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Развитие злокачественных образований из 
фолликулярного эпителия щитовидной желе-
зы (ЩЖ) сопровождается специфическими 
изменениями профиля экспрессии внутрикле-
точных микроРНК. Оценка этих изменений 
находит практическое применение в ходе пер-
вичной или дифференциальной диагностики 
узловых образований ЩЖ. Анапластический 
рак ЩЖ (АРЩЖ) является относительно 
редкой формой заболевания, характеризует-
ся злокачественным течением и высокой ле-
тальностью. Исследование роли микроРНК 
в процессе развития АРЩЖ создает основу 
для разработки новых диагностических и 
лечебных подходов. Цель исследования: ана-
лиз профиля экспрессии микроРНК в ткани 
АРЩЖ, идентификация микроРНК потенци-
ально вовлеченных в патогенез заболевания. 
Материалы и методы: в исследование были 
включены образцы ткани АРЩЖ (n.20) и 
образцы нормальной ткани ЩЖ (n.22), ана-
лиз уровня экспрессии 85 опухоль-ассоции-
рованных микроРНК был проведен методом 
ОТ-ПЦР. Результаты: в клетках АКЩЖ ак-
тивирована экспрессия miR-375, miR-1246 и 
miR-21, снижена экспрессия miR-Let7b, miR-
125b и miR-181a. Выводы: Дальнейшие ис-
следования роли микроРНК в карциногенезе 
АРЩЖ необходимы для разработки новых 
подходов к диагностике и терапии этого за-
болевания.
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Введение

МикроРНК  — короткие молекулы РНК, 
регулирующие экспрессию генов на пост-
транскрипционном уровне. Важное значение 
микроРНК в развитии различных форм злокаче-
ственных новообразований щитовидной железы 
(ЩЖ) было показано в ряде отечественных [1] 
и зарубежных исследований [2, 3]. На стадии 

внедрения в клиническую практику находятся 
несколько методов дифференциальной диагно-
стики узловых образований ЩЖ, основанных на 
микроРНК-профилировании (Rosetta GXReveal, 
Rosetta Genomics) или комбинации анализа со-
матических мутаций и микроРНК (ThyGenX/
ThyraMIR, Interpace diagnostics). Существующие 
решения позволяют дифференцировать различ-
ные варианты папиллярных и фолликулярных 
новообразований ЩЖ и повышать точность до-
операционной диагностики [4]. 

Анапластический рак щитовидной желе-
зы (АРЩЖ) относится к редким опухолям с 
очень агрессивным течением. Эффективных 
способов лечения анапластической карциномы 
не существует, и это заболевание практически 
неизменно приводит к летальному исходу. На 
долю АРЩЖ приходится около 2% от всех зло-
качественных опухолей щитовидной железы и 
от 14 до 39% летальных исходов [5]. Медиана 
выживаемости с момента установления диа-
гноза АРЩЖ составляет от 3 до 7 мес., 1- и 
5-летний уровни выживаемости  — 17 и 8% 
соответственно [6]. Согласно существующим 
представлениям АРЩЖ может возникать “de 
novo”, но по нашим данным в подавляющем 
большинстве случаев (более 80%) в ткани агрес-
сивной опухоли удается обнаружить участки из 
предшествующих неоплазий (фолликулярная 
аденома, высокодифференцированная фоллику-
лярная карцинома, папиллярная карцинома) и, 
как правило, эти опухоли с признаками Гюрт-
ле-клеточной дифференцировки [7]. Риск раз-
вития АРЩЖ повышается при наличие в тка-
ни щитовидной железы очагов патологической 
пролиферации (аденомы) или наследственных 
синдромов (Гарднера, Каудена, синдромы МЭН 
2А и 2B и др.) [6, 8]. В ткани АРЩЖ обна-
руживается широкий спектр мутаций, включая 
мутации характерные для более частых форм 
РЩЖ (ТР53  — 54% , (H-K-N)RAS  — 43%, 
BRAF гена  — 13,8%, PI3K-AKT  — 17%) [9]. 
Эти данные указывают на высокую степень 
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генетической нестабильности клеток АРЩЖ, 
которая безусловно имеет связь с высоким по-
тенциалом злокачественности. 

Подозрение на АРЩЖ возникает в первую 
очередь на основании клинической картины  — 
прогрессивного роста узлов щитовидной железы 
[10]. Диагноз ставится после цитологического 
или гистологического исследования. Но с уче-
том злокачественного характера течения забо-
левания, в подавляющем большинстве случаев 
имеющиеся терапевтические средства оказыва-
ются неэффективны. В этой связи актуальным 
становится необходимость поиска и внедрения 
в клиническую практику новых методов ранней 
диагностики АРЩЖ. В качестве потенциаль-
ных молекулярных маркеров заболевания, кото-
рые могут быть детектированы в биопсийном 
материале или в циркулирующей крови, рас-
сматривают генетические мутации (изменения 
структуры ДНК), эпигенетические изменения 
(появление участков аномального гипо- / гипер- 
метилирования), молекулярные маркеры ство-
ловых клеток и изменения профиля экспрессии 
микроРНК [11]. 

По сравнению с обилием публикаций на тему 
особенностей профиля экспрессии микроРНК в 
клетках фолликулярных и папиллярных форм 
РЩЖ [12], участие микроРНК в развитии 
АРЩЖ исследовано слабо. В ряде работ опи-
саны экспрессионные изменения отдельных мо-
лекул, оценка которых проводилась в образцах 
ткани АРЩЖ или в клеточных культурах. На-
пример, экспрессия miR-125b miR-30a подавлена 
[13, 14], а экспрессия miR-483  — активирована 
[15] в клетках АРЩЖ. Для некоторых молекул 
(miR-144, miR-27b) показано участие в регуля-
ции ответа клеток АРЩЖ на цитостатическую 
терапию [16, 17]. Очевидно, углубление имею-
щихся знаний, получение и анализ новых дан-
ных об участии микроРНК в развитии АРЩЖ 
необходимы для разработки новых подходов к 
диагностике и/или терапии этого заболевания.

Материалы и методы

Выделение РНК из образцов ткани. В исследовании 
были использованы архивные образцы ткани АРЩЖ (n. 
20) и образцы нормальной ткани щитовидной железы (n. 
22) от пациентов, проходивших лечение в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава России и в ФГБУ 
«Национальный медико-хирургический Центр имени Н.И. 
Пирогова» Минздрава России за период 2008 по 2015 гг. 
Образцы были получены после оперативного лечения (экс-
тирпаций ЩЖ), прошли традиционные процедуры фикса-
ции формалином и заливки в парафин. После гистологи-
ческой верификации диагноза из каждого образца (блока) 
было получено 8-12 срезов толщиной 5 мкм. Выделение 
РНК из препаратов проводилось с помощью набора RNeasy 
FFPE Kit (Qiagen, №73504) в соответствии с протоколом 
производителя. Качество и количество выделенной РНК 
оценивалось с помощью флуориметрa Qubit 4 (Invitrogen). 

Профайлинг опухоль-ассоциированных микроРНК. С 
целью «широкого» анализа экспрессии молекул микроРНК 
были приготовлены т.н. «пулы». 22 образца РНК, выде-
ленной из здоровой ткани щитовидной железы были объ-
единены в эквимолярных количествах для получения пула 
«норма», аналогичным образом из 20 образцов был по-
лучен пул «АРЩЖ». Последующий анализ проводился 
с двумя комплексными образцами, «пулами». Для этого 
был использован набор реагентов, производства компании 
Exiqon (miScript II RT Kit, miRCURY LNA miRNA Cancer-
Focus PCR Panel), который позволяет провести реакцию 
универсальной (не микроРНК-специфической) обратной 
транскрипции и последующий ПЦР в реальном времени 
для 85 молекул. Все реакции были проведены в соответ-
ствии с протоколом производителя. 

Оценка экспрессионных изменений отдельных молекул 
микроРНК. С целью валидации обнаруженных при ана-
лизе «пулов» различий уровней экспрессии ряда молекул 
микроРНК, анализ концентрации этих молекул был прове-
ден методом ОТ-ПЦР в каждом образце отдельно. Был ис-
пользован метод микроРНК-специфичной обратной транс-
крипции с последующей ПЦР, впервые описанный группой 
чешских исследователей под руководством M. Kubista [18] 
и реализованной с незначительными модификациями в 
виде набора для количественного анализа микроРНК (AL-
miR, ООО «Альгимед-Техно, Минск). Набор для анализа 
каждой микроРНК содержал «two-tailed» праймер для об-
ратной транскрипции, праймеры для ПЦР, флуоресцентный 
ПЦР зонд и ферментные смеси. Исследования были про-
ведены в соответствии с протоколом производителя. 

Анализ данных: анализ результатов микроРНК профай-
линга был проведен путем простого сравнения значений 
Ct, полученных при анализе «пулов» РНК. Результаты, 
полученные при анализе экспрессии выбранных молекул 
в индивидуальных образцах РНК были нормализованы 
относительно значения Ct, среднего для каждого образ-
ца, по стандартной методике подсчета dCt (2Ct(average)-Ct(miR)). 
После этого определялось среднее значение Ct для групп 
«АРЩЖ» и «Норм. ЩЖ», статистическая значимость раз-
ницы этих значений оценивалась с помощью U-критерия 
Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test). Поиск оптимальных 
соотношений относительных концентраций двух молекул 
с разнонаправленными изменениями уровней экспрессии 
был проведён с использованием специально разработан-
ного программного решения для частичной автоматиза-
ции процесса обработки данных. С его помощью для всех 
возможных пар молекул из исследуемого множества ми-
кроРНК (количество пар = (количество размещений), где 
N  — количество микроРНК в исследуемом множестве) 
высчитывались относительные концентрации и значение 
AUC, а также проводилась оценка диагностической значи-
мости каждой пары с помощью построения ROC-кривой.

Результаты

С целью предварительной оценки возмож-
ной разницы профиля экспрессии микроРНК в 
ткани АРЩЖ и ткани нормальной железы об-
разцы РНК, выделенной из соответствующих 
гистологических препаратов, были объединены 
в равных долях в т.н. «пулы». Такой подход 
обеспечил достаточное количество материала 
для проведения «профайлинга» экспрессии та-
ких молекул микроРНК, которые имеют дока-
занное отношение к развитию онкологических 
заболеваний. Использованный набор реактивов 
предполагал анализ 85 молекул микроРНК.  
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В проведенном эксперименте хотя бы в одном 
из пулов была детектирована экспрессия толь-
ко 41 молекулы из 85 (АРЩЖ и норм.ЩЖ). 
Для нормализации результатов для данных по 
каждому «пулу» было подсчитано среднее зна-
чение, затем результат по каждой микроРНК 
был нормализован относительно среднего зна-
чения. На рис. 1 схематично представлены ре-
зультаты: так уровень экспрессии ряда молекул 
совпадал или отличался не существенно в об-
разцах нормальной ткани щитовидной железы 
и АРЩЖ (mir-126-3p, miR-150-5p, miR-214-3p, 
miR-223-3p, miR-26a-5p  — обозначены зеле-
ным цветом), уровень экспрессии ряда ана-
лизируемых молекул существенно отличался 
между двумя «пулами». В частности, в ткани 
АРЩЖ была детектирована сниженная экс-
прессия miR-let7b-5p, miR-125b-3p и miR-181a 
и повышенная экспрессия miR-21-5p, miR-375-
3p и miR-1246-3p по сравнению с нормальной 
тканью щитовидной железы (рис. 1). Опреде-
ленная разница уровня экспрессии наблюдалась 
также для других молекул микроРНК, но с уче-
том отсутствия возможности оценки статисти-
ческой значимости, полученные данные могли 
быть расценены лишь как предварительные и 
нуждались в валидации. 

Для получения статистически значимых 
результатов оценки уровня экспрессии не-
скольких потенциально «маркерных» молекул 
микроРНК, анализ относительной концентра-
ции таких молекул был проведен во всех об-
разцах РНК, полученных из ткани АРЩЖ (n. 
20) и ткани нормальной железы (n.22). Резуль-
таты представлены на рис. 2. Так, экспрессия 
miR-21-5p, miR-375-3p и miR-1246-3p была 
статистически значимо выше в группе образ-
цов ткани АРЩЖ по сравнению с группой 
образцов нормальной ткани щитовидной же-
лезы. Обратная ситуация наблюдалась относи-
тельно miR-let7b-5p, miR-125b-3p и miR-181a. 
Экспрессия этих молекул в клетках опухоли 
была ниже, чем в клетках нормальной ткани 
щитовидной железы. Представленные данные 
отражают возникающие в процессе развития 
АРЩЖ изменения уровня экспрессии и, веро-
ятно, функциональной активности, нескольких 
молекул микроРНК. 

Эти результаты являются усредненными для 
двух клинических групп, но их трудно экстра-
полировать на ситуацию анализа биопсийно-
го материала конкретного пациента с быстро 
растущим узловым образованием щитовидной 
железы. В нескольких ранних исследованиях 
нами был предложен метод подбора и анализа 
так называемых «реципрокных пар» микроРНК 
[19, 20]. Принцип этого подхода заключается 
в поиске пар молекул, для которых характер-

ны разнонаправленные изменения уровней экс-
прессии. Например, в клетках АРЩЖ можно 
предполагать сочетанное угнетение экспрессии 
miR-125b-3p и активацию экспрессии miR-21-
5p, но для проверки этого предположения необ-
ходимо определить соотношение концентраций 
двух молекул во всех анализируемых образцах 
и оценить корреляцию этого параметра (Ratio) 
с гистологическим диагнозом. В рамках дан-
ного исследования был разработан и автомати-
зирован алгоритм поиска таких «реципрокных 
микроРНК пар», при этом диагностическая зна-
чимость каждой возможной пары оценивалась 
путем ROC анализа распределения значений па-
раметра Ratio в двух группах образцов: АРЩЖ 
и норм. ЩЖ. Так, например, соотношение кон-
центраций двух молекул miR-21 и miR-125b по-
зволяет уверенно дифференцировать АРЩЖ и 
нормальную ткань щитовидной железы: AUC 
= 0.99, чувствительность = 95.45%, специфич-
ность = 92.86%. Аналогичные показатели диа-
гностической значимости для пары miR-375/
miR-125b составили: AUC = 0.97, чувствитель-
ность = 90.91%, специфичность = 100%, для 
пары miR-375/Let7b: AUC = 0.95, чувствитель-
ность = 90.91%, специфичность = 85.71%, соот-
ветственно. ROC-кривые для данных трех пар 
представлены на рис. 3.

Обсуждение 

АРЩЖ  — относительно редкая опухоль, на 
долю которой приходится лишь 1-2% от всех 
злокачественных новообразований щитовидной 
железы [21]. Это объясняет тот факт, что ко-
личество исследований молекулярных особен-
ностей этой опухоли несоизмеримо мало по 
сравнению с количеством работ, сфокусирован-
ных на более дифференцированных вариантах 
РЩЖ. Но анализ даже столь ограниченного чис-
ла релевантных публикаций выявил совпадение 
полученных данных по некоторым молекулам 
микроРНК. Так, например, в недавней работе 
было показано угнетение экспрессии miR-125b 
в клетках ткани АРЩЖ и клеточных линиях 
[13]. Авторы этого исследования изучали био-
логические эффекты наблюдаемого снижения 
активности miR-125b и продемонстрировали, 
что мишенью негативной регуляции miR-125b 
является белок семейства фосфоинозитол-3-
киназ (PIC3CD), который стимулирует двига-
тельную активность и повышает инвазивность 
клеток АРЩЖ. Таким образом, следствием 
снижения концентрации miR-125b является 
патологическая активация PIC3CD, опосреду-
ющая высокий потенциал инвазивного роста 
АРЩЖ. В другой работе было показано, что 
следствием угнетения экспрессии микроРНК 
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Рис. 1. Экспрессионный профиль 41 молекулы микроРНК определенный методом ОТ-ПЦР в двух «пулах» образцов РНК, 
выделенной из здоровой ткани щитовидной железы (оранжевый) и выделенной из ткани АРЩЖ (голубой)

Рис. 2. Результаты анализа экспрессии микроРНК в образцах нормальной ткани ЩЖ (n. 22) и образцах ткани АРЩЖ (n. 20). Результаты 
нормализованы в рамках каждого образца, затем вычислены средние значения для двух клинических групп. Оценка статистической 

значимости проведена с помощью метода Манна–Уитни; p < 0,5 (*); p < 0,05 (**); p < 0,005 (***)

Рис. 3. Оценка диагностической значимости «реципрокных пар» микроРНК (параметра Ratio) в материале гистологических образцов 
(парафиновых блоков) ткани АРЩЖ (n. 20) и образцов нормальной ткани щитовидной железы (n. 22) с помощью построения ROC-кривой
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Let7b в клетках различных вариантов РЩЖ, 
включая АРЩЖ, является ре-активация синтеза 
ядерного фактора HMGA2 [22]. В норме этот 
белок активен лишь в период эмбрионального 
развития, в клетках взрослого организма его 
синтез угнетается, но ре-экспрессия HMGA2 
наблюдается в различных опухолях [23, 24], 
включая РЩЖ [25]. Повышение концентрации 
и функциональной активности miR-21 в клет-
ках АРЩЖ было показано в ряде публикаций 
[26-28]. Результаты анализа экспрессии других 
микроРНК в клетках АРЩЖ не нашли под-
тверждения в литературе. Так, в нашей работе 
впервые показано, что в клетках АРЩЖ акти-
вирован синтез miR-375 и miR-1246, и угне-
тена экспрессия miR-181a. Дальнейшие иссле-
дования необходимы для понимания роли этих 
молекул в канцерогенезе АРЩЖ. 

Высокая летальность АРЩЖ определяет-
ся как несвоевременной диагностикой, так и 
низкой эффективностью стандартных методов 
лечения. Поэтому новые данные о молекуляр-
ных особенностях этого типа опухоли должны 
анализироваться с точки зрения возможностей 
разработки новых методов ранней диагно-
стики и новых терапевтических подходов. В 
контексте разработки новых диагностических 
подходов особый интерес представляют раз-
личные варианты так называемой «жидкост-
ной биопсии» [29]. С учетом крайне агрес-
сивного характера опухоли, морфологическая 
или молекулярная диагностика биопсийного 
материала на этапе макроскопического узла 
является «a priori» поздней в случае АРЩЖ. 
Среди различных стратегий жидкостной биоп-
сии наибольший интерес исследователей кон-
центрируется на разработке методов детекции 
специфических мутаций в пуле свободно-цир-
кулирующей ДНК [30]. Результаты таких ис-
следований позволяют пока лишь предлагать 
методы стратификации пациентов с опреде-
ленными мутациями (т.н. «druggable target»), 
диагностический потенциал методов анализа 
циркулирующей ДНК пока не понятен. Пер-
спективной представляется разработка методов 
анализа циркулирующих нано-везикул, в част-
ности оценка состава везикулярных микроРНК 
[1, 31]. К настоящему моменту опубликованы 
результаты нескольких исследований, посвя-
щенных разработке методов диагностики диф-
ференцированных форм РЩЖ. Актуальность 
разработки аналогичного подхода к проблеме 
ранней диагностики АРЩЖ представляется 
очевидной. 

Исследование микроРНК-опосредованных 
механизмов формирования агрессивного фе-
нотипа клеток АРЩЖ открывает перспективы 
разработки новых терапевтических подходов 

[12]. Пока лишь в экспериментальных услови-
ях было показано, что активация экспрессион-
ной активности или введение в клетки АРЩЖ 
синтетических аналогов «tumor-suppresive» мо-
лекул микроРНК (miR-599, miR-128, miR-544, 
miR-34b, miR-125b [13, 32-35] может иметь 
терапевтический потенциал. Модификации 
состава миркоРНК в клетках АРЩЖ может 
также рассматриваться как стратегия повы-
шения их чувствительности к традиционным 
цитостатикам [16, 17]. Интересным подходом 
представляется технология редактирования ге-
нома (CRISPR/Cas9), позволяющая стабильно 
инактивировать экспрессию про-опухолевых 
микроРНК (так называемых «онко-миР») в 
клетках АРЩЖ [36]. 

В целом исследование роли микроРНК в 
развитие АРЩЖ ведется активно в различных 
лабораториях и исследовательских центрах, что 
позволяет надеяться на улучшение показателей 
летальности этой, к счастью редкой, формы рака 
щитовидной железы. 

Заключение 

Профиль экспрессии микроРНК в клетках 
АРЩЖ имеет характерные отличия от профи-
ля экспрессии микроРНК в клетках нормальной 
ткани щитовидной железы. В частности, в клет-
ках АКЩЖ активирована экспрессия miR-375, 
miR-1246 и miR-21, снижена экспрессия miR-
Let7b, miR-125b и miR-181a. 
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Introduction: Malignant transformation of follicular 
epithelium of the thyroid gland is associated with specific 
alterations of miRNA profile. Evaluation of miRNAs expression 
changes is being applied for primary or differential diagnostic 
of thyroid nodes. Anaplastic thyroid cancer (ATC) is relatively 
rare form of thyroid cancer with high malignant potency 
and rate of lethality. Investigation of miRNAs role in ATC 
might provide with soul for development of new diagnostic 
and therapeutic approaches. Goal: To analyze expression 
profile of miRNA in ATC and to identify miRNAs involved 
in pathogenesis of ATC. Material and Methods: Samples of 
ATC (n.20) and normal thyroid tissue (n. 22) were included in 
the study, expression levels of 85 cancer-associated miRNAs 
were analyzed by RT-PCR. Results: Expression of miR-375, 
miR-1246 and miR-21 is activated while expression of miR-
Let7b, miR-125b and miR-181a is suppressed in cells of ATC. 
Conclusions: Further investigation of miRNA involvement 
into carcinogenesis of ATC is needed for development of new 
diagnostic and therapeutic approaches.
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