
26

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(2)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.02.26-32

Оригинальная статья

© Коллектив авторов, 2023

УДК 616-092+575:599

Лукина С.С.1, Пронина И.В.1, Бурдённый А.М.1,2, Филиппова Е.А.1, Казубская Т.П.3, Кушлинский Н.Е.3, 

Брага Э.А.1,4, Логинов В.И.1,4

Аберрантная экспрессия группы длинных некодирующих РНК 
при раке яичников

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 

125315, Москва, Россия, Балтийская ул., д. 8;
2ФГБУН «Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля» РАН, 

119334, Москва, Россия, ул. Косыгина, д. 4;
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России, 

115478, Москва, Россия, Каширское шоссе, д. 23;
4ФГБНУ «Медико-генетический научный центр им. акад. Н.П. Бочкова», 

115522, Москва, Россия, ул. Москворечье, д. 1

Актуальность. Рак яичников (РЯ) представляет собой группу агрессивных гетерогенных злокачественных опухолей, харак-

теризующихся быстрой прогрессией, низким диагностическим потенциалом, высокой частотой неблагоприятных исходов и 

высоким потенциалом метастазирования. В последнее время все большую актуальность приобретают исследования длин-

ных некодирующих РНК (днРНК, lncRNAs), которые не обладают способностью кодировать белки. Для днРНК характерна 

высокая тканеспецифичность экспрессии, они участвуют в регуляции различных сигнальных путей в клетках, демонстри-

руя большой прогностический потенциал при онкозаболеваниях.

Цель исследования – выявление аберрантно экспрессируемых длинных некодирующих РНК в образцах опухолей боль-

ных РЯ и связи уровней экспрессии с патофизиологическими характеристиками опухолей.

Методика. Образцы опухолей РЯ собраны и клинически охарактеризованы в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина». 

Высокомолекулярную РНК выделяли из ткани стандартным методом. Анализ уровня экспрессии днРНК HOTAIR, MALAT1 и 

TINCR проводился с использованием ПЦР в реальном времени готовой реакционной смесью qPCRmix-HS SYBR («Евроген»). 

Статистический анализ уровней экспрессии выполнен в программной среде R с применением непараметрического U теста 

Манна–Уитни. Корреляционный анализ выполняли с использованием метода ранговой корреляции Спирмена и рассчи-

тывали уровень его значимости. Различия считали статистически значимыми при р < 0.05. Дополнительно были проана-

лизированы данные по экспрессии днРНК при РЯ по базе данных GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/). 

Результаты. Анализ уровня экспрессии днРНК показал значимое (p≤0.05) снижение уровня экспрессии днРНК HOTAIR, 

MALAT1. При анализе образцов с учётом патофизиологических характеристик опухоли было показано, что снижение уровня 

экспрессии HOTAIR ассоциировано с III/IV стадией опухолевого процесса. Для днРНК MALAT1 и TINCR показана значимая 

корреляция низкого уровня экспрессии с развитием эндометриоидного подтипа РЯ. 

Заключение. Представленные данные способствуют более глубокому пониманию механизмов развития РЯ и могут быть 

использованы при диагностике, прогнозе и выборе тактики лечения данной патологии.
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Background. Ovarian cancer (OC) is a group of aggressive heterogeneous malignant tumors characterized by rapid progression, 

low diagnostic potential, high incidence of adverse outcomes, and high potential for metastasis. Recently, studies of long non-cod-

ing RNAs (lncRNAs), which, with rare exceptions, do not have the ability to encode proteins, have become increasingly important. 

LncRNAs are characterized by high tissue-specific expression and they are involved in the regulation of various signaling path-

ways in cells and demonstrate a great prognostic potential in cancer. Aim. Detection of aberrantly expressed long non-coding 

RNAs in tumor samples from OC patients and association of expression levels with pathophysiological characteristics of tumors. 

Methods. Samples of OC tumors were collected and clinically characterized at the N.N. Blokhin Research Institute of Clinical 

Oncology. High molecular weight RNA was isolated from tissue by a standard method. Analysis of the expression levels of HOTAIR, 

MALAT1, and TINCR lncRNA was carried out using real-time PCR and a qPCRmix-HS SYBR ready-made reaction mixture (Evrogen). 

Statistical analysis of expression levels was performed in the R software environment using the nonparametric Mann-Whitney U 

test. Correlation analysis was performed using Spearman’s rank correlation, and its significance level was calculated. Differences 

were considered significant at p<0.05. Additionally, expression levels of these lncRNAs in OC were analyzed using the GEPIA data-

base (http://gepia.cancer-pku.cn/). 

Results. The expression levels of the HOTAIR and MALAT1 lncRNA genes were significantly decreased (p≤0.05). Analysis of the 

samples with the account of the tumor pathophysiological characteristics showed that the decrease in the level of HOTAIR expres-

sion was associated with stage III/IV of the tumor process. For MALAT1 and TINCR lncRNAs, low expression levels significantly cor-

related with the development of the endometrioid subtype of OC.

Conclusion. The results of the study allow a better insight into the mechanisms of OC development and can be used for diagno-

sis, prognosis and selection of therapeutic tactics in this pathology.
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Введение

Злокачественные виды опухолей у женщин, вклю-

чая рак молочной железы, яичников, матки, влагали-

ща, шейки матки и вульвы, относятся к числу основных 

угроз современной жизни. Рак яичников (РЯ) представ-

ляет собой группу агрессивных гетерогенных злокаче-

ственных опухолей эпителиального генеза [1]. Симпто-

мы РЯ могут быть неспецифическими (вздутие живота, 

боли в области таза, боли в спине, потеря веса и измене-

ния в работе кишечника) и часто не проявляются до тех 

пор, пока рак не прогрессирует [2]. По последним дан-

ным было выявлено более 300 тыс новых случаев заболе-

вания РЯ в мире, и по статистике он занимает 1-е место 

по смертности среди онкогинекологических заболева-

ний [3]. Факторами риска развития РЯ являются гене-

тические факторы, этническое происхождение, ранний 

возраст менархе, позднее наступление менопаузы, об-

щее количество менструальных циклов, отсутствие бе-

ременности или низкий паритет, отсутствие грудного 

вскармливания, отсутствие адекватной физической на-

грузки и сбалансированной диеты [4–7]. Современны-

ми клиническими методами лечения больных РЯ в ос-

новном является комбинация хирургического вмеша-

тельства наряду с химиотерапией [8].

Одна из причин, по которой РЯ так трудно подда-

ется лечению, заключается в его сложной биологии. 

Развитие и прогрессирование РЯ связано с сочетани-

ем генетических и эпигенетических изменений. Гене-

тические мутации, такие как мутации в генах BRCA1 

и BRCA2, связаны с повышенным риском развития РЯ 

[9]. К эпигенетическим механизмам относятся моди-

фикации ДНК и гистонов, которые могут влиять на 

экспрессию генов, а также воздействие длинных не-

кодирующих РНК (днРНК) [10]. 

ДнРНК – это молекулы РНК, которые не коди-

руют белки, и длина которых превышает 200 нукле-

отидов [11]. Они участвуют в различных функциях 

в клетке, включая дозовую компенсацию, импринтинг, 

перестройку хроматина, модификацию гистонов, мо-

дификацию генов альтернативного сплайсинга, а так-

же экспрессию генов [12]. Эти молекулы могут взаимо-

действовать с ДНК, мРНК, микроРНК, РНК-связыва-

ющими белками, и могут функционировать как в ядре, 

так и в цитоплазме [13]. ДнРНК могут действовать как 

молекулярные каркасы, объединяя множество бел-

ков и других РНК для образования функциональных 

комплексов, которые регулируют экспрессию генов. 

Они также могут действовать как приманки, связыва-

ясь с белками или молекулами РНК и мешая им выпол-

нять свои нормальные функции. В некоторых случа-

ях днРНК могут даже выступать в качестве проводни-

ков, направляя белки в определенные области генома. 

При этом, разные днРНК могут выполнять функции 

как генов-супрессоров опухолей, так и онкогенов [10].

Аберрантная экспрессия днРНК наблюдалась при 

многих различных типах рака, в том числе и при РЯ, 

и было показано, что нарушение регуляции днРНК 

способствует развитию и прогрессированию рака [10]. 

Так, было показано, что днРНК HOTAIR способству-

ет пролиферации раковых клеток путем подавления 

экспрессии генов-супрессоров опухоли [14], а экс-

прессия днРНК TINCR снижена при раке молочной 

железы, и ее гиперэкспрессия может подавлять рост 

и инвазию опухоли. Это указывает на его функцию 

супрессора опухоли [15]. Однако точные механиз-

мы, с помощью которых днРНК TINCR вносит вклад 

в патогенез рака, еще до конца не изучены. Имеются 

единичные исследования показывающие, что эта днР-

НК может взаимодействовать с микроРНК, другими 

днРНК, факторами транскрипции и эпигенетически-

ми регуляторами. [16]. Следует отметить, что резуль-

татов по экспрессии днРНК TINCR при РЯ в лите-

ратуре не выявлено (PubMed, 28.03.2023, запрос: «tin-

cr ovarian cancer»).

 Цель работы – исследование экспрессии трех днР-

НК, выявление новых аберрантно экспрессируемых днР-

НК в злокачественных опухолях больных РЯ и их связи 

с патоморфологическими характеристиками опухолей.

Методика 

Для анализа уровня экспрессии генов днРНК ис-

пользовали 106 парных образцов опухолевой и условно 

нормальной ткани яичника от больных РЯ, проходив-

ших обследование и лечение в НМИЦ онкологии им. 

Н.Н. Блохина. Все опухоли были классифицированы 

в соответствии с TNM-классификацией Международ-

ного противоракового союза и гистологически вери-

фицированы на основании критериев классификации 

ВОЗ [17]. Диагноз поставлен на основании гистологи-

ческого заключения. Клинические данные больных 

приведены в таблице.

Для исследование брали образцы тканей РЯ боль-

ных, которые до операции не получали лучевую, хи-

мио- или гормонотерапию. Работа проведена с соблю-

дением принципов добровольности и конфиденци-

альности в соответствии с Хельсинкской декларацией 

Всемирной медицинской ассоциации [18]. Для отбора 

образцов с высоким содержанием опухолевых клеток 

(не менее 70%) проводили дополнительный гистоло-

гический анализ микросрезов (3-5 мкм), окрашенных 

гематоксилином и эозином. Образцы тканей хранили 
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при –70 0С. Замороженную в жидком азоте ткань из-
мельчали с помощью гомогенизатора-диспергатора 
T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA, Китай).

Высокомолекулярную РНК из парных образцов 
тканей РЯ (опухоль/прилежащая гистологически нор-
мальная ткань яичников) выделяли с помощью реа-
гента ExtractRNA #BC032 (Евроген, Россия). Каче-
ство и концентрацию РНК определяли по оптической 
плотности на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 
(Thermo Fisher Scientific, США). Перед использовани-
ем все образцы РНК обрабатывали ДНКазой, свобод-
ной от РНКазы. Обратную транскрипцию тотальной 
РНК проводили с помощью набора реактивов MMLV 
RT kit # SK021 (Евроген, Россия) и ПЦР-РВ проводи-
ли на амплификаторе Bio-Rad CFX96 с помощью го-
товых наборов qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия). 
Последовательности олигонуклеотидов и условия про-
ведения ПЦР для днРНК HOTAIR, MALAT1, TINCR 
и референсного гена B2M. Данные анализировали с ис-
пользованием относительной количественной оценки 
по методу ΔΔCt. Изменения уровня днРНК менее чем 
в 2 раза (|ΔΔCt|≤2) рассматривали как отсутствие изме-
нений. Проводили 3 повторных ПЦР-анализа. 

Статистический анализ уровней экспрессии вы-
полнен в программной среде R. Для оценки значимо-
сти различий между исследуемыми группами приме-
няли непараметрический U тест Манна–Уитни для 
независимых выборок. Различия считали значимыми 
при р < 0.05. Данные выражали в виде медианы (Me), 
нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. Корреляци-
онный анализ выполняли с использованием метода 
ранговой корреляции Спирмена и рассчитывали уро-
вень его значимости. Различия считали статистически 
значимыми при р≤0.05.

Дополнительно были проанализированы данные 
об экспрессии этих днРНК при РЯ по базе данных 
GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/).

Результаты и обсуждение 

С использованием представительной выборки 
образцов РЯ (106 пар опухоль/норма) было изучено 
изменение уровня экспрессии 3 днРНК – HOTAIR, 
MALAT1, TINCR. Для днРНК HOTAIR, MALAT1 по-
казано статистически значимое (р<0,0001) снижение 
уровня их экспрессии (рис. 1, А). Для подтверждения 
полученного результата, нами был проведен биоин-
форматический анализ изменения уровня их экспрес-
сии по базе данных GEPIA 2.0. В результате мы обна-
ружили, что уровень экспрессии HOTAIR, MALAT1, 
TINCR на выборке образцов РЯ (426 образцов опухо-
левой ткани и 88 образцов нормальной ткани) снижен 

в образцах опухолевой ткани по сравнению с образца-
ми нормы (рис. 1, Б). 

Настоящая работа была направлена на поиск но-
вых аберрантно экспрессируемых днРНК при РЯ с це-
лью выявления закономерностей образования и про-
грессии данного вида опухоли. 

По результатам исследования, при РЯ было пока-
зано статистически значимое снижение уровня экс-
прессии днРНК HOTAIR, MALAT1 в образцах опухо-
ли по сравнению с парной гистологически нормальной 
тканью яичников, что подтвердилось в ходе биоинфор-
матического анализа экспрессии этих днРНК (соглас-
но базе данных GEPIA 2.0).

На втором этапе исследования анализировали из-
менение уровня экспрессии для 3 днРНК в образцах 
первичных опухолей РЯ с учетом их патоморфологи-
ческих особенностей (стадии опухолевого процесса, 

Клинико-патоморфологические параметры больных. (может 

быть параметры опухоли у больных?

Clinical and pathomorphological parameters of patients.

Клинико-гистологический параметр 
Clinical and histological parameters

Количество 
образцов 

Number of 
samples

Гистологический  
тип рака 
Histological type  
of cancer

Серозная карцинома 
Serous carcinoma

65

Эндометриоидная  
карцинома 

Endometrioid carcinoma
7

Редкие формы рака 
Rare forms of cancer

34

Стадия опухолевого 
процесса 
Stage of the tumour 
process

Ранние стадии (I + II) 
Early stages (I + II)

50

Поздние стадии  
(III + IV) 

Late stages (III + IV)
56

Степень  
дифференцировки 
Degree  
of differentiation

G1 17

G2 17

G3 32

Нет 40

Размер первичной 
опухоли 
Size of primary tumour

Т1 39

Т2 14

Т3 53

Т4 0

Лимфогенное  
метастазирование 
Lymphogenic  
metastasis

Есть 
Yes

30

Нет 
No

76
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размера опухоли, наличия или отсутствия лимфоген-

ного метастазирования, степени дифференцировки, 

гистологического типа опухоли). Статистически зна-

чимых изменений уровня экспрессии днРНК HOTAIR, 

MALAT1 и TINCR в зависимости от размера опухоли, 

лимфогенного метастазирования и степени дифферен-

цировки выявлено не было. 

Нами показано дополнительное снижение уровня 

экспрессии днРНК HOTAIR (рис. 2, А) в образцах с тя-

желой (III-IV) стадией опухолевого процесса по срав-

нению с начальными стадиями на уровне тенденции 

(р = 0.08). Для MALAT1 и TINCR значимых измене-

ний уровней экспрессии в образцах с тяжелой стади-

ей опухоли не обнаружено.

Показано также изменение уровня экспрессии 

днРНК MALAT1 и TINCR (рис. 2, Б) в зависимости 

от гистологического типа опухоли. Так уровень экс-

прессии для днРНК TINCR значимо снижался при 

Рис. 1. Изменение уровня экспрессии днРНК HOTAIR, MALAT1, TINCR при РЯ. А – при анализе 106 парных образцов (порядок – во сколько раз); 

Б – согласно базе данных GEPIA 2.0; красный бокс-плот – опухолевые образцы, серый – нормальная ткань; ось ординат – уровень экспрессии 

log
2
(TPM+1), где TPM – Transcript Count Per Million (количество транскриптов на миллион).

Fig. 1. Changes in expression levels of HOTAIR, MALAT1, TINCR dnRNA in RRNA. A – in analysis of 106 paired samples (order by how many times); B – ac-

cording to GEPIA 2.0 database; red boxplot – tumour samples, grey – normal tissue; ordinate axis – expression level log
2
(TPM+1), where TPM is Tran-

script Count Per Million.

Рис. 2. Изменения уровня экспрессии днРНК HOTAIR, MALAT1 и TINCR в зависимости от: А – стадии онкологического процесса; Б – гистологиче-

ского типа опухоли.

Fig. 2. Changes in dnRNA expression levels of HOTAIR, MALAT1 and TINCR depending on: A – stage of the cancer process; B – histological type of tumour.
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Рис. 3. Анализ ко-экспрессии (синие квадраты — отрицательная кор-

реляция, красные квадраты — положительная корреляция, размер и 

яркость квадратов представляют степень корреляции).

Fig. 3. Co-expression analysis (blue squares represent negative correlation, 

red squares represent positive correlation, size and brightness of squares 

represent degree of correlation).

эндометриоидном типе опухоли относительно сероз-

ного типа (р=0.002) и при эндометриоидном типе от-

носительно других редких форм опухоли (р=0.002). 

Для MALAT1 показано снижение уровня экспрессии 

на уровне тенденции (р=0.07) при эндометриоидном 

типе опухоли относительно серозного типа и относи-

тельно других редких форм опухоли. Для днРНК HO-

TAIR подобных закономерностей обнаружено не было.

Таким образом, сниженный уровень экспрессии 

HOTAIR на более тяжелых стадиях онкологического 

процесса, а также значимая корреляция низкого уров-

ня экспрессии MALAT1 и TINCR с развитием эндоме-

триоидного подтипа РЯ могут отражать связь данных 

днРНК с некоторыми клинико-гистологическими ха-

рактеристиками опухолей и прогрессией заболевания.

При анализе ко-экспрессии 3 изученных днРНК ме-

тодом корреляционного анализа по Спирмену была вы-

явлена статистически значимо ко-экспрессируемая па-

ра днРНК HOTAIR-TINCR (r
s
 = 0.79, p = 0.001). Полу-

ченные данные могут свидетельствовать о том, что обе 

днРНК могут участвовать в одном и том же процессе.

Результаты, полученные в нашей работе об измене-

нии уровня экспрессии TINCR в эпителиальных опу-

холях яичников, согласуются с данными литературы, 

где схожие результаты были получены на других ви-

дах онкологии [15]. 

 Статистически значимая ко-экспрессия днРНК 

HOTAIR-TINCR в опухолевых тканях РЯ указывает на 

их возможное участие в одном и том же биологическом 

процессе, протекающем в опухолевой клетке, напри-

мер, в эпителиально-мезенхимальном переходе [14].

Заключение

В итоге, нами показано значимое (р<0,0001) сни-

жение уровня экспрессии днРНК HOTAIR и MALAT1 

в опухолях яичников, связь уровня экспрессии HO-

TAIR с более тяжелыми стадиями рака, и связь уров-

ня днРНК MALAT1 и TINCR с развитием эндометри-

оидного подтипа РЯ. Нами также установлена стати-

стически значимая ко-экспрессия днРНК HOTAIR 

и TINCR, на основании которой можно предполагать 

их участие в общих процессах, вовлеченных в разви-

тие метастазирования.

Полученные результаты способствуют расшире-

нию представлений о роли длинных некодирующих 

РНК в онкогенезе. В частности, выявляют важную 

роль снижения экспрессии этих днРНК в развитии 

и прогрессии РЯ. 

Дальнейшие исследования механизмов регуляции 

этих днРНК и их взаимодействий с другими молекула-

ми, участвующими в развитии рака, несомненно, про-

льют свет на сложную биологию рака яичников, а ис-

следованные днРНК могут найти применение в разра-

ботке персонифицированных подходов к диагностике, 

прогнозу и терапии больных РЯ.
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