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Резюме

Цель исследования — оценка экспрессионого профиля и поиск маркеров прогрессирования в опухолевой ткани 
при колоректальном раке.

Материалы и методы — Материалом для исследования послужили образцы опухолевой ткани, полученные в ре-
зультате видеоколоноскопии у пациентов с верифицированным раком толстого кишечника. Всего в исследовании 
были задействованы 37 образцов. Из них — 14 образцов с «хорошим» прогнозом и 23 с «плохим» прогнозом. 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). Для процедуры поиска дифференциально 
экспрессируемых генов использовали метод Moderated t-statistics, который реализован в пакете limma

Результаты — На основе диаграммы размаха были выбраны наиболее различающиеся гены в образцах с прогрес-
сированием и без. Были отобраны следующие маркеры: Marker9 (GZMB), Marker5 (CXCL11), Marker3 (SYNE4), Marker20 
(MIR4432HG), Marker19 (ZDHHC11), Marker11 (COL17A1), Marker13 (ZDHHC11B), Marker17 (AGR3). Низкоэкспрессирующие 
гены в основном затрагивали пути репликации ДНК и клеточного цикла, тогда как высокоэкспрессируемые гены — 
метаболические пути.

Заключение — Была обнаружена связь отдалённых результатов с экспрессией комбинации генов ZDHHC11, MIR4432HG, 
GZMB. Дальнейшее изучение данной комбинации генов и увеличение выборки позволит построить тест-систему для 
прогнозирования течения и ответа на лечение пациентов с колоректальным раком
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Summary

The aim of the study was to evaluate the expression profi le and search for markers of progression in tumor tissue in colorectal 
cancer.

Materials and Methods — Tumor tissue samples obtained from videocolonoscopy in patients with verifi ed colorectal cancer 
served as the material for the study. A total of 37 specimens were involved in the study. Of these, there were 14 samples with 
a “favorable” prognosis and 23 with an “unfavorable” prognosis. The quality and quantity of ribonucleic acid in the eluted 
solution were evaluated using an IMPLEN nanospectrophotometer (Germany). A SurePrint G3 HumanGeneExpv3 ArrayKit 
microarray kit (Agilent, USA) was used to assess gene expression. Microarrays were scanned on an InnoScan 1100 AL (USA) 
with subsequent image processing using Mapix Software (USA). For the procedure of searching for diff erentially expressed 
genes, we used the Moderated t-statistics method, which is implemented in the limma package.

Results — Based on the scatter plot, the most divergent genes in samples with and without progression were selected. 
The following markers were selected: Marker9 (GZMB), Marker5 (CXCL11), Marker3 (SYNE4), Marker20 (MIR4432HG), Marker19 
(ZDHHC11), Marker11 (COL17A1), Marker13 (ZDHHC11B), Marker17 (AGR3). Low-expressing genes mainly aff ected DNA replication 
and cell cycle pathways, whereas high-expressing genes aff ected metabolic pathways.

Conclusions — We found an association of long-term outcomes with the expression of the gene combination ZDHHC11, 
MIR4432HG, and GZMB. Further study of this gene combination and increased sampling will allow the construction of a test 
system for predicting the course and response to treatment of patients with colorectal cancer.
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Введение

На сегодняшний день колоректальный рак являет-
ся серьёзной проблемой в Российской Федерации. 
По данным А. Д. Каприна и соавт. [1] колоректаль-
ный рак в структуре заболеваемости занимает 3 
место, составляя 12.1% от всех вновь выявленных 
случаев злокачественных новообразований обоих 
полов, пропуская вперёд лишь опухоли кожи (кро-
ме меланомы) и злокачественные новообразования 

молочной железы. В совокупности с ростом заболе-
ваемости, растёт и интерес врачебного сообщества 
к данной проблеме. Эволюционируют методики 
изучения [2, 3], совершенствуются программы 
профилактики и скрининга [4, 5], разработаны 
и введены в практику методики комбинированного 
и комплексного лечения [6, 7], однако существен-
но снизить смертность от колоректального рака 
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не удаётся [1]. Ежегодно от колоректального рака 
в России погибают более 30 тыс. пациентов [1]. 
Становится всё более очевидным необходимость 
совершенствовать методы лечения и тактику ве-
дения пациентов данной группы [8].

Современный подход в лечении злокачествен-
ных новообразований подразумевает персони-
фицированный подход к каждому конкретному 
пациенту. Это достигается в том числе за счёт 
совершенствования молекулярно- генетических 
методов [9, 10]. Перспективной в этом отношении 
методикой является экспрессионный микрочи-
повый анализ [11], поскольку он позволяет за счет 

анализа матричной РНК определить – какие бел-
ки в настоящий момент гиперэкспрессированы, 
а экспрессия каких снижена в опухолевой ткани. 
Оценивая функции этих белков, сравнивая непо-
средственные и отдалённые результаты лечения 
пациентов с данными экспрессионного профиля 
мы можем получить маркеры прогноза, которые 
в дальнейшем возможно использовать на ранних 
этапах лечения для совершенствования тактики 
ведения пациентов данной группы.

Цель работы – оценка экспрессионого профиля 
и поиск маркеров прогрессирования в опухолевой 
ткани при колоректальном раке

Материалы и методы

Исследование проводилось на базе Рязанского 
государственного медицинского университета 
имени академика И. П. Павлова, Областного кли-
нического онкологического диспансера (г. Рязань), 
Медикогенетического научного центра имени ака-
демика Н. П. Бочкова (г. Москва). Исследование одо-
брено локальным этическим комитетом Рязанского 
государственного медицинского университета 
имени академика И. П. Павлова (Протокол № 5 от 
09.12.2020). Все включенные пациенты подписали 
информированное согласие.

Материалом для исследования послужили образ-
цы опухолевой ткани, полученные в результате ви-
деоколоноскопии у пациентов с верифицированным 
раком толстого кишечника. Всего в исследовании 
были задействованы 37 образцов. Из них – 14 образцов 
с «хорошим» прогнозом и 23 с «плохим» прогнозом.

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 Медико- генетический научный центр имени 

академика Н. П. Бочкова (соглашение о сотрудни-
честве от 30.05.2022).

Всего было получено данных от 37 образцов коло-
ректального рака. Верификация диагноза имелась 
у всех пациентов. Гистологически опухоли были 
представлены аденокарциномами, преимуществен-
но умеренной дифференцировки. Стадию заболе-
вания устанавливали согласно Международной 
классификации TNM 8-й редакции (2018 г.). Для 
импорта, контроля качества полученных данных, 
поиска дифференциально экспрессируемых генов 
использовался пакет Limma. С целью идентифика-
ции сигнальных путей и молекулярных функций 
за счет анализа обогащения сигнальных путей 
использован пакет ClusterProfi ler. В качестве баз 
данных для обогащения генов использовались 
базы данных Gene Ontology: Molecular Function 
(GO: MF), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes), mirTarBase для анализа генов, которые 
регулируются с помощью миРНК (малые интерфе-
рирующие РНК). Значимость полученных данных 
экспрессии оценивали по критерию p-value <0.05. 
Для всех вычислений и пакетов использовался 
язык программирования R версии 4.2.2.

Результаты

Все пациенты были разделены в группы с следую-
щими критериями, такими как – диагноз по TNM, 
наличие пораженных лимфатических узлов, сте-
пень дифференцироваки опухоли, прожитый срок, 
стадия заболевания.

На основе этих данных пациенты были отнесены 
в 2 группы с «хорошим» прогнозом и «плохим» 
прогнозом. 14 образцов имели «хороший» прогноз 
и 23 «плохой» прогноз.

Данные с микрочипового анализатора первым 
этапом проходили дополнительную нормализацию. 
Следующим этапом делали поправку на множе-
ственное тестирование с помощью метода FDR 
(False Discovery Rate) и фиксировали вероятность 
её совершить на уровне значимости. P-value (< 0.05). 
Для процедуры поиска дифференциально экспрес-
сируемых генов использовали метод Moderated 
t-statistics, который реализован в пакете limma.

Далее нами были построены диаграммы размаха 
для каждого маркера как указано на Рис. 2.

На основе диаграммы размаха (Рис. 2) были вы-
браны наиболее различающиеся гены в образцах 
с прогрессированием и без.

Таким образом отобраны топ-10 генов повы-
шенной экспрессии – (REG1B; DEFA6; SYNE4; 
HULC; CXCL11; DUOXA2; C4BPA; REG1A; GZMB) и 
топ-10 генов пониженной экспрессии – (COL17A1; 
KLK11; DMKN; CYP3A5; DSG3; AGR3; TFF2; 
ZDHHC11).

На следующем этапе нами была построена би-
нарная диагностическая модель, классифициру-
ющая образец как с прогрессированием или без 
для различных комбинаций, наиболее различаю-
щихся по профилю экспрессии генов как указано 
на Рис. 3. На основании диаграммы размаха, были 
отобраны следующие маркеры: Marker9 (GZMB), 
Marker5 (CXCL11), Marker3 (SYNE4), Marker20 
(MIR4432HG), Marker19 (ZDHHC11), Marker11 
(COL17A1), Marker13 (ZDHHC11B), Marker17 
(AGR3).
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Анализ дифференциальной экспрессии генов в образцах с прогрессированием и без прошедшие по критерию P-value 
(<0.05). GENE_SYMBOL – Наименование гена. ProbeName – Наименование зонда на микрочипе. ENSEMBL_ID – Иденти-
фикатор базы данных Ensembl. CHROMOSOMAL_LOCATION – Геномные координаты. logFC – Логарифм меры изменения 
экспрессии, значения с минусом – означают низкую экспрессию гена, значения с плюсом – высокую экспрессию. P. Value – 
Вероятность ошибки при отклонении нулевой гипотезы.

Рисунок 1.
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Рисунок 2.

Далее были отобраны случайные комбинации 
генов, и ранжированные по критерию чувстви-
тельности и специфичности.

На Рис. 4 продемонстрированы параметры чув-
ствительности и специфичности для комбинаций 
генов ранжированные по критерию Юдена

Для получения данных о роли дифференци-
ально экспрессируемых генов в биологических 
процессах, молекулярных функциях и сигнальных 
путях мы использовали GO (англ.: Gene Ontology), 
WikiPathways, KEGG (англ.: Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes) анализ, а также mirTarBase ана-
лиз для генов, которые регулируются с помощью 
малых интерферирующих (микроРНК).

Низкоэкспрессирующие гены в основном затра-
гивают пути репликации ДНК и клеточного цикла, 
тогда как высокоэкспрессируемые гены – метабо-
лические пути.

По базе данных WikiPathways низкоэкспрессируемые 
гены относятся к путям клеточного цикла, сигналинга 
интерферона 2 типа, генам участвующим в развитии 
ретинобластомы, генам ответственным за механизмы 
уклонения от иммуного ответа, а также онкогены и он-
косупрессоры при злокачественных новообразованиях.

Следующим этапом мы подобрали комбинацию 
маркеров, которая хорошо будет классифицировать 
образцы с прогрессией и без, и оценили её диагности-
ческий потенциал с помощью кривых ROC (Receiver 
Operative Curve), чувствительности и специфичности. 
Рис. 5.

Оценив полученные данные мы выявили что 
самые лучшая комбинация, продемонстрировавшая 
наибольшую чувствительность и специфичность 
в прогнозировании течения колоректального рака 
состоит из генов Marker19 (ZDHHC11), Marker20 
(MIR4432HG), Marker9 (GZMB).
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Рисунок 3
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sensitivity – чувствитель-
ность). Для количественной 
оценки информативности 
используется сравнитель-
ный анализ площадей под 
ROC-кривыми (Area under 
ROC curve – AUC) (Коэф-
фициент площади кривой, 
лежащий в интервале 0.9–1, 
следует рассматривать как 
показатель наивысшей ин-
формативности диагности-
ческого метода, в интервале 
0.8–0.9 – хорошая инфор-
мативность, в интервале 
0.7–0.8 – удовлетворитель-
ная, в интервале 0.6–0.7 – по-
средственная информатив-
ность, и ниже – бесполезная 
классификация).

Рисунок 5.
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Обсуждение

Данные экспрессионного профиля, полученные 
при сравнении групп с «хорошим» и «плохим» про-
гнозом, существенно отличались.

Среди генов высокоэкспрессированных в об-
разцах с «плохим» прогнозом и показавших наи-
большую чувствительность и  специфичность 
при анализе ROC кривых по критерию p-value 
<0.05 выявлены комбинация следующих марке-
ров – Marker19 (ZDHHC11), Marker20 (MIR4432HG), 
Marker9 (GZMB).

Ген ZDHHC11 и одноимённый кодируемый ге-
ном белок по функциям относится к трансфера-
зам, ацилтрансферазам. Задействованный в та-
ком биологическом процессе, как альтернативный 
сплайсинг. Локализован в мембране. Экспрессия 
гена ZDHHC11 увеличенная в образцах с «плохим» 
прогнозом может играть роль в росте пролифера-
тивной активности клеток и влиять на микроокру-
жение опухоли [12], а также доказано его значение 
в профилировании интерферон- зависимого им-
мунного ответа посредством активации ключе-
вого регулятора его транскрипции – гена STING1. 
В свою очередь кодируемый им белок играет роль 
в передаче сигналов апоптоза. Так же по данным 
Tang F. и соавт. экспрессия ZDHHC11 может играть 
роль в регуляции прогрессирования опухолевых 
клеток и моделировании иммунного микроокру-
жения при глиобластоме [13], а так же участвовать 
в регуляции онкогенной сети MYC-miR-150-MYB 

[14]. Murakami Y. и соавт. в своей работе показали 
роль экспрессии мРНК ZDHHC11, как способству-
ющего регулятора в пролиферации клеток коло-
ректального рака [15].

Экспрессия гена MIR4432HG отвечающего за 
синтез микроРНК, так же показавшего высокую 
чувствительность в отношении «плохого» прогноза 
на момент написания данной работы не описана 
в литературе с точки зрения его участия в патоге-
нетических путях канцерогенеза и требует даль-
нейшего изучения.

Ген GZMB кодирует белки- гранзимы, кото-
рые представляют собой семейство сериновых 
протеаз и выполняют свою функцию в организ-
ме человека как интегральные цитолитические 
эффекторы во время программируемой клеточ-
ной смерти раковых и патоген- инфицированных 
клеток. Секретируемые преимущественно цито-
токсическими Т-лимфоцитами и натуральными 
киллерами, гранзимы осуществляют инициацию 
апоптоза по каспазозависимым и каспазонезави-
симым путям. Данные природные свой ства дела-
ют гранзимы одними из наиболее перспективных 
человеческих ферментов для использования при 
разработке целевых терапевтических стратегий 
в лечении различных видов рака [16]. По данным 
Pączek S. и соавт. сниженный экспрессионный пат-
терн GZMB был выявлен у пациентов с колорек-
тальным раком и отдалёнными метастазами [17].

Выводы

Полученные результаты свидетельствуют о связи 
отдалённых результатов и генетического профиля 
опухоли, конкретно с экспрессией генов ZDHHC11, 
MIR4432HG, GZMB. Данные гены задействованы 
в процессах иммунного ответа, некоторые отвечают 
за ферментативные процессы, важные для нормаль-

ного функционирования сигнальных путей клеточ-
ной гибели. Дальнейшее изучение генов данной груп-
пы, а также увеличение выборки позволит создать 
тест систему на основе экспрессионного профиля, 
позволяющую прогнозировать течение и, возможно, 
ответ на лечение пациентов с колоректальным раком.
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