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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак предстательной железы
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Введение. Метастазы в лимфатические узлы при раке предстательной железы (РПЖ) являются неблагоприятным прогности-
ческим фактором. Разработка неинвазивных методов диагностики метастазов имеет важное клиническое значение.
Цель исследования – поиск циркулирующих микроРНК-маркеров метастазов в лимфатические узлы и изучение взаимосвязи про-
филей экспрессии дифференциально экспрессированных микроРНК плазмы и их генов-мишеней в первичных опухолях.
Материалы и методы. Собрана коллекция из 10 образцов плазмы крови больных РПЖ стадии pN0M0 и 10 образцов стадии pN1M0. 
Профили экспрессии микроРНК плазмы проанализированы на чипах GeneChip miRNA 4.0 (Affymetrix, США). Для микроРНК с раз-
личием уровня экспрессии между двумя группами не менее чем в 2 раза (p <0,05) проведен поиск генов-мишеней. Осуществлен 
биоинформационный анализ транскриптомов 392 первичных опухолей предстательной железы коллекции PRAD базы данных TCGA 
(ТCGA Research Network: http://cancergenome.nih.gov / ): 318 образцов стадии pN0M0 и 74 – стадии pN1M0.
Результаты. У группы pN1M0 выявлено значимое снижение уровня экспрессии 17 микроРНК в плазме крови. Анализ профилей 
экспрессии образцов первичных опухолей показал, что из 88 генов, уровень экспрессии которых изменился в 1,5 раза и более, 11 слу-
жат мишенями 17 обнаруженных нами микроРНК. Интересно, что в большинстве (8 из 11) случаев экспрессия генов-мишеней 
в первичной опухоли возрастает.
Заключение. Обнаружено снижение уровня экспрессии 17 микроРНК плазмы крови у больных РПЖ с метастазами в лимфатиче-
ские узлы (pN1M0) по сравнению с больными без метастазов (pN0M0). Анализ транскриптомов первичных опухолей позволяет 
предполагать, что обнаруженные в плазме изменения отражают происходящие в процессе лимфогенного метастазирования 
изменения профилей экспрессии микроРНК и их генов-мишеней в первичных опухолях. Обнаруженные микроРНК могут служить 
потенциальными маркерами лимфогенного метастазирования при РПЖ.
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Circulating microRNA expression in connection with prostate cancer lymphogenous metastasis
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Background. Lymph node metastases in prostate cancer (PC) are a negative prognostic factor. Non-invasive methods for their diagnostics are 
of primary importance.
Objectives are identification of miRNA markers of lymph node metastases in plasma of PC patients and investigation of changes in primary 
tumors transcriptomes and plasma miRNA profiles during metastasis.
Materials and methods. Plasma of 20 PC patients (10 with pN0M0 and 10 with pN1M0 stage) were collected and plasma miRNA expression 
was profiled on GeneChip miRNA 4.0 arrays (Affymetrix, USA). Target genes were searched for miRNAs with significant expression difference 
between pN0M0 and pN1M0 groups (fold change ≥2; p <0,05). In addition, bioinformatic analysis of 392 PC primary tumors transcriptomes 
from PRAD collection (ТCGA Research Network: http://cancergenome.nih.gov/) was done (318 for pN0M0 stage and 74 for pN1M0 stage).
Results. The level of 17 miRNAs were significantly lower in plasma of pN1M0 group. Analysis of primary tumors expression profiles revealed 
88 genes with significantly different expression between pN0M0 and pN1M0 groups (fold change ≥1,5; p <0,05). 11 of these genes are the 
potential targets of 17 miRNAs with lower levels in plasma of pN1M0 group. Interestingly, in most cases (8 out of 11) expression of these genes 
in primary tumor is elevated.
Conclusion. The level of 17 miRNAs were significantly lower in plasma of PC patients with lymph nodes metastases (pN1M0). Analysis  
of primary tumor transcriptomes revealed a possible connection between miRNAs and their target genes levels in primary tumor and plasma. 
17 plasma miRNAs found in this work could be a novel non-invasive markers of lymph nodes metastases in PC. 
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Введение
Рак предстательной железы (РПЖ) – одно из наи-

более распространенных злокачественных новообра-
зований у мужчин в пожилом возрасте. Метастази-
рование РПЖ в лимфатические узлы является 
неблагоприятным прогностическим фактором [1]. 
Клетки первичной опухоли попадают в лимфатиче-
ские капилляры и затем проникают в лимфатические 
узлы. Согласно современным представлениям этому 
процессу способствуют различные факторы, секрети-
руемые опухолью. С их помощью формируются так 
называемые преметастатические ниши, облегчающие 
опухолевой клетке закрепление в новом окружении [2, 
3]. Ряд данных свидетельствует о том, что короткие 
РНК (микроРНК, секретируемые опухолью) могут 
способствовать формированию таких преметастати-
ческих ниш [4]. Также на процесс метастазирования, 
вероятно, могут влиять микроРНК, секретируемые 
другими клетками организма.

МикроРНК представляют собой короткие одноце-
почечные молекулы длиной ~22 н. Они транскрибиру-
ются в составе длинных предшественников, из кото-
рых эндонуклеаза Drosha вырезает так называемые 
пре-микроРНК – шпилечную структуру длиной около 
70 н., которая экспортируется в цитоплазму. В цито-
плазме другая эндонуклеаза – Dicer – подвергает пре-
микроРНК дальнейшему процессингу, в результате 
которого образуется двуцепочечная РНК длиной ~22 н. 
Эта РНК ассоциирует с одним из белков семейства 
Ago, который расплетает РНК-дуплекс. Одна из цепей 
затем деградирует. В результате микроРНК в комплек-
се с Ago образует сердцевину RISC (RNA-induced si-
lencing complex). За счет комплементарных РНК–
РНК-взаимодействий RISC ассоциирует с мишенями 
матричной РНК, что вызывает репрессию трансляции 
и последующую деградацию матричной РНК. Оказа-
лось, что микроРНК могут секретироваться клетками 
и, возможно, выполнять роль переносчиков сигнала. 
К настоящему времени циркулирующие микроРНК 
обнаружены во всех биологических жидкостях, в том 
числе в плазме крови [4].

Чрезвычайно важным представляется выявление 
специфических изменений состава циркулирующих 
микроРНК плазмы в ходе метастазирования. Это 
может пролить свет на механизмы метастазирования, 
будет способствовать разработке новых подходов 
к лечению метастазов и малоинвазивной диагности-
ке их образования. В частности, создание тест-сис-

тем на основе анализа профиля циркулирую-
щих микроРНК позволит избежать применения 
расширенной тазовой лимфодиссекции. В данной 
работе были исследованы профили экспрессии цир-
кулирующих микроРНК плазмы у больных РПЖ 
стадий pN0M0 и pN1M0. Также было проведено ре-
троспективное изучение профилей экспрессии генов 
первичных опухолей предстательной железы с мета-
стазами в регионарные лимфатические узлы 
и без них.

Материалы и методы
Коллекция образцов плазмы крови 20 больных 

РПЖ была сформирована в ФГБУ «НМИЦ радиоло-
гии» Минздрава России. Коллекция состояла из 2 ча-
стей: в группу miR-pN0M0 были включены 10 об-
разцов пациентов без поражения регионарных 
лимфатических узлов и отдаленных метастазов, 
в группу miR-pN1M0 – 10 образцов пациентов с мета-
стазами в регионарные лимфатические узлы.

Выделение плазмы осуществляли согласно разрабо-
танному ранее протоколу, минимизирующему гемолиз 
и выход микроРНК из форменных элементов крови [5]. 
Уровень гемолиза оценивали спектрофотометрически 
[6]. Выделение тотальной РНК производили из 200 мкл 
плазмы крови путем гуанидин-тиоцианат-фенол-хло-
роформной экстракции с последующей сорбцией 
на кремниевой мембране с помощью набора реагентов 
miRNeasy Serum / Plasma Kit (Qiagen, Германия) согласно 
протоколу производителя.

Образцы РНК анализировали с помощью микро-
чипов GeneChip miRNA 4.0 (Affymetrix, США), детек-
тирующих все некодирующие и малые РНК, входящие 
в базу данных miRBase v. 20, включая зрелые и незре-
лые микроРНК. Совместную предобработку CEL-
файлов и оценку экспрессий индивидуальных наборов 
проб осуществляли с помощью пакета программного 
обеспечения Transcriptome Analysis Console (сборка 
4.0.0.25) в режиме ANOVA eBayes. Из анализа были 
исключены микроРНК с кодами MIMAT более 2000, 
поскольку большинство из них являются слабо вери-
фицированными. МикроРНК с разницей представ-
ленности между группами miR-pN0M0 и miR-pN1M0 
не менее чем в 2 раза и уровнем достоверности p <0,05 
после поправки Бенджамини–Хохберга отбирали для 
последующего анализа. Для отобранных микроРНК 
проводили поиск генов-мишеней с использованием 
базы данных miRTarBase [7]. Среди найденных 
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генов-мишеней отбирали гены, являющиеся мишеня-
ми по меньшей мере 2 из отобранных микроРНК.

Для проведения ретроспективного анализа из кол-
лекции PRAD базы данных TCGA (TCGA Research 
Network: http://cancergenome.nih.gov / ) были получены 
результаты секвенирования РНК опухолей 392 паци-
ентов с РПЖ, относящихся к 2 группам: в группу seq-
pN0M0 включены данные 318 больных РПЖ без по-
ражения регионарных лимфатических узлов, в группу 
seq-pN1M0 – данные 74 больных РПЖ с поражением 
регионарных лимфатических узлов.

Клиническая характеристика групп пациентов 
представлена в табл. 1.

Результаты
Анализ профиля микроРНК плазмы больных РПЖ 

у группы miR-pN1M0 выявил значимое снижение уров-
ня экспрессии 17 циркулирующих микроРНК плазмы 
крови по сравнению с группой miR-pN0M0 (табл. 2). 
Интересно, что повышения уровня каких-либо циркули-
рующих микроРНК в плазме крови не обнаружено. Ко-
личество молекул различных видов микроРНК в плазме 
сильно отличается, причем 10 наиболее высокопредстав-
ленных видов составляют ~85 % от общего числа молекул 
микроРНК в плазме [8]. Среди обнаруженных нами 
5 микроРНК входят в десятку наиболее высокопредстав-
ленных микроРНК плазмы (см. табл. 2) [8, 9].

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов

Table 1. Clinical characteristics of the patients

Характеристика 
Characteristic

ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России 

National Medical Research Center  
of Radiology, Ministry of Health of Russia

TCGA-PRAD

Группа miR-
pN0M0 (n = 10) 
miR-pN0M0 group 

(n = 10) 

Группа miR-
pN1M0 (n = 10) 
miR-pN1M0 group 

(n = 10) 

Группа seq-
pN0M0 (n = 318) 
seq-pN0M0 group 

(n = 318) 

Группа seq-
pN1M0 (n = 74) 
seq-pN1M0 group 

(n = 74) 

Возраст, лет 
Age, years

66,2 ± 9,7 61,7 ± 4,3 61,29 ± 6,62 61,59 ± 7,0

Классификация TNM: 
TNM classification:

T1N0M0
T2N0M0
T3–4N0M0
TлюбаяN1M0 
TanyN1M0

 

–
6
4
– 

 

–
–
–
10 

 

2
132
184
– 

 

–
–
–
74 

Сумма баллов по шкале Глисона: 
Total Gleason score:
≤6
7
8
9
10

 

4
2
2
1
1

 

4
3
–
3
–

 

19
183
40
75
1

 

–
12
14
46
2

Уровень простатического специфического 
антигена, нг / мл: 
Prostate-specific antigen level, ng / ml:

нет данных 
no data
<10
10–20
>20

 
 

– 

6
2
2

 
 

–

7
1
2

 
 

17

272
7

22

 
 

9

58
3
4

Уровень простатического специфического 
антигена (среднее значение ± стандартное 
отклонение), нг / мл 
Prostate-specific antigen level (mean ± standard 
deviation), ng / ml

11,4 ± 9,7 8,2 ± 8,9 32,9 ± 189,7 23,8 ± 122,2

Примечание. Все эксперименты проводились в соответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ассоциа-
ции. 
Note. All experiments were conducted in accordance with the World Medical Association Declaration of Helsinki.
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Среди потенциальных мишеней этих микроРНК, 
определенных с помощью miRTarBase, оказалось 2828 
генов, каждый из которых является мишенью по мень-
шей мере для 2 из них.

Были проанализированы данные секвенирования 
РНК образцов первичных опухолей предстательной 
железы, содержащиеся в базе данных TCGA. Сравни-
тельный анализ 2 групп (seq-pN0M0 и seq-pN1M0) 
показал, что 88 генов имеют значимую (p <0,05) раз-
ницу в экспрессии в 1,5 раза и более. Из них 11 генов 
являются мишенями 2 и более отобранных нами ми-
кроРНК, причем экспрессия 8 из этих генов повыси-
лась у группы seq-pN1M0 (табл. 3).

Эти данные согласуются с обнаруженной нами 
пониженной экспрессией микроРНК, регулирующих 
эти гены. Кроме того, диапазон изменений (~1,5 раза) 
соответствует эффекту, который обычно оказывают 
микроРНК на свои гены-мишени. Экспрессия еще 
3 генов понизилась (см. табл. 3), что, вероятно, об-

условлено причинами, не связанными с обнаружен-
ными нами микроРНК. За различные клеточные про-
цессы отвечают 8 генов с увеличенной экспрессией, 
однако для всех них выявлена повышенная экспрессия 
в злокачественных опухолях. Так, увеличенная экс-
прессия бета-тубулина 3 (TUBB3) ассоциирована с по-
вышенной агрессивностью опухоли при РПЖ [9]. Вы-
сокие уровни экспрессии кинезинов 18В и 20А 
(KIF18В и KIF20A) связаны с неблагоприятным те-
чением различных злокачественных заболеваний 
[10, 11]. Экспрессия убиквитинконъюгирующего фер-
мента Е2С (UBE2C) повышена при многих видах рака, 
включая РПЖ [12]. Экспрессия киназы MELK увели-
чена на поздних стадиях РПЖ. Интересно, что уро-
вень ее экспрессии коррелирует с уровнем экспрессии 
UBE2C [13]. Повышенная экспрессия CDC20, вовле-
ченного в контроль клеточного цикла, увеличивает 
риск развития рецидива РПЖ [13]. Повышенная экс-
прессия регуляторной субъединицы нуклеотидредук-

Таблица 2. Изменение уровня циркулирующих микроРНК в плазме крови пациентов групп miR-pN0M0 и miR-pN1M0

Table 2. Changes in circulating microRNA plasma levels in patients from the miR-pN0M0 and miR-pN1M0 groups

№ 
No.

МикроРНК 
MicroRNA

Номер в базе данных 
miRBase 

Number in the miRBase database

Кратность изменения 
Fold change

p

1 hsa-miR-16-5p MIMAT0000069 –14,98 0,0107

2 hsa-miR-92a-3p MIMAT0000092 –11,22 0,0031

3 hsa-miR-320a MIMAT0000510 –7,34 0,0031

4 hsa-miR-451a MIMAT0 001 631 –6,94 0,0328

5 hsa-miR-17-5p MIMAT0000070 –6,35 0,0011

6 hsa-let-7c-5p MIMAT0000064 –6,18 0,0013

7 hsa-miR-93-5p MIMAT0000093 –4,62 0,0035

8 hsa-let-7b-5p MIMAT0000063 –4,6 0,0031

9 hsa-miR-191-5p MIMAT0000440 –4,49 0,0044

10 hsa-miR-185-5p MIMAT0000455 –4,24 0,0318

11 hsa-miR-23a-3p MIMAT0000078 –3,87 0,0031

12 hsa-miR-106a-5p MIMAT0000103 –3,52 0,0062

13 hsa-miR-26a-5p MIMAT0000082 –3,14 0,0035

14 hsa-miR-126-3p MIMAT0000445 –2,91 0,0044

15 hsa-miR-24-3p MIMAT0000080 –2,67 0,0373

16 hsa-miR-25-3p MIMAT0000081 –2,33 0,0034

17 hsa-miR-20a-5p MIMAT0000075 –2,06 0,014

Примечание. Жирным шрифтом выделены названия микроРНК, которые входят в число 10 наиболее высокопредставленных 
в плазме. 
Note. MicroRNAs among the ten most abundant in plasma are shown in bold.
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тазы (RRM2) обнаружена в ряде опухолей и положитель-
но коррелирует с их способностью к метастазированию 
[14]. Наконец, экспрессия ингибитора апоптоза BIRC5 
повышена на поздних стадиях РПЖ [15].

Обсуждение
Мы выявили снижение уровня экспрессии 17 ми-

кроРНК у больных РПЖ с поражением регионарных 
лимфатических узлов (см. табл. 2). В плазме крови, 
как правило, обнаруживают 300–600 видов микроРНК 
[6, 9]. Источником микроРНК плазмы служат различ-
ные клетки. Главным образом, это клетки крови 
и тромбоциты [16, 17], но также и клетки удаленных 
органов. Кроме того, источником микроРНК служат 
опухоли [18]. Обнаружено даже, что может коррели-
ровать изменение уровней микроРНК в опухоли 
и плазме крови [19].

МикроРНК плазмы крови значительно (в десятки 
и сотни раз) отличаются друг от друга по уровню пред-
ставленности. Источниками наиболее высокопред-
ставленных микроРНК служат клетки крови, хотя, 
очевидно, не только они, так как эти микроРНК име-
ют высокий уровень экспрессии и во многих других 
типах клеток [16]. Наибольшие (снижение более 
чем в 10 раз) изменения уровня обнаружены нами 
как раз для таких высокопредставленных микроРНК 
hsa-miR-16-5p и hsa-miR-92a-3p (см. табл. 2). Инте-
ресно, что hsa-miR-16, которая замыкает десятку на-
иболее высокопредставленных микроРНК плазмы 
крови [8], является хорошо изученной онкосупрессор-
ной микроРНК. Снижение ее экспрессии в опухолях 
предстательной железы и клетках микроокружения 

(cancer-associated fibroblasts) способствует росту 
и метастазированию опухоли [20, 21]. Для микроРНК 
hsa-miR-92a-3p (12 % от общего числа молекул ми-
кроРНК) [8] также была обнаружена сниженная экс-
прессия в низкодифференцированном РПЖ (сумма 
баллов по шкале Глисона ≥8) по сравнению с высоко-
дифференцированными формами (сумма баллов 
по шкале Глисона 6) [22]. Таким образом, наши дан-
ные для плазмы крови согласуются с полученными 
ранее для тканей предстательной железы и могут сви-
детельствовать о том, что, помимо клеток крови, из-
менения экспрессии микроРНК предстательной же-
лезы также вносят вклад в изменения уровней 
микроРНК hsa-miR-16 и hsa-miR-92 плазмы.

Только 5 из 17 микроРНК, детектированных нами 
(см. табл. 2), входят в десятку наиболее высокопред-
ставленных микроРНК плазмы. Это позволяет пред-
полагать, что изменения уровней циркулирующих 
микроРНК связаны не только с клетками крови. 
В пользу этого предположения свидетельствует и то, 
что из 9 микроРНК, высвобождающихся в плазму 
при гемолизе эритроцитов (они же присутствуют 
в нормальной плазме вследствие секреции эритроци-
тами) [5], экспрессия 3 (hsa-miR-20b, hsa-miR-107 
и hsa-miR-486) не меняется у групп miR-pN0M0 
и miR-pN1M0.

С другой стороны, по данным крупномасштабно-
го секвенирования все 17 микроРНК (см. табл. 2) об-
наружены в ткани предстательной железы. Более того, 
они входят в 18 % наиболее высокопредставленных 
микроРНК предстательной железы [23]. Сравнение 
профилей экспрессии микроРНК первичных 

Таблица 3. Гены-мишени 2 и более микроРНК, экспрессия которых отличается между группами seq-pN0M0 и seq-pN1M0

Table 3. Target genes of 2 or more microRNAs with different expression between the seq-pN0M0 and seq-pN1M0 groups

№ 
No.

Ген 
Gene

число микроРНК 
Number of microRNAs

Кратность изменения 
Fold change

p

1 TUBB3 2 2,06 0,0003

2 KIF18B 2 1,88 0,0004

3 UBE2C 4 1,82 0,0053

4 KIF20A 2 1,74 0,0065

5 CDC20 2 1,72 0,0024

6 RRM2 8 1,69 0,0159

7 BIRC5 3 1,66 0,0343

8 MELK 4 1,65 0,0358

9 SMOC1 4 –2,00 0,0402

10 ACPP 2 –2,01 0,0012

11 ANPEP 2 –3,95 0,0014
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опухолей у больных с метастазами в лимфатические 
узлы и без них (pT2 / T3N1 и pT2 / T3N0) показало, 
что из 17 детектированных нами микроРНК в группе 
pT2 / T3N1 снижается экспрессия 13 (hsa-miR-16-5p, 
hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-320a, hsa-miR-451a, hsa-miR-
17-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-
miR-191-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-26a-5p, hsa-
miR-25-3p, hsa-miR-20a-5p) [23]. Это позволяет 
предполагать, что наблюдаемые нами изменения про-
филя микроРНК плазмы в большой степени обуслов-
лены изменением экспрессии микроРНК в ткани опу-
холи.

При анализе базы данных TCGA нами обнаруже-
но, что из 88 генов, экспрессия которых отличается 
в первичных опухолях групп seq-pN0M0 и seq-pN1M0, 
11 генов служат мишенями 2 и более детектированных 
нами микроРНК (см. табл. 3). Экспрессия 8 из этих 
генов повышена в группе seq-pN1M0, причем все они 
являются онкогенами. Это соответствует предположе-
нию о том, что наблюдаемые изменения профиля ми-
кроРНК плазмы обусловлены снижением уровня ми-
кроРНК в первичной опухоли. Результат этого 
снижения – повышение экспрессии генов-мишеней. 
Альтернативным является предположение о том, 
что изменение уровня микроРНК в плазме вызвано 
изменениями метаболизма клеток микроокружения 

опухоли или других клеток организма в результате уси-
ливающегося влияния растущей опухоли на организм. 
В этом случае микроРНК плазмы могли быть абсор-
бированы опухолью и оказали влияние на экспрессию 
опухолевых генов. Вопрос о возможной коммуника-
ции между клетками организма с помощью циркули-
рующих микроРНК в настоящее время широко обсу-
ждается. Получены убедительные доказательства ее 
существования, в том числе между нормальными 
и опухолевыми клетками [2, 4]. Дальнейшие исследо-
вания могут прояснить, какой из этих 2 сценариев 
реализован в данном случае.

Заключение
В ходе настоящего исследования обнаружено сни-

жение уровня экспрессии 17 микроРНК плазмы 
у больных РПЖ с метастазами в лимфатические узлы 
(pN1M0) по сравнению с пациентами без метастазов 
(pN0M0). Анализ транскриптомов первичных опухо-
лей позволяет предполагать, что выявленные в плазме 
изменения отражают происходящие в процессе лим-
фогенного метастазирования изменения профилей 
экспрессии микроРНК и их генов-мишеней в первич-
ных опухолях. Поэтому обнаруженные микроРНК 
могут служить потенциальными маркерами лимфо-
генного метастазирования при РПЖ.
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