
ВВЕДЕНИЕ 

Арилгидрокарбоновый рецептор (AhR)
представляет собой активируемый лигандом
транскрипционный фактор, принадлежащий 
к семейству белков bHLH/PAS, который участвует 
в контроле многих физиологических процессов [1].
Первоначально AhR был идентифицирован 
как рецептор, связывающий токсикант окружающей
среды 2,3,7,8-тетрахлордибензо-п-диоксин (ТХДД) и
структурно родственные токсичные галогенированные
ароматические промышленные соединения [2].
Результаты многочисленных исследований показали,
что этот рецептор связывает структурно разнообразные
лиганды как чужеродной, так и эндогенной 
природы [3]. Более того, биологический эффект 
таких взаимодействий зависит от конкретных
рецептор-связывающих лигандов [4]. Сигнальные
пути, регулируемые AhR, активируются в различных

опухолях, влияя на основные стадии онкогенеза —
инициацию, продвижение, прогрессирование и
метастазирование [5, 6]. Особый интерес вызывает
связь сигнальных путей AhR с канцерогенезом лёгкого
ввиду значительного воздействия на человека
сигаретного дыма и других загрязнителей окружающей
среды, которые являются потенциальными 
лигандами для AhR [7]. Курение — наиболее важный
фактор риска развития немелкоклеточного рака лёгких
(НМКРЛ), особенно плоскоклеточного рака (ПКРЛ),
для которого около 90-95% случаев связаны 
с курением табака.Сообщалось о 510 полициклических
ароматических углеводородах (ПАУ), содержащихся 
в сигаретном дыме, из которых 16 были
классифицированы МАИР (Международным
агентством по исследованию рака) как канцерогенные
для человека [8]. Одним из таких канцерогенных
соединений является бензо(а)пирен (BaP), который
способен активировать AhR. Согласно исследованию,
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Курение является фактором риска развития немелкоклеточного рака лёгкого (НМКРЛ), наиболее
распространённые подтипы которого — аденокарцинома лёгкого (АКЛ) и плоскоклеточный рак лёгкого (ПКРЛ).
Сигаретный дым содержит лиганды арилгидрокарбонового рецептора (AhR), например, бензо(а)пирен (BaP),
который через активацию AhR может изменять экспрессию многих (в том числе микроРНК-кодирующих) генов. 
В настоящем исследовании мы оценили экспрессию некоторых из микроРНК, потенциально регулируемых AhR
(miRNA-21, -342, -93, -181a, -146a), а также CYP1A1 — известного гена-мишени AhR. Исследование выполнено 
в образцах опухолей лёгких курящих и некурящих пациентов с АКЛ и курящих пациентов с ПКРЛ. 
У этих же пациентов на расстоянии не менее 5 см от границы опухоли были также отобраны макроскопически
нормальные ткани лёгкого. Полученные нами результаты для микроРНК мы сравнили с данными из TCGA 
(The Cancer Genome Atlas). У 76,7% некурящих пациентов с АКЛ в опухолевых или нормальных тканях 
лёгких мРНК CYP1A1 не была обнаружена, тогда как среди курящих пациентов почти в половине случаев 
(47,5% для ПКРЛ и 42,5% для АКЛ) в опухолевых тканях была зарегистрирована экспрессия CYP1A1. 
Мы подтвердили, что профиль экспрессии AhR-регулируемых микроРНК различен в АКЛ и ПКРЛ и зависит 
от статуса курения: у всех пациентов с АКЛ экспрессия онкогенных miRNA-21 и miRNA-93 в опухолевых тканях
была выше, чем в условно-нормальной ткани лёгких от этих же пациентов, однако у пациентов с ПКРЛ из выборки
уровни этих микроРНК в опухолевой и условно-нормальной тканях лёгких достоверно не различались. 
Результаты наших исследований и данные TCGA указывают на зависимость экспрессии miRNA-181a и miRNA-146а
у пациентов с АКЛ от курения — экспрессия этих микроРНК значительно ниже в опухолевых тканях курящих
пациентов, что может быть связано с регуляцией их экспрессии AhR и AhRR (репрессор AhR). Полученные
результаты подтверждают, что курение оказывает влияние на профиль экспрессии микроРНК, что следует учитывать
при поиске новых диагностических и терапевтических мишеней при НМКРЛ.
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проведённому с канадскими марками сигарет в 1992 г.,
содержание BaP в дыме от одной сигареты может
варьировать от 3,36 нг до 28,39 нг [9]. Поэтому можно
ожидать, что курение и сопутствующее воздействие 
на человека BaP приводит к изменению экспрессии
многих генов-мишеней AhR в тканях лёгких. 

В настоящее время с помощью полногеномного
анализа в ДНК человека выявлены 
многочисленные сайты связывания AhR. Недавно
было выполнено сравнение полногеномных 
профилей связывания AhR и AhRR (репрессора AhR) 
в клетках рака молочной железы человека MCF-7,
обработанных ТХДД [10]. В результате было
выявлено 3915 сайтов связывания для AhR и 
2811 сайтов связывания для AhRR, из которых 
974 (35%) были общими для обоих факторов. 
Однако вопрос функциональности выявленных сайтов
остаётся проблемой для дальнейших исследований. 

Наряду с генами, кодирующими белки, 
AhR способен регулировать экспрессию микроРНК
(miRs, miRNAs) — небольших РНК длиной 
18–22 нуклеотида, нарушение регуляции экспрессии
которых может способствовать канцерогенезу [11].
Ранее методами in silico мы провели поиск элементов
AHRE (сайтов связывания AhR) в геномах крыс,
мышей и человека и обнаружили в геноме человека 
не менее 154 предполагаемых промоторов микроРНК,
содержащих последовательности AHRE [12].При этом
роль микроРНК, регулируемых AhR, в НМКРЛ и связь
профиля экспрессии таких микроРНК со статусом
курения исследованы неполно. Таким образом, 
наше исследование направлено на определение
экспрессии AhR-регулируемых микроРНК в образцах
опухолей курящих и некурящих пациентов с НМКРЛ 
для подтверждения связи профиля их экспрессии 
с курением и выявления новых потенциальных
терапевтических мишеней при раке лёгкого. Мы также
провели исследование in silico на основе данных TCGA
об экспрессии этих микроРНК в злокачественных
опухолях лёгкого.

МЕТОДИКА

Образцы тканей

Биоколлекция из 110 пар образцов опухолей и
нетрансформированных тканей лёгкого человека 
была собрана на базе Новосибирского областного
онкологического диспансера в 3 онкологическом
(торакальном) отделении. Образцы лёгочной ткани
были получены в процессе торакоскопической

резекции лёгкого от пациентов мужского пола, 
не проходивших неоадъювантную химиотерапию. 
Под нетрансформированной (условно-нормальной)
тканью подразумевали визуально неизменённую ткань
лёгкого, взятую на расстоянии неменее 5 см от границы
опухоли. Такой метод отбора контрольной ткани
широко распространён в научных работах и позволяет
выявлять гены, изменение профиля экспрессии
которых ассоциировано с канцерогенезом [13–15].
Всего было собрано по 40 пар образцов от курящих
пациентов с ПКРЛ и АКЛ и 30 пар образцов 
от никогда не куривших пациентов с АКЛ. Образцы
условно-нормальной и опухолевой тканей лёгкого
помещали в раствор для стабилизации РНК и хранили
при температуре -20°С.

Выделение микроРНК

Экстракцию микроРНК из образцов проводили
термоиндуцированным лизисом с изотиоционатом
гуанидина по ранее опубликованному протоколу [16].

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 использованием 
“stem-loop” праймеров [17] и коммерческого 
набора RT-M-MuLV-RH (“БиолабМикс”, Россия). ПЦР
в реальном времени проводили с использованием
реакционной смеси БиоМастер UDG HS-qPCR (2×)
(“БиолабМикс”). Для обнаружения продуктов ПЦР
применяли систему детекции CFX96™ (“Bio-Rad
Laboratories”, США). Малые ядерные РНК U44 и U48
использовали для нормализации данных. Праймеры
для проведения обратной транскрипции приведены 
в таблице 1. Для проведения ПЦР использовали
олигонуклеотиды, приведённые в таблице 2.

Каждый образец анализировали в трёх повторах.
Кратность изменения каждой микроРНК рассчитывали
с использованием метода порогового цикла (2–ΔΔCt).

Выделение РНК, синтез кДНК и 
ПЦР в реальном времени

РНК была выделена с использованием реагента
TRIzol™ (“Invitrogen”, США) в соответствии 
с рекомендациями производителя. Целостность РНК
контролировали электрофорезом в агарозном геле.
Концентрацию и чистоту определяли
спектрофотометрически при длинах волн 

Калинина и др.
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Таблица 1. Последовательности праймеров для проведения обратной транскрипции микроРНК
РНК 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-146a 5′-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAGCCTA-3′
miR-93 5′-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTACCTGC-3′



260 нм и 280 нм с использованием спектрофотометра
Agilent-8453 (“Agilent Technologies”,США). Обратную
транскрипцию проводили с использованием набора
OT-M-MuLV-RH (“БиолабМикс”) в соответствии 
с рекомендациями производителя. На одну реакцию
брали 1 мкг РНК. Полученную кДНК использовали
для определения уровней мРНК AHR, CYP1A1
методом ПЦР в режиме реального времени 
с использованием реакционной смеси БиоМастер 
HS-qPCR SYBR Blue(2×) (“БиолабМикс”) на системе
детекции CFX96™ (“Bio-Rad Laboratories”). 
В качестве нормировочных генов были использованы
18S и POLR2A. Были использованы следующие
специфические праймеры:
AHR 5′-GTCGTCTAAGGTGTCTGCTGGA-3′, 

5′-CGCAAACAAAGCCAACTGAGGTG-3′; 
CYP1A1 5′-GGTCAAGGAGCACTACAAAACC-3′, 

5′-TGGACATTGGCGTTCTCAT-3′; 
POLR2A 5′-GCATGGCAGAGGAGTTTCGGCT-3′, 

5′-ATTTCCCCGGGATGCGCAATGG-3′; 
18S 5′-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3′, 

5′-GCTGGAATTACCGCGGCT-3′.
Оптимальная концентрация каждого праймера

составляла 300 нМ.
Каждуюреакцию ПЦР проводили с использованием

0,3 мкл кДНК в конечном объёме 20 мкл 
при следующих условиях: начальная денатурация 
при 95°С в течение 5 мин, затем 40 циклов:
денатурация при 95°С в течение 15 с, отжиг при 60°С

в течение 20 с, элонгация и обработка данных
флуоресценции при 72°С в течение 30 с.
Специфичность ПЦР контролировали кривыми
плавления. Образцы анализировали в трёх
технических повторах. Относительные уровни
экспрессии генов оценивали, используя значения
порогового цикла (Ct) с учётом эффективности
реакции (E) для исследуемого гена и гена нормировки.

Биоинформатический анализ

miRNA-21, miRNA-342, и miRNA-93 были
отобраны в соответствии с данными ранее проведённого
биоинформатического анализа [12]. Кроме этого, 
с помощью базы данных Harmonizome [18], 
в которой содержится информация о результатах 
ChIP анализов, в исследование были взяты также
miRNA-181a и miRNA-146a. 

Для анализа содержащейся в базе данных TCGA
информации об экспрессии генов CYP1A1, AHRR
и AHR-регулируемых микроРНК использовался 
ресурс UALCAN [19].

Статистический анализ

Для статистического анализа данных использовали
программу STATISTICA v.12. Данные представлены 
в виде медианных значений. Статистический анализ
проводили с использованием непараметрического 
U-критерия Манна-Уитни. Различия считали
статистически значимыми при p<0,05.
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Таблица 2. Последовательности праймеров для проведения ПЦР в режиме реального времени для оценки 
экспрессии микроРНК

микроРНК Последовательность праймеров

U44
Прямой 5′-GCCGCTCTTAATTAGCTCT-3′
Обратный 5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACTGGATACGACAGTCAGTT-(BHQ1)-3′

U48
Прямой 5′-GAGTGATGATGACCCCAGGTAA-3′
Обратный 5′-GTGCAGGGTCCGAGGT-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACCAGAGCCAACGGTCAG-(BHQ1)-3′

miR-21
Прямой 5′-GCCGCTAGCTTATCAGACT-3′
Обратный 5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACTGGATACGACTCAACATC-(BHQ1)-3′

miR-342
Прямой 5′-GCCGCTCTCACACAGAAATCG-3′
Обратный 5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACTGGATACGACACGGGTGC-(BHQ1)-3′

miR-181a
Прямой 5′-GCCGCAACATTCAACGCTGT-3′
Обратный 5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACTGGATACGACACTCACCG-(BHQ1)-3′

miR-146a
Прямой 5′-GCCGTGAGAACTGAATTCCA-3′
Обратный 5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACTGGATACGACACAGCCTA-(BHQ1)-3′

miR-93
Прямой 5′-GCCGCCAAAGTGCTGTTCGT-3′
Обратный 5′-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3′
Зонд 5′-(R6G)-TTCGCACTGGATACGACCTACCTGC-(BHQ1)-3′



РЕЗУЛЬТАТЫ

Экспрессия CYP1A1 и AhR в опухолевых тканях
пациентов с НМКРЛ

В первую очередь мы провели сравнительный
анализ экспрессии гена-мишени AhR — CYP1A1 — 
в опухолевых и условно-нормальных тканях 
курящих и некурящих пациентов с АКЛ и курящих
пациентов с ПКРЛ. Почти в половине случаев 
(47,5% для ПКРЛ и 42,5% для АКЛ) в опухолевой
ткани курящих пациентов была обнаружена 
мРНК CYP1A1 (табл. 3). При этом во всех 
опухолевых образцах тканей от некурящих 
пациентов с АКЛ экспрессия CYP1A1 отсутствовала. 
У 23,3% некурящих пациентов с АКЛ была
зарегистрирована экспрессия цитохрома, но только 
в условно-нормальных тканях. Стоит отметить, 
что у курящих пациентов с АКЛ в 30% случаев
экспрессия CYP1A1 также была обнаружена только 
в нормальной ткани.

Далее мы проанализировали, связан ли уровень
экспрессии AhR с наличием экспрессии CYP1A1
в опухолевой ткани пациентов. Значимые результаты
были получены для ПКРЛ: экспрессия AhR была выше
в опухолевых тканях, в которых была обнаружена
экспрессия CYP1A1 (рисунок).

Экспрессия AhR-регулируемых микроРНК 
в опухолях пациентов с НМКРЛ

В собранных образцах рака лёгких и 
условно-нормальных тканях лёгких мы также
определили профиль экспрессии некоторых микроРНК,
потенциально регулируемых AhR (miRNA-21, -342, 
-93, -181a и -146a). У пациентов с ПКРЛ уровни
экспрессии miRNA-342 и miRNA-181a значительно
отличались в опухолевых ткани по сравнению 
с условно-нормальной — в опухолевой ткани уровни
этих микроРНК были снижены примерно в 3 раза 
(при сравнении медианных значений).

Как и для случаев ПКРЛ, у курящих 
пациентов с АКЛ уровни miRNA-342 и miRNA-181a 
в опухолевой ткани были снижены по сравнению 
с уровнем этих микроРНК в условно-нормальной
ткани лёгких. Кроме этого, в опухолевых тканях 
таких пациентов была увеличена экспрессия 
miRNA-21 и miRNA-93 (табл. 4). Экспрессия 
miRNA-21 и miRNA-93 также была увеличена 
в опухолевых тканях некурящих пациентов с АКЛ, 
но уровни miRNA-342 и miRNA-181a в опухолевых

тканях некурящих пациентов не отличались 
от их уровней в условно-нормальных тканях лёгких
этих пациентов (табл. 5).

Мы также проанализировали данные TCGA 
об уровнях этих микроРНК в тканях НМКРЛ. 
На выборке образцов из TCGA, как и на нашей
выборке, было показано увеличение уровней 
miRNA-21 и miRNA-93 в АКЛ (n=447) по сравнению 
с нормальной тканью (n=44) лёгких в 5,6 и 2,8 раз
соответственно (табл. 6). Согласно TCGA уровни 
этих микроРНК также увеличены в ПКРЛ 
в 2,4 и 2,1 раз соответственно (n=336). В нашей
выборке мы наблюдали лишь тенденцию к увеличению
уровней этих микроРНК при ПКРЛ.

В TCGA возможно отдельно оценить уровни
miRNA-181a-1 и miRNA-181a-2. Последовательности
этих микроРНК идентичны, поэтому с помощью ПЦР
мы измеряли суммарное количество miRNA-181a,
однако только miRNA-181a-1 предсказывается 
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Рисунок. Зависимость уровня мРНК AhR в опухолях
пациентов с плоскоклеточным раком лёгкого от статуса
экспрессии CYP1A1. Верхний и нижний пределы
прямоугольников представляют 75-й и 25-й процентили.
Горизонтальная линия — медиана изменений уровня
мРНК AhR в образцах опухолей относительно парной
условно-нормальной (прилежащей) ткани от тех же
пациентов. Усы представляют диапазон значений.
CYP1A1- – экспрессия CYP1A1 в опухоли отсутствует;
CYP1A1+ – экспрессияCYP1A1 в опухоли регистрируется.

Таблица 3. Представленность мРНК CYP1A1 в тканях пациентов с ПКРЛ и АКЛ

Примечание: кПКРЛ – курящие пациенты с ПКРЛ; кАКЛ – курящие пациенты с АКЛ; нкАКЛ – некурящие 
пациенты с АКЛ. * – экспрессию считали положительной при Ct от 22 до 37.

Образцы

CYP1A1 экспрессия

Отсутствие экспрессии 
в нормальных и опухолевых тканях

Наличие экспрессии*

В нормальной ткани В опухоли

кПКРЛ (%пациентов) 52,5 12,5 47,5

нкАКЛ (%пациентов) 76,7 23,3 0,0

кАКЛ (%пациентов) 27,5 62,5 42,5



в качестве AhR-регулируемой. Согласно нашим
данным и данным TCGA, экспрессия miRNA-181a
снижается в ПКРЛ. В остальном полученные нами
данные об уровнях микроРНК в сравнении 
с их уровнями в нормальных тканях не совпадали 
с данными TCGA, что может быть обусловлено
разным источником нормальных тканей в нашем
исследовании и в TCGA.

Анализ связи уровней AhR-регулируемых микроРНК 
в опухолях НМКРЛ с курением

Курение может приводить к изменению профиля
экспрессии микроРНК не только в опухолевой, 
но и в нормальной ткани лёгких. Поэтому 
для подтверждения наличия связи профиля экспрессии

микроРНК-мишеней AhR с курением мы сравнили
уровни микроРНК, нормированные на уровни РНК
референсных генов, в опухолевых тканях курящих и
некурящих пациентов из нашей выборки, а также
проанализировали аналогичные данные из TCGA.

При сравнении уровней исследуемых микроРНК 
в АКЛ курящих и никогда не куривших пациентов, 
мы обнаружили, что в опухолевых тканях курящих
пациентов количество miRNA-181a и miRNA-146a 
в 2,4 раза ниже, чем в опухолевых тканях 
некурящих пациентов (табл. 7). Согласно TCGA,
достоверная связь с курением у пациентов с АКЛ
наблюдается для miRNA-181а-1 и miRNA-181а-2,
miRNA-146а (количество этих микроРНК ниже 
в опухолевых тканях курящих), miRNA-93 (количество
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Таблица 6. Данные об изменении уровней микроРНК в исследуемых клинических образцах немелкоклеточного 
рака лёгкого и в образцах из TCGA (относительно нормальных тканей)

Примечание: ↑ — достоверное увеличение уровня микроРНК в опухолевой ткани по сравнению с её уровнем 
в нормальной ткани; ↓ — достоверное снижение уровня микроРНК в опухолевой ткани; – — отсутствие изменений 
в экспрессии микроРНК.

Таблица 4. Относительные уровни исследуемых микроРНК в опухолевых образцах курящих пациентов (n=40) 
с аденокарциномой лёгкого

Примечание: Здесь и в таблице 5: * – медиана и диапазон изменений уровня микроРНК в образцах опухолей
относительно парной условно-нормальной (прилежащей) ткани. 

Таблица 5. Относительные уровни исследуемых микроРНК в опухолевых образцах некурящих пациентов (n=30) 
с аденокарциномой лёгкого

Относительный уровень микроРНК* и p-значение

miR-21 p miR-342 p miR-93 p miR-181a p miR-146а p

2,04
(0,17–14,00) 0,042 0,46

(0,05–4,68) <0,001 1,60
(0,23–7,81) 0,041 0,68

(0,09–5,32) 0,024 1,14
(0,09–33,17) 0,581

Относительный уровень микроРНК* и p-значение

miR-21 p miR-342 p miR-93 p miR-181a p miR-146а p

4,06
(1,95–8,38) <0,001 0,93

(0,12–4,47) 1,000 2,84
(0,33–4,31) 0,049 0,86

(0,40–2,20) 0,650 1,22
(0,28–6,56) 0,290

микроРНК

Изменение уровней микроРНК в образцах немелкоклеточного рака лёгкого 
по сравнению с нормальной тканью лёгких

Заболевание АКЛ ПКРЛ

Статус курения Курящие Некурящие Курящие Некурящие

miRNA-21
Наши данные ↑ ↑ – Нет данных

Данные TCGA ↑ ↑ ↑ ↑

miRNA-342
Наши данные ↓ – ↓ Нет данных

Данные TCGA – – ↑ –

miRNA-181a-1
Наши данные ↓ – ↓ Нет данных

Данные TCGA – – ↓ ↓

miRNA-181a-2
Наши данные ↓ – ↓ Нет данных

Данные TCGA – ↑ ↓ ↓

miRNA-93
Наши данные ↑ ↑ – Нет данных

Данные TCGA ↑ ↑ ↑ ↑

miRNA-146а
Наши данные – – – Нет данных

Данные TCGA – ↑ ↑ ↑



микроРНК выше в опухолевых тканях курящих). 
Для ПКРЛ в TCGA также наблюдается тенденция 
к увеличению уровня miRNA-93 и снижению 
уровня miRNA-146a в опухолевых тканях курящих 
(по сравнению с никогда не курившими пациентами),
однако эта зависимость не является достоверной.

ОБСУЖДЕНИЕ

Многочисленные экспериментальные и
эпидемиологические исследования показали, 
что воздействие токсинов окружающей среды, 
таких как ПАУ, вомногом способствует возникновению
и прогрессированию рака лёгкого. Одним из основных
источников ПАУ является курение [20, 21]. 
Согласно данным МАИР BaP, входящий в состав
сигаретного дыма, относится к канцерогенам 
I группы [21]. Токсическое действие BaP может
осуществляться по двум основным механизмам:
генотоксическому (образование аддуктов с ДНК) и
негенотоксическому или эпигенетическому [22, 23]. 
К эпигенетическим механизмам относится, например,
микроРНК-опосредованная регуляция экспрессии
генов на посттранскрипционном уровне. Несмотря 
на то, что многие исследования экспрессии микроРНК
в злокачественных опухолях, включая рак лёгкого,
показали значительные изменения уровней экспрессии
как онкогенных, так и опухоль-супрессирующих
микроРНК, причины таких изменений зачастую
неизвестны. Можно предположить, что такие
соединения, как BaP, могут приводить к изменениям 
в профиле экспрессии микроРНК через 
активацию AhR. Ранее нами уже были обнаружены
микроРНК, в промоторной области которых
содержатся последовательности AHRE — сайтов
связывания AhR [12]. В настоящем исследовании 
мы оценили экспрессию некоторых из этих микроРНК

(miRNA-21, miRNA-342, и miRNA-93) в образцах
опухолей лёгких, полученных от курящих и
некурящих пациентов с диагнозом ПКРЛ и АКЛ.
Кроме того, мы оценили экспрессию miRNA-181a и
miRNA-146a, которые являются мишенями AhR
согласно ресурсу Harmonizome. Следует отметить, 
что нам не удалось сформировать группу некурящих
пациентов с ПКРЛ, так как такие пациенты были 
в небольшом количестве, что затрудняет проведение
статистического анализа. 

В первую очередь для подтверждения 
активации AhR в тканях лёгких курящих пациентов
мы определили экспрессию его “классического” 
гена-мишени CYP1A1. Как правило, конститутивная
экспрессия этого гена в лёгких низкая, 
с чем согласуются наши результаты: у 76,7% некурящих
пациентов сАКЛ как в нормальных, так и в опухолевых
тканях лёгких экспрессия CYP1A1 не обнаружена.
Однако среди курящих пациентов, особенно
пациентов с АКЛ, снижалась доля случаев, 
когда экспрессия CYP1A1 в тканях отсутствовала.
Примечательно, что среди пациентов с ПКРЛ 
не было ни одного случая, когда экспрессия CYP1A1
была бы обнаружена только в нормальной ткани
лёгких, в то время как среди курящих пациентов сАКЛ
в 30% случаев экспрессияCYP1A1 была зафиксирована
в нормальной ткани и не обнаружена в опухолевой.
Кроме этого, только при ПКРЛ высокая экспрессия AhR
соответствовала положительной экспрессии CYP1A1
в опухолевых тканях. Эти результаты подтверждают
различные механизмы AhR-зависимого патогенеза
АКЛ и ПКРЛ.

Среди многочисленных генов-мишеней AhR
интерес представляют гены, кодирующие микроРНК.
В нашем исследовании мы подтвердили, что профиль
экспрессии AhR-регулируемых miRNA-21, -342, -93, 
-181a и -146a различается в зависимости от типа
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Таблица 7. Зависимость уровней исследуемых микроРНК в опухолях пациентов с аденокарциномой лёгкого от курения

Примечание. Данные представляют собой отношение медианных значений уровней микроРНК в образцах 
опухолей курящих и некурящих пациентов. Уровни микроРНК в опухолях нормировались на уровни РНК
референсных U44 и U48 и не нормировались на уровни микроРНК в нормальных тканях. * – p<0,05.

микроРНК Источник данных
Уровень микроРНК в АКЛ курильщиков

(относительно уровня микроРНК 
в АКЛ некурящих)

Уровень микроРНК в ПКРЛ курильщиков
(относительно уровня микроРНК 

в ПКРЛ некурящих)

miRNA-21
Наши данные 0,75 —
Данные TCGA 0,98 1,25

miRNA-342
Наши данные 1,01 —
Данные TCGA 1,04 0,87

miRNA-181a-1
Наши данные 0,42* —
Данные TCGA 0,87* 1,09

miRNA-181a-2
Наши данные 0,42* —
Данные TCGA 0,63* 0,90

miRNA-93
Наши данные 1,12 —
Данные TCGA 1,22* 1,36

miRNA-146а
Наши данные 0,41* —
Данные TCGA 0,67* 0,79



опухоли (АКЛ или ПКРЛ) и статуса курения. 
Так, у курящих пациентов с ПКРЛ и АКЛ 
экспрессия miRNA-342 и miRNA-181a была ниже 
в опухолевых, чем в условно-нормальных тканях
лёгких от этих же пациентов. Эти результаты 
не совпали с данными из TCGA, однако статистически
значимое снижение экспрессии miRNA-342 и 
miRNA-181a в образцах опухолевых тканей
согласуется с недавно полученными результатами
других исследователей, также показавших снижение
уровней этих микроРНК в НМКРЛ [24, 25]. 
В целом, отличия наших данных от данных TCGA
могут быть обусловлены различным источником
нормальной ткани. Так, в TCGA в качестве
нормальной ткани берутся ткани от здоровых 
людей с неизвестным статусом курения. В нашем
исследовании уровни микроРНК в опухолях были
нормированы на уровни микроРНК в нормальных
тканях лёгких от этих же пациентов.

Для пациентов с АКЛ, как курящих, 
так и некурящих, мы обнаружили достоверное
увеличение экспрессии онкогенных miRNA-21 и
miRNA-93 в опухолевых тканях по сравнению 
с условно-нормальными тканями, что также
согласуется с полученными ранее данными [26, 27] 
и данными TCGA. Мы не обнаружили достоверного
увеличения экспрессии этих микроРНК в ПКРЛ,
однако наблюдали тенденцию к увеличению 
их уровней. В выборке образцов из TCGA увеличение
уровней miRNA-21 и miRNA-93 в ПКРЛ было
достоверно, что может являться следствием большего
количества образцов (336 опухолевых образцов и 
44 образца нормальной ткани) и другим источником
нормальной ткани.

Однако экспрессия исследуемых нами микроРНК
может различаться в нормальных тканях лёгких 
у курящих и некурящих пациентов. Поэтому 
мы также проанализировали разницу в уровнях
исследуемых микроРНК в опухолевых тканях
курящих и некурящих пациентов с АКЛ, 
не используя нормировку на условно-нормальную
ткань пациентов. Мы наблюдали снижение 
количества miRNA-181a и miRNA-146a в опухолях
курящих пациентов по сравнению с их количеством 
в опухолях некурящих. Наблюдаемое нами снижение
экспрессии этих микроРНК в образцах от курящих
пациентов может быть связано с увеличением
количества AhRR — репрессора AhR. Так, согласно
данным TCGA экспрессия AHRR достоверно 
выше в опухолевых тканях курящих пациентов 
с ПКРЛ или АКЛ (по сравнению с некурящими
пациентами). Кроме этого, известно, что курение
приводит к деметилированию cg05575921 в энхансере
гена AHRR, которое способствует увеличению 
его экспрессии [28].

В выборке образцов из TCGA достоверное
снижение экспрессии в опухолевых тканях 
курящих пациентов с АКЛ также было обнаружено
для miRNA-181a и miRNA-146a, а уровни miRNA-93
были достоверно выше (по сравнению с никогда 
не курившими пациентами). У пациентов с ПКРЛ
достоверной зависимости экспрессии всех

исследуемых микроРНК от статуса курения в TCGA
не было обнаружено, однако выявлена тенденция 
к увеличению экспрессии miRNA-93 и снижению
экспрессии miRNA-146a у курящих пациентов 
по сравнению с никогда не курившими. 
Возможно, отсутствие достоверной связи с курением 
у пациентов с ПКРЛ в выборке TCGA связано 
с недостаточным количеством образцов ПКРЛ 
от некурящих пациентов. Так, курящих и никогда 
не куривших пациентов с АКЛ в TCGA — 
104 и 66 соответственно, в то время как курящих и
никогда не куривших пациентов с ПКРЛ — 105 и 11.

Полученные нами результаты подтверждают, 
что курение оказывает влияние на профиль экспрессии
микроРНК в том числе вмакроскопически нормальной
ткани лёгких. Так, у курящих пациентов экспрессия
miRNA-342 была ниже в опухолях, чем в нормальных
тканях лёгких. Однако при сравнении количества 
этой микроРНК в опухолях курящих и некурящих
пациентов достоверной разницы выявлено не было,
что указывает на увеличение экспрессии 
AhR-регулируемой miRNA-342 в условно-нормальной
ткани лёгких курящих пациентов. Также не было
выявлено разницы в количестве miRNA-146а 
в опухолевой и в нормальной тканях лёгких пациентов.
Однако было показано, что экспрессия miRNA-146а
значительно ниже в опухолевой ткани курящих
пациентов чем в опухолевой ткани лёгких никогда 
не куривших пациентов.

Вцелом, как минимум для двух AhR-регулируемых
микроРНК — miRNA-181a и miRNA-146a —
однозначно можно сделать вывод о зависимости 
их экспрессии в АКЛ от курения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Согласно результатам проведённых нами
исследований, профиль экспрессии микроРНК,
потенциально регулируемых AhR, различен 
в АКЛ и ПКРЛ и зависит от статуса курения.
Результаты наших исследований и данные TCGA
указывают на зависимость экспрессии miRNA-181a и
miRNA-146а от курения — экспрессия этих
микроРНК ниже в опухолевых тканях курящих
пациентов с АКЛ, что предполагает их регуляцию
парой транскрипционных факторов AhR и AhRR.
Экспрессия онкогенных miRNA-21 и miRNA-93 
в опухолевых тканях была выше, чем в нормальной
ткани лёгких у всех пациентов с АКЛ (в нашей
выборке и в выборке из TCGA). Дальнейшее
исследование регуляции этих микроРНК, их роли и
роли регулируемых ими генов в патогенезе 
НМКРЛ курящих и некурящих пациентов может
способствовать развитию новых терапевтических
подходов для лечения НМКРЛ.
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EXPRESSION OF AhR-REGULATED miRNAs IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER 
IN SMOKERS AND NEVER SMOKERS
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Smoking is a risk factor for non-small cell lung cancer (NSCLC). The most common subtypes of NSCLC 
are lung adenocarcinoma (LAC) and squamous cell carcinoma (SCC). The cigarette smoke contains aryl hydrocarbon
receptor (AhR) ligands, such as benzo(a)pyrene (BaP). By activating the AhR, BaP can change the expression 
of many genes, including miRNA-encoding genes. In this study, we have evaluated the expression of few miRNAs
potentially regulated by AhR (miR-21, -342, -93, -181a, -146a), as well as CYP1A1, a known AhR target gene, 
in lung tumor samples from smoking (n=40) and non-smoking (n=30) patients with LAC and from smoking 
patients with SCC (n=40). We have also collected macroscopically normal lung tissue >5 cm from the tumor margin.
We compared the obtained data on the miRNA expression in tumors with data from The Cancer Genome Atlas (TCGA).
We found that in 76.7% of non-smoking LAC patients, CYP1A1 mRNA was not detected in tumor and normal 
lung tissues, while in smoking patients, CYP1A1 expression was detected in tumors in almost half of the cases 
(47.5% for SCC and 42.5% for LAC). The expression profile of AhR-regulated miRNAs differed between LAC and SCC
and depended on the smoking status. In LAC patients, the expression of oncogenic miRNA-21 and miRNA-93 
in tumors was higher than in normal lung tissue from the same patients. However, in SCC patients from our sample, 
the levels of these miRNAs in tumor and non-transformed lung tissue did not differ significantly. The results 
of our studies and TCGA data indicate that the expression levels of miRNA-181a and miRNA-146a in LAC 
are associated with smoking: expression of these miRNAs was significantly lower in tumors of smokers. It is possible
that their expression is regulated by AhR and AhRR (AhR repressor), and inhibition of AhR by AhRR leads 
to a decrease in miRNA expression in tumors of smoking patients. Overall, these results confirm that smoking 
has an effect on the miRNA expression profile. This should be taken into account when searching for new diagnostic
and therapeutic targets for NSCLC.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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