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Введение. В современной клинической практике нет четких критериев выбора тактики ведения пациенток с на-
чальными, потенциально обратимыми, признаками цервикальной дисплазии. С учетом известной роли, которую 
играют малые регуляторные РНК (микроРНК) в цервикальном канцерогенезе, эти молекулы могут служить прогно-
стическими маркерами.
Цель исследования – разработка и оценка прогностического потенциала технологии анализа микроРНК на осно-
ве микрочиповой полимеразной цепной реакции.
Материалы и методы. В исследовании был использован материал цервикального мазка, взятый от женщин репро-
дуктивного возраста, после получения цитологического заключения LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesion, 
плоскоклеточное интраэпителиальное поражение низкой степени). РНК была выделена с использованием спин-
колонок. Полуколичественный анализ 24 молекул микроРНК был проведен с помощью последовательных реакций 
полиаденилирования, обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции в формате микрочипов. Для оцен-
ки результатов выполнен расчет соотношений экспрессии «реципрокных пар» микроРНК, статистическая значимость 
наблюдаемых различий оценена с помощью теста Манна–Уитни, для оценки показателей прогностической значи-
мости применяли ROC-анализ.
Результаты. Разработанный метод на основе анализа 6 молекул микроРНК позволяет прогнозировать развитие тяжелой 
дисплазии цервикального эпителия (HSIL) в течение 4–6 мес с чувствительностью 0,83 и специфичностью 0,83.
Выводы. Анализ микроРНК в материале цервикального мазка, проведенный с помощью микрочиповой полимераз-
ной цепной реакции и предложенного алгоритма интерпретации результатов, может стать удобным инструментом 
прогнозирования течения легкой дисплазии цервикального эпителия.
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Background. In current clinical practice, there are no clear criteria for selecting management strategies for patients 
with initial, potentially reversible, signs of cervical dysplasia. Considering the known role of  small regulatory RNAs 
(microRNAs) in cervical carcinogenesis, these molecules may serve as prognostic markers.
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Aim. To  develop and evaluate the  prognostic potential of  a  microRNAs analysis technology based on micro-array 
polymerase chain reaction.
Materials and methods. Cervical swab material obtained from women of  reproductive age, following a cytological 
diagnosis of  LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesion), was used in  the  study. RNA was isolated using spin 
columns. A  semi-quantitative analysis of  24 microRNA molecules was performed using sequential polyadenylation, 
reverse transcription, and micro-array polymerase chain reaction reactions. To evaluate the results, expression ratios 
of “reciprocal pairs” of microRNAs were calculated, the statistical significance of observed differences was assessed 
using the Mann–Whitney test, and ROC analysis was applied to evaluate prognostic significance indicators.
Results. The  developed method, based on the  analysis of  six microRNA molecules, allows for the  prediction 
of the development of severe cervical epithelial dysplasia (HSIL) within 4–6 months with a sensitivity of 0.83 and 
a specificity of 0.83.
Conclusion. The analysis of microRNAs in cervical swab material, conducted using micro-array polymerase chain reaction 
and the proposed interpretation algorithm, can become a convenient tool for predicting the course of mild cervical 
epithelial dysplasia.
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Введение
В общей структуре онкологической заболеваемости 

женщин России рак шейки матки (РШМ) занимает 
5‑е место, что, безусловно, определяет значимость 
задачи повышения эффективности диагностики и те-
рапии этого заболевания [1]. Широкая география на-
учно-медицинских учреждений, в которых оптимизи-
руются существующие и  разрабатываются новые 
диагностические подходы, подтверждает особую ак-
туальность проблемы своевременной диагностики 
предраковых состояний [2–8]. В  течение последних 
лет усилия Министерства здравоохранения Российской 
Федерации [9, 10] и ряда врачебных сообществ [11–13] 
были направлены на разработку и реализацию про-
грамм скрининга РШМ. В отдельных регионах страны 
эти усилия привели к  впечатляющим результатам. 
Например, внедрение метода жидкостной цитологии 
с охватом не менее 80 % женского населения в Там-
бовской области позволило снизить запущенность 
впервые установленных диагнозов за  период с  2014 
по 2021 г. с 24,2 до 9,1 %, а однолетнюю летальность – 
с 9,5 до 3,3 % [14]. Наряду с потенциальным решением 
организационной задачи своевременной диагностики 
состоявшегося РШМ заслуживает внимания проблема 
ведения пациенток с ранними формами предраковых 
заболеваний цервикального эпителия. Распространен-
ность интраэпителиальных поражений шейки матки 
различается в популяциях и составляет для LSIL (low-
grade squamous intraepithelial lesion, плоскоклеточное 
интраэпителиальное поражение низкой степени) 
1,5–7,7 %, для HSIL (high-grade squamous intraepithelial 
lesion, плоскоклеточное интраэпителиальное пораже-
ние высокой степени) – 0,4–1,5 % [15–17]. Логично 
предположить, что  успешная реализация программ 
скрининга РШМ в ближайшее время приведет к росту 

абсолютного числа пациенток с начальными стадиями 
цервикальной дисплазии и  актуализирует проблему 
отсутствия надежных методов диагностики, прогноза 
и мониторинга этих состояний.

В  практической работе врач акушер-гинеколог 
формирует клинический диагноз на основе резуль-
татов стандартного комплекса диагностических ме-
тодов (осмотр шейки матки в зеркалах, визуальная 
оценка шейки матки после обработки уксусной кис-
лотой и раствором Люголя, цитологическое иссле-
дование материала цервикального мазка, тестирова-
ние на  вирус папилломы человека, кольпоскопия, 
гистологическое исследование биоптата шейки мат-
ки) и личного опыта. Алгоритмы ведения пациенток 
с выраженными и согласованными признаками цер-
викальной дисплазии вполне однозначны [1]. Реко-
мендованная в  случае HSIL оперативная тактика 
может быть реализована с помощью широкого спек-
тра эксцизионных технологий разной степени ради-
кальности [18]. В  случае цитологического заклю
чения “LSIL” и / или  несогласованных результатов 
визуального анализа и методов лабораторной диаг-
ностики рекомендовано наблюдение в течение 18–24 мес, 
переход к оперативным методам допустим с целью 
профилактики прогрессирования заболевания. Лю-
бые хирургические манипуляции, безусловно, сопря-
жены с риском технических ошибок во время опера-
ции [19], риском развития послеоперационных 
осложнений [20] и последующими проблемами оцен-
ки состояния эпителия деформированной шейки 
матки. В ситуации отсутствия объективных методов 
оценки баланса между совокупным риском хирурги-
ческих манипуляций и  риском прогрессирования 
дисплазии выбор правильной врачебной тактики не 
всегда очевиден.



63

ОПУХОЛИ ЖЕНСКОЙ РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ
TUMORS OF FEMALE REPRODUCTIVE SYSTEM

1   ’ 2 0 2 6

Том 22 / Vol. 22

Г
и

н
е

к
о

л
о

г
и

я
 |

 G
y

n
e

c
o

l
o

g
y

Оригинальные статьи | Original reports

Актуальность вопроса объективной оценки началь-
ных этапов предраковой трансформации цервикаль-
ного эпителия возрастает с появлением инновацион-
ных лечебных подходов на основе, например, действия 
фотосенсибилизаторов [21, 22] или высокочастотного 
фокусированного ультразвука [23]. Так, для эффектив-
ного ведения пациенток с начальными (потенциально 
обратимыми) изменениями цервикального эпителия 
необходим метод объективной оценки тяжести, мони-
торинга и прогноза течения заболевания.

Малые РНК – класс регуляторных молекул, кото-
рые принимают участие в цервикальном карциноге-
незе и  могут служить маркерами развития тяжелой 
дисплазии эпителия и малигнизации [24]. Ранее в пи-
лотном исследовании мы показали, что  экспрессия 
некоторых молекул микроРНК коррелирует с прогно-
зом течения дисплазии легкой степени [25]. Но выбор 
маркерных молекул с  возможным прогностическим 
потенциалом был основан на данных научной литера-
туры, что  не  гарантировало значимых результатов. 
Недавно мы применили технологию «глубокого сек-
венирования» для анализа изменений экспрессии из-
вестных классов коротких РНК, ассоциированных 
с развитием выраженной цервикальной дисплазии [26]. 
Перспективные результаты были получены для разных 
классов молекул: miRNA, piwiRNA, tRNA, snoRNA, 
snRNA. Полученные данные послужили надежным 
основанием для последующей разработки технологий 
практической диагностики.

Цель настоящего исследования – создание прото-
типа тест-системы для прогнозирования течения цер-
викальной дисплазии легкой степени. В рамках рабо-
ты решались следующие задачи: разработка технологии 
анализа коротких РНК на  основе микрочиповой 
полимеразной цепной реакции (ПЦР), оценка про-
гностического потенциала отдельных молекул, фор-
мирование максимально эффективной комбинации 
прогностических маркеров и  разработка алгоритма 
интерпретации результатов ПЦР.

Материалы и методы
Клинический материал. В исследование были вклю-

чены женщины с  изменениями цервикального эпи
телия, впервые выявленными в  ходе обследований, 
проводившихся в Республиканской клинической боль-
нице им. Н. А. Семашко г. Улан-Удэ и Онкологическом 
диспансере № 3  г. Новороссийска. Средний возраст 
пациенток составил 34 года. В исследование не вклю-
чались пациентки с  иными гинекологическими за
болеваниями, с  хроническими аутоиммунными или 
гормональными заболеваниями, а  также женщины, 
применявшие в  течение последнего месяца внутри
влагалищные лекарственные средства или  методы 
контрацепции. В исследовании использовали клеточ-
ный материал соскоба цервикального эпителия, полу-

ченный с цитощетки после приготовления цитологи-
ческого стекла. Для  этого зонд отделяли от  ручки, 
помещали в пробирку с транспортной средой и храни-
ли при –20 °С. Цитологическое исследование препа-
рата проводили стандартным методом, по результатам 
которого пациенток с  диагнозом LSIL приглашали 
на повторное обследование через 6–12 мес, а матери-
ал, полученный от этих пациенток, включали в работу. 
На основании данных повторного гинекологического 
и цитологического исследования, проведенного че-
рез 6–12 мес, пациенток распределяли на 2 группы. 
В 1‑ю группу («Норма») вошли женщины с сохраня-
ющимся состоянием LSIL или без признаков измене-
ний цервикального эпителия (negative for intraepithelial 
lesion or malignancy, NILM). Во 2‑ю группу («Прогрес-
сирование») были включены пациентки, у  которых 
при повторном цитологическом исследовании наблю-
далось развитие HSIL. В  рамках 1‑го обследования 
проводилось тестирование на вирус папилломы чело-
века, но его результаты не учитывались при форми
ровании групп сравнения. Всего 1‑я группа («Норма») 
включала 36 образцов, 2‑я  группа («Прогрессирова-
ние») – 24 образца. Дизайн исследования схематично 
представлен на рис. 1.

Выделение РНК. Образцы размораживали до +4 °С, 
и все последующие выделения РНК проводили в усло-
виях охлаждения. Пробирки с зондами вортексирова-
ли 10 мин для максимального отделения клеточного 
материала, зонд удаляли, клеточную суспензию цент-
рифугировали (17 000 g, +4 °С, 10 мин), супернатант 
удаляли. Из полученного клеточного осадка выделяли 
короткие РНК с  помощью коммерческого набора 
innuPREP Micro RNA Kit («Скайджин», Россия) в со-
ответствии с протоколом производителя. На последнем 
этапе протокола получали раствор РНК (50 мкл), кон-
центрацию и качество (соотношение оптической плот-
ности при 260 / 280 нм) которого оценивали с помощью 
спектрофотометра NanoPhotometr N50 (Implen, Гер-
мания).

Рис. 1. Дизайн исследования

Fig. 1. Design of study

ФОРМИРОВАНИЕ БАЗЫ / DATABASE CREATION
•  Анамнез / History
•  Гинекологическое обследование / Gynecological examination

ПЕРВОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ / FIRST STUDY
Формирование группы пациенток с LSIL / Formation of a group of patients with LSIL

ВТОРОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ / SECOND STUDY
Формирование групп сравнения / Formation of comparison groups

   Норма / Normal                     Прогрессирование / Progression

АНАЛИЗ МИКРОРНК / MICRORNA ANALYSIS
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Анализ микроРНК. Анализ потенциально маркер-
ных молекул был проведен путем последовательности 
реакций полиаденилирования (ПА), обратной транс-
крипции (ОТ) и ПЦР. Принцип этой технологии пред-
полагает универсальный (не  микроРНК-специфич-
ный) характер первых 2 реакций, затем реакционная 
смесь распределяется на  большое число отдельных 
объемов для  проведения микроРНК-специфичных 
реакций количественной ПЦР. Эти реакции могут быть 
проведены в стандартных условиях 96‑луночного план-
шета или в микрореакторах объемом 1,0–1,5 мкл с по-
мощью микрочиповой ПЦР (рис. 2, a). На  рис. 2,  б 
представлены схемы последовательных ферментатив-
ных реакций.

Реакция ПА была проведена в  объеме 10 мкл, 
включающем РНК (2 мкл), фермент и соответствую-
щий буфер (E. coli Poly(A) Polymerase, New England 
Biolabs Inc., США) при +37 °С в течение 30 мин. Затем 
в реакционную смесь были внесены обратная транс-
криптаза (M-MuLV-RH, ООО «Биолабмикс»), смесь 
дезоксинуклеотидов (ОДО «Праймтех», Россия) и уни-
версальный ОТ-праймер с поли-Т-участком (ООО «Син-
тол», Россия). Реакция ОТ была проведена при +42 °C 
в течение 60 мин. Затем реакционный объем, содер-
жащий смесь комплементарных ДНК, разводили 
в 10 раз водой. Последний этап анализа (количествен-

Риc. 2. Схема аналитического процесса: а – последовательность универсальных реакций полиаденилирования (ПА), обратной транскрипции (ОТ) 
и нескольких маркер-специфичных полимеразных цепных реакций (ПЦР); б – принципы изменения структуры молекул в ходе последовательности 
реакций ПА-ОТ-ПЦР

Fig. 2. Scheme of the analytical process: а – sequence of universal polyadenylation (PA), reverse transcription (RT), and multiplex marker-specific polymerase 
chain reactions (PCR); б – principles of molecular structure changes during the sequence of PA-RT-PCR reactions

ная ПЦР) был проведен для каждой выбранной моле-
кулы в формате микрочиповой ПЦР на амплифика-
торе «АриаДНА» (ООО «Люмэкс», Россия). Объем 
каждой реакции составлял 1,2 мкл и включал раствор 
комплементарных ДНК (0,42 мкл), прямой (миР-специ-
фичный) и обратный (универсальный) ПЦР-праймеры 
(АО «Гентерра», Россия) (финальная концентрация 
каждого 0,3 нМ, последовательности представлены 
в  табл. 1) и  2‑кратную смесь для  ПЦР «БиоМастер  
HS-qPCR SYBR Blue» (ООО «Биолабмикс», Россия). 
ПЦР проводилась по следующему протоколу: (+95 °С – 
10 мин), 45 циклов (+95 °С – 10 с, +59 °С – 20 с), ре-
акцию для каждого образца повторяли в 2 технических 
повторах, результаты усредняли.

Результаты
Выбор молекул на  основе данных секвенирования 

нового поколения. Гипотеза данного исследования за-
ключалась в том, что на начальных обратимых этапах 
дисплазии цервикального эпителия могут уже наблю-
даться изменения экспрессии (концентрации) отдель-
ных молекул микроРНК, характерные для состояния 
дисплазии тяжелой степени, и  анализ этих молекул 
может иметь прогностический потенциал. Поэтому 
на первом этапе исследования был проведен углублен-
ный анализ ранее полученных данных секвенирования 

МикроРНК / MicroRNA

ОТ-праймер / RT primer

ПЦР-праймеры / PCR primers
Полиаденилирование / Polyadenylation

Обратная транскрипция / Reverse transcription

Количественная ПЦР / Quantitative PCR

5’

3’

3’

5’

5’

5’

a б
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малых РНК в  образцах нормального цервикального 
эпителия и участков интраэпителиальной дисплазии 
тяжелой степени [26] с целью выбора потенциальных 
прогностических маркеров. Выбор был основан на ря-
де критериев. Во-первых, были выбраны молекулы, 
уровень экспрессии которых в образцах HSIL (n = 12) 
статистически значимо отличался от такового в образ-
цах неизмененного эпителия (n = 12), т. е. значение p 
не превышало 0,05, что соответствовало отрицатель-
ному значению log10 >1,3 на рис. 3, a. Во-вторых, усред-
ненный уровень нормализованного значения экс-
прессии молекул был достаточным для  их  анализа 
с помощью ПЦР, за минимальный уровень было при-
нято усредненное для всех образцов значение 32 RPM 
(read per million), что соответствовало значению log2 >6 
на рис. 3, б. В-третьих, были выбраны молекулы с близ-
ким GC-составом, что обеспечивало близкие значения 
температур отжига микроРНК-специфичных ПЦР-
праймеров и возможность параллельного анализа таких 
молекул в контексте микрочиповой ПЦР. В заключе-
ние были проведены дизайн, синтез и оценка анали-
тических характеристик разработанных систем с ис-
пользованием серий разведений синтетических 
аналогов молекул микроРНК в диапазоне от 8 фмоль 
до  8 мкмоль, что  соответствовало 104–1013 молекул 
в объеме реакционной смеси первой реакции ПА. Раз-
работанные системы имели разный порог аналитиче-
ской чувствительности (LoD, Limit of Detection) в ди-
апазоне 102–107 молекул аналита в  составе первой 
реакции ПА. Эффективность разработанных систем 
для ПА-ОТ-ПЦР была рассчитана по формуле: 

E = a – 1k – 1 × 100,

где a – коэффициент разбавления серии разведений, 
k – угловой коэффициент из уравнения прямой, по-
лученного путем линейной аппроксимации экспе
риментальных данных. Этот параметр варьировал 
в диапазоне 73–97 %. Для дальнейшей работы были 
выбраны 24 системы ПА-ОТ-ПЦР анализа микроРНК 
с порогом аналитической чувствительности не выше 
1000 молекул и эффективностью ПЦР не ниже 90 %. 
Последний этап отбора был наиболее «жестким». 
На рис. 3 представлены графики соотношений пока-
зателей дифференциальной экспрессии (NILM (n = 12) 
против HSIL (n = 12)) и статистической значимости 
этого параметра (см. рис. 3, a), а  также показателей 
общей усредненной (n = 24) и дифференциальной экс-
прессии (см. рис. 3, б); цветом выделены молекулы, 
выбранные для дальнейшего исследования.

Анализ экспрессии выбранных микроРНК (n = 24). 
Следующим этапом исследования образцы РНК были 
получены из  60 ранее выбранных образцов церви
кальных соскобов. Все образцы соответствовали ци-
тологическому диагнозу LSIL. На  основе данных 

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов (праймеров)

Table 1. Oligonucleotides (primers) sequences

Название 
Name

Последовательность 5’→3’ 
Sequence 5’→3’

Прямые микроРНК-специфичные ПЦР-праймеры 
 Forward microRNA-specific PCR primers

miR-let-7b GGTAGTAGGTTGTGTGGTT

miR-1-3p GCTGGAATGTAAAGAAGTATGTAT

miR-22-3p AAGCTGCCAGTTGAAGAA

miR-23b-3p TCACATTGCCAGGGATTAC

miR-26a-5p TTCAAGTAATCCAGGATAGGC

miR-27b-3p TTCACAGTGGCTAAGTTC

miR-101-3p ACGAGTACTGTGATAACTGAA

miR-126-3p TCGTACCGTGAGTAATAATGC

miR-130a-3p CAGTGCAATGTTAAAAGGG

miR-141-3p TAACACTGTCTGGTAAAGATG

miR-145-5p AGTTTTCCCAGGAATCCC

miR-146a-5p GCTGAGAACTGAATTCCAT

miR-149-5p TCTGGCTCCGTGTCTTC

miR-151a-5p GAGGAGCTCACAGTCTAGT

miR-155-5p TAATGCTAATCGTGATAGGGG

miR-192-5p GACCTATGAATTGACAGCC

miR-204-5p CCTTTGTCATCCTATGCCT

miR-214-3p ACAGCAGGCACAGACA

miR-320a-3p AAAAGCTGGGTTGAGAGG

miR-375-3p TTTGTTCGTTCGGCTCG

miR-378a-3p ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC

miR-429 TAATACTGTCTGGTAAAACCGT

miR-574-5p TGAGTGTGTGTGTGTGAG

miR-671-5p CTGGAGGGGCTGGA

Универсальные праймеры  
 Universal primers

Обратный универ-
сальный ПЦР-
праймер 
Reverse universal PCR 
primer

CGAGCACAGAATTAATACGAC

Универсальный 
ОТ-праймер 
Universal RT primer

GCGAGCACAGAATTAATACGACTC
ACTATAGGTTTTTTTTTTTTVN

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция; 
ОТ – обратная транскрипция. 
Note. PCR – polymerase chain reaction; RT – reverse transcription.
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динамического наблюдения и результатов повторного 
цитологического исследования эти образцы были рас-
пределены на 2 группы: «Норма» – 36 образцов и «Про-
грессирование» – 24 образца. Концентрация выделен-
ной РНК варьировала в  диапазоне 4–120 нг / мкл, 
соотношение оптической плотности при 260 / 280 нм, 
отражающее качество (чистоту) раствора РНК, – в ди-
апазоне 1,2–2,0. Очевидно, разное качество РНК мог-
ло отразиться на результатах анализа.

Анализ экспрессии 24 выбранных молекул ми-
кроРНК был проведен в 60 образцах РНК. Как можно 
было ожидать, уровень экспрессии выбранных молекул 
практически не отличался в группах сравнения («Нор-
ма» и «Прогрессирование») – соотношения усреднен-
ных для  каждой группы значений пороговых цик
лов (Ct) несущественно отличались от 1 (0,95–1,07). 
Наблюдаемая разница между группами была статисти-
чески незначима (p >0,2). Оценка прогностического 
значения ненормализованных значений Ct с помощью 

ROC-анализа также не выявила потенциально маркер-
ных молекул (табл. 2).

Для проверки гипотезы о влиянии качества РНК 
на  результаты анализа из  расчетов были исключены 
образцы с  концентрацией <6 нг / мкл и  значением 
А260 / 280 <1,8. После этого аналогичное сопоставление 
уровней экспрессии потенциально маркерных молекул 
было проведено для групп «Норма» (n = 12) и «Про-
грессирование» (n = 12). В табл. 2 представлены ре-
зультаты, которые указывают на  большое значение 
качества анализируемого материала: для нескольких 
молекул была выявлена незначительная, но статисти-
чески значимая разница ненормализованных значе-
ний Ct между группами сравнения «Норма» (n = 12) 
и «Прогрессирование» (n = 12). Эти молекулы выде-
лены цветом в табл. 2.

В  целом представленные данные показали, 
что ни одна из включенных в исследование молекул 
не может являться самостоятельным прогностическим 

Рис. 3. Сравнительный анализ экспрессии микроРНК в клетках нормального (NILM, n = 12) и измененного (HSIL, n = 12) цервикального эпите-
лия: а – результаты представлены в виде Volcano-диаграммы, где каждая точка отражает характер экспрессии 1 молекулы в 2 группах образ-
цов: по оси Х – Log2 кратности количества молекул в образцах HSIL относительно NILM (fold change), по оси Y – Log10 Т-критерия Вилкоксо-
на (значение p), характеризующий статистическую значимость различия экспрессии данной молекулы в 2 сравниваемых группах образцов (HSIL 
против NILM);  б  – результаты представлены в  виде Volcano-диаграммы, где каждая точка отражает характер экспрессии 1 молекулы  
в 2 группах образцов: по оси Х – Log2 среднее для 24 образцов нормализованного значения экспрессии (RPM, read per million), по оси Y – Log2 
кратности количества молекул в образцах HSIL относительно NILM (fold change). Цветом показаны молекулы, концентрация которых значи-
мо повышена в образцах HSIL (красный цвет) или в образцах NILM (зеленый цвет), выбранные для дальнейшего анализа

Fig. 3. Comparative analysis of the expression of microRNA in cells of normal (NILM, n = 12) and altered (HSIL, n = 12) cervical epithelium: а – results 
are presented as a Volcano plot, where each point reflects the expression profile of one molecule in two groups of samples: the X-axis represents Log2 fold change 
of molecule counts in HSIL samples relative to NILM (fold change), and the Y-axis represents Log10 of the Wilcoxon T-criterion (p value), characterizing 
the statistical significance of the expression difference of this molecule in the two compared groups of samples (HSIL vs. NILM); б – results are presented as 
a Volcano plot, where each point reflects the expression profile of one molecule in two groups of samples: the X-axis represents Log2 of the average normalized 
expression value for 24 samples (RPM, reads per million), and the Y-axis represents Log2 fold change of molecule counts in HSIL samples relative to NILM 
(fold change). Molecules significantly upregulated in HSIL samples (red) or in NILM samples (green) selected for further analysis are shown in color
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Таблица 2. Результаты сравнительного анализа отдельных молекул микроРНК в материале образцов цервикального эпителия групп «Норма» 
и «Прогрессирование» с учетом качества РНК. Контроль качества предполагал концентрации >6 нг / мкл и значение показателя соотношения 
А260 / 280  >1,8

Table 2. Results of the comparative analysis of individual microRNA molecules in cervical epithelium samples of the “Normal” and “Progression” groups, 
considering RNA quality. Quality control involved concentrations >6 ng / µL and an A260 / 280 ratio value >1.8

miR

Без контроля качества РНК
«Норма» (n = 26) против «Прогрессирование» 

(n = 24) 
Without RNA quality control“Normal” (n = 26)  

vs. “Progression” (n = 24) 

C контролем качества РНК
«Норма» (n = 12) против «Прогрессирование» 

(n = 12) 
With RNA quality control “Normal” (n = 12) vs. “Progression” 

(n = 12) 

Fold change p AUC Fold change p AUC

miR-1 0,97 0,489 0,438 0,96 0,154 0,341

miR-22 0,99 0,972 0,504 0,95 0,303 0,385

miR-23b 1,03 0,972 0,504 0,96 0,392 0,404

miR-26a 0,98 0,597 0,452 0,92 0,076 0,303

miR-27b 0,96 0,681 0,463 0,95 0,120 0,327

miR-101 1,00 1,000 0,499 0,98 0,160 0,344

mir-126 0,96 0,398 0,425 0,92 0,033 0,264

miR-130 1,00 0,751 0,471 0,93 0,046 0,303

miR-141 0,98 0,565 0,448 0,92 0,181 0,351

miR-145 0,95 0,446 0,432 0,93 0,021 0,313

miR-146a 0,99 0,209 0,388 0,92 0,013 0,226

miR-149 0,99 0,647 0,459 0,98 0,324 0,389

miR-151a 0,98 0,418 0,428 0,94 0,091 0,313

miR-155 1,01 1,000 0,499 0,98 0,878 0,481

miR-192 0,99 0,673 0,462 0,96 0,174 0,349

miR-204 0,98 0,916 0,490 0,93 0,263 0,375

miR-214 1,02 0,647 0,541 0,96 0,709 0,457

miR-320a 1,07 0,197 0,615 1,05 0,303 0,615

miR-375 0,98 0,824 0,521 0,96 0,948 0,490

miR-378a 1,04 0,265 0,599 1,08 0,045 0,630

miR-429 1,00 0,991 0,502 0,95 0,392 0,404

miR-574 0,99 0,972 0,504 0,99 0,584 0,438

miR-671 1,04 0,944 0,493 1,02 0,742 0,462

let-7b 1,02 0,392 0,576 1,03 0,525 0,572

Примечание. Здесь и в табл. 3: AUC – площадь под кривой. 
Note. Here and in table 3: AUC – area under curve.
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маркером. Лишь для нескольких микроРНК в услови-
ях жесткого контроля качества РНК, выделенной 
из образца клеток цервикального мазка, были выяв-
лены статистически значимые, но  незначительные 
экспрессионные изменения, ассоциированные с раз-
витием тяжелой дисплазии в течение следующих после 
проведения исследования 4–6 мес.

Разработка алгоритма интерпретации результатов. 
Для эффективной оценки комплексных, незначитель-
ных и разнонаправленных параметров методика ана-
лиза и  интерпретации имеет критическое значение. 
Правильный аналитический алгоритм поможет «ви-
зуализировать» патогномоничные, но  не  очевидные 
особенности и  представить их  в виде удобного для 
практической работы прогностического параметра. 
Разработка такого алгоритма была задачей заключи-
тельного этапа исследования.

Ранее было показано, что соотношение показате-
лей экспрессии (значений Ct) молекул микроРНК 
с разнонаправленными (реципрокными) изменениями 
может иметь высокий диагностический потенциал 
в контексте цервикальной дисплазии [24], эндометри-
оза [27], новообразований поджелудочной [28] и щи-
товидной железы [29]. Этот подход был реализован 
в  данной работе путем вычисления всех возможных 
соотношений по формуле:

R = 2Ct(miR-1) – Ct(miR-2). 

Полученные результаты ожидаемо коррелировали 
с результатами анализа отдельных молекул. Молекулы, 

экспрессия которых статистически значимо и разно-
направленно отличалась в группах «Норма» (n = 12) 
и «Прогрессирование» (n = 12), например miR-145 (fold 
change = 0,93; p = 0,021) и miR-378a (fold change = 1,08; 
p = 0,045), формировали эффективные «реципрокные 
пары». Соотношение экспрессии (R) таких пар значи-
мо отличалось при сравнении групп «Норма» (n = 12) 
и «Прогрессирование» (n = 12) и имело высокий про-
гностический потенциал. В табл. 3 представлен топ-10 
таких показателей.

Результаты анализа прогностического потенциала 
2 «реципрокных пар» микроРНК (miR-378a / miR-145 
и  miR-378a / miR-146b) графически представлены 
на рис. 4.

Следующей (после определения отдельных эффек-
тивных маркеров прогноза течения LSIL) была задача 
разработки алгоритма их комплексного анализа. Ин-
туитивно понятно, что значения R разных «реципрок-
ных пар» микроРНК могут дополнять друг друга. 
Но  с  учетом экономического фактора было важно 
определить минимальное необходимое количество 
молекул, которое стоит включать в  анализ. Одним 
из  методов решения этой задачи является алгоритм 
машинного обучения Random forest («Случайный 
лес»), применяющийся для решения задач классифи-
кации. При  использовании Random forest возможно 
оценить относительный вклад каждой «реципрокной 
пары», что  позволяет скорректировать панель ми-
кроРНК, учитывая лишь пары, имеющие наибольшее 
влияние на вычисление суммарного прогностическо-
го параметра (миР-ПРО).

Таблица 3. Результаты анализа диагностического потенциала соотношения экспрессии (параметра R) «реципрокных пар» микроРНК

Table 3. Results of the analysis of the diagnostic potential of the expression ratio (parameter R) of “reciprocal pairs” of microRNAs

«Реципрокная пара» 
микроРНК 

“Reciprocal pair” of microRNAs

Разница значений в группах
«Норма» и «Прогрессирование» (p) 
Difference in values ​​between the “Normal” 

and “Progression” groups (p) 

Прогностический потенциал (AUC) 
Predictive potential (AUC) 

miR-378a / miR-146a 0,002 0,875

miR-378a / miR-145 0,004 0,854

miR-378a / miR-26a 0,004 0,847

miR-378a / miR-130 0,005 0,840

miR-320a / miR-26a 0,012 0,806

miR-155 / miR-146a 0,014 0,799

miR-378a / miR-101 0,014 0,799

miR-320a / miR-146a 0,014 0,799

miR-378a / miR-141 0,017 0,792

miR-22 / miR-146a 0,019 0,785
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Рис. 4. Сравнительный анализ параметра R «реципрокных пар» микроРНК в образцах цервикального эпителия 2 групп «Норма» (n = 12) и «Про-
грессирование» (n = 12) и результаты оценки прогностического потенциала этих же показателей с помощью ROC-анализа: а – пара молекул 
miR-378a / miR-145; б – пара молекул miR-378a / miR-146b. Статистическая значимость оценена методом Манна–Уитни

Fig. 4. Comparative analysis of  the  R parameter of  “reciprocal pairs” of  microRNAs in  cervical epithelium samples from the  “Normal” (n = 12)  
and “Progression” (n = 12) groups, and the results of assessing the prognostic potential of these same indicators by ROC-analysis: а – pair of molecules  
miR-378a / miR-145; б – pair of molecules miR-378a / miR-146b. Significance of differences was evaluated using the Mann–Whitney U-test
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На рис. 5 представлен вариант реализации задачи 
комбинированного анализа 5 «реципрокных пар» ми-
кроРНК, образованных 6 молекулами. Относительный 
вклад каждой пары представлен на рис. 5, a. Видно, 
что  максимальное предиктивное значение имеют 
3 первые пары, 3‑я и 4‑я несущественно влияют на зна-
чение суммарного прогностического параметра, 
а включение в анализ дополнительных маркерных мо-
лекул не имело бы существенного значения.

Для удобства клинической интерпретации резуль-
тат работы алгоритма (т. е. прогностический параметр 
миР-ПРО) представлен в виде числа в промежутке от 0 

до 1, при этом 0 соответствует минимальному риску 
прогрессии заболевания до стадии HSIL, а 1 – макси-
мальному риску. Разработанный алгоритм был исполь-
зован для расчета параметра миР-ПРО для 24 образцов 
РНК. На рис. 5, б представлено распределение значе-
ний этого параметра в сравниваемых группах «Норма» 
(n = 12) и «Прогрессирование» (n = 12), а на рис. 5, в – 
результаты оценки прогностического потенциала. 
Чувствительность разработанного метода прогнози-
рования составила 0,83; специфичность – 0,83; поло-
жительное предиктивное значение – 0,83; отрицатель-
ное предиктивное значение – 0,83.
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Обсуждение
Изменение состава микроРНК в клетках церви-

кального эпителия в ходе прогрессирования морфо-
логических изменений (NILM → LSIL → HSIL → 
карцинома in situ → инвазивный РШМ) является из-
вестным феноменом [30]. В наших ранних исследова-
ниях мы показали, что для ряда молекул эти изменения 
носят закономерный характер, т. е. прогрессивно усу-
губляются с развитием более выраженных морфоло-
гических изменений. Эти изменения могут иметь про-
гностическое значение как на ранних этапах развития 
дисплазии [25], так и на этапе формирования инвазив-
ной карциномы [31]. Однако до настоящего времени 
прогностические технологии на основе анализа ми-
кроРНК не  применяются в  клинической практике, 
несмотря на их очевидную востребованность. Полу-
ченные в данном исследовании результаты подтвер-
дили прогностический потенциал микроРНК, пока-

зали эффективность отечественной технологии 
микрочиповой ПЦР и  наглядно выявили основные 
проблемы, тормозящие разработку и внедрение в пра-
ктику соответствующих технологий.

Так, в работе была реализована технология после-
довательных универсальных реакций ПА, ОТ и  ми-
кроРНК-специфичных ПЦР (ПА-ОТ-ПЦР). Разрабо-
танные системы праймеров и  адаптированные 
ферментные смеси обеспечили эффективный анализ 
выбранных потенциально маркерных молекул. На прак
тике важной особенностью этой технологии является 
возможность использования нескольких микролитров 
раствора РНК для проведения анализа панели мар
керных молекул. Данная технология оптимально со-
четается с форматом микрочиповой ПЦР, основным 
преимуществом которой является микрообъем реак-
ционной смеси и, соответственно, экономичность 
мультиплексного анализа. Например, 30‑луночный чип 
может быть использован для предложенной комбина-
ции маркерных молекул микроРНК (miR-378a, miR-
146a, miR-145, miR-130, miR-26a) в материале 5 паци-
енток в суммарном объеме ПЦР смеси 36 мкл. Важный 
фактор экономичности должен подтолкнуть разработ-
ку и выход на отечественный рынок диагностических 
решений на  основе этой технологии после решения 
ряда технологических вопросов.

Во-первых, полученные результаты четко показа-
ли, что эффективность анализа зависит от качества 
анализируемой РНК, которое, в свою очередь, опре-
деляется технологией забора материала, условиями 
хранения клеточной суспензии и  эффективностью 
выделения. В  рамках данной работы у  нас не  было 
возможности оценить вклад каждого из перечислен-
ных факторов, но  их  суммарный эффект критично 
сказался на  результатах анализа 60  % образцов 
(из 60 образцов, включенных в исследование, клини-
чески значимые результаты были получены лишь 
в  24  случаях). Поэтому практическое применение 
методов анализа микроРНК будет требовать разра-
ботки надежных преаналитических технологий. Во-
вторых, использование предложенных алгоритмов 
интерпретации результатов ПЦР нескольких прогно-
стических маркеров представляется обязательным 
условием успеха. Авторы не  берутся утверждать, 
что  использованный подход (расчет соотношений 
экспрессии «реципрокных пар» – R и вычисление ком-
плексного прогностического параметра миР-ПРО) 
является единственно возможным или  универсаль-
ным. В контексте диагностических подходов на ос-
нове анализа комбинации молекул микроРНК были 
предложены и другие решения [32]. В любом случае 
ОТ-ПЦР-анализ этих молекул может быть лишь 
полуколичественным, а интерпретация результатов по-
луколичественного анализа панели маркеров требует 
нетривиальных алгоритмов.

Рис. 5. Результаты анализа комбинации молекул микроРНК: а – «ре-
ципрокные пары», включенные в анализ, и вклад каждой пары в фор-
мирование прогностического параметра миР-ПРО;  б  – сравнение 
значения параметра миР-ПРО в группах «Норма» (n = 12) и «Прогрес-
сирование» (n = 12); в – результат оценки прогностического потен-
циала параметра миР-ПРО с помощью ROC-анализа. Статистическая 
значимость оценена методом Манна–Уитни

Fig. 5. Results of  the  analysis of  microRNA molecule combinations; a  – 
“reciprocal pairs” included in the analysis and the contribution of each pair 
to the formation of the prognostic parameter miR-PRO; б, в – comparison 
of the miR-PRO parameter value in the “Normal” (n = 12) and “Progression” 
(n = 12) groups; в – the result of assessing the prognostic potential of the miR-PRO 
parameter using ROC analysis. Significance of differences was evaluated using 
the Mann–Whitney U-test
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