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Изменение экспрессии мРНК панели генов в слизистой 
оболочке толстой кишки в процессе естественного старения
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РЕЗЮМЕ
Введение: в процессе естественного старения клеточные и молекулярные изменения, происходящие в слизистой оболочке толстой 
кишки, способствуют ее хроническому повреждению и развитию различных неоплазий, в том числе колоректального рака (КРР).
Цель исследования: оценить возрастные особенности экспрессии мРНК в образцах неизмененной слизистой оболочки различных эм-
брионально-анатомических отделов толстой кишки.
Материал и методы: в исследование включены 95 пациентов, у которых во время видеоколоноскопии с помощью биопсии получе-
ны образцы неизмененной слизистой оболочки толстой кишки из разных эмбрионально-анатомических отделов: правой ободочной 
(n=91), левой ободочной (n=95) и прямой (n=87) кишки. Всего было исследовано 273 образца. Относительный уровень экспрессии 
мРНК 63 генов, которые потенциально могут быть участниками различных путей канцерогенеза КРР, определяли методом полимераз-
ной цепной реакции с обратной транскрипцией.
Результаты исследования: линейная регрессионная модель прогнозирования паспортного возраста, включающая данные об экспрес-
сии генов, обладает умеренными показателями надежности (R2 0,45, тест DW 1,54). Ошибки оценки возраста в модели возникают про-
порционально его увеличению, что связано с кумуляцией эпигенетических изменений. Максимальная точность в определении возраста 
характерна для образцов слизистой оболочки прямой кишки. Анализ результатов исследования показал, что первое статистически 
значимое деление (первичный узел классификации) пациентов по возрасту в группах старше или моложе 60 лет образует уровень экс-
прессии гена TERT. Теломеразная активность в сочетании с гиперэкспрессией гена HLA-G5 характерна для старшей возрастной группы, 
а гипоэкспрессия человеческого лейкоцитарного антигена G (HLA-G5) с одновременной гиперэкспрессией гранулизина (GNLY) — для 
лиц моложе 60 лет. Молекулярный каскад, представленный снижением теломеразной активности вследствие гипоэкспрессии TERT 
с одновременной гиперэкспрессией регулятора клеточного цикла и гена-онкосупрессора P14ARF, также характерен для неизмененной 
слизистой оболочки толстой кишки у людей старше 60 лет.
Заключение: результаты исследования подтверждают наличие молекулярно-генетических изменений в слизистой оболочке толстой 
кишки с увеличением возраста. Особенности экспрессии генов — участников канцерогенеза КРР могут служить основой для оценки 
риска его возникновения.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: экспрессия генов, мРНК, ОТ-ПЦР, неизмененная слизистая оболочка толстой кишки, возраст, эпигенетические 
изменения, колоректальный рак.
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ABSTRACT
Background: during natural aging, cellular and molecular changes in the colonic mucosa contribute to chronic damage and the development 
of various neoplasia, including colorectal cancer (CRC).
Aim: to assess the age peculiarities of mRNA expression in samples of normal mucosa from various parts of the colon.
Patients and Methods: the study included 95 patients. Normal colonic mucosa biopsies were derived during videocolonoscopy from different 
parts of the colon, i.e., the right colon (n=91), left colon (n=95), and rectum (n=87). In total, 273 samples were examined. The relative level 
of mRNA expression of 63 genes potentially involved in various pathways of CRC carcino-genesis was evaluated by reverse transcription 
polymerase chain reaction.
Results: a linear regression model for predicting passport age, including data on gene ex-pression, was characterized by moderate reliability 
(R2 0.45, DW test 1.54). Age estimation er-rors in the model arise proportionally to its increase, which is associated with the accumulation of 
epigenetic changes. Maximum accuracy in age prediction is typical for rectal mucosa samples. The first statistically significant division (primary 
classification node) of patients by age in indi-viduals over or under 60 years provides the level of TERT gene expression. Telomerase activity in 
association with HLA-G5 gene overexpression is typical in older patients, whereas HLA-G5 gene hypoexpression and simultaneous granulysin 
(GNLY) overexpression are typical in patients younger than 60 years. A molecular cascade involving a decrease in telomerase activity due to 
TERT hypoexpression with simultaneous overexpression of the cell cycle regulator and tumor suppressor P14ARF is also typical for normal 
colonic mucosa in patients aged 60 years and over.
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Введение
Процесс естественного старения приводит к  цело-

му ряду молекулярных и  клеточных изменений. В  основе 
процесса старения лежат изменения метилирования ДНК 
и, как следствие, ее повреждения [1, 2]. Угнетение эндоген-
ных механизмов репарации ДНК способствует накоплению 
соматических мутаций, являющихся движущими сила-
ми механизмов канцерогенеза совместно с  эпигенетиче-
скими изменениями в естественном процессе старения [2]. 
Нарушения работы и структуры генов различной функцио-
нальной направленности возникают вследствие изменений 
ДНК. Изучено большое количество генов, изменение экс-
прессии которых приводит к изменению содержания коди-
руемых ими веществ, что способствует развитию онколо-
гических заболеваний.

Инсулиноподобный фактор роста 1 (IGF1) представля-
ет собой пептидный фактор роста, который способствует 
пролиферации клеток и  ингибирует апоптоз. На  клеточ-
ном уровне IGF1 рассматривается как  ключевой фактор 
прогрессии, необходимый для  прохождения клеточного 
цикла. Как нормальные, так и раковые клетки колоректаль-
ного эпителия экспрессируют рецепторы IGF1 (IGF1R) [3]. 
При  повышенном уровне IGF1 усиливается рост раковых 
клеток.

Интерферон γ (IFN-γ) — наиболее важный цитокин, 
участвующий в  противоопухолевом иммунитете. Обла-
дая цитостатическим, проапоптотическим и  иммуности-
мулирующим действием, IFN-γ играет центральную роль 
в распознавании и элиминации трансформированных кле-
ток. В  ходе эпигенетических изменений данная функция 
IFN-γ может нарушаться, приводя к  нарушению детекции 
измененных единиц [4].

Члены семейства димерных полипептидов — TGF-β кон-
тролируют многочисленные клеточные функции, включая 
пролиферацию, апоптоз, дифференцировку, эпителиаль-
но-мезенхимальный переход и  миграцию. Дисрегуляция 
TGF-β вовлечена в  канцерогенез. На  ранних стадиях рака 
TGF-β ингибирует прогрессирование клеточного цик-
ла и  стимулирует апоптоз. Однако на  поздних стадиях 
TGF-β может оказывать стимулирующее действие на опу-
холь, увеличивая ее инвазивность и способность к метаста-
зированию [5].

Белок CD69 представляет собой трансмембранный гли-
копротеин с  лектиновым доменом С-типа (CTLD). После 
перекрестного связывания внеклеточных доменов CTLD 
цитоплазматический хвост CD69 генерирует внутрикле-
точный путь передачи сигнала. Цитоплазматический до-
мен этой молекулы связан с киназой семейства Janus(Jak)3, 
которая активирует транскрипционный фактор STAT. Jak/
STAT сигнальный путь эволюционно консервативен и регу-
лирует центральные клеточные процессы, такие как разви-
тие и рост. Его нарушение может привести к развитию рака 
и/или иммунодефицитным состояниям [6].

К семейству транскрипционных факторов принадлежит 
GATA-связывающий белок 3 (GATA3), который играет важ-

ную роль в  дифференцировке и  пролиферативной актив-
ности Т-клеток, являясь опухолевым супрессором [7].

К  группе толл-подобных рецепторов относится мем-
бранный белок TLR4, который экспрессируется на клетках 
карциномы толстой кишки человека. TLR4 может содей-
ствовать иммунному «ускользанию» клеток опухоли, инду-
цируя иммуносупрессивные факторы и обеспечивая устой-
чивость к апоптозу [8].

Белковый продукт считывания локуса CDKN2A — 
p14ARF, который образует стабильные комплексы с  NPM 
или Mdm, действует как супрессор опухоли, ингибируя био-
генез рибосом или  инициируя p53-зависимую остановку 
клеточного цикла и  апоптоз соответственно. Вследствие 
эпигенетических перестроек функции супрессии опухо-
лей могут нарушаться, что может провоцировать развитие  
колоректального рака (КРР) [9].

Помимо вышеперечисленных продуктов генов-участ-
ников известны и другие гены, экспрессия которых влечет 
за собой повышение риска развития КРР.

С течением времени физиологические и молекулярные из-
менения, происходящие в слизистой оболочке толстой кишки, 
влияют на  пролиферацию эпителия, его регенерацию и  ин-
тенсивность происходящих в нем воспалительных процессов, 
приводя к  хроническому повреждению и  развитию различ-
ных неоплазий [10, 11]. Изучение влияния эпигенетических 
факторов на экспрессию генов в слизистой оболочке толстой 
кишки, а  также понимание механизмов ее тканевого старе-
ния могут иметь большое клиническое значение в отношении 
первичной и вторичной профилактики КРР.

Цель исследования: оценить возрастные особенно-
сти экспрессии мРНК в образцах неизмененной слизистой 
оболочки различных эмбрионально-анатомических отде-
лов толстой кишки.

Материал и методы
Для  достижения цели исследования проанализирован 

профиль экспрессии мРНК 63 генов-кандидатов, потенци-
ально связанных с развитием неоплазий слизистой оболоч-
ки кишечника.

В исследование включено 95 пациентов от 21 года до 79 
лет (средний возраст 55,25±17,37 года, 43 мужчины).

Критерии включения в  исследование: возраст 21–79 
лет, отсутствие патологии толстой кишки и онкологических 
заболеваний любой локализации на момент исследования 
и в анамнезе. Все пациенты подписали письменное согла-
сие на участие в исследовании.

Критерии невключения в исследование: возраст млад-
ше 21 года и старше 79 лет, патология толстой кишки и он-
кологические заболевания любой локализации на момент 
исследования и  в анамнезе, отсутствие подписанного со-
гласия на  участие в  исследовании, общие противопоказа-
ния к проведению видеоколоноскопии и/или биопсии.

Все образцы слизистой оболочки кишечника получены 
путем щипцовой биопсии в ходе профилактической и/или 

Conclusion: our findings support molecular genetic changes in the colonic mucosa that occur with age. The specifics of gene expression 
involved in CRC carcinogenesis are the basis for assessing CRC risk.
KEYWORDS: gene expression, mRNA, RT-PCR, normal colon mucosa, age, epigenetic changes, colorectal cancer.
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диагностической видеоколоноскопии. Образцы отбира-
лись из  всех эмбрионально-анатомических отделов тол-
стой кишки: правой ободочной (n=91), левой ободочной 
(n=95) и прямой (n=87). Всего было исследовано 273 об-
разца. Экспрессию мРНК оценивали методом полимераз-
ной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР).

Образцы клеточного материала помещали в  раствор 
Ever Fresh RNA («Клоноген», Россия) стабилизирую-
щий РНК. Суммарную РНК выделяли с помощью набора 
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Германия) согласно протоколу 
производителя. РНК элюировали в  100 мкл DEPC-обра-
ботанной воды. Концентрация РНК в  конечном растворе 
составляла 35–40 мкг/мл. Из  протокола был исключен 
этап обработки ДНКазой I, поскольку в  качестве затра-
вок для  последующей обратной транскрипции (ОТ) ис-
пользовали праймеры, специфические для сплайсирован-
ной мРНК исследуемых генов, разработанные компанией 
«НПФ ДНК-Технология» (Россия). Реакцию ОТ проводили, 
используя ген-специфичные праймеры, наборы реагентов, 
протоколы и оборудование «НПФ ДНК-Технология». Реак-
ция протекала при  температуре 40  °C в  течение 30 мин, 
с  последующей инактивацией обратной транскриптазы 
при  95 °C в  течение 5 мин. Для  определения экспрес-
сии генов методом ПЦР в  реальном времени использо-
вали набор из 63 ген-специфичных зондов и пар прайме-
ров, разработанный компанией «НПФ ДНК-Технология». 
Реакционную смесь готовили с  использованием автома-
тического дозирующего устройства DТstream9 («НПФ 
ДНК-Технология»). Реакцию проводили согласно инструк-
ции производителя в  384-луночном формате в  двух по-
вторах на  амплификаторе DT-Prime 5 («НПФ ДНК-Тех-
нология»). Экспрессию мРНК измеряли в  относительных 
единицах, определяемых методом сравнения индикатор-
ных циклов (Cp). Уровень экспрессии гена без учета коли-
чества материала, [Ci], определяли как

 [Ci] = 2Cpi - Cpi min, 

где Сpi — значение индикаторного цикла в  исследуемом 
образце, а Сpi min — значение индикаторного цикла в об-
разце с  максимальным уровнем экспрессии данного гена, 
используя панель нормировочных генов. В результате ана-
лиза в  каждом образце клеточного материала был опре-
делен относительный уровень экспрессии мРНК 63 генов, 
относящихся к разным функциональным кластерам. Более 
подробно методика ОТ-РНК было описана нами ранее [12].

Статистическая обработка собранной базы данных 
выполнена с  помощью открытого программного стати-
стического пакета Jamovi (США). Создаваемые линейные 
и логистические регрессионные модели оценивались пока-
зателями R2 и тестом на автокорреляцию Дурбина — Уот-
сона (DW). Качество модели считали приемлемым при зна-
чениях R2>0,3 и  DW>1,5. Визуальная оценка полученных 
данных представлена в диаграммах рассеяния. Статистиче-
ски значимыми  считали различия показателей при значе-
ниях p<0,001.

Результаты исследования
На первом этапе была сформирована линейная регрес-

сионная модель зависимости фактического возраста (пол-
ных лет) в качестве зависимой переменной от показателей 
экспрессии мРНК ряда генов в образцах слизистой оболоч-
ки толстой кишки из  различных эмбрионально-анатоми-

ческих отделов, которые использованы как  объясняющие 
переменные. R2 полученной модели 0,43, тест DW на авто-
корреляцию 1,54, что  позволило считать модель умерен-
но надежной. Модель сформировали 10 генов-участников: 
TERT, IGF1, IFNg, TGFb, CD69, GATA3, IL7, LGALS1, TLR4, 
P14ARF (P19ARF) (табл. 1).

На втором этапе работы мы изучили ошибки классифи-
кации линейной модели зависимости фактического возрас-
та от показателей экспрессии мРНК ряда генов в слизистой 
оболочке и их связь с эмбрионально-анатомическими от-
делами толстой кишки.

Выявлено, что  минимальное число ошибок возникает 
при исследовании образцов из прямой кишки, максималь-
ное — из правой ободочной (рис. 1).

Ориентируясь на  эпидемиологические данные о  зна-
чительном повышении риска развития КРР после 60 лет, 
на третьем этапе работы мы решили выяснить, как разли-
чаются уровни экспрессии изученных генов до и после до-
стижения этого возраста и какие из них могут сформиро-
вать «молекулярную» возрастную шкалу.

С этой целью была сформирована регрессионная мо-
дель бинарного выбора, где целевой переменной служил 
критический возраст пациента, определенный нами в 60 
полных лет. Результаты полученной логистической регрес-
сии представлены в таблице 2. 

Модель сформировали показатели экспрессии 
12 генов-участников: TERT, HER2, GNLY, P14ARF (P19ARF), 
PAPPA, IL1b, TNFa, VEGFA121, VEGFA189, HLA-G5, GATA3, 
LGALS1. R2 данной модели 0,87, тест DW на автокорреля-
цию 1,84. Показатели модели мы сочли удовлетворитель-
ными.

Для  решения задачи распределения пациентов на  воз-
растные подгруппы моложе и старше 60 лет и определения 

Таблица 1. Результаты линейной регрессии
Table 1. Linear regression

Ген
Gene

Вес
Weight

Стандартная ошибка
Standard error t p

TERT -3,51 1,007 -3,48 <0,001

IGF1 -3,76 1,516 -2,48 0,014

IFNg 2,08 0,901 2,30 0,022

TGFb -9,08 3,220 -2,82 0,005

CD69 -7,13 2,209 -3,23 0,002

GATA3 7,87 2,543 3,10 0,002

IL7 3,21 1,546 2,08 0,039

LGALS1 -3,33 1,082 -3,08 0,002

TLR4 7,86 1,955 4,02 <0,001

P14ARF 3,87 0,825 4,69 <0,001

Константа
Constant

113,41 15,617 7,26 <0,001

R2 0,43

Примечание. Целевая переменная — возраст (полное число лет); 
объясняющие переменные — показатели экспрессии мРНК.

Note. Target variable — age (whole years); explanatory variables — mRNA 
expression.
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критических значений показателей экспрессии статистиче-
ски значимых генов мы построили дерево бинарной клас-
сификации (рис. 2).

Выявлено, что  первичный узел классификации паци-
ентов по  возрасту старше или  моложе 60 лет образует 
уровень экспрессии гена TERT. Теломеразная активность 

в  сочетании с  гиперэкспрессией гена HLA-G5 характерна 
для старшей возрастной группы. Гипоэкспрессия же чело-
веческого лейкоцитарного антигена G (HLA-G5) с одновре-
менной гиперэкспрессией гранулизина (GNLY) характер-
на для  возрастной группы моложе 60 лет. Молекулярный 
каскад, представленный снижением теломеразной активно-
сти вследствие гипоэкспрессии TERT с одновременной ги-
перэкспрессией регулятора клеточного цикла и  гена-он-
косупрессора P14ARF, также характерен для  изменений 
слизистой оболочки толстой кишки у людей старше 60 лет.

Обсуждение
В  мировой и  отечественной литературе тема возраст-

ных особенностей экспрессии генов в  различных тканях 
и влияние этого фактора на канцерогенез мало обсуждают-
ся. Необходимо более детальное изучение эпигенетических 
изменений, влекущих за  собой риски развития онкологи-
ческих заболеваний. В ходе анализа экспрессии 63 генов- 
участников нами были определены группы генов, экспрес-
сия которых, вероятно, наиболее значима для развития КРР.

Мы  обратили внимание на  то, что  изменения экспрес-
сии генов — участников наших прогностических моделей 
имеют важное значение при КРР. Так, в литературе имеют-
ся сведения, что высокие уровни коэкспрессии IGF2 и TGFβ 
предсказывают прогрессирование КРР с  большей точно-
стью, чем повышенная экспрессия отдельных генов. Ген 
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Рис. 1. Диаграмма распределения прогнозируемого 
и фактического возраста при исследовании образцов 
из разных эмбрионально-анатомических отделов.  
А — пациенты до 60 лет; B — пациенты старше 60 лет
Fig. 1. Distribution diagram of the predicted and actual age 
when studying samples from different parts of the colon. 
A, patients under 60 years; B, patients over 60 years

Таблица 2. Результаты логистической регрессии
Table 2. Logistic regression

Ген
Gene

Коэффи- 
циент

Coefficient

Стандартная 
ошибка
Standard 

error

Z-стати-
стика

Z-score

Вероят-
ность

Probability

TERT -1,831321 0,629827 -2,907656 0,0036

HER2 -1,619942 0,876028 -1,849190 0,0644

GNLY -1,344840 0,361266 -3,722579 0,0002

P14ARF 
(P19ARF)

0,671623 0,377895 1,777272 0,0755

PAPPA 2,621241 0,808448 3,242312 0,0012

IL1b 1,517233 0,448955 3,379478 0,0007

TNFa -4,845008 1,243051 -3,897675 0,0001

VEGFA121 -4,177860 1,500274 -2,784731 0,0054

VEGFA189 4,301784 1,243552 3,459272 0,0005

HLA-G5 0,368893 0,113792 3,241810 0,0012

GATA3 2,586712 0,956463 2,704457 0,0068

LGALS1 -2,786845 0,791670 -3,520209 0,0004

Константа
Constant

26,83255 10,75002 2,496047 0,0126

R2 0,877868

Примечание. Целевая переменная — возраст более 60 лет; 
объясняющие переменные — показатели экспрессии мРНК.

Note. Target variable — age over 60 years; explanatory variables — mRNA 
expression.
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IGF2 также предлагается в качестве потенциальной мише-
ни лечения [13]. A.J. Cagnoni et al. [14] показали, что повы-
шенная экспрессия галептина (LGALS1) указывает на  не-
благоприятный прогноз при КРР.

Помимо гетерогенности молекулярных и  биологиче-
ских вариантов КРР обнаружено, что  опухолевые клет-
ки могут также обходить репликативное старение и  при-
обретать способность поддерживать неограниченную 
пролиферацию. Теломеразная обратная транскриптаза 
(TERT) — каталитическая субъединица теломеразы. Вза-
имодействие теломер/теломераза служит важным меха-
низмом, участвующим как в стабильности генома, так и в 
клеточном репликативном потенциале, и  его дисфункция 
играет ключевую роль в  онкогенезе. Сокращение тело-
мер из-за клеточной пролиферации может быть ускорено 
специфическими изменениями в генах, вовлеченных в кан-
церогенез КРР, таких как APC и MSH2. Активация TERT по-
зволяет опухолевым клеткам неограниченно расти за счет 
сохранения длины теломер, что  способствует образова-
нию/прогрессированию опухоли [15, 16]. В нашем иссле-
довании было показано, что увеличение экспрессии TERT 
характерно для лиц старше 60 лет.

Ген TNFa кодирует провоспалительный цитокин семей-
ства факторов некроза опухолей (TNF). Цитокин участвует 
в клеточных процессах, включая пролиферацию, дифферен-
цировку, апоптоз, а также метаболизм липидов и коагуляцию. 
Молекулы гистосовместимости HLA-G класса I подавляют 
функции естественных клеток-киллеров. Рядом авторов уста-
новлено, что гиперэкспрессия HLA-G в злокачественных клет-
ках позволяет избегать иммунологическую детекцию [17, 18]. 
В представленном исследовании обнаружено, что экспрессия 
HLA-G увеличивается в старшей возрастной группе.

Обращает на  себя внимание гиперэкспрессия GNLY 
в  группе здоровых людей моложе 60 лет. Кодируемый 
им гранулизин, член семейства сапозиноподобных белков, 
находится в  цитотоксических гранулах Т-клеток, которые 
высвобождаются при  стимуляции антигеном. Данный бе-
лок присутствует в цитотоксических гранулах Т-лимфоци-
тов и  натуральных клеток-киллеров, обладая противоми-
кробной активностью, что может объяснить более частые 
нарушения микробиоты в  старшей возрастной группе. 
Участие в  этом молекулярном каскаде гена-онкосупрес-
сора P14ARF позволяет предположить повышенную мито-
генную стимуляцию в этой группе и инициацию апоптоза 
p53-зависимого клеточного цикла [19].

Значимость генов, определенная с  помощью линей-
ной регрессионной модели прогнозирования паспортного 
возраста, которая включает в себя показатели их экспрес-
сии, имеет умеренные показатели надежности: R2 модели 
0,45, тест DW 1,54. Ошибки оценки возраста в модели воз-
никают пропорционально с  его увеличением, что  связано 
с кумуляцией эпигенетических изменений.

Заключение
Нами установлено, что  с увеличением возраста в  слизи-

стой оболочке толстой кишки у здоровых людей происходят 
изменения уровней экспрессии ряда генов. Несмотря на  то, 
что  это естественные возрастные (эпигенетические) изме-
нения, они  в то же время увеличивают риск развития КРР. 
Точность ассоциации фактического возраста и экспрессии ге-
нов — участников канцерогенеза зависит от  эмбрионально- 
анатомического отдела, из которого получен образец.

Показатели экспрессии мРНК 12 генов (TERT, HER2, 
GNLY, P14ARF, PAPPA, IL1b, TNFa, VEGFA121, VEGFA189, 
HLA-G5, GATA3, LGALS) в образцах неизмененной сли-
зистой оболочки прямой кишки имеют специфический 
профиль, характерный для  возрастной группы старше 60 
лет. Таким образом, исследование этого профиля мож-
но рассматривать как  инструмент оценки риска разви-
тия КРР. Полученные результаты косвенно подтверждают 
причинно-следственную связь между нарушениями экс-
прессии генов — участников логистической модели, обна-
руженной нами в старшей возрастной группе, и увеличени-
ем риска развития ККР, связанным с возрастом.
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