
ВВЕДЕНИЕ 

Актуальной проблемой в диагностике рака
предстательной железы (РПЖ) является недостаточная
чувствительность и специфичность существующих
скрининговых тестов, в частности ПСА [1].

Активные исследования по выбору кандидатных
биомаркеров, обладающих высокой чувствительностью
и специфичностью для диагностики РПЖ,
идут постоянно. В идеале такие маркеры должны
обеспечивать возможность дифференциальной
диагностики РПЖ от доброкачественной гиперплазии
предстательной железы (ДГПЖ). Именно недостаточное
число пациентов с ДГПЖ в группах контроля
при проведении соответствующих исследований
может являться причиной, обуславливающей
низкую чувствительность и специфичность вновь
разрабатываемых тестов [2, 3].

Особый интерес для малоинвазивной диагностики
РПЖ представляет возможность выявления
биомаркеров в моче, в том числе собранной после

массажа простаты. Последние исследования
показали, что уровень мРНК и длинных
некодирующих РНК также имеет прогностическое
значение при РПЖ [4, 5]. Предпочтительным
для поиска потенциальных биомаркеров данного
типа является метод высокопроизводительного
параллельного секвенирования РНК (RNA-seq),
позволяющий одновременно определять присутствие
как мРНК, так и длинных некодирующих РНК
в анализируемом образце.

В настоящем исследовании продемонстрирована
применимость метода RNA-seq для поиска
кандидатных РНК-биомаркеров РПЖ в получаемом
малоинвазивном биоматериале – моче и плазме крови.

МЕТОДИКА

В исследовании участвовали четыре пациента
с ДГПЖ из группы низкого риска (уровень ПСА крови
0,8-3,5 нг/мл), давшие информированное согласие
на участие (табл. 1).
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Показана принципиальная возможность поиска кандидатных РНК-биомаркеров рака простаты
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с РПЖ, методом RNA-seq позволяет сделать вывод о пригодности такого подхода при поиске
новых РНК-маркеров для малоинвазивной диагностики. При этом сам факт присутствия известных
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Кровь, собранную в 10 мл вакуумные контейнеры
с ингибитором свертывания Na2 EDTA (“BD”, США),
в течение 1 ч от момента сбора центрифугировали
при 2500 g 15 мин, плазму отбирали 6 порциями
по 500 мкл в микропробирки и немедленно
замораживали. Микропробирки с плазмой хранили
и транспортировали при температуре -80°С.

Сбор мочи осуществляли после массажа
простаты (3 массажных движения справа и слева).
Мочу собирали в 250 мл контейнеры, аккуратно
перемешивали и переливали в контейнер
с консервантом Urine Preservative (“Norgen Biotek”,
Канада) до метки 50 мл. Контейнеры с мочой хранили
и транспортировали при температуре +4-8°С.

Тотальную РНК из плазмы крови выделяли
с использованием набора QIAamp Circulating
Nucleic Acid Kit (“Qiagen”, Германия). Тотальную РНК
из мочи выделяли с использованием Urine RNA
Concentration, Preservation and Isolation Kit
(“Norgen Biotek”). Концентрацию выделенной РНК
определяли на флуориметре Qubit 2.0
с использованием набора Qubit RNA HS Assay Kit
(“Thermo Fisher Scientific”, США). 

Двухцепочечную кДНК для образцов
П1, П2 и М3 получали с применением набора
Mint-2 cDNA synthesis kit (“Евроген”, Россия) согласно
инструкции производителя с модификациями: вместо
олигонуклеотидного адаптера CDS-4-M использовали
оригинальный адаптер CDS-4-N 5’-AAGCAGTG-
GTATCAACGCAGAGTGGCCGAGGCGGCC(N)9-3’,
что позволило использовать в качестве матрицы
для синтеза кДНК не только полноразмерные
транскрипты мРНК, сохранившие в своём
составе полиА хвост, но и другие типы
рибонуклеиновых кислот.

Фрагментные библиотеки из двухцепочечной
кДНК готовили с использованием Ion Xpress Plus
Fragment Library Kit и Ion Xpress Barcode
Adapters 1-16 Kit (“Life Technologies”, США) согласно
инструкции производителя.

Транскриптомную библиотеку из тотальной
РНК образца М4 готовили с использованием
Ion Total RNA-Seq Kit v2 и Ion Xpress™ RNA-Seq
Barcode 01-16 Kit (“Life Technologies”) согласно
инструкции производителя.

Секвенирование библиотек осуществляли
с использованием генетического анализатора
Ion Proton и наборов ION PI HI-Q Sequencing 200 Kit
и Ion PI™ Chip Kit v2 (“Life Technologies”) согласно
инструкциям производителя.

Анализ данных секвенирования проводили
с помощью программ TopHat (выравнивание прочтений
на геном) [6] и HTseq (подсчет количества прочтений,
соответствующих транскрипту конкретного гена) [7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В работе анализировали полученный
малоинвазивными манипуляциями биоматериал
от пациентов с ДГПЖ – мочу, собранную после
массажа простаты, и плазму крови. Количество
выделенной тотальной РНК, экстрагированной
из этих образцов, соответствовало значениям,
известным по литературным данным [8], и составило
487 нг для образца П1, 73 нг для образца П2,
255 нг для образца М3 и 60 нг для образца М4.
Для каждого из образцов был подготовлен
один из вариантов библиотеки для RNA-seq –
фрагментная на основе двухцепочечной кДНК
(П1 и П2 – плазма крови, М3 – моча), либо
транскриптомная непосредственно на основе РНК
(М4 – моча) (рис. 1) и проведено секвенирование.

Полученные в результате прочтения были
проанализированы путём первичного выравнивания
на референсный геном человека hg19 (табл. 2).
Как и в случае фрагментов тканей и органов
человека, свыше 90% транскриптов приходились
на долю рибосомной РНК (рРНК). Помимо них,
в образцах в различных пропорциях присутствовали
РНК-транскрипты генов и псевдогенов, длинные
некодирующие РНК и микроРНК, то есть все
классы РНК, среди которых встречались
уже известные потенциальные маркеры РПЖ [9, 10].
Обращает на себя внимание низкая представленность
прочтений, соответствующих микроРНК, в образцах
П1, П2 и М3, что объясняется особенностями
процедуры приготовления библиотек. Напротив,
присутствие прочтений, соответствующих длинным
некодирующим РНК, существенно во всех образцах,
причём их относительная представленность
значительно выше в образце М4 по сравнению
с образцами П1, П2 и М3. 

Среди идентифицированных транскриптов
мы прицельно провели поиск РНК-биомаркеров,
по литературным данным ассоциированных
с РПЖ, их список приводится в Приложении.
Всего обнаружено 48 транскриптов, в том числе
белок-кодирующих последовательностей (среди них
KLK3 (PSA), NCOR1, NCOA2, SPOP, AMACR),
длинных некодирующих РНК (MALAT1, NEAT1,
PCAT1) и псевдогена PTENP1. Количество
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Таблица 1. Общая характеристика пациентов.

№ пациента Код образца
Дата рождения

пациента
Диагноз ПСА общий, нг/ мл

Тип анализируемого

биоматериала

Возраст на момент

забора, лет

P001 П1 03.09.1951 ДГПЖ 3,5 Плазма 63,5

P005 П2 02.08.1953 ДГПЖ 0,8 Плазма 61,6

P013 М3 19.03.1944 ДГПЖ 2,6 Моча 70,9

A50_001 М4 25.19.1947 ДГПЖ 1,5 Моча 67,4
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выявленных транскриптов так же значительно выше
в образце М4 по сравнению с образцами П1, П2 и М3
(рис. 2). Обращает на себя внимание отсутствие
во всех четырёх образцах прочтений, соответствующих
транскрипту PCA3 (prostate cancer antigen 3),
который рекомендован сегодня как РНК-маркер РПЖ
в клинической диагностике [11].

Все вышеперечисленное свидетельствует
о преимуществах транскриптомной библиотеки
по сравнению с библиотеками фрагментов
двухцепочечной кДНК при отборе кандидатных
РНК-биомаркеров для дифференциальной диагностики
РПЖ и ДГПЖ. Закономерным образом увеличение
глубины покрытия при секвенировании повышает
разнообразие детектируемых РНК-биомаркеров, влияя
тем самым на чувствительность выбранного метода. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Обнаружение в исследуемых образцах плазмы
крови и мочи известных РНК-биомаркеров,
ассоциированных с РПЖ, методом RNA-seq
позволяет сделать вывод о пригодности такого
подхода при поиске новых РНК-маркеров
для малоинвазивной диагностики. При этом
сам факт присутствия известных РНК-маркеров
РПЖ в образцах от пациентов с ДГПЖ
может свидетельствовать об их недостаточной
специфичности и подтверждает необходимость
дополнительных изысканий в этой области.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства образования и науки РФ (соглашение
о предоставлении субсидии № 14.607.21.0068
от 23 сентября 2014 года), уникальный
идентификатор ПНИ RFMEFI60714X0068.

Рисунок 1. Подготовка библиотек для RNA-seq.

Таблица 2. Количество прочтений, выравненных на геном человека, для каждого образца. Приведены
соответствующие величины для различных типов транскриптов.

Рисунок 2. Диаграмма Эйлера-Венна, отображающая
число известных РНК-биомаркеров РПЖ,
транскрипты которых были выявлены в одном
или нескольких образцах.

П1 П2 М3 М4

Всего прочтений 3330146 2286974 8499416 21125590

рРНК 3156814 2199155 7679297 19753529

Белок-кодирующие РНК 168379 84013 784253 1079227

Длинные некодирующие РНК 1756 1698 29172 240712

Псевдогены 3155 2082 6660 18534

Малые некодирующие РНК 42 26 34 33588
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The RNA-seq approach for prostate cancer candidate RNA biomarkers screening in plasma and urine
obtained by minimally invasive or noninvasive methods is proved to be feasible. Significant amount of RNA
biomarkers associated with prostate cancer according to the literature were found in plasma and urine samples
obtained from patients with benign prostatic hyperplasia (BPH). The number of detected markers was shown
to vary in accordance with method of library preparation used for transcriptome profiling.

The detection of known RNA biomarkers for prostate cancer in urine and plasma samples shows
the feasibility of such method for minimally invasive diagnostics. The fact of presence of the same RNA
biomarkers in samples from patients with BPH suggests their possible lack of specificity and confirms the need
for further research in this area.
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