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Введение. В клинической практике существует проблема дифференциальной диагностики узловых заболеваний щитовидной же-
лезы (ЩЖ), решению которой может способствовать разработка новых, надежных и специфических, онкомаркеров. Малые 
регуляторные рибонуклеиновые кислоты (РНК) – микроРНК, или миРНК, – выполняют функцию посттранскрипционной регу-
ляции экспрессии генов. Внутриклеточные и секретируемые во внеклеточное пространство миРНК могут быть использованы 
в качестве маркеров различных заболеваний, включая онкологические. Стабильность внеклеточной миРНК определяется связью 
с белками, липопротеинами или «упаковкой» в мембранные микровезикулы – экзосомы. Есть основания предполагать, что экзо-
сомы со специфическим составом миРНК являются результатом процесса активной и биологически значимой секреции, в то вре-
мя как высвобождение других форм миРНК сопровождает апоптотическую или некротическую гибель клеток. Это определяет 
особую диагностическую ценность экзосомальной фракции циркулирующих миРНК, которая может отражать наличие и кли-
нически значимые свойства опухоли.
Цель исследования – отработка метода выделения и анализа экзосомальной миРНК, определение «маркерных» миРНК и оценка 
их диагностической значимости.
Материалы и методы. В работе были использованы образцы сыворотки крови 57 больных с различными узловыми образованиями 
ЩЖ и 13 здоровых доноров. Экзосомы выделяли из сыворотки крови пациентов классическим методом ультрацентрифугирования 
и анализировали с помощью атомной силовой микроскопии, лазерной корреляционной спектроскопии и метода вестерн-блоттин-
га. Анализ содержания миРНК проводили по методу полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией.
Результаты. Были определены миРНК, содержание которых в экзосомах коррелирует со статусом узлового заболевания ЩЖ. 
Показано, что профиль экспрессии 3 миРНК (миРНК-21, -146а и -181а) имеет характерные черты при различных формах узло-
вых заболеваний ЩЖ и его анализ может иметь диагностическую ценность.
Выводы. Экзосомы, выделенные ультрацентрифугированием из сыворотки крови, являются источником РНК, пригодной для по-
следующего анализа миРНК. Уровни содержания различных миРНК в экзосомах сыворотки могут отличаться на 1–2 порядка. 
«Маркерные» экзосомальные миРНК имеют характерный профиль представленности в циркулирующих экзосомах пациентов 
с различной природой узловых образований ЩЖ. Клиническая значимость тестирования экзосомальных миРНК у больных с добро-
качественными и злокачественными узловыми образованиями ЩЖ может быть повышена путем параллельной оценки нескольких 
молекул и анализа профиля их представленности в экзосомах. МиРНК-181а, -146а и -21 формируют диагностически значимую 
комбинацию представленных в циркулирующих экзосомах «маркерных» молекул, которую можно расширить и использовать 
для диагностики (дифференциальной диагностики) узловых образований ЩЖ.
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Introduction.  In clinical practice, differential diagnosis of nodular thyroid diseases poses a serious problem which can be solved by develop-
ment of new, safe, and specific thyroid tumor markers. Small regulatory RNAs (microRNA, miRNA) are a class of molecules that control 
gene expression at the post-transcriptional level. miRNAs, both intracellular and secreted into the extracellular space, can be used as mark-
ers of various diseases, including cancer. Stability of extracellular miRNAs is determined by binding to proteins and lipoproteins, or by 
“packing” into membrane microvesicles – exosomes. It is considered that exosomes with specific miRNA content are a result of active and 
biologically significant secretion, while release of other forms of miRNA is associated with apoptotic or necrotic cell death. This determines 
diagnostic value of exosomal fraction of circulating miRNAs, which may reflect presence or clinically significant properties of a tumor.
The study objective was to explore a method of exosomal miRNA isolation, identify marker miRNAs, and estimate diagnostic value of their 
analysis.
Methods. We used serum samples from 57 patients with nodular thyroid diseases and 13 healthy donors. Exosomes were isolated from serum 
by ultracentrifugation and analyzed by atomic force microscopy, laser correlation spectroscopy, and western blotting. Analysis of exosomal 
miRNAs was carried out by RT-PCR.
Results. We have identified a specific correlation between certain miRNAs and status of thyroid nodular disease. Expression profiles of three 
miRNAs (miRNA-21, miRNA-146a, and miRNA-181a) exhibited specific characteristics for different forms of nodular thyroid disease and 
their analysis may have diagnostic value.
Conclusions. Exosomes isolated by ultracentrifugation from serum are a source of RNA suitable for subsequent analysis of miRNA. The le-
vels of different miRNAs in serum exosomes may differ by 1–2 times. «Marker» exosomal miRNAs have specific profiles in circulating exo-
somes of patients with different thyroid nodules. Clinical significance of testing exosomal miRNAs in patients with benign and malignant 
nodules of the thyroid gland can be increased by a parallel assessment of several molecules and analysis of the profile of their representation 
in exosomes. MiRNA-181a, -146a, and -21 form a diagnostic combination of «marker» molecules present in the circulating exosomes, which 
can be extended and used for diagnosis (differential diagnosis) of thyroid nodules.
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Введение
Злокачественные новообразования, развивающи-

еся из фолликулярных или С-клеток щитовидной же-
лезы (ЩЖ), составляют разнородную группу онколо-
гических заболеваний. Их классификация основана 
на степени дифференцировки и форме гистопатологи-
ческого строения опухолевой ткани и включает следу-
ющие основные варианты: папиллярная, фолликуляр-
ная, медуллярная карциномы и анапластический рак. 
Наиболее часто встречающаяся форма – папиллярная 
карцинома – характеризуется относительно благопри-
ятным прогнозом [1]. При выявлении ее на ранних 
стадиях 90 % пациентов проживают 5 и более лет [2]. 
Но даже с учетом относительно благополучных пока-
зателей эпидемиологической статистики диагностика 
и лечение папиллярного рака ЩЖ (РЩЖ) часто пред-
ставляют собой нетривиальную клиническую задачу 
[3]. В частности, эффективный скрининг пациентов, 
имеющих асимптомные узловые образования ЩЖ, 
или динамическое наблюдение за больными, перенес-

шими радикальное хирургическое лечение, осложня-
ется нехваткой надежных, специфических и чувстви-
тельных биомаркеров [4].

Исследования физиологической роли и патологи-
ческих эффектов «некодирующих» регуляторных ри-
бонуклеиновых кислот (РНК) показали возможность 
их использования в качестве маркеров различных за-
болеваний, включая онкологические [5]. Например, 
нарушения состава и активности системы посттран-
скрипционного контроля генной экспрессии, опосре-
дуемой короткими одноцепочечными молекулами 
микроРНК (миРНК), имеют характерные признаки 
при ряде онкологических заболеваний [6], включая 
РЩЖ [7]. Оценка таких изменений может лежать в ос-
нове разработки диагностических и прогностических 
тест-систем [8, 9]. Например, уже разработаны и до-
пущены к клиническому использованию системы 
для диагностики рака легких, почек, мезотелиомы 
и неизвестной первичной локализации [10]. На стадии 
клинических испытаний находятся тест-системы для 
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первичной или дифференциальной диагностики РЩЖ, 
представленные компанией Rosetta Genomics (США).

В дополнение к достаточно детально исследованной 
функции внутриклеточной регуляции генной экспрес-
сии следует добавить, что миРНК могут секретировать-
ся клеткой во внеклеточное пространство и попадать 
в кровь, мочу, ликвор и другие биологические жидко-
сти. Во внеклеточном пространстве миРНК обнаружи-
ваются в комплексе с белками, липопротеидами или 
в составе мембранных микровезикул, так называемых 
экзосом. На основе современных экспериментальных 
данных можно предположить, что именно экзосомаль-
ные миРНК являются активной и биологически значи-
мой формой [11]. Их специфический состав, возмож-
ность направленного транспорта и избирательного 
«акцептирования» экзосом окружающими клетками 
или клетками анатомически отдаленных органов сви-
детельствуют о значимой регуляторной и «коммуника-
ционной» роли экзосом и экзосомальных миРНК [12]. 
Особое патогенное значение имеют экзосомы, секре-
тируемые опухолевыми клетками [13]. Как показано 
в экспериментальных исследованиях, опу холевые экзо-
сомы опосредуют угнетение активности иммунной 
системы [14], ускоряют процесс метастазирования [15] 
и участвуют в развитии резистентности к химиотера-
пии [16]. Непосредственными медиаторами этих эф-
фектов являются экзосомальные миРНК.

Очевидно, что детекция циркулирующих миРНК 
может иметь диагностическое и прогностическое зна-
чение, что было показано в ряде исследований, включая 
работы, посвященные РЩЖ [17–19]. Есть основания 
предположить, что выделение и анализ экзосомальной 
фракции циркулирующих миРНК могут повысить спе-
цифичность и клиническую значимость тестов для диа-
гностики РЩЖ, ускорить их разработку и внедрение 
в клиническую практику. Отработка методики такого 
анализа и подтверждение его клинической значимости 
составили задачи данного исследования.

Материалы и методы
Дизайн исследования (рис. 1). Первым этапом ра-

боты был скрининг относительно большого числа 
миРНК, имеющих известное значение в развитии он-
кологических заболеваний, в целях выбора наиболее 
перспективных «маркерных» молекул. Проведен срав-
нительный анализ экзосомальной фракции миРНК, 
полученной из сыворотки крови пациентов (n = 10) 
с папиллярным РЩЖ, до тиреоидэктомии и через 
7–10 дней после нее. Предполагалось, что удаление 
опухоли приведет к снижению содержания опухолевых 
экзосом в кровотоке и, следовательно, к изменению 
профиля детектируемых миРНК. В результате из 84 
было выбрано 11 миРНК, детектируемый уровень со-
держания которых в экзосомах снижался после опера-
ции. Вторым этапом исследования была оценка диа-

гностической значимости выбранных потенциальных 
«маркеров» путем анализа экзосомальных миРНК, 
выделенных из сыворотки крови пациентов с разным 
клиническим статусом заболевания и здоровых доно-
ров (n = 60).

В исследование были включены следующие груп-
пы: 8 пациентов с аденомой ЩЖ, 8 – с фолликуляр-
ным РЩЖ, 10 – с начальной стадией (T1N0M0) па-
пиллярного РЩЖ, 9 – с локально распространенным 
(T2–4N0M0) РЩЖ, 12 – с метастатическим (TxN1–xM1–x) 
РЩЖ и 13 здоровых доноров. Параллельно был про-
веден анализ экспрессии 11 выбранных на первом 
этапе миРНК в образцах ткани папиллярного рака 
и неизмененной ткани ЩЖ.

Клинический материал. Проведение исследования 
и использование клинических данных, операционного 
материала и сыворотки пациентов были одобрены эти-
ческим комитетом ФГБУ «НИИ онкологии им. Н. Н. Пет-
рова» Минздрава России. Для получения венозной 
крови применялись вакуумные системы для забора 
венозной крови. В течение 2 ч с момента забора крови 
сыворотка отделялась путем центрифугирования (1500g, 
15 мин, +4 °C), аликвотировалась и замораживалась 
при –80 °C до дальнейшего использования. Ткань (опу-
холевая и неизмененная ткань ЩЖ) была получена 
сразу после операции и заморожена в жидком азоте.

Выделение и характеризация экзосом сыворотки 
крови. Для выделения экзосом сыворотка (2 мл) раз-
мораживалась до +4 °C, разводилась (1 : 1) в фосфатно-
солевом буфере и центрифугировалась (20 000g, 1 ч, 
+4 °C) для осаждения клеточного детрита и крупных 
мембранных везикул. Экзосомы выделялись из супер-
натанта путем ультрацентрифугирования (100 000g, 3 ч, 
+4 °C). Осадок, содержащий экзосомы, разводился 
в фосфатно-солевом буфере для анализа физических 
характеристик или в соответствующем лизис-буфере 
(для выделения белков или РНК).

Рис. 1. Дизайн исследования
Fig. 1. Study design

1. СКРИНИНГ / 1. SCREENING
84 миРНК / 10 пациентов с папиллярным раком щитовидной железы 

до и после радикального хирургического лечения /
84 miRNA / 10 patients with papillary thyroid cancer before  

and after radical surgical treatment

2b. ВАЛИДАЦИЯ /  
2b. VALIDATION

11 миРНК / 10 образцов ткани 
папиллярного рака  

щитовидной железы /  
10 образцов нормальной  

ткани ЩЖ / 
11 miRNA / 10 samples of papillary 
thyroid cancer tissue / 10 samples 

of normal thyroid tissue

2a. ВАЛИДАЦИЯ /  
2a. VALIDATION

11миРНК / 60 образцов 
сыворотки крови пациентов 

с разным статусом заболевания 
и здоровых доноров /

11 miRNA / 60 serum samples from 
patients with different disease 

status and healthy donors
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Атомная силовая микроскопия (АСМ). Применялась 
для прямой визуализации экзосомных частиц и их 
агрегатов, что требовало дополнительной промывки 
(осаждения) центрифугированием экзосом для удале-
ния мажорных плазменных белков. Затем образцы 
наносили на свежесколотую слюду, фиксировали 0,5 % 
глутаровым альдегидом, промывали дистиллированной 
водой и высушивали при комнатной температуре. Ис-
следования проводили на сканирующем зондовом 
микроскопе (CЗM) Solver Bio (ООО «НТ-МДТ», Рос-
сия, Зеленоград) в полуконтактном режиме сканиро-
вания на воздухе. Использовали зонды серии NSG03 
(ООО «НТ-МДТ») c константой жесткости ~5 Н/м, 
амплитудой сканирования 4 нм, скоростью сканиро-
вания 1 Гц. Полученные CЗM-изображения обрабаты-
вали с помощью прилагаемого программного обеспе-
чения Image Analysis Nova.

Лазерная корреляционная спектроскопия (ЛКС). 
Метод использовали в качестве основного метода ре-
гистрации экзосом в биологических жидкостях. Размер 
наночастиц (гидродинамический радиус) рассчитыва-
ли на основе данных о коэффициенте диффузии. Из-
мерения проводили на лазерном корреляционном 
спектрометре «ЛКС-03» (ООО «Интокс», Россия, 
Санкт-Петербург). Результат измерений представляет-
ся в виде гистограммы распределения частиц по раз-
мерам (гистограмма фракционного состава), на кото-
рой ось абсцисс – шкала размеров, представленная 
в нанометрах, а по оси ординат отложен вклад в общее 
рассеяние образца частиц данного размера в процен-
тах. При этом суммарное рассеяние всех частиц об-
разца принимается за 100 %.

Обогащение выделяемого методом ультрацентри-
фугирования осадка специфическими экзосомальными 
маркерами оценивалось по методу вестерн-блоттинга. 
Для этого взвесь экзосом, осажденных ультрацентри-
фигированием, и образец исходной сыворотки лизи-
ровали в растворе, содержащем 0,05 М Tris-HCl, pH 
7.4; 0,15 М NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % SDS, в присут-
ствии смеси ингибиторов протеолиза P8340 (Sigma 
Aldrich, США) в течение часа при +4 °C. После центри-
фугирования (17 000g, 20 мин, +4 °C) белковые экс-
тракты были нормализованы с помощью набора для 
измерения концентрации белка BCA Protein Assay Kit 
(Thermo Scientific, США), для анализа использовалось 
40 мкг белка. Электрофорез проводился в 10 % раство-
ре SDS-PAGE (додецилсульфат натрия – электрофорез 
в полиакриламидном геле), для нанесения использо-
вался стандартный нередуцирующий буфер Laemlli 
Sample Buffer, белки денатурировали при +95 °C, 5 мин 
перед нанесением в гель. Разделенные электрофорезом 
белки переносили на поливиниловую мембрану, кото-
рую блокировали в течение часа в 0,1 % растворе казе-
ина в триссолевом буфере с твином-20 и инкубировали 
с антителами против экзосомальных маркерных белков 

TSG101 (sc-7964, Santa Crus, USA), CD63 (sc-15363, 
Santa Cruz, США) в разведении 1: 200. Визуализацию 
блотов проводили с помощью вторичных антител, 
меченных люминесцентной меткой, на сканере блотов 
(LI–COR Biotechnology, США).

Выделение РНК и анализ миРНК. Для выделения 
РНК из препаратов экзосом использовались наборы 
для выделения производства компании «БиоСилика» 
(Россия, Новосибирск). Профайлинг 84 микро-РНК 
проводился с использованием полимеразных цепных 
реакций с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) набора 
для обратной транскрипции миРНК и синтеза кДНК, 
панелей опухолевых миРНК и мастер-микса для ПЦР 
в реальном времени (производство компании Exiqon, 
Дания). Анализ выбранных в результате скрининга 11 
потенциальных «маркерных» миРНК был проведен 
с помощью реагентики, разработанной и предостав-
ленной для тестирования в рамках научного сотрудни-
чества с компанией «Вектор-Бест» (Россия, Новоси-
бирск). Последовательности праймеров для обратной 
транскрипции и полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
могут быть предоставлены авторами по запросу. ПЦР 
проводилась на аппарате для ПЦР в реальном времени 
в формате 96-луночных планшетов (Bio-Rad, США). 
Результаты были нормализованы относительно рефе-
ренсных миРНК – миРНК-191-5p и малой ядерной 
РНК U6 (мяРНК U6) – или среднего для каждого экс-
перимента значения Ct по формуле: 2(Ctreference – Cttarget), где 
Ct – значение цикла, на котором кривая флуоресцен-
ции пересекает пороговое значение. Статистические 
расчеты выполнены с помощью программы Graph Pad 
Prizm 6.0.

Результаты и обсуждение
Выделение и оценка свойств экзосом. Визуализация 

экзосом, фиксированных на поверхности с помощью 
АСМ, позволяет приблизительно определить их форму 
и размерность. На рис. 2 изображение экзосом смоде-
лировано в 2D (а) и 3D (б) форматах. В обоих случаях 
можно сделать заключение о том, что это отдельные 
структуры почти или практически округлой формы, 
размеры которых колеблются в пределах 50–300 нм. 
Более детальное представление о размере экзосом может 
быть получено с помощью ЛКС (рис. 2в). Как и в ряде 
предыдущих исследований, в данной работе мы на-
блюдали специфическое распределение анализируемых 
микровезикул на 2 дискретных класса с xарактерным 
диаметром частиц около 20 и 100 нм. С учетом данных 
литературы, можно предположить, что везикулы диа-
метром 100 нм представляют собой экзосомы. Везику-
лы меньшего диаметра являются либо специфическим 
классом экзосом, либо комплексами протеинов 
или липидными мицеллами, присутствующими в сы-
воротке и соосаждаемыми в процессе ультрацентрифу-
гирования. Как показал вестерн-блоттинг, смесь везикул, 
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получаемая в результате ультрацентрифугирования, 
существенно обогащена так называемыми экзосомаль-
ными маркерами: компонентом эндосомального ком-
плекса внутриклеточного транспорта TSG101 и мем-
бранным белком семейства тетраспанинов CD63 (рис. 2г). 
На основе этих данных мы можем заключить, что полу-
чаемая смесь везикул обогащена экзосомами, но мето-
ды, использованные в данном исследовании, не по-
зволяют определить точный состав смеси и оценить 
присутствие других типов везикул.

Профайлинг экзосомальных миРНК и выбор потен-
циальных «маркерных» молекул. В целом было прове-

дено 1680 тестов: уровень экспрессии 84 миРНК был 
оценен в 20 пробах (10 пациентов, до и после тиреои-
дэктомии). Детектируемое количество молекул миРНК 
было выявлено в 36 % наблюдений (в 608 случаях 
из 1680). Два типа молекул (миРНК-16-5p и -186-5p) 
не были детектированы ни в одном случае, 40 молекул 
были детектированы меньше чем в половине тестов 
(менее 10 случаев) и уровень экспрессии 42 молекул 
был выше порога чувствительности метода более чем 
в половине проведенных тестов (10 и более случаев).

Средние значения нормализованных показателей 
экспрессии этих 42 миРНК показаны на рис. 3. Замет-
на разница между количеством отдельных миРНК, 
содержащимся в экзосомах сыворотки: уровни экс-
прессии различных миРНК отличаются на 1–2 поряд-
ка. Аналогичные данные получены и в других исследо-
ваниях [20]. Кроме того, рис. 3 отражает стандартные 
отклонения, которые характеризуют определенный 
в ходе анализа размах флюктуаций представленности 
различных молекул миРНК. Для большинства молекул 
рассчитанное значение стандартного отклонения ока-
зывается незначительным. Это свидетельствует о том, 
что представленность таких молекул в экзосомах мало 
отличается в анализируемых образцах. Представлен-
ность ряда других молекул миРНК в экзосомах замет-
но варьировала, хотя эти изменения в большинстве 
случаев носили случайный характер.

Рис. 2. Физические и биохимические характеристики выделяемых ве-
зикул: а и б – 2D и 3D изображения везикул, выделенных из сыворотки, 
полученные в ходе атомной силовой микроскопии; в – результат анализа 
состава и размерности смеси везикул методом лазерной корреляционной 
спектроскопии (фракции везикул показаны стрелками); г – вестерн-
блоттинг экзосомальных маркеров (CD63 – мембранного белка семей-
ства тетраспанинов и TSG101 – компонента эндосомального ком-
плекса внутриклеточного транспорта) и белка GPDH (ген «домашнего 
хозяйства», по которому нормируется количество материала, наноси-
мого на электрофорез – контроль количества белка) в получаемом после 
ультрацентрифугирования осадке в сравнении с исходной сывороткой.
Экзо. – фракция экзосом, выделенная ультрацентрифугированием, 
Сывор. – сыворотка крови
Fig. 2. Physical and biochemical characteristics of isolated vesicles: а и б – 
2D and 3D atomic force microscopy views of the vesicles isolated from serum; 
в – result of laser correlation spectroscopy analysis of composition and 
dimensions of the vesicle mixture (arrows show vesicle fractions); г – western 
blotting of exosomal markers (CD63 – membrane protein of the tetraspanin 
family, TSG101 – component of the endosomal complex of intracellular 
transport) and GPDH protein (housekeeping gene used for normalization 
of material applied to electrophoresis – protein quantity control) 
in the precipitate collected after ultracentrifugation compared to initial serum.
Exo. – exosome fraction isolated by ultracentrifugation, Serum – blood serum
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Рис. 3. Уровни содержания миРНК в экзосомах сыворотки крови больных 
раком щитовидной железы, определенные с помощью реагентики Cancer 
Focus microRNA PCR Panels (компания Exiqon, Дания). Приведены усред-
ненные данные по содержанию 42 миРНК, определенному как минимум 
в 10 из 20 проведенных измерений до и после операции у 10  пациентов. 
Колебания показателя отражены стандартными отклонениями. Вы-
делены миРНК, значимость изменений которых планируется показать 
в последующих экспериментах
Fig. 3. miRNA levels in serum exosomes of patients with thyroid cancer deter-
mined using Cancer Focus microRNA PCR Panels (Exiqon, Denmark). Aver-
aged data on 42 miRNAs are presented. miRNA levels were determined in at 
least 10 of 20 performed measurements in 10 patients before and after surgery. 
Fluctuations of the characteristic are shown by standard deviation. Significance 
of highlighted miRNAs is going to be shown in the subsequent experiments
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Целью данного этапа работы было определение 
таких миРНК, количество которых снижалось бы по-
сле операции. Статистически значимого снижения 
представленности не было выявлено ни для одной 
из 42 миРНК, включенных в анализ и представленных 
на рис. 3. При более детальном рассмотрении мы ото-
брали одиннадцать миРНК, представленность которых 
в экзосомах сыворотки крови пациентов с РЩЖ име-
ла тенденцию к снижению после операции: миРНК-
126-3p, -145-5p, -146a-5p, -150-5p, -155-5p, NA-181a-5p, 
-206, -21-5p, 221-3p, -223-3p и -31-5p. Полученные 
данные не дают возможности определить, что именно 
снизилось: содержание миРНК в циркулирующих 
экзосомах или количество циркулирующих экзосом, 
содержащих определенные миРНК. С учетом литера-
турных данных [21] более вероятен 2-й вариант.

Анализ экспрессии 11 потенциальных «маркерных» 
молекул миРНК в опухолевой и нормальной ткани ЩЖ. 
Следующим этапом работы был поиск возможной 
корреляции между наличием потенциальных «маркер-
ных» миРНК в экзосомах сыворотки и уровнем их экс-
прессии в ткани папиллярного РЩЖ. Тотальная РНК 
была выделена из препарата опухоли и нормальной 
ткани (10 пар образцов), полученных после тиреоид-
эктомии, уровень экспрессии 11 миРНК был оценен 
с помощью реакции миРНК-специфической ОТ и по-
следующей ПЦР. Результаты по каждому образцу ткани 
были получены в ходе 3 параллельных ОТ-ПЦР, усред-
нены и нормализованы относительно мяРНК U6. 
При анализе результатов по 10 пациентам статистиче-
ски значимое повышение уровня экспрессии в ткани 
опухоли относительно нормальной ткани ЩЖ было 
определено только для 3 из 11 миРНК (рис. 4). В ос-
тальных случаях наблюдалась аналогичная, но стати-
стически незначимая разница уровней экспрессии 
«маркерных» миРНК в опухолевой ткани относитель-
но нормальной.

Ни одна из 11 включенных в анализ миРНК не бы-
ла экспрессирована в нормальной ткани выше, чем 
в опухолевой. Эти результаты дают основание предпо-
лагать, что опухолевая ткань могла быть источником 
экзосом, содержащих эти молекулы. С другой стороны, 
полученные данные не позволяют исключить возмож-
ность того, что другие ткани могут секретировать в кро-
воток экзосомы, содержащие «маркерные» миРНК, 
вне зависимости от наличия или отсутствия опухоле-
вого процесса. Кроме того, в нескольких экспери-
ментальных исследованиях было показано наличие 
ме ханизма внутриклеточной «сортировки» миРНК 
в процессе формирования экзосом и доказана разница 
между профилем миРНК внутри клетки и в экзосомах, 
секретируемых клеткой [22]. В целом, этот вопрос 
имеет скорее фундаментальное, а не прикладное зна-
чение, т. к. для практического использования миРНК 
в качестве онкомаркера важна связь между наличием 

опухоли и уровнем миРНК в сыворотке, даже если ис-
точником миРНК является неопухолевая ткань.

Анализ полученных данных и оценка клинической 
значимости анализа экзосомальных миРНК. Для опре-
деления диагностической значимости выбранных в хо-
де 1-го этапа работы потенциальных «маркерных» 
миРНК их представленность в экзосомах сыворотки 
крови пациентов с различным статусом заболевания 
(аденома щитовидной железы, фолликулярный РЩЖ, 
начальная стадия папиллярного РЩЖ, местно-рас-
пространенный и метастатический папиллярный РЩЖ) 
и здоровых доноров была оценена методом миРНК-
специфической ОТ-ПЦР. Результаты по каждому об-
разцу сыворотки были получены в ходе трех параллельных 
ОТ-ПЦР, усреднены и нормализованы относительно 
мяРНК U6 и миРНК-103a-5p, имеющих стабильный 
уровень экспрессии. Наиболее значимые результаты, 
полученные после объединения данных по клиниче-
ским группам, показаны на рис. 5. При этом можно 
проследить характерные изменения уровней экзо-
сомальных миРНК, отражающие либо достоверные 
различия по этому параметру между клиническими 
ситуациями, либо прогрессирование заболевания. 
Например, уровень миРНК-181а повышен у пациентов 
с аденомой по сравнению с группой здоровых доноров 
и с больными РЩЖ. Причем эта разница статистиче-
ски значима в случае местнораспространенного или 
метастатического РЩЖ и может, вероятно, быть ис-
пользована не только в диагностических, но и прогно-

Рис. 4. Сравнительная экспрессия миРНК в неизмененной ткани щито-
видной железы (ЩЖ) и ткани папиллярного рака ЩЖ (РЩЖ), опре-
деленная с помощью полимеразных цепных реакций с обратной транс-
крипцией. Статистическая значимость оценена с помощью парного 
2-выборочного t-теста: миРНК-146а (p = 0,026), -223 (p = 0,0245) 
и -21 (p = 0,0048)
Fig. 4. Comparative expression of miRNA in normal thyroid tissue and papil-
lary thyroid cancer determined by reverse transcription – polymerase chain 
reaction. Statistical significance was determined using the paired 2-sample 
t-test: miRNA-146а (p = 0.026), -223 (p = 0.0245), and -21 (p = 0.0048)
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стических целях (поскольку, чем раньше определяется 
принадлежность больных РЩЖ к группам высокого 
или низкого прогностического риска, тем точнее на-
мечаются лечебные мероприятия и их необходимый 
объем).

Похожий, но несколько «сглаженный» профиль 
изменения уровня экзосомальных миРНК в соответ-
ствии со статусом заболевания, был выявлен для 
миРНК-31 и -145. Максимальный уровень представ-
ленности этих миРНК характерен для доброкачествен-
ной опухоли ЩЖ, в то время как развитие фоллику-
лярного или папиллярного РЩЖ сопровождается, 
как следует из полученных данных, снижением уровня 
миРНК-31 и -145 в составе циркулирующих экзосом. 
При папиллярном РЩЖ повышается уровень экзосо-
мальных миРНК-146а и -21, при этом для последней 
это изменение отчетливо коррелирует с прогрессией 
заболевания и, в случае метастатического РЩЖ, явля-
ется статистически значимым.

В целом представленные данные демонстрируют 
связь между уровнем «маркерных» экзосомальных 
миРНК и клиническим статусом пациентов с пролифе-
ративными (доброкачественными и злокачественными) 
заболеваниями ЩЖ. Хотя исследование не привело 
к открытию «идеального» маркера папиллярного РЩЖ, 
связь между уровнем экзосомальных «маркерных» 
миРНК и развитием (прогрессией) заболевания просле-
живается достаточно очевидно. Клиническая значимость 
оценки уровня «маркерных» миРНК может быть повы-
шена путем параллельного анализа нескольких молекул. 
Например, на рис. 6 представлены профили 3 экзосо-
мальных миРНК (миРНК-181а, -146а и -21), которые 
отчетливо различаются в случае аденомы, фолликуляр-
ного и папиллярного РЩЖ. Более того, можно заметить 
характерную тенденцию изменения этого профиля в про-
цессе прогрессии папиллярного РЩЖ: относительное 
повышение уровня миРНК-21 при переходе от началь-
ных стадий заболевания к его метастатической форме.

Рис. 5. Содержание маркерных миРНК в экзосомах сыворотки пациентов с различным статусом заболевания щитовидной железы (ЩЖ), опреде-
ленное посредством полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией. Статистическая значимость разницы между группами рассчитана 
с помощью критерия Краскела – Уоллиса (KW) при *p < 0,05, **p < 0,005, ***p < 0,0005
Fig. 5. Marker miRNA levels in serum exosomes of patients with different thyroid disease status determined by reverse transcription – polymerase chain reaction. 
Statistical significance of difference between groups was determined using the Kruskal-Wallis test (KW) at *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005
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Таким образом, оценка профиля нескольких «мар-
керных» миРНК может иметь практическое значение 
для динамического наблюдения за больными с добро-
качественными «латентными» узлами ЩЖ в качестве 
дополнительного метода дифференциальной диагно-
стики растущих новообразований и контроля рециди-
вов или метастатической диссеминации РЩЖ после 
проведенного лечения.

Выводы
Приведенные данные и их анализ позволяют сде-

лать следующие выводы по результатам нашего иссле-
дования.

1. Экзосомы могут быть выделены из сыворотки 
путем ультрацентрифугирования и служить источни-
ком РНК, пригодной для последующего анализа 
миРНК.

2. Уровни содержания различных миРНК в экзо-
сомах сыворотки могут отличаться на 1–2 порядка, 
но в рамках анализируемой группы образцов у больных 

с патологией ЩЖ в этом отношении наблюдались 
лишь незначительные межиндивидуальные колебания 
содержания отдельных миРНК.

3. Несколько «маркерных» экзосомальных миРНК 
(миРНК-145, -146a, -181a, -21-5p, -31), определенных 
в результате исследования, имеют характерный профиль 
представленности в циркулирующих экзосомах паци-
ентов с различной природой узловых образований ЩЖ.

4. Клиническая значимость тестирования экзосо-
мальных миРНК у больных с доброкачественными 
и злокачественными узловыми образованиями ЩЖ 
может быть повышена путем параллельной оценки 
нескольких «маркерных» молекул и анализа профиля 
их представленности в экзосомах.

5. МиРНК-181а, -146а и -21 формируют диагно-
стически значимую комбинацию представленных 
в циркулирующих экзосомах «маркерных» молекул, 
которая может быть расширена и использована для ди-
агностики (дифференциальной диагностики) узловых 
образований ЩЖ.

Рис. 6. Пример диагностически информативной комбинации миРНК, профиль представленности которых в экзосомах сыворотки пациентов 
показан при различных узловых заболеваниях щитовидной железы (ЩЖ). Статистическая значимость оценена путем расчета критерия Кра-
скела–Уоллиса (KW) при *p < 0,05, **p < 0,005, ***p < 0,0005.
Fig. 6. Example of diagnostically informative combination of miRNAs. Exosome representation profile of these miRNAs in patient serum was identified in different 
nodular thyroid diseases. Statistical significance was determined using the Kruskal–Wallis test (KW) at *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005.
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