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РЕЗЮМЕ
Введение. Несмотря на современные достижения в области исследований риска развития, иммунологического контроля и вариантов 
лечения рака легкого (РЛ), он является основной причиной смерти от онкологических заболеваний. Табакокурение остается 
преобладающим фактором риска развития РЛ, особенно одного из его агрессивных подтипов – плоскоклеточного рака легкого 
(ПКРЛ). Входящий в состав сигаретного дыма бензо[a]пирен способствует активации арил-гидрокарбонового рецептора (AhR). AhR 
регулирует экспрессию многих онкогенов, в том числе PD-L1, положительный статус которого является показанием к иммунотерапии – 
одной из основных стратегий лечения ПКРЛ. Однако для улучшения эффективности лечения ПКРЛ необходим дальнейший поиск новых 
диагностических, прогностических и терапевтических маркеров. В качестве таких маркеров могут выступать микроРНК (miRs), обладающие 
высокой стабильностью и присутствующие в биологических жидкостях.
Цель исследования. Поиск микроРНК, которые потенциально могут служить диагностическими маркерами или терапевтическими 
мишенями при ПКРЛ. Для этого были отобраны микроРНК, в промоторных областях которых содержатся сайты связывания AhR, или 
мишенью которых является PD-L1.
Материалы и методы. На базе торакального отделения Новосибирского клинического онкологического диспансера была собрана 
биоколлекция образцов опухолевой и условно-нормальной тканей легкого (n = 40). Относительные уровни выбранных микроРНК были 
исследованы с использованием метода ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени.
Результаты. Уровни miR‑342 и miR‑181а в тканях ПКРЛ были снижены в 3 раза относительно условно нормальной ткани. Экспрессия miR‑181а 
и miR‑155 ассоциирована с размером опухоли (более низкие уровни в опухолях более 3 см) и наличием метастазов в лимфатических узлах 
(уровни ниже в 3 и 2 раза в случаях с метастазами). Уровень miR‑146a снижался в 3 раза у пациентов с метастатическим поражением 
лимфоузлов. Также была обнаружена достоверная связь уровней miR‑93, miR‑181а и miR‑155 с экспрессионным статусом PD-L1.
Заключение. Профиль экспрессии miR‑146a, miR‑93, miR‑181a и miR‑155 различается у пациентов с ПКРЛ в зависимости от статуса PD-L1 
и наличия или отсутствия метастазов в лимфоузлах.
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Финансирование. Работа поддержана грантом РНФ № 22–15–00065.

Expression of AHR-regulated and PD-L1-regulated  
microRNAs in squamous cell lung cancer
V. V. Kononchuk1, T. S. Kalinina1, D. A. Akhmetova2, V. V. Kozlov3, L. F. Gulyaeva1

1Research Institute of Molecular Biology and Biophysics of Federal Research Centre for Fundamental 
and Translational Medicine, Novosibirsk, Russia

2Novosibirsk State National Research University, Novosibirsk, Russia
3Novosibirsk Regional Clinical Oncology Dispensary, Novosibirsk, Russia

SUMMARY
Introduction. Despite modern advances in research into the risk of development, immunological control and treatment options for lung cancer (LC), it is 
the leading cause of death from cancer. Tobacco smoking remains the predominant risk factor for the development of lung cancer, especially one of its 
aggressive subtypes, squamous cell lung cancer (SCLC). Benzo[a]pyrene, a component of cigarette smoke, promotes the activation of the aryl-hydrocarbon 
receptor (AhR). AhR regulates the expression of many oncogenes, including PD-L1, the positive status of which is an indication for immunotherapy, one of 
the main treatment strategies for SCLC. However, to improve the effectiveness of treatment of SCLC, further search for new diagnostic, prognostic and 
therapeutic markers is necessary. MicroRNAs (miRs), which are highly stable and present in biological fluids, can act as such markers.
Objective. Search for microRNAs that could potentially serve as diagnostic markers or therapeutic targets for SCLC. For this purpose, microRNAs 
were selected whose promoter regions contain AhR binding sites or whose target is PD-L1.
Materials and methods. A biocollection of tumor and conditionally normal lung tissue samples (n = 40) was collected at the thoracic department 
of the Novosibirsk Clinical Oncology Dispensary. The relative levels of selected miRNAs were examined using real-time reverse transcription-PCR 
(RT-PCR) technique.
Results. The levels of miR‑342 and miR‑181a in SCLC tissues were reduced by 3 times relative to conditionally normal tissue. The expression of 
miR‑181a and miR‑155 is associated with tumor size (lower levels in tumors larger than 3 cm) and the presence of metastases in the lymph nodes 
(3- and 2-fold lower levels in cases with metastases). The level of miR‑146a decreased by 3 times in patients with metastatic lesions of lymph nodes. 
A significant relationship between the levels of miR‑93, miR‑181a and miR‑155 and the expression status of PD-L1 was also found.
Conclusions. The expression profile of miR‑146a, miR‑93, miR‑181a and miR‑155 differs in SCLC patients depending on PD-L1 status and the 
presence or absence of lymph node metastases.
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Рак легкого (РЛ) занимает первое 
место по числу смертей среди 

онкологических заболеваний [1]. РЛ 
подразделяется на два основных ги-
стотипа: мелкоклеточный РЛ и не-
мелкоклеточный РЛ (НМРЛ). Плоско-
клеточный РЛ (ПКРЛ) представляет 
собой наиболее агрессивный подтип 
НМРЛ. Пятилетняя выживаемость 
у пациентов с данным заболеванием 
составляет менее 2 % [2, 3]. Инициа-
ция и прогрессирование ПКРЛ пред-
ставляют собой сложный патологи-
ческий процесс, включающий в себя 
нарушение экспрессии онкогенов и генов – супрессоров 
опухоли. Общепризнано, что основным фактором риска 
ПКРЛ является курение. Воздействие сигаретного дыма 
приводит к многочисленным геномным изменениям, на-
блюдаемым в клетках ПКРЛ.

Одним из компонентов сигаретного дыма являет-
ся бензо[a]пирен, содержание которого, по данным 
Международного агентства по изучению рака (IARC), 
составляет 22,92–26,27 нг на одну сигарету [4]. Много-
численные исследования на животных и клетках чело-
века показали, что бензо[a]пирен способен связываться 
и активировать арил-гидрокарбоновый рецептор (AhR), 
что приводит к изменению уровня траснкрипции многих 
генов – мишеней рецептора [5, 6]. Потенциально такое 
изменение профиля экспрессии онкогенных или опу-
холь-супрессирующих мишений может способствовать 
злокачественной трансформации клеток. Как правило, 
такие гены-мишени имеют на своих дистальных промо-
торах элементы ответов на ксенобиотики (XRE), также 
известные как элементы диоксинового ответа (DRE). 
Одними из таких мишеней могут являться микроРНК. 
Можно предположить, что экспрессия некоторых ми-
кроРНК будет изменяться в ответ на действие бензо[a]
пирена, если в промоторных областях этих микроРНК 
содержатся элементы DRE. Другой важной мишенью 
для АhR является ген CD274, кодирующий белок PD-
L1, участвующий в механизме «ускользания» опухоли 
от иммунного контроля [7].

Одним из эффективных подходов в лечении ПКРЛ 
является иммунотерапия, однако данный метод терапии 
является действенным лишь для части PD-L1+-пациентов. 
Статус PD-L1 определяется с помощью иммуногистохи-
мического (ИГХ) исследования опухолевого материала. 
Однако ИГХ имеет ряд недостатков, а экспрессия PD-L1 
высокогетерогенна, что может приводить к ложноо-
трицательным или ложноположительным результатам. 
По этим причинам глобальной проблемой на протя-
жении последних лет является поиск дополнительных 
мишеней, направленных на молекулярную диагностику 
и лечение ПКРЛ.

Цель исследования: поиск микроРНК, которые потенци-
ально могут служить диагностическими маркерами или 
терапевтическими мишенями при ПКРЛ.

Материалы и методы
Биоколлекция из 40 пар образцов опухолевых и приле-

жащих нормальных тканей легкого человека, фиксирован-
ных в РНК-сохраняющем растворе, была собрана на базе 
ГБУЗ НСО «Новосибирский областной онкологический 
диспансер» в 3-м онкологическом (торакальном) отделении. 
Образцы легочной ткани были получены от пациентов муж-
ского пола в процессе торакоскопической резекции легкого. 
Все пациенты, включенные в исследование, не получали 
неоадъювантной химиотерапии и являлись курильщиками. 
Медианный возраст пациентов составил 67 лет (от 53 
до 79 лет). В исследование были включены 13 пациентов 
I стадии, 14 – II стадии, 13 – III стадии.

Забор материала проводили после письменного согла-
сия пациента, факт забора материала занесен в протокол 
согласно стандартам этического комитета Российской 
Федерации. Все экспериментальные процедуры были 
одобрены биоэтическим комитетом Федерального иссле-
довательского центра фундаментальной и трансляционной 
медицины.

Образцы нормальной и опухолевой тканей легкого 
помещали в раствор для стабилизации РНК и хранили 
при температуре –20 °C. Экстракция микроРНК из об-
разцов производилась термоиндуцированным лизисом 
с изотиоционатом гуанидина, в качестве соосадитеделя 
использовался гликоген.

ОТ-ПЦР в режиме реального времени. Относительные 
уровни экспрессии микроРНК измеряли с помощью ПЦР 
с обратной транскрипцией в режиме реального времени. 
Реакцию обратной транскрипции проводили с использо-
ванием stem-loop – праймеров и коммерческого набора 
RT-M – MuLV-RH («БиолабМикс», Россия). ПЦР в реаль-
ном времени проводили с использованием реакционной 
смеси «БиоМастер» UDG HS-qPCR (2×) («БиолабМикс», 
Россия). Для обнаружения продуктов ПЦР применяли 
систему обнаружения CFX96™ (Bio-Rad Laboratories, 
США). Малые ядерные РНК U44 и U48 использовали для 
нормализации данных.

Праймеры для обратной транскрипции приведены 
в таблице 1.

Для ОТ-ПЦР использовали специфические олигону-
клеотиды, приведенные в таблице 2.

Каждый образец анализировали в трех повторах. От-
носительный уровень экспрессии оценивали на основе 

Таблица 1
Последовательности праймеров для обратной транскрипции микроРНК

Ген Последовательность праймеров

U48 5’-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGGTCAG‑3’

U44 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGTCAGTT‑3’

miR‑21 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAACATC‑3’

miR‑342 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACGGGTG‑3’

miR‑181a 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTCACCG‑3’

miR‑155 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCCCTAT‑3’

miR‑146a 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAGCCTA‑3’

miR‑93 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTACCTGC‑3’
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значений порогового цикла (Ct) с учетом эффективности ПЦР (E) как для 
анализируемой, так и эталонной микроРНК.

Отбор микроРНК. miR‑21, miR‑342, и miR‑93 были отобраны в соот-
ветствии с данными ранее проведенного биоинформатического анализа [6]. 
Кроме этого, с помощью базы данных Harmonizome (https://maayanlab.cloud/
harmonizome, дата обращения – 26.06.2023), в которой содержится инфор-
мация о результатах ChIP-анализов, были отобраны также микроРНК‑181a 
и микроРНК‑146a [8]. Анализ данных литературы позволил выбрать 
микроРНК, мишенью которых является PD-L1. К ним относятся miR‑181a, 
miR‑155 и miR‑146a [9–11].
Статистический анализ. Программное обеспечение Statistica 12 (TIBCO 

Software, США) использовалось для статистического анализа данных. Данные 
представлены в виде медианных значений. Статистический анализ проводили 
с использованием непараметрического U-критерия Манна – Уитни. Данные 
с p < 0,05 считались статистически значимыми.

Таблица 2
Последовательности праймеров для ПЦР микроРНК

miRNA Последовательности праймеров

U44

Прямой 5’-GССGСТСТТААТTAGCTCT‑3’

Обратный 5’-AGTGСАGGGТССGAGGTA‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-ТТСGCАСТGGАТАСGACAGTCAGTT-(BHQ1)-3’

U48

Прямой 5’-GAGTGАТGATGАССССАGGTAA‑3’

Обратный 5’-GTGСАGGGТССGAGGT‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-ТТСGCACCAGAGССААСGGTCAG-(BHQ1)-3’

miR‑21

Прямой 5’-GССGCTAGCТТАТСАGACT‑3’

Обратный 5’-AGTGСАGGGТССGAGGTA‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-TTCGСАСТGGATACGАСТСААСАТС-(BHQ1)-3’

miR‑342

Прямой 5’-GССGСТСТСАСАСАGАААTCG‑3’

Обратный 5’-AGTGСАGGGТССGAGGТА‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-ТТСGСАСТGGATACGАСАCGGGTGC -(BHQ1)-3’

miR‑181a

Прямой 5’-GССGСААСАТТСААСGCTGT‑3’

Обратный 5’-AGTGСАGGGTССGAGGТА‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-ТТСGСАСТGGАТАСGACAСТСАССG-(BHQ1)-3’

miR‑155

Прямой 5’-GССGCТТААТGСТААТСGTG‑3’

Обратный 5’-AGТGСАGGGТССGAGGТА‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-ТТСGСАСТGGАТАСGАСАССССТАТ -(BHQ1)-3’

miR‑146a

Прямой 5’-GССGTGAGААСТGААТТССА‑3’

Обратный 5’-AGТGСАGGGТССGAGGТА‑3’

Зонд 5’-(R 6G)-ТТСGСАСТGGАТАСGAСАСАGССТА-(BHQ1)-3’

miR‑93
Прямой 5’-GCCGССАААGTGСТGТТСGT‑3’

Обратный 5’-AGТGСАGGGТССGAGGТА‑3’

Результаты исследования
В первую очередь мы оценили 

профиль экспрессии отобранных 
микроРНК в опухолевых и нормаль-
ных тканях пациентов с ПКРЛ. Уров-
ни miR‑342 и miR‑181a были ниже 
в ткани ПКРЛ по сравнению с неизме-
ненной прилегающей тканью легкого 
(табл. 3).

Для поиска потенциальных мар-
керов дополнительно была проана-
лизирована связь уровней экспрессии 
отобранных микроРНК с клинико-
патологическими характеристиками 
пациентов с ПКРЛ (табл. 4).

Было обнаружено достоверное 
снижение AhR-регулируемой miR‑93 
в 3 раза у пациентов старше 67 лет. 
Экспрессия PD-L1-регулирующих 
miR‑181a и miR‑155 была сниже-
на в опухолях большего размера 
(с увеличением Т-стадии уровень 
данных микроРНК уменьшался в 2 
и 4 раза соответственно), а у паци-
ентов с метастазами – в лимфоузлах 
(в группе N1–N3 уровень miR‑181a 
miR‑155 снижался в 2 и 3 раза соот-
ветственно по сравнению с группой 
N0) (табл. 5).

Далее была определена взаимо-
связь уровней экспрессии отобранных 
микроРНК со статусом PD-L1. Для 
этого в полученных данных иммуно-
гистохимического исследования были 
выделены три группы в соответствии 
с TPS (оценка количества опухолевых 
клеток, в которых экспрессируется 
белок) PD-L1: первая группа TPS < 
1 % (PD-L1 0), вторая группа TPS 
от 1 до 49 % включительно (PD-L1–) 
и третья группа TPS от 50 до 100 % 
(PD-L1+). PD-L1 TPS < 1 % считался 
отрицательным (табл. 6).

В результате были выявлены 
достоверные ассоциации уровней 
AhR-регулируемой miR‑93 и PD-L1-
регулирующих miR‑155 и miR‑181a 
с экспрессионным статусом PD-L1.

Таблица 3
Относительные уровни экспрессии исследуемых микроРНК в образцах тканей пациентов с плоскоклеточным раком легкого

N*
Относительный уровень** микроРНК и p-значение

miR‑21 p miR‑342 p miR‑93 p miR‑181a p miR‑146а p miR‑155 p

40 1,37 (0,02–11,65) 0,706 0,33 (0,01–2,63) 0,040 1,63 (0,02–10,02) 0,356 0,36 (0,01–2,90) 0,042 0,60 (0,01–8,57) 0,586 1,47 (0,01–13,24) 0,613

Примечание: * – N – число пациентов; ** – медиана и диапазон относительного изменения уровней микроРНК в опухоли легкого по сравнению 
с парной нормальной (прилегающей) тканью.
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Обсуждение
Инициация и прогрессирование ПКРЛ представля-

ет собой сложный патологический процесс, при этом 
в большинстве случаев он развивается у курящих людей. 
Входящий в состав сигаретного дыма бензо[a]пирен спо-
собствует активации AhR, который может регулировать 
экспрессию микроРНК через связывание с DRE элемен-
тами в их промоторах.

Терапия ПКРЛ затруднена вследствие его генетической 
гетерогенности и агрессивного клинического течения. Им-
мунотерапия представляет собой наиболее оптимальное 
решение для лечения ПКРЛ, однако для назначения данной 
терапии необходимо быстрое и точное определение статуса 
PD-L1 у пациентов. Точная диагностика статуса PD-L1 
затруднена ввиду высокой гетерогенности его экспрессии 
в опухоли. Поэтому поиск маркеров, позволяющих уточнять 
статус PD-L1, представляет актуальную задачу. В качестве 
маркеров могут выступать микроРНК. В последние годы 

Таблица 4
Клинико-патологические характеристики пациентов 

с плоскоклеточным раком легкого

Клинико-патологические характеристики Размер группы, шт.

Возраст
<67* 19

≥67 21

T-стадия

T1 10

T2 21

T3 6

T4 3

N-стадия

N0 24

N1 14

N2 2

N3 0

Примечание: *– медианное значение.

Таблица 5
Ассоциация уровней экспрессии исследуемых микроРНК с клинико-патологическими  

характеристиками пациентов с плоскоклеточным раком легкого

Характеристики
Относительный уровень микроРНК и p-значение

miR‑21 miR‑342 miR‑93
Медиана (диапазон) p Медиана (диапазон) p Медиана (диапазон) p

Возраст
<67 1,62 (0,09–11,65)

0,493
0,43 (0,01–2,58)

0,519
4,25 (0,11–10,02)

0,032
≥67 0,85 (0,02–10,01) 0,24 (0,01–2,63) 1,39 (0,02–4,98)

T-стадия
T1 1,22 (0,11–11,65)

0,690
0,47 (0,04–2,58)

0,385
2,87 (1,35–4,98)

0,310
Т2–Т4 1,47 (0,02–6,24) 0,21 (0,01–2,62) 0,82 (0,02–10,02)

N-стадия
N0 1,58 (0,02–11,65)

0,547
0,33 (0,01–2,58)

0,231
2,11 (0,04–10,02)

0,171
N1–N3 0,61 (0,09–5,43) 0,17 (0,01–2,63) 0,78 (0,02–6,31)

miR‑181a miR‑155 miR‑146a

Возраст
<67 0,37 (0,03–2,90)

0,464
2,43 (0,01–13,24)

0,032
1,64 (0,09–8,57)

0,197
≥67 0,32 (0,01–1,25) 1,37 (0,01–11,80) 0,49 (0,01–4,79)

T-стадия
T1 0,60 (0,10–2,78)

0,030
4,25 (1,06–6,48)

0,310
1,95 (0,18–8,57)

0,115
Т2–Т4 0,29 (0,01–2,90) 1,01 (0,01–13,24) 0,41 (0,01–8,56)

N-стадия
N0 0,43 (0,01–2,90)

0,049
2,16 (0,01–13,24)

0,043
2,86 (0,01–8,57)

0,570
N1–N3 0,19 (0,01–1,18) 0,78 (0,04–5,56) 0,31 (0,01–4,79)

Таблица 6
Связь экспрессии исследуемых микроРНК с уровнем PD-L1 (0 %, 1–49 % и 50–100 %)

микроРНК PD-L1-статус Медианное значение
Диапазон p

Min Max (1) против (2) (1) против (3) (2) против (3)

miR‑21
PD-L1 0 (1) 0,764 0,015 4,656

0,665 0,368 0,205PD-L1– (2) 1,349 0,089 5,431
PD-L1+ (3) 0,945 0,091 1,743

miR‑342
PD-L1 0 (1) 0,150 0,011 1,261

0,426 0,559 0,104PD-L1– (2) 0,498 0,021 1,242
PD-L1+ (3) 0,203 0,012 0,539

miR‑93
PD-L1 0 (1) 0,980 0,040 4,250

0,714 0,034 0,020PD-L1– (2) 0,820 0,180 6,310
PD-L1+ (3) 4,070 1,800 6,360

miR‑181a
PD-L1 0 (1) 0,104 0,003 1,089

0,049 0,345 0,632PD-L1– (2) 0,209 0,026 0,369
PD-L1+ (3) 0,293 0,285 0,432

miR‑155
PD-L1 0 (1) 0,473 0,013 1,587

0,466 0,019 0,250PD-L1– (2) 2,264 0,349 5,561
PD-L1+ (3) 5,957 2,486 6,477

miR‑146a
PD-L1 0 (1) 0,230 0,000 1,040

0,051 0,213 0,531PD-L1– (2) 2,120 0,10 4,790
PD-L1+ (3) 0,660 0,18 8,570
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микроРНК все чаще выступают в качестве потенциальных 
биомаркеров различных злокачественных неоплазий. На-
пример, было показано, что экспрессия miR‑342 и miR‑181a 
изменяется как при раке молочной железы, так и при НМРЛ, 
и эти микроРНК участвуют в регуляции клеточной проли-
ферации [12–15]. В нашем исследовании также выявлено 
снижение уровней miR‑342 и miR‑181a при ПКРЛ, что 
подтверждает их диагностический потенциал.

В настоящей работе была проанализирована связь 
экспрессии AhR-регулируемых miR‑21, miR‑342, miR‑93 
и PD-L1-регулирующих miR‑181a, miR‑155 и miR‑146 
с характеристиками пациентов с диагнозом ПКРЛ и экс-
прессионным статусом PD-L1. Было выявлено, что уровень 
miR‑93 достоверно снижается у пациентов старше 67 лет, 
тогда как уровни miR‑181а и miR‑155 достоверно ниже 
в опухолях размера более 3 см и в опухолях пациентов 
с метастазами в лимфоузлах. Обнаружены достоверные 
ассоциации уровней AhR-регулируемой miR‑93 и PD-L1-
регулирующих miR‑155 и miR‑181a с экспрессионным 
статусом PD-L1. Полученные результаты согласуются 
с данными литературы, согласно которым miR‑155 пода-
вляет уровень PD-L1 в клеточных линиях аденокарциномы 
легкого [16], а miR‑93 – у пациентов с диагнозом «рак 
молочной железы» [17].

Таким образом, можно заключить, что изменение 
экспрессии PD-L1-регулирующих и AhR-регулирумых 
miR‑155, miR‑181a, miR‑342 и miR‑93 действительно может 
сопутствовать прогрессии ПКРЛ, а уровни их экспрессии 
могут выступать маркерами некоторых клинико-патологи-
ческих характеристик опухоли. Полученные нами данные 
в дальнейшем могут быть использованы при разработке 
новых тест-систем для диагностики статуса PD-L1 или 
новых методов таргетной терапии.
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