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Обоснование. Длинные некодирующие РНК 
(днРНК) влияют на свой ства опухолевых клеток 
при развитии и прогрессии злокачественных 
новообразований легкого, однако их диагности-
ческая и прогностическая значимость не опре-
делена. Ранее мы показали, что при приобрете-
нии клетками немелкоклеточного рака легкого 
(НМРЛ) более злокачественного фенотипа (под 
влиянием цитотоксической активности макро-
фагов) по сравнению с исходными клеточными 
линиями изменяется экспрессия ряда днРНК, 
в частности PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC.
Цель – сравнительный анализ экспрессии днРНК 
PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC в образцах 
опухолевой и условно нормальной ткани лег-
кого, а также оценка клинической значимости 
этих днРНК.
Материал и методы. Исследованы операцион-
ные образцы опухолевой и условно нормальной 
ткани, полученной от 16 пациентов с верифици-
рованным диагнозом НМРЛ. Уровень экспрессии 
генов днРНК PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC 
оценивали при помощи полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени. Для ана-
лиза отдаленных результатов лечения и клини-
ческой значимости исследуемых генов больных 
разделили на 2 группы сравнения в зависимости 
от относительного уровня экспрессии днРНК 
выше или ниже медианы.
Результаты. Экспрессия днРНК PSMB8-AS1, 
MBNL1-AS1 и OLMALINC значимо снижена в опу-
холевой ткани легкого по сравнению с условной 
нормой (p = 0,0034; p = 0,002 и p = 0,0172 соот-
ветственно). При анализе ассоциации экспрес-
сии данных днРНК с клинико-морфологическими 
характеристиками, такими как стадия заболе-
вания, размер опухоли, наличие регионарных 

и  отдаленных метастазов, закономерностей 
не установлено. Экспрессия днРНК PSMB8-AS1, 
MBNL1-AS1 и OLMALINC не была значимым про-
гностическим фактором (p  = 0,364; p = 0,759 
и p = 0,184 соответственно). Однако в случае 
высокой экспрессии OLMALINC и  PSMB8-AS1 
медиана выживаемости составила 47 месяцев, 
тогда как в случае низкой экспрессии не была 
достигнута за период наблюдения. Экспрессия 
днРНК PSMB8-AS1 в опухолях НМРЛ значимо по-
ложительно коррелировала с экспрессией днРНК 
OLMALINC (r = 0,680; p = 0,007), что может указы-
вать на их функциональную связь или наличие 
общих механизмов регуляции.
Заключение. В опухолях НМРЛ наблюдается 
аберрантная экспрессия днРНК PSMB8-AS1, 
MBNL1-AS1 и OLMALINC. Более детальное изу-
чение их экспрессии в различных типах клеток 
и регуляторной роли позволит валидировать 
новые терапевтические мишени НМРЛ, а также 
разработать альтернативные методы терапии.
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Рак легкого характеризуется тенденцией 
роста заболеваемости и удерживает ли-
дирующую позицию в мире по смерт-
ности среди всех онкологических забо-

леваний [1]. Одно из активно разрабатываемых 
направлений медицины – персонализированные 
методы диагностики и лечения с использованием 
новых маркеров, в частности некодирующих РНК. 
Их наиболее сложный тип – длинные некодирую-
щие РНК (днРНК), имеющие длину более 200 ну-
клеотидов. Считается, что среди всех некодирую-
щих РНК именно днРНК обладают наибольшим 
потенциалом кодирования пептидов [2]. По струк-
туре днРНК схожи с матричными РНК (мРНК): 
многие из них сплайсированы, кэпированы и по-
лиаденилированы. Трехмерная структура днРНК 
быстро меняется, благодаря чему данные молеку-
лы могут выполнять множество биологических 
функций [3]. Так, днРНК способны регулировать 
экспрессию генов на транскрипционном и пост- 
транскрипционном уровнях. Находясь в ядре, 
днРНК регулируют экспрессию генов посредством 
ремоделирования хроматина, регуляции транс-
крипции и альтернативного сплайсинга мРНК. 
В цитоплазме днРНК влияют на трансляцию и ста-
бильность мРНК путем связывания с 5'UTR или 
3'UTR мРНК, стимулируя или подавляя экспрес-
сию генов соответственно [4].

После открытия роли днРНК MALAT1 
(англ. metastasis associated lung adenocarcinoma 
transcript 1) в метастазировании немелкокле-
точного рака легкого (НМРЛ) интерес к днРНК  
в контексте онкогенеза резко возрос [5]. За послед- 
ние 2 десятилетия описано большое количество 
днРНК, участвующих в биологии опухолевой 
клетки. Показано как проонкогенное, так и он-
косупрессорное действие днРНК. Установлено, 
что днРНК играют важную роль в регуляции 
клеточного цикла, процессов пролиферации, 
миграции и дифференцировки злокачествен-
ных клеток. Появляются данные о потенциале  
днРНК в качестве диагностических и прогности-
ческих маркеров онкологических заболеваний [6]. 
Согласно результатам недавних исследований, 
днРНК посредством регуляции основных сиг-
нальных путей принимают участие в развитии 
резистентности опухолевых клеток к различным 
методам лечения [7]. В частности, днРНК CCAT2 
и MACC1-AS1 способствуют опухолевой прогрес-
сии в случае колоректального, а lncARSR – почеч-
но-клеточного рака [8–10].

Ранее мы показали, что с развитием устойчиво-
сти опухолевых клеток НМРЛ к цитотоксическо-
му действию макрофагов и приобретением ими 

более злокачественного фенотипа по сравнению 
с исходными клеточными линиями наблюдается 
статистически значимая аберрантная экспрес-
сия таких днРНК, как PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 
и OLMALINC [11]. Имеющиеся в литературе дан-
ные о роли этих днРНК в онкогенезе крайне огра-
ничены и фрагментарны. Клиническая значимость 
днРНК PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC при 
НМРЛ еще не определена.

Цель – сравнительный анализ экспрессии  
днРНК PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC 
в образцах опухолевой и условно нормальной 
ткани легкого, а также оценка клинической зна-
чимости этих днРНК.

Материал и методы
В исследование включены 16 пациентов, прохо-
дивших лечение в ФГБУ «Национальный меди-
цинский исследовательский центр онкологии 
имени Н.Н. Блохина» Минздрава России (ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава 
России) в период с 2011 по 2016 г., с верифициро-
ванным диагнозом НМРЛ. Все операционные об-
разцы были парными, то есть представляли собой 
гистологически верифицированную ткань опухо-
ли и образец условно нормальной ткани легкого 
того же пациента, расположенной максимально 
удаленно от опухоли. Проведение исследования 
одобрено этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
(протокол № 09/2018 от 28.09.2018).

Весь материал прошел гистологическую ве-
рификацию в отделе патологической анатомии 
опухолей человека ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России и охарак-
теризован в соответствии с TNM-классификацией 
(англ. tumor, nodus, metastasis – опухоль, узел, ме-
тастаз) (табл. 1). В исследование включили образ-
цы опухолей 2 основных гистологических типов 
НМРЛ: аденокарциномы (n = 4) и плоскоклеточ-
ного рака легкого (n = 12).

Тотальную РНК из  клеток выделяли при 
помощи набора RNeasy kit (QIAGEN, США) 
с применением реагента Trizol по стандартно-
му протоколу. Для получения кодирующей ДНК 
проводили реакцию обратной транскрипции, ис-
пользуя набор RevertAid RT Kit (Thermo Scientific, 
США). Уровень экспрессии исследуемых генов 
оценивали при помощи полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в  режиме реального време-
ни. Последовательности праймеров отражены 
в табл. 2. Амплификацию проб осуществляли 
с помощью амплификатора CFX96 Touch (Bio-
Rad, США). Применяли следующую программу 
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ПЦР: 95 °C 5 минут, 40 циклов 95 °C 10 секунд, 
60 °C 30 секунд, 72 °C 30 секунд. Все реакции 
проводили в 3 независимых биологических по-
вторах. В  дальнейшем анализе использовали 
усредненные данные 3 технических повторов для 
каждой точки. Полученные данные анализирова-
ли с помощью программы Bio-Rad CFX Manager. 
В качестве референсного гена использовали ген 
«домашнего хозяйства» GAPDH. Относительный 
уровень экспрессии генов, определяемый через 
кратность изменения (fold change, FC), вычисляли 
с помощью метода ∆∆Ct, где ∆Ct = Ct (ген инте-
реса) – Ct (GAPDH), ∆∆Сt = ∆Ct (образец) – ∆Ct 
(контроль), а FC = 2-(∆∆Сt).

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводили с использованием GraphPad 
Prizm v. 10. Статистически значимое различие 
наблюдаемых частот признаков в  изучаемых 
группах определяли с помощью точного кри-
терия Фишера. Анализ информативности диа-
гностического метода посредством оценки его 
чувствительности и специфичности выполня-
ли с помощью построения ROC-кривых (англ. 
receiver operating characteristic – рабочая харак-
теристика приемника) и  вычисления площа-
ди под ними (англ. area under the curve, AUC). 
Корреляционный анализ осуществляли посред-
ством определения коэффициента корреляции 
Спирмена. Анализ выживаемости проводили 
путем построения кривых дожития по методу 
Каплана – Мейера. Период наблюдения соста-
вил временной интервал с момента операции 
до смерти пациента или его последнего визита 
к врачу. Для анализа отдаленных результатов ле-
чения и клинической значимости исследуемых 
генов больных разделили на 2 группы в зави-
симости от относительного уровня экспрессии 
днРНК выше или ниже медианы. Значимость 
различий сравнивали при помощи логарифми-
ческого рангового критерия. Различия считали 
статистически значимыми при р < 0,05.

Таблица 1. Клинико-морфологические характеристики 
немелкоклеточного рака легкого (N = 16)

Характеристика Число случаев, 
абс. (%)

Гистология:

аденокарцинома 4 (25)

плоскоклеточный рак 12 (75)

Локализация:

центральная 4 (25)

периферическая 12 (75)

Стадия:

I–IIIA 11 (69)

IIIB–IV 5 (31)

Размер опухоли (Т):

T1–T2 6 (38)

T3–T4 10 (62)

Регионарные метастазы (N):

N0–N1 8 (50)

N2 8 (50)

Отдаленные метастазы (M):

M0 13 (81)

M+ 3 (19)

Дифференцировка опухоли (G):

G1–G2 8 (50)

G3 8 (50)

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности использованных праймеров

Ген Прямой праймер Обратный праймер Температура отжига, °С

PSMB8-AS1 5’ GGAAAGACATCGGACCGTCA 3’ 5’ TGGGAAACGTTGGTGTCCTT 3’ 60

MBNL1-AS1 5’ CTCCCGCTTCTTCTACCGAC 3’ 5’ TTGGTGCATTTTAAGGCGGC 3’ 60

OLMALINC 5’ CCTGTTGTCGCCCTCACTCC 3’ 5’ AGGCCTGACACTCCTATCCG 3’ 60

GAPDH 5’ TCGGAGTCAACGGATTTGGT 3’ 5’ TCCCGTTCTCAGCCTTGACG 3’ 60
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роль оценки экспрессии изучаемых днРНК в диагно-
стике НМРЛ: для PSMB8-AS1 AUC составила 0,887 
(p = 0,0008), для MBNL1-AS1 – 1,0 (p < 0,0001), для 
OLMALINC – 0,905 (p = 0,0004) (см. рис. 1).

При анализе клинической значимости экспрес-
сии днРНК PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC 

Результаты
Экспрессия днРНК PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 
и OLMALINC была значимо снижена в опухоле-
вой ткани легкого по сравнению с условной нормой 
(p = 0,0034; p = 0,0002; p = 0,0171 соответственно) 
(рис. 1). Результаты ROC-анализа показали значимую 

Рис. 1. Сравнительный анализ экспрессии (верхний ряд) и ROC-анализ (нижний ряд) PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC в условно нормальной и опухолевой 
ткани легкого и ее диагностическая значимость; Н – условно нормальная ткань легкого, О – ткань опухоли легкого

Рис. 2. Прогностическая значимость экспрессии PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC при немелкоклеточном раке легкого 
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Экспрессия PSMB8-AS1 в опухолях НМРЛ зна-
чимо положительно коррелировала с экспрессией 
OLMALINC (r = 0,680; p = 0,007). Значимых кор-
реляций между экспрессией остальных днРНК 
не обнаружено.

Обсуждение
Настоящее исследование посвящено анализу 
экспрессии и клинической значимости днРНК 
PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC при НМРЛ. 
На первом этапе мы оценили диагностическую 
значимость экспрессии данных днРНК и обна-
ружили, что их экспрессия значительно снижена 

не установлено ассоциаций с клинико-морфоло-
гическими характеристиками НМРЛ (табл.  3). 
Следует отметить, что высокая экспрессия днРНК 
PSMB8-AS1 и OLMALINC была характерна для 
опухолей центральной локализации по сравнению 
с периферической.

Как видно на рис. 2, экспрессия днРНК PSMB8-
AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC не была значимым 
прогностическим фактором. Тем не менее в случае 
высокой экспрессии OLMALINC и PSMB8-AS1 ме-
диана выживаемости составила 47 месяцев, тогда 
как в случае низкой экспрессии не была достигнута 
за весь период наблюдения.

Таблица 3. Ассоциация экспрессии PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и OLMALINC с клинико-морфологическими характеристиками немелкоклеточного рака легкого (N = 16)

Характеристика Экспрессия PSMB8-AS1 Экспрессия MBNL1-AS1 Экспрессия OLMALINC

низкая высокая p низкая высокая p низкая высокая p

Гистология: 0,569 0,569 0,569

аденокарцинома 1 3 1 3 1 3

плоскоклеточный рак 7 5 7 5 7 5

Локализация: 0,077 0,569 0,077

центральная 0 4 1 3 0 4

периферическая 8 4 7 5 8 4

Стадия: > 0,999 > 0,999 > 0,999

I–IIIA 3 2 2 3 2 3

IIIB–IV 5 6 6 5 6 5

Размер опухоли: > 0,999 0,608 > 0,999

Т1–Т2 3 3 2 4 3 3

T3–T4 5 5 6 4 5 5

Регионарные метастазы: 0,619 > 0,999 > 0,999

N0–N1 3 5 4 4 4 4

N2 5 3 4 4 4 4

Отдаленные метастазы: > 0,999 0,200 > 0,999

M0 6 7 8 5 6 7

M+ 2 1 0 3 2 1

Дифференцировка опухоли: 0,619 0,619 > 0,999

G1/2 5 3 3 5 4 4

G3 3 5 5 3 4 4
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прогностическим маркером в случае остеосарко-
мы [23, 24]. Так, высокая экспрессия OLMALINC 
коррелирует с количеством опухоль-инфильтри-
рующих активированных тучных клеток и CD4+-
T-лимфоцитов. Однако стоит отметить, что в зави-
симости от типа опухоли соотношение популяций 
иммунных клеток опухолевой стромы может ока-
зывать различное влияние на прогрессию заболе-
вания [23, 25].

На заключительном этапе работы мы оцени-
ли прогностическую значимость исследованных 
днРНК. Оказалось, что экспрессия PSMB8-AS1 
и OLMALINC свидетельствует о неблагоприят-
ном прогнозе течения заболевания. Из литературы 
известно, что высокая экспрессия PSMB8-AS1 ассо-
циирована с худшим прогнозом пациентов с раком 
поджелудочной железы [13] и колоректальным ра-
ком [14], а экспрессия днРНК OLMALINC служит 
неблагоприятным прогностическим фактором 
при остеосаркомах [23], что согласуется с нашими 
результатами, полученными на образцах НМРЛ. 
Для днРНК MBNL1-AS1 показано, что ее низкая 
экспрессия может выступать неблагоприятным 
прогностическим маркером рака молочной железы 
[18], однако в нашем исследовании, проведенном 
на образцах НМРЛ, такой закономерности не вы-
явлено.

Заключение
Проведенное нами исследование показало, что 
днРНК PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 и  OLMALINC 
аберрантно экспрессируются в опухолях НМРЛ 
и демонстрируют как диагностическую, так и про-
гностическую значимость при этой патологии. 
Данное исследование имеет ряд ограничений, ос-
новное из которых – небольшой размер изучаемой 
выборки, что не позволяет на данный момент сде-
лать однозначные выводы о возможности практи-
ческой реализации работы. Однако не вызывает 
сомнений, что полученные результаты обладают 
определенной фундаментальной значимостью 
и будут способствовать разработке новых эффек-
тивных стратегий лечения НМРЛ. 

в опухолевой ткани по сравнению с условной нор-
мой. Из данных литературы известно, что PSMB8-
AS1 выполняет проонкогенные функции в случае 
глиобластом [12], рака поджелудочной железы [13], 
колоректального рака [14] и острого миелоидного 
лейкоза [15], а также обладает диагностическим 
и прогностическим потенциалом для онкологиче-
ских заболеваний данных локализаций. На модели 
рака поджелудочной железы показано, что днРНК 
PSMB8-AS1 значительно стимулирует пролифе-
рацию, миграцию и инвазию опухолевых клеток 
[13]. Установлен механизм, посредством которого 
осуществляется это влияние, а именно: PSMB8-
AS1 непосредственно связывается с микроРНК  
miR-382-3p, мишенью которой служит STAT1 [13]. 
Особо отметим, что экспрессия днРНК PSMB8-
AS1 характерна не только для опухолевых клеток, 
но и для клеток миелоидного происхождения, 
в частности макрофагов провоспалительного фе-
нотипа, полученных под воздействием липополи-
сахарида [16]. Как известно, макрофаги составляют 
доминирующую популяцию клеток стромы опу-
холей, в частности опухолей легкого. В проведен-
ном нами исследовании наблюдалось снижение 
экспрессии днРНК PSMB8-AS1, что может свиде-
тельствовать также об уменьшении количества 
провоспалительных макрофагов в опухоли или 
изменении их фенотипа.

Для MBNL1-AS1, напротив, описаны противо-
опухолевые свой ства при некоторых типах опухо-
лей: колоректальном раке, раке желудка [17] и мо-
лочной железы [18]. Показано также снижение ее 
экспрессии в опухолевой ткани предстательной 
железы [19] и легкого [20, 21], что согласуется с по-
лученными нами результатами и предполагает ее 
опухольсупрессорную функцию.

Роль днРНК OLMALINC в онкогенезе прак-
тически не  описана в  научной литературе. 
OLMALINC ассоциирована с созреванием олиго-
дендроцитов, и подавление ее экспрессии приво-
дит к нарушению экспрессии большинства генов, 
вовлеченных в данный процесс [22]. Показано, что 
экспрессия днРНК OLMALINC может выступать 
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O.V. Kovaleva1 • P.A. Podlesnaya1 • E.S. Kudinova1 • 
V.V. Mochalnikova1 • N.E. Kushlinskii1 • A.N. Gratchev1 

Clinical significance of analysis of long 
non-coding RNA PSMB8-AS1, MBNL1-AS1, 
and OLMALINC expression by polymerase 
chain reaction in non-small cell lung cancer 

Rationale: Long non-coding RNAs (lncRNAs) in-
fluence tumor cell properties during the onset and 
progression of lung malignancies; however, their di-
agnostic and prognostic significance has not been 
determined. We have previously shown that when 
non-small cell lung cancer (NSCLC) cells acquire 
a more malignant phenotype (under the influence 
of macrophagal cytotoxic activity) compared to the 
original cell lines, the expression of several lncRNAs, 
in particular PSMB8-AS1, MBNL1-AS1, and OLMALINC, 
is altered compared to the original cell lines.
Aim: A comparative analysis of lncRNAs PSMB8-
AS1, MBNL1-AS1, and OLMALINC expression in tissue 
samples from lung tumors and conditionally normal 
areas of the lungs and an assessment of the lncRNAs 
clinical significance.
Methods: We have analyzed surgical samples of 
the tumor and conditionally normal tissue from 
16 patients with a verified diagnosis of NSCLC. The 
expression level of lncRNAs  PSMB8-AS1, MBNL1-
AS1 and OLMALINC was assessed by real-time poly-
merase chain reaction. To analyze the long-term 
treatment results and clinical significance of the 
studied genes, the patients were divided into two 
comparison groups depending on the relative level 
of lncRNAs  expression (above or below the median).
Results: The expression of lncRNAs PSMB8-AS1, 
MBNL1-AS1 and OLMALINC in the lung tumor tis-
sue was significantly reduced compared to the 
conditionally normal tissues (p = 0.0034; p = 0.002 
and p = 0.0172, respectively). Analysis of the asso-
ciation between the expression of these lncRNAs 
with clinical and morphological characteristics, 
such as disease stage, tumor size, presence of re-
gional and distant metastases was unable to iden-

tify any regular patterns. The expression of lncRNAs  
PSMB8-AS1, MBNL1-AS1 and OLMALINC was not 
a significant prognostic factor (p = 0.364; p = 0.759 
and p = 0.184, respectively). However in the case of 
high OLMALINC and PSMB8-AS1 expression, median 
survival was 47 months, while in the case of their low 
expression, median survival was not achieved during 
the follow-up. The expression of lncRNA PSMB8-AS1 
in NSCLC tumors positively correlated with the ex-
pression of lncRNA OLMALINC (r = 0.680, p = 0.007), 
which may indicate their functional interplay or the 
presence of common regulatory mechanisms.
Conclusion: The NSCLC tumors demonstrated ab-
errant expression of PSMB8-AS1, MBNL1-AS1, and 
OLMALINC lncRNAs. A more detailed study of their 
expression in various cell types and their regulatory 
role would allow for validation of new therapeutic 
targets in NSCLC, as well as for development of al-
ternative therapies.
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