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Нарушения экспрессии длинных некодирующих РНК  
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Актуальность. Длинные некодирующие РНК (днРНК) при раке щитовидной железы плохо изучены; не известны днРНК, 
общие и специфичные для фолликулярного и классического вариантов папиллярного рака, не установлены днРНК, абер-
рантно экспрессированные при других основных субтипах злокачественных новообразований щитовидной железы, а также 
при доброкачественных новообразованиях.
Цель исследования – определить днРНК, аберрантно экспрессированные при фолликулярной аденоме (ФА), фолликуляр-
ном раке (ФРЩЖ), фолликулярном и классическом вариантах папиллярного рака (ПРЩЖ), анапластическом раке (АРЩЖ) 
щитовидной железы. 
Методы. Проанализирована экспрессия днРНК по данным исследований на микрочипах (8 независимых экспериментов, 
доступных в GEO) и секвенирования РНК (PRJEB11591 и TCGA-THCA). Исследованы 246 образцов нормальной ткани щито-
видной железы, 26 – ФА, 30 – ФРЩЖ, 181 – фолликулярного варианта ПРЩЖ, 481 – классического варианта ПРЩЖ и 49 — 
АРЩЖ. Для классического и фолликулярного вариантов ПРЩЖ выполнена валидация дифференциальной экспрессии in 
silico. Потенциальные биологические функции были оценены в результате анализа обогащения коэкспрессированных генов.
Результаты. Определены днРНК, дифференциально экспрессированные при ФА, ФРЩЖ, фолликулярном и классическом 
вариантах ПРЩЖ и АРЩЖ. Выявлены 8 днРНК, экспрессия которых изменена во всех субтипах новообразований щитовид-
ной железы, 22 – общих для ПРЩЖ, 32 – специфичных для классического варианта ПРЩЖ, 1 – специфичная для фоллику-
лярного варианта ПРЩЖ, и 177 – специфичных для АРЩЖ. Статистически значимо дифференциально экспрессированных 
днРНК в ФРЩ по сравнению с ФА не выявлено. Ранее известные онкогенные и супрессорные днРНК NR2F1-AS1, LINC00511, 
SLC26A4-AS1, CRNDE, RMST впервые обнаружены в новообразованиях щитовидной железы. Выявленные днРНК предполо-
жительно вовлечены в клеточную адгезию, организацию экстрацеллюлярного матрикса, образование эндодермы, регуля-
цию клеточного цикла и митоза, полярности клеток, сигнальные пути VEGF и WNT.
Выводы. Установлены общие и специфичные паттерны экспрессии днРНК в доброкачественных и злокачественных ново-
образованиях щитовидной железы. 
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Aberrant expression of long non-coding RNA in thyroid neoplasms
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Background. Long non-coding RNA (lncRNA) in thyroid cancer are poorly investigated; no lncRNAs common and specific for the fol-
licular and classical variants of papillary cancer, as well as no lncRNAs aberrantly expressed in benign nodules or other subtypes of 
thyroid cancer are established. The objective of the study is to determine long noncoding RNAs aberrantly expressed in follicular 
adenoma (FA), follicular carcinoma (FTC), follicular and classical variants of papillary carcinoma (PTC), anaplastic carcinoma (ATC).
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Methods. lncRNA expression was analyzed in dataset of Microarray (8 independent experiments available in GEO) and RNA-seq 
studies (PRJEB11591 and TCGA-THCA). In total, 246 samples of normal thyroid tissue, 26 FAs, 30 FTCs, 181 follicular variant PTCs, 481 
classic variant PTCs and 49 ATCs were examined. In silico validation was performed. Potential biological functions were assessed by 
enrichment analysis of coexpressed genes.
Results. LncRNAs differentially expressed in FA, FTC, follicular, and classical variants of PTC, and ATC are identified. There are 8 
lncRNAs common for all investigated thyroid nodules, 22 common for PTC, 32 specific for classical PTC, 1 specific for follicular vari-
ant of PTC, and 177 specific for ATC. No lncRNA significantly differentially expressed in FTC compared to FA is identified. The previ-
ously described oncogenic and suppressor lncRNAs NR2F1-AS1, LINC00511, SLC26A4-AS1, CRNDE, RMST are detected in thyroid 
carcinomas for the first time. Identified lncRNA are putatively involved in cell adhesion, extracellular matrix organization, endoderm 
formation, VEGF signaling pathway, WNT signaling pathway and cell polarity, cell cycle and mitosis.
Conclusion. The general and specific patterns of lncRNA expression in benign and malignant thyroid nodules are established.
Keywords: long non-coding RNA, SLC26A4-AS1, TNRC6C-AS1, CRNDE, RMST, follicular thyroid carcinomas, follicular adenoma, 
papillary thyroid carcinoma, anaplastic thyroid cancer. 
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Введение

В настоящее время появляется все больше данных, 
свидетельствующих о важной роли длинных некодиру-
ющих РНК (днРНК) в злокачественной трансформации 
клеток, опухолевой прогрессии и метастазировании [1]; 
днРНК рассматриваются в качестве возможных диагно-
стических и прогностических маркеров, а также терапев-
тических мишеней. Они представляют собой молекулы 
РНК длиной более 200 нуклеотидов, обычно характери-
зуются отсутствием функциональной открытой рамки 
считывания. Значительная часть днРНК содержит не-
сколько экзонов, подвергается 5’-кэпированию, полиа-
денилированию и альтернативному сплайсингу. Функ-
ции днРНК реализуются различными путями: привле-
чение транскрипционных факторов и хроматин-моди- 
фицирующих комплексов; образование ДНК–РНК три-
плексов, стабилизирующих эффекторные белки у про-
мотора; конкурентное связывание микроРНК и белков; 
интерференция на этапе постпроцессинга белков [2‒4]. 
По локализации относительно кодирующих генов выде-
ляют следующие классы днРНК: межгенные (lincRNA), 
антисмысловые, смысловые интронные, смысловые  пе-
рекрывающие (на цепи белок-кодирующего гена, транс-
крипт с интронов кодирующего гена, или перекрывает 
интронные области), двунаправленные (в результате 
транскрипции со второй цепи в противоположном на-
правлении от промоторного региона белок-кодирующе-
го гена), 3’-перекрывающие (перекрывают 3’UTR белок-
кодирующей последовательности на той же цепи). На се-
годняшний день, согласно Ensembl версиии 93, 
аннотировано 14 720 днРНК [5].

Исследования роли днРНК при раке щитовидной 
железы, появившиеся преимущественно в 2015-2017 го-
дах, крайне малочисленны, ограничены папиллярным 
раком (ПРЩЖ) и не учитывают молекулярных особен-
ностей основных субтипов ПРЩЖ. Вместе с тем, на ос-
новании различий молекулярной структуры (прежде 
всего, мутационного профиля), морфологической и 
клинической картины фолликулярного и классическо-
го вариантов ПРЩЖ, можно предположить, что дан-
ные субтипы характеризуются специфичными набора-
ми экспрессии днРНК. Отсутствуют исследования 
днРНК при других субтипах рака щитовидной железы, 
в том числе фолликулярном (ФРЩЖ) и анапластиче-
ском раке (АРЩЖ), а также доброкачественных узло-
вых образованиях (включая фолликулярную аденому, 
ФА). Выявление днРНК, отличающих ФРЩЖ и ФА 
имеет важное практическое значение, так как данные 
молекулы могут являться потенциальными маркерами 
в дифференциальной диагностике. Специфичные для 
АРЩЖ днРНК могут быть ассоциированы с агрессив-
ным течением заболевания, инвазивным и метастати-
ческим потенциалом, неблагоприятным прогнозом. 

Материалы и методы

Наборы транскриптомных данных
Для определения профиля экспрессии днРНК в но-

вообразованиях щитовидной железы проанализированы 
следующие наборы данных: 1. данные, полученные на 
микрочипах Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Ar-
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ray (GSE3467, GSE60542, GSE35570, GSE76039, 
GSE53157, GSE33630, GSE65144, GSE29265); 2. данные 
секвенирования РНК проекта PRJEB11591 (Yoo с соавт., 
EBI European Nucleotide Archive, https://www.ebi.ac.uk/
ena/data/view/PRJEB11591) [6]; 3. транскриптомные дан-
ные, полученные в рамках проекта TCGA-THCA.

Из указанных наборов данных отобраны результаты 
исследования образцов ФА, ФРЩЖ, фолликулярного 
ПРЩЖ, классического ПРЩЖ, АРЩЖ. Количество ис-
следованных образцов с подразделением по гистологи-
ческим субтипам опухоли представлено в табл. 1.

Анализ транскриптомных данных
Исходные данные микрочипов получены в форма-

те CEL файлов из базы GEO (Gene Expression Omnibus, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), выполнена норма-
лизация с использованием пакета R gcrma. Аннотация 
данных выполнена по базе Ensembl в. 93 с исполь- 
зованием пакета R biomaRt [7]. 

Первичные данные секвенирования РНК 
PRJEB11591 получены в формате FASTQ, картирова-
ние прочтений выполнено с использованием hisat2, 
матрица количества прочтений построена с помощью 
featureCounts (пакет Rsubread), аннотация выполнена 
по Ensembl в. 93. В качестве группирующего признака 
взят ID гена по базе Ensemble [8, 9]. 

Данные секвенирования РНК TCGA-THCA были 
получены с портала Genomic Data Commons Data Por-
tal (GDC, https://portal.gdc.cancer.gov/) в виде матри-
цы количества прочтений HTSeq . 

При анализе данных секвенирования РНК 
PRJEB11591 и TCGA были отфильтрованы гены с низ-
ким количеством прочтений после нормализации, вы-
полнены TMM-нормализация (пакет edgeR) и voom 
анализ (пакет Limma) [10]. 

Отбор генов днРНК
Для последующего анализа были отобраны следую-

щие типы генов согласно классификации Havana: меж-
генные, антисмысловые днРНК, 3’-перекрывающие не-

кодирующие РНК, двунаправленные РНК, смысловые 
интронные, смысловые перекрывающие, другие не 
классифицируемые процессируемые транскрипты. 

Статистический анализ 
Для определения дифференциально экспрессиро-

ванных днРНК, выполнен линейный регрессионный 
анализ с использованием пакета Limma с учетом по-
правки FDR. Дифференциально экспрессированны-
ми считались гены, для которых уровень значимости 
p с учетом поправки (p.adj.) составил ≤ 0,01 и кратность 
изменения (FC) составила ≥ 2,0. 

Валидация
Для классического ПРЩЖ и фолликулярного ва-

рианта ПРЩЖ было проанализировано пересечение 
дифференциально экспрессированных генов, выяв-
ленных по данным ДНК-микрочипов и секвенирова-
ния РНК проектов PRJEB11591 и TCGA-THCA. Вали-
дированными считались гены, дифференциально экс-
прессированные во всех трех наборах, или в двух 
наборах секвенирования РНК в случае отсутствия со-
ответствующих проб на микрочипах.  

Оценка возможной биологической роли
Для выявленных днРНК определены коэкспрес-

сированные гены: коэффициент корреляции Пирсона 
r ≥ 0,7, уровень значимости p < 0,05. Анализ обогаще-
ния групп Генной Онтологии по биологическим про-
цессам и молекулярным функциям (GO Biological 
Process / Molecular Function, 2018), Энциклопедии ге-
нов и геномов Киото (KEGG, 2016) и Реактом (2016) 
выполнен для коэкспрессированных генов с исполь-
зованием Enrichr [11]. 

Результаты

Выявлены дифференциально экспрессированные 
днРНК (p.adj. ≤ 0,01 и FC ≥ 2) в новообразованиях 
щитовидной железы по сравнению с нормальной тканью. 

Таблица 1

Количество исследованных образцов 

ДНК-микрочипы РНК секвенирование PRJEB11591 РНК секвенирование TCGA-THCA
Нормальная ткань 107 81 58
ФА - 26 -
ФРЩЖ - 30 -
Фолликулярный вариант ПРЩЖ 32 48 101
Классический  ПРЩЖ 48 77 356
АРЩЖ 49 - -

https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB11591
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB11591
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По данным микрочипов 84 гена дифференциально 
экспрессированы при фолликулярном варианте ПРЩЖ, 
137 – при классическом ПРЩЖ, 376 – при АРЩЖ. По 
данным РНК секвенирования PRJEB11591 143 гена най-
дены при ФА, 213 – при ФРЩЖ, 213 – при фолликуляр-
ном варианте ПРЩЖ и 401– при классическом ПРЩЖ. 
По данным TCGA-THCA 174 гена дифференциально экс-
прессированы при фолликулярном варианте ПРЩЖ и 
308 – при классическом ПРЩЖ. 

При классическом ПРЩЖ валидирована диффе- 
ренциальная экспрессия 116 днРНК (рис. 1 A): сорок пять 
генов выявлены во всех проанализированных наборах 
данных; 71 выявлен в наборах PRJEB11591 и TCGA и 
отсутствует в составе микрочипов. Для фолликулярного 
варианта ПРЩЖ валидированы 62 днРНК (рис. 1 Б). 

Кластерный анализ новообразований щитовидной же-
лезы по дифференциальной экспрессии генов днРНК по-
казал выраженную кластеризацию АРЩЖ (рис. 2). Мож-
но выделить кластеризацию классического ПРЩЖ, кла-
стеризация фолликулярного варианта ПРЩЖ слабая, 
ФРЩЖ и ФА представляют собой один кластер (рис. 2).

Общие для рака щитовидной железы различных 
гистологических подтипов днРНК 
Из 32 днРНК, дифференциально экспрессирован-

ных во всех подтипах карцином, но не в ФА, 6 генов 
валидированы и статистически достоверно дифферен-
циально экспрессированы в классическом и фоллику-
лярном вариантах ПРЩЖ по сравнению с ФА (табл. 
2). Дифференциально экспрессированные в ФРЩЖ 
днРНК по сравнению с ФА не выявлены. 

Общие для папиллярных карцином днРНК 
Из 84 днРНК, выявленных в классическом и фол-

ликулярном вариантах ПРЩЖ, но не в других субти-
пах дифференцированных карцином, 22 гена были ва-
лидированы и достоверно дифференциально экспрес-
сированы по сравнению с ФА и ФРЩЖ. Данные гены 
могут рассматриваться в качестве днРНК, ассоцииро-
ванных с папиллярными свойствами карцином щито-
видной железы. Десять днРНК с наиболее выражен-
ной дифференциальной экспрессией представлены в 
табл. 3.

Рис. 1. In silico валидация дифференциальной экспрессии днРНК в классическом (А) и фолликулярном варианте (Б) ПРЩЖ. 

Таблица 2

Общие для рака щитовидной железы различных гистологических подтипов днРНК 

ENSG ID HGNC символ Тип Log(FC)
ФРЩЖ Фолликулярный 

вариант ПРЩЖ
Классический 

ПРЩЖ
АРЩЖ

ENSG00000256268 LINC02454 lincRNA 2,0 4,2 4,5 NA
ENSG00000225342 - анти-смысловой 1,7 4,4 3,1 -
ENSG00000250343 STK32A-AS1 анти-смысловой 1,6 3,1 3,2 NA
ENSG00000272384 - lincRNA 1,1 1,9 2,5 NA
ENSG00000233251 - анти-смысловой -1,4 -2,3 -1,6 NA
ENSG00000254489 - анти-смысловой -1,8 -3,2 -3,9 NA
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Таблица 3 

Десять днРНК с наиболее выраженной дифференциальной экспрессией, общих для фолликулярного  
и классического вариантов ПРЩЖ 

ENSG ID HGNC символ Тип
Log(FC)

фолликулярный классический
ENSG00000237463 - антисмысловой 4,2 6,4
ENSG00000203585 LINC02408 lincRNA 2,0 4,8
ENSG00000251002 - антисмысловой 4,2 4,7
ENSG00000272482 - lincRNA 1,7 3,6
ENSG00000204282 TNRC6C-AS1 антисмысловой 2,4 3,4
ENSG00000197301 - антисмысловой 2,4 3,4
ENSG00000267199 - антисмысловой 1,7 3,1
ENSG00000228613 - антисмысловой -2,2 -2,6
ENSG00000267034 - lincRNA -2,6 -2,9
ENSG00000261399 - антисмысловой -2,0 -3,3

Рис. 2. Кластеризация новообразований щитовидной железы по  дифференциальной экспрессии днРНК по данным микрочипов (А) и секвени-
рования РНК PRJEB11591 (Б).
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Специфичные для фолликулярного варианта 
ПРЩЖ днРНК 
Из 29 днРНК, избирательно дифференциально 

экспрессированных в фолликулярном варианте 
ПРЩЖ, только lincRNA ENSG00000257647 была ва-
лидирована и значимо дифференциально экспресси-
рована по сравнению с ФА, ФРЩЖ и классическим 
ПРЩЖ.

Специфичные для классического ПРЩЖ днРНК
Из 203 днРНК избирательно дифференциально 

экспрессированных при классическом ПРЩЖ 32 бы-
ли валидированы и достоверно дифференциально экс-
прессированы по сравнению с фолликулярным вари-
антом ПРЩЖ, ФА и ФРЩЖ. Эти днРНК специфич-
ны для классического ПРЩЖ. Десять днРНК с 

наиболее выраженной дифференциальной экспресси-
ей представлены в табл. 4. 

Специфичные для АРЩЖ днРНК 
Из 249 днРНК, выявленных только в АРЩЖ, 185 

были статистически значимо дифференциально экс-
прессированы по сравнению с классическим и фолли-
кулярным вариантами ПРЩЖ, эти днРНК специфич-
ны для АРЩЖ. Десять днРНК с наиболее выражен-
ной дифференциальной экспрессией в табл. 5. 

Потенциальные биологические функции 
дифференциально экспрессированных днРНК
Для днРНК, специфичных и общих для всех иссле-

дованных типов новообразований щитовидной желе-
зы, определены потенциальные биологические функ-

Таблица 4

Десять днРНК с наиболее выраженной дифференциальной экспрессией, специфичных для классического ПРЩЖ

ENSG ID HGNC символ Тип Log(FC)
ENSG00000227036 LINC00511 lincRNA 2,5
ENSG00000237187 NR2F1-AS1 антисмысловой 2,5
ENSG00000260604 - lincRNA 2,2
ENSG00000262903 - антисмысловой 2,1
ENSG00000231107 LINC01508 lincRNA -2,0
ENSG00000267128 RNF157-AS1 антисмысловой -2,0
ENSG00000229457 LINC01789 lincRNA -2,0
ENSG00000249487 LINC01586 lincRNA -2,7
ENSG00000224568 LINC01886 lincRNA -2,7
ENSG00000233705 SLC26A4-AS1 антисмысловой -3,0

Таблица 5 

Десять днРНК с наиболее выраженной дифференциальной экспрессией, специфичных для АРЩЖ

ENSG ID HGNC символ Тип Log(FC)
ENSG00000272872 - смысловой интронный 3,5
ENSG00000271858 - антисмысловой -3,3
ENSG00000236155 - процесированный транскрипт -3,3
ENSG00000224078 SNHG14 антисмысловой -3,5
ENSG00000250073 - антисмысловой -3,8
ENSG00000203709 MIR29B2CHG lincRNA -4,1
ENSG00000261183 SPINT1-AS1 антисмысловой -4,2
ENSG00000229891 LINC01315 lincRNA -4,3
ENSG00000257151 PWAR6 lincRNA -4,8
ENSG00000255794 RMST lincRNA -5,7
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ции в результате анализа обогащения коэкспрессиро-
ванных генов по функциональным группам GO 
Biological Process, GO Molecular Function, KEGG и 
Reactome. Наиболее значимые биологические функ-
ции, в которые вовлечены выявленные дифференци-
ально экспрессированные днРНК, следующие: L1CAM 
взаимодействия (днРНК, общие для исследованных 
новообразований); активность альдегиддегидрогена-
зы NAD (днРНК, общие для классического и фолли-
кулярного вариантов ПРЩЖ); бета-катенин незави-

симый WNT-сигналинг (днРНК, специфичные для 
фолликулярного варианта ПРЩЖ); организация экс-
трацеллюлярного матрикса (днРНК, специфичные для 
классического варианта ПРЩЖ); митотический кле-
точный цикл (днРНК, специфичные для АРЩЖ); про-
цессинг кепированных интрон-содержащих пре-мРНК 
(днРНК, специфичные для ФРЩЖ).

 На рис. 3 представлено по 5 наиболее значимых 
процессов для каждого типа рака щитовидной железы 
и для новообразований щитовидной железы в целом. 

Рис. 3. Потенциальные биологические процессы (по 5 наиболее значимых), в которые вовлечены аберрантно экспрессированные днРНК.
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Обсуждение

Гистологические субтипы рака щитовидной же-
лезы значительно различаются по мутационному про-
филю и клинической картине. Несмотря на то, что 
ФРЩЖ и ПРЩЖ являются дифференцированными 
карциномами, в ФРЩЖ превалируют мутации генов 
KRAS, HRAS, NRAS и PAX8/PPARG, в то время как в 
классическом варианте ПРЩЖ преобладают мутации 
гена BRAF и генные перестройки тирозинкиназ. 
ФРЩЖ метастазирует преимущественно в отдален-
ные органы, классический вариант ПРЩЖ – преи-
мущественно в лимфоузлы и шею [12]. Фолликуляр-
ный вариант ПРЩЖ занимает промежуточное поло-
жение, и выделение данного подтипа как варианта 
папиллярного рака остается спорным [13]. Предпо-
лагается, что ФА является доброкачественным пред-
шественником ФРЩЖ и выявление общих и отличи-
тельных молекулярных маркеров является важным 
для развития новых диагностических и терапевтиче-
ских подходов. АРЩЖ считается наиболее злокаче-
ственной стадией рака щитовидной железы и отлича-
ется агрессивным течением, в связи с чем можно 
предположить, что АРЩЖ характеризуется особен-
ностями молекулярного профиля, в том числе абер-
рантно экспрессированных днРНК, ассоциирован-
ных с агрессивным течением заболевания. 

В данной работе исследована экспрессия днРНК в 
основных субтипах новообразований щитовидной же-
лезы: ФА, ФРЩЖ, фолликулярном и классическом 
вариантах ПРЩЖ, АРЩЖ. Проанализированный на-
бор данных (8 независимых исследований на микро-
чипах; РНК-секвенирование проектов PRJEB11591 и 
TCGA) позволил провести достоверную in silico вали-
дацию результатов для фолликулярного и классиче-
ского вариантов ПРЩЖ, а также включить в анализ 
репрезентативную группу образцов ФА, ФРЩЖ и 
АРЩЖ. Экспрессия днРНК в ФА, ФРЩЖ и АРЩЖ 
проанализирована впервые. Установлены днРНК, об-
щие для всех исследованных узловых образований щи-
товидной железы, общие для папиллярных карцином 
классического и фолликулярного вариантов (ассоци-
ированы с папиллярными чертами), специфичные для 
фолликулярного варианта ПРЩЖ, классического ва-
рианта ПРЩЖ и АРЩЖ. Наибольшее количество 
дифференциально экспрессированных днРНК обна-
ружено в АРЩЖ, затем - в ПРЩЖ. Специфичные для 
АРЩЖ днРНК, вероятно, ассоциированые с анапла-
стическими чертами рака щитовидной железы (поте-
ря дифференцировки), выявлены впервые. 

В нашем исследовании подтверждена аберрантная 
экспрессия отдельных днРНК, ранее найденная 

Liyanarachchi с соавт. Основная часть подтвержденных 
днРНК оказалась общей для обоих вариантов ПРЩЖ 
[14]. Нами впервые выявлены днРНК, описанные ра-
нее при раках других локализаций как онкогенные или 
опухолевые супрессоры: NR2F1-AS1, LINC00511 и 
SLC26A4-AS1 – при классическом ПРЩЖ; CRNDE и 
RMST – при АРЩЖ [15−19]. 

Предположительно, дифференциально экспресси-
руемые днРНК, общие для исследованных новообразо-
ваний, вовлечены в клеточную адгезию и организацию 
экстрацеллюлярного матрикса; днРНК, специфичные 
для фолликулярного варианта папиллярного рака – в 
сигнальный путь WNT и клеточную полярность; 
днРНК, специфичные для классического ПРЩЖ – в 
организацию экстрацеллюлярного матрикса, образова-
ние эндодермы и сигнальный путь VEGF; днРНК, об-
щие для обоих вариантов ПРЩЖ, вовлечены в образо-
вание эндодермы и организацию экстрацеллюлярного 
матрикса; днРНК, специфичные для АРЩЖ – в регу-
ляцию клеточного цикла и митоза.
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