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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак предстательной железы
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Введение. Рак предстательной железы (РПЖ) является одним из наиболее частых онкологических заболеваний у мужчин. В ка-
честве молекулярно-генетического маркера РПЖ в настоящее время используют определение экспрессии гена РСА3 в моче.
Цель работы – сравнительный анализ экспрессии гена РСА3 в осадках и в экзосомах мочи для определения биоматериала, позво-
ляющего более эффективно проводить определение экспрессии этого гена.
Материалы и методы. Были исследованы данные 12 пациентов с различными стадиями РПЖ и 8 контрольных образцов.
Результаты. Диагностическая точность анализа экспрессии РСА3 в этой выборке превысила 90 %. Не выявлено достоверных 
различий чувствительности и специфичности гиперэкспрессии РСА3 при анализе осадков по сравнению с экзосомами мочи. Это 
указывает на целесообразность использования осадков мочи для анализа РСА3 как биоматериала с менее трудоемкой пробо-
подготовкой, однако возможные преимущества экзосом для анализа панелей экспрессионных маркеров требуют дальнейшего 
изучения.
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DOI: 10.17650/1726-9776-2017-13-3-54-60

Comparative analysis of the PCA3 gene expression in sediments  
and exosomes isolated from urine

D. S. Mikhaylenko1–3, A. A. Novikov1, M. V. Grigor’eva1, G. D. Efremov1, A. V. Sivkov1, N. Yu. Safronova1, K. S. Sorokin4, 
M. Yu. Zemskova4, 5, M. V. Nemtsova2, B. Ya. Alekseev1, A. D. Kaprin1

1N.A. Lopatkin Research Institute of Urology and Interventional Radiology – branch of the National Medical Research Radiological 
Center, Ministry of Health of Russia; Build. 4, 51 3rd Parkovaya St., Moscow 105425, Russia; 

2Institute of Molecular Medicine, I. M. Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of Russia; Build. 2,  
8 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russia; 

3Research Center for Medical Genetics; 1 Moskvorech’e St., Moscow 115478, Russia; 
4Prostagnost Company; 7 Nobelya St., Skolkovo district, Moscow 143026, Russia; 

5G.K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms; 5 Prospekt Nauki, Pushchino,  
Moscow region 142290, Russia

Introduction. Prostate cancer (PCa) is one of the common oncological diseases in men. Expression of the PCA3 gene in urine is currently used 
as a molecular genetic marker of PCa.
Objective: to comparative analysis of the PCA3 expression in urine sediments and exosomes for the determination of the biomaterial, which 
allows detecting the PCA3 expression in more efficient manner.
Materials and methods. The 12 patients with different stages of PCa and 8 control samples were examined.
Results. The diagnostic accuracy of the PCA3 gene expression analysis in this cohort exceeded 90 %. We had not obtained significant differ-
ences in the sensitivity and specificity of the PCA3 hyperexpression in the urine sediments compared with exosomes. This result indicates 
in favor to using urine sediment for the PCA3 analysis as a biomaterial with less time-consuming sample preparation, although the possible 
advantage of exosomes for the analysis of the expression marker panels requires further studies.
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Диагностика и лечение опухолей мочеполовой системы. Рак предстательной железы

Введение
Рак предстательной железы (РПЖ) является од-

ним из наиболее частых онкологических заболеваний 
у мужчин и представляет собой актуальную проблему 
современной онкоурологии. В России заболеваемость 
РПЖ за последние 10 лет выросла с 25,61 до 57,22 
на 100 тыс. населения [1]. Измерение концентрации 
простатического специфического антигена (ПСА) 
в крови – основной лабораторный тест в диагностике 
РПЖ, положительный результат которого может слу-
жить одним из показаний к проведению биопсии. 
Морфологическое исследование вследствие гетеро-
генности и мультифокальности опухолей не всегда 
позволяет выявить РПЖ в биоптатах предстательной 
железы (ПЖ) и требует высокой квалификации пато-
лога [2]. Остается актуальным поиск новых молеку-
лярных маркеров РПЖ, имеющих диагностическое 
значение и определяемых неинвазивными методами, 
например в моче. В качестве такого молекулярно-ге-
нетического маркера РПЖ в настоящее время исполь-
зуют определение экспрессии гена РСА3 относительно 
гена с простатспецифической экспрессией – KLK3. 
Ген РСА3 кодирует регуляторную РНК и гиперэкс-
прессируется в РПЖ относительно нормы или других 
патологических изменений – простатита, доброкаче-
ственной гиперплазии ПЖ (ДГПЖ) [3]. Анализ экс-
прессии РСА3 в моче одобрен Управлением по контр-
олю за качеством пищевых продуктов и лекарственных 
препаратов США (Food and Drug Administration, FDA) 
для решения вопроса о целесообразности проведения 
повторной биопсии у пациентов с повышающимся 
уровнем ПСА и отрицательным результатом 1-й био-
псии [4]. Чувствительность и специфичность теста 
РСА3 варьируют в широких пределах по данным раз-
ных авторов – от 60 до 95 % – со средними значения-
ми этих показателей около 80 %, по данным метаана-
лиза [5–7]. На диагностическую точность метода 
может влиять, во-первых, метод анализа экспрессии 
генов: в оригинальной тест-системе анализа экспрес-
сии РСА3 Progensa (Hologic) используется транскрип-
ционноопосредованная амплификация, другие авторы 
применяют обратную транскрипцию и полимеразную 
цепную реакцию в режиме реального времени (ПЦР-
РВ) [8, 9]. Во-вторых, немаловажным фактором явля-
ется этап пробоподготовки, т. е. способ получения 
того биоматериала, из которого непосредственно вы-
деляют РНК. Набор Progensa предполагает анализ мо-
чи без предварительной подготовки, ее забирают 
в среду, где проводят лизис клеток и сорбцию иссле-
дуемых матричных РНК (мРНК) со специфичными 
олигонуклеотидами, иммобилизованными на магнит-
ных шариках [8]. При другом подходе РНК выделяют 
из осадка мочи после центрифугирования [9], ряд ав-
торов перед взятием мочи проводят массаж ПЖ в целях 
увеличения доли клеток из ПЖ в осадке мочи [10, 11]. 

В последние годы в качестве объекта исследования при 
канцерогенезе часто выступают экзосомы – мембран-
ные структуры, секретируемые из клеток посредством 
слияния мультивезикулярных эндосом с плазматиче-
ской мембраной. Экзосомы участвуют в межклеточ-
ной коммуникации, причем злокачественные клетки 
продуцируют больше экзосом, чем нормальные, по-
казана их роль в ремоделировании опухолевого ми-
кроокружения, формировании преметастатических 
ниш [12]. При РПЖ в моче обнаруживают экзосомы, 
содержащие РНК опухолевых клеток, причем сохран-
ность РНК внутри этих мембранных везикул выше, 
чем непосредственно в моче. Ряд авторов высказыва-
ют предположение о том, что выделение и концентри-
рование экзосом из мочи у больных РПЖ позволяют 
получить препарат, анализ экспрессии генов в котором 
даст более воспроизводимые результаты за счет обога-
щения полученной тотальной РНК молекулами мРНК 
опухолевого происхождения. Сравнение уровней экс-
прессии РСА3 в цельной моче, осадке и экзосомах у раз-
ных авторов показывает противоречивые результаты: 
в одних диагностическая точность выявления РПЖ вы-
ше при анализе мочи, в других – при анализе экзосом, 
полученных из мочи [11, 13, 14].

Цель работы – сравнительный анализ экспрессии 
РСА3 в осадке и в экзосомах мочи у пациентов с РПЖ 
и группы контроля для определения биоматериала, 
позволяющего более эффективно проводить неинва-
зивную диагностику РПЖ.

Материалы и методы
Выборка пациентов. В исследование вошли 12 боль-

ных РПЖ, 5 пациентов с мочекаменной болезнью (МКБ) 
и 3 – с ДГПЖ. В дальнейшем пациенты с МКБ и ДГПЖ 
были объединены в группу контроля. Возраст пациен-
тов составил 53–80 лет (средний возраст 63,8 года). 
Всем пациентам с РПЖ и ДГПЖ был выполнен необ-
ходимый объем диагностических тестов, включая уль-
тразвуковое исследование нижних мочевыводящих 
путей, урофлоуметрию, общий анализ мочи (в том 
числе постмассажной порции), определение креати-
нина в плазме, а также измерение концентрации об-
щего ПСА в крови.

Осадок мочи получали центрифугированием 
со скоростью 3000 об/мин в течение 15 мин из объема 
15–30 мл мочи, взятой после массажа ПЖ.

Экзосомы выделяли из того же образца мочи, что 
и осадок методом последовательного центрифуги-
рования: сначала 50 мл постмассажной мочи с ус-
коре нием 10 тыс. g в течение 15 мин, затем – супер-
натанта с ускорением 100 тыс. g в течение 3 ч. 
Полученный осадок промывали 3 мл PBS (phosphate- 
buffered saline), осаждая кратковременным центри-
фугирова нием, после этого экзосомы ресуспенди-
ровали в 200 мкл PBS.
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Выделение тотальной РНК из осадков мочи прово-
дили с помощью набора «АмплиПрайм РИБО-сорб» 
(НекстБио, Россия) по протоколу фирмы-производи-
теля. Полученный препарат РНК затем обрабатывали 
6 ед. активности ДНКазы для удаления примеси ге-
номной ДНК.

Обратную транскрипцию для получения компле-
ментарной ДНК на 10 мкл выделенного из осадка мо-
чи на предыдущем этапе препарата тотальной РНК 
осуществляли с применением набора РЕВЕРТА-L 
(Центральный НИИ эпидемиологии Роспотребнадзо-
ра).

ПЦР-РВ проводили для сравнительной оценки 
экспрессии генов. В качестве эндогенного контроля 
использовали ген GAPDH, присутствие транскриптов 
из клеток ПЖ и относительную экспрессию целевого 
гена РСА3 определяли по гену KLK3. Реакцию осу-
ществляли с применением 2,5-кратной реакционной 
смеси для проведения ПЦР-РВ в присутствии рефе-
ренсного красителя ROX (Синтол, Россия) на детек-
тирующем термоциклере StepOnePlus (Applied Biosys-
tems, США) с комбинацией праймеров и зондов 
собственного дизайна. Температурные параметры 
ПЦР-РВ: начальная денатурация 95 °С 5 мин, затем 
45 циклов: 95 °С – 15 с, 60 °С – 50 с (детекция). Алгоритм 
относительного определения экспрессии РСА3 и рас-
чет показателя deltaCt (PCA3-KLK3) – далее deltaCt – 
опубликованы нами ранее [15].

Статистическая обработка результатов включала 
сравнительный анализ deltaCt в группах РПЖ и конт-
роля, построение ROC-кривых, определение опти-
мальных пороговых уровней этого показателя, вычис-
ление чувствительности и специфичности теста. 
Уровень значимости α был принят равным 0,05. Ис-
пользовали программы Microsoft Excel и GraphPad Prism 
(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism).

Результаты и обсуждение
В настоящей работе определяли показатель del-

taCt, отражающий экспрессию гена РСА3, в 12 случаях 
РПЖ и 8 контрольных (ДГПЖ и МКБ) методом ПЦР-
РВ в парных аликвотах осадка и экзосом, выделенных 
из одного и того же исходного образца мочи. Средние 
значения и стандартные отклонения deltaCt у пациен-
тов с РПЖ, ДГПЖ и МКБ при анализе осадка мочи 
составили 0,68 ± 0,96; 4,22 ± 1,98 и 5,82 ± 2,17; при 
анализе экзосом эти показатели были равны –0,31 ± 
1,25; 3,38 ± 0,99 и 2,24 ± 2,01 соответственно. Отме-
тим, что меньшее значение deltaCt соответствует более 
высокому уровню мРНК анализируемого гена РСА3 
по сравнению с калибровочным геном KLK3 в образце 
[15]. С помощью двустороннего критерия Манна–
Уитни показано, что различия deltaCt между РПЖ 
и контролем были достоверными как при анализе 
осадков, так и при анализе экзосом мочи: р = 0,0003/ 

медиана 0,81 (РПЖ) против 5,50 (контроль) при ана-
лизе осадков и р = 0,001/медиана –0,36 (РПЖ) против 
2,88 (контроль) при анализе экзосом мочи (см. таблицу).

Основной целью работы было сравнение экспрес-
сии гена РСА3 в осадках и экзосомах мочи. На 1-м эта-
пе с помощью критерия Вилкоксона было проведено 
попарное сравнение осадков и экзосом, полученных 
от одного пациента. Показано, что deltaCt коррелиру-
ет при анализе экспрессии РСА3 в этих 2 типах биома-
териала (коэффициент Спирмена r = 0,83) и достовер-
но смещен в сторону более низких значений (р <0,0001) 
при анализе экзосом относительно осадков мочи. 
На 2-м этапе были построены ROC-кривые и опреде-
лены параметры теста РСА3 для 2 типов биоматериала 
(см. рисунок, а). При анализе осадков мочи различия 
экспрессии РСА3 между РПЖ и контролем были до-
стоверны (р = 0,0002). Пороговый уровень 1,86 позво-
лил корректно отнести все случаи к клиническим 
группам РПЖ и контроля (чувствительность и специ-
фичность равны 1,00; 95 % доверительный интервал 
(ДИ) 0,63–1,00 и 0,74–1,00 соответственно). При ана-
лизе экзосом мочи различия экспрессии РСА3 между 
РПЖ и контролем также были достоверны (р = 0,002), 
площадь под ROC-кривой составила 0,92 (95 % ДИ 
0,76–1,08). При оптимальном пороговом уровне 1,48 
чувствительность составила 0,88, специфичность – 
1,00; 95 % ДИ 0,48–0,99 и 0,74–1,00 соответственно. 
С учетом доли пациентов с РПЖ в исследуемой выборке 
диагностическая точность, прогностическая ценность 
отрицательного и положительного результатов для 
осадков мочи были близки к 1,00, аналогичные пока-
затели для экзосом составили 0,95; 1,00 и 0,97. Не об-
наружено достоверных различий в указанных выше 
диагностических характеристиках анализа экспрессии 
РСА3 между осадками и экзосомами мочи (р >0,05). 
В предшествующих работах по анализу экспрессии 
РСА3 с помощью deltaCt в биоптатах ПЖ и осадках 
мочи были предложены пороговые уровни этого по-
казателя 3,22 и 1,23 соответственно, а также обсужде-
но наличие серой зоны deltaCt [15, 16]. С учетом полу-
ченных данных можно предложить пороговый уровень 
deltaCt для осадков мочи равным 2,00, что не изменит 
достоверно диагностической точности при исследова-
нии экспрессии гена РСА3 в когорте из настоящей 
выборки 20 образцов и ранее сформированной выбор-
ки 56 осадков мочи [15]. Вместе с тем этот уровень 
представляет собой целочисленное значение, более 
удобное для рутинной интерпретации анализа отно-
сительного уровня экспрессии РСА3.

Наибольший интерес вызывают диагностические 
характеристики новых маркеров РПЖ в «серой» зоне 
уровня ПСА 2–10 нг/мл. На основе данных мульти-
центровых исследований в настоящее время пороговое 
значение уровня ПСА определено Европейской ассо-
циацией урологов как 2,5 нг/мл со скоростью прироста 
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Характеристика пациентов и результаты анализа РСА3

Characteristics of patients and results of PCA3 tests

№ пациента 
Patient

Диагноз 
Diagnosis

Стадия РПЖ 
PC stage

Общий ПСА, нг/мл 
Total PSA, ng/ml

deltaCt (PCA3–KLK3) 

Осадок мочи 
Urinary sediment

Экзосомы 
Exosomes

1 МКБ 
UL  – 1,6 5,19 2,35

2 МКБ 
UL  – 0,85 2,51 –0,86

3 МКБ 
UL  – 1,04 6,45 1,69

4 МКБ 
UL  – 1,19 8,37 4,19

5 МКБ 
UL  – 2,33 6,60 3,81

6 ДГПЖ 
BPH  – 1,57 4,87 3,35

7 ДГПЖ 
BPH  – 1,47 5,80 4,38

8 ДГПЖ 
BPH  – 2,93 2,00 2,41

9 РПЖ 
PC T3bN0M0 23,00 0,04 –0,79

10 РПЖ 
PC T2cN0M0 11,00 –1,17 –2,22

11 РПЖ 
PC T2cN0M0 48,40 1,72 0,03

12 РПЖ 
PC T2bN0M0 9,00 1,61 –0,50

13 РПЖ 
PC T2aN0M0 0,90 0,45 –1,71

14 РПЖ 
PC T2aN0M0 20,00 1,53 0,86

15 РПЖ 
PC T2cN0M0 9,47 –0,19 –1,43

16 РПЖ 
PC T2bN0M0 15,6 –0,25 –1,46

17 РПЖ 
PC T3bN0M0 20,65 0,18 –0,21

18 РПЖ 
PC T2aN0M0 8,60 1,71 1,17

19 РПЖ 
PC T3bN0M0 56,60 1,17 1,26

20 РПЖ 
PC T2cN0M0 1,49 1,37 1,27

Примечание. Полужирным шрифтом отмечены ложноположительные и ложноотрицательные случаи, курсивом – образцы 
в «серой» зоне ПСА. РПЖ – рак предстательной железы; ПСА – простатический специфический антиген; МКБ – мочека-
менная болезнь; ДГПЖ – доброкачественная гиперплазия предстательной железы. 
Note. False-positive and false-negative cases are shown in bold; samples within the gray zone of PSA are in italics. PC – prostate cancer; PSA – prostatic 
specific antigen; UL – urolithiasis; BPH – benign prostatic hyperplasia.
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Сравнительный анализ экспрессии гена РСА3: а – ROC-анализ экспрессии в осадках мочи и экзосомах; б – средние значения показателя deltaCt 
у пациентов с разной стадией РПЖ (синие – для осадков мочи, красные – для экзосом)
Comparative analysis of РСА3 gene expression: a – ROC analysis of the expression in urinary sediments and exosomes; б – average deltaCt values in patients 
with different stages of prostate cancer (urinary sediments (blue), exosomes (red))
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0,6 нг/мл в год. При этом сложно интерпретировать 
повышение уровня ПСА в диапазоне 2–10 нг/мл, на-
зываемом «серой зоной», так как эти концентрации 
равновероятно могут соответствовать РПЖ, ДГПЖ, 
простатиту; результаты около 70 % биопсий у мужчин 
в данной группе показывают отсутствие РПЖ [2]. В ис-
следованной выборке было 5 образцов в «серой зоне» 
ПСА они были корректно классифицированы при уста-
новленных на предыдущем этапе ROC-анализа опти-
мальных пороговых уровнях 1,86 и 1,48 для осадков 
и экзосом мочи соответственно (за исключением 

1 ложноположительного случая при анализе экзосом). 
Это согласуется с тем, что PCA3 охарактеризован рядом 
авторов как маркер с диагностической точностью вы-
ше, чем у общего и отношения свободного к общему 
ПСА, особенно в «серой зоне» 2–10 нг/мл [17, 18], в том 
числе и при первичной диагностике РПЖ [19, 20]. Вме-
сте с тем необходимо иметь в виду малый объем выбор-
ки и наличие «серой зоны» deltaCt, описанной нами 
ранее при анализе экспрессии РСА3 в РПЖ [16].

Ранее было показано, что высокие значения уров-
ня ПСА коррелируют со стадией РПЖ, что связано 
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с увеличением размера опухоли, продуцирующей 
ПСА, деструктивными изменениями в ПЖ и повыше-
нием сосудистой проницаемости. Увеличение концен-
трации ПСА ˃50 нг/мл ассоциировано с прорастанием 
капсулы и инвазией в семенные пузырьки, ˃ 100 нг/мл – 
с регионарным и отдаленным метастазированием [2]. 
Нами было проведено сравнение показателя deltaCt 
у пациентов с различными TNM-параметрами (см. 
рисунок, б). Не выявлено достоверных различий в ря-
ду Т2а–Т3b, как и ассоциации deltaCt с увеличением 
стадии РПЖ (р >0,05); однако при анализе этого ре-
зультата следует иметь в виду малый (n = 20) объем 
выборки. Другие авторы показали ассоциацию уровня 
РСА3 со стадией РПЖ [13, 21], а также противоречи-
вые ассоциации гиперэкспрессии РСА3 c суммой бал-
лов по шкале Глисона [22, 23].

Полученные результаты согласуются с данными 
других авторов, которые анализировали экспрессию 
гена РСА3 наряду с другими генами с простатспеци-
фичной экспрессией и не обнаружили различий ча-
стоты гиперэкспрессии РСА3 в экзосомах по сравне-
нию с цельной мочой или осадком мочи, указывая 
лишь на увеличение чувствительности анализа при ис-
пользовании постмассажной мочи [11, 13, 24]. Можно 
предположить, что более дешевый и менее трудоемкий 
способ получения осадка мочи по сравнению с экзо-
сомами является наиболее предпочтительным для ана-
лиза экспрессионных маркеров при неинвазивной 
диагностике РПЖ. Вместе с тем целесообразно про-
ведение более масштабных исследований для решения 
вопроса о существовании преимущества экзосом 

как источника не только анализируемых опухолеспе-
цифичных мРНК или микроРНК, но и белковых он-
комаркеров [14, 25]. Следует отметить, что в послед-
ние годы опубликованы работы, в которых для 
определения РПЖ по РНК-маркерам в моче исполь-
зуют анализ экспрессии не одного РСА3, а панели ге-
нов, гиперэкспрессия которых ассоциирована с РПЖ. 
Одна из них включала гены РСА3, ELF3, SPP1 
и HIST1H2BG, другая – PCA3 и TMPRSS2: ERG с ис-
пользованием Progensa и новой тест-системы Т2ERG 
(Hologic), еще в одной работе анализировали экспрес-
сию 12 генов [26–28]. Опубликованы панели экспрес-
сионных маркеров без РСА3, также направленные 
на диагностику РПЖ по осадку мочи, которые вклю-
чают гены DLX1 и HOXC6 [29–31].

Заключение
Таким образом, нами проведено исследование экс-

прессии гена РСА3 в парных образцах осадка мочи 
и выделенных из нее экзосом, полученных от 12 паци-
ентов с различными стадиями РПЖ, и 8 контрольных 
образцах. Диагностическая точность анализа экспрес-
сии РСА3 в этой выборке превысила 90 %. Не выявле-
но достоверных различий чувствительности и специ-
фичности гиперэкспрессии РСА3 при анализе осадков 
по сравнению с экзосомами мочи, хотя эти результаты 
целесообразно валидировать на большей выборке па-
циентов. Полученные данные способствуют более оп-
тимальному выбору биоматериала для последующего 
анализа экспрессии генов при неинвазивной молеку-
лярно-генетической диагностике РПЖ.
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