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Аннотация
Цели. Рак легкого представляет собой гетерогенное злокачественное новообразование с низким диагностическим потенциалом, 
характеризующееся бессимптомным течением вплоть до поздних стадий, высокой частотой неблагоприятных исходов и высо-
кой вероятностью метастазирования. Его самой распространенной формой является немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ). 
Последние исследования показывают значительную роль некодирующих РНК, в частности, микроРНК, в развитии НМРЛ. 
МикроРНК выполняют функцию пост-транскрипционных регуляторов экспрессии белок-кодирующих генов, в том числе, свя-
занных с онкогенезом, и вовлечены в процессы пролиферации, дифференцировки и апоптоза клеток. Одним из путей регуляции 
экспрессии самих микроРНК является изменение метилирования CpG-островка, прилежащего к гену микроРНК или перекры-
вающего его. Показано, что гены микроРНК в несколько раз чаще подвергаются метилированию, чем белок-кодирующие гены. 
Целью настоящего исследования являлось изучение изменения уровня метилирования ряда генов микроРНК и составление 
потенциальной панели маркеров для диагностики и прогноза НМРЛ.
Методы. Образцы опухолей НМРЛ собраны и клинически охарактеризованы в НИИ клинической онкологии Национального меди-
цинского исследовательского центра онкологии им. Н.Н. Блохина. Высокомолекулярную ДНК выделяли из ткани стандартным мето-
дом. Анализ уровня метилирования проводили с применением бисульфитной конверсии ДНК и количественной метилспецифичной 
полимеразной цепной реакцией с детекцией в реальном времени. Для оценки значимости различий между исследуемыми группами 
применяли непараметрический критерий Манна–Уитни для независимых выборок. Различия считали достоверными при p < 0.05.
Результаты. В результате анализа уровней метилирования генов микроРНК нами было показано значимое (p < 0.05) увели-
чение уровня метилирования восьми генов микроРНК: MIR124-1/2/3, MIR125В-1, MIR129-2, MIR137, MIR375, MIR1258, 
MIR339 (p < 0.01, FDR ≤ 0.25). Был проведен ROC-анализ, позволивший предложить панель маркеров для диагностики НМРЛ 
по характеру метилирования исследованных генов микроРНК в опухоли и норме.
Выводы. Полученные нами результаты способствуют пониманию молекулярных механизмов развития НМРЛ и могут быть 
использованы при разработке новых диагностических и прогностических подходов в клинической онкологии.
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Abstract
Objectives. Lung cancer, representing a difficult-to-diagnose heterogeneous malignant neoplasm, is characterized by an asymptomatic 
course up to late stages, a high incidence of adverse outcomes, and a high probability of metastasis. Its most common form is non-small 
cell lung cancer (NSCLC). Recent studies have demonstrated a significant role of non-coding RNAs—in particular, microRNAs—in 
the development of NSCLC. MicroRNAs, which function as post-transcriptional regulators of the expression of protein-coding genes, 
including those associated with oncogenesis, are involved in the processes of cell proliferation, differentiation, and apoptosis. One of the 
approaches for regulating the expression of microRNAs themselves is to change the methylation of the CpG island adjacent to the 
microRNA gene or overlapping it. It has been shown that microRNA genes are several times more likely to undergo methylation than 
protein-coding genes. The aim of the present work is to study changes in the level of methylation of a number of microRNA genes and 
compile a potential panel of markers for the diagnosis and prognosis of NSCLC.
Methods. Samples of NSCLC tumors were collected and clinically characterized at the Blokhin National Medical Research Center 
of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia. High-molecular-weight DNA was isolated from tissues 
using a standard method. The level of methylation was analyzed using bisulfite conversion of DNA and quantitative methyl-specific 
polymerase chain reaction with real-time detection. The significance of differences between the studied groups was assessed by the 
nonparametric Mann–Whitney U test for independent samples. Differences were considered significant at p < 0.05.
Results. The analysis of methylation levels of microRNA genes revealed a significant (p < 0.05) increase in the methylation level 
of eight microRNA genes: MIR124-1/2/3, MIR125В-1, MIR129-2, MIR137, MIR375, MIR1258, and MIR339 (p < 0.01, false discovery 
rate ≤ 0.25). On the basis of receiver operating characteristic analysis, a panel of markers is proposed for the diagnosis of NSCLC 
according to the nature of methylation of the studied microRNA genes in the tumor and in the normal tissue.
Conclusions. Our results, which contribute to the understanding of molecular mechanisms involved in NSCLC development, can 
be used in the development of new diagnostic and prognostic approaches in clinical oncology.
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ВВЕДЕНИЕ

Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) является 
наиболее распространенным (до 85%) видом рака 
легкого. Сложность в диагностике НМРЛ связана 
с его гетерогенностью (диагностируют аденокарци-
ному легкого, плоскоклеточный рак легкого, круп-
ноклеточный рак легкого и др.) и низким уровнем 
выявления на ранних стадиях. НМРЛ обладает вы-
соким метастатическим потенциалом. Отмечено, что 
до 40% выявленных случаев НМРЛ определялись 
как метастатические опухоли. По этой причине в ди-
агностике и прогнозе данного вида онкозаболеваний 
важен молекулярный подход [1].

На данный момент не существует единой си-
стемы молекулярной диагностики и прогноза, по-
зволяющей определять развитие онкологического 
процесса на ранних стадиях и оценить его мета-
статический потенциал. Известно, что для каждого 
вида рака, как и любого многофакторного заболева-
ния, существуют как генетические, так и эпигенети-
ческие триггеры развития [2]. К наиболее значимым 
эпигенетическим регуляторным механизмам, дина-
мично и специфично влияющим на процессы в клет-
ке, включая экспрессию генов, можно отнести меха-
низм метилирования ДНК, который в аберрантном 
состоянии становится процессом, провоцирующим 
развитие опухоли. В основе аберрантного метили-
рования лежат два разнонаправленных события. 
С одной стороны, происходит гиперметилирование 
генов-супрессоров опухолевого роста, с другой — 
деметилирование онкогенов. Этот процесс связан 
с регуляцией множества генов, в том числе генов 
микроРНК, которые сами являются регуляторным 
элементом системы экспрессии генов [3].

МикроРНК относятся к группе коротких неко-
дирующих РНК, выполняющих в организме регуля-
торную функцию на посттранскрипционном уровне. 
Они вовлечены во множество клеточных процес-
сов, включая пролиферацию, дифференцировку 
и апоптоз, нарушение которых может привести к он-
когенезу [4]. Показано, что метилирование/деме-
тилирование играет значительно большую роль в ре-
гуляции генов микроРНК, чем белок-кодирующих 
генов. Гиперметилирование приводит к выключе-
нию гена микроРНК, а деметилирование, напротив, 
к его активизации. Профили метилирования, как 

и профили экспрессии, генов микроРНК оказались 
высокоспеци фичными для опухолей разной локали-
зации и гистологического профиля [5]. Для НМРЛ 
характерен специфический уровень экспрессии ге-
нов микроРНК, ассоциированный с клиническими 
и патологическими свойствами опухоли, однако изу-
чение статуса метилирования генов микроРНК, влия-
ющего на экспрессию, проводится редко. Выявление 
гиперметилирования ряда генов микроРНК, прояв-
ляющих свойства супрессоров опухолевого роста 
при НМРЛ, является одной из приоритетных задач, 
поскольку на основе гиперметилированных генов 
микроРНК можно создать систему диагностических 
и прогностических маркеров [6].

Целью данной работы явилось создание потенци-
альной системы маркеров для диагностики и прогно-
за НМРЛ на основании изменения уровня метилиро-
вания ряда генов микроРНК в опухоли.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сбор материала. Для анализа уровня метилирова-
ния генов микроРНК использовали 70 парных об-
разцов опухолевой и прилежащей нормальной ткани 
легкого от больных с НМРЛ, проходивших лечение 
в Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н.Н. Блохина. Образцы были 
отобраны в ходе планового хирургического вмеша-
тельства. Все опухоли были классифицированы в со-
ответствии с TNM-классификацией Международного 
противоракового союза и гистологически верифи-
цированы на основании критериев классификации 
Всемирной организации здравоохранения [7]. Диагноз 
поставлен на основании гистологического заключения. 
Клинические данные больных приведены в таблице.

В исследование брали образцы тканей НМРЛ 
от больных, которые до операции не получали луче-
вую, химио- или гормонотерапию. Работа проведена 
с соблюдением принципов добровольности и конфи-
денциальности в соответствии с Хельсинкской декла-
рацией Всемирной медицинской ассоциации [8].

Выделение ДНК. Высокомолекулярную ДНК 
выделяли из ткани по стандартной методике с при-
менением фенол-хлороформной экстракции [9]. 
Концентрацию ДНК определяли по оптической 
плотности на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific, США).
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Определение уровня метилирования. Уровень 
метилирования генов микроРНК анализирова-
ли методом количественной метил-специфичной 
полимеразной цепной реакции с детекцией в ре-
альном времени (кМС-ПЦР-РВ) после проведе-
ния бисульфитной конверсии ДНК по методу, опу-
бликованному в работе [10]. Полноту конверсии 
ДНК определяли с помощью контрольного локуса 
ACTB (ACTin Beta) с использованием олигонуклео-
тидов, специфичных к неконвертированной матрице. 
Амплификацию проводили с использованием набо-
ра реактивов «qPCRmix-HS SYBR» согласно про-
токолу фирмы Евроген (Россия) в системе Bio-Rad 
CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio­Rad, 
США). Последовательности олигонуклеотидов и ус-
ловия проведения ПЦР для генов микроРНК приве-
дены ранее [11]. В качестве контролей для немети-
лированных аллелей использовали коммерческий 
препарат ДНК #G1471 (Promega, США). В качестве 

1 https://soware.ru/products/ibm-spss-statistics. Дата обращения 06.03.2024. / Accessed March 6, 2024.

контроля 100%-ого метилирования использова-
ли коммерческий препарат ДНК #SD1131 (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Статистическая обработка результатов осу-
ществлялась с использованием пакета статистических 
программ1 «IBM SPSS Statistics 22». Для оценки зна-
чимости различий между исследуемыми группами 
применяли непараметрический U тест Манна–Уитни 
для независимых выборок. Различия считали значи-
мыми при p < 0.05. Данные выражали в виде меди-
аны (Me), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. 
Корреляционный анализ выполняли с использованием 
метода ранговой корреляции Спирмена и рассчитыва-
ли уровень его значимости [12]. Для составления пане-
ли с определенными коэффициентами чувствительно-
сти и специфичности проводили ROC-анализ (receiver 
operating characteristic). Различия считали значимыми 
и достоверными при p ≤ 0.05. Ожидаемая доля лож-
ных отклонений (false discovery rate, FDR) ≤ 0.25.

Таблица. Клинико-патологические характеристики исследованных образцов

Table. Clinicopathological characteristics of the studied samples

Клинико-патологический параметр
Clinicopathological parameter

Общее количество, N = 70
Total number, N = 70

%

Гистологический тип
Histologic type

Плоскоклеточный рак легкого
Squamous cell lung cancer

39 55.7

Аденокарцинома легкого
Lung adenocarcinoma

31 44.3

Стадия опухоли
Tumor stage

I 14 20.0

II 28 40.0

III 20 28.6

IV 8 11.4

Степень дифференцировки
Degree of differentiation

G1 6 8.6

G2 35 50.0

G3 29 41.4

Размер опухоли
Tumor size

T1 11 15.7

T2 35 50.0

T3 13 18.6

T4 11 15.7

Лимфогенное метастазирование
Lymphatic metastasis

N0 29 41.4

N1 41 58.6

Отдаленное метастазирование
Distant metastasis

M0 62 88.6

M1 8 11.4
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С использованием представительной выборки образ-
цов НМРЛ (70 пар опухоль/норма) было изучено из-
менение уровня метилирования 10 генов микроРНК: 
MIR124-1, MIR124-2, MIR124-3, MIR125В-1, 
MIR127, MIR129-2, MIR137, MIR375, MIR1258, 
MIR339. Согласно результатам, статистически зна-
чимое (p < 0.01) увеличение уровня их метилирова-
ния (рис. 1) в опухоли в сравнении с прилежащей ги-
стологически неизмененной нормой обнаружено для 
генов восьми из десяти микроРНК (MIR124-1/2/3, 
MIR127, MIR129-2, MIR137, MIR1258, MIR339). 
Ранее нами уже были показаны убедительные дан-
ные для других видов рака о роли гиперметилиро-
вания этих восьми микроРНК [11, 13]. Отметим, что 
для НМРЛ высокий уровень метилирования для гена 
микроРНК MIR339 выявлен впервые.

Нами отмечена корреляция уровней метилирования 
изученных генов микроРНК с клинико-патологически-
ми характеристиками опухолей. Например, метилиро-
вание генов MIR125B-1, MIR1258 и MIR339 наблю-
далось во всех образцах опухолей НМРЛ (p < 0.05), 
независимо от гистологического типа, стадии и сте-
пени дифференцировки, наличия или отсутствия 
метастазов. Также нами отмечена связь гипермети-
лирования генов MIR124-3, MIR125B-1, MIR137 и 
MIR1258 с наличием метастазов в лимфатические 
узлы и отдаленных метастазов (p < 0.05). С помощью 
проведенного ROC-анализа нами разработаны две по-
тенциальные тест-системы для оценки развития и про-
грессии НМРЛ, которые можно было бы использовать 
для диагностики и прогноза этого заболевания (рис. 2).

Потенциальная диагностическая панель состоит 
их трех маркеров: MIR125B-1, MIR1258 и MIR339 
(чувствительность Se = 92.7; специфичность Sp = 85.8; 

площадь под кривой (area under curve) AUC = 0.967; 
p < 10−5) (рис. 2а). Потенциальная прогностическая 
панель состоит из четырех маркеров: MIR124-3, 
MIR125B-1, MIR137 и MIR1258 (Se = 98.9; Sp = 94.5; 
AUC = 0.968; p = 1 ∙ 10−6) (рис. 2b). Обнаружение ги-
перметилирования всех генов микроРНК, входящих 
в диагностическую панель, позволяет предполагать 
наличие у пациента НМРЛ. В случае обнаружения 
метилирования всех генов, входящих в прогности-
ческую панель, у пациента высока вероятность раз-
вития метастатического НМРЛ. Чувствительность 
предложенных панелей выше 90%, что делает воз-
можным их использование в качестве скрининговых 
тест-систем с дальнейшим подтверждением вали-
дированными методами. Особое внимание, с нашей 
точки зрения, следует обратить на прогностическую 
панель маркеров как обладающую высокой чувстви-
тельностью и специфичностью. Обнаружение четы-
рех гиперметилированных генов микроРНК из этой 
панели может послужить сигналом необходимости 
дополнительного наблюдения за пациентом с целью 
раннего обнаружения и недопущения развития мета-
стазов.

Надо отметить, что на данном этапе развития 
медицины основными диагностическими методами 
остаются инструментальные, биохимические и ги-
стологические исследования биопсийного и/или 
резекционного материала. Этих методов очень ча-
сто не хватает для уверенной постановки диагно-
за. Вместе с тем, использование валидированных 
тест-систем, основанных на молекулярно-генети-
ческих исследованиях, могло бы существенно из-
менить подходы к диагностике с помощью раннего 
определения озлокачествления клетки и к прогнозу 
с помощью оценки тех или иных маркеров опухоли 
разных локализаций, в том числе и НМРЛ [14, 15]. 
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Рис. 1. Изменение уровня метилирования десяти генов микроРНК в 70 парных образцах опухоли и гистологически 
неизмененной ткани легкого при НМРЛ

Fig. 1. Changes in the methylation level of ten microRNA genes in 70 paired tumor samples and histologically unchanged lung tissue 
in non-small cell lung cancer (NSCLC)
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Использование микроРНК в качестве тест-систем 
для диагностики и прогноза НМРЛ и других видов 
рака перспективно в связи с их тканеспецифично-
стью, что связывает их с конкретным течением онко-
логического заболевания [14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами результаты способствуют рас-
ширению представлений о важной роли метилиро-
вания генов микроРНК в регуляции возникновения 
и прогрессирования НМРЛ, а также предлагают 
новые потенциальные биомаркеры диагностики 
и прогноза и, возможно, новые терапевтические 
мишени для создания лекарственных средств.
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Рис. 2. ROC-анализ потенциальных панелей маркеров на основе оценки уровня метилирования генов микроРНК 
для диагностики и прогноза НМРЛ: (a) панель № 1 (диагностическая): MIR125B-1, MIR1258, MIR339;  
(b) панель № 2 (прогностическая): MIR124-3, MIR125B-1, MIR1258, MIR137. Se — чувствительность,  
Sp — специфичность, AUC — площадь под кривой

Fig. 2. ROC analysis of potential panels of markers based on assessing the methylation level of microRNA genes for the diagnosis  
and prognosis of NSCLC: (a) panel 1 (diagnostic): MIR125B-1, MIR1258, MIR339; (b) panel 2 (prognostic): MIR124-3, MIR125B-1, 
MIR1258, MIR137. Se — sensitivity; Sp — specificity; AUC — area under the curve
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