
56

УДК 618.146-006.6-076:577.21

ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ  
МАЛЫХ НЕКОДИРУЮЩИХ РНК В КЛЕТКАХ 

ЦЕРВИКАЛЬНОГО ЭПИТЕЛИЯ  
ПРИ ВЫРАЖЕННОЙ ДИСПЛАЗИИ

Т. А. Димитриади1, Т. Н. Чимитдоржиева2, М. С. Александрова3, Л. М. Забегина3,  
С. А. Чекрыгин4, К. В. Волков4, О. К. Хаташкеева2, А. О. Нюганен3, А. С. Артемьева3, 

Д. В. Бурцев1, А. А. Булатова5, А. В. Малек3,5

1 Областной консультативно-диагностический центр, г. Ростов-на-Дону, Россия
2 ГАУЗ «Республиканская клиническая больница им. Н. А. Семашко» Министерства здравоохранения 

Республики Бурятия, г. Улан-Удэ, Россия
3 НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия

4 Ресурсный центр «Биобанк» научного парка Санкт-Петербургского государственного университета, 
Санкт-Петербург, Россия

5 ООО «Альгимед-Техно», Минск, Республика Беларусь

Цель исследования. Короткие некодирующие РНК — большая группа регуляторных молекул, выполняющих различ-
ные биологические функции. Изменение состава этих молекул в клетках цервикального эпителия ассоциировано 
с необратимыми изменениями его морфологии и развитием тяжелой дисплазии. Комплексное исследование таких 
изменений необходимо для поиска новых диагностических маркеров злокачественной трансформации. 
Материалы и методы. Проведен анализ образцов нормального цервикального эпителия (NILM, n = 12) и образцов 
эпителия с признаками тяжелой дисплазии (HSIL, n = 12), полученных после проведения гистологического иссле-
дования. Исследование было выполнено с помощью технологии глубокого секвенирования (DNBseq technology), для 
анализа данных использована платформа miRMaster. 
Результаты. Описаны изменения профиля экспрессии коротких РНК различных функциональных классов (tRNA, 
snoRNA, snRNA, miRNA, piwiRNA), ассоциированные с развитием тяжелой дисплазии цервикального эпителия; 
оценен диагностической потенциал маркерных представителей разных классов коротких РНК с повышенным 
и сниженным уровнем экспрессии в образцах HSIL. 
Заключение. Короткие некодирующие РНК разных функциональных классов имеют высокий диагностический 
потенциал и могут служить молекулярными маркерами морфологических изменений, предшествующих злокаче-
ственной трансформации цервикального эпителия и развитию рака шейки матки. 
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Введение
Развитие рака шейки матки — это относитель-

но длительный процесс, дающий возможность об-
наружить и вылечить пограничные сос тояния цер-
викального эпителия, которые проявляются изме-
нением его морфологии или пролиферативной ак-
тивности. Современный диагностический арсенал 
гинекологов включает ряд лабораторных методов: 
ВПЧ-тестирование, цитологическое исследование 
материала цервикального мазка и иммуно-цитохи-
мические тесты, например P16/Ki67 [1]. Объектив-
ные ограничения этих методов хорошо известны. 
Результат визуальной оценки структуры или им-
муно-цитохимического статуса отдельных клеток 
зависит от качества цитологического препарата 
и квалификации цитолога. ВПЧ-тесты позволяют 
оценить наличие и некоторые особенности вирус-
ной инфекции, которая в большинстве случаев но-
сит транзиторный характер. Очевидно, что даже 
при оптимальном исполнении результаты этих ис-
следований не могут формировать полной и объ-
ективной картины состояния цервикального эпи-
телия. Такая картина могла бы быть получена пу-
тем анализа генетических и/или эпигенетических 
маркеров определенных этапов неопластической 
трансформации. Поиск таких маркеров является 
важной научной задачей, решение которой необ-
ходимо для разработки инновационных диагно-
стических решений. 

Короткие РНК. Одним из результатов завер-
шения проекта «Геном человека» (The Human 
Genome Project) стало понимание, что централь-
ная догма молекулярной биологии «Ген — 
РНК — Белок» отражает лишь несколько про-

центов транскрипционной активности генома 
[2]. Более 95 % транскриптов (РНК), продуци-
руемых каждой клеткой, не кодируют белковых 
молекул. Биологический смысл синтеза столь 
избыточного количества РНК пока не известен, 
а структура и функции некодирующих РНК 
(non-coding RNA) являются предметом актив-
ных исследований [3]. К настоящему моменту опи-
сано участие этих молекул в пост-транскрип-
ционной регуляции состояния белок-кодирую-
щих РНК, эпигенетической регуляции работы 
генома и внутриклеточном «сигналинге». Пере-
чень биологических процессов, в которых уча-
ствуют эти молекулы, постоянно расширяется. 
Современная классификация некодирующих 
РНК основывается на их размере, биогенезе 
и предполагаемой биологической функции 
и включает группу коротких молекул — менее 
200 (short ncRNA) и длинных — более 200 ну-
клеотидов. В первую группу входят относитель-
но хорошо изученные микроРНК (miRNA), 
РНК, образующие комплексы с белками семей-
ства Piwi (piwi-interacting RNA / piwiRNA); ри-
босомальные РНК (rRNA); малые ядерные 
(small nuclear RNA / snRNA); малые ядрышко-
вые (small nucleolar RNA / sno), включая РНК, 
ассоциированные с тельцами Кахаля (small Cajal 
body-specific RNA / scaRNA); транспортные 
РНК (tRNA); кольцевые РНК (circular RNA / 
circRNA) [4] и другие классы, включая много-
численную группу идентифицированных моле-
кул с пока неизвестными свойствами (miscella-
neous RNA / miscRNA). Учитывая возможности 
ферментативного расщепления молекул РНК 

Objective of the study. Short non-coding RNAs are a large group of regulatory molecules that perform various biological 
functions. Alteration of the composition of these molecules in cervical epithelial cells is associated with irreversible 
changes in its morphology and the development of severe dysplasia. A comprehensive study of such changes is required for 
the search of novel diagnostic markers of malignant transformation.
Materials and Methods. Specimens of normal cervical epithelium (NILM, n = 12) and specimens of epithelium with the 
signs of severe dysplasia (HSIL, n = 12), obtained after histological examination, were analyzed. The examination was 
performed using deep sequencing technology (DNBseq technology), miRMaster platform was used for data analysis.
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с переходом их из одной функциональной груп-
пы в другую и различные варианты модифика-
ции этих молекул [5], представленная классифи-
кация, вероятно, не является полной. Но биоло-
гические функции отдельных классов коротких 
РНК уже хорошо изучены. Известно, что корот-
кие РНК участвуют в процессе неопластической 
трансформации эпителиальных клеток, в част-
ности в процессе цервикального канцерогенеза. 

Например, качественные и количественные 
изменения состава микроРНК (microRNA) усу-
губляются в ряду состояний, соответствующих 
морфологическим диагнозам NILM < LSIL < 
< HSIL < CIS [6]. Диагностический потенци-
ал этой группы коротких РНК был показан ря-
дом работ [7, 8]. Исследования последних лет 
демонстрируют участие пивиРНК (piwiRNA) 
в малигнизации цервикального эпителия [9]. 
Анализ современных научных данных и оцен-
ка диагностического потенциала кольцевых 
РНК (circRNA) в контексте развития рака шей-
ки матки были недавно представлены отече-
ственными авторами [10]. Более или менее до-
верительные данные по другим классам корот-
ких РНК можно найти в недрах базы данных 
Национального центра биотехнологической 
информации США (NCBI) PubMed. Актив-
ность исследований в данной области косвен-
но подтверждает предположение о высоком 
диагностическом потенциале различных клас-
сов коротких РНК.

Цель исследования — провести сравнитель-
ный анализ экспрессии известных классов ко-
ротких РНК в нормальном (NILM, Negative for 
Intraepithelial Lesion or Malignancy) и патологи-
чески измененном эпителии (HSIL, high grade 
squamous intraepithelial lesions) цервикального 
канала с целью идентификации потенциальных 
диагностических маркеров. В рамках представ-
ленного исследования это было сделано с помо-
щью технологии «глубокого» секвенирования, 
разработанной китайской компанией MGI Tech. 

Материалы и методы 
Пациенты и материал. В исследовании бы-

ли использованы парафиновые блоки, получен-
ные после иссечения конусообразного участка 
ткани нижнего сегмента матки и цервикального 
канала. Средний возраст пациенток составил  

38 лет. Пациентки с метаболическими или ауто-
иммунными заболеваниями, гинекологическими 
заболеваниями (кроме патологии шейки матки) 
были исключены из работы. После проведения 
гистологического исследования в парафиновых 
блоках были выделены участки неизмененного 
цервикального эпителия и эпителия с признака-
ми выраженной дисплазии. Репрезентативные 
примеры представлены на рис. 1. Из участков 
ткани, содержащих преимущественно эпите-
лий, были приготовлены по 8–12 тонких срезов 
(3–4 мкм), которые были использованы для вы-
деления РНК. В исследование были включены 
образцы ткани неизмененного эпителия (NILM, 
n = 12) и образцы эпителия с признаками выра-
женной дисплазии (HSIL, n = 12). 

План работы был одобрен локальным этиче-
ским комитетом ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Петрова» Минздрава России. Все па-
циенты подписали информированное согласие 
с тем, что их биологический материал и депер-
сонализированные клинические данные будут 
включены в исследование.

Выделение РНК. Депарафинизация срезов 
проводилась путем инкубации в 1 мл минераль-
ного масла при 65 °C — 15 мин, затем масло 
и парафин удалялись с помощью двух отмывок 
96%-м этанолом. Протеолиз был проведен 
в 100 мкл раствора протеиназы К, 2 мг/мл (ак-
тивность: 30 ед. акт. /мг, Альгимед-Техно, Бела-
русь) при 60 °C — 1 ч. Оставшуюся после про-
теолиза ткань осаждали путем центрифугирова-
ния (10 000х g, 4 °C — 10 мин), супернатант 
(~100 мкл) переносили в чистую пробирку, до-
бавляли 200 мкл буферa (0,8М ацетат натрия; рН 
4,0; 0,5 % октановой кислоты) и 100 мкл р-ра гу-
анидин изотиоцианата (3М), перемешивали 
и инкубировали пять минут при комнатной тем-
пературе. 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%-й этанол; 1 % 2-мер-
каптоэтанол) и дважды буфером для промывки 
№ 2 (500 мкл; 75%-й этанол; 0,1М хлорид на-
трия, 10мМ трис-гидрохлорид; рН 7,5 РНК с по-
верхности сорбента элюировали с помощью 
50 мкл буфера для элюции (10мМ NaHCO3, 
10мМ ЭДТА). Концентрацию и качество выде-



Опухоли шейки матки

59

Онкогинекология № 4’2024

ленной РНК оценивали с помощью спектрофото-
метра NanoDrop 2000C (Thermo Scientific, США).

Подготовка библиотек и секвенирование. 
Подготовка материала для «глубокого» секвени-
рования была проведена с использованием на-
бора реагентов (MGIEasy Small RNA Library 
Prep Kit) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Схематично технология подготовки би-
блиотек представлена на рис. 2, аналогичная 
процедура была описана ранее [11]. 

Для каждого образца РНК были выполнены 
следующие этапы: синтез комплементарной 
ДНК (1), фланкирование каждой молекулы адап-
торными последовательностями (2–3), ампли-
фикация (4) и разделение ампликонов путем 
электрофореза в полиакриламидном геле (5). 
Фрагменты нужного размера (выделены рам-
кой — этап 5, рис. 2) были выделены из геля 
и использованы для формирования так называ-
емых нано-клубков (DNB, DNA nanoball) в со-
ответствии с протоколом. Перед проведением 
исследования отдельные меченые бар-кодами 
образцы (NILM, n = 12 и HSIL, n = 12) были объ-
единены. Для оценки влияния процедуры сек-
венирования и метода идентификации прочте-
ний на результат две идентичные по составу 
смеси были загружены в отдельные «дорожки» 
(lines) ячейки (MGISEQ-2000RS Sequencing Flow 
Cell) для параллельного исследования. Анализ 
был проведен на приборе DNBSEQ-G400 (MGI 
Tech, Китай) путем одноконцевого прочтения 

методом синтеза cPAS (Combinatorial Probe-
Anchor Synthesis). 

Анализ данных секвенирования. Основные 
показатели качества секвенирования, включая об-
щее количество прочтений, количество ориги-
нальных прочтений, относительное содержание 
оснований GC, проводили с помощью програм-
мы FastQC [12] и с помощью алгоритма интегри-
рованного в платформу miRMaster2 [13]. Даль-
нейший анализ данных был проведен с помощью 
платформы miRMaster и позволил идентифици-
ровать «прочитанные» последовательности корот-
ких РНК путем их сопоставления с соответствую-
щими базами данных: miRBase 22.1 [14, 15], 
Ensembl [16], RNAcentral 2021 [17], GtRNAdb 18.1 
[18], NONCODE 5 [19], circBase [20]. После иден-
тификации известных молекул провели сопостав-
ление данных, полученных на разных «дорожках». 
Визуализацию дифференциальной экспрессии мо-
лекул каждого класса провели путем построения 
Volcano-диаграмм. Оценку диагностического по-
тенциала отдельных маркерных молекул и соот-
ношений их концентраций в составе «реципрок-
ных пар» провели с помощью ROC-анализа. 

Результаты исследования 
и обсуждение
Оценка качества анализа
Суммарное количество прочтений на каж-

дую дорожку превышало 500 млн (не менее 
4 млн на образец), из которых 60 % были иден-

Рис. 1. Репрезентативные образцы анализируемого материала. А. Многослойный плоский эпителий с изменениями 
на всю толщину пласта в виде: повышения клеточной плотности, потери полярности клеток, выраженного ядер-
ного полиморфизма и гиперхромазии, фигуры митоза определяются в нижней и средней третях пласта, в т.ч. 
патологические формы (HSIL). Б. Участок резкого перехода нормального неороговевающего многослойного плоско-
го эпителия шейки матки (справа) в интраэпителиальное поражение многослойного плоского эпителия тяжелой 
степени (HSIL) (слева). Окраска гематоксилином и эозином, увеличение 400

а) б)
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тифицированы путем поиска аналогов в базах 
молекул с известными (tRNA, snRNA, snRNA, 
miRNA, piwiRNA) и еще не изученными (mis-
cellaneous RNA) биологическими функциями. 
В рамках проведенного исследования реализо-
вана многоэтапная технология (выделение РНК, 
подготовка библиотек, секвенирование, анализ), 
не все этапы которой могут эффективно контро-
лироваться. Косвенным признаком достоверно-
сти полученных результатов является их воспро-
изводимость. С целью оценки воспроизводимо-
сти последние этапы исследования (секвениро-
вание и анализ, включая идентификацию моле кул, 
подсчет и нормализацию идентичных прочте-
ний) выполнены в двух технических повторах. 
На рис. 3 представлена диаграмма рассеяния 
результатов двух экспериментов, выраженных 
как Log2 нормализованных прочтений (RPM, 
reads per millions), ось Х отражает результаты 
одного анализа (дорожка 1), ось Y — другого 
(дорожка 2). Коэффициент корреляции Спир-
мена (r) для шести типов молекул > 0,99, что 
указывает на практическое совпадение резуль-
татов. 

Далее в работе представлены результаты ана-
лиза данных секвенирования одной «дорожки». 

Анализ разницы профиля экспрессии малых 
РНК в группах NILM и HSIL
С целью сравнительной оценки «вовлеченно-

сти» разных классов малых РНК, для каждого 
такого класса построены диаграммы рассеяния. 

Например, вулканическая диаграмма (рис. 4)  
демонстрирует зависимость двух параметров: 
разницы экспрессии отдельных молекул между 
группами образцов (HSIL vs. NILM), выражен-
ной как Log2 кратности среднего количества (по 
оси Х) и статистическую значимость этой раз-
ницы для сравниваемых групп (HSIL, n = 12 vs. 
NILM, n = 12), выраженную как отрицательный 
Log10 критерия Уилкоксона (по оси Y). Каждая 
точка на диаграммах отражает «поведение» од-
ной молекулы, относящейся к одному из шести 
классов: miRNA, piwiRNA, tRNA, snoRNA, 
snRNA и малых РНК с неизвестными биологиче-
скими функциями (miscRNA, miscellaneous 
RNA). Красным и синим обозначены молекулы, 
экспрессия которых в группах (HSIL и NILM) от-
личается более чем в 2 раза при уровне статисти-
ческой значимости p < 0,1.

 Представленные данные демонстрируют 
«участие» всех исследуемых классов малых 
РНК в процессе формирования характерных из-
менений морфологии цервикального эпителия, 
предшествующих его неопластической транс-
формации. Наиболее значимый дисбаланс на-
блюдается среди молекул с неизвестными функ-
циями и среди микроРНК. Выраженные измене-
ния наблюдались и среди других классов малых 
РНК (piwiRNA, tRNA, snoRNA, snRNA). Инте-
ресно, что тяжелая дисплазия ассоциировалась 
преимущественно с угнетением экспрессии ми-
кроРНК (число синих точек больше числа крас-
ных). В других классах коротких РНК наблюда-

Рис. 2. Принцип (схема) процедуры подготовки материала (библиотек) для секвенирования, включая этапы выде-
ления РНК и синтеза комплементарной ДНК - кДНК (1), очистки, реакции лигирования адаптора по 5’-концам (2), 
очистки, реакции лигирования адаптора по 3’-концам (3), очистки, амплификации (4), разделения в ПААГ продук-
тов амплификации (5), выделения из геля продуктов длиной 100-120 п.н., реакции циркуляризации фрагментов ДНК 
(6), циркулярной амплификации и формирования наноклубков — DNA nanoball, DNB (7-8) и, в заключение, загрузки 
образцов в ячейку для секвенирования
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ется обратная ситуация: развитие дисплазии ас-
социировалось с активацией экспрессионной ак-
тивности. 

Имея в виду практическую задачу разработ-
ки диагностического инструмента, следует по-
нимать, что важным фактором является не толь-

ко изменение экспрессии потенциального мар-
кера в патологической ткани относительно здо-
ровой, но также её средняя активность. Этот 
фактор определяет возможность использования 
диагностических технологий, аналитическая 
чувствительность которых имеет объективные 

Рис. 3. Оценка воспроизводимости анализа (correlation plot). Результаты двух технических повторов анализа одной 
библиотеки (смеси 24 образцов) представлены по оси Х (дорожка 1) и по оси Y (дорожка 2)

Рис. 4. Сравнительный анализ экспрессии различных классов коротких РНК в клетках нормального (NILM, n.12) 
и измененного (HSIL, n.12) цервикального эпителия. Результаты представлены в виде Volcano-диаграммы, где каж-
дая точка отражает характер экспрессии одной молекулы в двух группах образцов: по оси Х — Log2 кратности 
количества молекул в образцах HSIL относительно NILM (fold change), по оси Y — Log10 Т-критерия Уилкоксона 
(p value), характеризующего статистическую значимость различия экспрессии данной молекулы в двух сравнивае-
мых группах образцов (HSIL vs NILM). Цветом показаны молекулы со статистически значимо повышенным уровнем 
экспрессии в клетках HSIL (красный) или NILM (синий цвет)
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ограничения. Для сопоставления диагностиче-
ского потенциала разных классов малых РНК 
проведено сопоставление нормализованного 
и усредненного (для 24 образцов) показателя 
экспрессионной активности каждой молекулы 
(по оси X) и разницы ее экспрессии между груп-
пами образцов HSIL vs. NILM (по оси Y). Резуль-
таты представлены на рис. 5. 

Для интерпретации результатов, представ-
ленных на рис. 5, следует учитывать, что боль-
шинство коммерческих наборов для анализа ми-
кроРНК с помощью обратной транскрипции 
и ПЦР (пример: Qiagen, ThermoFisher, BioCat 
GmbH, Takara) рекомендуют использовать в ка-
честве стартового материала не менее 20–100 pg 
тотальной РНК. С учетом данных исследований 
состава тотальной РНК [21, 22] это количество мо-
жет включать 0,3–1,5×10–18 молей или 0,2–1 млн 
молекул микроРНК всех типов. Значение 5 по 
оси Х на диаграммах рис. 5 соответствует всего 
32 специфическим молекулам в каждом милли-
оне идентифицированных коротких РНК 
(Log(2)32 = 5). Соответственно, 20 pg тотальной 
РНК будут содержать 0,3×10–18 или 0,2 млн мо-
лекул микроРНК, в числе которых будет лишь 

несколько специфических (потенциально мар-
керных) молекул. Эти крайне приблизительные 
расчеты позволяют понять, что «копийность» 
большинства идентифицированных молекул 
(показаны черным цветом) недостаточна для ис-
пользования технологий рутинной диагностики. 
При этом каждый класс коротких РНК содержит 
от нескольких до нескольких десятков молекул 
с измененным уровнем экспрессии и относи-
тельно высокой «копийностью»: красным выде-
лены молекулы с повышенным уровнем экс-
прессии в образцах HSIL, синим — в образцах 
LSIL. Эти молекулы могут рассматриваться как 
потенциальные диагностические маркеры тяже-
лой дисплазии цервикального эпителия. 

Оценка диагностического потенциала 
отдельных молекул 
Проведенный анализ показал, что каждый 

функциональный класс коротких РНК содержит 
потенциально маркерные молекулы. Метод 
ROC-анализа был использован для оценки диа-
гностического потенциала молекул, выбранных 
с учетом лишь одной из трех ранее описанных 
характеристик — степени дифференциальной 

Рис. 5. Сравнительный анализ средней и дифференциальной экспрессии различных классов коротких РНК в клетках 
нормального (NILM, n.12) и измененного (HSIL, n.12) цервикального эпителия. Результаты представлены в виде 
Volcano-диаграммы, где каждая точка отражает характер экспрессии одной молекулы в двух группах образцов: 
по оси Х — Log2 среднее для 24 образцов нормализованное значение экспрессии (RPM, read per million), по оси Y — 
Log2 кратности количества молекул в образцах HSIL относительно NILM (fold change). Цветом показаны молеку-
лы с относительно высоким средним значением экспрессии, которая значимо повышена в образцах HSIL (красный) 
или в образцах NILM (синий цвет)
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экспрессии, log2(fold change HSIL vs NILM). 
На рис. 6 представлены ROC кривые для пяти 
молекул каждого класса с повышенным уровнем 
экспрессии в образцах HSIL и максимальными 
значениями площади под кривой (AUC, area under 
curve). Видно, что все молекулы имеют высокий 
диагностический потенциал, особенно интерес-
ные результаты получены для малых ядерных 
(snRNA), ядрышковых (snoRNA) и piwi-ассоции-
рованных РНК. 

Аналогичным методом была проведена оцен-
ка диагностического потенциала молекул, экс-
прессия которых снижена в образцах измененно-
го эпителия (HSIL) по сравнению с образцами 
здорового эпителия цервикального канала. В со-
ответствии с результатами, которые представле-
ны на рис. 7, снижение экспрессии ряда молекул 
микроРНК также может быть диагностическим 
критерием дисплазии. Эти данные находят соот-
ветствие с результатами, представленными 
на рис. 4, — угнетение экспрессии отдельных мо-
лекул микроРНК может «ярче» отражать морфо-
логические изменения цервикального эпителия, 
а оценка снижения концентрации таких молекул 
может иметь больший диагностический потен-
циал, чем анализ микроРНК с повышенным уров-
нем экспрессии (часто называемых «онко-миР»).  

Снижение экспрессионной активности piwi-
RNA, snoRNA и snRNA имеет менее значимый 
диагностический потенциал, чем активация экс-
прессии некоторых молекул этих классов. Среди 

молекул, функции которых еще не известны 
(miscRNA), есть потенциальные маркеры церви-
кальной дисплазии, причем как с повышенной 
(рис. 6), так и с пониженной (рис. 7) экспресси-
ей в клетках измененного эпителия.  

Оценка диагностического потенциала 
«реципрокных пар» молекул
Проблема нормализации результатов ОТ-ПЦР 

анализа коротких молекул РНК и клинически 
внятной интерпретации этих результатов до на-
стоящего времени не решена. Авторы ряда ис-
следований описывали и предлагали использо-
вать так называемые референсные молекулы 
(нормализаторы), которые имеют предположи-
тельно стабильный уровень экспрессии в ана-
лизируемых образцах. В таком случае оценка 
экспрессионных изменений маркерных моле-
кул может быть проведена относительно так 
называемых нормализаторов. Альтернативный 
вариант, использованный в ряде исследований 
[7, 8], выполненных с помощью ОТ-ПЦР, предпо-
лагает одновременный анализ молекул с разно-
направленным характером экспрессионных из-
менений, наблюдаемых при развитии HSIL. 
Расчет соотношения концентраций молекул, 
формирующих так называемые реципрокные 
пары, позволял решить проблему нормализа-
ции, а диагностический потенциал рассчитан-
ного параметра был обычно выше, чем диагно-
стический потенциал отдельных молекул в па-

Рис. 6. Примеры молекул с повышенным уровнем экспрессии в HSIL и максимальным диагностическим потенциа-
лом. ROC анализ
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ре. В случае анализа данных глубокого секве-
нирования проблема нормализации не стоит. 
Но эта ситуация позволяет оценить диагности-
ческий потенциал реципрокных пар, который 
для ряда молекул оказался выше индивидуаль-
ных значений. В табл. 1 представлены значе-
ния площади под кривой (AUC, area under 
curve), полученные с помощью ROC анализа. 

Представленные данные указывают на це-
лесообразность использования метода расчета 

соотношений концентрации молекул, форми-
рующих «реципрокные пары», т.к. это позво-
ляет не только нормализовать результаты, но и 
оптимизировать их диагностическую значи-
мость. 

Выводы
1. Анализ профиля экспрессии коротких РНК 

в материале цервикального эпителия с помощью 
технологии MGI-Tech и аналитической платфор-

Рис. 7. Примеры молекул с пониженным уровнем экспрессии в HSIL и максимальным диагностическим потенциа-
лом. ROC анализ

Таблица 1 
Диагностический потенциал отдельных молекул и формируемых ими «реципрокных пар»

Молекулы ↑ в HSIL Молекулы ↓ в HSIL Реципрокные пары

К
ла

сс

Название AUС Название AUC Названия AUC

m
iR

-
N

A

hsa-miR-429 0,93 hsa-miR-199a-3p 0,98 hsa-miR-429/hsa-miR-199a-3p 1,00

hsa-miR-375-3p 0,92 hsa-miR-130a-3p 0,97 hsa-miR-375-3p/hsa-miR-130a-3p 1,00

pi
R

N
A piR-36499 0,98 piR-31068 0,89 piR-36499/piR-31068 0,98

piR-37213 0,98 piR-35982 0,89 piR-37213/piR-35982 0,98

tR
N

A tRNA-Ile-AAT-2-1 0,97 tRNA-Gly-CCC-1-1 0,91 tRNA-Ile-AAT-2-1/tRNA-Gly-CCC-1-1 1,00

tRNA-Ile-AAT-5-1 0,94 tRNA-Gly-GCC-1-1 0,85 tRNA-Ile-AAT-5-1/tRNA-Gly-GCC-1-1 0,96

sn
oR

N
A SNORD56 0,98 SNORD57 0,85 SNORD56/SNORD57 1,00

SNORD37 0,98 SNORD52 0,87 SNORD37/SNORD52 1,00

sn
R

N
A RNU5B-1 0,98 RNU2-4P 0,67 RNU5B-1/RNU2-4P 1,00

RNU1-28P 0,96 RNU4-1 0,82 RNU1-28P/RNU4-1 0,97
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мы miRMaster позволяет получать качественные 
и воспроизводимые результаты. 

2. Изменение морфологии цервикального эпи-
телия, предшествующие его неопластической 
трансформации, сопровождается выраженными 
изменениями экспрессионной активности ко-
ротких РНК различных функциональных клас-
сов (miRNA, piwiRNA, tRNA, snoRNA, snRNA).

3. Выбор потенциально маркерных молекул 
должен быть основан на комплексном анализе 
следующих характеристик: (1) средний уро-
вень экспрессии в клетках цервикального эпи-
телия, (2) степень изменения экспрессионной 
активности, ассоциированного с развитием 
морфологических изменений (дисплазии) и (3) 

статистическая значимость экспрессионных 
изменений. 

4. Высокий диагностический потенциал мо-
гут иметь молекулы микроРНК как с повышен-
ным, так и с пониженным уровнем экспрессии 
в клетках HSIL. 

5. Высокий диагностический потенциал так-
же имеют представители других классов корот-
ких РНК: piwiRNA, tRNA, snoRNA, snRNA, 
включая молекулы с неизвестными функциями 
(miscRNA). 

6. Оценка соотношения концентрации моле-
кул, формирующих «реципрокные пары», по-
зволяет повысить диагностическую значимость 
результатов. 
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