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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Поиск потенциально маркерных молекул микроРНК в материале узловых образований под-
желудочной железы.
Материалы и методы. В исследование были включены образцы ткани очаговых образований поджелудочной 
железы с гистологическим заключением: хронический панкреатит (n = 23), интраэпителиальная неоплазия low grade 
/PanIN‑1/2 (n = 19) и high grade степени /PanIN‑3 (n = 8), инвазивная протоковая карцинома (n = 26). В рамках работы 
был проведен широкий профайлинг пулов образцов разных гистологических типов, выбор потенциально маркер-
ных микроРНК, анализ экспрессии выбранных молекул микроРНК во всех образцах, включенных в исследование, 
поиск статистически значимых различий между группами образцов, апробация нового алгоритма интерпретации 
полученных результатов путем вычисления соотношений концентраций «реципрокных пар» микроРНК. Метод ана-
лиза: обратная транскрипция с последующей количественной ПЦР в режиме реального времени.
Результаты. Уровень экспрессии молекул miR‑216a и miR‑217 снижается в ряду: PanIN‑1/2 > PanIN‑3 > протоковая 
карцинома ПЖ. Также в клетках инвазивной протоковой карциномы поджелудочной железы повышена экспрес-
сия miR‑375 и снижена экспрессия miR‑143. Высокая точность дифференциальной диагностики (AUC > 0,95) очагов 
хронического панкреатита и инвазивной протоковой карциномы ПЖ может быть обеспечена с помощью панели из 
четырех молекул miR‑216a, miR‑217, miR‑1246 и let‑7a.
Заключение. Оценка экспрессии молекул микроРНК в материале очаговых образований ПЖ с целью дифферен-
циальной диагностики протоковой карциномы имеет диагностический потенциал, но метод требует валидации 
с использованием большей коллекции биологических образцов.

Ключевые слова: микроРНК, рак поджелудочной железы, протоковая неоплазия, хронический панкреатит,  
ОТ-ПЦР, диагностика
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ABSTRACT

Purpose of the study. Identification of potential miRNA markers in material of focal pancreatic lesions.
Materials and methods. Samples of focal pancreatic lesions after histological evaluation were enrolled in the study including 
chronic pancreatitis (ChP) (n = 23), low-grade pancreatic intraepithelial neoplasia /PanIN‑1/2 (n = 19), high-grade pancreatic 
intraepithelial neoplasia /PanIN‑3 (n = 8), and invasive pancreatic ductal adenocarcinoma PDAC (n = 26). Workflow of research 
included the profiling of cancer-associated miRNA in pooled samples, the selection of potential marker miRNAs, the assess-
ment of selected miRNAs expression in total collection of specimens, the identification of differentially expressed miRNAs, 
and the approbation of new algorithm of data interpretation via ratio of “reciprocal miRNA pair”. Consequent reactions of 
revers transcription and quantitative teal-time PCR were used.
Results. The expression levels of miR‑216a and miR‑217 were decreased in the following order: PanIN‑1/2 > PanIN‑3 > PDAC. 
Moreover, miR‑375 was up-regulated while miR‑143 was down-regulated in the PDAC. Differential diagnostics of PDAC ver-
sus focal chronic pancreatitis might be performed with high accuracy (AUC > 0.95) by assessment panel of four molecules: 
miR‑216a, miR‑217, miR‑1246 and Let‑7a.
Conclusion. The assessment of microRNAs in pancreatic lesions is a promising approach for the differential diagnosis of 
PDAC, but this technology requires further validation with an increase in the number of samples.

Keywords: microRNA, pancreatic cancer, ductal neoplasia, chronic pancreatitis, RT-PCR, diagnostics
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ВВЕДЕНИЕ

В структуре онкологической заболеваемости Рос-
сии на рак поджелудочной железы (РПЖ) приходится 
3,4 % случаев, по частоте встречаемости эта нозо-
логия занимает 11 место. За период с 2010 по 2020 гг. 
наблюдался рост абсолютного числа впервые уста-
новленных диагнозов РПЖ с 7522 до 9275 случаев. 
В структуре онкологической смертности населения 
России доля диагнозов РПЖ составила 6,8 %, что со-
ответствовало 5 позиции в списке наиболее «фаталь-
ных» диагнозов. Абсолютное число умерших от РПЖ 
за период 2010-2020 гг. возросло с 7783 до 9625 [1]. 
Кумулятивная пятилетняя выживаемость пациентов 
с РПЖ (М/Ж) составляет 22,2 / 33,3 % – при I стадии; 
14,9 / 13,7 % – при II; 8,4 / 5,9 % – при III; 3,4 / 3,9 % – при 
IV стадии впервые поставленного диагноза [2]. Пред-
ставленные статистические данные подтверждают 
известный факт низкой «курабельности» РПЖ и ука-
зывают на ухудшение эпидемиологической ситуации, 
наблюдаемое вопреки развитию диагностических 
и лечебных технологий.

В основе современных диагностических стан-
дартов лежат методы физикального обследования, 
лабораторные и инструментальные методы иссле-
дования, такие как эндосонография (ЭУС), динами-
ческая мультиспиральная компьютерная томогра-
фия (МСКТ) и магнитно-резонансная томография 
(МРТ) брюшной полости [3]. Проведение биопсии 
с последующим морфологическим исследованием 
биопсийного материала рекомендовано всем паци-
ентам с подозрением на РПЖ, при этом хирургиче-
ское вмешательство в ряде случаев может быть 
выполнено без морфологического подтверждения; 
назначение консервативного лечения требует обя-
зательной морфологической верификации. Совре-
менные диагностические алгоритмы не решают 
в полной мере задачу своевременной диагностики 
РПЖ. Задача внедрения скрининга для определен-
ных групп риска и повышения эффективности диа-
гностики РПЖ представляется актуальной и пред-
полагает различные подходы [4], включая методы 
предиктивной аналитики [5], инновационные техно-
логии жидкостной биопсии [6; 7], высокотехнологич-
ные методы визуализации патологии. Современные 
инструменты позволяют сочетать эндо-УЗИ с тех-
нологиями контрастирования [8], эластографией, 
тонкоигольной аспирационной биопсией [9]. Преци-
зионная тонкоигольная аспирационная биопсия под 
контролем эндосонографии (ЭУС-ТАБ) постепенно 

входит в широкую клиническую практику, откры-
вая перспективы, во‑первых, расширения области 
применения методов морфологического анализа 
и, во‑вторых, разработки новых технологий молеку-
лярной диагностики биопсийного материала.

Основным преимуществом метода ЭУС-ТАБ 
с последующим изготовлением цитологических 
мазков и клеточного блока является относительно 
низкая инвазивность. Отечественными авторами 
была показана высокая чувствительность (93 %) 
и специфичность (100 %) комплексного морфоло-
гического исследования материала ЭУС-ТАБ при 
использовании технологии изготовления клеточ-
ных блоков, рассчитанных с учетом результатов 
последующей гистологической диагностики опе-
рационного материала [10]. Несмотря на очевид-
ные преимущества, технология и результативность 
ЭУС-ТАБ сопровождается известными объектив-
ными и субъективными трудностями последую-
щей цитологической диагностики. Тонкоиголь-
ная пункция позволяет получить микрофрагмены 
ткани образований железы и клеточную взвесь, 
результативность анализа которых определяется 
объемом и топикой аспирата. Сложности так же 
возникают в оценке пролиферативных процессов 
протокового эпителия, которые наблюдаются как 
в  участках состоявшейся интраэпителиальной 
неоплазии (прежде всего PanIN3), так и в участках 
реактивной гиперплазии, ассоциированной с тече-
нием панкреатита; клеточные признаки при этом 
схожи, и дифференциальная диагностика часто 
затруднена в связи с малым количеством материа-
ла. В отличии от гистологического исследования 
операционного материала в материале ТАБ слож-
нее оценивать состояние базальной мембраны, 
структурность и нежелезистые паттерны органа. 
В этой связи дополнительные технологии моле-
кулярной диагностики эпителиальных изменений 
могут повысить информативность комплексного 
морфологического диагноза.

МикроРНК – короткие регуляторные молекулы, 
контролирующие стабильность белок-кодирующих 
РНК и эффективность белкового синтеза. Транс-
формация эпителия протоков железы отражает 
многоступенчатый процесс развития протоковой 
аденокарциномы (доминирующей морфологиче-
ской формы РПЖ); этот процесс сопровождается 
изменением профиля экспрессии (или состава) 
молекул микроРНК. Поэтому, анализ состава ми-
кроРНК в биопсийном материале представляется 
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перспективным методом диагностики очаговых 
поражений ПЖ, что подтверждается активностью 
исследований и количеством соответствующих 
публикаций. Поиск в  базе научной литературы 
PubMed по ключевым словам «pancreatic cancer 
AND miRNA» выдает более 2,8 тысяч публикаций. 
Анализ имеющейся научной информации представ-
лен в ряде обзорных статей [11-15], но в клиниче-
ской практике пока нет примеров диагностических 
тест-систем на основе анализа микроРНК в мате-
риале узловых образований ПЖ.

Цель исследования: на основании анализа 
экспрессии опухоль-ассоциированных микроРНК 
выбрать потенциальные микроРНК-маркеры РПЖ, 
оценить показатели диагностической значимости 
метода и разработать алгоритм анализа данных 
ПЦР. Оценить возможность и целесообразность 
разработки и внедрения в клиническую практику 
метода дифференциальной диагностики патологи-
ческих процессов ПЖ на основе анализа микроРНК 
в материале ЭУС-ТАБ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пациенты
План исследования был одобрен локальным 

этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Петрова» Минздрава России, выписка 
27/27 № 1 от 28.01.2021 г. Всеми пациентами было 
подписано информированное согласие на участие 
в исследовании. Перед включением в исследова-
ние биологические образцы и клинические данные 
были деперсонализированы.

В исследовании были включены пациенты, про-
ходившие лечение в ФГБУ СЗОНКЦ им. Л. Г. Соко-
лова и в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова» 
Минздрава России. В соответствии со стандартами 
оказания медицинской помощи и клиническими 
рекомендациями (ID:355) всем пациентам были 
проведены панкреато-дуоденальная резекция 
или панкреатэктомия. Материал образований ПЖ 
немедленно помещался в забуференный раствор 
10 % формалина в соотношение 1:10 и после 24 
часовой фиксации вырезался в кассеты для даль-
нейшей гистологической проводки и последующей 
световой микроскопии. На основе гистологиче-
ского исследования окрашенных гематоксилином 
эозином препаратов в исследование был включен 
материал от 47 пациентов. В большинстве случаев 
анализ препаратов позволил выделить участки тка-

ни с разной морфологической структурой, поэтому 
для дальнейшего исследования было подготовлено 
76 репрезентативных образцов.

Выделение РНК
Из образцов ткани были приготовлены срезы 

толщиной 3–4 мкм, депарафинизация срезов про-
водилась путем инкубации в 1 мл минерального 
масла (MP Biomedicals, США) при 65 °C – 15 мин, 
затем масло и парафин удалялись с помощью двух 
отмывок 96 % этанолом. Протеолиз был проведен 
в 100 мкл раствора протеиназы К, 2 мг/мл (актив-
ность: 30 ед. акт. /мг, Альгимед-Техно, Беларусь) при 
60 °C – 1 час. Оставшуюся после протеолиза ткань 
осаждали путем центрифугирования (10 000х  g, 
4 °C – 10 мин), супернатант (~100 мкл) переносили 
в чистую пробирку, добавляли 200 мкл буферa (0,8М 
ацетат натрия; рН 4,0; 0,5 % октановой кислоты) 
и 100 мкл р-ра гуанидин изотиоцианата (3М), пере-
мешивали, и инкубировали 5 минут при комнатной 
температуре. Образец переносили на спин-колонку, 
заполненную сорбентом (BioSilica, Россия), про-
мывали дважды буфером для промывки № 1 (500 
мкл; 0,5М гуанидин изотиоцианат; 10мМ трис-ацетат; 
рН 6,5; 50 % этанол; 1 % 2‑меркаптоэтанол) и дважды 
буфером для промывки № 2 (500 мкл; 75 % этанол; 
0,1М хлорид натрия, 10мМ трис-гидрохлорид; рН 7,5. 
РНК с поверхности сорбента элюировали с помо-
щью 50 мкл буфера для элюции (10мМ NaHCO3, 
10 мМ ЭДТА). Концентрацию и качество выделен-
ной РНК оценивали с помощью спектрофотометра 
NanoDrop 2000C (Thermo Scientific, США).

«Профайлинг» опухоль-ассоциированных 
миркоРНК
С целью выбора потенциально маркерных мо-

лекул был проведен анализ экспрессии (профай-
линг) 85 миркоРНК, ассоциированных с процес-
сом неопластической трансформации. Для этого 
были сформированы «пулы», представляющие 
собой смеси РНК образцов сходной морфологии: 
хронический панкреатит (ChP), интраэпителиаль-
ная неоплазия ПЖ (PanIN), инвазивная протоковая 
аденокарцинома ПЖ (PDAC). Анализ был проведен 
с помощью набора реагентов, производства ком-
пании Exiqon (miScript II RT Kit, miRCURY LNA miRNA 
Cancer-Focus PCR Panel), который предполагает 
последовательное проведение реакции поли-аде-
нилирования, обратной транскрипции всех моле-
кул РНК с помощью поли-Т праймера, и реакции 
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количественной ПЦР в реальном времени для 85 
молекул микроРНК. Интенсивность амплификации 
оценивалась с помощью ДНК-интерколирующего 
реагента SYBR-green. Все реакции были проведены 
в соответствии с протоколом производителя на 
амплификаторе CFX96 Touch™ (Bio-Rad, США).

Анализ экспрессии отдельных молекул 
микроРНК
Анализ экспрессии отдельных молекул ми-

кроРНК в материале каждого образца (n = 76) был 
проведен методом ОТ-ПЦР с помощью наборов 
производства компании «Альгимед-Техно» (Бела-
русь). Набор для анализа каждой микроРНК пред-
полагал проведение двух-фланговой («two-tailed») 
микроРНК-специфичной реакции обратной тран-
скрипции с использованием ОТ-праймера, «фланги» 
которого комплиментарно связывали 3'- и 5'-концы 
молекулы миркоРНК, ориентируясь «навстречу» 
друг другу. Такая технология праймирования ре-
акции обратной транскрипции обеспечивала ее 
высокую специфичность [16]. Затем проводилась 
реакция количественной ПЦР в реальном времени 
с использованием двух микроРНК-специфичных 
ПЦР праймеров. Интенсивность амплификации оце-
нивали с помощью флуоресцентно-меченного ПЦР 
зонда. Все реакции ОТ-ПЦР проводились в соответ-
ствии с протоколами производителя, каждый ана-
лиз был сделан в трех повторах на амплификаторе 
CFX96 Touch™ (Bio-Rad, США).

Статистика
Нормализация данных «профайлинга» произво-

дилась согласно рекомендациям производителя: 
результаты анализа каждого образца были норма-
лизованы относительно среднего арифметического 
значения пороговых циклов (Ct) трех референсных 
молекул. Перед сравнением результатов анализа 
отдельных образцов (пулов) была проведена нор-
мализация относительно «меж-планшетных» кали-
браторов. Молекулы для последующего анализа 
выбирались путем простого сравнения нормали-
зованных значений Ct.

Нормализация данных анализа отдельных 
молекул (n  = 24)  в индивидуальных образцах 
(n = 76) была проведена двумя альтернативными 
способами: относительно среднеарифметического 
для всех исследований (24 × 76 = 1842) значения 
порогового цикла (total Ct) и относительно одной из 
24 исследуемых молекул, для которой был харак-

терен наиболее стабильный уровень экспрессии 
в исследуемых образцах. Для выбора оптималь-
ного нормализатора, стабильность (или вариа-
бельность) экспрессии анализируемых молекул 
оценивали с помощью алгоритма NormFinder [17]. 
Нормализация проводилась по стандартной мето-
дике подсчета (формула 1):

dCt = 2Ct(miRNA)-Ct(нормализатор)

Оценку статистической значимости разницы 
уровней экспрессии отдельных микроРНК в срав-
ниваемых группах проводили с помощью непара-
метрического критерия Манна-Уитни (Mann-Whitney 
U-test). Прогностическую значимость каждой 
молекулы оценивали с  помощью ROC-анализа 
(построения ROC-кривой и вычисления значения 
AUC). Также был произведен поиск оптимальных 
соотношений относительных концентраций так на-
зываемых «реципрокных пар» молекул миркоРНК 
(молекул с разнонаправленными и ассоциирован-
ными с процессом неопластической трансфор-
мации изменениями уровней экспрессии). Для 
автоматизированного решения этой задачи был 
разработан программный алгоритм. Реципрокные 
пары формировались как все возможные комбина-
ции 24 тестируемых микроРНК. Общее количество 
анализируемых пар было определено по формуле 2:

(где P – число уникальных комбинаций, n – об-
щее число молекул (24), r – число молекул в каж-
дой комбинации (2)). Затем для каждой пары был 
определен параметр соотношения эффективности 
амплификации (Ratio miR‑1/miR‑2) по формуле 3:

dCt = 2Ct(miR‑1)-Ct(miR‑2)

Оценка диагностической значимости таких 
параметров производилась аналогично значимо-
сти отдельных молекул: с помощью ROC-анализа 
и вычисления значения AUC.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн исследования, подготовка образцов
В практике анализа материала ЭУС-ТАБ очаго-

вых образований ПЖ клиническое значение имеет 
дифференциальная диагностика между состоя-
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Рис. 1. Дизайн исследования. 

Рис. 2. Репрезентативные примеры участков патологических образований ПЖ.
Примечание: А – фиброзирующий хронический панкреатит (ChP): структура железы с выраженными структурными изменениями, 
потерей ацинарных клеток, выраженным фиброзом с воспалительной инфильтрацией, сдавленными деформированными про-
токами и участками пролиферации мелких протоков; Б – интраэпителиальное поражение (PanIN1/2): мелкие протоки поджелу-
дочной железы с выстилкой из однослойного цилиндрического протокового эпителия с преимущественно базально расположен-
ными ядрами (PanIN1), а также участками с признаками псевдостратификации – ядрами, располагающимися на разном уровне 
(PanIN2); В – интраэпителиальное поражение (PanIN3): крупный проток поджелудочный железы, выстланный преимущественно 
клетками с клеточной и ядерной атипией, высоким ядерно-цитоплазматическим соотношением, гиперхромией ядер, неровны-
ми ядерными контурами, потерей полярности ядер, фигурами митозов, частью по типу foamy-gland pattern (пенистые клетки), 
частично со слизеобразованием и онкоцитарной дифференцировкой. Атипичные клетки располагаются в пределах базальной 
мембраны; Г – инвазивная протоковая аденокарцинома (PDAC) с распространенной периневральной инвазией. Окраска во всех 
случаях гематоксилином-эозином.

A

B

Б

Г
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ниями, имеющими сходную клиническую и соно-
графическую картины: хронический панкреатит 
(Chronic pancreatitis, ChP), интраэпителиальные 
поражения разной степени злокачественности 
(Pancreatic intraepithelial neoplasia, PanIN), и инвазив-
ная протоковая аденокарцинома (pancreatic ductal 
adenocarcinoma, PDAC). С учетом задачи поиска 

маркеров дифференциальной диагностики пере-
численных состояний, план исследования предпо-
лагал последовательное выполнение следующих 
этапов: 1) гистологический анализ патологии ПЖ 
(операционный материал), 2) выбор и микродиссек-
ция участков с соответствующей морфологической 
картиной, выделение РНК, 3) формирование «пу-

Таблица 1. «Профиль» экспрессии 18 потенциально маркерных молекул микроРНК в неизмененной ткани ПЖ и 
клетках очаговых образований различной морфологии

№ МикроРНК

Относительный уровень экспрессии в патологических 
образцах (miRNA Cancer-Focus PCR Panel)

Относительный уровень 
экспрессии в клетках неиз-

мененной ткани поджелудочной 
железы (miRNATissueAtlas2)ChP PanIN1/2/3 PDAC

1 hsa-let-7a-5p 9,13 14,41 7,80 512,4

2 hsa-miR-10b-5p 0,50 0,40 0,60 111,5

3 hsa-miR-15a-5p 0,80 1,29 0,82 143,6

4 hsa-miR-23a-3p 6,96 4,43 5,21 462,7

5 hsa-miR-24-3p 10,03 7,67 8,31 177,2

6 hsa-miR-26b-5p 2,22 2,73 1,70 415,5

7 hsa-miR-27a-3p 10,25 9,31 7,08 229,1

8 hsa-miR-29c-3p 2,21 5,91 2,86 1298,3

9 hsa-miR-125b-5p 32,56 17,24 17,46 426,3

10 hsa-miR-126-3p 13,02 7,50 5,39 532,6

11 hsa-miR-141-3p 2,99 10,13 3,02 82

12 hsa-miR-143-3p 3,20 3,92 6,22 94,6

13 hsa-miR-145-5p 23,79 12,19 23,60 509,2

14 hsa-miR-146b-5p 0,51 0,80 0,61 82,1

15 hsa-miR-155-5p 0,32 0,39 0,28 74,7

16 hsa-miR-192-5p 1,38 4,25 4,08 24,6

17 hsa-miR-200a-3p 0,38 1,01 0,90 22,8

18 hsa-miR-200c-3p 7,56 10,96 5,16 17,4

Таблица 2. Перечень молекул дополнительно включенных в исследование

№ МикроРНК Относительный уровень экспрессии в клетках неизмененной ткани 
поджелудочной железы (miRNATissueAtlas2)

Источник  
литературы

1 hsa-miR-375-3p 20,4 [19]

2 hsa-miR-451a-5p 4650,4 [13]

3 hsa-miR-1246 3416,7 [20]

4 hsa-miR-1290 886,3 [21]

5 hsa-miR-216a-5p 42,3 [22]

6 hsa-miR-217-5p 20,1 [23]
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лов» РНК из образцов с характерной морфологией 
и анализ 85 опухоль-ассоциированных миркРНК 
(«профайлинг»), 4) выбор и анализ потенциально 
маркерных молекул миркоРНК, 5) статистическая 
обработка результатов. Дизайн исследования схе-
матично представлен на рисунке 1.

Препараты ChP при отборе на площади всего 
среза не содержали ткани опухоли, морфологи-
ческая картина варьировала от слабой воспали-
тельной инфильтрации с умеренным фиброзом 
(как внутридольковым, так и перидуктальным) до 
выраженной воспалительной реакции с участка-
ми фиброзирующего Ch P. В группу PanIN1/2 были 
включены образцы внутрипротоковых папилляр-
ных муцинозных неоплазий (Intraductal papillary 
mucinous neoplasm, IPMN) и муцинозных кистозных 
опухолей (Мucinous cystic neoplasm, MCN) с низ-
кой степенью дисплазии. Препараты этой группы 
могли включать в  себя небольшие фрагменты 
неизмененной ткани ПЖ. Группа PanIN3 включала 
образы дисплазии тяжелой степени, включая слу-
чаи IPMN и MCN, исключалось наличие участков 
PDAC. Группа PDAC была представлена типичными 
гистотипами и двумя случаями муцинозной цист-
аденокарциномы с умеренной или низкой степенью 
дифференцировки. Данная категория содержала 
в срезах небольшие участки сочетания с PanIN3.

В ходе световой микроскопии были выделены 
зоны с соответствующей морфологической кар-
тиной, проведена микродиссекция выбранных 
участков ткани для последующего выделения РНК. 
В ряде случаев из одного образца был получен 

материал для разных групп. В итоге в исследова-
ние были включены следующие образцы: ChP (n = 
23), PanIN1/2 (n = 19), PanIN3 (n = 8), PDAC (n = 26). 
Репрезентативные примеры участков с характер-
ной морфологической картиной, выбранных для 
исследования, представлены на рисунке 2.

Выбор потенциально «маркерных» 
микроРНК
Тотальная РНК была выделена из всех образ-

цов. Наблюдался большой разброс концентраций 
РНК (0,5-350 нг/мкл), что могло быть следствием 
неоднородности ткани и/или разной степени со-
хранности внутриклеточных РНК в разных участ-
ках. РНК, выделенные из гистологически сходных 
образцов, были объединены в равных массовых 
долях в так называемые «пулы» для предвари-
тельного анализа профиля экспрессии потенци-
ально маркерных молекул. Такой подход позволяет 
провести сравнительный анализ групп образов 
максимально экономично, но без возможности 
оценки статистической значимости полученных ре-
зультатов. Проведенный анализ позволил оценить 
разницу между тремя состояниями: хроническим 
панкреатитом (ChP), интраэпителиальной неопла-
зией любой степени (PanIN1/2/3) и инвазивной 
протоковой аденокарциномой ПЖ (PDAC). Моле-
кулы микроРНК с относительно высоким и суще-
ственно отличающимся уровнем экспрессии в трех 
группах были выбраны для последующего анали-
за. Дополнительным критерием отбора служила 
информация о детектируемой ранее экспрессии 

Рис. 3. Результаты оценки экспрессионной вариабельности молекул микроРНК (n.23) в анализируемых образцах (n.76) с 
помощью алгоритма NormFinder.
Примечание: алгоритм NormFinder [17] позволяет ранжировать анализируемые молекулы в соответствии с уровнем стабиль-
ности / вариабельности их экспрессии в группе исследуемых образцов. Коэффициент стабильности = 1 соответствует молекуле, 
уровень экспрессии которой идентичен во всех образцах, такие молекулы могут быть использованы в качестве нормализаторов. 
В рамках проведенного эксперимента максимально стабильный уровень экспрессии был показан для miR-200a.
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этих молекул в клетках ПЖ, представленная в базе 
данных «miRNATissueAtlas2» [18]. Таким образом, 
были выбраны 18 молекул. В таблице 1 представ-
лены нормализованныe показатели экспрессии 
выбранных молекул в клетках трех вариантов пато-
логических очаговых образований: ChP, panIN1/2/3, 
PDAC и данные, относительно экспрессии этих 
молекул в клетках неизмененной ткани поджелу-
дочной железы (по данным miRNATissueAtlas2). 
Следует отметить, что сравнение представленных 
результатов анализа групп патологических и нор-
мальных образцов не правомерно, т. к. это резуль-
таты разных исследований, выполненных разны-
ми методами. Но сравнительная оценка разных 
молекул в рамках определенного исследования 
может быть информативной. В целом, представ-
ленные результаты позволяют утверждать, что 
выбранные 18 молекул действительно активно 
экспрессируются в клетках ПЖ, а формирование 
очаговых образований путем хронической воспа-
лительной реакции или малигнизации, вероятно, 
ассоциировано с изменением их экспрессионной 
и функциональной активности.

Анализ проведенных ранее исследований пока-
зал, что ряд молекул микроРНК, не включенных 
в miRCURY LNA miRNA Cancer-Focus PCR Panel, иг-
рает важную роль в развитии РПЖ и может иметь 
диагностический потенциал; они (n = 6) были также 
включены в исследование. Уровень экспрессии 
этих молекул в неизмененной ткани ПЖ по данным 
«miRNATissueAtlas2» и ссылки на соответствующие 
исследования представлены в таблице 2. Таким 
образом, была сформирована «панель» из 24 потен-
циально маркерных молекул микроРНК.

Анализ потенциально маркерных молекул
Уровень экспрессии каждой из выбранных 24 

молекул был оценен с помощью реакции микроРНК-
специфичной двуx-фланговой ОТ и последующей 
ПЦР в каждом образце, включенном в исследова-
ние. Специфичность ОТ обеспечивалась ОТ-прайме-
ром, имеющим два фланга для связывания с молеку-
лой микроРНК. В результате реакции ОТ происходил 
синтез молекулы комплементарной ДНК, оба фланга 
которой имели микроРНК-специфичные участки 
для связывания с ПЦР-праймерами. Возможность 

Таблица 3. Результаты сравнительного анализа экспрессии потенциально маркерных микроРНК в образцах 
очаговых образований РП разной морфологии

МикроРНК ChP (n = 23) PanIN1/2 (n = 19) PanIN3 (n = 8) PDAC (n = 26) Kruskal-Wallis test

hsa-miR-143-3p 0,1 0,16 0,09 0,04 0,0007 ***

hsa-miR-217-5p 0,87 0,42 0,28 0,07 0,001 ***

hsa-miR-216a-5p 1,48 0,84 0,83 0,38 0,0032 **

hsa-miR-375-3p 0,2 0,32 0,13 0,48 0,0137 *

hsa-miR-200c-3p 0,18 0,23 0,24 0,10 0,0259 *

hsa-miR-1246 0,07 0,09 0,09 0,03 0,0336 *

hsa-miR-155-5p 0,4 0,38 0,31 0,22 0,1098

hsa-miR-146b-5p 1,4 2,56 2,5 0,84 0,1131

hsa-miR-26b-5p 0,42 0,23 0,58 0,22 0,1485

hsa-miR-192-5p 0,5 0,38 0,19 0,29 0,1538

hsa-miR-125b-5p 0,09 0,17 0,34 0,20 0,2127

hsa-miR-451a-5p 0,11 0,12 0,04 0,52 0,2323

hsa-miR-29c-3p 0,84 5,97 17,65 0,62 0,2599

hsa-miR-24-3p 0,09 0,1 0,12 0,09 0,3167

hsa-let-7a-5p 0,34 0,31 0,27 0,24 0,3674

hsa-miR-126-3p 0,96 1,05 0,66 1,00 0,4304

hsa-miR-10b-5p 51,04 70,6 50,47 74,01 0,4911
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оценки уровней экспрессии микроРНК и высокая 
специфичность данного подхода были показаны 
ранее [24]. По результатам проведенного анализа 
молекула miR‑1290 была исключена из последующих 
этапов исследования, так как уровень ее экспрессии 
в большинстве образцов оказался ниже предела 
чувствительности используемого метода.

С целью определения оптимального нормали-
затора данных ОТ-ПЦР, была проведена оценка 
вариабельности экспрессии каждой из 23 моле-
кул с помощью алгоритма NormFinder, результаты 
представлены на рисунке 3.

Наиболее стабильный уровень экспрессии 
(stability value → 1) был показан для микроРНК‑200а, 
которая в дальнейшем была использована в каче-
стве нормализатора. Альтернативный метод нор-

мализации предполагает вычисление среднего 
арифметического значения пороговых циклов (total 
Ct), полученных в рамках исследования (76 образ-
цов × 24 молекулы = 1824), и нормализации всех 
результатов относительно этого значения  [25]. 
Результаты ОТ-ПЦР были нормализованы двумя 
методами: относительно значения total Ct и относи-
тельно Ct (миР‑200а) для каждого индивидуального 
образца. Нормализованные значения были объ-
единены в группы (ChP, PanIN1/2, PanIN3, PDAC), что 
позволило оценить разницу экспрессии отдельных 
молекул в исследуемых группах. Для ряда молекул 
наблюдались противоречия между результатами, 
полученными с помощью разных методов нормали-
зации. Такие молекулы были исключены из после-
дующего анализа. В расчет принимались только 

Рис. 5. Сравнительный анализ уровня экспрессии miR-375 и miR-143 в ткани очагов хронического панкреатита и РПЖ.
Примечание: график представляет средние арифметические значения для группы образцов хронического панкреатита / ChP  
(n = 23) и протоковой карциномы / PDAC (n = 26). Оценка статистической значимости наблюдаемой разницы проведена путем 
расчета критерия Манн-Уитней (* p < 0,05; *** p < 0,0005)

Рис. 4. Сравнительный анализ уровня экспрессии miR-216a и miR-217 в ткани образцов очаговых образований поджелудочной 
железы различной гистологической структуры.
Примечание: группы образцов хронического панкреатита /  ChP (n = 23), внутри-эпителиальная неоплазия легкой /  PanIN-1/2  
(n = 19), и тяжелой степени / PanIN-3 (n = 8), протоковая карцинома / PDAC (n = 26). Оценка статистической значимости наблюдае-
мой разницы проведена путем расчета критерия Краскела-Уоллиса (** p < 0,005; *** p < 0,0005)
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те результаты, которые были сходными при раз-
личных методиках нормализации, т. е. минимально 
зависели от них; таких молекул было 17 из 23.

Следующим этапом была проведена оценка ста-
тистической значимости разницы уровней экспрес-
сии отдельных микроРНК между клиническими 
группами. Результаты представлены в таблице 3.

Для ряда молекул наблюдалась статистически 
значимое изменение экспрессионной активности 
в ряду PanIN‑1/2 – PanIN‑3 – PDAC. Например, по-
вышение степени тяжести дисплазии протокового 
эпителия сопровождалось снижением уровня экс-
прессии miR‑216a и miR‑217 (рис. 4).

Полученные результаты позволяют предпола-
гать, что низкая экспрессия этих молекул в мате-

риале ЭУС-ТАБ очагового поражения ПЖ может 
быть маркером его злокачественной природы. Ста-
тистически значимая разница между исследуемы-
ми группами была получена еще для ряда молекул: 
miR‑143, miR‑375, miR‑200с и miR‑1246.

Интересно, что при сравнении групп образцов 
ChP и PDAC, без учета данных, полученных для 
образцов интраэпителиальных поражения разной 
степени злокачественности (PanIN1/2/3), наблюда-
лось повышение уровня экспрессии miR‑375 и сни-
жение уровня экспрессии miR‑143, ассоциирован-
ные с процессом хронического воспаления (рис. 5).

С  целью оценки перспектив использования 
анализа отдельных потенциально маркерных 
микроРНК именно в рамках данной диагностиче-

Таблица 4. Показатели эффективности дифференциальной диагностики хронического панкреатита и РПЖ путем 
анализа отдельных молекул микроРНК

МикроРНК AUC Чувс. Спец. ППЗ, % НПЗ, % Точность, %

hsa-miR-143-3p 0,75 70,59 82,61 79,17 75,00 77,50

hsa-miR-216a-5p 0,81 76,19 78,26 78,26 76,19 77,27

hsa-miR-217-5p 0,81 76,19 78,26 78,26 76,19 77,27

hsa-miR-375-3p 0,78 71,43 71,43 71,43 71,43 71,43

Таблица 5. Показатели эффективности дифференциальной диагностики хронического панкреатита (ChP) и РПЖ 
(PDAC) на основе оценки концентрационных соотношений «реципрокных пар» миркоРНК

Пара микроРНК AUC Чувс. Спец. ППЗ, % НПЗ, % Точность, %

miR-1246/miR-217 0,95 95,24 82,61 95,00 83,33 88,64

miR-1246/miR-216a 0,95 90,00 91,30 91,30 90,00 90,70

miR-1246/miR-375 0,81 85,00 73,91 85,00 73,91 79,07

miR-143/miR-216a 0,83 81,25 82,61 86,36 76,47 82,05

let-7a/miR-216a 0,97 94,44 94,74 94,74 94,44 94,59

miR-155/miR-217 0,93 88,89 90,48 90,48 88,89 89,74

let-7a/miR-217 0,96 88,24 100,00 90,48 100,00 94,44

miR-155/miR-216a 0,91 83,33 90,48 86,36 88,24 87,18

miR-192/miR-216a 0,93 83,33 100,00 87,50 100,00 92,31

miR-192/miR-217 0,91 80,95 95,24 83,33 94,44 88,10

miR-143/miR-217 0,85 68,75 95,65 81,48 91,67 84,62

miR-200c/miR-216a 0,88 80,95 78,26 81,82 77,27 79,55

miR-200c/miR-217 0,88 75,00 78,26 78,26 75,00 76,74

miR-451a/miR-216a 0,81 80,00 78,26 81,82 76,19 79,07

miR-451a/miR-217 0,82 85,71 73,91 85,00 75,00 79,55
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ской дилеммы, для молекул с максимальной раз-
ницей уровня экспрессии между сравниваемыми 
группами (miR‑143, miR‑217, miR‑216a, miR‑375) был 
проведен ROC анализ и подсчет стандартных пара-
метров диагностической значимости. Результаты, 
представленные в таблице 4 и на рисунке 6, ука-
зывают на высокий диагностический потенциал 
этих маркеров.

Алгоритм дифференциальной диагностики
Нормализация результатов ОТ-ПЦР анализа 

микроРНК и клинически применимая интерпре-
тация результатов такого анализа является не-
тривиальной задачей. Одним из подходов к  ее 
решению представляется поиск молекул с реци-
прокным (разнонаправленным) характером опу-
холь-ассоциированных экспрессионных изменений 
и оценка соотношения концентраций таких моле-
кул. Эффективность этого подхода была доказана 
ранее: значения таких экспрессионных соотноше-
ний могут иметь более высокий диагностический 
потенциал, чем показатели оценки экспрессии 
отдельных молекул [26].

В рамках данной работы был применен разра-
ботанный ранее расчетный алгоритм для поиска 
перспективных «реципрокных пар» микроРНК. Так, 
этот алгоритм предполагал подбор всех возможных 
пар молекул микроРНК (по формуле 2), расчет иx 
концентрационных соотношений (по формуле 3) и 
ROC анализ полученных параметров (miR‑1/miR‑2 

Ratio) в качестве маркеров дифференциальной 
диагностики ChP vs. PDAC. Таким образом для 276 
пар молекул были рассчитаны показатели диагно-
стической значимости, включая AUC, чувствитель-
ность, специфичность, позитивное предиктивное 
значение (positive predictive value, PPV), негативное 
предиктивное значение (negative predictive value, 
NPV) и диагностическая точность (accuracy). Пред-
ставленные в таблице 5 результаты демонстрируют 
высокий диагностический потенциал многих «реци-
прокных пар» микроРНК (AUC > 0,8).

Рис. 6. Оценка диагностической ценности анализа отдельных 
молекул микроРНК в рамках дифференциальной диагностики 
хронического панкреатита и РПЖ.
Примечание: представлены результаты ROC (Receiver 
operation curve) анализа и значения площади под кривыми 
AUC (area under curve) для четырех молекул. 

Рис. 7. Оценка диагностической ценности анализа «реципрокных пар» молекул микроРНК в рамках дифференциальной 
диагностики хронического панкреатита и РПЖ.
Примечание: А – результаты оценки диагностического потенциала miR-216a и нескольких «реципрокных пар», формируемых этой 
молекулой. Б – результаты оценки диагностического потенциала miR-217 и нескольких «реципрокных пар», формируемых этой 
молекулой. Представлены результаты ROC (Receiver operation curve) анализа и значения площади под кривыми AUC (area under curve). 
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Из данных таблицы видно, что в состав «реци-
прокных пар» входят молекулы, имеющие отно-
сительно высокий диагностический потенциал 
в качестве индивидуальных маркеров. Но расчет 
соотношения концентрации этих молекул относи-
тельно концентраций молекул с «реципрокным» ха-
рактером РПЖ-ассоциированных экспрессионных 
изменений, позволяет существенно повысить пока-
затели диагностической значимости. На рисунке 7 
представлены ROC-кривые, подтверждающие этот 
вывод для «реципрокных пар», которые формируют 
молекулы miR‑216a и miR‑217.

Так, значение AUC для miR‑216a равно 0,81, 
а для соотношений концентрации этой молекулы 
и miR‑192, miR‑1246 или let‑7a значения AUC повы-
шаются до 0,93, 0,95 и 0,97 соответственно. Ана-
логично, значение AUC для miR‑217 равно 0.81, 
а для соотношений концентрации этой молекулы 
и miR‑155, miR‑1246 или let‑7a значения AUC повы-
шаются до 0,93, 0,95 и 0,96, соответственно. В це-
лом, анализ «панели» из четырех молекул, miR‑216a, 
miR‑217, miR‑1246 или let‑7a, обеспечивает возмож-
ность расчета четырех параметров для дифферен-
циальной диагностики хронического панкреатита 
и РПЖ, причем значение AUC этих параметров нахо-
дится в диапазоне 0,95–0,97, чувствительность – 
0,88–0,95, специфичность – 0,82–1.

ОБСУЖДЕНИЕ

В статье представлены результаты пилотного 
исследования, проведенного с целью оценки пер-
спектив разработки метода дифференциальной 
диагностики очаговой патологии ПЖ на основе 
анализа микроРНК в материале биоптатов. В ра-
боте были использованы материалы послеопера-
ционного гистологического исследования. Авторы 
предполагают, что полученные результаты послу-
жат основой для создания инновационного метода 
молекулярного анализа материала ЭУС-ТАБ, кото-
рый сможет дополнить и повысить диагностиче-
ский потенциал стандартного морфологического 
исследования.

В ходе исследования был проведен анализ экс-
прессии 85 молекул микроРНК, функция которых 
ассоциирована с  канцерогенезом, в  материале 
76 образцов, полученных от 47 прооперирован-
ных пациентов. Гистологическое исследование 
позволило сформировать четыре группы образ-
цов, соответствующие диагнозам хронического 

панкреатита (ChP), панкреатической интраэпите-
лиальной неоплазии легкой степени (PanIN‑1/2), 
внутри-эпителиальной неоплазии тяжелой степени 
(PanIN‑3) и наиболее распространенной формы 
РПЖ (инвазивной протоковой аденокарциномы, 
PDAC). Анализ экспрессии микроРНК позволил 
выявить статистически значимые отличия уров-
ней экспрессии в клинических группах для ряда 
молекул: miR‑143, -217, -216a, -375, -200c, -1246. Полу-
ченные результаты имеют как фундаментальное, 
так и прикладное значение.

Участие miR‑217 [23], -216a [22], -375 [19], -1246 [20] 
в процессе злокачественной трансформации про-
токового эпителия поджелудочной железы было 
показано ранее; эти данные были подтверждены 
результатами нашей работы. Угнетение экспрес-
сии miR‑143 в клетках РПЖ является интересной 
находкой, которая также находит подтверждение 
в научной литературе. Так, сравнительный анализ 
неизмененной ткани железы и РПЖ, проведенный 
китайскими исследователями на материале 37 паци-
ентов, показал аналогичные нашим результаты [27]. 
Кроме того, эктопическая экспрессия этой молекулы 
в различных линиях клеток РПЖ (MIA PaCa‑2 and 
PANC‑1) имела терапевтический эффект, угнетая про-
лиферацию и метастатический потенциал клеток [27; 
28]. В экспериментах in vitro показано, что снижение 
концентрации / функциональной активности miR‑143 
в клетках РПЖ ассоциировано с активацией экс-
прессии ряда онкогенов (ARHGEF1 (GEF1), ARHGEF2 
(GEF2), K-RAS), что подтверждает терапевтический 
потенциал синтетических аналогов этой молекулы.

В рамках нашего исследования статистически 
значимых изменений экспрессии miR‑1246 обнару-
жено не было, но соотношение концентрации этой 
молекулы и концентрации miR‑216a или miR‑217 
показало высокий диагностический потенциал. По-
лученные результаты указывают на возможность 
активации экспрессии этой молекулы в клетках 
РПЖ, причем этот процесс ассоциирован с угнете-
нием экспрессии miR‑216a или miR‑217. Имеет ли 
эта ассоциация случайный характер или она биоло-
гически обоснована пока неизвестно. Анализ науч-
ной литературы не формирует однозначного пред-
ставления об участии miR‑1246 в развитии РПЖ. 
В ряде публикаций показан диагностический потен-
циал циркулирующий в плазме miR‑1246 [6; 29], но 
какова связь между концентрацией этой молекулы 
в плазме и ее ролью в клетках РПЖ не ясно. Ана-
лиз биогенеза этой молекулы в опухолевых клет-
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ках был недавно проведен группой американских 
исследователей [30]. Было показано, что miR‑1246 
является продуктом деградации малой ядерной 
РНК (RNU2-1), которая функционирует в составе 
ядерного комплекса сплайсосомы. В таком случае 
miR‑1246 является продуктом неканонического пути 
синтеза микроРНК, а повышение внутриклеточ-
ной концентрации и/или секреции этой молекулы 
клетками РПЖ может не быть связано с ее ролью 
в процессе пост-транскрипционной регуляции экс-
прессии генов-мишеней. В рамках нашего исследо-
вания было показано, что экспрессия молекулы 
let‑7a имеет «реципрокный» характер относительно 
экспрессии miR‑216a и miR‑217. Биологический 
смысл этого феномена также пока неизвестен, но 
он может быть использован в рамках разработки 
алгоритма клинически приемлемой интерпретации 
результатов ОТ-ПЦР. В целом, полученные резуль-
таты дополняют имеющиеся представления о роли 
отдельных молекул микроРНК в развитии РПЖ.

Более существенным представляется практиче-
ское значение полученных результатов, которые 
продемонстрировали, во‑первых, техническую воз-
можность выделения и анализа микроРНК в био-
птатах образований ПЖ с помощью отечественных 
реагентов, и, во‑вторых, диагностический потенциал 
такого анализа. В плане разработки технологии, при-
годной для клинического применения, необходимо 
приложить дополнительные усилия для (1) разработ-
ки метода консервации материала ЭУС-ТАБ и после-
дующего выделения малых РНК и (2) определения 
оптимального (минимального) набора маркерных 
микроРНК для включения в диагностическую «па-
нель» для дифференциальной диагностики очаго-
вого поражения поджелудочной железы. С целью 
обеспечения высоких и, главное, стабильных пока-
зателей диагностической значимости тест-системы 
важным аспектом является разработка алгоритма 

интерпретации данных ОТ-ПЦР. Решение аналогич-
ной задачи было реализовано нами в рамках со-
здания тест-системы для оценки степени тяжести 
дисплазии цервикального эпителия [31]. Так, опти-
мальной представляется следующий аналитический 
алгоритм: полуколичественный анализ набора моле-
кул микроРНК с разнонаправленными (реципрок-
ными) РПЖ-ассоциированным экспрессионными из-
менениями, расчет концентрационных соотношений 
«реципрокных пар» молекул микроРНК, определение 
значимости каждого такого параметра с помощью 
алгоритма машинного обучения и вычисление ито-
гового диагностического критерия, отражающего 
вероятность злокачественной природы образований 
железы. После оценки диагностических показателей 
на большой коллекции биопсийного материала раз-
работанная тест-система может быть зарегистриро-
вана в качестве изделия медицинского назначения 
и предложена для практического использования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В  рамках исследования удалось выявить 
несколько потенциально маркерных молекул 
микроРНК и показать, что оценка их экспрессии 
в материале очаговых образований ПЖ с целью 
дифференциальной диагностики протоковой карци-
номы имеет потенциал практического применения.

Разработка надежной и удобной для клиническо-
го применения диагностической технологии потре-
бует продолжения исследований по двум основным 
направлениям: (1) расширение панели маркерных 
молекул и  разработка алгоритма их комплекс-
ного анализа и (2) валидация диагностического 
потенциала новой технологии с использованием 
большей коллекции биологических образцов и раз-
работка подходов клинически удобной и эффектив-
ной интерпретации результатов ОТ-ПЦР.
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Ратникова А. К. – участие в клинических этапах работы, включая подбор пациентов и сбор клинических данных; 
Кащенко В. А. – концепция исследования, организация клинических этапов работы, включая подбор пациентов и сбор клинических 
данных;
Воробьев С. Л. – концепция исследования, организация лабораторной части работы, включая подготовку и проведение гистологических 
исследований, научное редактирование текста;
Малек А. В. – концепция исследования, организация лабораторной части исследования, включая выделение и анализа микроРНК, ана-
лиз результатов ОТ-ПЦР, итоговые выводы, подготовка иллюстраций, написание исходного текста.
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