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РЕФЕРАТ

Цель: Рак легких является основной причиной смертности во всем мире, при этом на немелкоклеточный рак легких (НМРЛ) при-
ходится 85 % всех случаев рака легких. Комбинированная химиолучевая терапия является одной из опций в лечении пациентов с 
неоперабельным НМРЛ. Тем не менее, прогноз НМРЛ остается неудовлетворительным из-за развития радио- и химиорезистент-
ности раковых клеток. Целью данной работы являлось изучение влияния повышенной экспрессии miR-16, miR-16-1-3p и miR-16-
2-3p на клоногенную выживаемость, миграцию и чувствительность к цисплатину чувствительных и резистентных к облучению 
клеток НМРЛ.
Материал и методы: В данном исследовании мы использовали однократное облучение протонным пучком клеток НМРЛ линии 
A549 для получения линии выживших радиорезистентных дочерних клеток, получившей название A549IR. Мы сверхэкспрессиро-
вали «лидерную» miR-16 и «пассажирские» miR-16-1-3p и miR-16-2-3p в родительских A549 и радиорезистентных клетках A549IR 
для выяснения их функциональной роли в НМРЛ. Влияние сверхэкспрессии микроРНК на жизнеспособность клеток оценивали 
с помощью клоногенного анализа, чувствительность к цисплатину анализировали путем определения общей массы выживших 
клеток с помощью сульфородамина В, а способность клеток к миграции/инвазии анализировали с помощью камер Бойдена.
Результаты: Сверхэкспрессия miR-16, miR-16-1-3p и miR-16-2-3p значительно снижала клоногенный рост и миграционную актив-
ность как A549, так и радиорезистентных A549IR клеток НМРЛ по сравнению с их аналогами, имеющими эндогенные уровни 
экспрессии соответствующих микроРНК. Кроме того, сверхэкспрессия этих микроРНК существенно повышала чувствительность 
А549 и А549IR клеток к цитотоксическому воздействию, снижая почти в 3 раза концентрацию цисплатина, необходимую для до-
стижения гибели 50 % клеток.
Заключение: Таким образом, повышение экспрессии «пассажирских» miR-16-1-3p и miR-16-2-3p, а также «лидерной» miR-16 ока-
зывает существенное опухоль-супрессирующее и сенсибилизирующее к действию цисплатин влияние как на родительские, так и 
на дочерние, резистентные к облучению клетки линии A549 НМРЛ человека.
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ABSTRACT

Purpose: Lung cancer is the leading cause of death worldwide, with non-small cell lung cancer (NSCLC) accounting for 85 % of all lung 
cancers. Combined chemoradiotherapy is one of options in the treatment of patients with inoperable NSCLC. However, the prognosis of 
NSCLC remains unsatisfactory due to the development of radio- and chemo-resistance of cancer cells. This study aimed to investigate how 
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Введение
Рак легких является основной причиной смертно-

сти от онкологических заболеваний во всем мире, при 
этом немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) составляет 
85 % всех диагностированных случаев рака легких [1]. 
Цисплатин-содержащая химиолучевая терапия является 
стандартным подходом в лечении больных НМРЛ. Тем 
не менее, устойчивость к лучевой и химиотерапии оста-
ется существенным препятствием для эффективного 
лечения различных видов рака, включая НМРЛ. Врож-
денная устойчивость раковых клеток к лучевой и хими-
отерапии обычно связана с измененными паттернами 
экспрессии генов, которые способствуют повышению 
репарации повреждений ДНК, приобретению фенотипа 
так называемого «стресс-индуцированного преждевре-
менного старения» (СИПС) и эпителиально-мезенхи-
мальному переходу [2]. В этом контексте экспрессия 
определенных микроРНК ‒ важнейших регуляторов экс-
прессии генов ‒ может быть изменена, что существенно 
влияет на реакцию раковых клеток на лучевую и хими-
отерапию.

МикроРНК (miRs) представляют собой малые моле-
кулы РНК длиной 16‒27 нуклеотидов. В первую очередь 
они контролируют экспрессию белок-кодирующих генов 
путем подавления и деградации транскриптов мРНК на 
трансляционном уровне [3]. Гены микроРНК в основном 
транскрибируются ДНК-зависимой РНК-полимеразой 
II и иногда ДНК-зависимой РНК-полимеразой III. Пер-
вичные транскрипты (при-микроРНК) подвергаются 
дальнейшей обработке микропроцессорным комплек-
сом с образованием предшественников микроРНК (пре-
микроРНК) со структурой шпильки в виде стволовой 
петли, которые затем экспортируются из ядра [4]. 

В цитоплазме РНКаза III Dicer расщепляет пре-
микроРНК на дуплексы микроРНК. Канонически одна 
цепь дуплекса микроРНК связывается с белками ар-
гонавта, загруженными в микроРНК-индуцирован-
ный сайленсинговый комплекс (miRISC), и направляет 
miRISC к целевым мРНК. Эта цепь называется «лидер-
ной» или «направляющей». Другая цепь обычно дегра-
дирует и представлена в клетке на гораздо более низком 
уровне. Эта цепь называется «пассажирской» или «звез-
дочной», обозначается как miR* и обычно привлекает 
меньше внимания [5]. 

Многие микроРНК проявляют опухоле-супрессив-
ные характеристики, и нарушение их регуляции может 

the overexpression of miR-16, miR-16-1-3p, and miR-16-2-3p influences clonogenic survival, migration, and sensitivity to cisplatin in both 
radiosensitive and radioresistant non-small cell lung cancer (NSCLC) cells.
Material and methods: This study involved the application of single proton beam irradiation to A549 NSCLC cells, resulting in the emer-
gence of a subline of resilient radioresistant daughter cells, designated as A549IR. To explore the functional role of the miR-16, miR-16-1-
3p, and miR-16-2-3p in NSCLC, we overexpressed the “leader” miR-16 as well as the “passenger” miR-16-1-3p and miR-16-2-3p strands 
in both the parental A549 and their radioresistant variant, A549IR cells. The impact of microRNA overexpression on cell viability was 
evaluated through a clonogenic assay. Additionally, cisplatin sensitivity was measured by calculating the total mass of surviving cells via the 
sulforhodamine B method. Furthermore, the capacity for cell migration and invasion was investigated using Boyden chambers.
Results: Overexpressing miR-16, miR-16-1-3p, and miR-16-2-3p significantly reduced the ability of A549 and radioresistant A549IR 
NSCLC cells to survive, clone, migrate, and invade, compared to cells with normal levels of these microRNAs. Moreover, the stable over-
expression of these microRNAs markedly enhanced the sensitivity of A549 and A549IR cells to the cytotoxic effects of cisplatin, allowing 
for a nearly threefold reduction in the concentration needed to achieve 50 % cell death.
Conclusion: An increase in the expression of “passenger” miR-16-1-3p and miR-16-2-3p, as well as the “leader” miR-16, exhibits a robust 
tumor-suppressive and cisplatin-sensitizing activities in both the radiation-sensitive parental and the radiation-resistant daughter cells in the 
human NSCLC A549 lineage.
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спровоцировать начало рака [6]. Среди них miR-16 
была первой микроРНК, предположительно участву-
ющей в онкогенезе. Делеция кодирующих miR-16 ге-
нетических локусов miR-15a/miR-16-1, либо miR-15b/
miR-16-2 приводила к развитию лейкоза и лимфомы 
[7–9]. Эти данные свидетельствуют о том, что miR-16 
и/или другие микроРНК, которые кодируются этими 
генетическими локусами, действительно являются су-
прессорами опухолей при злокачественных новообра-
зованиях кроветворения. В дополнение к идентичной 
лидерной цепи miR-16, локусы miR-16-1 и miR-16-2 
кодируют две разные «пассажирские» цепи: miR-16-
1* (miR-16-1-3p) и miR-16-2* (miR-16-2-3p). Наши 
недавние исследования показали, что miR-16-1* и 
miR-16-2*, наряду с miR-16, проявляют значительные 
опухолевые и антиметастатические свойства в клетках 
остеосаркомы человека [10]. Это открытие подчерки-
вает решающую роль, которую «пассажирские» цепи 
играют в процессе канцерогенеза. Последние данные 
свидетельствуют о важности miR-16 в подавлении ро-
ста и повышении радиочувствительности при НМРЛ 
[11]. Тем не менее, роль «пассажирских» miR-16-1-3p 
и miR-16-2-3p в радиорезистентности НМРЛ до сих 
пор недостаточно изучена.

Данное исследование было направлено на изучение 
того, как сверхэкспрессия miR-16, miR-16-1-3p и miR-
16-2-3p влияет на клоногенную выживаемость, мигра-
цию и восприимчивость к цисплатине как исходных, 
так и радиорезистентных клеток А549 НМРЛ человека. 
Наши результаты впервые показывают, что повышенные 
уровни экспрессии «пассажирских» miR-16-1-3p и miR-
16-2-3p, а также «лидерной» miR-16 оказывают мощный 
опухоль-супрессирующий эффект в этих клетках. Это 
повышение экспрессии микроРНК также сенсибилизи-
рует к действию цисплатины как родительские, так и ра-
диационно-устойчивые дочерние клетки в линии A549 
НМРЛ человека.

Материал и методы

Клеточные линии и условия их культивирования
Клетки A549 и HEK293T, полученные из American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) культиви-
ровались в среде DMEM, обогащенной 10 % инактиви-
рованной при нагревании эмбриональной бычьей сыво-
роткой (FBS), L-глутамином, 100 ЕД/мл пенициллина 
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и 100 мкг/мл стрептомицина в стандартных условиях 
(37 °C, 5 % CO2).

Облучение 
Для создания радиорезистентной сублинии А549 

клетки облучались на российском ускорителе протонов 
«Прометей» Медицинского радиологического научно-
го центра им. А.Ф. Цыба (МРНЦ, Обнинск, Россия). 
Облучение проводили на середине модифицированно-
го пика Брэгга (МПБ, SOBP, ширина 15 мм) для мо-
делирования клинического состояния, со значениями 
дозы 6 Гр с размером поля 70 × 83 мм (диапазон энер-
гий 94,40 ‒ 105,30 МэВ, ЛПЭ 5,2 кэВ/мкм). Матрасы 
с клеточными культурами облучали в вертикальном 
положении лицом к выходу коллимированного пучка 
путем подачи отдельных импульсов, чтобы полностью 
покрыть поверхность флакона. Матрасы размещались 
на специальном пластиковом оборудовании на опор-
ной глубине в центре поля с помощью лазерного на-
ведения. Глубинные профили дозы и дозиметриче-
скую калибровку проводили на водяном фантоме PTW 
MP3-P Water tank с использованием плоскопараллель-
ной ионизационной камеры Advanced Markus Chamber 
Type 34045 (SE 002617) (PTW, Германия). Дозиметри-
ческая система была откалибрована в эталонных ус-
ловиях [Absorbed dose determination in external beam 
radiotherapy an international code of practice for dosimetry 
based on standards of absorbed dose to water technical 
reports series no. 398. International Atomic Energy Agency 
Vienna 2000;ISBN:92-0-102200-X].

Получение клеточных линий со сверхэкспрессией 
микроРНК. Плазмиды
Лентивирусный вектор PLKO.3G был получен в 

подарок от Кристофа Бенуа и Дианы Матис (Addgene 
plasmid #14748; http://n2t.net/addgene:14748; РРИД: 
Addgene_14748). Упаковывающие лентивирусы плаз-
миды pLP1, pVSVG и pLP2 были получены от компа-
нии Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, США). Ленти-
вирусные конструкции PLKO.3G-miR-16, PLKO.3G-
miR-16-1*, PLKO.3G-miR-16-2* и PLKO.3G-Scr miR с 
репортерным геном EGFP для сверхэкспрессии miR-16, 
miR-16-1*, miR-16-2* и Scr miR, соответственно, были 
получены следующим образом: 1) дуплексы (1) miR-16, 
(2) miR-16-1*, (3) miR-16-2* и (4) Scr miR были полу-
чены путем отжига олигонуклеотидов: (1) hsa-miR-16-F 
и miR-16-R; (2) hsa-miR-16-1*-F и miR-16-1*-R; (3) 
hsa -miR-16-2*-F и miR-16-2*-R; и (4) shScrambled-F 
и shScrambled-R, соответственно (см. табл. 1) 2) затем 
эти дуплексы клонировали в сайты рестрикции Acc36I 
и EcoRI PLKO.3G, создав лентивирусные конструк-

ции PLKO.3G-miR-16, PLKO.3G-miR-16-1*, PLKO.3G-
miR-16-2* и PLKO.3G-Scr miR, соответственно. Точ-
ность полученных лентивирусных конструкций прове 
ряли методами ПЦР с праймерами PLKO-Dir и PLKO 
Rev и секвенированием по Сэнгеру праймерами PLKO.1 
5’ и PLKO-Rev. Последовательность Scr miR взята из 
статьи [12].

Получение лентивирусов и клеточная трансдукция
Лентивирусы получали путем котрансфекции ленти-

вирусного вектора и упаковывающих лентивирус плаз-
мид pLP1, pLP2 и pVSVG в клетках HEK293T с помо-
щью полиэтиленимина (ПЭИ). Культуральную среду с 
лентивирусами собирали через 72 ч после трансфекции, 
фильтровали через фильтр PES 0,45 мкм и хранили при 
‒80 °С. Клетки линий А549 и А549IR трансдуцирова-
ли лентивирусами в лунках 6-луночных планшетов.  
В дальнейшем EGFP-положительные клетки линий 
A549 и A549IR сортировали с помощью проточного со-
ртировщика клеток BIO-RAD S3e (BIO-RAD, США).  
В дальнейших экспериментах использовались только 
отсортированные EGFP-положительные клетки. 

Клоногенный анализ
Клетки высевали в количестве 3×105 на лунку 

6-луночного планшета за 24 ч до облучения на рент-
геновской биологической установке РУСТ-М1 (РУБ 
РУСТ-М1) при напряжении 200 кВ (0,85 Гр/мин, 2 × 
5 мА, фильтр 1,5 мм Al, ОАО «Росэлектроника», Мо-
сква, Россия). После облучения клетки высевали на 
чашки Петри диаметром 10 см с различной плотно-
стью (100, 500, 1000 и 2000 клеток/лунку для доз 0, 2, 
4 и 6 Гр, соответственно). Клетки культивировали до 
образования колоний в течение 14 дней, а затем фик-
сировали метанолом в течение 15 мин и окрашивали 
Гимза красителем в течение 15 мин. Колонии (содер-
жащие не менее 50 клеток) подсчитывали вручную, ис-
пользуя фазово-контрастный микроскоп Zeiss Axiovert 
(Carl Zeiss, Гёттинген, Германия). Данные зависимо-
сти доза–ответ получены на основе средних значений 
трех независимых экспериментов. Эффективность об-
разования колоний (РЕ) и фракция выживших клеток 
(SF) были рассчитаны по формуле: 

                             (число колоний)
PE = ————————————————‒ × 100 %  (1)
             (число клеток, засеянных в лунку) 

                                   (число колоний, 
                   образовавшихся после облучения)
        SF = ————————————————          (2).
                     (число засеянных клеток×РЕ)

Таблица 1
Перечень олигонуклеотидов, использованных в работе

List of oligonucleotides used in article
Название олигонуклеотида Нуклеотидная последовательность
miR-16-F aCCGGTTAGCAGCACGTAAATATTGGCGCTCGAGCGCCAATATTTACGTGCTGCTATTTTTG
miR-16-R AATTCAAAAATAGCAGCACGTAAATATTGGCGCTCGAGCGCCAATATTTACGTGCTGCTAAc
hsa-miR-16-1*-F accggCCAGTATTAACTGTGCTGCTGActcgagTCAGCAGCACAGTTAATACTGGtttttg
hsa-miR-16-1*-R aattcaaaaaCCAGTATTAACTGTGCTGCTGActcgagTCAGCAGCACAGTTAATACTGGc
hsa-miR-16-2*-F accggCCAATATTACTGTGCTGCTTTActcgagTAAAGCAGCACAGTAATATTGGtttttg
hsa-miR-16-2*-R aattcaaaaaCCAATATTACTGTGCTGCTTTActcgagTAAAGCAGCACAGTAATATTGGc
shScrambled-F aCCGGTCCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGGTTTTTG
shScrambled-R AATTCAAAAACCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGGAc
PLKO-Dir tgtggaaaggacgaaacacc
PLKO-Rev tctttcccctgcactgtacc
LKO.1 5’ GACTATCATATGCTTACCGT
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Анализ миграции с использованием камер Бойдена
Для анализа миграции клеток в условиях физически 

ограниченного пространства клетки подвергали сыворо-
точному голоданию в течение ночи. На следующий день 
0,1 мл клеточной среды без сыворотки, содержащей 
104 клеток, добавляли в верхнюю камеру 24-луночных 
трансвелл-вкладышей, имеющих на дне полупроница-
емую мембрану (EDM Millipore, Billerica, MA) с пора-
ми 8 мкм. В нижнюю камеру добавляли питательную 
клеточную среду с добавлением 10 % FBS, которая вы-
полняла роль хемоаттрактанта клеток. Клетки инкуби-
ровали в камерах в течение 48 ч при 37 °C и 5 % CO2. 
После этого верхние камеры извлекали из лунок план-
шета, среду аккуратно удаляли. С помощью аппликато-
ра с ватным наконечником все немигрировавшие клетки 
тщательно удаляли с апикальной стороны мембраны 
верхней камеры-вставки. Мигрировавшие клетки на 
базальной стороне мембраны верхней камеры-встав-
ки фиксировали, поместив эти вставки на 10‒15 мин 
в лунки 24-луночного планшета, заполненные 1 мл 70 
% метанола. После фиксации верхнюю камеру-вставку 
помещали в пустую лунку, чтобы дать мембране высо-
хнуть. Затем камеру-вставку помещали в лунку с 0,2 % 
(масс./об.) раствором красителя кристаллического фио-
летового и инкубировали в течение 3–5 мин при комнат-
ной температуре. Окрашенные камеры-вставки отмыва-
ли 2 раза с помощью фосфатно-солевого буфера, чтобы 
смыть с мембран остатки кристаллического фиолетово-
го. Мембраны высушивали, поместив камеры-вставки 
в пустые лунки. Изображения репрезентативных полей 
зрения с клетками на базальной стороне мембран камер-
вставок получали на микроскопе с 20-кратным объекти-
вом, оснащенным видеокамерой (Leica DM2000, Leica 
Microsystems, Германия). Количество мигрировавших 
клеток определялось путем подсчета клеток, окрашен-
ных фиолетовым цветом, в каждом из 3 репрезентатив-
ных полей зрения на каждую камеру-вставку.

Определение цитотоксического эффекта 
цисплатина окрашиванием сульфородамином B 
Клетки высевали в 96-луночные планшеты из рас-

чета 10 тыс. клеток  в 100 мкл среды на лунку и остав-
ляли на 24 ч при 37 °С. Цисплатин (Цисплатин-ЛЕНС, 
® ООО «Верофарм», Россия), разведенный в полной 
питательной среде в различных концентрациях, добав-
ляли через 24 ч. Конечные концентрации цисплатина 
варьировались от 0,25 мкМ до 80 мкМ. Каждая концен-
трация использовались, как минимум, в двух повторах. 
Цитотоксичность оценивали через 48 ч с помощью окра-
шивания сульфородамином B. Жизнеспособность кле-
ток оценивали по количеству оставшейся в лунках по-
сле инкубации с цисплатином клеточной массы, которая 
стехиометрически пропорциональна количеству экстра-
гированного из окрашенных клеток красителя сульфо-
родамин В, измеренного на планшетном многолуночном 
фотометре CLARIOstar (BMG LABTECH, Германия) с 
использованием значений поглощения света при длине 
волны 510 нм.  Значения IC50 (концентрация, ингиби-
рующая рост клеток на 50 %) определены с помощью 
регрессионного анализа кривых доза–ответ (значения, 
выраженные в процентах от оптической плотности кон-
троля) с помощью алгоритмов программного обеспече-
ния GraphPad Prism 8.

Статистический анализ
Статистический анализ проводился с использова-

нием t-критерия Стьюдента и двустороннего ANOVA с 
поправкой Tukey для множественных сравнений, с по-

мощью программного обеспечения GraphPad Prism 8 
(GraphPad Software, Сан-Диего, Калифорния, США). Ре-
зультаты представлены в виде средних значений ± стан-
дартное отклонение, полученных в трех независимых 
экспериментах. Звездочками обозначены уровни значи-
мости: *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Результаты

Получение радиорезистентной сублинии клеток 
A549IR и клоногенный анализ
Клетки А549 в логарифмической фазе роста облуча-

ли пучком протонов в дозе 6 Гр и оставляли на 3 недели 
для восстановления. Необлученные клетки выращива-
лись одновременно в тех же условиях в качестве контро-
ля. Большинство облученных клеток погибло после об-
лучения. Выжившие после облучения клетки, начавшие 
клоногенный рост, получили название A549IR.

Для подтверждения радиорезистентности клеток 
A549IR, переживших облучение протонным пучком, 
был проведен анализ эффективности образования коло-
ний после однократного рентгеновского облучения этих 
клеток дозами 2, 4 и 6 Гр (рис. 1). Как показано на рис. 1, 
при воздействии каждой из однократных доз облучения 
доля выживших клеток A549IR была значительно выше 
(p<0,0001), чем у родительских клеток, что свидетель-
ствует о наличии у них радиорезистентного фенотипа.
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Рис. 1. Фракция родительских A549 и переживших протонное 
облучение A549IR клеток, выживших после дополнительного 

однократного рентгеновского облучения в дозах 2, 4 и 6 Гр. Величины 
по оси ординат представляют собой средние значения фракции 

выживших клеток ± стандартное отклонение по результатам трех 
независимых экспериментов. ****p<0,0001

Fig. 1. Proportion of parental A549 and proton-irradiated A549IR cells 
that survived additional single X-ray irradiation at doses of 2, 4 and 6 Gy. 
The values   on the y-axis represent the mean values   of the proportion of 

surviving cells ± standard deviation from the results of three independent 
experiments. ****p<0.0001

Влияние сверхэкспрессии miR-16, miR-16-
1-3p и miR-16-2-3p на образование колоний 
родительскими и радиорезистентными клетками 
НМРЛ 
Для получения линий A549 и A549IR с постоян-

ной сверхэкспрессией одной из четырех выбранных 
микроРНК клетки трансдуцировали лентивирусными 
частицами, кодирующими соответствующие последо-
вательности микроРНК. В качестве отрицательного 
контроля использовали клетки, трансдуцированные 
лентивирусом, кодирующим переставленную последо-
вательность человеческой микроРНК (Scr miR). После 
трансфекции впервые было проанализировано влияние 
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16, miR-16-1‒3p, а также miR-16-2-3p значительно сни-
жает выживаемость клеток A549, особенно их радиоре-
зистентных потомков.

Сверхэкспрессия miR-16, miR-16-1-3p и miR-
16-2-3p снижает миграцию клеток НМРЛ в 
ограниченном пространстве
Метастатические мигрирующие клетки обладают 

экстраординарными биофизическими особенностями, 
в том числе беспрецедентной подвижностью и дефор-
мируемостью, что позволяет им маневрировать через 
пространственные ограничения, налагаемые соседними 
клетками или внеклеточным матриксом. Поэтому мы 
провели анализ доли раковых клеток, способных ми-
грировать в физически ограниченном микропростран-
стве, создаваемом в камерах Бойдена при проведении 
классического миграционного анализа. В этих камерах 
инвазивные клетки размером 12‒20 мкм могут мигри-
ровать через мембрану с порами размером 8 мкм, сле-
дуя при этом вдоль градиента концентрации сыворотки, 
установленного между верхней и нижней камерами. 
Количество клеток на внешней стороне камеры Бойде-
на является показателем их способности к миграции в 
ограниченном пространстве (рис. 3a). Наши результаты 
показали, что сверхэкспрессия miR-16, miR-16-1-3p и 
miR-16-2-3p значительно снижает миграционную актив-
ность как  родительских, так и  радиорезистентных кле-
ток НМРЛ (p<0,0001) (рис. 3б и 3в). Наиболее значимый 
эффект снижения миграции на 70 % наблюдался при 
сверхэкспрессии miR-16-2-3p в клетках A549 (рис. 3б), в 
то время как сверхэкспрессия miR-16-1-3p вызывала тот 
же эффект и в клетках A549IR (рис. 3в).

Сверхэкспрессия miR-16, miR-16-1-3p и miR-16-2-
3p сенсибилизирует родительские и радиорези-
стентные клетки A549 к цисплатину 
Цисплатин является одним из наиболее широко ис-

пользуемых химиотерапевтических средств для лечения 
пациентов с НМРЛ. Поэтому мы проанализировали воз-
можное влияние сверхэкспрессии микроРНК на чувстви-
тельность родительских и радиорезистентных клеток к 
цисплатину. Чувствительность к цисплатину оценивали 
по величине IC50 – концентрации цисплатина, вызыва-
ющей гибель 50 % клеток в популяции, подвергшейся 
воздействию препарата. Мы показали, что сверхэкспрес-
сия любой из этих микроРНК ‒ miR-16, miR-16-1-3p или 
miR-16-2-3p ‒ резко снижает IC50 как для родительских 
клеток A549, так и для радиорезистентных A549IR (рис. 
4a и 4б, табл. 2). Сверхэкспрессия miR-16, miR-16-1-3p 
или miR-16-2-3p в клетках А549 снижала концентрацию 
цисплатина, необходимую для 50 % гибели клеток, в 3, 
3,75 и 9,5 раза соответственно (рис. 4a). В то же время, 
сверхэкспрессия этих же микроРНК в клетках A549IR в 
равной степени снижала IC50 для цисплатины почти в 3 
раза (рис. 4б). В целом, наши результаты свидетельству-
ют о том, что повышение экспрессии как «лидерной»  
miR-16, так и «пассажирских» цепей miR-16-1-3p или 
miR-16-2-3p оказывает сильное сенсибилизирующее 
влияние к действию цисплатина на раковые клетки.

Обсуждение
Роль miR-16 в канцерогенезе как супрессора опухо-

лей была ранее подтверждена во многих линиях рако-
вых клеток, животных моделях и клинических образцах, 
полученных от пациентов с различными злокачествен-
ными новообразованиями [13]. Возможные механизмы 
инактивации miR-16 включают геномные мутации [14], 
делеции и понижение экспрессии, а также конкурирую-

Рис. 2. Влияние сверхэкспрессии miR-16, miR-16-1* (miR-16-1-3p) 
и miR-16-2* (miR-16-2-3p) человека на эффективность образования 

колоний клетками НМРЛ. Анализ эффективности образования 
колоний (представленной по оси ординат) проводили в родительских 

клетках A549 (А) и радиорезистентных A549IR (Б) в четырех 
повторах в 10 см чашках Петри для каждого типа клеток. Величины 
по оси ординат представляют собой средние значения ± стандартное 

отклонение по результатам трех независимых экспериментов. 
* p < 0,05, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,00001

Fig. 2. Effect of overexpression of human miR-16, miR-16-1* (miR-16-
1-3p), and miR-16-2* (miR-16-2-3p) on colony formation efficiency of 

NSCLC cells. Analysis of colony formation efficiency (represented on the 
y-axis) was performed in parental A549 (А) and radioresistant A549IR  

(Б) cells in quadruplicate in 10 cm Petri dishes for each cell type. 
Values   on the y-axis represent means ± standard deviations from three 
independent experiments. * p < 0.05, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.00001

А

Б

сверхэкспрессии исследуемых микроРНК на клоно-
генный рост клеток НМРЛ. Результаты анализа свиде-
тельствуют о том, что сверхэкспрессия любой из этих 
микроРНК ‒ miR-16, miR-16-1-3p или miR-16-2-3p ‒ рез-
ко снижает способность к образованию колоний как в 
родительских клетках A549, так и в радиорезистентных 
клетках A549IR (рис. 2a и 2б). Следует отметить, что эф-
фекты сверхэкспрессии miR-16-1-3p, а также miR-16-2-
3p на образование колонии клеток A549IR были значи-
тельно сильнее, чем на родительские клетки A549 (рис. 
2a и 2б). В частности, сверхэкспрессия miR-16-1-3p или 
miR-16-2‒3p снижала способность радиорезистентных 
клеток образовывать колонии почти на 70 %. Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что сверхэкспрессия miR-
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ляет miR-16 находить и регулировать экспрессию его 
мРНК-мишеней. 

Восстановление активности miR-16 через его сверх-
экспрессию было успешно исследовано в качестве воз-
можного метода лечения рака молочной железы, шейки 
матки, толстой кишки и легких в ранее проведенных ис-
следованиях [17]. В данном исследовании мы впервые 
оценили эффект сверхэкспрессии как «лидерной» miR-
16, так и «пассажирских» miR-16-1-3p и miR-16-2-3p в 
радиорезистентных клетках A549 НМРЛ человека. По-
лученные нами результаты свидетельствуют о том, что 
сверхэкспрессия этих микроРНК вызывает значительное 
снижение клоногенного роста, миграции/инвазивности, 
а также повышение чувствительности к цисплатину как 
родительских, так и радиорезистентных сублиний кле-
ток A549, что существенно расширяет ранее обнару-
женную роль этих микроРНК в радиочувствительности 
НМРЛ [18]. Активация WEE1 может служить возмож-
ным объяснением эффекта сверхэкспрессии, поскольку 
WEE1 рассматривается как ген-мишень miR-16 в клет-
ках НМРЛ [19]. WEE1 представляет собой тирозинки-
назу контрольной точки фазы G2 клеточного цикла, 
которая проявляет регуляторную функцию в ответ на 
цисплатин-индуцированное повреждение ДНК. Инги-
бирование WEE1, в свою очередь, может эффективно 
аннулировать индуцированный облучением арест кле-

Таблица 2
Значения IC50 для всех типов клеток, 

экспрессирующих микроРНК
IC50 values   for all miRNA-expressing cell types

Клеточная 
линия IC50 [M]

A549 0,00002123 (ДИ 95 % от 1,664e-005 до 3,297e-005)
A549 Scr miR 0,00002157 (ДИ 95 % от 1,677e-005 до 3,092e-005)
A549 miR-16 0,000007213 (ДИ 95 % от 2,461e-006 до 0,01297)
A549 miR-16-
1-3p 0,000005595 (ДИ 95 % от 1,344e-006 до 9,846e-006)

A549 miR-16-
2-3p 0,000002222 (ДИ 95 % от 1,216e-006 до 6,173e-006)

A549IR 0,00002535 (ДИ 95 % от 1,928e-005 до 3,142e-005)
A549IR Scr 
miR 0,000022 (ДИ 95 % от 1,069e-005 до 0,0005398)

A549IR miR-16 0,000008225 (ДИ 95 % от 6,919e-006 до 9,890e-006)
A549IR miR-
16-1-3p 0,000008931 (ДИ 95 % от 3,310e-006 до 0,00001455)

A549IR miR-
16-2-3p 0,000008178 (ДИ 95 % от 5,405e-006 до 1,520e-005)

Рис. 3. Способность клеток A549 и A549IR к миграции в ограниченном пространстве вдоль градиента хемоаттрактанта, определенная с 
помощью камер Бойдена с порами 8 мкм. (А) Репрезентативные изображения мигрировавших клеток на внешней стороне камер Бойдена. Клетки 
окрашены кристаллическим фиолетовым. (Б) Число мигрировавших клеток по оси ординат представляют собой средние значения ± стандартное 

отклонение по результатам трех независимых экспериментов. ****p < 0,0001
Fig. 3. Migration capacity of A549 and A549IR cells in a confined space along a chemoattractant gradient as determined using Boyden chambers (8 μm 
pore size). (А) Representative images of migrated cells on the outside of the Boyden chambers. Cells stained with Giemsa. Scale bar 75 μm. (Б) Y-axis 

values   of migrated cell counts are the mean ± SD of three independent experiments. ****p < 0.0001

А

Б В

щие эндогенные РНК (кэРНК) – как длинные некодиру-
ющие РНК (lncRNA), такие как AGAP2-AS1 и TTN-AS1 
[15], так и кольцевые РНК, такие как Circ-CUX1 [16]. 
Эти кэРНК содержат сайты узнавания miR-16, что при-
водит к связыванию miR-16 с этими кэРНК и не позво-
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А

Б

ток в фазе G2, заставляя клетки с невосстановленными 
повреждениями перейти в состояние клеточной гибели 
по механизму митотической катастрофы после облуче-
ния. Действительно, активация оси miR-16/WEE1 кина-
зы контрольной точки G2 подавляла жизнеспособность 
и выживаемость клеток НМРЛ, а также способствовала 
апоптозу после рентгеновского облучения [18].

Заключение
В данном исследовании мы впервые представили 

доказательства того, что повышение экспрессии «пас-
сажирских» цепей miR-16-1-3p, а также miR-16-2-3p 
оказывает опухоль-супрессорное и сенсибилизирующее 
к химиотерапии действие на радиорезистентные клет-
ки НМРЛ. Более того, их опухоль-супрессорное дей-
ствие было более сильным, чем действие «лидерной» 
цепи miR-16. Полученные нами данные существенно 
дополняют ранее опубликованные данные о роли этих 
микроРНК в клетках остеосаркомы человека [19]. Иден-
тификация генов-мишеней miR-16-1-3p и miR-16-2-3p 
является одной из основных задач для наших будущих 
исследований.

В заключение следует отметить, что согласно по-
следним данным, различные микроРНК могут действо-
вать как радиосенсибилизаторы, так и усилители радио-
резистентности, регулируя ответ на повреждение ДНК 
и сигнальные пути клеточной гибели. Некоторые из них 
рассматриваются как перспективные тераностические 
биомаркеры для прогнозирования радиорезистентности 
при раке [20]. С клинической точки зрения, наши дан-
ные позволяют предположить, что повышение экспрес-
сии miR-16, а также miR-16-1-3p и miR-16-2-3p может 
стать потенциально эффективным методом подавления 
опухолевого роста и преодоления резистентности при 
проведении комбинированной химиолучевой терапии, 
что призвано существенно повысить эффективность ле-
чения пациентов с неоперабельным НМРЛ. Потенциаль-
но, повышение экспрессии miR-16, miR-16-1-3p и miR-
16-2-3p, как предполагаемых опухолево-супрессорных 
микроРНК, может стать терапевтическим показателем 
эффективности лечения других различных видов рака.

Рис. 4. Анализ чувствительности клеток к цисплатину. Долю 
жизнеспособных клеток А549 (А) и А549IR (Б) в зависимости от 

концентрации цисплатина оценивали с помощью теста  
с сульфородамином В

Fig. 4. Analysis of cell sensitivity to cisplatin. The proportion of viable 
A549(А) and A549IR(Б) cells as a function of cisplatin concentration was 

assessed using the sulforhodamine B assay
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