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Аннотация

На фоне скромных успехов в разработке новых диагностических и терапевтических инструментов для повышения выживаемо‑
сти пациентов с глиальными опухолями головного мозга остается актуальной ранняя диагностика этой патологии. Эндогенные 
некодирующие микроРНК, регулирующие экспрессию мРНК‑мишеней, стали привлекательными целями для разработки тестов 
на базе циркулирующих биомаркеров, поскольку получение образца не требует инвазивного отбора проб, такого как биопсия.
Цель исследования. С помощью высокопроизводительного секвенирования определить уровни циркулирующих микроРНК 
в плазме крови пациентов с глиальными опухолями, менингиомами и условно здоровыми донорами.
Материалы и методы. Из биобанка, функционирующего на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации, были отобраны 26 образцов плазмы крови, тотальную РНК которых исследовали с помощью метода 
NGS‑ секвенирования. В выборку были включены: 2 случая олигодендроглиомы 2–3‑й степени злокачественности; 6 – астроцитомы 
2–4‑й степени злокачественности, 7 – глиобластомы 4‑й степени злокачественности; 7 – доброкачественных новообразований 
(менингиомы), 4 – контрольных (условно здоровые доноры).
Результаты. В ходе первичного анализа выявлен пул из 67 дифференциально экспрессирующихся микроРНК, экспрессия которых 
была видоспецифична: 20 микроРНК для глиобластомы, 4 микроРНК для астроцитомы, 23 микроРНК для олигодендроглиомы, 
24 микроРНК для менингиомы. При этом 47 микроРНК демонстрировали повышенный уровень в плазме крови по сравнению 
с контрольной группой, 15 – соответственно снижение уровня. В ходе сравнительного анализа определены микроРНК, специфично 
дифференцирующие каждый тип опухоли.
Заключение. Полученные результаты представляются перспективными и задают вектор для дальнейших исследований, который 
будет включать расширение выборки и валидацию идентифицированных биомаркеров для определения их диагностической 
ценности.
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Abstract

Against the background of modest successes in the development of new diagnostic and therapeutic tools to improve the survival of 
patients with glial brain tumors, early diagnosis of this pathology remains relevant. Endogenous noncoding miRNAs that regulate the 
expression of target mRNAs have become attractive targets for the development of circulating biomarker‑ based assays, because sample 
acquisition does not require invasive sampling such as biopsy.
Purpose of the study. To determine the levels of circulating microRNAs in the blood plasma of patients with glial tumors, meningiomas 
and apparently healthy donors, using high‑output sequencing.
Material and methods. 26 blood plasma samples were selected from the biobank data base of the National Medical Research Center for 
Oncology, and the total RNA was studied using the NGS sequencing method. The sample included: 2 cases of oligodendroglioma (grades 
2–3), 6 – astrocytomas of 2–4 degrees of malignancy, 7 – glioblastomas of 4 degrees of malignancy, 7 – benign neoplasms (meningiomas), 
4 – control (conditionally healthy donors).
Results. During the primary analysis, a pool of 67 differentially expressed microRNAs was identified, the expression of which was tumor‑ 
specific: 20 microRNAs for glioblastoma, 4 microRNAs for astrocytoma, 23 microRNAs for oligodendroglioma, 24 microRNAs for meningioma. 
At the same time, 47 microRNAs showed increased levels in the blood plasma compared to the control group, 15 showed a corresponding 
decrease in levels. A comparative analysis identified microRNAs that specifically differentiate each tumor type.
Conclusion. The results obtained seem promising and set the vector for further research, which will include expanding the sample and 
validating the identified biomarkers to determine their diagnostic value.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Глиальные опухоли являются наиболее распро‑
страненными первичными опухолями головного 
мозга, при этом в более чем 50 % случаев диагности‑
руют мультиформную глиобластому, которая имеет 
самую высокую степень злокачественности (WHO 
Grade 4) и наименьшую 5‑летнюю выживаемость 
(6,8 % по сравнению с пилоцетарной астроцитомой 
94, 7 %) [1, 2]. Несмотря на огромные усилия по 
разработке новых диагностических и терапевтиче‑
ских инструментов для повышения выживаемости 
пациентов с опухолями головного мозга, на данный 
момент не достигнуты значительные результаты. 
Основной подход в арсенале лечения глиом – опера‑
тивное вмешательство, которое для глиом высокой 
степени злокачественности дополняется лучевой 
терапией и стандартной химиотерапией на базе 
темозоломида [3, 4].

Открытие эндогенных некодирующих микроРНК, 
регулирующих экспрессию мРНК‑мишеней, стало 
прорывом в начале 2000‑х годов. Изменение уров‑
ня экспрессии этих регуляторных молекул наблю‑
дается при различных типах опухолей, в том числе 
при злокачественных новообразованиях головного 
мозга по сравнению со здоровым мозгом, более того, 
в опухоли на различных стадиях ее развития уровень 
отдельных микроРНК претерпевает динамические 
изменения [5, 6]. Функциональный анализ отдельных 
GBM‑специфичных микроРНК показывает, что они 
могут играть роль онкогенов и супрессоров опухолей, 
участвуют в развитии устойчивости к химио‑ и луче‑
вой терапии, стимулируют неоангиогенез и пролифе‑
рацию клеток, а также регулируют клеточный цикл 
и апоптоз [7–13]. Было продемонстрировано, что 
микроРНК могут секретироваться в кровь, стабильны 
в системе кровообращения и присутствуют в плазме 
или сыворотке, в том числе и в составе экзосом, что 
указывает на то, что диагностика глиом возможна 
также с помощью анализа микроРНК из крови и спин‑
номозговой жидкости пациентов [8, 9].

Биомаркеры, обнаруживаемые в крови, ликворе, 
слюне, все чаще используются для ранней диагно‑
стики и мониторинга опухолей как важное допол‑
нение к тканевой биопсии и методам визуализации. 
Преимуществом неинвазивной жидкостной биопсии, 
в которой выявляют циркулирующие биомаркеры, 
является простота взятия образцов, возможность 
повторного забора, обеспечивающего динамиче‑
ское наблюдения во время терапии [14]. Предпо‑
лагается, что источником биологических аналитов 
может выступать опухолевая ткань и, следовательно, 
выделенные молекулы могут представлять собой ее 
подлинный и репрезентативный образец. В текущих 

клинических исследованиях пациентов с глиальными 
опухолями используется широкий спектр циркулиру‑
ющих биомаркеров, таких как метаболический про‑
филь крови и ликвора (NCT03865355), бесклеточная 
опухолевая ДНК (цДНК) в ликворе (NCT05934630, 
NCT05934630), микроРНК (NCT01849952). Однако до 
сих пор ни один тест на основе жидкостной биопсии 
не получил одобрения для диагностики глиальных 
опухолей, что связано с рядом особенностей этих 
злокачественных новообразований по сравнению 
с другими солидными видами рака. Например, лока‑
лизация глиом преимущественно в головном мозге 
ограничивает высвобождение в кровь многих ана‑
литов (цДНК, кодирующая цРНК, полипептиды) из‑за 
гематоэнцефалического барьера. Кроме того, гетеро‑
генность глиом и их схожий генетический профиль 
с другими опухолями головного мозга и неопухоле‑
выми неврологическими заболеваниями осложняет 
специфическую идентификацию заболевания [15]. 
Тем не менее, поиск эффективных циркулирующих 
маркеров глиом продолжается, что дополнительно 
стимулируется положительным опытом по внедре‑
нию тестов на базе жидкостной биопсии в диагно‑
стику и мониторинг рака легкого, рака молочной 
железы, колоректального рака и рака предстательной 
железы [16].

Наше исследование было запланировано для 
идентификации циркулирующих микроРНК, кото‑
рые будут отобраны в качестве биомаркеров ранней 
диагностики глиальных опухолей.

Цель исследования – с помощью высокопроиз‑
водительного секвенирования определить уровни 
циркулирующих микроРНК в плазме крови пациентов 
с глиальными опухолями, менингиомами и условно 
здоровыми донорами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В период с января по ноябрь 2023 г. были депо‑
нированы образцы плазмы пациентов, проходивших 
лечение на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздра‑
ва России и подписавших информированное согласие 
на участие в исследовании. Характеристика группы 
приведена в таблице 1.

Для первичного скрининга исследования были 
сформированы пять групп: пациенты с диагнозом 
олигодендроглиома 2–3‑й степени злокачествен‑
ности (n = 2), астроцитома 2–4‑й степени злокаче‑
ственности (n = 6), глиобластома 4‑й степени зло‑
качественности (n = 7), менингиомы (n = 7), группа 
сравнения – доноры без онкопатологии (контрольная 
группа) (n = 4). Диагноз выбранных 22 пациентов 
был подтвержден морфологически на операционном 
материале.
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микроРНК в плазме крови пациентов с глиальными опухолями мозга 

Объект исследования кровь отбирали у пациентов 
натощак в пробирки вакуумные с К2ЭДТА. В течение 
30 мин. из образцов крови выделяли плазму путем 
последовательного двой ного центрифугирования 
в режиме: 2000 об./мин. 10 мин. и 5000 об./мин. 
10 мин. Плазму хранили в криопробирках при минус 
75 °C. В дальнейшем образцы плазмы разморажи‑
вали и использовали 200 мкл для выделения фрак‑
ции микроРНК с помощью набора miRNeasy Serum/
Plasma Kit (Qiagen, Germany) по этапам, описанным 
в инструкции производителя. Для нормализации 
выделения использовали контроль синтетический 
спайк‑ин miScript miRNeasy.

Для прецизионного секвенирования нового поко‑
ления (NGS) зрелых микроРНК на приборе MiSeq Dx 
(Illumina) готовили библиотеки кДНК на базе набора 
QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen, Germany). На фи‑
нальном этапе объединенный образец библиотек 
загружали в картридж и настраивали цикл секве‑
нирования, используя параметры, указанные в ру‑
ководстве пользователя системы MiSeq. Согласно 
рекомендациям, на одну выборку планировали 5–10 
миллионов прочтений. Рекомендуемый протокол – 
однократное чтение 75 п. н.

Первичный и вторичный анализ данных секвени‑
рования осуществляли на сайте Geneglobe.qiagen.
com/analyze согласно рекомендациям производи‑
теля. С помощью пакета «DESeq2» программной 
вычислительной среды R 4.3.2 осуществляли анализ 
дифференциальной экспрессии микроРНК [17]. При 
анализе дифференциально экспрессирующихся (ДЭ) 
микроРНК применялся тест Вальда. В дальнейшем 
учитывались значения, удовлетворявшие двум усло‑
виям |Log2FC| > 1 и p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для всех пациентов, вошедших в исследование, 
были получены данные NGS секвенирования плазмы 
крови.

По результатам высокопроизводительного секве‑
нирования было обнаружены 20 дифференциально 
экспрессирующихся микроРНК в плазме крове боль‑
ных с глиобластомами, 4 дифференциально экспрес‑
сирующихся микроРНК – больных с астроцитомами, 
23 дифференциально экспрессирующихся микроРНК – 
больных с олигодендроглиомами, 24 дифференци‑
ально экспрессирующихся микроРНК – больных с ме‑
нингиомами. Затем из пула микроРНК, экспрессия 
которых отличалась от контрольной группы, были 
извлечены биомаркеры, которые удовлетворяли усло‑
виям p < 0,05 и |Log2FC| > 1 (рис. 1).

Визуализированные данные уровня экспрессии 
в плазме (рис. 1) наглядно демонстрируют преобла‑
дание во всех исследуемых группах потенциально 
онкогенных микроРНК (с повышенной экспрес‑
сией). Например, в группе астроцитом все четыре 
микроРНК, со статистически значимыми измене‑
ниями, характеризовались повышенным уровнем 
экспрессии.

При сравнении экспрессионных профилей были 
отобраны микроРНК, экспрессионные изменения 
которых, предположительно, позволяют дифферен‑
цировать исследуемые группы. Так, для больных 
с глиобластомой были описаны уникальные экс‑
прессионные профили из 6 микроРНК, для больных 
с астроцитомой – 1 микроРНК, для больных с олиго‑
дендроглиомой – 14 микроРНК, для больных с ме‑
нингиомой – 7 микроРНК (рис. 2, табл. 2).

Таблица 1. Характеристика группы пациентов и условно здоровых доноров
Table 1. Characteristics of the group of patients and conditionally healthy donors

Показатели / Indicators Пациенты / Patients Условная норма / relative norm

Пол / Sex

    Женский / Female 10 3

    Мужской / Male 12 1

Возраст, лет/ Age, years old

    Медиана / Median 55 52

    Диапазон/ Range 19–91 50–55

Олигодендроглиома 2–3 ст. / Oligodendroglioma grades 2‑3 2 –

Астроцитома 2–4 ст. / Astrocytoma grades 2‑4 6

Глиобластома 4 ст. / Glioblastoma grade 4 7

Доброкачественные новообразования / Benign neoplasms 7
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ОБСУЖДЕНИЕ

Данные литературы о цРНК, ассоциированных с гли‑
альными опухолями, довольно обширны: объектами 
исследования стали фракции циркулирующей бескле‑
точной РНК, экзосомы, тромбоциты и циркулирую‑
щие опухолевые клетки, концентрированные из пери‑
ферической крови, ликвора, слюны и мочи [11, 12, 
16]. В ходе нашего исследования выявлен пул из 67 
дифференциально экспрессирующихся микроРНК 
в плазме крови пациентов с подтвержденным диагно‑

зом глиальной опухоли или менингиомы по сравне‑
нию с плазмой доноров без онкопатологии (рис. 1, 2, 
табл. 2). Количество циркулирующих маркеров, выяв‑
ленное в плазме, ожидаемо было ниже разнообразия 
ДЭ микроРНК в опухолевой ткани, которое мы наблю‑
дали при анализе данных базы The Cancer Genome 
Atlas [5]. Из 49 маркеров, обнаруженных исключи‑
тельно в плазме больных с глиомами, 41 микроРНК 
дифференциально экспрессируется в опухолях. Этот 
факт связан как с биологическим материалом, так 
и с небольшим объемом выборки. Отметим сохране‑

Рис. 1. График рассеивания, демонстрирующий ДЭ микроРНК в плазме крови в группах: А – глиобластомы;  
Б – астроцитомы, В – олигодендроглиомы, Г – менингиомы. 
Фиолетовым цветом выделены микроРНК со статистически не значимыми изменениями экспрессии (|Log2FC| ≤ 1  
и р ≥ 0,05); бирюзовым цветом выделены микроРНК, изменения экспрессии которых удовлетворяет условию |Log2FC| > 1; 
синим цветом выделены микроРНК, изменения экспрессии которых удовлетворяет условию p < 0,05; оранжевым цветом 
выделены микроРНК, изменения экспрессии которых удовлетворяет обоим условиям |Log2FC| > 1 и p < 0,05.

Fig. 1. A scatter plot showing blood plasma DE microRNAs in groups: A – glioblastomas; Б – astrocytomas, В – oli go   den dro‑
gliomas, Г – meningiomas.
MicroRNAs with statistically insignificant expression changes (|Log2FC| ≤ 1 and p ≥ 0.05) are highlighted in purple; microRNAs 
with expression changes satisfying the condition |Log2FC| > 1 are highlighted in turquoise; microRNAs with expression changes 
satisfying the condition p < 0.05 are highlighted in blue; microRNAs with expression changes satisfying both |Log2FC| > 1 and 
p < 0.05 conditions are highlighted in orange.
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Рис. 2. Диаграммы Венна, демонстрирующие сходства и различия между исследуемыми группами в А) пулах 
микроРНК со сниженной экспрессией и Б) пулах микроРНК с повышенной экспрессией

Fig. 2. The Venn diagrams demonstrating similarities and differences between the study groups in A: pools of microRNAs with 
reduced expression and Б: pools of microRNAs with increased expression.
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Таблица 2. Дифференциально экспрессирующиеся микроРНК, специфичные для различных типов опухолей головного 
мозга
Table 2. Differentially expressed microRNAs specific to different types of brain tumors

Глиобластома / Glioblastoma Астроцитома / Astrocytoma Олигодендроглиома / 
Oligodendroglioma Менингиома / Meningioma

МикроРНК со сниженной экспрессией / microRNA of decreased expression

hsa‑miR‑196a‑5p hsa‑let‑7b‑5p hsa‑miR‑1294

hsa‑let‑7f‑5p hsa‑let‑7i‑5p hsa‑miR‑143‑3p

hsa‑miR‑483‑3p hsa‑miR‑199a‑3p hsa‑miR‑432‑5p

МикроРНК с повышенной экспрессией / microRNA of increased expression

hsa‑miR‑197‑3p hsa‑miR‑24‑3p hsa‑let‑7c‑5p hsa‑miR‑17‑5p

hsa‑miR‑576‑5p hsa‑miR‑122‑5p hsa‑miR‑186‑5p

hsa‑miR‑942‑5p hsa‑miR‑148a‑3p hsa‑miR‑320b

hsa-miR-193a-5p hsa-miR-126-5p

hsa‑miR‑193b‑5p

hsa‑miR‑27b‑3p

hsa‑miR‑375‑3p

hsa‑miR‑483‑3p

hsa‑miR‑483‑5p

hsa‑miR‑574‑3p

hsa‑miR‑885‑3p
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ние корреляции между пулами ДЭ микроРНК, иден‑
тифицированными в парных образцах плазмы и опу‑
холи, которую мы наблюдали ранее [18].

Ряд ДЭ микроРНК, выделенных в настоящем ис‑
следовании, были валидированы в более ранних 
работах, включавших пациентов с глиобластомами: 
сверхэкспрессию hsa‑miR‑576–5p отмечали в сыво‑
ротке больных [19]; hsa‑miR‑193b‑5p – в ликворе [20].

Нами отмечено разнонаправленное измене‑
ние в плазме уровня биомаркеров семейства hsa‑
miR‑483: для глиобластом было характерно снижение 
уровня hsa‑miR‑483–3p, для олигодендроглиом – по‑
вышение уровня hsa‑miR‑483–3p и hsa‑miR‑483–5p 
(табл. 2). В недавней работе Lu S. и соавт. показано 
снижение экспрессии данного биомаркера в 40 тка‑
невых образцах глиом (без уточнения степени зло‑
качественности) и в опухолевых клеточных линиях. 
Кроме того, понижающаяся экспрессия hsa‑miR‑483 
коррелировала со сверэкспрессией предполагаемой 
мишени SOX3, а также была ассоциирована с общей 
выживаемостью пациентов [21].

Для некоторых некодирующих РНК довольно пол‑
но установлены биологические функции и показаны 
механизмы участия в онкогенезе. В этом отношении 
примечательно семейство микроРНК let‑7 (miRNA), 
продемонстрировавшее изменение уровня в плазме 
больных с глиобластомой, олигодендроглиомой, но 
не в группе менингиом (табл. 2). Установлено, что 
члены семейства функционируют как сигнальные 
молекулы, индуцируя высвобождение микроглией 
воспалительных цитокинов, модулируя презента‑
цию антигена и ослабляя TLR7‑зависимую миграцию 
клеток [22]. На глиобластомах человека и мыши 
продемонстрировано значимое изменение уровня 
микроРНК семейства и торможение роста глиомы 
мыши GL261 через регуляцию TLR7 [22]. На примере 
плоскоклеточного рака полости рта с помощью био‑
информационного анализа и в эксперименте было 
показана онкосупрессивная роль hsa‑miR‑196a [23], 
для которой выявлено снижение уровня в плазме 
при глиобластомах (табл. 2). Комплексное исследо‑
вание подтвердило, что hsa‑miR‑196a через мишень 

аннексин‑ А1 моделирует активность МАРК‑сигна‑
линга и регулирует клеточную миграцию, инвазию 
и образование колоний [23]

В работе Figueroa J. и соавт. была предложена 
диагностическая панель для глиом из девяти ми‑
кроРНК (miR‑21, miR‑218, miR‑193b, miR‑331, miR374а, 
miR548c, miR520f, миР27b и miR‑30b), которая про‑
являла ассоциацию с объемом опухоли и демон‑
стрировала чувствительность 67 % и специфичность 
80 % [24]. Отметим в нашем исследовании только 
одно совпадение с этой панелью для онкогенной 
miR‑193b‑5p, специфичной для профиля олигоден‑
дроглиом.

При разработке тестов на базе микроРНК пред‑
полагалось, что спинномозговая жидкость имеет 
лучшую диагностическую ценность (чувствитель‑
ность – 84 % и специфичность – 92 %), чем их уровни 
в сыворотке [25]. Тем не менее, по мере накопления 
данных, полученных высокопроизводительными ме‑
тодами [6, 13], надежность и специфичность возмож‑
ностей малоинвазивного тестирования плазмы могут 
быть повышены за счет идентификации более чув‑
ствительных маркеров и увеличения их количества.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши знания о генетических и эпигенетических 
нарушениях, возникающих при различных типах 
и степенях злокачественности глиомы, резко воз‑
росли за последние годы, и многие изменения 
(подтвержденные гистопатологическим анализом) 
теперь могут дополнить основные диагностические 
методы. Клиническая роль анализа циркулирующих 
микроРНК, вероятно, может также иметь значение 
в мониторинге рецидива глиом после лечения.

Полученные на данном этапе нашего исследо‑
вания результаты представляются перспективны‑
ми и задают вектор для дальнейшего расширения 
выборки и валидации полученных данных с целью 
определения диагностической ценности выбранных 
биомаркеров и разработки малоинвазивной диа‑
гностической тест‑системы.
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