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В настоящее время много внимания уделяется неинвазивным методам диагностики и мониторинга 
онкологических заболеваний. Одним из перспективных методов является секвенирование РНК 
тромбоцитов, «обученных» опухолью (tumor-educated platelets), в которых, как было ранее 
установлено, изменяется мРНК-репертуар при различных онкологических заболеваниях. Таким 
образом, тромбоциты могут содержать информацию о молекулярно-генетических характеристиках 
опухоли. В настоящем обзоре собраны современные представления о механизмах взаимодействия 
между опухолевыми клетками и тромбоцитами, а также рассмотрены возможности применения 
методов анализа транскриптома тромбоцитов для диагностики и оценки динамики состояния 
опухоли, в частности ответа на проводимую терапию, а также существующие на сегодняшний 
день ограничения для широкого внедрения этого метода в клиническую практику. 
Ключевые слова: транскриптом тромбоцита, транскриптом опухоли, секвенирование РНК, 
жидкостные биопсии 
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Analysis of platelet RNA: a non-invasive method for studying 
the expression of tumor genes 
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Nowadays much attention is paid to non-invasive methods of cancer diagnostics and monitoring. One of the promising methods 
is the sequencing of platelet RNA (tumor-educated platelets), in which, as it was previously established, the mRNA repertoire 
changes in various oncological diseases. Thus, platelets can contain information about the molecular genetic characteristics of 
tumor. This review summarizes the current understanding of the mechanisms of interaction between tumor cells and platelets, 
and also discusses the possibilities of using platelet transcriptome analysis methods for diagnosing and assessing the dynamics 
of the tumor state, in particular, in response to therapy, as well as the current limitations for a wide range of introduction of this 
method into clinical practice. 
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Онкологические заболевания на сегодняшний 
день являются ведущей причиной смертности 
в мире. «Золотым стандартом» молекуляр-

но-генетического анализа солидных опухолей явля-
ется изучение материала тканевых биопсий [1]. Однако 
эта инвазивная процедура сопряжена с рядом огра-
ничений [2, 3], что сдерживает применение метода 
для мониторинга состояния опухоли [4]. В частности, 
существенным ограничением тканевой биопсии явля-
ется возможность получить молекулярно-генетиче-
скую информацию лишь об ограниченном участке 
опухоли или метастаза, в то время как для ряда злока-
чественных новообразований, например для рака 
простаты [5], молочной железы [6] и др. [7], установ-
лена генетическая неоднородность не только между 

первичным очагом и метастазами, но и между клет-
ками, ограниченными одной локализацией.

Обойти некоторые из ограничений тканевой 
биопсии могут так называемые жидкостные биопсии 
[8], когда из жидкостей организма проводится выде-
ление различных опухолевых маркеров, таких как 
специфические белки, циркулирующие опухолевые 
клетки (ЦОК), циркулирующие нуклеиновые кислоты 
(цДНК и цРНК) и внеклеточные везикулы, вместе 
составляющие «циркулом» [9]. 

Одной из составляющих «циркулома» является 
РНК, содержащаяся в тромбоцитах крови [10]. Тром-
боциты – безъядерные клеточные фрагменты, произ-
водящиеся в костном мозге из мегакариоцитов и 
живущие в кровотоке не более 7 дней [11]. Несмотря 
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на отсутствие ядра, еще в 1966 г. Warshaw и соавт. 
впервые высказали предположение [12], а в 1967–
1968 гг. Booyse и соавт. установили, что в тромбо-
цитах присутствует матричная (мРНК) и имеет место 
процесс трансляции [13, 14]. Через 20 лет было дока-
зано участие мРНК в синтезе белков в тромбоцитах 
[15], а в 2005 г. Denis и соавт. показали, что в тром-
боцитах присутствуют функциональные сплайсосомы, 
состоящие из малых ядерных РНК, белков сплайсинга 
и эндогенных пре-мРНК [16]. Сплайсосома может под 
воздействием различных стимулов запускать процесс 
сплайсинга пре-мРНК. Интересно, что в тромбоцитах 
присутствует более 8000 транскриптов, при этом как 
созревание пре-мРНК, так и трансляция зависят от 
активации тромбоцита [17]. 

Считается, что тромбоциты сохраняют цитоплаз-
матическую пре-мРНК мегакариоцитов, при этом неко-
торые из мегакариоцитарных пре-мРНК превращаются 
в зрелые мРНК и участвуют в белковом синтезе [18]. 
Однако в белковый состав тромбоцита также могут 
входить «захваченные» из внешней среды белки, и 
белки, транскрипция которых происходит с мРНК, 
появившихся в цитоплазме тромбоцитов вследствие 
эндоцитоза [19]. Ранее было установлено [20, 21], 
что присутствующая в тромбоцитах РНК различается 
по своему составу у здоровых доноров и пациентов с 
онкологическими заболеваниями. Одновременно были 
сделаны предположения о том, что опухолевые клетки 
способны взаимодействовать с тромбоцитами посред-
ством различных молекулярных механизмов [21]. 
Перенос секретируемых опухолью молекул, преиму-
щественно РНК, в тромбоциты, приводящий к транс-
формации наивных тромбоцитов в проонкогенные, 
был назван «обучением» тромбоцитов [22]. Предполо-
жение о том, что «обученные» опухолью тромбоциты 
(tumor-educated platelets [22]) содержат опухолевую 
РНК [21], делает возможным рассмотрение анализа 
тромбоцитарной РНК в качестве нового минимально 
инвазивного, безболезненного и быстрого способа 
исследования, позволяющего получить интегративные 
данные о гетерогенных субпопуляциях опухолевых 
клеток в первичном очаге и в метастазах [23]. Однако 
недостаточная изученность механизмов взаимодействия 
тромбоцитов и клеток опухоли [24] и процессов попа-
дания опухолевой РНК в тромбоциты [10] ставит под 
сомнение получаемую таким методом информацию [25]. 
В настоящем обзоре мы рассматриваем потенциальные 
достоинства и недостатки диагностики онкологических 
заболеваний на основе анализа тромбоцитарной РНК.

Механизмы взаимодействия тромбоцитов с 

опухолевыми клетками. Роль тромбоцитов в проли-

ферации и метастазировании опухолей

Известно, что функции тромбоцитов не сводятся к 
системе гемостаза [26]. Некоторые авторы называют 

тромбоциты «дозорными» иммунной системы, так как 
они играют важную роль в обнаружении бактерий в 
циркулирующей крови, а также частично регулируют 
экстравазацию иммунных клеток в ответ на внешние 
и внутренние стимулы [10, 27, 28]. Также тромбо-
циты способны взаимодействовать с опухолевыми 
клетками [26, 29, 30]. Установлено, что тромбоциты 
играют важную роль в эпителиально-мезенхимальной 
трансформации опухолевых клеток [31], миграции 
их в кровеносные сосуды [32], создании окружения 
для опухолевых клеток [33] и защите их от клеток 
иммунной системы [34], что в конечном счете способ-
ствует метастазированию опухоли из первичного очага 
[35, 36]. 

Взаимодействие тромбоцитов с клетками 

опухоли обеспечивается посредством растворимых 

активаторов и мембранных белков

Одним из первых механизмов активации тром-
боцитов является генерация клетками опухоли 
растворимых активаторов тромбоцитов – аденозин-
дифосфата (АДФ) и тромбоксана A2 (TXA2), а в неко-
торых случаях и тромбина [37]. В частности, Boukerche 
и соавт. показали, что клетки линии меланомы M3Da 
вызывают необратимую агрегацию тромбоцитов in vitro 
за счет присутствующего в среде (вероятно, секрети-
руемого клетками) АДФ [38]. В этом же исследовании 
клетки меланомы M1Do вызывали медленную обра-
тимую агрегацию, а клетки M4Be не вызывали агре-
гацию тромбоцитов вовсе. В супернатанте клеток M1Do 
наблюдался меньший уровень АДФ, чем у M3Da, а в 
супернатанте M4Be АДФ не определялся вовсе [38]. В 
исследовании Hainmöller и соавт. [39], напротив, агре-
гация тромбоцитов в ответ на клетки разных линий 
рака ингибировалась гирудином (ингибитор тромбина), 
но не изменялась в ответ на апиразу (ингибитор АДФ). 
Дальнейшие эксперименты показали зависимость 
процесса агрегации тромбоцитов от генерации тром-
бина в системе [39].

В клетках колоректального рака [40], рака легкого 
[41], папиллярного рака щитовидной железы [42] и 
остеосаркомы [43] наблюдается высокая экспрессия 
гена тромбоксан-синтазы, синтезирующей активатор 
тромбоцитов TXA2 [44]. Установлено, что в клетках 
колоректального рака продукция TXA2 необходима 
для их пролиферации [40]. De Leval и соавт. показали, 
что фармакологическое ингибирование как тромбок-
сан-синтазы, так и рецепторов к тромбоксану полно-
стью подавляет агрегацию тромбоцитов в присутствии 
клеток остеосаркомы линии MG-63 [43]. В иссле-
довании in vivo было показано, что ингибирование 
синтеза TXA2 приводит к снижению метастазирования 
рака легкого [45]. 

Упомянутая выше генерация тромбина в присут-
ствии опухолевых клеток [37] связана с экспрессией 
ими тканевого фактора (ТФ) – трансмембранного 
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гликопротеина, экспрессируемого в норме клетками 
практически всех тканей организма (за исключением 
эндотелия и клеток крови) [46]. Контакт ТФ, которым 
богаты некоторые опухоли, с плазмой крови приводит 
к образованию комплекса внешней теназы [47], гене-
рации тромбина [48], агрегации тромбоцитов и в 
конечном итоге к тромбозам у онкологических больных 
[49]. Liu и соавт. установили на мышиной модели рака 
молочной железы, что повышение экспрессии ТФ 
опухолевыми клетками является критически важным 
для прогрессирования опухоли [50]. 

Агрегация тромбоцитов как в норме, так и при 
патологии происходит через специфические тромбо-
цитарные гликопротеины IIb/IIIa (GPIIb/IIIa, интегрин 
aIIbb3), связывающиеся с белком плазмы – фибри-
ногеном [51]. In vitro было показано, что блокиро-
вание интегринов aIIbb3 снижает адгезию тромбоцитов 
к клеткам колоректального рака линий CT26 и HCT8 
[52]. Эксперименты in vivo на мышиных моделях пока-
зали, что антитела против фактора фон Виллебранда 
(лиганд тромбоцитарного рецептора GPIb и интегрина 
aIIbb3) предотвращают развитие легочных метастазов 
на 53–64% и 45% случаев соответственно [52].

Другим адгезионным для тромбоцитов белком 
на поверхности опухоли является подопланин [53]. 
Обычно подопланин считается специфическим 
маркером лимфатических сосудов [54]. Известно, 
что для некоторых типов злокачественных опухолей 
(плоскоклеточные карциномы [55], семиномы [56], ряд 
опухолей головного мозга [57]) характерна высокая 
экспрессия подопланина на поверхности клеток. Подо-
планин способен напрямую связываться с лектин-по-
добным рецептором С-типа 2 (CLEC-2), который 
экспрессируется на поверхности миелоидных клеток, 
NK-клеток, а также тромбоцитов [58]. Связывание 
CLEC-2 с подопланином приводит к активации тромбо-
цитов, включающей секрецию АДФ и синтез TXA2 [59, 
60]. Takagi и соавт. установили, что взаимодействие 
между подопланином, экпрессируемым на поверхности 
клеток рака легкого, и CLEC-2 тромбоцитов обеспе-
чивает пролиферацию опухолевых клеток in vitro, а 
также способствует метастазированию в мышиной 
модели [61]. Антитела к подопланину продемонстри-
ровали эффективность в предотвращении развития 
метастазов рака легкого у мышей [61].

Способность тромбоцитов поглощать опухолевую 

мРНК в составе микровезикул

Внеклеточные везикулы – общий термин, исполь-
зуемый для обозначения трех типов везикул: микро-
частиц, экзосом и апоптотических телец [37]. 
Микровезикулы представляют собой небольшие 
(диаметром от 50 до 1000 нм) мембранные пузырьки, 
которые отделяются от клеток под действием 
различных стимулов во время апоптоза или вслед-
ствие опухолевой трансформации [37]. Одной из 

главных функций микровезикул является обеспечение 
межклеточной коммуникации [62]. Внеклеточные 
везикулы могут содержать различные биологические 
молекулы, включая все известные на сегодняшний 
день типы РНК, различные белки и липиды [62]. 

Nillson и cоавт. [21] описали прямой захват РНК 
тромбоцитами, коинкубированными с микровези-
кулами опухолевых клеток. Микровезикулы клеток 
глиобластомы и рака предстательной железы 
(клеточные линии U87/U87-EGFRvIII и 22Rv1 соответ-
ственно) были выделены с помощью дифференциро-
ванного центрифугирования по методике, описанной 
Skog и соавт. [63], мечены красителем PKH67 и коин-
кубированы с тромбоцитами, выделенными из крови 
здоровых доноров. После этого тромбоциты были 
обработаны РНКазой в целях деградации всей РНК, не 
захваченной тромбоцитами. Захват опухолевых микро-
везикул тромбоцитами был установлен с помощью 
конфокальной микроскопии. Результаты были 
подтверждены полимеразной цепной реакцией (ПЦР) 
с обратной транскрипцией: в тромбоцитах здоровых 
доноров после инкубации с микровезикулами клеток 
глиобластомы была обнаружена мРНК мутантного 
EGFRvIII (мутантный вариант гена мембранного рецеп-
тора эпидермального фактора роста (EGFR), который 
наблюдается при глиобластоме [64]) [21]. 

Тромбоциты способствуют эпителиально-мезен-

химальному переходу и метастазированию опухо-

левых клеток

Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) – 
приобретение эпителиальными клетками опухоли 
мезенхимального фенотипа путем подавления 
экспрессии генов эпителиальных маркеров (например, 
Е-кадгерин), увеличения экспрессии генов, ответ-
ственных за мезенхимальный фенотип (виментин, 
фибронектин), усиления клеточной подвижности за 
счет реорганизации цитоскелета [65]. Тромбоциты 
могут индуцировать ЭМП в опухолевых клетках путем 
высвобождения ряда медиаторов, таких как PDGF [31], 
трансформирующий фактор роста бета (TGF-b) [66], 
PGE2 [67]. 

Ранее было установлено, что при активации тром-
боциты способны секретировать TGF-b1 [68]. Labelle 
и соавт. на мышиных моделях рака толстой кишки и 
молочной железы показали, что TGF-b1, секретиру-
емый тромбоцитами, способствует запуску в опухо-
левых клетках сигнальных путей TGFb/Smad и NF-кВ, 
что, в свою очередь, приводит к изменению их фено-
типа и увеличению метастатического потенциала [31]. 
Cho и соавт. на культуре клеток рака яичника проде-
монстрировали, что пролиферация опухолевых клеток 
в присутствии тромбоцитов подавляется после инку-
бации последних с блокирующими антителами против 
TGF-b1, а также после подавления экспрессии рецеп-
тора TGF-bR1 на опухолевых клетках [69]. 
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Zhang и соавт. установили роль белка TBK1 
(TANK-связывающей киназы 1) в качестве медиа-
тора тромбоцит-индуцированного ЭМП [70]. Будучи 
киназой, способной фосфорилировать NF-кB, в 
здоровой ткани этот белок играет роль в регуляции 
клеточной пролиферации и апоптоза [71]. Установ-
лено, что в опухолевых клетках TBK1 участвует в 
регуляции ангиогенеза [72], а также обеспечивает 
проведение антиапоптотических сигналов путем 
активации NF-кB [73]. Zhang и соавт. показали, что 
инкубация клеток рака молочной железы линий Ep5 
и MCF10A с тромбоцитами приводит к запуску ЭМП 
в опухолевых клетках путем активации TBK1 и p56 
(транскрипционного фактора семейства NF-кB). 
Инактивация TBK1 с помощью малой интерфериру-
ющей РНК в значительной степени тормозит тромбо-
цит-индуцированный ЭМП и активацию p56 в обеих 
клеточных линиях [70].

Radziwon-Balicka и соавт. с помощью метода 
маркировки стабильных изотопов аминокислотами 
(SILAC) показали, что во время инкубации тромбо-
цитов с клетками колоректального рака линий Caco-2 
и HT29 происходит секреция тромбоспондина-1 
преимущественно тромбоцитами и кластерина – 
как тромбоцитами, так и опухолевыми клетками. 
Авторы установили, что тромбоспондин-1 и кластерин 
обеспечивают увеличение инвазивного потенциала 
опухолевых клеток за счет повышения активности 
ММР-9 через сигнальный путь p38 MAPK [74].

Dovizio и соавт. продемонстрировали, что инку-
бация тромбоцитов с клетками колоректального 
рака линии HT29 приводит к увеличению в последних 
уровня мРНК ЦОГ-2 и что для синтеза белка ЦОГ-2 в 
опухолевых клетках необходима секреция тромбоци-
тами PDGF. ЦОГ-2-зависимый синтез простагландина 
E2 в клетках HT29 приводит к изменениям, связанным 
с ЭМП: снижение экспрессии белка p21 и увели-
чение циклина B1. Кроме того, авторы показали, 
что к увеличению экспрессии ЦОГ-2 клетками HT29 
приводит непосредственное взаимодействие галек-
тина-3 (белка, содержащего коллаген-подобный 
домен и экспрессируемого на поверхности клеток 
H29) и гликопротеина VI (тромбоцитарного рецептора 
к коллагену) [67]. Полученные результаты позволили 
сделать предположение о потенциальной эффектив-
ности ингибиторов галектина-3 в предотвращении 
метастазирования колоректального рака [67].

Тромбоциты обеспечивают защиту опухолевых 

клеток от иммунной системы и выживание их в 

кровотоке

Выживание ЦОК в кровотоке имеет решающее 
значение для метастазирования [75]. Установлено, 
что тромбоциты, окружая ЦОК, способны их защи-
тить от иммунной системы [76–78]. Известно, что 
на поверхности многих опухолевых клеток снижена 

экспрессия главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) I класса [79], что позволяет им избежать унич-
тожения цитотоксичными Т-лимфоцитами [78]. Placke 
и соавт. установили in vitro, что при коинкубации 
тромбоцитов с клетками различных опухолей проис-
ходит перенос молекул MHC I класса на поверхность 
опухолевых клеток [34]. Этот перенос был также 
подтвержден с помощью электронной микроскопии 
[78]. Таким образом, было установлено, что благо-
даря взаимодействию с тромбоцитами опухолевые 
клетки способны приобретать «псевдонормальный» 
фенотип, экспрессировать на своей поверхности MHC 
I класса и тем самым «ускользать» от распознавания 
NK-клетками.

Кроме того, установлена роль секретируемого 
тромбоцитами TGF-b в ингибировании противоопу-
холевой активности NK-клеток [80]. Kopp и соавт. 
продемонстрировали, что инкубация NK-клеток с 
TGF-b, секретируемым тромбоцитами как после 
взаимодействия с опухолевыми клетками линии 
HCT116 (колоректальный рак), так и после стиму-
ляции тромбоцитов «классическими» активаторами 
(коллагеном и тромбином), способствует снижению 
цитотоксичности NK-клеток, уменьшению продукции 
интерферона-альфа и мобилизации гранул [80]. 
Полученные результаты подтверждают способность 
тромбоцитов способствовать метастазированию 
опухолевых клеток путем подавления иммунного 
ответа. 

Таким образом, данные, полученные in vitro и 
in vivo, свидетельствуют о том, что взаимодействие 
тромбоцитов с опухолевыми клетками играет важную 
роль в развитии и прогрессировании онкологиче-
ских заболеваний. На сегодняшний день описаны 
различные молекулярные механизмы, обеспечива-
ющие эти взаимодействия (рисунок 1), однако часть 
из них только предстоит выяснить. 

Опухолевая РНК: диагностическое значение и 

существующие ограничения

Ранее было установлено, что тромбоциты 
способны поглощать опухолевую РНК и что, по 
крайней мере, часть тромбоцитарной РНК имеет 
опухолевую природу [20, 21, 23, 81–83]. В контексте 
диагностики онкологических заболеваний основной 
особенностью опухолевой РНК является то, что 
ее репертуар отражает экспрессию генов в живых 
клетках опухоли и их функциональную активность 
[84]. О том, что внеклеточная РНК может быть обна-
ружена в кровотоке, впервые сообщили Stroun и 
соавт. в 1978 г. [85], а первое предположение о 
возможности использовать циркулирующую опухо-
левую РНК в качестве маркера злокачественных 
заболеваний было высказано несколько лет спустя 
Wieczorek и соавт. [86]. 
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На сегодняшний день в кровотоке обнаружены 
все известные классы РНК [87]. Наиболее важными 
классами циркулирующих опухолевых РНК явля-
ются мРНК, микроРНК и длинные некодирующие РНК 
(днкРНК) [8]. цРНК является сравнительно неста-
бильной молекулой: период ее полураспада в плазме 
крови составляет около 15 с [88]. Стабильность цРНК 
усиливается за счет ассоциации ее с белками плазмы 
[89], протеолипидными комплексами [86] и внекле-
точными везикулами [90]. 

Установлено, что циркулирующая экзосо-
мная (везикулярная) РНК может быть использо-
вана для определения мутационного статуса генов 
RAS-каскада KRAS и BRAF у пациентов с колорек-
тальным раком [91], а выявление экзосомной мРНК 
EGFRvIII обладает потенциалом для диагностики 
EGFRvIII-позитивных глиобластом [92]. Также пока-
зано, что выявление в экзосомной РНК пациентов с 
раком предстательной железы одного из вариантов 
альтернативного сплайсинга андрогенных рецеп-
торов AR-V7 с помощью цифровой капельной ПЦР 
ассоциировано с резистентностью к гормональной 
терапии [93]. 

Определение уровней экзосомных miR-196a 
и miR-1246 может быть использовано для ранней 

диагностики рака поджелудочной железы [94]. 
Экспрессионный анализ микроРНК также может 
использоваться для диагностики рака легкого [95] и 
определения прогноза при этом заболевании [96]. 

днкРНК также представляют диагностический 
интерес. Так, было показано, что уровень экзосомной 
РНК LINC00152 значительно повышен у пациентов с 
раком желудка по сравнению со здоровыми донорами 
[97]. 

Наиболее важным ограничением для внедрения 
анализа циркулирующей опухолевой РНК в клини-
ческую практику является ее чрезвычайно низкая 
стабильность в кровотоке [98]. Кроме того, на сегод-
няшний день нет общепринятого мнения относи-
тельно оптимального протокола выделения цРНК из 
крови [98]. Это не позволяет рассматривать анализ 
цРНК в качестве полноценного неинвазивного метода 
получения информации об экспрессии опухолевых 
генов и стимулирует ученых к поиску новых решений 
[8]. Одним из них стал анализ тромбоцитарной РНК. 

Изменение тромбоцитарного транскриптома при 

онкологических заболеваниях

Прицельное изучение тромбоцитарной РНК у 
пациентов с онкологическими заболеваниями с 

Рисунок 1

Роль тромбоцитов в пролиферации и метастазировании опухолей 
Взаимодействие тромбоцитов с опухолевыми клетками обеспечивается с помощью различных механизмов. Поглощение тромбоцитами 
секретируемых опухолью молекул (в том числе РНК) приводит к их «обучению». «Обученные» тромбоциты способствуют ЭМП в опухо-
левых клетках и увеличению их инвазивного потенциала. После инвазии в кровеносный сосуд тромбоциты обеспечивают защиту ЦОК от 
элиминации клетками иммунной системы, обеспечивают их выживание в кровотоке и тем самым способствуют метастазированию
Figure 1
Role of platelets in tumor proliferation and metastasis
Interactions between platelets and cancer cells relay on various mechanisms. The absorption of tumor-secreted molecules (including RNA) by platelets leads to 
their "education". Tumor-educated platelets promote epithelial-mesenchymal transition in tumor cells and an increase in their invasiveness. After intravasation, 
platelets protect circulating tumor cells from being eliminated by immune cells, promote their survival in the bloodstream, and thus promote metastasis
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Рисунок 2

Основные этапы выделения и анализа тромбоцитарной РНК по протоколу Best и соавт. [20] 
1 – взятие крови на EDTA, центрифугирование 20 мин при 120g; 2 – отбор плазмы, богатой тромбоцитами, центрифугирование 20 мин при 
360g, отбор плазмы, бедной тромбоцитами, добавление к тромбоцитам среды RNAlater; 3 – синтез, амплификация и создание библиотеки 
комплементарной ДНК; 4 и 5 – секвенирование РНК на платформе Hiseq® 2500 (Illumina); 6 и 7 – анализ результатов секвенирования
Figure 2
The main stages of platelet RNA isolation and analysis according to the protocol by Best et al. [20]
1 – collecting blood in purple-cap EDTA tubes, centrifugation for 20 minutes at 120g; 2 – сollecting platelet-rich plasma, centrifugation for 20 minutes at 360g, 
collecting platelet-poor plasma, adding RNAlater to platalets; 3 – cDNA synthesis and amplification, creation of a cDNA library; 4, 5 – RNA sequencing on the 
Hiseq® 2500 platform (Illumina); 6, 7 – sequencing data analysis

помощью современных молекулярно-генетиче-
ских методов началось в 2010 г., когда Calverley и 
соавт. впервые продемонстрировали статистически 
значимые различия в профилях экспрессии тром-
боцитарной РНК между группами здоровых доноров 
(n = 7) и пациентов с метастатическим раком легкого 
(n = 5). Было установлено, что между тромбоци-
тами здоровых доноров и пациентов с раком легкого 
существуют различия в экспрессии 200 генов, уровни 
мРНК 197 из которых снижены у последних [81]. 

В 2011 г. Nilsson и соавт. продемонстрировали, 
что тромбоциты, выделенные из крови пациентов с 
глиобластомой, содержат мРНК EGFRvIII [21]. Для 
своего исследования Nilsson и соавт. [21] выделили 
тромбоциты из цельной крови с помощью двукратного 
центрифугирования. мРНК EGFRvIII в тромбоцитах 
была обнаружена с чувствительностью 80% и спец-
ифичностью 96%. Также с помощью ДНК-микрочипов 
Nilsson и соавт. определили ряд генов (BG, WFDC1, 
KREMEN1, FKBP5, C1QTNF5, TP53I3 и др. – всего 30), 
по различиям уровней тромбоцитарной мРНК которых 
удалось с высокой точностью разделить группы паци-
ентов с глиобластомой (n = 8) и здоровых доноров 
(n = 12) [21].

Дальнейшие исследования Nilsson и соавт. 
подтвердили поглощение тромбоцитами мРНК опухо-
левых клеток. С помощью ПЦР с обратной транс-
крипцией ими было установлено, что в тромбоцитах 
пациентов с ALK-положительным немелкоклеточным 
раком легкого (НМКРЛ) обнаруживается мРНК химер-

ного онкогена EML4-ALK [82], кодирующего химерную 
тирозинкиназу, постоянно передающего сигналы 
через пути PI3K/ERK и RAS/MAPK, что нарушает 
нормальную дифференцировку и апоптоз клетки [99]. 
Этот результат является крайне актуальным, так как 
сегодня обнаружение транслокации EML4-ALK при 
НМКРЛ является принципиальным для назначения 
таргетной терапии рака легкого ингибитором тиро-
зинкиназы ALK кризотинибом [100]. 

В 2015 г. Best и соавт. первыми провели анализ 
тромбоцитарного транскриптома с помощью секве-
нирования нового поколения (next generation 
sequencing, NGS). Среди исследованных доноров 55 
были здоровыми, а 228 имели ранее установленное 
онкологическое заболевание. При выделении тром-
боцитов авторы наблюдали соотношение от 1 до 5 
ядерных клеток на 10 млн тромбоцитов, что было 
признано ими допустимым. После синтеза, ампли-
фикации и создания библиотеки комплементарной 
ДНК было проведено секвенирование на платформе 
Hiseq® 2500 (Illumina). Основные этапы выделения и 
анализа тромбоцитарной РНК по протоколу, исполь-
зованному в исследовании, проиллюстрированы на 
рисунке 2 [20].

После анализа результатов секвенирования 
транскриптома тромбоцитов 283 доноров Best и 
соавт. установили, что в общей сложности уровни 
1453 из 5003 мРНК, доступных для анализа, были 
повышены и уровни 793 мРНК – снижены в тромбо-
цитах пациентов с онкологическими заболеваниями 
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по сравнению с тромбоцитами здоровых доноров. 
Авторам удалось с минимальным перекрытием разде-
лить группы здоровых доноров и пациентов. Анализ 
генной онтологии (GO-анализ) показал, что в тромбо-
цитах пациентов с онкологическими заболеваниями 
были повышены уровни мРНК, кодирующих белки, 
вовлеченные в процессы везикулярного транспорта, 
активации тромбоцитов и связывания белков цитоске-
лета. В то же время было выявлено снижение уровней 
мРНК, кодирующих белки, вовлеченные в процессинг 
и сплайсинг РНК. 

Создание алгоритма классификации, разработан-
ного с использованием методов машинного обучения, 
позволило с точностью > 95% устанавливать наличие 
или отсутствие у пациента онкологического заболе-
вания по результатам секвенирования 1072 тромбо-
цитарных мРНК. При этом конкретный тип опухоли 
удавалось определять с точностью > 70% [20].

В 2017 г. Best и соавт. провели еще одно иссле-
дование, посвященное прицельному изучению транс-
криптома тромбоцитов у пациентов с НМКРЛ. В него 
были включены 402 пациента с установленным ранее 
раком легкого и 377 здоровых доноров. Авторам 
удалось выделить панель генов (n = 779), экспрессия 
которых значительно отличается в тромбоцитах 
здоровых доноров и пациентов с НМКРЛ. Уровни 
мРНК одних генов (например, CFL1, ACOT7 и ARPC1B) 
значительно повышены в тромбоцитах пациентов с 
раком легкого по сравнению со здоровыми донорами, 
в то время как уровни ряда других (например, DDX5, 
RPS5 и EEF1B2), напротив, значительно снижены. 
Различия в уровнях тромбоцитарной РНК между 
донорами с раком легкого и без него не зависят от 
возраста, статуса курения, наличия воспалительных 
заболеваний, а также времени хранения крови после 
забора. Авторам удавалось устанавливать наличие 
НМКРЛ на поздних стадиях с точностью 88%, и на 
ранних – с точностью 81% [83].

Метод анализа тромбоцитарной мРНК показал 
свою эффективность и в качестве контроля проти-
воопухолевой терапии [81]. В 2017 г. были опубли-
кованы результаты клинического исследования, в 
котором сравнивалась эффективность абиратерона 
и доцетаксела в лечении резистентного к кастрации 
рака предстательной железы [23]. Всего в исследо-
вание были включены 50 пациентов, получивших в 
ходе него терапию доцетакселом (n = 24) или абира-
тероном (n = 26). Было установлено, что мРНК генов 
KLK2, KLK3, FOLH1 и NPY не выявляется в тромбо-
цитах здоровых доноров, но при этом может быть 
обнаружена в тромбоцитах пациентов с раком пред-
стательной железы с различной частотой встреча-
емости (более 37% для KLK3, более 32% для KLK2, 
более 25% для FOLH1 и более 25% для NPY). Риск 
развития резистентности к терапии у пациентов 

с обнаруженной в тромбоцитах мРНК FOLH1 в 3,4 
раза выше, чем у больных, в тромбоцитах которых 
она не обнаруживается. Выявление в тромбоцитах 
пациентов, получающих терапию абиратероном, 
мРНК KLK2, KLK3 и FOLH1 было связано с умень-
шением общей выживаемости по сравнению с боль-
ными, в тромбоцитах которых мРНК этих генов не 
определяются. Было установлено, что у пациентов 
с одновременным обнаружением в тромбоцитах 
мРНК KLK3, FOLH1 и NPY наблюдается увеличение в 
4,2 раза риска неэффективности терапии абира-
тероном (p < 0,01). Это свидетельствует о бóльших 
предиктивных возможностях одновременного анализа 
панели из 3 генов для предсказания ответа опухоли 
на терапию [23].

В таблице приведены основные результаты 
исследований, посвященных изучению природы тром-
боцитарной РНК, а также анализу транскриптома 
тромбоцитов при онкологических заболеваниях и 
определению диагностической ценности этого метода 
(по [10], с изменениями). 

Стоит отметить, что существующие методы 
анализа тромбоцитарной РНК не лишены ограни-
чений. Не до конца ясно, как именно происходит 
процесс переноса РНК из опухолевой клетки в тром-
боцит [101, 102], что накладывает ограничения на 
однозначную интерпретацию результатов секвениро-
вания тромбоцитарной РНК. 

Также необходимо учитывать, что количество 
РНК в одной ядерной клетке в 10 000 раз превосходит 
количество РНК в одном тромбоците [103]. Таким 
образом, контаминация выделенных тромбоцитов 
ядерными клетками способна оказывать влияние на 
результаты секвенирования [10]. Наиболее точным 
методом отделения тромбоцитов от примеси ядерных 
клеток является использование магнитного сепара-
тора с частицами, конъюгированными с антителами к 
CD45 [81], это дорогая и трудоемкая методика.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ транскриптома тромбоцитов представляет 
собой перспективный метод диагностики онкологи-
ческих заболеваний и мониторинга ответа опухоли 
на проводимое лечение. Возможно, в будущем этот 
метод также позволит проводить скрининг нескольких 
типов злокачественных заболеваний одновременно, 
что, неоспоримо, будет давать ему преимущества 
перед инвазивными методами диагностики. 

Тем не менее перед внедрением этого метода 
в клиническую практику прежде всего необходимо 
проведение исследований, позволяющих точно уста-
новить механизмы взаимодействия между опухолевой 
клеткой и тромбоцитом и однозначно определить 
природу тромбоцитарной РНК. Также необходима 



214

Pediatric Hematology/Oncology and Immunopathology
2021 | Vol. 20 | № 1 | 207‒217

О Б З О Р  Л И Т Е РА Т У Р Ы

Таблица 

Изменения транскриптома тромбоцитов у пациентов с онкологическими заболеваниями (по [10], с изменениями)
Table 
Changes in platelet transcriptome in patients with different oncological diseases (according to [10], with changes)

Предмет изучения
Object of study

Когорта
Cohort

Размер 
когорты, n

Cohort size, n

Основные результаты
Main results

Ссылка
Link

Год
Year

Профиль 
экспресии мРНК
 mRNA expression 
pattern 

НМКРЛ
NSCLC 5 В тромбоцитах пациентов с НМКРЛ снижена 

экспрессия мРНК 197 из 200 исследованных 
генов

197 of 200 studied RNA are downregulated in platelets 
from patients with NSCLC

[81] 2010
Здоровые доноры

Healthy controls 7

мРНК EGFRvIII
EGFRvIII mRNA 

Глиобластома
Glioblastoma 31 В тромбоцитах пациентов с глиобластомой 

обнаруживается мРНК EGFRvIII. Описан 
механизм поглощения тромбоцитами 

микровезикул опухолевых клеток, содержащих 
РНК

Platelets from patients with glioblastoma sequester 
tumor-derived EGFRvIII mRNA.

The mechanism of absorption of RNA-containing tumor 
microvesicles by platelets was described

[21] 2011
Здоровые доноры

Healthy controls 12

Профиль
экспресии мРНК
 mRNA expression 
pattern

НМКРЛ, колоректальный 
рак, рак молочной железы, 

глиобластома, рак 
поджелудочной железы, 

рак печени
NSCLC, colorectal cancer, 

breast cancer, glioblastoma, 
pancreatic cancer, liver cancer

60, 41, 39, 
35, 14

Алгоритм классификации, разработанный с 
использованием метода опорных векторов, 

позволяет устанавливать наличие у пациента 
1 из 6 онкологических заболеваний или его 

отсутствие
The classification algorithm developed using the 
support vector machine allows to establish the 

presence or absence of one of the 6 studied oncological 
diseases in a patient

[20] 2015
Здоровые доноры

Healthy controls 55

мРНК мутантных 
KRAS, EGFR
KRAS, EGFR mutant 
mRNA 

Колоректальный 
рак, НМКРЛ, рак 

поджелудочной железы
Colorectal cancer, NSCLC, 

pancreatic cancer

88, 67 (KRAS), 
48 (EGFR), 49

В тромбоцитах пациентов с различными 
заболеваниями обнаруживаются мРНК 

специфических онкомаркеров
In platelets from patients with various diseases 
specific tumor-associated mRNAs are detected

мРНК EML4-ALK
EML4-ALK
mRNA

НМКРЛ
NSCLC 77

В тромбоцитах пациентов с НМКРЛ 
обнаруживается мРНК EML4-ALK

EML4-ALK mRNA is detected in platelets of patients 
with NSCLC

[82] 2016

Профиль
экспресии мРНК
 mRNA expression 
pattern

НМКРЛ
NSCLC 402 С помощью алгоритмов машинного обучения 

по результатам секвенирования транскриптома 
тромбоцитов удалось устанавливать наличие 
НМКРЛ на поздних стадиях с точностью 88% и 

на ранних – с точностью 81%
Using machine learning algorithms and based on the 
results of platelet transcriptome sequencing it was 
possible to determine the presence of NSCLC in the 
advanced stages with an accuracy of 88%, in early 

stages – 81%

[83] 2017
Доноры (с возможным 

наличием воспалительных 
заболеваний)

Donors (with possible presence 
of inflammatory diseases)

377

мРНК KLK2, KLK3, 
FOLH1 и NPY
KLK2, KLK3, FOLH1 
and NPY mRNA

Резистентный к кастрации 
рак предстательной 

железы
Castration-resistant prostate 

cancer

50

В тромбоцитах пациентов с раком простаты 
обнаруживаются мРНК KLK2, KLK3, FOLH1 
и NPY, которые отсутствуют в тромбоцитах 

здоровых доноров.
Обнаружение мРНК мРНК KLK2, KLK3 и FOLH1 
может использоваться в качестве предиктора 

ответа на терапию абиратероном
In the platelets from patients with prostate cancer, 

KLK2, KLK3, FOLH1 and NPY mRNAs are found. These 
mRNAs are absent in the platelets from healthy donors.

Detection of KLK2, KLK3, and FOLH1 mRNAs can be 
used as a predictor of response to abiraterone therapy

[23] 2017

Здоровые доноры
Healthy controls 15

Примечание. KLK2 – калликреин-родственная пептидаза 2; KLK3 – калликреин-родственная пептидаза 3; FOHL1 – фолат-гидролаза 1; NPY – нейропептид Y.
Note. NSCLC – non-small cell lung cancer; EGFR – epidermal growth factor receptor; EGFRvIII – EGFR variant III; KRAS – KRAS gene, EML4-ALK – echinoderm microtubule associated 
protein like 4 – anaplastic lymphoma kinase fusion gene; KLK2 – kallikrein related peptidase 2; KLK3 – kallikrein related peptidase 3; FOHL1 – folate hydrolase 1; NPY – neuropeptide Y.

разработка протоколов быстрого и малозатратного 
выделения тромбоцитов, позволяющих однозначно 
утверждать, что вся используемая для секвениро-
вания РНК имеет тромбоцитарную природу. На насто-
ящий момент эти вопросы остаются нерешенными, 
и это накладывает существенные ограничения на 
применение секвенирования тромбоцитарного транс-
криптома в клинической практике.
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