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АННОТАЦИЯ
Введение. В структуре заболеваемости злокачественными новообразованиями колоректальный рак (КРР) 

без учета пола уверенно лидирует (12,3%) . Пятилетняя выживаемость при КРР I стадии — 91%, IV стадии — 14% . 
Существующие на сегодняшний день методики лечения не помогают существенно снизить смертность — подходы 
необходимо персонифицировать, в т . ч . с помощью молекулярно-генетических методов .

Цель. Произвести сравнительную оценку экспрессионного профиля образцов опухолевой и здоровой ткани 
толстой кишки при КРР .

Материалы и методы. Материалом для исследования послужили 19 образцов опухолевой ткани, взятых 
из патологически измененной ткани слизистой толстого отдела кишечника у 19 пациентов с КРР, и 7 образцов 
«здоровой» ткани, отобранной на расстоянии 10-12 см дистальнее или проксимальнее от визуальной границы 
опухоли . Гомогенезация биоптатов выполнена механическим методом . Качество и количество рибонуклеиновой 
кислоты в элюированном растворе оценивались с помощью наноспектрофотометра IMPLEN (Германия) . 
Для оценки экспрессии генов использовался набор микрочипов SurePrint G3 HumanGeneExpv3 ArrayKit (Agilent, 
США) . Сканирование микрочипов производилось на аппарате InnoScan 1100 AL (США) с последующей обработкой 
изображения на программном обеспечении Mapix Software (США) . 

Результаты. Анализ экспрессионного профиля продемонстрировал 505 дифференциально экспрессируемых 
генов, среди них 337 проявили сниженную экспрессию в опухолевом материале и 168 — повышенную . Наиболее 
высокую экспрессию продемонстрировали гены, связанные с миРНК: hsa-miR-29b-3p и hsa-miR-1-5p, а также гены 
Н19, FOXQ1, INHBA, MMP1, CDH3, CXCL2, MDFI, THBS2 . Напротив, гены TMIGD1, GUCA2B, ZG16, AQP8, SLC4A4, CDKN2B-
AS1, CA4, СА1 продемонстрировали низкую экспрессию в опухолевом материале . Экспрессия генов, ответственных 
за функционирование сигнальных путей: IL-17, NF-kappa B, TNF, — увеличена в опухолевых образцах . Гены, 
ответственные за сигнальные пути «Fatty acid degradation», «Drug metabolism — cytochrome P450», «Metabolic 
pathways», «Fatty acid metabolism» и «Steroid hormone biosynthesis», показали сниженную экспрессию . 

Заключение. Выявлены значительные различия экспрессионного профиля между опухолевой и здоровой 
тканью у пациентов с КРР . Сравнительный анализ обогащения генов с данными международных баз данных 
позволил выявить ряд терминов, генов, кластеров, которые в дальнейшем могут быть использованы в поиске 
предикторов прогноза и ответа на лечение . 
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ABSTRACT
INTRODUCTION: Colorectal cancer (CRC) is a sure leader among malignant neoplasms (12 .3%), without taking into 

account gender . Five-year survival rate in stage I CRC is 91%, in stage IV — 14% . The currently existing treatment methods 
are helpless to significantly reduce mortality the approaches should be personalized and include the use of molecular 
genetic methods .

AIM: To perform a comparative evaluation of expression profile of samples of tumor and healthy colon tissue in CRC .
MATERIALS AND METHODS: The material for the study was 19 samples of tumor tissue taken from the pathologically 

altered colonic mucosa of 19 patients with CRC, and 7 samples of ‘healthy’ tissue taken 10 cm–12 cm distally or proximally 
from the visual boundary of the tumor .  Biopsy materials were homogenized using a mechanical method . The quality and 
quantity of ribonucleic acid in the eluted solution were evaluated using IMPLEN nanospectrophotometer (Germany) . Gene 
expression was evaluated using microchip kit SurePrint G3 HumanGeneExpv3 ArrayKit (Agilent, USА) . Microchips were 
scanned on InnoScan 1100 AL apparatus (США) with subsequent image processing in Mapix Software program (USA) .

RESULTS: The analysis of expression profile demonstrated 505 differentially expressed genes, 337 of which showed 
reduced expression and 168 — enhanced expression in the tumor material . The highest expression was demonstrated  
by genes bound with miRNA: hsa-miR-29b-3p and hsa-miR-1-5p, and also genes Н19, FOXQ1, INHBA, MMP1, CDH3,  
CXCL2, MDFI, THBS2 . On the contrary, genes TMIGD1, GUCA2B, ZG16, AQP8, SLC4A4, CDKN2B-AS1, CA4, СА1 demonstrated 
a low expression in the tumor material . Expression of genes responsible for functioning of signal pathways: IL-17,  
NF-kappa B, TNF, was increased in tumor samples . Genes responsible for signal pathways Fatty acid degradation,  
Drug metabolism — cytochrome P450, Metabolic pathways, Fatty acid metabolism and Steroid hormone biosynthesis, 
showed reduced expression .

CONCLUSION: Significant differences were found in the expression profile of tumor and healthy tissue in patients with 
CRC . A comparative analysis of gene enrichment and the data of the international databases permitted to identify a number 
of terms, genes, clusters that can be used in future in search for predictors of prognosis and of response to treatment . 
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ВВЕДЕНИЕ
По данным А . Д . Каприна, и др . в структуре за-

болеваемости злокачественными новообразования-
ми КРР без учета пола уверенно лидирует, составляя 
12,3% . При этом ежегодный темп прироста составляет 
4,24% [1], пятилетняя выживаемость на I стадии — 91%,  
на IV стадии — 14% [2, 3] . 

Развитие КРР связано с экологическими и гене-
тическими факторами . В понимании молекулярного 
патогенеза рака толстой кишки, который включает че-
тыре основных механизма: последовательность адено-
ма-карцинома, наследственные формы, дефицит фер-
ментов репарации дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(ДНК) и микросателлитная нестабильность, — достиг-
нут большой прогресс [5] . Однако точные молекулярные 
механизмы до конца неясны, а существующие на се-
годняшний день методики лечения не помогают суще-
ственно снизить смертность, все это, в свою очередь, 
дает основание утверждать, что подходы к лечению 
необходимо персонифицировать [4] . 

Индивидуализировать подход можно с помощью 
молекулярно-генетических методов, позволяющих 
не только обнаружить генетические аномалии, мута-
ции, но и идентифицировать их продукты транскрип-
ции — экспрессионный профиль, который является 
генетическим «портретом» новообразования . Одним 
из перспективных направлений является экспресси-
онный микрочиповый анализ, который уже доказал 

свою эффективность при прогнозировании течения 
и ответа на лечение рака молочной железы [6], опу-
холях кроветворной системы и лимфопролифератив-
ных заболеваниях [7] . Поскольку особенности течения 
опухолевого процесса, ответ на проводимую терапию 
и прогноз во многом обусловлены генетическим про-
филем, большое количество научных исследований на-
правлено на поиск связи молекулярно-генетического 
«портрета» клеток с онкопатологическими процессами 
и их течением при различных локализациях рака . 

Цель — провести сравнительную оценку экспрес-
сионного профиля образцов опухолевой и здоровой 
ткани толстой кишки при колоректальном раке .

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводилось на базе Рязанского 

государственного медицинского университета имени 
академика И . П . Павлова, Областного клинического 
онкологического диспансера (г . Рязань), Медико- 
генетического научного центра имени академика  
Н . П . Бочкова (г . Москва) . Одобрено Локальным этиче-
ским комитетом Рязанского государственного меди-
цинского университета имени академика И . П . Павлова 
(Протокол № 5 от 09 .12 .2020) . Все включенные пациен-
ты подписали информированное согласие . 

Материалы исследования получены при видео- 
колоноскопии с биопсией у 19 пациентов с верифици- 

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
 

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота
КРР — колоректальный рак
миРНК — микрорибонуклеиновая кислота
РНК — рибонуклеиновая кислота
рРНК — рибосомальная рибонуклеиновая кислота
BP — Biological Processes (биологические процессы, база)
GO — gene ontology (онтология генов)

GSEA — gene set enrichment analysis (aнализ обогащения набора генов)
KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Киотская энцикло-
педия генов и геномов)
MF v molecular functions (v-молекулярные функции)
mirTarBase — microRNA-target Interactions Database (база данных 
взаимодействий микроРНК с мишенями)
RIN — RNA integrity number (индекс сохранности РНК) 

АББРЕВИАТУРЫ ГЕНОВ
 

AQP8 — Aquaporin 8 (аквапорин 8)
CA1 — Сarbonic Аnhydrase 1 (карбоангидраза 1)
CDH3 — Cadherin 3 (кадгерин 3)
CDKN2B-AS1 — Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2B — Antisense RNA 
1 (ингибитор циклин-зависимой киназы 2B — антисмысловая РНК 1)
CXCL2 — Chemokine (C-X-C motif) Ligand 2 (хемокиновый (С-Х-С мо-
тив) лиганд 2)
FOXQ1 — Forkhead Box Q1 (белок семейства FOX)
GUCA2B — Guanylate Cyclase Activator 2B (активатор гуанилатциклазы 2B)
H19 — Gene for a Long Noncoding RNA (ген длинной некодирующей РНК)

INHBA — Inhibin beta A (ингибин бета А)
MDFI — MyoD Family Inhibitor (ингибитор семейства MyoD)
MMP1 — Matrix Metallopeptidase 1 (матриксная металлпротеиназа 1)
SLC4A4 — Solute Carrier Family 4 Member 4 (семейство переносчиков 
растворителей 4 член 4)
THBS2 — Thrombospondin 2 (тромбоспондилин 2)
TMIGD1 — Transmembrane аnd Immunoglobulin Domain Containing 1 
(трансмембранный и иммуноглобулиновый домен, содержащий 1)
ZG16 — Zymogen Granule Protein 16 (зимогенный гранулярный белок 16)
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рованным диагнозом рака толстой кишки: 19 образ-
цов опухолевой ткани, взятых из патологически из-
мененной ткани слизистой толстого кишечника, и 7 
образцов «здоровой» ткани . Участок «здоровой» тка-
ни выбирался визуально на расстоянии 10-12 см дис-
тальнее или проксимальнее видимой границы опухо-
ли . Для транспортировки и хранения биоматериала 
использовался раствор стабилизирующего реагента 
RNAlater (Thermo Fisher Scientific Inc ., США) . 

Следующий этап выполнялся в Центральной науч-
но-исследовательской лаборатории Рязанского государ-
ственного медицинского университета имени академика 
И . П . Павлова . Гомогенизация ткани проводилась ме-
ханическим методом, в 500 мкл лизирующего раство-
ра с добавлением меркаптоэтанола . Далее происходило 
выделение рибонуклеиновой кислоты (РНК) на спин-
колонках набора RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, США) 
с использованием фильтрующих ДНК и РНК-мембран 
согласно инструкции производителя . Качество и коли-
чество РНК в элюированном растворе оценивались с по-
мощью наноспектрофотометра IMPLEN (Германия) . Важ-
ным показателем качества РНК является интегральный 
показатель сохранности РНК (англ .: RNA Integrity Number, 
RIN) . Выделяют три класса RIN: высокая степень сохран-
ности РНК (RIN ≈ 10), частично деградированная РНК 
(RIN до 5), полностью деградированная РНК (RIN ≈ 3) [8] . 

Анализ полос, соответствующих индивидуальному 
образцу РНК и маркеру молекулярного размера, про-
водился автоматически . В результате анализа генери-
ровался профиль и рассчитывались количественные 
и качественные характеристики образца РНК . При ана-
лизе образцов РНК получаемые результаты имити-
ровали электрофоретическое разделение . Мажорные 
полосы в области 49 и 42 соответствовали 28S и 18S 
рРНК . В работу брались образцы, строго отвечающие 
оптимальным параметрам чистоты (с RIN не менее 7,5, 
а большая часть с показателем 8,0 и выше) .

Для оценки экспрессии генов использован на-
бор микрочипов SurePrint G3 HumanGeneExpv3 ArrayKit 
(Agilent, США) . Сканирование микрочипов выполнено 
на аппарате InnoScan 1100 AL (США) .

Данные с микрочипового анализатора были пре-
доставлены для биоинформатической обработки в Ме-
дико-генетический научный центр имени академика  
Н . П . Бочкова (соглашение о сотрудничестве от 30 .05 .2022) . 
Всего было получено данных от 19 образцов колорек-
тального рака и 7 образцов нормальной ткани (слизи-
стая толстой кишки) . Верификация диагноза имелась 
у всех пациентов . Гистологически опухоли были пред-
ставлены аденокарциномами, преимущественно уме-
ренной дифференцировки . Стадию заболевания уста-
навливали согласно Международной классификации 
TNM 8-й редакции (2018 г .) . Для импорта, контроля 
качества полученных данных, поиска дифференциаль-
но экспрессируемых генов использовался пакет Limma . 

С целью идентификации сигнальных путей и молеку-
лярных функций за счет анализа обогащения сигналь-
ных путей использован пакет ClusterProfiler . Для всех 
вычислений и пакетов использовался язык програм-
мирования R версии 3 .6 .3 .

Для процедуры поиска дифференциально экс-
прессируемых генов был использован метод moderated 
t-statistics, который реализован в пакете программ 
Limma . При множественном тестировании возможны 
ошибки первого рода (большое количество ложнопо-
ложительных результатов), которые мы регулировали 
с помощью поправки на множественное тестирование, 
установленной нами на уровне 0 .09 (из-за относительно 
небольшого количества образцов, но с целью контроля 
и недопущения пропуска большого количества ложно-
положительных результатов) . В основе анализа обогаще-
ния сигнальных путей лежит гипергеометрический тест, 
для отсечки наиболее значимых сигнальных путей была 
также взята поправка на множественное тестирование, 
установленная на уровне 0,05 . 

РЕЗУЛЬТАТЫ
После импорта сырых данных, полученных с экс-

прессионных чипов, проведена проверка на различие 
между образцами и нормализация входных данных . 
После нормализации данных — коррекция шума, после 
чего данные были очищены от плохих и технических 
микрочиповых зондов . Как можно увидеть на рисунке 
1, данным требовалась дополнительная нормализация 
и последующая фильтрация . 

Было обнаружено 505 дифференциально экспресси-
руемых генов, среди них 337 продемонстрировали сни-
женную экспрессию в опухолевом материале и 168 —  
повышенную экспрессию . Было выявлено, что ген CA1 
наименее экспрессируется со средним отрицательным 
показателем экспрессии (logFC = -4,31), также наи-
более низкие значения экспрессии выявлены у генов 
TMIGD1, GUCA2B, ZG16, AQP8, SLC4A4, CDKN2B-AS1, CA4 . 
Напротив, ген H19 демонстрирует самую высокую сред-
нюю положительную экспрессию (logFC = 4,23) . Помимо 
этого гена, высокую экспрессию демонстрируют FOXQ1, 
INHBA, MMP1, CDH3, CXCL2, MDFI, THBS2 . На рисунке 2 
графически отражены результаты поиска дифференци-
ально экспрессируемых генов .

Для получения данных о роли дифференциально экс-
прессируемых генов в биологических процессах, молеку-
лярных функциях и сигнальных путях мы использовали 
GO (англ .: Gene Ontology), KEGG (англ .: Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes) анализ, а также mirTarBase анализ 
для генов, которые регулируются с помощью малых ин-
терферирующих (микро-) РНК (миРНК) .

В ходе анализа было выявлено 44 и 75 биологиче-
ских процессов, регулируемых с помощью пониженной 
и повышенной экспрессии генов соответственно (рис . 3) .
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Рис. 1. Диаграммы размаха для (А) сырых данных, полученных с экспрессионных чипов и (Б) данных, полученных после 
фильтрации и проведении нормализации.

Рис. 2. Идентификация дифференциально экспрессируемых генов при раке толстого отдела кишечника.
Примечание: красные и синие точки указывают повышенную и пониженную экспрессию генов в опухолевом материале пациентов.
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Рис. 3. Анализ биологических процессов (А), молекулярных функций (Б), сигнальных путей (В) и миРНК (Г) для групп с 
повышенной и пониженной экспрессией генов. По оси x — группы экспрессий, по оси y — измененные в ходе повышенной и 
пониженной экспресиии генов различные процессы и сигнальные пути.

Указанные биологические, молекулярные про-
цессы, а также сигнальные пути играют важную роль 
в процессах регуляции, транспорта, адгезии молекул, 
каталитической активности, метаболизма лекарствен-
ных средств, биосинтеза, деградации и метаболизма 
жирных кислот . Нами получены данные о сигнальных 
путях «NF-kappa B», «TNF» и регуляции различных 
миРНК . 

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе анализа данных экспрессии генов, получен-

ных с микрочипов, было выявлено 337 с пониженной 
и 168 с повышенной экспрессией . Ген CA1 (карбоанги-
драза 1) отражает самую низкую экспрессию в опухо-
левом материале, что подтверждается другими иссле-
дованиями экспрессионного профиля [9] . CA1 является 
потенциальным онкогеном и способствует аномальной 
кальцификации, апоптозу и миграции клеток при раке 
молочной железы [10] . Изоферменты карбоангидразы 

могут играть важную роль в развитии рака, посколь-
ку контролируют гомеостаз pH в опухолях, что, по-
видимому, моделирует поведение раковых клеток [11] .

Экспрессия гена H19 (ген длинной некодирующей 
РНК) повышена в опухолевом материале, что может 
приводить к активации эпитеально-мезенхимального 
перехода и в дальнейшем к метастазированию и инва-
зии [12, 13] . Дальнейшие исследования подтвердили, 
что экспрессия H19 приводит к активации сигнального 
пути Raf-ERK и индуцировании эпителиально-мезен-
химального перехода, что, по-видимому, коррелирует 
с метастазированием у пациентов с колоректальным 
раком [14] . Также гены, задействованные в эпители-
ально-мезенхимальном переходе, участвуют не только 
в миграции и инвазии раковых клеток, но и в угне-
тении клеточной гибели, регуляции клеточного цикла, 
а также в процессах, ответственных за резистентность 
к лучевой терапии и химиотерапии [15, 16] .

Для более объемного анализа и понимания зна-
чения полученных профилей экспрессируемых генов 
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в биологических процессах мы использовали анализ 
обогащения набора генов (англ .: Gene Set Enrichment 
Analysis, GSEA) на базе данных Gene Ontology (GO) . На-
пример, проведенный на основе статистических ме-
тодов анализ обогащения набора генов, которые ак-
тивируются при определенных условиях (в частности, 
при раке), обнаружил, какие термины (совокупности 
генов) из этой базы данных представлены в избытке 
(гиперэкспрессированны) или недостатке по сравнению 
с генами в здоровой ткани . Считается, что обнаружен-
ные таким образом различия отражаются на морфо-
функциональном уровне .

Анализ баз «GO: BP» и «GO: MF» показал, что тер-
мины биологических процессов «regulation of biological 
quality», «phosphate-containing compound metabolic 
process», «phosphorus metabolic process», «transport» 
и «establishment of localization» изменены при пони-
женной экспрессии генов, тогда как «positive regulation 
of biological process», «regulation of cellular process», 
«multicellular organismal process», «regulation of 
biological process» и «biological regulation» изменены 
при повышенной экспрессии генов . Термины «catalytic 
activity», «nucleotide binding», «small molecule binding», 
«ion binding» и «anion binding» изменяют свою актив-
ность при сниженной экспрессии генов [17–21] . Однако 
основные механизмы, через которые соответствующие 
гены в этих биологических и молекулярных терминах 
способствуют онкогенезу все еще остаются неописан-
ными . Следовательно, дальнейшее исследование этих 
идентифицированных биологических и молекулярных 
терминов может помочь как в выяснении основных ме-
ханизмов канцерогенеза КРР, так и персонификации 
подходов к терапии данных больных .

Анализ сигнальных путей с помощью базы дан-
ных KEGG выявил, что сигнальные пути «Fatty acid 
degradation», «Drug metabolism — cytochrome P450», 
«Metabolic pathways», «Fatty acid metabolism» и «Steroid 
hormone biosynthesis» изменены при пониженной экс-
прессии генов, в то время как сигнальные пути «IL-17», 
«NF-kappa B», «TNF» изменены при повышенной экс-
прессии генов . Сигнальные пути «Fatty acid degradation» 
и «Fatty acid metabolism» играют важную роль в пато-
генезе различных онкологических заболеваний . В не-
давнем исследовании C . Ding, et al . получена сигнатура 
из генов жирных кислот, которые эффективно пред-
сказывают выживаемость для пациентов с колорек-
тальным раком, а также устойчивость к 5-фторурацилу 
[21] . Сигнальный путь «Drug metabolism — cytochrome 
P450» и сниженная экспрессия генов, связанных с ним, 
может свидетельствовать о приобретенной устойчи-
вости к 5-фторурацилу [22] . Гены, которые связаны 
с «Metabolic pathways», имеют высокий потенциал 
к терапевтическим воздействиям [23] . Гены, кото-
рые высоко экспрессируются в сигнальном пути «IL-
17 signaling pathway», могут приводить к онкогенезу 

путем стимулирования выработки ростовых факторов 
и гликолизу, ангиогенезу, метастазированию рака тол-
стой кишки [24] . Высокая экспрессия генов сигнально-
го пути «NF-kappa B» приводит к прогрессированию 
колоректального рака, в то время как терапевтическое 
воздействие на гены этого сигнального пути приводит 
к снижению пролиферации, метастазированию и анги-
огенеза и повышает уровень апоптоза и чувствитель-
ности к химиотерапевтическим препаратам [25] . Гены, 
принадлежащие к сигнальному пути «TNF», экспрессия 
которых повышена, вносят свой вклад в микроокруже-
ние опухоли, и их гиперэкспрессия может приводить 
к эпителиально-мезенхимальному переходу и после-
дующему метастазированию [26] . 

Повышение экспрессии генов, связанных 
с hsa-miR-29b-3p, приводит к повышению ангиогенеза 
и эпителиально-мезенхимальному переходу, что ассо-
циировано с плохой выживаемостью у пациентов с ко-
лоректальным раком [27] . Роль hsa-miR-29a-3p как он-
когена или онкосупрессора и связанных с ним генов 
до сих пор остается неуточненной, однако его рассма-
тривают как диагностический и прогностический мар-
кер [28] . По данным A . Safa, et al . hsa-miR-1-5p может 
подавлять прогрессирование колоректального рака, 
в то время как активная экспрессия генов, связанная 
с этой миРНК, будет мешать этому процессу [29] .

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, был выполнен анализ экспрес-

сионного профиля больных колоректальным раком, 
получены данные о 505 дифференциально экспрес-
сируемых генах, среди них 337 проявили снижен-
ную экспрессию в опухолевом материале и 168 —  
повышенную экспрессию . Наиболее высокую экспрес-
сию продемонстрировали гены, связанные с миРНК  
(hsa-miR-29b-3p и hsa-miR-1-5p), а также гены Н19, 
FOXQ1, INHBA, MMP1, CDH3, CXCL2, MDFI, THBS2 .  
Напротив, гены TMIGD1, GUCA2B, ZG16, AQP8, SLC4A4, 
CDKN2B-AS1, CA4, а также ген СА1 продемонстрирова-
ли низкую экспрессию в опухолевом материале . 

Экспрессия генов, ответственных за функциониро-
вание сигнальных путей «IL-17», «NF-kappa B», «TNF» 
увеличена в опухолевых образцах . Гены, ответствен-
ные за сигнальные пути «Fatty acid degradation», «Drug 
metabolism — cytochrome P450», «Metabolic pathways», 
«Fatty acid metabolism» и «Steroid hormone biosynthesis», 
показали сниженную экспрессию в опухолевом матери-
але . Полученные результаты экспрессионного профиля 
могут быть экстраполированы на клинические данные, 
для поиска предикторов прогноза и ответа на лечение 
пациентов данной группы . Такие маркеры в перспек-
тиве позволят персонифицировать подход к лечению 
каждого пациента .
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