфоузлах больных диффузной В-крупноклеточной лимфомой, Ме (25; 75)
Table 2. The level of methylation of CpG dinucleotides in the lymph nodes of patients with reactive lymphadenopathy and 
tumor lymph nodes of patients with diffuse large B cell-lymphoma, Me (25; 75)

CpG-динуклеотид
CpG dinucleotide

Уровень метилирования цитозина, % / Cytosine methylation level, %
 pРеактивные лимфоузлы

Reactive lymph nodes
Опухолевые лимфоузлы 
Tumor lymph nodes

CpG1 78.0 (71.0; 81.0) 68.0 (45.8; 74.0) 0.055
CpG2 85.0 (80.0; 89.0) 81.0 (63.3; 86.0) 0.154
CpG3 77.0 (70.0; 82.0) 72.5 (68.8; 82.5) 0.476
CpG4 67.0 (58.0; 79.0) 61.5 (50.3; 73.3) 0.217
Среднее значение / Average value 75.5 (71.8; 81.0) 71.5 (64.1; 74.7) 0.049

Рис. 5. Средний уровень метилирования в изученных образцах (звездочками обозначены образцы, которые 
не укладываются в  диаграмму размаха для каждой анализируемой группы): А – реактивные и опухолевые 
лимфоузлы; В – реактивные и опухолевые лимфоузлы в зависимости от иммуногистохимического подтипа 

(GCB – подтип из клеток герминального центра; non-GCB – подтип из клеток постгерминального происхождения)
Fig. 5. The average level of methylation in the studied samples (GCB – germinal center B cell; non-GCB – non-germinal 
center B cell; asterisks indicate samples that do not fi t into the box plots for each group): A – reactive and tumor lymph 

nodes; B – reactive and tumor lymph nodes, depending on the immunohistochemical phenotype



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Воропаева Е.Н. и др.  /  Journal of Siberian Medical Sciences  Т. 7, № 3 (2023)

102

Таблица 3. Уровень метилирования CpG-динуклеотидов в лимфоузлах больных диффузной В-крупноклеточной 
лимфомой в зависимости от иммуногистохимического подтипа, Ме (25; 75)
Table 3. The level of methylation of CpG dinucleotides in the lymph nodes of patients with diffuse large B-cell lymphoma 
depending on the immunohistochemical type, Me (25; 75)

CpG-динуклеотид
CpG dinucleotide

Уровень метилирования цитозина, %
Cytosine methylation level, % p1–2

p1–3
p2–3

Реактивные лимфоузлы
Reactive lymph nodes

GCB-подтип
GCB type

non-GCB-подтип
non-GCB type

CpG1 78.0 (71.0; 81.0) 69.5 (58.0; 74.0) 61.5 (44.3; 84.3) 0.107
0.117
0.477

CpG2 85.0 (80.0; 89.0) 81.0 (70.3; 85.8) 81.0 (61.8; 86.0) 0.267
0.214
0.948

CpG3 77.0 (70.0; 82.0) 75.0 (72.3; 88.3) 70.5 (60.5; 78.8) 0.724
0.173
0.137

CpG4 67.0 (58.0; 79.0) 73.5 (66.0; 86.5) 53.5 (43.5; 63.3) 0.338
0.008
0.014

Среднее значение
Average value

75.5 (71.8; 81.0) 74.0 (70.5; 78.3) 67.5 (55.9; 73.4) 0.365
0.026
0.196

Рис. 6. Фрагмент хроматограммы бисульфитного сиквенса CpG-островка гена MIR-143 
(выполнен с использованием обратного праймера; цифрами указан уровень метилирования (%) 

каждого из CpG-динуклеотидов): А – реактивный лимфоузел; В – опухолевый лимфоузел больного 
диффузной В-крупноклеточной лимфомой, non-GCB-подтип

Fig. 6. Chromatogram fragment of bisulfi te sequence of the CpG island of the MIR-143 gene 
(made using a reverse primer; the fi gures indicate the methylation level (%) of each CpG dinucleotides): 

A – reactive lymph node; B – tumor lymph node of a patient with non-GCB diff use large B-cell lymphoma
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samples of patients with B-cell lymphoproliferative 
diseases and in cell lines of some types of lym-
phoma [18].

According to two previous studies [9, 10], in 
DLBCL, there is a decrease in the level of microRNA 
of the miR-143/145 cluster in comparison with the 
control. Since we had previously shown a high fre-
quency of tumor-specifi c methylation of a number of 
microRNAs in this tumor, it was assumed that such a 
decrease may be due to hypermethylation in tumor 
cells of the genes encoding them.

In animal cells, methylation occurs in CpG 
islands. It is a mechanism of epigenetic regulation of 
transcription and consists in attachment of a methyl 
group (-CH3) to cytosine bases of CpG dinucleotides. 
In this case, the methyl group of the resulting meth-
ylcytosine is located in the major groove of the DNA 
helix with which most DNA-binding proteins inter-
act. Currently, two mechanisms of gene repression 
during methylation are known: binding to methyl-
ated DNA sequences of proteins that make chroma-
tin transcriptionally inactive, and preventing a 
methyl group from contacting DNA of regulatory 
proteins that are need for gene expression. Thus, 
methylation turns off  the gene, and demethylation 
turns on the gene [19]. It is also known that DNA 
methylation/demethylation is carried out in a site-
specifi c manner, which is important for the activa-
tion or inactivation of transcription [16].

We have analyzed the methylation status of MIR-
143 and MIR-145 genes by bisulfi te sequencing and 
MS-PCR, respectively, in lymph node tissue with reac-
tive changes and tumor lesion of DLBCL. The results 
obtained indicate the presence of methylation of the 
MIR-143 and MIR-145 genes in all the samples studied, 
and, consequently, methylation detected in the lymph 
nodes of lymphoma patients is not tumor-specifi c.

On the contrary, the quantitative assessment 
showed that in the DLBCL samples, namely non-
GCB type, the average level of methylation of the 
sequencing fragment of the MIR-143 gene was sig-
nifi cantly lower than in the samples of reactive lymph 
nodes.

Based on the results of the literature search, it can 
be assumed that the diff erences obtained are not 
directly related to tumor cells, but are explained by 
the peculiarities of the cellular composition of the 
studied samples. Recent experiments that were 
assessing the levels of miR-143 and miR-145 not in 
tissues, but in individual cell populations, have 
shown that these microRNA are actively expressed in 
mesenchymal cells, such as fi broblasts and smooth 
muscle cells, as well as in the endothelium, whereas 
their level is low in lymphocytes, epithelial cells and 

ния изученных CpG-динуклеотидов гена MIR-
143, тогда как опухолевые образцы демонстриро-
вали большую гетерогенность (см. табл. 2).

Раздельный анализ образцов ДВККЛ по имму-
ногистохимическим подтипам показал, что раз-
ница в среднем уровне метилирования изучен-
ных CpG-динуклеотидов между двумя группами 
реактивных и опухолевых лимфоузлов обуслов-
лена более низким уровнем метилирования в 
материале больных лимфомой из клеток пост-
герминального происхождения (non-GCB): 67.5 
(55.9; 73.4) % против 75.5 (71.8; 81.0) %, р = 0.026 
(рис. 5, В). Средний уровень метилирования в 
образцах больных лимфомой из клеток герми-
нального центра оказался близким уровню мети-
лирования при реактивной лимфаденопатии и 
составил 74.0 (70.5; 78.3) % (табл. 3).

На рис. 6 представлены примеры хромато-
грамм сиквенса образцов реактивной и опухоле-
вой ткани.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время проведены исследования 

по профилированию уровня микроРНК при раз-
личных злокачественных новообразованиях 
системы кроветворения. Было показано, что 
уровни miR-143 и miR-145 могут быть снижены 
как в образцах больных В-клеточными лимфо-
пролиферативными заболеваниями, так и в кле-
точных линиях некоторых типов лимфом [18]. 

По данным двух ранее проведенных исследо-
ваний [9, 10], при ДВККЛ имеет место снижение 
уровня микроРНК кластера miR-143/145 в срав-
нении с контролем. Поскольку нами ранее была 
показана высокая частота опухоль-специфичного 
метилирования целого ряда микроРНК при дан-
ной опухоли, было сделано предположение, что 
такое снижение может быть связано с гипермети-
лированием в опухолевых клетках кодирующих 
их генов. 

В клетках животных метилирование происхо-
дит в CpG-островках. Оно является механизмом 
эпигенетической регуляции транскрипции и 
заключается в присоединении метильной группы 
(-CH3) к цитозиновым основаниям CpG-
динуклеотидов. При этом метильная группа 
образующегося метилцитозина располагается в 
большой бороздке спирали ДНК, с которой взаи-
модействуют большинство ДНК-связывающих 
белков. В настоящее время известны два меха-
низма репрессии генов при метилировании: свя-
зывание с метилированными последовательно-
стями ДНК белков, делающих хроматин транс-
крипционно неактивным, и препятствование 
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erythrocytes. According to the in situ hybridization 
method, microRNAs of the miR 143/145 cluster are 
also expressed exclusively in mesenchymal cells [1].

Thus, the results of a recent study showed that the 
level of miR-143 is 14.22 times, and miR-145 is 11.36 
times higher in DNA samples isolated from forma-
lin-fi xed and paraffi  n-embedded biopsy samples 
with DLBCL, in comparison with isolated popula-
tions of lymphocytes (pre-B-cells (CD19+CD10+), 
resting B cells (CD19+), naïve B cells (CD19+), ger-
minal center B cells (CD19+IgD–/CD39–), B cells 
activated in vitro by IL-2 and IgM stimulation 
(CD19+/CD30+), plasma cells (CD138+), memory 
B cells (CD19+/CD27+), CD3+ T cells, CD4+ T cells, 
CD8 T cells and NK cells (CD56+)) [20]. This contra-
dicts the conclusions of studies on the low expression 
of these microRNAs in DLBCL in which samples with 
a mixed cellular composition (peripheral blood and 
non-neoplastic lymph nodes) were used for compar-
ing the expression level [7, 8].

DLBCL is a heterogeneous entity in the context of 
the clinical fi ndings and prognosis. It is believed that 
the observed heterogeneity of lymphoma may be 
related both to the biological properties of malignant 
B cells and to the diff erent cellular composition of 
the infl ammatory infi ltrate surrounding tumor cells, 
including neutrophils, T lymphocytes, macrophages 
and mast cells. The last three cell types play an 
important role in enhancing angiogenesis in DLBCL 
due to the release of proangiogenic factors and com-
plex cross-interaction in the tumor microenviron-
ment [21, 22].

In this regard, it is worth mentioning the results 
of another work showing that in the lymph node tis-
sue with reactive follicular hyperplasia, a low 
microvessel density is detected in more than 90% of 
cases, whereas in the lymph node tissue of patients 
with DLBCL, in half of the cases (50%) a high 
microvessel density was noted [23].

Finally, it has now been clearly shown that in the 
tissue of non-GCB DLBCL, in contrast to GCB 
DLBCL, there is a pronounced uniform infi ltration 
with CD4+, CD8+ T lymphocytes and macrophages 
that promote neoangiogenesis in the tumor [24]. 
Thus, the data obtained in this work on a higher 
average level of methylation of the MIR-143 gene in 
DLBCL samples of the non-GCB subtype in compari-
son with samples of reactive lymph nodes may be 
associated with a greater representation of endothe-
lial cells in them.

CONCLUSION 
Our study excludes the use of methylation of 

MIR-143 and MIR-145 genes for diff erential diagno-

метильной группы контакту с ДНК регуляторных 
белков, необходимых для экспрессии генов. 
Таким образом, метилирование «выключает» 
ген, а деметилирование – «включает» [19]. 
Известно также, что метилирование/деметили-
рование ДНК осуществляется сайт-специфичным 
образом, что важно для активации или инактива-
ции транскрипции [16].

Нами выполнен анализ статуса метилирова-
ния генов MIR-143 и MIR-145 методами бисуль-
фитного секвенирования и МС-ПЦР соответ-
ственно в ткани лимфоузлов с реактивными 
изменениями и опухолевым поражением ДВККЛ. 
Полученные результаты свидетельствуют о нали-
чии метилирования генов MIR-143 и MIR-145 во 
всех исследованных образцах, а, следовательно, 
выявляемое в лимфоузлах больных лимфомой 
метилирование не является опухоль-
специфичным. 

Напротив, количественная оценка показала, 
что в образцах ДВККЛ, а именно non-GCB-
подтипа, средний уровень метилирования изу-
ченного фрагмента последовательности гена 
MIR-143 был значимо ниже, чем в образцах реак-
тивных лимфоузлов. 

На основании результатов литературного 
поиска можно предположить, что полученные 
различия не связаны непосредственно с опухоле-
выми клетками, а объясняются особенностями 
клеточного состава изученного биоматериала. 
Недавние эксперименты, оценившие уровни 
miR-143 и miR-145 не на тканевом уровне, а в 
отдельных клеточных популяциях, показали, что 
эти микроРНК активно экспрессируются в клет-
ках мезенхимального происхождения, таких как 
фибробласты и гладкомышечные клетки, а также 
эндотелии, тогда как в лимфоцитах, эпителиаль-
ных клетках и эритроцитах уровень их низкий. 
По данным метода гибридизации in situ 
микроРНК кластера miR-143/145 также экспрес-
сируются исключительно в мезенхимальных 
клетках [1]. 

Так, результаты недавнего исследования 
показали, что уровень miR-143 в 14.22 раза, а 
miR-145 в 11.36 раз выше в образцах ДНК, выде-
ленной из FFPE-блоков больных ДВККЛ, в срав-
нении с изолированными популяциями лимфо-
цитов (пре-В-клеток (CD19+CD10+), покоящихся 
В-клеток (CD19+), наивных В-клеток (CD19+), 
В-клеток герминального центра (CD19+IgD–/
CD39–), В-клеток, активированных in vitro сти-
муляцией IL-2 и IgM (CD19+/CD30+), плазмати-
ческих клеток (CD138+), В-клеток памяти 
(CD19+/CD27+), CD3+ Т-клеток, CD4+ Т-клеток, 
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CD8 Т-клеток и NK-клеток (CD56+)) [20], что 
противоречит выводам работ о низкой экспрес-
сии данных микроРНК при ДВВКЛ, в которых в 
качестве образцов сравнения уровня экспрессии 
использовали биологический материал со сме-
шанным клеточным составом: периферическую 
кровь и неопухолевые лимфоузлы [7, 8]. 

ДВККЛ представляет собой клинически и 
прогностически гетерогенную нозологию. Счита-
ется, что наблюдаемая гетерогенность лимфомы 
может быть связана как с биологическими свой-
ствами злокачественных В-клеток, так и с раз-
личным клеточным составом воспалительного 
инфильтрата, окружающего опухолевые клетки, 
включающего нейтрофилы, Т-лимфоциты, 
макрофаги и тучные клетки. Последние три типа 
клеток играют важную роль в усилении ангиоге-
неза при ДВККЛ за счет высвобождения проан-
гиогенных факторов и посредством сложного 
перекрестного взаимодействия в микроокруже-
нии опухоли [21, 22].

В этой связи следует упомянуть результаты 
другой работы, показывающие, что в ткани лим-
фоузлов при реактивной фолликулярной гипер-
плазии более чем в 90 % случаев выявляется низ-
кая плотность микрососудов, тогда как в ткани 
лимфоузлов больных ДВККЛ в половине случаев 
(50 %) была отмечена высокая плотность микро-
сосудов [23].

Наконец, в настоящее время четко показано, 
что в ткани ДВККЛ из клеток постгерминального 
происхождения, в отличие от подтипа лимфомы 
из клеток зародышевого центра, имеет место 
выраженная равномерная инфильтрация CD4+, 
CD8+ Т-лимфоцитами и макрофагами, способ-
ствующими неоангиогенезу в опухоли [24]. Таким 
образом, полученные в настоящей работе данные 
о большем среднем уровне метилирования гена 
MIR-143 в образцах ДВККЛ негерминального 
подтипа в сравнении с образцами реактивных 
лимфоузлов могут быть связаны с большей пред-
ставленностью в них эндотелиальных клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное нами исследование исключает 

использование метилирования генов MIR-143 и 
MIR-145 для дифференциальной диагностики 

sis between lymphoma and reactive changes in 
lymph nodes.

The complex cellular composition of the analyzed 
samples may explain the presence of gene methyla-
tion of the analyzed cluster in the tissues of reactive 
and tumor lymph nodes, and the diff erent microves-
sel density may explain the lower levels of methyla-
tion of the MIR-143 gene in the non-GCB phenotype 
of DLBCL.

To further clarify the role of epigenetic regulation 
of miR-143 and miR-145 expression in lymphoma, it 
may be necessary both to increase the number of 
samples studied and to assess the level of gene meth-
ylation of the analyzed cluster in certain cell types 
contained in the samples.
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между лимфомой и реактивными изменениями в 
лимфоузлах. 

Сложный клеточный состав анализируемых 
образцов может объяснять наличие метилирова-
ния генов анализируемого кластера в ткани реак-
тивных и опухолевых лимфоузлов, а различная 
плотность микрососудов – более низкие уровни 
метилирования гена MIR-143 при non-GCB-
подтипе ДВККЛ. 

Для дальнейшего уточнения роли эпигенети-
ческой регуляции экспрессии miR-143 и miR-145 
при лимфоме может потребоваться как увеличе-
ние количества исследованных образцов, так и 
оценка уровня метилирования генов анализиру-
емого кластера в отдельных типах клеток, содер-
жащихся в биоматериале.
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