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колоректальный рак (крр), одна из веду-
щих причин смертности от онкологических 
заболеваний в мире, входит в число самых 
распространенных форм онкологической 
патологии, характеризующихся продолжаю-
щимся неуклонным ростом заболеваемости, 
значительной частотой рецидивов и ранним 
метастазированием. среди множества сиг-
нальных каскадов, определяющих особен-
ности биологического поведения опухоли, 
большое значение придается AKT/mTOR сиг-
нальному пути. 

Цель исследования заключалась в изуче-
нии экспрессии компонентов AKT/mTOR сиг-
нального пути в опухоли у больных крр в 
связи с клинико-морфологическими параме-
трами заболевания и объективным ответом 
опухоли на противоопухолевое лечение.

Материалы и методы. В исследование 
включено 26 больных крр в возрасте 43–75 
лет (средний возраст 54 года). В клиниках 
нии онкологии Томского ниМЦ больные 
получали комбинированное лечение, которое 
включало неоадъювантную химиотерапию 
по схеме FOLFOX либо XELOX с последу-
ющей радикальной операцией. Материалом 
исследования была нормальная и опухоле-
вая ткань, полученная после хирургического 
лечения. Уровень мрнк изучаемых показа-
телей определялся методом пЦр в реальном 
времени.

результаты и их обсуждение. Установлено 
волнообразное изменение экспрессии AKT, 
GSK-3β, 70S 6киназы, mTOR при увеличении 
размера первичной опухоли. наличие лимфо-
генных метастазов и уровень поражения ре-
гионарных лимфоузлов (N1–2) были связаны 
с изменениями уровня мрнк 70S 6киназы, 
PTEN, GSK-3β и mTOR. В результате не-
оадъювантной химиотерапии отмечено уве-
личение уровня мрнк 4EBP1 в 2,6 раза по 
сравнению с таковым до лечения. при этом 
низкая эффективность лечения была ассоци-
ирована с повышением экспрессии PDK1 и 
снижением экспрессии c-RAF.

Заключение. Выявлены молекулярные 
особенности развития крр, связанные с изме-
нением экспрессии компонентов AKT/mTOR 
сигнального пути, в зависимости от локоре-
гиональной распространенности опухоли и 
эффективности противоопухолевой терапии, 
что отражается на прогнозе заболевания.

ключевые слова: колоректальный рак, 
молекулярные маркеры, неоадъювантная хи-
миотерапия

Введение

Колоректальный рак (Крр) одна из ведущих 
причин смертности от онкологических заболева-
ний в мире, является одним из самых распро-
страненных форм злокачественных новообра-
зований и характеризуется неуклонным ростом 
заболеваемости, значительной частотой развития 
рецидивов и ранним метастазированием [1, 2]. 
Доля Крр в общей структуре онкозаболеваемо-
сти достигла 9,6% у мужчин и 11,6% у женщин 
[3, 4].

Согласно современным данным больные 
даже с одинаковой стадией заболевания часто 
имеют различные прогностические перспекти-
вы, что, как считается, вероятнее всего связано 
как с молекулярно-генетическими различиями в 
процессе канцерогенеза, так и биологической ге-
терогенностью опухолей кишки [5]. К значимым 
гистологическим параметрам относят глубину 
инвазии опухоли, степень дифференцировки, 
выраженность инфильтрации иммунными клет-
ками, наличие некроза опухоли, метастатиче-
ское поражение лимфатических узлов [6]. Кроме 
того, известно большое количество молекуляр-
но-генетических маркеров, которые принимают 
участие в развитии Крр, предопределяя клини-
ческую картину течения болезни.

Среди множества молекулярных маркеров, 
определяющих особенности биологического по-
ведения опухоли, большое значение придается 
AKT/mTOR сигнальному пути [7], представ-
ленному ферментами фосфоинозитид-3-киназа 
(PI3K), а также киназами AKT и mTOR, которые 
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регулируют процессы пролиферации трансфор-
мированных клеток, уход от апоптоза и форми-
руют инвазивный и метастатический потенциал 
опухоли [8]. его компоненты рассматриваются в 
качестве потенциальных мишеней для противо-
опухолевой терапии [7]. Гиперэкспрессия дан-
ного сигнального каскада является значимым 
патогенетическим процессом в развитии Крр [9, 
10]. Известно, что часто заболевание протекает 
на фоне функциональной неполноценности белка 
PTEN [9]. Следует отметить, что имеются данные 
о роли AKT/mTOR сигнального пути в формиро-
вании объективного ответа опухоли на неоадъю-
вантную терапию и развитие резистентности [11].

Цель исследования заключалась в изучении 
экспрессии компонентов AKT/mTOR сигналь-
ного пути в опухоли у больных Крр в связи 
с клинико-морфологическими параметрами за-
болевания и объективным ответом опухоли на 
проводимое противоопухолевое лечение.

Материалы и методы

В исследование включено 26 больных Крр в возрасте 
от 43 до 75 лет (средний возраст составил 54±5,67 года). 
В клиниках нИИ онкологии томского нИмЦ больные по-
лучали комбинированное лечение, которое включало не-
оадъювантную химиотерапию (нахт) по схеме FOLFOX 
либо XELOX с последующим радикальным хирургическим 
вмешательством. распространенность опухолевого процес-
са по размеру первичной опухоли (индекс т): T2 — 5 
пациентов, T3 — 8 и T4 — 13; по объему пораженных 
регионарных лимфоузлов (индекс N): N0 — 12, N1 — 11 
и N2 — 3 больных.

Проведение работы одобрено этическим комитетом 
нИИ онкологии томского нИмЦ. Все процедуры с во-
влечением больных были проведены в соответствии с 
Протоколом хельсинской декларации по правам человека 
(1964 г.) Все больные подписывали информированное со-
гласие на участие в исследовании (табл. 1).

Таблица 1. Клинико-морфологическая характеристика 
больных КРР, абс. ч. (%)

Средний возраст больных, лет 54±5,67 (от 43 
до 75 лет)

Пол
Мужчины 15 (57,7%)

женщины 11 (42,3%)

аденокарцинома, 
степень дифферен-
цировки

Высокая 6 (23,1%)

Умеренная 15 (57,7%)

низкая 5 (19,2%)

распространенность 
опухолевого про-
цесса

t2 5 (19,2%)

t3 8 (30,8%)

t4 13 (50%)

n0 12 (46,1%)

n1 11 (42,3%)

n2 3 (11,6%)

объем хирургическо-
го лечения

Передняя резекция 
прямой кишки 19 (73,1%)

резекция сигмовид-
ной кишки 7 (26,9%)

материалом исследования были нормальная и опухо-
левая ткань, полученные после хирургического лечения, 
которые замораживались и хранились при температуре 
-80 ºС.

Выделение рнК. рнК выделяли с помощью набора 
RNeasy mini Kit, содержащего ДнК-азу I (Qiagen, Гер-
мания). на спектрофотометре NanoDrop-2000 (Thermo 
Scientific, Сша) оценивали концентрацию и чистоту вы-
деленной рнК. Концентрация рнК составила от 80 до 
250 нг/мкл, а260/а280=1,95–2,05; а260/а230=1,90–2,31. 
Целостность рнК оценивалась при помощи капиллярного 
электрофореза на приборе TapeStation (Agilent Technologies, 
Сша) и набора R6K ScreenTape (Agilent Technologies, 
Сша). RIN составил 5,6–7,8.

Количественная Пцр с обратной транскрипцией в 
режиме реального времени. Уровень экспрессии генов 
оценивали при помощи количественной обратно-транс-
криптазной ПЦр в режиме реального времени (RT-
qPCR) с использованием красителя SYBR Green на 
амплификаторе iCycler (Bio-Rad, USA). Для получения 
кДнК на матрице рнК проводили реакцию обратной 
транскрипции с помощью набора OT m-MuLV-RH (Био-
Лабмикс, россия) со случайными гексануклеотидными 
праймерами в соответствии с инструкцией к набору. 
ПЦр ставили в трех репликах в объеме 25 мкл, со-
держащем 12,5 мкл Биомастер HS-qPCR SYBR Blue 
(БиоЛабмикс, россия), 300 нM прямого и обратного 
праймеров и 50 нг кДнК.

PTEN: F 5¢-GGGAATGGAGGGAATGCT-3¢, 
R 5¢-CGCAAACAACAAGCAGTGA-3¢; 
4EBP1: F 5¢-CAGCCCTTTCTCCCTCACT-3¢, 
R 5¢-TTCCCAAGCACATCAACCT-3¢; 
AKT1: F 5¢-CGAGGACGCCAAGGAGA-3¢, 
R 5¢-GTCATCTTGGTCAGGTGGTGT-3¢; 
с-RAF: F 5¢-TGGTGTGTCCTGCTCCCT-3¢, 
R 5¢-ACTGCCTGCTACCTTACTTCCT-3¢; 
GSK3β: F 5¢-AGACAAGGACGGCAGCAA-3¢, R 
5¢-CTGGAGTAGAAGAAATAACGCAAT-3¢; 70S 
kinase alpha: F 5¢-CAGCACAGCAAATCCTCAGA-3¢, 
R 5¢-ACACATCTCCCTCTCCACCTT-3¢; 
mTOR: F 5¢-CCAAAGGCAACAAGCGAT-3¢, 
R 5¢-TTCACCAAACCGTCTCCAA-3¢; PDK1: 
F 5¢-TCACCAGGACAGCCAATACA-3¢, R 
5¢-CTCCTCGGTCACTCATCTTCA-3¢; GAPDH: 
F 5¢-GGAAGTCAGGTGGAGCGA-3¢, R 
5¢-GCAACAATATCCACTTTACCAGA-3¢.

Двухшаговая программа амплификации включала 1 
цикл — 94 ºС, 10 мин — предварительная денатурация; 
40 циклов — 1 шаг 94 ºС, 10 с и 2 шаг 20 с при темпе-
ратуре 60 ºС. Праймеры были подобраны с использованием 
программы Vector NTI Advance 11.5 и базы данных NCBI 
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov/nuccore).

В качестве референсного гена использовали ген «до-
машнего хозяйства» фермента GAPDH (glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase), уровень экспрессии каждого 
целевого гена нормализовали по отношению к экспрессии 
GAPDH. Количественный анализ экспрессии проводили по 
2ΔΔСt по отношению к конститутивно-экспрессируемому 
гену-рефери фермента GAPDH.

Статистическую обработку результатов проводили с 
применением пакета программ Statistica 12.0. Проверку 
нормальности проводили с помощью критерия Колмо-
горова–Смирнова. результаты определения экспрессии 
генов представлены как Me (Q1; Q3). Значимость раз-
личий независимых параметров оценивали по крите-
рию манна–Уитни, зависимых — с помощью критерия 
Вилкоксона. Сравнение нескольких независимых групп 
осуществляли с помощью непараметрического диспер-
сионного анализа. различия считали значимыми при 
р<0,05.



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2022, ТОМ 68, № 1

87

Таблица 2. Экспрессия компонентов AKT/mTOR сигнального пути у больных КРР в зависимости от размера 
первичной опухоли и поражения регионарных лимфоузлов

размер опухоли Вовлеченность регионарных лимфоузлов

Параметр, усл. 
ед. t2n0–1M0 t3n1M0 t4n1–2M0 t2n0M0 t3n1M0 t4n2M0

4eBP1

4,86 (0,05; 5,64) 1,07 (0,39; 1,36) 1,48 (0,18; 
20,68) 1,21 (0,18; 3,43) 1,48 (0,69; 

20,68)
0,06 (0,00; 
152,19)

Kruskal-Wallis test: p>0,05 Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05 Median test, Chi-square: p>0,05

AKt

3,30 (2,24; 3,30) 0,82 (0,32; 1,37) 1,58 (0,61; 
2,94) 1,45 (0,61; 3,30) 1,37 (0,92; 2,94) 2,00 (0,110; 

152,19)

Kruskal-Wallis test: p<0,05 Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p<0,05 Median test, Chi-square: p>0,05

c-RAF

1,78 (1,29; 2,69) 2,34 (0,10; 6,5) 0,87 (0,04; 
2,51) 1,78 (0,87; 2,51) 1,74 (0,01; 

22,16) 0,06 (0,00; 4,00)

Kruskal-Wallis test: p>0,05 Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05 Median test, Chi-square: p>0,05

GsK-3é

0,61 (0,61; 0,83) 3,05 (0,48; 
11,16)

0,82 (0,17; 
2,52) 1,78 (0,87; 2,51) 1,74 (0,01; 

22,16) 0,06 (0,00; 4,00)

Kruskal-Wallis test: p<0,05 Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p<0,05 Median test, Chi-square: p>0,05

70s 6 киназа

0,71 (0,71; 0,95) 3,07 (1,35; 
15,42) 

0,73 (0,16; 
4,76) 1,36 (0,61; 2,52) 1,03 (0,22; 7,31) 0,01 (0,00; 0,17)

Kruskal-Wallis test: p<0,05 Kruskal-Wallis test: p<0,05

Median test, Chi-square: p<0,05 Median test, Chi-square: p<0,05

mtoR

0,36 (0,19; 0,36) 6,44 (0,47; 
30,93)

0,54 (0,02; 
3,49) 1,08 (0,71; 15,42) 1,91 (0,62; 5,37) 0,00 (0,00; 0,02)

Kruskal-Wallis test: p<0,05 Kruskal-Wallis test: p<0,05

Median test, Chi-square: p<0,05 Median test, Chi-square: p<0,05

PDK1

0,85 (0,31; 0,85) 0,41 (0,11; 5,28) 0,96 (0,18; 
5,97) 0,85 (0,06; 5,97) 0,47 (0,18; 1,23) 4,00 (0,00; 

67,18)

Kruskal-Wallis test: p>0,05 Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05 Median test, Chi-square: p>0,05

Pten

0,98 (0,98; 3,06) 1,89 (0,58; 4,5) 1,47 (0,19; 
11,56) 1,47 (0,98; 8,46) 2,54 (0,29; 

14,42) 0,01 (0,00; 2,00)

Kruskal-Wallis test: p>0,05 Kruskal-Wallis test: p<0,05

Median test, Chi-square: p>0,05 Median test, Chi-square: p<0,05

результаты

Выявлено волнообразное изменение экспрес-
сии AKT, GSK-3β, 70S 6киназы, mTOR в ткани 
опухоли по мере увеличения индекса т (табл. 2).

Выраженность метастатического поражения 
регионарных лимфоузлов (N1–2) была связа-
на с изменениями уровня мрнК 70S 6киназы, 
PTEN, GSK-3β и mTOR в трансформированной 
ткани. Полученные данные свидетельствуют о 
значимости изучаемых молекулярных маркеров 
в развитии Крр.

При изучении изменения экспрессии компо-
нентов AKT/mTOR сигнального пути в опухо-
левой ткани у больных Крр до и после нахт 
выявлено увеличение уровня мрнК 4EBP1 в 
2,6 раза по сравнению с таковым до лечения 
(табл. 3). При этом отмечался рост экспрессии 
PDK1 и снижение экспрессии c-RAF по мере 
уменьшения степени ответа опухоли на хими-

отерапию в ряду полной регрессии, частичной 
регрессии и стабилизации процесса (табл. 4). 
Следовательно, эффективность нахт тесным 
образом связана с биологическими особенно-
стями опухоли.

обсуждение

Выявлены особенности экспрессии компо-
нентов AKT/mTOR сигнального пути в опухо-
левой ткани у больных Крр в зависимости от 
клинико-морфологических параметров. Извест-
но, что индукция данного сигнального каскада 
определяет биологическое поведение опухоли, 
формирование инвазивного и метастатического 
потенциала [5, 12, 13]. Сходные факты были 
показаны и в проведенном исследовании, где 
развитие и рост опухоли были связаны с увели-
чением экспрессии AKT, GSK-3β, 70S 6киназы, 
mTOR.
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Таблица 3. Динамика экспрессии компонентов AKT/mTOR сигнального пути в ткани опухоли после НАХТ

Параметр, усл. ед. до химиотерапии После химиотерапии

4eBP1 1,21 (0,06; 4,86) 3,13 (0,21; 59,70)*

AKt 1,79 (0,81; 4,00) 1,09 (0,29; 4,00)

c-RAF 1,51 (0,10; 6,50) 2,01 (0,05; 6,24)

GsK-3é 1,07 (0,29; 7,31) 1,98 (0,25; 6,18)

70s 6 киназа 1,01 (0,32; 8,02) 1,57 (0,25; 4,26)

mtoR 0,45 (0,05; 5,74) 1,00 (0,17; 10,78)

PDK1 0,90 (0,18; 9,49) 0,54 (0,06; 1,42)

Pten 1,23 (0,25; 11,56) 1,39 (0,12; 2,80)

* Значимость различий p<0,05 по сравнению с уровнем показателя до лечения.

Таблица 4. Изменение экспрессии компонентов AKT/mTOR сигнального пути  
в зависимости от эффективности НАХТ

Параметр, усл. ед. Полная регрессия Частичная регрессия Стабилизация

4eBP1

0,71 (0,71; 0,71) 1,44 (0,21; 4,86) 1,48 (0,00; 92,37)

Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05

AKt

10,93 (10,93; 10,93) 1,51 (0,32; 4,53) 0,54 (0,11; 6,04)

Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05

c-RAF

2,35 (2,35; 2,35) 1,90 (0,09; 6,5) 0,71 (0,06; 0,87)

Kruskal-Wallis test: p<0,05

Median test, Chi-square: p<0,05

GsK-3é

3,05 (3,05; 3,05) 0,71 (0,25; 2,52) 0,53 (0,17; 55,57)

Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05

70s 6 киназа

5,30 (5,30; 5,30) 1,81 (0,71; 25,46) 0,73 (0,00; 4,76)

Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05

mtoR

0,77 (0,77; 0,77) 1,89 (0,36; 7,57) 0,84 (0,00; 36,0)

Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05

PDK1

0,11 (0,11; 0,11) 0,85 (0,30; 5,28) 27,42 (1,04; 67,18)

Kruskal-Wallis test: p<0,05

Median test, Chi-square: p<0,05

Pten

4,50 (4,50; 4,50) 1,23 (0,58; 34,78) 0,19 (0,01; 11,56)

Kruskal-Wallis test: p>0,05

Median test, Chi-square: p>0,05

Поражение регионарных лимфоузлов и выра-
женность лимфогенного метастазирования (N1–
2) были связаны с изменениями уровня мрнК 
70S 6киназы, PTEN, GSK-3β и mTOR.

В настоящее время имеются данные о мо-
дификации опухолевой прогрессии за счет вли-
яния на компоненты AKT/mTOR сигнального 
пути. так, снижение опухолевого инвазивного 
и метастатического потенциала связано с бло-
кированием киназы mTOR [14, 15]. Кроме того, 
в работе Ran и соавт. (2018) отмечено снижение 

активности процесса метастазирования Крр за 
счет изменения содержания PTEN в культуре ра-
ковых клеток [16], что предполагает перспектив-
ность использования его в качестве мишени для 
таргетной терапии [17]. Известно, что мутации 
данного фактора являются одними из значимых 
и способны влиять на развитие опухоли [18].

Учитывая значимость изучаемого сигналь-
ного каскада в развитии заболевания, осо-
бенно интересен факт его роли в реализации 
объективного ответа опухоли на нахт [19].  
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В настоящее время компоненты сигнальных 
каскадов рассматриваются в качестве потенци-
альных мишеней противоопухолевой терапии. 
Вместе с тем, обоснована роль биологических 
особенностей опухоли и экспрессии молеку-
лярных мишеней в оценке эффективности раз-
личных схем противоопухолевого лечения [20]. 
отмечается факт потенцирования эффекта хи-
миотерапии при применении таргетных аген-
тов, способных изменять состояние AKT/mTOR 
сигнального каскада [21]. также выявлены по-
тенциальные молекулярные механизмы, ассо-
циированные с эффектом нахт, в том числе за 
счет развития резистентности. Стоит отметить 
в этом процессе роль аутофагии и ее ключевых 
регуляторов киназ mTOR и AMPK [22, 23, 24].

Заключение

В результате проведенного исследования были 
выявлены особенности экспрессии компонентов 
AKT/mTOR сигнального пути у больных Крр в 
зависимости от распространенности опухолево-
го процесса. Биологическое поведение опухоли, 
формирование инвазивного и метастатического 
потенциала, развитие ответа на нахт связано 
с особенностями экспрессии компонентов AKT/
mTOR сигнального пути.
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Introduction. Colorectal cancer (CRC) is one of the leading 
causes of death from cancer in the world and is also one of 
the most common forms of oncological pathology, which is 
characterized by a continuing steady increase in morbidity, a 
significant incidence of relapses, and early metastasis. Among 
the many signaling cascades that determine the features of the 
biological behavior of a tumor, great importance is attached 
to the AKT / mTOR signaling pathway. The aim of the study 
was to study the expression of AKT / mTOR signaling path-
way components in tumors in patients with colorectal cancer, 
in connection with the clinical and morphological parameters 
of the disease and the objective response of the tumor to an-
titumor treatment.

Materials and methods. The study included 26 patients with 
colorectal cancer aged 43 to 75 years (average age was 54 

years). In the clinics of the Research Institute of Oncology of 
the Tomsk National Research Medical Center, patients received 
combined treatment, which included neoadjuvant chemothera-
py according to the FOLFOX or XELOX scheme, followed 
by radical surgery. The study material was normal and tumor 
tissue obtained after surgical treatment. The mRNA level of the 
studied parameters was determined by real-time PCR.

Results and discussion. A wave-like change in the expres-
sion of AKT, GSK-3β, the 70S 6 kinase, mTOR was found 
with an increase in the size of the primary tumor. The pres-
ence of lymphogenous metastases and the level of regional 
lymph node involvement (N1–2) were associated with changes 
in the mRNA level of the 70S 6 kinase, PTEN, GSK-3β, and 
mTOR. As a result of neoadjuvant chemotherapy, the level 
of 4EBP1 mRNA increased by 2.6 times compared with that 
before treatment. At the same time, the low treatment efficacy 
was associated with an increase in PDK1 expression and a 
decrease in c-RAF expression.

Conclusion. Molecular features of the development of 
colorectal cancer associated with changes in the expression 
of the components of the AKT / mTOR signaling pathway, 
depending on the locoregional prevalence of the tumor and the 
effectiveness of antitumor therapy, have been identified, which 
affects the prognosis of the disease.

Key words: colorectal cancer, molecular markers, neoad-
juvant chemotherapy


