
УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
2

3

57ТОМ 9 / VOL. 9 	 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023‑10‑1‑57‑78	 4.0

Особенности транскрипционной активности 
генов в различных гистологических подтипах 
плоскоклеточного рака языка

Д. С. Кутилин, А. Э. Данилова, А. Ю. Максимов, А. В. Снежко, М. А. Енгибарян

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава России; Россия, 344037 
Ростов-на-Дону, 14‑я линия, 63

К о н т а к т ы :	Д енис Сергеевич Кутилин k.denees@yandex.ru

Введение. На протяжении последнего десятилетия рак языка сохраняет лидирующие позиции в общей структуре 
заболеваемости злокачественными опухолями головы и шеи. Плоскоклеточный тип рака языка является агрессив-
ной формой и имеет клинически непредсказуемый прогноз. В настоящее время выделяют несколько гистологических 
подтипов этой патологии. Поиск новых прогностических факторов, которые могли бы отражать фактическое состо-
яние опухолевой прогрессии и давать объективный прогноз развития болезни, является актуальным направлением 
исследований в молекулярной онкологии. Такими факторами могут выступать определенные транскриптомные ха-
рактеристики опухолей, определяющие особенности патогенеза в каждом конкретном случае.
Цель исследования – изучение особенностей транскрипционной активности генов в различных гистологических 
подтипах плоскоклеточного рака языка с применением биоинформационных и молекулярных подходов.
Материалы и методы. Этап скринингового биоинформационного анализа выполнен с использованием интерактив-
ного веб-сервера анализа данных по экспрессии матричной РНК 9736 образцов опухолей и 8587 образцов нормаль-
ной ткани из проектов Атлас ракового генома (The Cancer Genome Atlas, TCGA) и Genotype-Tissue Expression (GTEx) 
с применением стандартного конвейера обработки Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA). В ходе 
основного (валидационного) этапа исследования анализировались данные 300 больных с местно-распространен-
ными злокачественными опухолями языка. Уровень относительной экспрессии генов, выявленных на этапе биоин-
формационного анализа, определяли методом количественной полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени.
Результаты. В ходе биоинформационного анализа выделены 1488 генов, увеличивающих экспрессию, и 589 генов, 
уменьшающих экспрессию, при плоскоклеточном раке языка. Из этих 2077 генов были выбраны 23 генетических 
локуса, наиболее сильно изменяющих экспрессию в опухолевой ткани относительно нормальной ткани языка. Из них 
при  валидации методом полимеразной цепной реакции только 14 изменяли свой транскрипционный профиль 
в опухолевой ткани относительно нормальной: MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, 
MAL, TGM3, IL1RN и CLU. При анализе данных с помощью полимеразной цепной реакции выявлена значительная 
гетерогенность в ряде исследованных биологических образцов. Кластерный анализ позволил разделить общую 
выборку из 300 пациентов на 3 группы, различающиеся по экспрессии генов: кластер 1 (n = 90), кластер 2 (n = 101) 
и кластер 3 (n = 109), соответствующие базалоидному, акантолитическому и обычному гистологическим подтипам.
Заключение. Таким образом, в ходе исследования выявлен ряд молекулярных маркеров плоскоклеточного рака 
языка (MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU), а также транс-
крипционные особенности различных гистологических подтипов этого заболевания.

Ключевые слова: экспрессия генов, плоскоклеточный рак языка, сигнальные пути, гистологические подтипы, ме-
таллопротеиназы, остеопонтин, NADH-убихиноноксидоредуктаза, дифференцировка кератиноцитов
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Введение
Плоскоклеточный рак слизистой оболочки поло-

сти рта составляет 90–95 % всех злокачественных но-
вообразований этой локализации. Основную долю 
данной патологии занимают опухоли языка и дна ро-
товой полости (11 %) [1]. На протяжении последнего 
десятилетия рак языка сохраняет лидирующие пози-
ции в общей структуре заболеваемости злокачествен-
ными опухолями головы и шеи. В 2021 г. в мире от не-
го умерли более 135 тыс. человек [2].

С точки зрения биологического поведения рак 
языка считается агрессивной формой плоскоклеточ-
ного рака. Язык обладает богатой сосудистой лимфа-
тической сетью и хорошо представленной мускулату-
рой, что  объясняет повышенную склонность 
плоскоклеточного рака этой локализации к инвазии 
и метастазированию [3]. В то же время данная патоло-
гия характеризуется клинически непредсказуемым 
прогнозом с учетом высокой частоты развития скры-
тых метастазов у пациентов с небольшими первичны-
ми опухолями и отсутствием клинических признаков 
метастатического заболевания [4]. Так, в ряде иссле-
дований показано, что у больных раком языка, воз-
никшим в основании языка, 5‑летняя выживаемость 
составляет менее 40 %, а при остальных локализациях 
этот показатель не превышает 50 % [5].

Наиболее частым гистологическим вариантом яв-
ляется обычный тип плоскоклеточного рака языка 
(54 %) без казуистики. Эта разновидность данной па-
тологии образована неопластическими клетками 
с различной степенью дифференцировки [3]. Вторым 
по частоте встречаемости гистопатологическим под-
типом является акантолитический, который диагно-
стируется у 26 % больных. Он характеризуется лобу-
лярным / инсулярным паттерном роста с присутствием 
псевдожелезистых / псевдолюминальных пространств, 
возникающих в результате акантолиза [3]. Базалоид-
ный подтип диагностируется в 13 % случаев. Характер 
роста в  данном случае вариабельный: с  дольчаты-
ми / островковыми, трабекулярными, решетчатыми 
областями и гнездами опухолевых клеток. Основной 
чертой этого подтипа является наличие опухолевых 
клеток на периферии неопластических разрастаний. 
При саркоматоидном подтипе наблюдаются смешан-
ные участки обычной плоскоклеточной карциномы 
со злокачественной пролиферацией веретенообразных 
клеток. Паттерн саркоматоидной пролиферации пре-
имущественно фасцикулярный, редко сториформный; 
опухолевые клетки смешиваются с воспалительными 
клетками и редко имеют эпителиоидную морфологию. 
Веррукозный подтип рака языка характеризуется ши-
роким фронтом инвазии в подлежащий слой в виде 

C o n t a c t s :	 Denis Sergeevich Kutilin k.denees@yandex.ru

Introduction. Over the past decade, tongue cancer has maintained a leading position in the overall structure of the 
incidence of head and neck malignant tumors. Squamous cell carcinoma of the tongue is an aggressive form and has 
a clinically unpredictable prognosis. Currently, there are several histological subtypes of this disease. And the search for 
new prognostic factors that could reflect the actual state of tumor progression and give an objective prognosis of disease 
development is an important research area in molecular oncology. Such factors may be certain transcriptomic charac-
teristics of tumors, which determine the features of pathogenesis in each specific case.
Aim. To research genes transcriptional activity features in various histological subtypes of tongue squamous cell carci-
noma using bioinformatic and molecular approaches.
Materials and methods. The stage of screening bioinformatics analysis was performed using an interactive web server 
for analyzing data on messenger RNA expression of 9736 tumors and 8587 normal samples from the The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) and Genotype-Tissue Expression (GTEx) projects using a standard processing pipeline (GEPIA). The main 
(validation) stage of the study was performed on 300 patients with locally advanced malignant tumors of the tongue. 
The quantitative real-time polymerase chain reaction method was used to determine the values of the relative expression 
of genes identified at the stage of bioinformatic analysis.
Results. Bioinformatic analysis identified 1488 genes that increase expression and 589 genes that decrease expression 
in tongue squamous cell carcinoma. Of these 2077 genes, 23 genetic loci were selected that most strongly alter expres-
sion in tumor tissue relative to normal tissue of the tongue. Of these, when validated by polymerase chain reaction, only 
14 changed their transcriptional profile in tumor tissue relative to normal: MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, 
MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN and CLU. The analysis of polymerase chain reaction data revealed signif-
icant heterogeneity in a number of biological samples studied. Cluster analysis made it possible to divide the total 
sample of 300 patients into 3 groups differing in gene expression: cluster 1 (n = 90), cluster 2 (n = 101) and cluster 3 
(n = 109), corresponding to the basaloid, acantholytic and usual histological subtypes. Thus, the study made it possible 
to identify a number of molecular markers of tongue squamous cell carcinoma (MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, 
MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN and CLU), as well as to reveal the transcriptional features of various 
histological subtypes of this disease.

Keywords: gene expression, tongue squamous cell carcinoma, signaling pathways, histological subtypes, metalloprotein-
ases, osteopontin, NADH-ubiquinone oxidoreductase, keratinocyte differentiation

For citation: Kutilin D. S., Danilova A. E., Maksimov A. Yu. et al. Genes transcriptional activity features in different histo-
logical subtypes of tongue squamous cell carcinoma. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncol-
ogy 2023;10(1):57–78. (In Russ.). DOI: 10.17650 / 2313-805X-2023‑10‑1‑57‑78
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пухлых папиллярных инвагинаций утолщенного эпи-
телия с минимальной атипией. В поверхностном эпи-
телии обнаруживается гиперпаракератоз, особенно 
сильно выраженный на уровне участков инвагина-
ций [3].

Канцерогенез вообще и в рассматриваемом случае 
в частности представляет собой многоэтапный про-
цесс, модулируемый эндогенными и  экзогенными 
факторами. Среди них большую роль играют регуляр-
ное употребление табака и алкоголя, а также перси-
стирующая инфекция вируса папилломы человека 
(ВПЧ) [6]. Эти факторы могут привести к широкому 
спектру генетических и эпигенетических событий, ко-
торые способствуют нестабильности генома, развитию 
и прогрессированию опухоли. Развитие и прогресси-
рование предраковых заболеваний языка обусловлены 
не только необратимыми изменениями в последова-
тельности ДНК, включая делеции, амплификации 
и мутации генов, приводящими как к активации он-
когенов, так и к инактивации генов-супрессоров опухо
лей, но и изменениями в экспрессии генов [7–10].

Выбор метода лечения обычно зависит от клини-
ко-морфологических параметров опухоли: локализа-
ции и объема опухолевого очага, наличия метастазов 
в лимфатических узлах и степени гистологической 
дифференцировки ткани. Однако на ранних стадиях 
опухолевого процесса эти прогностические факторы 
часто неэффективны. Для выбора оптимальных мето-
дов лечения возникает потребность в дополнительных 
прогностических факторах, которые могли бы отра-
жать фактическое состояние опухолевой прогрессии 
и давать объективный прогноз развития заболевания. 
Ими могут выступать определенные транскриптомные 
характеристики опухолей, определяющие особенности 
патогенеза в каждом конкретном случае [11].

Из-за высокой смертности и низкой частоты из-
лечения плоскоклеточный рак языка представляет 
собой серьезную проблему общественного здравоох-
ранения и имеет большое индивидуальное и социаль-
но-экономическое значение [12]. Генетические поли-
морфизмы и экологические факторы риска, связанные 
с его развитием, достаточно изучены. А вот исследо-
вание транскрипционных нарушений при канцероге-
незе все еще остается важной задачей, решение которой 
даст профилактическое, диагностическое и терапев-
тическое преимущество [12].

Поэтому целью исследования стало изучение осо-
бенностей транскрипционной активности генов в раз-
личных гистологических подтипах плоскоклеточного 
рака языка с применением биоинформационных и мо-
лекулярных подходов.

Материалы и методы
Работа выполнена в Национальном медицинском 

исследовательском центре онкологии (Ростов-на-До-
ну) в период с 2019 по 2022 г. Проанализированы дан-
ные комплексного клинического и молекулярного 

обследований 300 пациентов с местно-распространен-
ными злокачественными опухолями языка.

Скрининговый биоинформационный анализ. На этом 
этапе исследования использовали интерактивный веб-
сервер анализа данных по экспрессии матричной РНК 
(мРНК) 9736 образцов опухолей и 8587 образцов нор-
мальной ткани из проектов Атлас ракового генома 
(The Cancer Genome Atlas, TCGA) и Genotype-Tissue 
Expression (GTEx) с применением стандартного кон-
вейера обработки Gene Expression Profiling Interactive 
Analysis (GEPIA), включающего ряд функций, таких 
как  дифференциальный анализ экспрессии генов 
(опухоль / норма), профилирование в соответствии 
с типами опухолей или патологическими стадиями, 
анализ выживаемости пациентов, обнаружение сход-
ных генов и корреляционный анализ. Этот инструмент 
разработан сотрудниками Zhang Lab Пекинского 
университета Z. Tang, C. Li и B. Kang. Используемые 
GEPIA наборы данных RNA-Seq основаны на проек-
те UCSC Xena (http://xena.ucsc.edu) [13].

Экстракция РНК из биоптатов. Образец ткани из-
влекали из криопробирки и немедленно помещали 
в охлажденную до –20 °С ступку, гомогенизировали, 
добавляя 900 мкл реагента QIAzol (Qiagen, Германия). 
Дальнейшее выделение и очистку тотальной РНК про-
изводили с помощью набора RNeasy Plus Universal Kits 
(Qiagen, Германия) согласно инструкции производи-
теля. Препараты тотальной РНК обрабатывали ДНКа-
зой I для устранения следов геномной ДНК согласно 
протоколу производителя фермента. В полученный 
препарат тотальной РНК добавляли РНКазин до ко-
нечной концентрации в растворе 1 ед. акт. / мкл. Каче-
ство полученной РНК проверяли электрофоретиче-
ским методом в  агарозном геле по  соотношению 
интенсивности полос 28S и 18S рРНК [14].

Оценка уровня экспрессии генов. Для наработки 
комплементарной ДНК готовили реакционную смесь, 
содержащую 5 мкМ рандомных праймеров, 1х RT буфер, 
0,5 мМ dNTP микс, 0,5 ед. акт. / мкл RNase Inhibitor, 
5  U / мкл ReverseTranscriptase ММLV. Полученную 
смесь инкубировали при 44 °С в течение 1 ч, далее 
обратную транскриптазу инактивировали нагревани-
ем при 92 °С в течение 10 мин. Полученные препараты 
использовали в полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени [14].

Методом количественной ПЦР в режиме реального 
времени определяли величины относительной экспрес-
сии генов, выявленных на этапе биоинформационного 
анализа. При выборе референсного гена использовали 
алгоритм, описанный в работе J. Vandesompele [15], по 
нему рассчитывали величину M-value и Stability (Stabi-
lity = ln (1 / M-value)). Гены с M-value <0,5 считали иде-
альными. В качестве референсных были выбраны 2 гена: 
GAPDH (M-value = 0,071, Stability = 2,102) и  ACTB 
(M-value = 0,157, Stability = 1,761). В исследовании ис-
пользовали синтетические олигонуклеотидные прайме-
ры, представленные в табл. 1.

http://www.qiagen.com/FAQ/ProductLineLink.aspx?ProductLineId=2000719
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Таблица 1. Панель праймеров для определения относительной экспрессии генов

Table 1. Primer panel for determination of relative gene expression

Ген 
Gene

Последовательность праймера 5’→3’ 
Primer sequence 5’→3’

Прямой 
Forward

Обратный 
Reverse

GAPDH GTCAAGGCTGAGAACGGGAA TCGCCCCACTTGATTTTGGA

ACTB AACCGCGAGAAGATGACCC AGCACAGCCTGG TAGCAAC

MMP1 TCTCACAGCTTCCCAGCGA TGGCGTGTAATTTTCAATCCTGT

MMP11 ACATTTGGTTCTTCCAAGGTGC CATGGACCGGGAACCTCAC

CA9 AGGGGTCTCTGACTACACCG AGAGGGTGTGGAGCTGCTTAG

PTHLH ACATTAGGGCTCCTGCATCTT TCCGAGGCAAACCTTTGAAC

MMP9 TCTTCCAGTACCGAGAGAAAGC CAACTCACTCCGGGAACTCA

COL1A1 TGAAGGGACACAGAGGTTTCAG AGTAGCACCATCATTTCCACGA

LAMC2 ATGGATGCAGTACAGATGGTGATTA AGTAAGACCAGCCCCTCTTCA

ISG15 ACAGCCATGGGCTGGGA CCTTCAGCTCTGACACCGAC

MMP3 GACAAAGGATACAACAGGGACCAA AGCTTCAGTGTTGGCTGAGT

SPP1 ACCTGACATCCAGTACCCTGA ACGGCTGTCCCAATCAGAAG

KRT13 TTCCTCAGCAGGAAGCGT GCGACCAGAGGCATTAGAGG

SPRR3 TTCTCTGCACAGCAGATGATCC CTGGCTGGGTTGTTTCACCT

KRT4 GAGGGCGAGGAGTACAGAATG AGAGACACTGCCACCAAACC

ANXA1 CCAGGGCCTTGTATGAAGCA TTGTGGCGCACTTCACGATA

MT-ND6 TTCACCCACAGCACCAATCC CAGCGATGGCTATTGAGGAGT

CNFN ATCGCGATCCTGCAGCTATG CACAGAGGAGCAAAAGTGCC

SLPI GTTTCCCCTGTGAAAGCTTGA GTGGTGGAGCCAAGTCTCAG

CRNN TTGCCGATGTGATTGTGAAACC TCTTCATCCAGCAGACGCAG

MAL TCCTGTACATAATTGGAGCCC ATGTAGGAGAACACCACGGC

TGM3 CCCCTGGCTGAATGTGGATAG ACGGCGGAAATTCAGACTCC

CD24 CGCTCCCCACCTTGCC TCACTGGAATAAATCTGCGTGG

IL1RN TCCGCAGTCACCTAATCACTC AACATCCCAGATTCTGAAGGC

CLU TCTTTCCCAAGTCCCGCATC GTCATCGTCGCCTTCTCGTAT

Полимеразную цепную реакцию в реальном вре-
мени (в 3 технических повторах для каждого образца) 
проводили на термоциклере Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, 
США) в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 12 нг 
кДНК, 0,25 мМ каждого из dNTPs, 2,5 мМ MgCl

2
, 

ПЦР-буфер и 1 ед. ДНК-полимеразы SynTaq (с инги-
бирующими активность фермента антителами) (ООО 
«Синтол», Россия), краситель EVA-Green и по 400 нМ 
прямого и обратного праймеров для референсных генов 
или гена-мишени, по следующей программе: первичная 
денатурация при 95 °С в течение 3 мин; 40 циклов – 10 с 

при 95 °С, 30 с при 58 °С (отжиг праймеров – темпера-
тура подобрана экспериментальным путем с исполь-
зованием температурного градиента), 30 с при 72 °С. 
Специфичность ПЦР контролировали с помощью ана-
лиза кривых плавления (melting curve analysis). Относи-
тельную экспрессию (RЕ) рассчитывали по формуле:

RЕ = Е-ΔΔCt,

где Е – эффективность амплификации, равная 10–1 / k, 
k – коэффициент из уравнения прямой C (T) = k∙lgP

0
 + b, 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
2

3

61ТОМ 9 / VOL. 9 	 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

полученного путем линейной аппроксимации экспе-
риментальных данных (Е

ср
 = 1.949).

Нормализацию результатов проводили по 2 рефе-
ренсным генам – GAPDH и B2M – и уровню экспрес-
сии соответствующих генов-мишеней в образцах нор-
мальной ткани последовательно, по  приведенной 
ниже схеме [16].

1. Нормализация по  среднему референсных генов: 
ΔC(t) = C(t)

target
 – C(t)

reference
, где C(t)

reference
 – среднее 

геометрическое C(t) референсных генов, C(t)
target

 – 
среднее геометрическое C(t) генов-мишеней.

2. Расчет E-ΔC (t) по каждому гену для условно нормаль
ной и опухолевой тканей каждого пациента.

3. Расчет медианы E-ΔC (t) по каждому гену для услов-
но нормальной и опухолевой тканей пациентов.

4. Нормализация по  условно нормальной ткани 
и окончательный результат как кратность измене-
ния (fold change, FC) [16]: FC = E-ΔC(t) медиана опухолевой 

ткани / E-ΔC (t) медиана нормальной ткани (что тождественно RЕ = 
E-ΔΔC (t), или RЕ = E-(ΔC (t) медиана опухолевой ткани – ΔC (t) медиана 

нормальной ткани).
Статистическая обработка данных. Cтатистическую 

обработку результатов выполняли с помощью про-
граммы Statistica 10.0 (StatSoft, США). Для проведения 
кластерного анализа (Hierarchical Clustering, Euclidean 
distance) и построения тепловых карт использовали 
скрипты на языке R. Нормальность распределения 
показателей оценивали с помощью критерия Колмо-
горова–Смирнова. Оценку различий проводили с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни для порого-
вого уровня статистической значимости р <0,05, для 
учета множественного сравнения использовали по-
правку Бонферрони. Для  оценки различий между 
3 и более независимыми группами для порогового 
уровня статистической значимости р <0,05 применяли 
критерий Краскела–Уоллиса [17].

Также проводили анализ обогащения по функцио
нальной принадлежности (gene set enrichment analysis, 
GSEA). Для выявления общих сигнальных путей ис-
следуемых генов использовали алгоритм сетевой ин-
теграции нескольких ассоциаций, который предска-
зывает функцию и положение гена в составе сложной 
сети из множества других генов, а также рассчитывает 
оценку для каждой точки построенной сети, отража-
ющую силу связи между соседними точками [18]. Ал-
горитм использует данные Gene Expression Omnibus 
(GEO) для расчета сети генов и выполняется в 2 этапа: 
1) на основе линейной регрессии вычисляется единая 
сеть функциональных ассоциаций из  нескольких 
источников данных (вычисляется корреляция Пирсо-
на как мера силы взаимодействия между каждой парой 
генов; каждой паре генов присваивается вес ассоциа-
ции (W-value), который либо равен 0, что указывает 
на отсутствие взаимодействия, либо имеет положи-
тельное значение, которое отражает силу взаимодей-
ствия генов); 2) предсказывается функция гена с уче-
том сложной сети функциональных ассоциаций 

с использованием метода распределения меток поля 
Гаусса (предсказание функции рассматривается как про-
блема бинарной классификации, т. е. каждой сети функ-
циональных ассоциаций, полученной из источников 
данных, присваивается положительный вес, отражаю-
щий полезность источников данных для прогнозирова-
ния функции). На выходе алгоритма получается список 
категорий GO (Gene Ontology) и значения Q из FDR 
(false discovery rate, ожидаемая доля ложно отвергнутых 
нулевых гипотез) – скорректированного гипергеометри-
ческого теста на обогащение. Значения Q были скоррек-
тированы с помощью метода Бенджамини–Хохберга 
(один из методов контроля ожидаемой доли ложных 
отклонений гипотез (FDR)) и представлены до порого-
вого значения Q = 0,076 [19].

Результаты
В ходе биоинформационного анализа с использо-

ванием GEPIA [13] выделено 1488 генов, увеличива-
ющих экспрессию, и 589 генов, уменьшающих экс-
прессию, при плоскоклеточном раке языка (рис. 1). 
Из этих 2077 генов были выбраны 10 генетических 
локусов, наиболее сильно повышающих экспрессию 
в опухолевой ткани относительно нормальной ткани 
языка, и 13 генетических локусов, наиболее сильно 
снижающих ее (табл. 2).

Выявленные в ходе биоинформационного анализа 
аномальные показатели транскрипционной активно-
сти генетических локусов были валидированы в тканях 
300 больных плоскоклеточным раком языка методом 
ПЦР в режиме реального времени.

Из 23 генетических локусов, выявленных в ходе 
биоинформационного анализа, только 14 изменяли 
свой транскрипционный профиль в опухолевой ткани 
относительно нормальной (рис. 2). Так, были обнару-
жены статистически значимое (p <0,0005) увеличение 
экспрессии генов MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, 
MMP9, LAMC2 и MMP3 в 4,8; 2,4; 2,1; 4,0; 2,1; 2,0 
и 3,5 раза соответственно и статистически значимое 
(p <0,0005) снижение экспрессии генов ANXA1, MT-
ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU в 2,2; 1,3; 5,2; 
7,5; 2,2; 2,3 и 2,6 раза соответственно в опухолевой 
ткани относительно нормальной ткани языка (рис. 2).

При анализе результатов ПЦР выявлена значитель-
ная гетерогенность данных в ряде исследованных био-
логических образцов. Был проведен кластерный анализ 
и построена тепловая карта (рис. 3). Кластерный анализ 
позволил разделить общую выборку из 300 пациентов 
на 3 группы, отличающиеся по экспрессии генов: клас
тер 1 (n = 90), кластер 2 (n = 101) и кластер 3 (n = 109).

Так, у пациентов кластера 1 в опухолевой ткани 
языка экспрессия генов MMP1, CA9, PTHLH и ISG15 бы-
ла выше в 2,2 (p <0,0005); 2,1 (p <0,0001); 8,8 (p <0,0001) 
и 6,9 (p <0,005) раза соответственно, а экспрессия ге-
нов ANXA1, MT-ND6 и MAL – ниже в 6,5 (p <0,0005); 
5,9 (p <0,0001) и 9,8 (p <0,0005) раза соответственно 
относительно нормальной ткани (рис. 4).
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Рис. 1. Дифференциально экспрессирующиеся гены (относительно нормальной ткани) у больных плоскоклеточным раком языка. Данные получены 
с использованием Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA). Позиция генетических локусов на хромосомах установлена на основании 
данных GRCh38.p2 (NCBI)
Fig. 1. Differentially expressed genes (relative to normal tissue) in patients with squamous-cell carcinoma of the tongue. Data obtained using Gene Expression 
Profiling Interactive Analysis (GEPIA). Position of genetic loci on the chromosomes determined based on GRCh38.p2 data (NCBI)

Расположение гиперэкспрессированных генов на хромосомах / Location of hyperexpressing hypoexpressing genes on chromosomes

     1          2          3         4          5          6          7         8          9         10       11        12       13       14        15       16       17       18        19        20       21        22       Х          Y

Расположение гипоэкспрессированных генов на хромосомах / Location of hypoexpressing genes on chromosomes

     1          2          3         4          5          6          7         8         9         10      11        12       13       14        15       16       17       18       19        20       21       22       Х          Y

1488 генов / 
1488 genes

589 генов /  
589 genes

   �Гены с повышенной экспрессией / 
Genes with elevated expression

   �Гены с пониженной экспрессией / 
Genes with decreased expression

У больных кластера 2 в опухолевой ткани языка 
экспрессия генов MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, 
COL1A1, LAMC2, MMP3 и SPP1 оказалась выше в 4,8 
(p <0,0005); 2,4 (p <0,0001); 2,4 (p <0,0001); 4,0 (p <0,005); 

2,1 (p <0,005); 3,2 (p <0,005); 3,0 (p <0,001), 3,5 (p <0,001) 
и 2,7 (p <0,005) раза соответственно, а экспрессия ге-
нов KRT13, SPRR3, KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, 
CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и  CLU  – ниже в  6,4 
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Таблица 2. Генетические локусы с наиболее значимыми отклонениями транскрипционной активности в опухолевой ткани языка относительно 
нормальной  ткани

Table 2. Genetic loci with the most significant deviations of transcriptional activity in the tumor tissue of the tongue relative to normal tissue

Ген 
Gene

Индентификатор гена в базе 
данных https://www.ensembl.org /  
Gene identification number in https://

www.ensembl.org / database

Медиана 
экспрессии 
(опухоль) 

Median expression 
(tumor) 

Медиана 
экспрессии 

(норма) 
Median expression 

(normal tissue) 

Log2 (кратность 
отличий) 

Log2 (fold change) 
P

adj

Гиперэкспрессированные гены 
Hyperexpressed genes

MMP1 ENSG00000196611.4 183,291 1,394 6,266 1,19e-30

MMP11 ENSG00000099953.9 40,740 0,880 4,473 2,56e-31

CA9 ENSG00000107159.12 24,920 0,255 4,368 1,18e-29

PTHLH ENSG00000087494.15 137,053 6,891 4,129 7,12e-25

MMP9 ENSG00000100985.7 56,261 2,529 4,020 7,10e-36

COL1A1 ENSG00000108821.13 508,357 30,516 4,015 1,50e-27

LAMC2 ENSG00000058085.14 244,179 15,448 3,898 9,94e-34

ISG15 ENSG00000187608.8 333,975 21,942 3,868 9,55e-31

MMP3 ENSG00000149968.11 28,779 1,064 3,851 2,18e-15

SPP1 ENSG00000118785.13 65,489 3,974 3,741 5,41e-15

Гипоэкспрессированные гены 
Hypoexpressed genes

KRT13 ENSG00000171401.14 294,290 25584,811 –6,437 1,79e-12

SPRR3 ENSG00000163209.14 203,487 9956,686 –5,606 9,40e-9

KRT4 ENSG00000170477.12 12,650 7806,446 –9,160 5,63e-23

ANXA1 ENSG00000135046.13 1102,604 5099,181 –2,208 1,75e-9

MT-ND6 ENSG00000198695.2 1436,855 3535,993 –1,299 1,91e-10

CNFN ENSG00000105427.9 290,964 2108,206 –2,853 6,06e-4

SLPI ENSG00000124107.5 865,565 1914,697 –1,144 6,22e-7

CRNN ENSG00000143536.7 2,380 1574,578 –8,865 5,34e-24

MAL ENSG00000172005.10 4,410 1032,634 –7,578 2,05e-27

TGM3 ENSG00000125780.11 6,370 820,555 –6,801 4,50e-16

CD24 ENSG00000272398.5 281,208 801,300 –1,507 5,47e-9

IL1RN ENSG00000136689.18 141,680 697,355 –2,291 3,29e-3

CLU ENSG00000120885.19 113,118 688,541 –2,595 2,00e-13

(p  <0,0005); 5,6 (p <0,0001); 9,2 (p <0,0005); 2,2 (p <0,05); 
1,3 (p <0,05); 2,9 (p <0,005); 8,9 (p <0,0005); 7,6 (p <0,0005); 
6,8 (p <0,0005); 2,3 (p <0,05) и 2,6 (p <0,001) раза соответст
венно по сравнению с нормальной тканью (см. рис. 4).

У пациентов кластера 3 в опухолевой ткани языка 
обнаружены повышение экспрессии генов MMP1, 
MMP11, MMP9, MMP3 и SLPI в 14,4 (p <0,0005); 10,4 
(p <0,0001); 15,0 (p <0,0001); 9,5 (p <0,005) и  3,9 
(p <0,005) раза соответственно и снижение экспрессии 

генов CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU в 5,2 (p <0,05); 
2,3 (p <0,01); 2,2 (p <0,05); 2,5 (p <0,05) и 3,5 (p <0,001) 
раза соответственно относительно нормальной ткани 
(см. рис. 4).

Между кластерами выявлено наличие дифферен-
циальной экспрессии рассматриваемых генетических 
локусов. Так, в кластерах 1 и 2 статистически значимо 
(p <0,001) различалась экспрессия MMP1, MMP11, 
PTHLH, MMP9 и COL1A1: в 2,2; 1,7; 2,2; 1,9 и 2,7 раза 

https://www.ensembl.org/
https://www.ensembl.org/
https://www.ensembl.org/
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Рис. 2. Уровни относительной экспрессии 23 генов в опухолевой ткани 300 больных плоскоклеточным раком языка
Fig. 2. Relative expression levels of 23 genes in tumor tissue of 300 patients with squamous cell carcinoma of the tongue

Рис. 3. Кластерный анализ и тепловая карта распределения уровня транскрипционной активности 23 генов в опухолевой ткани 300 больных 
плоскоклеточным раком языка
Fig. 3. Cluster analysis and heat map of transcriptional activity distribution of 23 genes in tumor tissue of 300 patients with squamous cell carcinoma of the tongue

Гены / Genes

MMP1
MMP3
ANXA1
MT-ND6
MMP11
MMP9
MAL
SLP1
KRT13
CNFN
SPRR3
KRT4
CD24
CA9
LAMC2
COL1A1
SPP1
PTHLH
ISG15
IL1RN
CLU
CRNN
TGM3

Образцы /  
Samples

Кластер 1 (n = 90) / Cluster 1 (n = 90) Кластер 2 (n = 101) / Cluster 2 (n = 101) Кластер 3 (n = 109) / Cluster 3 (n = 109)

row min                   row max

*Статистически значимые отличия от нормальной 
ткани языка (p <0,0005)  /  *Statistically significant 
differences from normal tongue tissue (p <0.0005)
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Рис. 4. Особенности экспрессии 23 генетических локусов в операционном материале в разных группах (кластерах) больных плоскоклеточным раком 
языка: а – статистически значимые различия относительно нормальной ткани; б – статистически значимые различия между кластерами
Fig. 4. Characteristics of expression of 23 genetic loci in operative material in different groups (clusters) of patients with squamous cell carcinoma of the tongue: 
а – statistically significant differences compared to normal tissue; б – statistically significant differences between the clusters
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соответственно (рис. 4, 5), а также экспрессия LAMC2, 
ISG15, MMP3, SPP1, KRT13 и SPRR3: в 1,5; 3,7; 2,3; 1,6; 
6,1 и 5,5 раза соответственно (рис. 4, 6), и генов KRT4, 
ANXA1, MT-ND6, CNFN, CRNN, TGM3, IL1RN и CLU: 
в 10,2; 3,0; 4,5; 2,7; 8,1; 5,8; 2,8 и 4,1 раза соответствен-
но (рис. 4, 7, 8).

Между кластерами 2 и 3 выявлено статистически 
значимое различие (p <0,001) экспрессии генов MMP1, 
MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, COL1A1, LAMC2, ISG15, 
MMP3, KRT13, SPRR3, KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, 
SLPI и TGM3: в 3,0; 4,3; 2,2; 4,0; 7,2; 2,7; 1,5; 1,6; 2,7; 
10,0; 6,6; 10,2; 3,2; 2,3; 3,9; 4,4 и 3,0 раза соответствен-
но (рис. 4, 5–8).

Между кластерами 1 и 3 статистически значимо 
(p  <0,001) различалась экспрессия генов MMP1, 
MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, ISG15, MMP3, ANXA1, 
MT-ND6, SLPI, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и  CLU: 
в 6,7; 7,4; 1,9; 8,7; 13,9; 5,8; 6,3; 9,5; 10,4; 4,4; 4,7; 4,2; 
1,9; 3,0 и 5,6 раза соответственно (см. рис. 4, 5–8).

Также проводили анализ обогащения по функцио
нальной принадлежности (GSEA). Целью GSEA явля-
ется получение списка наиболее важных сигнальных 
путей. Применение алгоритма сетевой интеграции 
с несколькими ассоциациями позволило установить 
взаимодействия между генами MMP1, MMP11, CA9, 
PTHLH, MMP9, COL1A1, LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, 

KRT13, SPRR3, KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, SLPI, 
CRNN, MAL, TGM3, CD24, IL1RN и CLU (рис. 9) и во-
влеченность этих генов в те или иные сигнальные пу-
ти (табл. 3, 4). Данный алгоритм предсказывает функ-
цию гена в составе сложной сети из множества генов, 
используя один из  методов машинного обучения, 
основанный на распределении меток гауссовых полей, 
и присваивает оценку каждому узлу-точке построенной 
сети, отражающую вычисленную силу связи [19].

Согласно данным, полученным с использованием 
алгоритма сетевой интеграции с несколькими ассоци-
ациями, исследуемые гены связаны друг с  другом 
на уровне со-экспрессии в 74 % случаев, на уровне со-
локализации – в 14 % случаев, остальные случаи при-
ходятся на  физические взаимодействия и  наличие 
общих белковых доменов.

Исследуемые гены с разным уровнем значимости 
вовлечены в различные сигнальные пути. Так, 18 генов 
включены в процессы развития кожи (Q

FDR
 = 6.0*10–18), 

17 генов – в процессы дифференцировки клеток эпи-
дермиса (Q

FDR
 = 9.0*10–17), 12 – в процессы ороговения 

(Q
FDR

 = 5.0*10–15), 13 – в процессы дифференцировки 
кератиноцитов (Q

FDR
 = 9.0*10–14), 6 – в метаболизм 

коллагена (Q
FDR

 = 0,00003), 3 – связаны с чувствитель-
ностью к ультрафиолетовому излучению в спектральном 
диапазоне А (УФ-A) (Q

FDR
 = 0,004), а 6 – участвуют 

Рис. 5. Дифференциальная экспрессия генетических локусов MMP1, MMP11, PTHLH, CA9, MMP9 и COL1A1 в разных группах (кластерах) боль-
ных плоскоклеточным раком языка
Fig. 5. Differential expression of MMP1, MMP11, PTHLH, CA9, MMP9 and COL1A1 genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell 
carcinoma of the tongue
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Рис. 6. Дифференциальная экспрессия генетических локусов LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, KRT13 и SPRR3 в разных группах (кластерах) больных 
плоскоклеточным раком языка
Fig. 6. Differential expression of LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, KRT13 and SPRR3 genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell 
carcinoma of the tongue

Рис. 7. Дифференциальная экспрессия генетических локусов KPT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, SLP1 и CRNN в разных группах (кластерах) больных 
плоскоклеточным раком языка
Fig. 7. Differential expression of KPT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, SLP1 and CRNN genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell 
carcinoma of the tongue
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в формировании внеклеточного матрикса (Q
FDR

 = 0,004). 
Подробная информация о взаимодействии генов и их 
вовлеченности в те или иные сигнальные пути пред-
ставлена в табл. 3 и 4.

Обсуждение
Выявленная при валидации данных биоинфор

мационного анализа дифференциальная экспрессия 
14 генов в опухолевой и нормальной тканях языка 
(MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, LAMC2, MMP3, 
ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU) 
приводит к изменению ключевых сигнальных каска-
дов, ответственных за  нормальное развитие кожи, 
дифференцировку клеток эпидермиса, метаболизм 
коллагена, чувствительность к ультрафиолетовому из-
лучению и активность металлопептидаз.

Развитие рака языка представляет собой сложный 
многоэтапный процесс, в ходе которого генетические 
события в путях передачи сигналов, управляющих 
нормальной клеточной физиологией, изменяются ко-
личественно или качественно.

В нормальных условиях клеточная биология эпителия 
языка жестко контролируется различными сигнальными 
путями, регулирующими деление, дифференцировку 
и старение клеток. Сигнальные пути кератиноцитов могут 
быть разнообразными и одновременно содержать одни 
и те же ключевые функциональные элементы [20].

Измененные метаболические пути являются дви-
жущей силой для раковых клеток, чтобы получить 

полезную энергию или уклониться от иммунного над-
зора. Это позволяет предположить, что такие измене-
ния можно использовать для разработки биомаркеров 
и терапевтических мишеней [21]. Действительно, на-
рушение регуляции отдельных или множественных 
метаболических путей изучалось в качестве диагно-
стических или  прогностических биомаркеров при 
нескольких видах рака человека. Сообщалось, что не-
сколько метаболических сигнатур на уровне транс-
крипции предсказывают выживаемость пациентов 
с гепатоцеллюлярной карциномой и раком яичников 
[22]. Тем не менее большинство исследований обычно 
фокусировались на прогностических признаках, осно-
ванных на генах, участвующих в одном метаболиче-
ском пути, в то время как другие метаболические ано-
малии при раке могли игнорироваться. Таким образом, 
интегративная сигнатура, основанная на множествен-
ных наборах генов, связанных с метаболизмом, может 
лучше отражать полные метаболические нарушения 
регуляции при  раке и  быть очень результативной 
в прогнозировании. Всесторонний анализ метаболи-
ческих путей при плоскоклеточном раке головы и шеи 
уже позволил создать ряд прогностических моделей 
и установить прогностические предикторы с высокой 
эффективностью [23]. Однако поскольку плоскокле-
точный рак головы и шеи представляет собой гете
рогенную группу эпителиальных злокачественных 
новообразований с  различными этиологическими 
факторами, онкогенными процессами и  методами 

Рис. 8. Дифференциальная экспрессия генетических локусов MAL, TGM3, CD24, IL1RN и GLU в разных группах (кластерах) больных плоскокле-
точным раком языка
Fig. 8. Differential expression of MAL, TGM3, CD24, IL1RN and GLU genetic loci in different groups (clusters) of patients with squamous cell carcinoma of the tongue
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2 g        1 g        3 g
Кластеры / Clusters

2 g        1 g        3 g
Кластеры / Clusters

2 g        1 g        3 g
Кластеры / Clusters

2 g        1 g        3 g
Кластеры / Clusters

2 g        1 g        3 g
Кластеры / Clusters

MAL                                                                                                            TGM3                                                                                                       CD24 

 IL1RN                                                                                                            GLU 
1,4
1,3 
1,2
1,1
1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
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Таблица 3. Информация о 42 генах, взаимодействие между которыми выявлено с помощью алгоритма сетевой интеграции с несколькими 
ассоциациями

Table 3. Information on interactions between 42 genes which were identified using network integration algorithm with several associations

Ген 
Gene

Значение оценки гена в сети 
Value of gene significance in the network

Функция / сигнальный путь 
Function / signaling pathway

MT-ND6 0,840  – 

KRT4 0,640
Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-

ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 
Epidermal cell differentiation, keratinocyte differentiation, skin development

MMP11 0,639

Метаболизм коллагена, организация внеклеточного матрикса, 
металлопептидазная активность 

Collagen metabolism, extracellular matrix organization, metallopeptidase 
activity

CD24 0,627  – 

CNFN 0,615  – 

IL1RN 0,608  – 

CLU 0,599  – 

SPRR3 0,597

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

PTHLH 0,589  – 

MMP1 0,587

Ответ клеток на ультрафиолетовое излучение (УФ), метаболизм 
коллагена, организация внеклеточного матрикса, активность 

металлопептидаз и серингидролазы 
Cell response to ultraviolet (UV) radiation, collagen metabolism, extracellular 

matrix organization, metallopeptidase and serin hydrolase activity

CRNN 0,580  – 

SPP1 0,579  – 

MMP3 0,573

Ответ клеток на УФ, метаболизм коллагена, организация 
внеклеточного матрикса, активность металлопептидаз 

и серингидролазы 
Cell response to UV radiation, collagen metabolism, extracellular matrix 

organization, metallopeptidase and serin hydrolase activity

MAL 0,565 Регуляция активности пептидазы 
Peptidase activity regulation

LAMC2 0,556  – 

COL1A1 0,555
Метаболизм коллагена, организация внеклеточного матрикса, 

развитие кожи 
Collagen metabolism, extracellular matrix organization, skin development

TGM3 0,540 Эпидермальная дифференцировка клеток, развитие кожи 
Epidermal cell differentiation, skin development

MMP9 0,537

Ответ клеток на УФ, метаболизм коллагена, организация внекле-
точного матрикса, активность металлопептидаз, подавление 

гидролазной активности, регуляция протеолиза 
Cell response to UV radiation, collagen metabolism, extracellular matrix 
organization, metallopeptidase activity, suppression of hydrolase activity, 

proteolysis regulation

ANXA1 0,535

Активность ингибиторов ферментов, дифференцировка клеток 
эпидермиса, негативная регуляция активности гидролаз, 

развитие кожи 
Activity of enzyme inhibitors, differentiation of epidermal cells, negative 

regulation of hydrolase activity, skin development
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Ген 
Gene

Значение оценки гена в сети 
Value of gene significance in the network

Функция / сигнальный путь 
Function / signaling pathway

ISG15 0,534  – 

CA9 0,529  – 

KRT13 0,527

Дифференцировка клеток эпидермиса, ороговение, дифференци-
ровка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

SLPI 0,519 Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы 
Activity of endopeptidase inhibitor / regulator

TGM1 0,020

Дифференцировка клеток эпидермиса, ороговение, дифференци-
ровка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

RHCG 0,017  – 

SERPINB13 0,017

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, дифферен-
цировка клеток эпидермиса, дифференцировка кератиноцитов, 

подавление гидролазной активности, регуляция протеолиза, 
развитие кожи 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, differentiation of epidermal cells, 
keratinocyte differentiation, suppression of hydrolase activity, proteolysis 

regulation, skin development

SPINK5 0,017

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, дифферен-
цировка клеток эпидермиса, дифференцировка кератиноцитов, 

подавление гидролазной активности, регуляция протеолиза, 
развитие кожи 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, differentiation of epidermal cells, 
keratinocyte differentiation, suppression of hydrolase activity, proteolysis 

regulation, skin development

CRCT1 0,016  – 

LY6D 0,016  – 

KRT6A 0,016

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

DSG3 0,015

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

SPRR1B 0,015

Эпидермальная дифференцировка клеток, ороговение, диффе-
ренцировка кератиноцитов, развитие кожи 

Epidermal cell differentiation, keratinization, keratinocyte differentiation, skin 
development

MMP10 0,015

Метаболизм коллагена, организация внеклеточного матрикса, 
активность металлопептидаз 

Collagen metabolism, extracellular matrix organization, metallopeptidase 
activity

SCEL 0,014 Дифференцировка клеток эпидермиса, развитие кожи 
Differentiation of epidermal cells, skin development

KRT6B 0,014

Дифференцировка клеток эпидермиса, дифференцировка 
кератиноцитов, развитие кожи 

Differentiation of epidermal cells, keratinocyte differentiation, skin 
development

Продолжение табл. 3

Continuation of table 3
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Окончание табл. 3

The end of table 3

Ген 
Gene

Значение оценки гена в сети 
Value of gene significance in the network

Функция / сигнальный путь 
Function / signaling pathway

CSTA 0,014

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, дифферен-
цировка клеток эпидермиса, дифференцировка кератиноцитов, 

подавление гидролазной активности, регуляция протеолиза, 
развитие кожи 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, differentiation of epidermal cells, 
keratinocyte differentiation, suppression of hydrolase activity, proteolysis 

regulation, skin development

IVL 0,014

Дифференцировка клеток эпидермиса, дифференцировка 
кератиноцитов, ответ на УФ, развитие кожи 

Differentiation of epidermal cells, keratinocyte differentiation, UV response, 
skin development

LYPD3 0,014  – 

TMPRSS11E 0,014 Активность серингидролазы 
Serin hydrolase ativity

CSTB 0,014

Активность ингибитора / регулятора эндопептидазы, подавление 
гидролазной активности, регуляция протеолиза 

Activity of endopeptidase inhibitor / regulator, suppression of hydrolase activity, 
proteolysis regulation

S100A7 0,014 Дифференцировка клеток эпидермиса, развитие кожи 
Differentiation of epidermal cells, skin development

SLURP1 0,014  – 

KLK13 0,013

Дифференцировка клеток эпидермиса, ороговение, 
дифференцировка кератиноцитов, активность серингидролазы, 

развитие кожи 
Differentiation of epidermal cells, keratinization, keratinocyte differentiation, 

sein hydrolase activity, skin development

лечения, то дальнейшие исследования в этом направ-
лении являются актуальными.

Стремительное развитие технологии полногеном-
ного секвенирования и  баз данных TCGA и  GEO 
позволило создать богатые ресурсы для разработки 
биомаркеров для  улучшения ранней диагностики, 
стратификации пациентов, персонализированного 
лечения и прогнозирования [24]. Так, в работе X. Wu 
и соавт. [25] была показана большая роль 5 метаболи-
ческих путей в развитии плоскоклеточного рака поло-
сти рта. Вызванная онкогенами активация роста клеток 
может быть связана с  повышенным поглощением 
и биосинтезом аминокислот. Фолаты способствуют 
одноуглеродному метаболизму, необходимому для 
биосинтеза пуринов и тимидилатов, а также усилива-
ют репликацию ДНК в опухолевых клетках. Авторы 
выделили 5 репрезентативных генов в этих сигнальных 
путях: DGKG (диацилглицеролкиназа гамма), CA9 (кар-
боангидраза 9), EXTL2 (экзостозин-подобная глико-
зилтрансфераза 2), PGAM1 (фосфоглицератмутаза 1), 
TYMS (тимидилатсинтаза). Показана их дифференци-
альная экспрессия в опухолевых и нормальных тканях, 
а также связь с выживаемостью пациентов.

В работе C. L. Estilo и соавт. [26] проанализирова-
ны профили экспрессии генов у 20 пациентов с пло-
скоклеточным раком полости рта. Среди 12 625 генов 
(ДНК-микрочипы Affymetrix) 77 имели статистически 
значимую разницу (p <0,05) между опухолями и их со-
ответствующими нормальными тканями: 60 генов бы-
ли гиперэкспрессированы, 17 – гипоэкспрессирова-
ны. Эти гены связаны с регуляцией пролиферации 
клеток, апоптоза, ангиогенеза, инвазии и метастази-
рования. Также показано участие этих генов в разви-
тии рака языка. Среди сверхэкспрессированных генов 
можно выделить MMP1 (самый высокий уровень по-
вышения экспрессии), MMP7 и MMP12. Матриксные 
металлопротеиназы (MMP) – семейство из 23 цинкза-
висимых внеклеточных эндопептидаз человека, уча-
ствующих в деградации внеклеточного матрикса и ба-
зальной мембраны во  время инвазии опухолевых 
клеток, – вовлечены в развитие ряда опухолей чело-
века, включая плоскоклеточный рак головы и шеи. 
Неудивительно, что повышенная экспрессия MMP1, 
MMP7 и MMP12 связана со злокачественным прогрес-
сированием, а также с плохим исходом при плоско-
клеточном раке языка [27, 28]. В нашем исследовании 
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Таблица 4. Ключевые сигнальные пути и вовлеченность в них исследованных генов и других генов в геноме человека (использован алгоритм сете-
вой интеграции с несколькими ассоциациями)

Table 4. Key signaling pathways and involvement of the studied and other genes of the human genome in them (network integration algorithm with several 
associations)

Сигнальный путь 
Signaling pathway

Q
FDR

Гены в сети 
Genes in the network

Гены в геноме 
Genes in the genome

Развитие кожи 
Skin development

0,000000000000000006 18 292

Дифференцировка клеток эпидермиса 
Epidermis cell differentiation

0,00000000000000009 17 283

Ороговение 
Keratinization

0,00000000000005 12 111

Дифференцировка кератиноцитов 
Keratinocyte differentiation

0,000000000009 13 234

Метаболизм коллагена 
Collagen metabolism

0,00003 6 67

Чувствительность к ультрафиолетовому излучению 
Sensitivity to ultraviolet radiation

0,004 3 11

Формирование внеклеточного матрикса 
Extracellular matrix formation

0,004 6 164

Регуляция активности пептидаз 
Peptidase activity regulation

0,004 6 170

Активность ингибитора эндопептидазы 
Endopeptidase inhibitor activity

0,011 5 115

Активность ингибитора пептидазы 
Peptidase inhibitor activity

0,019 5 135

Активность металлопептидаз 
Metallopeptidase activity

0,019 5 131

Активность серингидролазы 
Serin hydrolase activity

0,019 5 136

Активность регулятора эндопептидазы 
Endopeptidase regulator activity

0,020 5 141

Подавление гидролазной активности 
Suppression of hydrolase activity

0,037 6 272

Ингибирование активности ферментов 
Enzyme activity inhibition

0,041 6 281

Чувствительность к ультрафиолетовому излучению 
Sensitivity to ultraviolet radiation

0,074 7 96

Подавление протеолиза 
Proteolysis suppression

0,076 5 196

также была обнаружена гиперэкспрессия генов, коди-
рующих белки из семейства металлопротеиназ (MMP1, 
MMP3, MMP9, MMP11).

В работе C. L. Estilo и соавт. [26] было показано, 
что гены, участвующие в развитии и дифференциров-
ке эпителия, такие как цитокератины KRT16 и KRT17, 
сверхэкспрессированы. Кроме того, гены, которые 
играют большую роль в ангиогенезе, такие как HIF-1α, 
кодирующий индуцируемый гипоксией фактор, и ECGF1, 
кодирующий фактор роста эндотелиальных клеток 

тромбоцитов, также были гиперэкспрессированы. При 
этом было обнаружено, что несколько транскриптов 
генов значительно снижены или отсутствуют в опухо-
ли по сравнению с соответствующими нормальными 
тканями (CO-029, ZAKI-4, hSBP).

В работе H. Zhang и соавт. [29] был проведен био-
информационный анализ базы данных GEO и в 31 образ-
це плоскоклеточного рака языка и 26 соответствующих 
образцах нормальной слизистой оболочки выявлены 
1752 дифференциально экспрессирующихся гена, 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
2

3

73ТОМ 9 / VOL. 9 	 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Рис. 9. Взаимодействия между генами и общие сигнальные каскады, выявленные с использованием алгоритма сетевой интеграции с несколькими 
ассоциациями
Fig. 9. Interactions between the genes and common signaling cascades identified using network integration algorithm with several associations

Кодируемые в ядре гены / Genes in the nucleus Кодируемые 
в митохондриях 
гены / Genes in 

the mitochondria

  �Со-экспрессия 73,95  % /  
Co-expression 73.95  %

  �Совместная локализация 14,38  % /  
Joint localization 14.38  %

  �Физические взаимодействия 6,73  % / 
Physical interactions 6.73  %

  �Общие белковые домены 2,67  % / 
Common protein domains 2.67  %

  �Предсказанные взаимодействия 2,26  % / 
Predicted interactions 2.26  %

  �Дифференцировка эпидермальных клеток / Differentiation of epidermal cells

  �Организация внеклеточного матрикса / Extracellular matrix organization

  �Регуляторная активность эндопептидазы / Endopeptidase regulatory activity

  �Активность серингидролазы / Serin hydrolase activity

  �Активность металлопептидазы / Metallopeptidase activity

  �Негативная регуляция гидролазной активности / Negative regulation of hydrolase activity

  �Негативная регуляция протеолиза / Negative regulation of proteolysis
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из которых 1050 гиперэкспрессированных и 702 гипо-
экспрессированных. Эти гены в основном были задей-
ствованы в регуляции клеточной пролиферации, адге-
зии и  апоптоза. Также авторы идентифицировали 
ключевые гены-концентраторы RAC1, APP, EGFR, 
KNG1, AGT и HRAS.

Результаты выполненного нами биоинформаци-
онного анализа с использованием GEPIA несколько 
отличаются от данных H. Zhang и соавт. [29]. Мы вы-
явили 2077 дифференциально экспрессирующихся 
генов, из которых 1488 генов увеличивали экспрессию 
и 589 – снижали ее при плоскоклеточном раке языка 
относительно нормальной ткани.

К тому же в нашем исследовании выявлены 3 мо-
лекулярных кластера в образцах рака языка. Прове-
денный гистологический анализ позволил сопоставить 
эти кластеры и гистологические подтипы плоскокле-
точного рака языка. Так, кластер 1 соответствовал ба-

залоидному подтипу рака языка и характеризовался 
повышенной экспрессией генов MMP1, CA9, PTHLH 
и ISG15 и сниженной экспрессией генов ANXA1, MT-ND6 
и MAL относительно нормальной ткани.

Ген MMP1 (CLGN, CLG, matrix metallopeptidase 1) 
кодирует интерстициальную коллагеназу, также из-
вестную как коллагеназа фибробластов, или матрикс-
ная металлопротеиназа 1. Этот фермент при нормаль-
ных физиологических процессах (эмбриональное 
развитие, размножение и ремоделирование тканей) 
участвует в  разрушении внеклеточного матрикса, 
а также играет большую роль в процессах развития 
артрита и метастазировании [30].

Ген CA9 кодирует фермент карбоангидразу IX, которая 
катализируют обратимую гидратацию углекислого газа, 
участвуя во множестве биологических процессов, включая 
дыхание, кальцификацию, кислотно-щелочное равнове-
сие, резорбцию костей и образование спинномозговой 
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Таблица 5. Схожесть паттернов дифференциально экспрессирующихся генетических локусов в различных подтипах рака языка

Table 5. Similarity between the patterns of differentially expressed genetic loci in different subtypes of tongue cancer

Ген 
Gene

Количество групп 
Number of groups

Группа, в которой обнаружена дифференциальная экспрессия 
Group in which differential expression is found

MAL 3 Обычный, акантолитический, базалоидный подтипы 
Common, acantholytic, basaloid subtypes

MMP1 3 Обычный, акантолитический, базалоидный подтипы 
Common, acantholytic, basaloid subtypes

ANXA1 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

CA9 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

CLU 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

CRNN 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

IL1RN 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MMP11 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MMP3 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MMP9 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

MT-ND6 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

PTHLH 2 Акантолитический, базалоидный подтипы 
Acantholytic, basaloid subtypes

TGM3 2 Обычный, акантолитический подтипы 
Common, acantholytic subtypes

жидкости, слюны и желудочного сока. CA9 сверхэкс-
прессируется при многих типах рака, включая светло-
клеточную почечно-клеточную карциному, карциному 
шейки матки, молочной железы и легких, где она спо-
собствует росту опухоли, усиливая опухолевый ацидоз 
[31, 32].

Экспрессия белка карбоангидразы IX (CA IX) 
в первую очередь регулируется на уровне транскрип-
ции [33]. Промоторная область гена CA9 содержит 
HRE (элемент, реагирующий на гипоксию), где может 
связываться HIF-1, что позволяет при гипоксических 
условиях увеличивать количество белка CA IX. Экс-
прессия этого белка также может посттрансляционно 
регулироваться металлопротеиназами, которые вызы-
вают потерю эктодомена фермента [34]. Кроме того, 
исследования, изучающие связь между уровнями кар-
боангидразы IX и различными клинико-патологиче-
скими исходами, предполагают, что экспрессия белка 
CA IX также может быть ценным прогностическим 
показателем общей выживаемости [35]. Карбоан

гидраза IX играет важную роль в подкислении вне-
клеточного пространства в опухолевой ткани, по-
скольку обладает очень высокой каталитической 
активностью с самой высокой скоростью переноса 
протонов среди известных карбоангидраз [36]. Фер-
мент превращает углекислый газ вне опухоли в би-
карбонат и протоны, способствуя внеклеточному 
ацидозу, стимулируя рост опухоли и регулируя рН 
цитозоля [37]. Из-за низкой экспрессии в нормаль-
ных тканях и сверхэкспрессии во многих опухоле-
вых тканях белок CA IX стал желаемой мишенью 
для лекарственных средств. Для его ингибирования 
используется антитело гирентуксимаб, а также ряд 
небольших молекул (неорганические анионы, суль-
фаниламиды, фенолы и кумарины) [38].

Ген PTHLH кодирует белок, родственный парати-
реоидному гормону и секретируемый мезенхимальными 
стволовыми клетками. Этот белок также секретирует-
ся раковыми клетками (рак молочной железы, плоско-
клеточный рак легких). PTHLH является причиной 
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большинства случаев гуморальной гиперкальциемии 
при злокачественных новообразованиях [39].

Ген ISG15 (интерферон-стимулируемый ген 15) 
кодирует секретируемый белок размером 17 кДа. ISG15 
индуцируется интерфероном 1‑го типа (IFN-I) и вы-
полняет множество функций, действуя как внеклеточ-
ный цитокин и модификатор внутриклеточного белка. 
Функции ISG15 разнообразны и различны у разных 
видов, но обязательно включают активацию продук-
ции γ-интерферона (интерферона 2‑го типа, IFN-II) 
в  лимфоцитах, убиквитин-подобную конъюгацию 
с вновь синтезированными белками и негативную ре-
гуляцию ответа IFN-I. Также показано, что ISG15 яв-
ляется критическим фактором микроокружения для 
стволовых клеток рака поджелудочной железы [40].

Ген ANXA1 кодирует белок аннексин A1, также из-
вестный как липокортин-1. Аннексин А1 принадлежит 
к аннексиновому семейству Са2+-зависимых фосфо-
липидсвязывающих белков, которые преимущественно 
расположены на цитозольной поверхности плазмати-
ческой мембраны. Этот белок обладает ингибирующей 
активностью в отношении фосфолипазы А2. Посколь-
ку она необходима для биосинтеза мощных медиато-
ров воспаления, простагландинов и лейкотриенов, 
аннексин А1 может обладать потенциальной противо-
воспалительной активностью. Данный белок представ-
ляет интерес в качестве потенциального противорако-
вого препарата. При индукции модифицированными 
нестероидными противовоспалительными препарата-
ми и другими сильнодействующими противовоспали-
тельными препаратами аннексин А1 ингибирует путь 
передачи сигнала NF-κB (нуклеарного фактора κB), 
который используется опухолевыми клетками для про-
лиферации и предотвращения апоптоза [41].

Ген MAL кодирует высокогидрофобный интеграль-
ный мембранный белок, принадлежащий к семейству 
протеолипидов. Этот белок локализован в эндоплаз-
матическом ретикулуме Т-клеток, является канди
датом на роль линкерного белка в передаче сигнала 
Т-клетками и играет большую роль в формировании, 
стабилизации и поддержании обогащенных глико
сфинголипидами мембранных микродоменов [42].

Ген MT-ND6 является частью митохондриального 
генома и кодирует белок цепи переноса электронов 
НАДН-убихиноноксидоредуктазу 6 (ND6). Белок ND6 
является субъединицей НАДН-дегидрогеназы (убихи-
нона), расположенной во внутренней мембране мито-
хондрий и являющейся самым большим из 5 комплек-
сов электрон-транспортной цепи [43].

Анализ, проведенный N. Li и соавт. (2018), показал, 
что митохондриальные респираторные гены обычно 
экспрессируются на более низких уровнях в опухоле-
вых тканях по сравнению с соответствующими нор-
мальными тканями. А экспрессия митохондриально 
кодируемой НАДН-дегидрогеназы 5 или 6 связана 
с прогрессированием опухоли при плоскоклеточном 
раке. Пациенты были разделены на  3 подгруппы 

(кластера) на основе профиля экспрессии 13 генов, 
кодирующих митохондриальные белки, при  этом 
у больных кластера 3 наблюдались более низкие пока-
затели выживаемости по сравнению с больными клас
тера 1. В ходе дальнейшего анализа экспрессии ядерных 
генов, проведенного N. Li и соавт. (2018), в 3 кластерах 
было выявлено обогащение нескольких связанных 
с  раком сигнальных путей в  кластере 3, особенно 
апоптотического сигнального пути, что  указывает 
на потенциальную связь между сниженной экспрес-
сией генов митохондриальной ДНК и повышенной 
агрессивностью опухоли [44].

Кластер 2 (в нашем исследовании) соответствовал 
акантолитическому подтипу рака языка и характери-
зовался повышенной экспрессией генов MMP1, 
MMP11, CA9, PTHLH, MMP9, COL1A1, LAMC2, MMP3 
и SPP1 и сниженной экспрессией генов KRT13, SPRR3, 
KRT4, ANXA1, MT-ND6, CNFN, CRNN, MAL, TGM3, 
IL1RN и CLU относительно нормальной ткани. Часть 
выявленных дифференциально экспрессирующихся 
генов в кластере 2 совпадала с таковыми в кластере 1: 
MMP1, CA9, PTHLH (гиперэкспрессия) и ANXA1, MT-ND6, 
MAL (гипоэкспрессия). Различия в перечне дифферен-
циально экспрессирующихся генов (MMP11, MMP9, 
COL1A1, LAMC2, ISG15, MMP3, SPP1, KRT13, SPRR3 
и др.) в 2 группах пациентов, очевидно, обеспечивают 
различия в гистологии и течении акантолитического 
и базалоидного подтипов рака языка.

В частности, в работе Y. Moon и соавт. (2015) с ис-
пользованием полногеномного транскрипционного 
анализа была обнаружена значительная активация 
в метастатических клетках гена LAMC2 (ламинина γ-2), 
кодирующего белок базальной мембраны эпителия. 
Повышенный уровень экспрессии LAMC2 увеличивал 
миграцию и инвазию опухолевых клеток, что сопро-
вождалось индукцией эпителиально-мезенхимально-
го перехода [45].

Еще одним интересным геном, гиперэкспресси-
руемым при акантолитическом подтипе рака языка, 
является SPP1. Данный генетический локус кодирует 
белок остеопонтин (OPN). Было показано, что OPN 
стимулирует образование интерлейкина 17 [46]. Остео
понтин сверхэкспрессируется при различных видах 
рака, включая рак легкого, молочной железы, коло-
ректальный рак, рак желудка, яичников, меланому 
и мезотелиому плевры [47]. Этот белок участвует в раз-
витии аденокарциномы поджелудочной железы, свя-
зывается с CD44 и интегринами, запуская ингибиро-
вание системы комплемента. Остеопонтин также 
стимулирует метастазирование, вызывая высвобожде-
ние фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) и ММР. 
Этот процесс стимулируется никотином, который 
является одним из предполагаемых факторов повы
шения риска развития рака [48]. В настоящее время 
разрабатываются антитела против OPN (в том числе 
hu1A12), которые ингибируют метастазирование в ис-
следованиях in vivo, а  также при  гибридизации 
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Рис. 10. Сравнение дифференциально экспрессирующихся генетических 
локусов в различных подтипах рака языка. Диаграмма Венна
Fig. 10. Comparison of differentially expressed genetic loci in different sub
types of tongue cancer. Venn diagram

с антителом против VEGF бевацизумабом [49]. Пре-
парат моноклонального антитела против OPN AOM1 
(Anti-Osteopontin Monoclonal antibody), разработан-
ный Pfizer, Inc., демонстрирует перспективность в пре-
дотвращении прогрессирования крупных метастати-
ческих опухолей [50].

Кластер 3 (в нашем исследовании) соответствовал 
обычному типу плоскоклеточного рака языка и харак-
теризовался повышенной экспрессией генов MMP1, 
MMP11, MMP9, MMP3, SLPI и сниженной экспресси-
ей генов CRNN, MAL, TGM3, IL1RN и CLU. По коли-
честву дифференциально экспрессирующихся генов 
этот подтип (10 генов) занимает промежуточное место 
между базалоидным (7 генов) и  акантолитическим 
(20 генов) подтипами. При этом направления измене-
ния экспрессии 2 генетических локусов (MMP1 и MAL) 
совпадают во всех 3 группах (рис. 10; табл. 5).

Интересной особенностью обычного гистологи-
ческого подтипа плоскоклеточного рака языка явля-
ется повышенная экспрессия гена SLPI, кодирующе-
го антилейкопротеиназу (ингибитор секреторной 
лейкоцитарной протеазы). Этот белок содержится 
в больших количествах в слизистой оболочке бронхов, 
шейки матки, носа и слюне [51]. В обычных физиоло-
гических условиях SLPI ингибирует эластазу лейкоци-

тов человека, которая секретируется во время воспа-
ления и разрушает бактерии и ткани хозяина [52].

Повышенная экспрессия SLPI была обнаружена 
в различных типах опухолей, и было высказано пред-
положение, что она увеличивает их метастатический 
потенциал. Было продемонстрировано, что экспрес-
сия белка SLPI в метастазах колоректального рака 
в печени и в соответствующих первичных опухолях 
связана с худшим исходом. Однако роль SLPI до обра-
зования отдаленных метастазов, возможно, иная. Так, 
при колоректальном раке III стадии экспрессия SLPI 
может быть неблагоприятной для опухолей [53].

Таким образом, проведенное исследование позво-
лило установить как общие для всех подтипов плоско-
клеточного рака языка паттерны экспрессии генов, так 
и уникальные транскрипционные особенности каж-
дого гистологического подтипа. Эти особенности мо-
гут обеспечивать различные клиническое течение 
и ответ на терапию этих заболеваний.

Канцерогенез представляет собой сложный био-
логический процесс, в котором некоторые генетиче-
ские или эпигенетические события изменяют регуля-
цию сигнальных путей пролиферации, апоптоза, 
обеспечивая репликативное бессмертие, способствуя 
нестабильности генома, перепрограммируя энергети-
ческий метаболизм, индуцируя ангиогенез, активируя 
способность к инвазии и избеганию иммунного над-
зора [54]. Злокачественная трансформация тканей 
языка также является кумулятивным результатом дис-
функции этих критических биологических реакций 
на стимулы эндогенных или экзогенных канцероге-
нов. Всестороннее понимание этих молекулярных 
особенностей плоскоклеточного рака языка не только 
дает информацию о поведении опухоли, но и позво-
ляет предположить потенциальные мишени для тера-
пии.

Заключение
Таким образом, проведенное исследование позво-

лило выявить ряд молекулярных маркеров плоскокле-
точного рака языка (MMP1, MMP11, CA9, PTHLH, 
MMP9, LAMC2, MMP3, ANXA1, MT-ND6, CRNN, MAL, 
TGM3, IL1RN и CLU), а также транскрипционные осо-
бенности различных гистологических подтипов дан-
ной патологии (обычного, базалоидного и акантоли-
тического).

Обычный подтип / Common subtype Акантолитический подтип / 
Acantholytic subtype

Уникальные 
для подгруппы 

локусы / Loci unique 
for the subgroup

Базалоидный подтип / Basaloid subtype

COL1A1
LAMC2

SPP1
KRT13
SPRR3
KRT4
CNFN

ISG15

SLP1
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