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Экспрессия микроРНК и генов как кандидатов в маркеры  
прогноза метастазирования рака желудка
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Рак желудка (РЖ) является одной из существенных причин смертности от онкологических заболеваний. Неблагоприятный 
прогноз при РЖ в значительной мере связан с метастазированием опухоли. Экспрессия генов и микроРНК может являться 
источником биомаркеров, сигнализирующих о повышенном риске метастазирования опухоли. Выявление генов, ассоции-
рованных с метастазированием опухоли, и создание прогностической панели микроРНК и генов, является весьма актуаль-
ным. Нами исследована экспрессия микроРНК miR-34a и miR -335 и генов FGFR2, VEGFR1 и NRP1 при диссеминированном РЖ 
в сравнении с не метастазирующими опухолями РЖ. Охарактеризована ассоциация с развитием отдаленного метастазиро-
вания, указывающая на их качество как кандидатов в маркеры. Сформированы панели, включающая гены и микроРНК – кан-
дидаты в маркеры прогноза. Проведенный сравнительный анализ панелей позволил выбрать в качестве наиболее эффек-
тивной панель, включающую miR335/ VEGFR1 /FGFR2, которая демонстрирует наилучшие показатели как кандидат прогноза 
метастазирования, особенно по значению отношения шансов ОR = 143 и RR = 7,1.
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Gastric cancer (GC) is one of the significant causes of mortality from cancer. An unfavorable forecast for GC is largely associated with 
tumor metastasis. Expression of genes and microRNAs can be a source of biomarkers that signal the increased risk of tumor metas-
tasis. The detection of genes associated with tumor metastasis, and the creation of a candidate prognostic panel of microRNAs and 
genes is very relevant. We investigated the expression of MIR-34A and MIR -335 microRNA and FGFR2, VEGFR1 and NRP1 genes with 
disseminated gastric cancer in comparison with non-metastatic GC tumors. Association is characterized with the development of 
remote metastasis, indicating their quality as candidates for markers. Panels are formed, including genes, and microRNAs – candi-
dates for prognostic markers. A comparative analysis of the panels allowed to be characterized as the most efficient panel, includ-
ing MIR335/VEGFR1/FGFR2, which demonstrates the best indicators as a candidate for the metastasis prediction panel, especially 
the value of the ratio of the chance of OR = 143 and RR = 7.1.
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Введение

Рак желудка (РЖ) является одной из основных 
причин смертности от онкологических заболе-
ваний. Неблагоприятный прогноз при РЖ в зна-

чительной мере связан с метастазированием опухо-
ли. Несмотря на разработку новых схем лечения и 
применение препаратов таргетной и иммунотерапии, 
общая выживаемость пациентов при РЖ с отдален-
ными метастазами составляет менее двух лет [1]. Та-
ким образом, выявление генов, ассоциированных 
с метастазированием опухоли, является весьма акту-
альным. В метастазировании рака (в том числе и РЖ) 
одну из ключевых ролей играет ангиогенез. На ста-
дии in situ опухоль получает кислород и питательные 
вещества путем диффузии из капилляров, находящих-
ся под базальной мембраной эпителиального слоя. 
По мере роста опухоли, простой диффузии уже недо-
статочно для поддержания ее метаболизма. В ее клет-
ках, находящихся удаленно от кровоснабжения, на-
растает гипоксия, которая усиливает выработку ан-
гиогенных факторов, как следствие, увеличивается 
васкуляризация опухоли.  Сосудистая сеть опухоли 
не только обеспечивает снабжение ее клеток пита-
тельными веществами и кислородом, но и позволяет 
опухолевым клеткам попадать в крово- и лимфоток. 
Таким образом, чем больше размеры опухоли и выше 
плотность ее сосудов, тем выше вероятность возник-
новения метастазов. Одним из самых убедительных 
доказательств, связывающих ангиогенез с развитием 
метастазов, является то, что плотность микрососудов 
опухоли коррелирует с ее метастатическим потенци-
алом и неблагоприятным прогнозом почти при всех 
типах рака [2, 3]. Среди исследуемых в этом контек-
сте генов рассматриваются ангиогенные факторы 
VEGFR1/2, NRP1, FGFR2. Кроме того, по данным 
многих исследований, эти факторы принимают уча-
стие в регуляции эпителиально-мезенхимального пе-
рехода (ЕМТ) [4-9].  

Наряду с генами, активно исследуются роль ми-
кроРНК в биохимических путях развития опухоли, 
а также их значение в процессах метастазирования 
[10, 11]. Экспрессия генов и микроРНК может являть-
ся источником биомаркеров, сигнализирующих о по-
вышенном риске метастазирования. Знание особен-
ностей функционирования таких генов и микроРНК 
при переходе к диссеминированному состоянию мо-
жет привести к персонификации терапии и, следова-
тельно, повышению ее эффективности. При этом мо-
гут открываться перспективы терапии не только ме-
тастатического РЖ, но и более ранних его стадий для 
предотвращения образования метастазов. Таким об-

разом, выявление генов, ассоциированных с метаста-
зированием, и создание прогностической панели ми-
кроРНК и генов, является весьма актуальным. Исхо-
дя из данных цитированных выше работ, в настоящее 
исследование были включены микроРНК miR-34a 
и miR -335 и гены FGFR2, VEGFR1 и NRP1. Были оха-
рактеризованы свойства их экспрессии как биомарке-
ров метастазирования и найдена оптимальная панель 
маркеров-кандидатов для прогноза метастазирования.

Материалы и методы

Образцы опухолей РЖ и нормальной ткани то-
го же органа были получены во время хирургических 
операций или путем биопсии. После забора ткань сра-
зу замораживалась и хранилась при температуре -70оС. 
В исследование были включены образцы 28 больных 
с отдаленными метастазами (20 мужчин и 8 женщин) 
в возрасте от 29 до 87 лет. РЖ без отдаленных метаста-
зов был у 25 пациентов (14 мужчин и 11 женщин) в воз-
расте от 39 до 80 лет. 

Для выделения РНК использовали наборы 
miRNeasy Mini Kit и RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Гер-
мания). Выделение производили согласно инструкции 
производителя. Этапы выделения РНК включают ли-
зирование ткани, фенольную экстракцию, доочистку 
на колонке. Дополнительную очистку РНК проводи-
ли с помощью набора RNA Clean-Up and Concentration 
Kit (NORGEN). Наличие и качество РНК проверяли, 
используя электрофорез в 1,8% агарозном геле. Каче-
ственными считали образцы РНК, демонстрирующие 
четкие полосы 18S и 28S РНК без детектируемой элек-
трофоретически примеси ДНК. Концентрацию во-
дного раствора РНК определяли на спектрофотометре 
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, США). 

В исследование брали образцы, отвечающие тре-
бованиям: концентрация суммарной РНК 50нг/мкл, 
отношение поглощения на длинах волн 260 и 280 нм 
(A260/280) >1,9, отношение поглощения на длинах 
волн 260 и 230 нм (A260/230) >1,8. 

Обратную транскрипцию проводили, используя 
набор TaqMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems™, США) и ImProm-II™ Reverse 
Transcriptase (Promega, США). Количественное опре-
деление экспрессии микроРНК осуществляли с ис-
пользованием полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени (ПЦР-РВ) на приборе Step One Plus 
фирмы Applied Biosystems (США). ПЦР-РВ прово-
дили с использованием наборов Applied Biosystems 
(США) TaqMan® miR-NA Expression Assays в соответ-
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ствии с инструкцией производителя.  Использован-
ные наборы:

VEGFA  – TagMan Gene Expression Assay 
Hs 00900055_m1

NRP1 –  TagMan Gene Expression Assay Hs00826128_m1
FGFR2 – TagMan Gene Expression Assay Hs01552918_m1
VEGFR1 / FLT1 – TagMan Gene Expression Assay 

Hs01052961_m1
VEGFR2 / KDR – TagMan Gene Expression Assay 

Hs00911700_m1
GAPDH – TagMan Gene Expression Assay 

Hs02786624_g1
TaqMan MicroRNA Assays medium RNU48, Cata-

log number: 4440887
TaqMan miRNA hsa-miR-34a (ID 000426)
TaqMan miRNA hsa-miR-335 (ID 000546)
В качестве эндогенного контроля использовали 

РНК U 48 (для микроРНК) и ген GAPDH (для генов). 
Каждое измерение проводили трехкратно. 

При статистической обработке результатов с помо-
щью точного критерия Фишера использованы пороги, 
определенные ROC-анализом. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с использованием паке-
та стандартных программ Statistica 10. Значимость раз-

личия медиан определяли с помощью теста Манна–
Уитни. Связь экспрессии маркеров с типом опухоли 
по Lauren и локализацией опухоли определяли с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа. Уро-
вень значимости для выявленных различий принима-
ли равным менее 0,05. 

Результаты и обсуждение 

Изучили экспрессию выбранных микроРНК и ге-
нов на этапах развития опухолевого процесса с разви-
тием отдаленных метастазов (рис.1). 

Как видно из данных на рис. 1 и приведенных зна-
чений медиан в табл. 2, уровень экспрессии miR-34a 
и miR-335, а также гена FGFR2 в метастазирующих опу-
холях относительно не метастазирующих понижает-
ся, в то время как уровень экспрессии генов VEGFR1 
и NRP1 повышается.

Пороги, оптимально дифференцирующие уров-
ни экспрессии микроРНК miR-34a и miR-335, генов 
VEGFR1, FGFR2 и NRP, при сравнении разных стадий РЖ 
определяли ROC-анализом (табл. 2). Экспрессия miR-
34a и miR-335 и генов FGFR2, VEGFR1 и NRP1 была ас-
социирована с метастазированием в отдаленные от же-

Таблица 1

Клинические данные пациентов

Клинические данные пациентов всего ДРЖ РЖ без отдаленных  
метастазов

Количество пациентов 53 28 25

пол мужчины 34 20 14

женщины 19 8 11

Возраст на момент постановки диагноза медиана (интервал) 55 (29-87) 63 (39-80)

ECOG 0 48 25 23

1 5 3 2

Локализация опухоли 
(отделы желудка)

кардиальный 11 8 3

тело 16 5 11

антральный/пилорический 15 6 9

тотальный 11 9 2

Гистологические типы аденокарцинома 50 26 24

другие типы 3 2 1

Lauren кишечный 16 7 9

диффузный 18 10 8

смешанный 4 3 1

нет данных 15 8  7

Примечание: ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) − шкала оценки общего состояния пациента Восточной объединенной онколо-
гической группы.
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лудка органы и ткани (диссеминация опухоли), как сле-
дует из результатов сравнения медиан и ROC анализа.  

Результаты определения связи уровней экспрессии 
изучаемых генов с диссеминацией опухоли РЖ с помо-
щью точного критерия Фишера представлены в табл. 3.

Наилучшими значениями отношения шансов ОR, 
характеризующими перевес доли маркера в метастази-
рующих опухолях по отношению к неметастазирую-
щим, имеют miR-335 и гены VEGFR1 и NRP1.

Уровень экспрессии miR-335, также показавшей 
связь с метастазированием, понижен при многих ти-
пах рака, в том числе и при РЖ. Эта микроРНК уча-
ствует в регуляции миграции, инвазии, пролиферации 
и апоптоза опухолевых клеток [12].  miR-335 также от-
носится к ингибиторам ЕМТ и подавляет миграцию 
и инвазию опухолевых клеток при немелкоклеточном 
раке легких [13]. 

Сигнальный путь VEGF считается основным ре-
гулятором опухолевого ангиогенеза, и ингибирование 
этого пути стало стандартной стратегией для лечения 
многих видов рака. В настоящее время активно иссле-
дуется связь сигнального пути VEGF с метастазирова-
нием опухоли. В нескольких исследованиях было по-
казано, что VEGFR 1/2 связаны с развитием отдален-
ных метастазов. NRP1, как корецептор VEGFR, также 
задействован в формировании и развитии кровенос-
ных сосудов опухоли и ее метастазировании [14–16]. 

Кроме того, было показано, что помимо опухолево-
го ангиогенеза, ангиогенные факторы участвуют в регу-
ляции  ЕМТ. EMT– важный процесс, который приводит 
к увеличению метастатического потенциала опухоле-
вых клеток в результате возникновения у них способ-
ностей к инвазии, миграции и устойчивости к апопто-
зу. По данным Mei B. с соавт., подавление экспрессии 

Рис. 1. Результаты измерения экспрессии микроРНК и исследуемых генов в опухолевой ткани относительно нормальной. 

Таблица 2

Ассоциация экспрессии  исследуемых генов и микроРНК с отдаленным метастазированием РЖ

МикроРНК  
и гены

ROC-анализ,
значения р 

Пороговые  
уровни  

экспрессии

Значения медиан экспрессии
Значимость различия 
медиан, р = (U-test)В неметастазирующих  

опухолях
В метастазирующих 

опухолях

miR-34a 0,002 0,4 1,5 0,2 0,001934

miR-335 0.0001 0,3 3,2 0,3 0,000004

NRP1 0.0001 0,97 0,3 1,8 0,000448

VEGFR1 0,0001 0,5 0,2 1,4 0,000024

FGFR2 0.03  0,05 0,1 0,02 0,021537
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генов VEGFR1/2 и NRP1, помимо подавления развития 
сосудистой сети опухоли, на моделях РЖ ингибировало 
ЕМТ: отмечалось снижение уровней экспрессии фибро-
нектина, виментина, N-кадгерина и SNAIL и повыше-
ние экспрессии E-кадгерина. Таким образом, подавле-
ние экспрессии генов VEGFR 1/2 и NRP1 ингибировало 
рост, миграцию, инвазию, пролиферацию и метастази-
рование РЖ в экспериментах in vivo и in vitro [4]. 

Экспрессия гена VEGFR1 в нашем исследовании 
с высокой значимостью ассоциирована с метастазиро-
ванием РЖ. Возможно, такая связь обусловлена осо-
бенностями структуры белка этого гена, приводящи-
ми к запуску процессов миграции клеток.  В отличие 
от VEGFR2, который участвует как в физиологиче-
ском, так и в патологическом ангиогенезе, VEGFR1 
задействован только в патологическом ангиогенезе. 
С этим рецептором могут связываться лиганды PlGF, 
VEGF-A и VEGF-B, с VEGFR2 может связываться 
только VEGF-A. Гены PlGF и VEGFR1 гиперэкспрес-
сированы при некоторых типах рака и принимают уча-
стие в развитии опухолевого процесса. Кроме того, бы-
ло обнаружено, что активация VEGFR1 его лигандом 
VEGF-B индуцирует ЕМТ, а также приводит к ремо-
делированию микрососудов опухоли, что способствует 
инвазии и метастазированию опухолевых клеток. Было 
показано, что уровень экспрессии VEGFR1 коррелиру-
ет со стадией заболевания при многих типах рака [17] 

Нейропилин 1 (NRP1) − трансмембранный гли-
копротеин, принимающий участие в VEGF-опосре
дованном ангиогенезе. Он выступает в качестве мно-

гофункционального корецептора, связываясь и моду-
лируя активность различных лигандов и рецепторов, 
включая VEGFR1. Как корецептор, NRP1 способен 
принимать участие в метастазировании раковых кле-
ток. Обнаружено, что NRP1 индуцирует TGF-β1-
опосредованный EMT и способствует развитию мета-
стазов при раке лёгких [18, 19].  

FGFR2 также относится к регуляторам ангиоге-
неза и рассматривается в качестве мишени таргетной 
терапии. Было показано, что сигнальный путь FGFR2 
активирован в опухолях, резистентных к анти-VEGF 
терапии. [5] Кроме того, ген FGFR2 связан с проли-
ферацией опухолевых клеток и с неблагоприятным 
прогнозом при РЖ. [6,7] Также было показано, что 
FGFR2 является индуктором ЕМТ [8]. 

Для выявления наилучшей панели кандидатов 
в маркеры метастазирования были изучены различ-
ные комбинации микроРНК и генов (табл. 4). По-
вышенный или пониженный уровень экспрессии ге-
нов и микроРНК определялся порогом, полученным 
ROC-анализом. 

Принцип использования панели состоит в опре-
делении уровня экспрессии относительно порогового 
значения. Если два из трех генов или микроРНК в па-
нели имеют уровни экспрессии выше/ниже порогово-
го значения (в соответствии с изменением экспрессии 
при метастазировании), то это считается маркером.

Наилучшие показатели, особенно значение от-
ношения шансов ОR = 143 и RR = 7,1, имеет панель, 
включающая miR-335/ VEGFR1/FGFR2. Например, ес-

Таблица 3 

Характеристики ассоциации уровней экспрессии микроРНК и генов с отдаленным метастазированием РЖ 

МикроРНК и гены Чувствительность, % Специфичность, % Критерий Фишера OR RR

miR-34a 65 87 0,0025 12 4,8

miR-335 91 73 0,0001 29 3,4

NRP1 61 87 0,006 10 4,5

VEGFR1 78 80 0,0007 14 2,9

FGFR2 78 58 0,02 4,9 1,8

Таблица 4

Панели микроРНК и генов и характеристики их связи с отдаленным метастазированием РЖ

Панель (гены и микроРНК) Чувствительность, % Специфичность, % Критерий Фишера OR RR

miR-34a/miR-335/NRP1 82 84 0,0002 26 5,3

miR-335/VEGFR1/FGFR2 96 87 0,0000 143 7,1

miR-34a/miR-335/FGFR2 82 92 0,0000 62 11

miR-34a/miR-335/VEGFR1 83 75 0,022 14 3,3
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ли два из трех составляющих ее элементов имеют уро-
вень экспрессии выше (для VEGFR1), или ниже (для 
miR-335 и FGFR2) порогового значения, то прогноз не-
благоприятный.  Вероятность возникновения отдален-
ных метастазов при РЖ высокая, если значения уров-
ня экспрессии гена VEGFR1 в образце опухолевой тка-
ни   превышает пороговые значения 0,5, относительно 
нормальной ткани, значение уровня экспрессии мРНК 
гена FGFR2 значительно снижено (меньше 0,05), а уро-
вень экспрессии miR-335 менее 0,3. Интересно, что 
уровни экспрессии miR-34a и VEGFR2 имеют обратную 
корреляцию (R = – 0,59) на регионарной стадии. Такая 
корреляция отсутствует при диссеминированном РЖ. 

МикроРНК miR-34a рассматривается как антиан-
гиогенный фактор. Полученный нами результат ука-
зывает на возможность антиангиогенного действия 
miR-34a путем прямого ингибирования функции гена 
VEGFR2. Снижение экспрессии miR-34a сопровожда-
ется увеличением экспрессии VEGFR2, способствуя, 
тем самым, развитию ангиогенеза и прогрессии опу-
холи к метастатическому состоянию, например, путем 
активирования сигнального пути МАРК.

Экспрессия исследуемых генов и микроРНК бы-
ла проверена на возможную связь с другими клиниче-
скими характеристиками, такими как тип опухоли и ее 
локализация (табл. 5, 6).

Из приведенных в табл. 5 и 6 результатов следует 
отсутствие связи экспрессии исследуемых микроРНК 
и генов с изученными клиническими показателями.

 Заключение

Проведено исследование экспрессии микроРНК 
miR- 34а и miR-335 и генов VEGFR1, FGFR2 и NRP-1 

при диссеминированном РЖ в сравнении с неметаста-
зирующими опухолями РЖ. Охарактеризована ассоци-
ация экспрессии исследованных генов и микроРНК 
с развитием отдаленного метастазирования, указыва-
ющая на возможность их использования как канди-
датов в маркеры. Сформированы панели, включаю-
щие гены и микроРНК – кандидаты в маркеры про-
гноза. Проведенный сравнительный анализ  позволил  
в качестве наиболее эффективной предложить панель, 
включающую miR-335/ VEGFR1 /FGFR2, которая де-
монстрирует наилучшие показатели при прогнозе ме-
тастазирования, особенно значение отношения шан-
сов ОR = 143 и RR = 7,1. 
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