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urine sediment and exosomes in patients with prostate cancer 

Резюме
Ha 148 больных раком предстательной железы (РПЖ) с клинической стадией T1c-T2cN0M0 была проведена оценка 
диагностической и прогностической значимости уровня экспрессии гена РСАЗ в осадке и экзосомах мочи. Всем больным 
была выполнена радикальная простатэктомия (РПЭ). В течение двух лет после РПЭ у больных каждые три месяца кон
тролировалось наличие или отсутствие биохимического рецидива (БР). Установлено, что уровень экспрессии гена РСАЗ 
в экзосомах мочи у больных РПЖ при последующем биохимическом рецидивировании по сравнению с благоприятным 
течением заболевания был достоверно ниже (р=0,01), а связь с концентрацией ПСА в крови, экспрессией в опухолевой 
ткани операционных биоптатов транскрипционных факторов и гомеобоксных белков теснее. Сделано заключение, что 
оценка экспрессии гена РСАЗ в экзосомах мочи информативна для прогноза развития БР в ближайшие 2 года после РПЭ. 
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Summary
The diagnostic and prognostic significance of the PCA3 gene expression in urine sediment and exosomes was evaluated in 
148 patients with prostate cancer (PC) with a clinical stage T1c-T2cN0M0. Radical prostatectomy (RPE) was performed in all 
patients. For two years after RPE in patients every three months, the presence or absence of biochemical relapse (BR) was 
monitored. It was established that the expression level of the PCA3 gene in urine exosomes in prostate cancer patients with 
subsequent biochemical recurrence was significantly lower compared to the favorable course of the disease (p=0,01), and the 
association with PSA concentration in the blood and expression of transcription factors in the tumor tissue of operating biopsies 
and homeobox proteins closer. It was concluded that the assessment of the expression of the PCA3 gene in urine exosomes is 
informative for predicting the development of BR in the next 2 years after RPE.
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Введение
Анализ экспрессии генов является перспективным 

методом исследования ткани опухоли, полученной при 
биопсии либо при оперативном лечении. При раке пред
стательной железы (РПЖ) определение уровня экспрессии 
просгагспецифических генов активно проводятся уже бо
лее десяти лет [1]. Оценка экспрессии генов в ткани опу
холи дублируется исследованием других биологических 
жидкостей и клеточных элементов -  сыворотки крови, 
мононуклеарной фракции крови, цельной мочи, ее осадка, 
экзосом мочи [2]. Ген РСАЗ относится к некодирующим 
РНК [3], его оверэкспрессия характерна для злокачествен
ной ткани предстательной железы (ПЖ). При этом, если 
диагностические возможности определения экспрессии

гена РСАЗ в моче и экзосомах при дифференциальной диа
гностике злокачественного и доброкачественного процес
са в ПЖ определены [4], то влияние на последующее тече
ние заболевания до настоящего момента не исследовалось.

Целью работы явилось оценить диагностическую 
и прогностическую значимость определения экспрессии 
гена РСАЗ в осадке и экзосомах мочи у больных с лока
лизованным раком предстательной железы при опреде
лении риска биохимического рецидива (БР) после ради
кальной простатэктомии (РПЭ).

Материале и методы
В исследование включены 148 больных РПЖ. Ра
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диализа, патологоанатомическом отделении ГБУ Ростов
ской области «Областная больница №2» в 2015-2019 г.г. 
Исследование было одобрено Локальным независимым 
этическим комитетом ФГБУ «Ростовский научно-иссле- 
довательский онкологический институт» Минздрава Рос
сии. Все пациенты дали информированное согласие на 
участие в исследовании.

Критерии включения больных в исследование: 1. 
локализованный РПЖ (Т1с-Т2с); 2. отсутствие отдален
ных метастазов.

Возраст больных общей клинической группы коле
бался от 54 до 79 лет, составив в среднем 65,6±2,5 лет. 
Распределение больных в зависимости от клинической 
стадии РПЖ было следующим: сТ1с -  9/148 (6,1%), сТ2а 
-  20/148 (13,5%), сТ2Ь -  43/148 (29%), сТ2с -  76/148 
(51,4%). Высокая степень гистопатологнчесной диффе- 
ренцнровки (<6 баллов по Глисону) встречалась у 9/148 
(6,1%), умеренная (7 баллов по Глисону) -  у 137/148 
(92,6%) и низкая (8-10 баллов по Глисону) -  у 2/148 
(1,3%) больных.

У всех больных гистологический тип опухоли ПЖ 
был представлен аденокарциномой.

Всем пациентам в сыворотке крови исходно и каж
дые 3 месяца после РПЭ определяли содержание про- 
статспецифического антигена (ПСА) путем иммунофер- 
ментного анализа на фотометре «Multi scan-P 2» (Thermo 
Fisher Scientifi с Inc., Финляндия). Основанием для за
ключения о БР были: превышение концентрации ПСА 
в крови более 0,2 нг/мл в трех последовательных измере
ниях, проведенных с интервалом 2 и более недель.

При выполнении генетических исследований на 
первом этапе пробоподготовки перед операцией первую 
порцию мочи пациентов в объеме 70 мл собирали в кон
тейнер после пальцевого трехкратного нажатия на каж
дую долю ПЖ («постмассажная» моча). Непосредствен
но после сбора для получения образца мочевого осадка 
20 мл мочи центрифугировали в течение 15 минут при 
3000 об/мин. Далее супернатант удаляли, а оставшийся 
осадок ресуспендировали и отбирали 1,5 мл в пробирку 
«эппендорф». Осадок мочи консервировали, добавляя 
1 мл «Среды РНК» (ООО «ИнтерЛабСервис», Россия), 
пробирку закрывали и заворачивали в герметизирующую 
лабораторную пленку.

При выделении экзосом 50 мл мочи из полученной 
постмассажной порции центрифугировали в течение 15 
минут при 10000 об/мин. Полученный супернатант цен
трифугировали в течение 3 часов при 100000 об/мин. 
Осадок промывали добавлением 3 мл буферного раство
ра PBS (phosphatebuffered saline), осаждали кратковре
менным центрифугированием. Далее экзосомы ресуспен
дировали в буфере PBS в объеме 200 мкл.

Выделение тотальной РНК из мочи осуществляли 
сорбентным методом набором «АмплиПрайм РИБО- 
сорб» (НекстБно, Россия) по шаговой инструкции произ
водителя. Образцы обрабатывали ДНКазой (6 ед. актив
ности) для удаления примеси геномной ДНК в течение 
40 мин при комнатной температуре в соответствующем 
буфере (реагенты Applied Biosystems, США).

При обратной транскрипции использовали набор 
«High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit» (Applied 
Biosystems, США). При получении кДНК на РНК- 
матрнце использовали метод отжига случайных олигону
клеотидов при расходывании 40,0 мкл набора и пошаго
вых этапах по инструкции производителя.

Экспрессию гена РСАЗ в осадке и экзосомах мочи 
определяли методом полимеразной цепной реакции в 
реальном времени (ПЦР-РВ). При этом сравнивали вели
чины пороговых циклов Ct изучаемого и референсного 
гена. В качестве референсного гена рассматривали ген 
KLK3, для которого характерна простат-специфичная 
экспрессия. Реакционная смесь содержала 1,0 мкл образ
ца кДНК из осадка мочи или экзосом мочи, 8,0 мкл деи
онизированной воды, 1,0 мкл готовой смеси праймеров и 
ТацМап-зонда, 10,0 мкл концентрированного буферного 
раствора с полимеразой согласно протоколу производи
теля. Температурные параметры: начальная денатурация 
95°С в течение 10 мин, затем 47 циклов при 95°С в тече
ние 15 с, 60°С -  1 мин (детекция).

При ПЦР-РВ использовали готовые праймеры KLK3 
(assay ID Hs02576345_ml, Applied Biosystems, FAM), 
PCA3 (assay ID Hs01371939jgl, Applied Biosystems, 
FAM), а также TaqMan-зонды с красителями и малобо- 
роздочные лиганды MGB (minor groove binders, MGB). 
Образец мочи исследовали, если экспрессию KLK3 об
наруживали при значении порогового цикла Ct до 45 
циклов. В каждом образце ген амплифицировали трех
кратно и рассчитывали усредненное значение порогового 
цикла C t

Для проведения ПЦР реального времени исполь
зовали термоциклер Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, США), 
специализированное программное обеспечение Bio-Rad 
CFX Manager (ver. 2.1). Для выражения экспрессии гена 
РСАЗ вычисляли показатель ACt = Ct(PCA3) -  Ct(KLK3).

В операционных биоптатах после радикальной про- 
статэктомии (РПЭ) иммуногистохимически (ИГХ) оце
нивали уровень экспрессии факторов Ki-67, AMACR, 
р53, HIF-1 □, VEGF-A, BCL2, NFKB1, NKX3-1.

Статистическую обработку результатов проводи
ли при использовании программы Statistica 12 (StatSoft, 
США), модуля описательной статистики, частотного 
анализа, корреляционного анализа по Спирмену. Рассчи
тывали медиану, 25 и 75 процентили. Различия количе
ственных показателей между группами оценивали с по
мощью критерия Манна-Уитни при уровне значимости 
р<0,05. Различия долей оценивали с помощью критерия 
□2.

Результаты и обсуждение
Среди пациентов группы сравнения в течение двух 

лет после РПЭ биохимический рецидив был выявлен у 
30/148 (20,3%). Ретроспективно с учетом двухгодичных 
сведений о рецидивировании заболевания были проана
лизированы дооперационные результаты биохимических 
и генетических исследований (табл. 1).

Средние значения содержания ПСА в сыворотке 
крови, а также экспрессия гена РСАЗ до операции у паци



Таблица 1. Содержание простагг-специфического антигена в сыворотке крови и экспрессия гена РСАЗ в осад
ке и экзосомах мочи у больных РПЖ в зависимости от рецидивирования заболевания

Показатель БР есть (п=30) БР нет (п=118) Р
ПСА в сыворотке крови, нг/мл (Me 14,4 12,1 0,53
Г25%;75%1) [9.9; 17,2] [9,1; 16,0]
ДО PCA3-KLK3 в осадке мочи, (Me -0,43 0.01 0,22
(25%;75%1) [-0,61; 0,241 [-0,15; 0,68]
ДО PCA3-KLK3 в экзосомах мочи. -2,45 -0,95 0,01
(Ме[25%;75%1) [-2,76; 1,381 [-1,14; 1,53]

Таблица 2. Показатели корреляционного анализа тесноты связи между уровнем экспрессии гена РСАЗ в осад
ке и экзосомах мочи и клиническими, биохимическими, генетиескими показателями

Показатель Корреляция с уровнем экспрессии 
гена РСАЗ в осадке мочи

Корреляция с уровнем экспрессии 
гена РСАЗ в осадке мочи

R Р R Р

ПСА крови 0,37 0,07 0,48 0,04
Баллы по шкале Глисона 0,21 0,85 0,19 0,89
Экспрессия Ki-67 0,27 0,68 0,37 0,08
Экспрессия AMACR 0,44 0,04 0,50 0,02
Экспрессия р53 -0,11 0,74 -0,16 0,82
Экспрессия HIP-1а 0,68 0,0001 0,74 0,0001
Экспрессия VEGFA 0,59 0,003 0,65 0,002
Экспрессия Ьс12 0,17 0,99 0,17 0,99
Экспрессия NFKB1 0,28 0,38 0,28 0,38
Экспрессия NKX3-1 -0,52 0,01 -0,52 0,01

Примечание: жирный шрифтом отмечены статистически значимые коэффициенты корреляции

ентов в зависимости от наличия или отсутствия БР в по
следующие 2 года не различались (р>0,05). Исключение 
составили результаты сравнительного анализа экспрес
сии гена РСАЗ в экзосомах мочи. Так, уровень экспрес
сии гена РСАЗ в экзосомах мочи у больных при последу
ющем рецидивировании по сравнению с благоприятным 
течением заболевания был достоверно ниже (р=0,01).

Экзосомы как объект для генетических исследо
ваний ввиду наличия в их составе мРНК и их участия в 
межкоммуникативных информационных связях между 
клетками начали использоваться в последние десятилетия 
[5]. Опухолевые клетки продуцируют больше экзосом, чем 
неопухолевые. Доказано участие экзосом в формировании 
преметастатических ниш, ремоделировании опухолевого 
микроокружения [6]. Опухолевые клетки «подготавли
вают» преметастатическую зону через дистанционную 
передачу информации, в том числе посредством экзосом. 
До попадания раковой клетки такая ниша считается пре- 
метастагической, а после попадания в такую микросреду 
опухолевые клетки начинают активно делиться.

На следующем этапе была изучена связь между вы
раженностью экспрессии гена РСАЗ в осадке и экзосомах 
мочи и концентрацией ПСА в сыворотке крови, баллами 
по шкале Глисона как интегральным клиническим при
знаком, экспрессией простатспецифических белков, ан- 
тиапоптических, транскрипционных, включая гипоксия- 
зависимых, проангиогенных факторов (табл. 2).

В результате корреляционного анализа была уста
новлена наиболее выраженная статистически значимая

прямая связь между уровнем экспрессии гена РСАЗ в 
осадке и экзосомах мочи и тканевой экспрессией гипок- 
сия-зависимого транскрипционного фактора HIF-1D, 
проангногенным фактором VEGFA. Следовательно, ги- 
поксия-зависимая стимуляция транскрипционных про
цессов в опухолевой ткани может быть ведущим патоге
нетическим звеном регуляции содержания онкомаркера в 
биологических жидкостях.

В последнее время было доказано, что гипоксия 
приводит к значительному повышению концентрации эк
зосом в биологических средах. По сравнению с нормок- 
сией при снижении парциального напряжения кислорода 
концентрация экзосом возрастает двухкратно [7]. Путем 
применения химической стабилизации НПМа в ткани 
авторы доказали прямое влияние НПМа на продукцию 
везикул при гипоксии [7]. Поскольку экзосомы можно 
рассматривать как средство межклеточной коммуника
ции, то повышение их числа может облегчить межкле
точные способы передачи информации. Вслед за изме
нением числа экзосом, при гипоксии может измениться 
и их состав. Показано, что в «гипоксических» экзосомах 
опухолевых клеток накапливается ряд специфических 
молекул, которые способствуют образованию новых со
судов в опухоли и снижению экспрессии молекул меж
клеточной адгезии [8]. Поскольку экспрессия гена РСАЗ 
в осадке и экзосомах мочи усилилась одновременно, то, 
очевидно, повышение концентрации онкомаркера РСАЗ 
может происходить как за счет повышения числа экзо
сом, так и за счет изменения их содержимого.



Между изучаемым онкомаркером и андрогенно-ре- 
гулируемым гомеобоксным белком NKX3-1, участвую
щим в защите от последствий окислительного стресса, 
была выявлена отрицательная статистически значимая 
корреляционная связь. Кроме того, установлена прямая 
достоверная корреляционная связь между экспрессией 
онкомаркера РСАЗ и альфа-метилацил-КоА-рацемазой 
(AMACR), усиливающей клеточные свободнорадикаль
ные процессы. Данное обстоятельство еще раз подтверж
дает патогенную роль гнпоксня-зависимого пути регуля
ции транскрипционных процессов, несостоятельности 
путей защиты от окислительного стресса для развития и 
прогрессии РПЖ, повышения экспрессии онкомаркеров.

Последствием изменения числа и содержимого эк- 
зосом, клеток осадка мочи, проявляющееся повышением 
концентрации онкомаркера РСАЗ, явилось усиление не- 
оангиогенеза (прямая достоверная корреляционная связь 
с VEGFA) вследствие переноса большого объема инфор
мационных молекул.

Итак, с целью совершенствования неинвазивной 
мониторинговой системы наблюдения за больными РПЖ 
нами была проведена оценка экспрессии гена РСАЗ в 
осадке и экзосомах мочи у пациентов с развитием БР и 
без рецидивирования заболевания в начале наблюдения. 
Такой подход позволил оценить прогностическую значи
мость оценки экспрессии гена РСАЗ в осадке и экзосомах 
мочи для определения риска раннего рецидивировання за
болевания еще на этапах подготовки к операции. В работе 
были установлены уровни экспрессии гена РСАЗ в осадке 
и экзосомах мочи, при превышении которых можно го
ворить о риске раннего прогрессирования болезни. При 
повышении экспрессии гена РСАЗ в осадке и экзосомах 
постмассажной мочи у больных с локализованным РПЖ 
риск БР в течение двух лет после РПЭ возрастал. Диагно
стическая эффективность оценки риска прогрессирования
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