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МикроРНК И ГЕНЫ-МИШЕНИ КАК РЕГУЛЯТОРЫ 
ИММУННЫХ СИГНАЛЬНЫХ МЕХАНИЗМОВ РАКА  
ТОЛСТОЙ КИШКИ
Кит О.И., Гвалдин Д.Ю., Петрусенко Н.А., Тимошкина Н.Н., 
Савченко Д.А., Новикова И.А.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Колоректальный рак (КРР) относится к числу наиболее распространенных онкозаболе-
ваний в мире, сопряженных с высоким уровнем смертности. В последнее время получили развитие 
имуннотерапевтические подходы лечения КРР, которые позволили добиться длительной и стойкой 
ремиссии у определенной группы больных. Успех иммунотерапии зависит от иммунных процессов, 
сопряженных с онкогенезом в толстой кишке. Ключевую роль в модуляции иммунного окружения 
опухоли играет активность генов, регулирующих дифференцировку и функции иммунных клеток, 
а также пул микроРНК, осуществляющих посттранскрипционный контроль экспрессии генов-ми-
шеней. В связи с этим целью нашей работы являлось исследование экспрессионных профилей им-
мунно-ассоциированных генов и микроРНК для определения иммунных сигнальных механизмов 
рака толстой кишки и поиска потенциальных терапевтических мишеней. В исследование вошли 
18 человек (12 женщин, 6 мужчин, медиана возраста – 66 лет) с диагнозом «ЗНО толстой кишки», 
проходивших лечение на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» в 2018-2019 гг. Все опухоли имели статус 
микросателлитной нестабильности. Транскрипционные профили микроРНК и генов иммунного от-
вета были определены методом секвенирования следующего поколения. По результатам исследова-
ния, количество дифференциально экспрессирующихся в опухоли микроРНК составило 28, из них 
15 микроРНК с повышенной экспрессией и 13 микроРНК с пониженной экспрессией. Из 395 иссле-
дованных генов дифференциально экспрессирующимися были 156, среди которых 62 гена обладали 
повышенной экспрессией и 94 – пониженной. Идентификация клеточных популяций на основании 
транскрипционного паттерна опухолей выявила присутствие 4 типов иммунных клеток: нейтрофи-
лы, B-лимфоциты, CD8+Т-лимфоциты и макрофаги М1. Нейтрофилы оказались наиболее распро-
страненным типом клеток (16 из 18 образцов). Поэтапный анализ наличия возможных связей между 
транскрипционными паттернами позволил отобрать 713 пар микроРНК-мРНК. После фильтрации 
по валидированным взаимодействиям количество пар составило 24, на основании чего была скон-
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струирована сеть взаимодействий микроРНК-мРНК, которая участвовала в регуляции множества 
иммунных сигнальных механизмов и контроля клеточного цикла. В большинстве выделенных сиг-
налингах присутствовал CDK1, для которого известны доступные терапевтические ингибиторы, на-
ходящиеся на разных этапах клинических испытаний. Описанные в работе возможности воздействия 
на CDK1 могут послужить заделом для дальнейших клинических исследований и разработке терапев-
тических стратегий, основанных на молекулярно-селективном подавлении иммунных механизмов 
онкогенеза колоректального рака.

Ключевые слова: транскриптом, микроРНК, иммунное микроокружение, колоректальный рак, NGS, CDK1, таргетная 
терапия

MicroRNAs AND TARGET GENES AS REGULATORS OF COLON 
CANCER IMMUNE SIGNALING 
Kit O.I., Gvaldin D.Yu., Petrusenko N.A., Timoshkina N.N., 
Savchenko D.A., Novikova I.A. 
National Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Colorectal cancer (CRC) is among the most common oncological diseases in the world, associated 
with a high mortality rate. Recently, immunotherapeutic approaches to the treatment of CRC have been 
developed, which have enabled achievement of long-term and stable remission in a certain group of patients. 
The success of immunotherapy depends on the immune processes associated with oncogenesis in the colon. 
The key role in modulating immune environment of the tumor is played by the activity of genes regulating 
differentiation and functions of immune cells, as well as by a variety of microRNAs that perform post-
transcriptional expression control of target genes. In this regard, the aim of our work was to study the expression 
profiles of immune-associated genes and microRNAs to determine the immune signaling mechanisms of 
colon cancer and search for potential therapeutic targets. The study included 18 persons (12 women, 6 men, 
median age – 66 years) diagnosed with colon cancer, having been treated at the National Medical Research 
Center of Oncology in 2018-2019. All tumors had microsatellite instability status. The transcription profiles 
of microRNAs and immune response genes were determined by next-generation sequencing. The study has 
revealed 28 differentially expressed microRNAs in the tumor tissues, including 15 microRNAs with increased 
expression and 13 microRNAs with decreased expression. Of the 395 genes examined, 156 were differentially 
expressed, including 62 genes with increased expression and 94 genes with decreased activity. Identification 
of cell populations based on the transcriptional pattern of tumors has discerned four types of immune cells: 
neutrophils, B lymphocytes, CD8+T lymphocytes, and M1 macrophages. Neutrophils were the most common 
cell type (16 of 18 samples). A stepwise analysis of possible relationships between transcriptional patterns 
allowed us to select 713 miRNA-mRNA pairs. After filtering by validated interactions, 24 such pairs were 
found. On this basis, a miRNA-mRNA interaction network was constructed, which could be involved into 
the regulation of multiple immune signaling mechanisms and cell cycle control. Most of the revealed signaling 
pathways contained CDK1, for which therapeutic inhibitors are known, being at different stages of clinical 
trials. The possibilities of influencing CDK1 described in the present work may be used for further clinical 
studies and development of therapeutic strategies employing selective molecular suppression of immune-
mediated carcinogenesis in colorectal cancer.

Keywords: transcriptome, microRNA, immune microenvironment, colorectal cancer, NGS, CDK1, targeted therapy

Введение
На сегодняшний день колоректальный рак 

(КРР) удерживает лидирующие позиции среди 
злокачественных нозоологий по распространен-

ности (2-е место) и числу летальных исходов (3-е 
место) в мире [32]. Тенденция роста заболевае-
мости КРР актуальна и для России. По данным 
за 2020 г., темп прироста рака ободочной кишки 
составил 2,62%, рака прямой кишки, ректосиг-
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моидного соединения, ануса – 1,62% [2]. Ос-
новные схемы лечения КРР включают хирурги-
ческое вмешательство в сочетании с химио- и/
или радиотерапией. В последнее время полу-
чили развитие имуннотерапевтические подхо-
ды, которые позволили добиться длительной и 
стойкой ремиссии у больных КРР с определен-
ной молекулярно-генетической классифика-
цией [1,  44]. В первую очередь, успех иммуно-
терапии зависит от микроокружения опухоли 
и иммунных процессов, модифицированных в 
ходе онкогенеза КРР. Современные методы сек-
венирования следующего поколения открывают 
широкие перспективы для изучения экспресси-
онных профилей микроРНК и соответствующих 
генов-мишеней не только опухолевых клеток, 
но и иммунных клеток, стромальных клеток и 
других внеклеточных компонентов. Изучение 
данных экспрессионных изменений представля-
ется ключом к пониманию иммунных сигналь-
ных механизмов КРР и необходимым этапом для 
дальнейшего совершенствования иммунотера-
певтических подходов. 

Целью нашей работы являлось исследование 
экспрессионных профилей иммунно-ассоции-
рованных генов и микроРНК для определения 
иммунных сигнальных механизмов рака толстой 
кишки и поиска потенциальных терапевтических 
мишеней.

Материалы и методы
В исследование вошло 18 человек (медиана 

возраста – 66 лет) с диагнозом КРР, проходив-
ших лечение на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
в 2018-2019 (табл. 1). Материалом послужили 24 
образца тотальной РНК: 18 образцов экстрагиро-
ваны из первичной опухоли, 6 – из нормальной 
ткани. Выделение тотальной РНК проводили 
по протоколу изготовителя Trizol (Thermo Fisher 
Scientific, США). Исследуемые образцы были под-
вергнуты секвенированию следующего поколения 
с использованием наборов AmpliSeq for Illumina 
Immune Response Panel (Illumina, США) и TruSeq 
Small RNA Library Preparation Kits (Illumina, США) 
в соответствии с протоколом производителя. 

Для анализа дифференциальной экспрессии 
генов и микроРНК в опухолевой ткани исполь-
зовали пакет DESeq2 программной вычислитель-
ной среды R 4.3.2 [23]. Для последующих ана-
литических этапов отбирали дифференциально 
экспрессирующиеся гены и микроРНК, удов-
летворяющие условиям: |log2FC| > 1 и p < 0,05. 
Определение типов иммуных клеток осущест-
вляли с использованием пакета quantiseqr. В ос-

нове данного пакета лежит модель-классифи-
катор, которая на основании экспрессионных 
изменений генов, специфичных для каждого из 
10 иммунных типов клеток (сигнатура TIL10), 
определяет, к какому типу относятся иммунные 
клетки, входящие в состав исследуемого образ-
ца [24]. Определяли наличие возможных связей 
микроРНК-мРНК с помощью пакета miRLAB 
и таких статистических методов и методов ма-
шинного обучения, как тест ранговой корреля-
ции Спирмена, причинно-следственный анализ 
(causal inference), регрессион ный анализ lasso 
и elastic-net [21]. В финальную сеть взаимодей-
ствий отбирали пары микроРНК-мРНК с по-
мощью пакета multiMiR и баз данных miRecords, 
miRTarBase и TarBase [30]. Для конструирования 
сети взаимодействий микроРНК-мРНК при-
меняли Cytoscape [34]. Анализ обогащения по 
функциональной принадлежности проводили с 
использованием пакета pathfindR и баз данных 
KEGG, Reactome и BioCarta [40]. Поиск мише-
ней для таргетной терапии основывался на веб-
ресурсе canSAR и данных о доступности белковых 
молекул для потенциальных терапевтических ли-
гандов [7]. Сеть взаимодействий белка-мишени с 
другими белками и терапевтическими лигандами 
конструировали при помощи STITCH [20].

Результаты
Все опухоли имели статус микросателлит-

ной нестабильности высокой (MSI-H) или низ-
кой (MSI-L) степени, 2 опухоли имели мутации 
V600E в гене BRAF, 4 опухоли мутации во втором 
экзоне гена KRAS, в гене NRAS мутаций не обна-
ружено (табл. 1).

В ходе исследования обнаружено 28 диффе-
ренциально экспрессирующихся микроРНК 
(|log2FC| > 1; p < 0,05): 15 микроРНК с повышен-
ной экспрессией и 13 микроРНК с пониженной 
экспрессией (рис. 1А). Количество дифферен-
циально экспрессирующихся генов (ДЭГ) соста-
вило 156 (|log2FC| > 1; p < 0,05), среди которых 
62 гена обладали повышенной экспрессией и 94 
гена – пониженной (рис. 1Б).

Идентификация клеточных популяций, 
вносивших вклад в изменения экспрессии ми-
кроРНК и генов, выявила преимущественно 4 
типа иммунных клеток (рис.  2): B-лимфоциты, 
нейтрофилы, CD8+Т-лимфоциты и макрофа-
ги М1. Нейтрофилы оказались наиболее рас-
пространенным типом клеток и единственной 
иммунной клеточной популяцией для 10 из 
18 опухолевых образцов. Примечательно, что 
В-лимфоциты превалировали в паре образцов 4С 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ
TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS

Параметры
Parameters

Частота, абс. (%)
Frequency, abs. (%)

Возраст 
Age

< 40 1 (5,6%)

40-60 4 (22,2%)

> 60 13 (72,2%)

Медиана, лет
Median, years 66

Пол
Gender
Мужчины
Men 5 (27,8%)

Женщины
Women 13 (72,2%)

Стадия заболевания
Stage of the disease

II 5 (27,8%)

III 12 (66,7%)

IV 1 (5,6%)

Локализация КРР
Localization of CRC
Левосторонняя (С18.0, С18.2, С18.3)
Left-handed (C18.0, C18.2, C18.3) 8 (44,4%)

Правосторонняя (С18.5, С18.6, С18.7, С19)
Right-hand (C18.5, C18.6, C18.7, C19) 10 (55,6%)

Молекулярно-генетические исследования
Molecular genetic research

mutKRAS 4 (22,2%)

mutNRAS 0

mutBRAF 2 (11,1%)

MSI 18 (100%)

MSI-H 12 (66,7%)

MSI-L 6 (33,3%)

и 84С, а образцы 35С и 52С имели сходные рас-
пределение CD8+Т-лимфоциты и нейтрофилов.

Поэтапный анализ наличия возможных 
микроРНК-мРНК связей позволил отобрать 713 
пар, в том числе 114 пар микроРНК-мРНК было 
идентифицировано с помощью корреляционного 
анализа, 482 пары – с помощью causal inference, 
19 пар – по результатам регрессионного анали-
за elastic-net, 98 пар – по результатам регресси-
онного анализа lasso. При фильтрации по вали-
дированным взаимодействиям количество пар 
сократилось до 24. На их основании была скон-

струирована сеть взаимодействий микроРНК-
мРНК (рис.  3).

Обнаруженные пары микроРНК-мРНК были 
использованы для установления их связи с сиг-
нальными механизмами, описанными в базах 
данных KEGG (рис.  4А), BioCarta (рис.  4Б), 
Reactome (рис.  4В). Особенно стоит отметить 
дифференциально экспрессирующиеся гены 
CXCL1, CXCL10, MAD2L1, MYC, PSMB9 и CDK1, 
которые оказались задействованы практически 
во всех выше упоминавшихся сигнальных меха-
низмах. 
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Рисунок 1. График рассеивания дифференциально экспрессирующихся (А) микроРНК и (Б) генов
Примечание. Серым цветом выделены микроРНК и гены со статистически не значимыми изменениями экспрессии (|Log2FC| ≤ 1 
и р ≥ 0,05); зеленым цветом выделены микроРНК и гены, изменения экспрессии которых удовлетворяет условию |Log2FC| > 1, 
синим цветом выделены микроРНК и гены, изменения экспрессии которых удовлетворяет условию p < 0,05; красным цветом 
выделены микроРНК и гены, изменения экспрессии которых удовлетворяет обоим условиям |Log2FC| > 1 и p < 0,05. 
Figure 1. Scatter plot of differentially expressed (A) microRNAs and (B) genes
Note. MicroRNAs and genes with statistically insignificant expression changes (|Log2FC| ≤ 1 and p ≥ 0.05) are highlighted in gray; microRNAs and 
genes whose expression changes satisfy the condition |Log2FC| > 1 are highlighted in green; microRNAs and genes whose expression changes 
satisfy the condition p < 0.05 are highlighted in blue; microRNAs and genes whose expression changes satisfy both conditions |Log2FC| > 1 and 
p < 0.05 are highlighted in red.
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Обсуждение
Стремительно накапливающиеся данные сви-

детельствуют о том, что иммунное микроокруже-
ние играет ключевую роль в развитии и опухоле-
вом росте, метастазировании, прогрессировании 
колоректального рака и формировании химио-
резистентности [12]. Микроокружение опухо-
ли обладает сложной гетерогенной структурой, 
представленной, помимо опухолевых клеток, 
различными типами иммунных клеток, стро-
мальными клетками, адипоцитами, фибробла-
стами и внеклеточным матриксом [27]. Клеточ-
ный состав иммунного окружения тесно связан с 
молекулярным подтипом КРР. Так, подтип КРР с 
MSI-статусом характеризуется высоким уровнем 
цитотоксических лимфоцитов (CD8+Т-клетки) и 
макрофагов [38]. На молекулярно-генетическом 
уровне изменения, характерные для иммунного 
профиля опухоли, могут существенно варьиро-
вать внутри одного молекулярного подтипа. Ра-
нее Kim J.H. и соавт. сообщали о мутационных 
и экспрессионных различиях, наблюдаемых в 

образцах опухолей, принадлежащих к разным 
подтипам КРР [17]. Авторы классифицировали 
исследуемые опухоли с MSI-статусом на осно-
вании уровня опухоль-инфильтрирующих лим-
фоцитов и активности третичных лимфоидных 
структур на три подгруппы: подгруппа с низким 
уровнем иммунитета, подгруппа с промежуточ-
ным уровнем иммунитета и подгруппа с высоким 
уровнем иммунитета. Для подгруппы с высоким 
уровнем иммунитета оказались характерны сли-
яния генов тирозинкиназ, повышение экспрес-
сии CTSC, CCL5, CCL18, CXCL9 и дисрегуляция 
сигнальных путей IL-2-STAT5, IL-6-JAK-STAT3, 
α/γ-интерферонов. Тогда как для подгруппы с 
низким уровнем иммунитета были свойственны 
мутации KRAS, сверхэкспрессия POSTN, ZEB1, 
SFRP2 и дисрегуляция сигнальных путей WNT/β-
катенин и NOTCH [17]. Gherman A. и соавт. счи-
тают, что различия в экспрессионных профилях 
генов опухолей, принадлежащих подтипу CMS1, 
обусловлены активностью различных паттернов 
микроРНК. Проведя комплексный метаанализ 
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Рисунок 2. Распределение иммунных клеточных популяций среди исследуемых опухолевых образцов пациентов 
с КРР
Figure 2. Distribution of immune cell populations among the studied tumor samples of patients with CRC

Рисунок 3. Сеть взаимодействий микроРНК-мРНК
Figure 3. Network of microRNA-mRNA interactions
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Рисунок 4. Анализ обогащения по функциональной принадлежности: А – сигнальные пути из KEGG, Б – 
сигнальные пути из BioCarta и В – сигнальные пути из Reactome
Figure 4. Functional enrichment analysis: A, pathways from KEGG; B, pathways from BioCarta, and C, pathways from Reactome
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работ, опубликованных по 2023 г. включительно, 
авторы установили, что микроРНК способны мо-
дулировать экспрессию иммуно-ассоциирован-
ных онкобелков, таких как PD-L1, и тем самым 
выступать в качестве промежуточного звена в ме-
ханизмах иммунного уклонения [10].

Нами был исследован спектр иммуно-ассоци-
ированных микроРНК и их генов, дифференци-
ально экспрессирующихся у больных КРР под-
типа CMS1. По результатам исследования были 
определены экспрессионные профили опухоле-
вой ткани, в которые вошли 28 микроРНК и 156 
генов. Экспрессионные изменения микроРНК 
и генов свидетельствовали о превалировании в 
клеточном составе иммунного микроокруже-
ния B-лимфоцитов, нейтрофилов, CD8+Т-лим-
фоцитов и макрофагов М1. 

Согласно классической парадигме, макро-
фаги M1 участвуют в подавлении опухолевого 
роста и в иммуностимуляции [19]. В норме М1-
макрофаги индуцируют апоптоз за счет секре-
ции TNFα и оксида азота NO [46]. Тем не менее 
с каждым годом появляются новые подтверж-
дения проонкогенной роли макрофагов М1 при 
КРР. Как было показано Koelzer V.H. и соавт., 
преобладание в иммунном микроокружении 
iNOS+ макрофагов M1 ассоциируется с наличи-
ем метастазов в лимфоузлах и неблагоприятным 
прогнозом [18]. Данный тип клеток способен 
выделять VEGF, который участвует в ангиоген-
ных процессах. Индукция ангиогенеза обеспе-
чивает опухоль достаточным количеством пита-
тельных веществ и кислорода для последующего 
роста [33]. Еще одним ключевым компонентом в 
структуре иммунного микроокружения являют-
ся нейтрофилы. В процессе онкогенеза нейтро-
филы трансформируются в опухоль-ассоцииро-
ванные нейтрофилы (TAN). TGF-β в опухолевом 
микроокружении индуцирует их переход в N1 
или N2-типы [39]. Развитие и прогрессирование 
КРР связано с тесным взаимодействия интерлей-
кинов и TAN. Так, хемокины CXCL8, выделяе-
мые опухолевыми клетками, способны рекрути-
ровать TAN, миелоидные супрессорные клетки и 
моноциты. TAN, в свою очередь, высвобождают 
MMP2, MMP9, ARG1 и IDO, обладающие анги-
огенной и иммуносупрессивной активностями, 
и тем самым способствуют прогрессированию 
опухоли [25]. TAN также активно секретируют 
цитокины IL-17, IL-23 и TNFα, которые могут 
активировать сигнальный путь Akt/p38. Актива-
ция данного сигнального механизма запускает 
превращение мезенхимальных стволовых клеток 
в опухолевые фибробласты и индуцирует про-
лиферацию опухолевых клеток [47]. Однако уча-

стие TAN в прогрессировании опухолей КРР не 
ограничивается вышеописанными механизма-
ми. TAN способны поляризоваться в проопухо-
левый тип N2. Один из известных механизмов, 
индуцирующий поляризацию TAN, реализуется 
через экзосомы. Экзосомы, выделяемые опу-
холевыми клетками, несут белковый медиатор 
HMGB1, который способен взаимодействовать с 
рецептором TLR4 и запускать сигнальный путь 
NF-κB, что в конечном счете приводит к поля-
ризации TAN [48]. 

В последнее время TAN рассматриваются как 
основной барьер, препятствующий иммуноте-
рапии, так как в активном состоянии они спо-
собны высвобождать аргиназу-1 с последующей 
выработкой NO, что приводит к подавлению 
иммунного ответа. TAN также могут ингибиро-
вать пролиферацию Т-клеток через сигнальный 
мезанизм PD-L1/PD-1 [51]. В связи с этим на-
личие MSI-статуса не может гарантировать эф-
фективность иммунотерапии. Интересно, что по 
данным Sun Z. и соавт. размеры фракций макро-
фагов М1 и нейтрофилов иммунного микроокру-
жения достоверно больше в группе больных КРР 
с MSI-статусом по сравнению с группой больных 
КРР с MSS-статусом [38]. 

CD8+Т-лимфоциты являются эффекторными 
клетками адаптивной иммунной системы, они 
распознают антигены, представленные молеку-
лами MHC I на поверхности клеток-мишеней. 
CD8+Т-лимфоциты выполняют противоопухо-
левую роль, поскольку способны аккумулировать 
цитотоксические молекулы гранзима, перфори-
на или FasL и уничтожать злокачественные опу-
холевые клетки [50]. Хемокины CXCL9, CXCL10 
и CXCL11 обеспечивают рекрутировку CD8+Т-
лимфоцитов в опухоль. На их поверхности лока-
лизованы рецепторы CXCR3, которые связывают 
хемокины и позволяют CD8+Т-лимфоцитам про-
никнуть в опухоль [5]. 

Микросателлитная нестабильность опухоли 
приводит к синтезу неоантигенов опухолевыми 
клетками, а экспрессия неоантигенов, как прави-
ло, сопряжена с высокой инфильтрацией CD8+Т-
лимфоцитов [43]. Размер фракций макрофагов 
М1 и CD8+Т-лимфоцитов может выступать в 
качестве предиктора эффективности иммуноте-
рапии. Как было показано в недавнем исследова-
нии, включавшем 473 пациента с диагнозом КРР, 
фракция макрофагов М1 положительно корре-
лировала, а фракция CD8+Т-лимфоцитов отри-
цательно коррелировала с прогрессированием 
опухоли [13]. 

B-лимфоциты выполняют двойную функцию 
в иммунном микроокружении опухоли. С одной 
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стороны, как антигенпрезентирующие клетки, 
продуценты цитокинов или участники прямого 
уничтожения опухолевых клеток, B-лимфоциты 
могут проявлять противоопухолевую активность. 
С другой стороны, среди B-лимфоцитов вы-
деляют субпопуляцию регуляторных B-клеток, 
которые через секрецию IL-10, TGF-β и IL-35 
реализуют проонкогенный эффект [26]. Ранее 
сообщалось, что размер фракции B-лимфоцитов 
иммунного микроокружения КРР положительно 
коррелировал со снижением общей выживаемо-
сти больных [36]. У больных на более продвину-
тых стадиях преобладает инфильтрация опухолей 
регуляторными B-клетками [35]. Показано, что 
регуляторные B-клетки участвуют в развитии 
М2-подобных макрофагов, которые индуциру-
ют создание толерогенной среды, что приводит 
к прогрессированию опухоли и снижению общей 
выживаемости больных с КРР [16]. 

В целом, учитывая вышеперечисленные фак-
ты, распределение иммунных клеточных популя-
ций не дает однозначного ответа, какие свойства 
иммунного микроокружения опухолей толстой 
кишки преобладают – противоопухолевые или 
онкогенные. Более точные представления о вкла-
де в онкогенез иммуно-ассоциированных генов и 
таргетирующих их микроРНК были получены в 
ходе анализа сигнальных путей.

Результаты свидетельствовали о том, что сре-
ди сигнальных механизмов, подверженных из-
менениям, значительная доля приходилась на 
сигнальные пути, включавшие цитокины. Пре-
жде всего стоит отметить сигнальный путь IL-17, 
IL-7 и взаимодействие хемокиновых рецепторов 
с хемокинами. Не менее значимой представля-
ется активация классических онкогенных меха-
низмов, к которым можно отнести сигнальную 
регуляцию клеточного цикла. 

Сигнальный путь IL-17 тесно связан с активно-
стью и размерами фракций следующих популяций 
иммунных клеток опухолевого микро окружения: 
Т-хелперы-17, NK-клетки, CD8+γδT-клетки, 
нейтрофилы, эозинофилы, макрофаги и дендрит-
ные клетки [28]. IL-17 способен активировать 
экспрессию множества генов, в том числе ин-
терлейкинов (IL-6, IL-19, IL-20, IL-24 и TNFα), 
гранулоцитарно-колониестимулирующего фак-
тора (G-CSF), хемокинов (IL-8, CXCL1, CXCL2, 
CXCL5, CXCL9, CXCL10, CCL2, CCL7 и CCL20), 
матриксной металлопротеиназы-13 (MMP13), 
лиганда активатора рецептора ядерного фактора 
κB (RANKL) и антимикробных пептидов (липо-
калин 2, β-дефенсин-2, S100A7 и S100A8/9) [11]. 
Подтверждением служит гиперэкспрессия CXCL1 
и CXCL10 в настоящем исследовании. Активация 

сигнального пути IL-17 сопряжена с онкогенны-
ми процессами, такими как рекрутировка и ак-
тивация нейтрофилов, привлечение миелоидных 
супрессорных клеток, сокращение популяции 
CD8+Т-лимфоцитов, подавление апоптоза, что в 
совокупности способствует пролиферации, росту 
и выживанию опухолевых клеток [4, 15, 29, 37]. 

В отличие от сигнального пути IL-17, сиг-
нальным механизмам, ассоциированным с IL-7, 
приписывают исключительно противоопухоле-
вую роль. Источником IL-7 являются преиму-
щественно стромальные и эпителиальные клет-
ки, в меньшей степени – дендритные клетки, 
тогда как его рецептор, IL-7R может экспресси-
роваться в естественных киллерах, дендритных 
предшественниках, в зрелых Т-лимфоцитах и 
макрофагах, в развивающихся Т-лимфоцитах и 
B-лимфоцитах [6]. IL-7, взаимодействуя с соот-
ветствующим рецептором, способен привлекать 
Т-лимфоциты и обеспечивать их проникновение 
в опухоль. Он усиливает цитотоксические свой-
ства Т-лимфоцитов и индуцирует лимфокин-ак-
тивированные киллеры. Кроме того, IL-7 может 
выступать как цитотоксический агент, стимули-
рует нейтрофилы, которые высвобождают IFNγ, 
IL-1β и IL-1α [9]. Результаты нашего исследова-
ния свидетельствовали о снижении экспрессии 
IL-7R, что позволяет предположить возможное 
ингибирование сигнального пути IL-7 и суще-
ственное ограничение его противоопухолевого 
потенциала у больных с ЗНО толстой кишки, 
имеющих MSI-статус. 

Взаимодействие хемокинов с соответствую-
щими рецепторами представляет собой обшир-
ную сигнальную сеть, которая, будучи неотъ-
емлемой частью иммунного микроокружения 
опухоли, участвует в прогрессировании КРР. В на-
шем исследовании определенный вклад в данную 
сигнальную сеть вносят гиперэкспрессия CXCL1, 
CXCL10 и снижение экспрессии CXCR4. Хемо-
кин CXCL1 секретируется опухолевыми клет-
ками и взаимодействует с рецепторами CXCR2, 
локализованными на TAN, что приводит к ре-
крутировке TAN в опухоль, аккумуляции VEGF 
и ангиогенезу [42]. Кроме того, сообщалось, что 
сверхэкспрессия CXCL1 в опухолевых клетках 
толстой кишки проводит к увеличению числа 
кровеносных сосудов в опухоли и значительно 
ускоряет рост рака толстой кишки. Такой эффект 
достигается благодаря активации сигнального 
пути NF-κB/P300 [52]. Уровень экспрессии hsa-
miR-30a-5p, микроРНК, нацеленной на CXCL1, 
снижается, что может свидетельствовать об ос-
лаблении ограничений, сдерживающих онко-
генный потенциал хемокина у больных с ЗНО 
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в нашем исследовании. Источником CXCL10 
также может служит опухолевая ткань кишки. 
Данный хемокин взаимодействует с рецептором 
CXCR3, локализованном на поверхности мем-
браны Т-лимфоцитов, активирует сигнальный 
путь PI3K/Akt, что способствует эпителиально-
мезенхимальному переходу и метастазированию 
опухоли [41]. Нами определены микроРНК, ми-
шенью которых является CXCL10 – hsa-miR-99b-
5p и hsa-miR-34a-5p. Интересно, что экспресси-
онные профили данных микроРНК различались: 
уровень hsa-miR-99b-5p снижался, тогда как для 
hsa-miR-34a-5p был характерен повышенный 
уровень экспрессии. То есть ожидаемой отрица-
тельной корреляцией были связаны динамика 
экспрессии hsa-miR-99b-5p и CXCL10, тогда как 
уровень транскриптов hsa-miR-34a-5p в опухолях 
оставался высоким. 

Трансформация сигнальных путей клеточного 
цикла необходима для стимулирования пролифе-
рации опухолевых клеток. В ходе онкогенеза ча-
сто происходят молекулярные нарушения в кон-
трольных точках G1 и G2. Ослабление функции 
контрольной точки G2 приводит к хромосомной 
нестабильности, дисрегуляции генов, связанных 
с клеточным циклом, что может стать причиной 
неконтролируемого роста и пролиферации опу-
холевых клеток [14]. Одним из механизмов дис-
регуляции клеточного цикла может выступать 
перестройка микроРНК-связанного контроля 
транскрипционной активности иммунно-ассо-
циированных генов. В нашей работе изменения 
в микроРНК-профиле отразились на уровне 
hsa-miR-30c-5, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-30a-5p, 
hsa-miR-451a, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-29a-3p, 
hsa-miR-92a-3p и hsa-miR-99b-5p. Мишенями 
данных микроРНК являются гены MYC, MAD2L1 
и CDK1. 

MYC кодируется одноименным геном и пред-
ставляет собой транскрипционный фактор, регу-
лирующий транскрипцию 15% экспрессируемых 
в клетке генов. Помимо регуляции клеточного 
цикла, он участвует в реализации и других био-
логических функций, в том числе пролиферции, 
дифференцировке клеток, апоптозе и метаболиз-
ме [3]. Однако MYC известен как протоонкоген, 
который интенсивно экспрессируется при многих 
злокачественных патологиях, индуцируя повы-
шение экспрессии генов циклин-зависимых ки-
наз. Кроме того, MYC способен подавлять актив-
ность негативных регуляторов клеточного цикла, 
как, например, p15 [3]. Известно, что высокий 
уровень экспрессии MYC способствует адаптации 
опухолевых клеток к стрессу, метаболическому 
перепрограммированию, иммунному уклонению 

и терапевтической резистентности [31]. В нашем 
исследовании было зафиксировано повышение 
экспрессии MYC и снижении экспрессии соот-
ветствующих таргетирующих микроРНК, за ис-
ключением hsa-miR-29a-3p.

Белок митотической контрольной точки 
сборки веретена деления, MAD2L1, проявляет 
онкогенные функции. Ранее было показано, что 
в опухолевых образцах больных с КРР, наблюда-
ется сверхэкспрессия MAD2L1 [8]. В нашей ра-
боте также установлено повышение экспрессии 
MAD2L1, несмотря на высокий уровень экспрес-
сии таргетирующей этот онкоген hsa-miR-92a-3p. 
В связи с этим можно предположить, что суще-
ствуют иные эпигенетические факторы, которые 
обеспечивают сверхэкспрессию MAD2L1.

Циклинзависимая киназа-1, CDK1, является 
важнейшим драйвером перехода клетки в ста-
дию митоза. Известно, что повышенная транс-
крипционная активность CDK1 обуславливают 
быстрый рост опухоли и спонтанную пролифе-
рацию опухолевых клеток. Согласно биоинфор-
мационному исследованию Li J. и соавт., сверх-
экспрессия CDK1 в опухолевых тканях больных 
с КРР была сопряжена с неблагоприятным про-
гнозом и прогрессированием опухоли. Авторы 
отметили перспективность терапии, нацеленной 
на CDK1 [22]. 

В ходе поиска потенциальных мишеней для 
таргетной терапии нами был выбран имен-
но CDK1 (рис.  5). Ген CDK1 является мишенью 
hsa-miR-99b-5p. Согласно полученным дан-
ным, экспрессия этой пары микроРНК-мРНК 
была связана отрицательной корреляцией: уро-
вень hsa-miR-99b-5p в опухоли снижался, тог-
да как уровень экспрессии самого CDK1 вырос. 
Гиперэкспрессия CDK1 может быть связана с 
нарушением сигнального пути AKAP95 и RB. 
В работе Zhang P. и соавт. сообщалось об эф-
фективности применения ингибитора CDK1 
dinaciclib, индуцировавшего апоптоз в клеточ-
ных линиях КРР. Авторы установили, что сверх-
экспрессия CDK1 в сочетании с мутантным BRAF 
сопряжена с подавлением апоптоза в опухолевой 
ткани [46]. В отличие от dinaciclib, который спо-
собен ингибировать помимо CDK1 также другие 
циклин-зависимые киназы, существуют CDK1-
высокоспецифичные таргетные препараты, та-
кие как RO-3306. В недавнем исследовании было 
показано, что RO-3306 способен восстанавливать 
чувствительность опухолевых клеток КРР к пре-
паратам платины [45]. В связи с этим CDK1 пред-
ставляется перспективной мишенью для терапии 
КРР.
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Заключение
Методом высокопроизводительного секве-

нирования были идентифицированы иммун-
но-ассоциированные гены-мишени и их ми-
кроРНК, дифференциально экспрессирующиеся 
в опухоли, сконструирована сеть взаимодействий 
микроРНК-мРНК и определены дисрегулиро-
ванные иммунные сигнальные механизмы в зло-
качественных опухолях толстой кишки с микро-
сателлитной нестабильностью. Предполагается, 
что при КРР имеет место значительный вклад 

микроокружения опухоли, обуславливающий 
дисрегуляцию многих сигнальных путей, в том 
числе сигнальный путь IL-17, сигнальный путь 
IL-7, сигнальный путь хемокинов. В сочетании 
с нарушением клеточного цикла дисрегуляция 
данных сигналингов представляется неотъемле-
мой частью онкогенеза. Ключевым звеном, уча-
ствующим в регуляции вышеназванных механиз-
мов, является CDK1. Разработка терапевтических 
схем, нацеленных на ингибирование CDK1, мо-
жет оказаться важным шагом на пути к персони-
фицированной терапии.

Рисунок 5. Сеть взаимодействий CDK1 с таргетными препаратами и другими белками
Figure 5. Network of CDK1 interactions with targeted drugs and other proteins
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