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Резюме
Актуальность: Несмотря на внедрение неоадъювантной химиолучевой терапии в стандарт лечения местнораспространен-
ного рака прямой кишки, значительная вариабельность терапевтического ответа сохраняется. Это подчеркивает необходи-
мость стратификации пациентов на основе прогностических биомаркеров. Выявление надежных морфологических и имму-
ногистохимических предикторов резистентности опухоли может повысить эффективность индивидуализированной терапии.
Цель исследования: Изучить прогностическую значимость маркеров опухолевых стволовых клеток и компонентов опу-
холевого микроокружения в оценке эффективности химиолучевой терапии у пациентов с местнораспространенным раком 
прямой кишки.
Материалы и методы: В исследование были включены гистологические блоки, полученные из биопсийного и послеопе-
рационного материалов 75 пациентов с гистологически подтвержденной аденокарциномой прямой кишки, которым было 
проведено неоадъювантное химиолучевое лечение. В рамках настоящего исследования была изучена степень опухолевого 
регресса (Tumor regression grading (TRG)), иммуногистохимическая экспрессия Aldehyde Dehydrogenase 1 (ALDH1), TWIST, 
CD44, E-кадгерина, LAG3, CD20. Пороговые значения маркеров определялись методом ROC-анализа. Оценивалась связь 
экспрессии маркеров с клинико-морфологическими характеристиками и ответом на лечение.
Результаты: Установлена достоверная ассоциация между низкой эффективностью химиолучевого лечения (TRG 2–3) и вы-
сокой экспрессией следующих маркеров: ALDH1 >20% – у 78,4% пациентов (против 26,3% в группе TRG 0–1), TWIST >15% – 
у 73,0% (против 31,6%), CD44 >25% – у 64,9% (против 23,7%), LAG3 >10% – у 64,9% (против 28,9%), CD20 >25% – у 62,2% 
(против 21,1%). Снижение экспрессии E-кадгерина <30% наблюдалось у 62,2% пациентов с TRG 2–3 по сравнению с 23,7% 
в группе выраженного морфологического ответа.
Заключение: Оценка уровня экспрессии патоморфологических маркеров ALDH1, TWIST, CD44, E-кадгерин, LAG3 и CD20 яв-
ляются значимыми прогностическими маркерами ответа опухоли на химиолучевую терапию. Интеграция алгоритма комплекс-
ной оценки может быть использована для индивидуализации лечения при местнораспространённом раке прямой кишки.
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Abstract
Background: Despite the incorporation of neoadjuvant chemoradiotherapy into the standard treatment of locally advanced rectal 
cancer, significant variability in therapeutic response persists. This highlights the need for patient stratification using prognostic 
biomarkers. The identification of reliable morphological and immunohistochemical predictors of tumor resistance may enhance the 
effectiveness of personalized treatment strategies.
Objective: To assess the prognostic value of cancer stem cell markers and components of the tumor microenvironment in predicting 
response to chemoradiotherapy in patients with locally advanced rectal cancer.
Materials and Methods: The study included histological blocks obtained from biopsy and postoperative speciments of 75 patients with 
histoligically confirmed rectal adenocarcinoma who had undergone neoadjuvant chemoradiotherapy. Tumor regression grade (TRG) and 
immunohistochemical expression of ALDH1, TWIST, CD44, E-cadherin, LAG3, and CD20 were evaluated. Cut-off values were deter-
mined using ROC analysis. Associations between marker expression, clinicopathologic features, and treatment response were assessed.
Results: A statistically significant association was found between poor response to chemoradiotherapy (TRG 2–3) and high expres-
sion of the following markers: ALDH1 >20% in 78.4% of patients (vs 26.3% in the TRG 0–1 group), TWIST >15% in 73.0% (vs 
31.6%), CD44 >25% in 64.9% (vs 23.7%), LAG3 >10% in 64.9% (vs 28.9%), and CD20 >25% in 62.2% (vs 21.1%). Reduced 
E-cadherin expression (<30%) was observed in 62.2% of patients with TRG 2–3, compared to 23.7% in the marked morphological 
response group.
Conclusions: Assessment of the expression levels of the pathomorphological markers ALDH1, TWIST, CD44, E-cadherin, LAG3, 
and CD20  represents a  significant prognostic indicator of tumor response to chemoradiotherapy. Integration of a  comprehensive 
evaluation algorithm may facilitate personalize treatment strategies for patients with locally advanced rectal cancer.
Keywords: rectal cancer, chemoradiotherapy, ALDH1, TWIST, CD44, LAG3, CD20, E-cadherin
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Введение
Колоректальный рак (КРР) занимает одно из веду-

щих мест в  структуре онкологической заболеваемо-
сти и смертности в мире [1–3]. Рак прямой кишки, яв-
ляясь локализованной формой КРР, характеризуется 
значительной гетерогенностью клинического течения 
и вариабельностью ответа на стандартную неоадъю-
вантную химиолучевую терапию (ХЛТ) [4, 5]. Несмо-
тря на внедрение тотальной неоадъювантной терапии 
и  совершенствование протоколов лечения, пример-
но у  половины пациентов наблюдается частичный 
или отсутствует ответ на терапию [2, 6, 7]. Это свиде-
тельствует о необходимости внедрения биомаркеров, 
способных предсказать чувствительность опухоли 
к  ХЛТ и  позволить персонализировать терапевтиче-
ский подход [6, 8, 9].

Современные исследования подчеркивают важ-
ность молекулярной сигнатуры опухоли  – уникаль-
ного набора генетических и  белковых маркеров, от-
ражающих биологические характеристики опухоли 
и её чувствительность к терапии [1, 10, 11]. Ключевую 
роль в развитии радиорезистентности играют опухо-
левые стволовые клетки (ОСК) и  эпителиально-ме-
зенхимальный переход (ЭМП) – процессы, обеспечи-
вающие перепрограммирование клеток, инвазивность 
и устойчивость к апоптозу [12, 13, 14].

К числу ключевых маркеров ОСК и ЭМП относят-
ся ALDH1, TWIST и  CD44. ALDH1  участвует в  ме-
таболической детоксикации и определяет популяции 
с  высокой опухолевой пластичностью, способные 
выживать в  условиях агрессивной терапии  [11, 15]. 
TWIST  – транскрипционный фактор, индуцирую-
щий ЭМП и ингибирующий экспрессию E-кадгерина, 
что способствует инвазии и  метастазированию  [13, 

16, 17]. CD44, как рецептор гиалуроновой кислоты, 
регулирует клеточную адгезию и миграцию и  также 
связан с формированием стволовых клонов и терапев-
тической устойчивости [11, 15].

Иммунное микроокружение также вносит су-
щественный вклад в  ответ опухоли на лечение. 
LAG3  – ингибиторный рецептор, экспрессируе-
мый на T-лимфоцитах, ассоциирован с истощением 
T-клеточного звена и  блокировкой иммунного над-
зора [17, 18]. CD20, экспрессируемый на B-клетках, 
отражает сложные иммунные взаимодействия в опу-
холевом микроклимате и, как показано в ряде работ, 
может быть связан как с  иммуносупрессией, так 
и с активацией антиген-презентации [7].

Напротив, сохранение экспрессии E-кадгерина, 
молекулы межклеточной адгезии, часто коррелиру-
ет с  эпителиальным фенотипом и  большей чувстви-
тельностью к  ХЛТ  [9, 13, 19]. Потеря E-кадгерина 
в  сочетании с  повышенной экспрессией TWIST, 
ALDH1  и  CD44  формирует фенотип, характеризую-
щийся выраженными признаками дедифференциров-
ки и инвазии, а также способностью уклоняться от те-
рапевтического воздействия [11, 13, 14].

Несмотря на большое количество проведенных 
исследований, большинство из них фокусируется 
на изучении отдельных маркеров. Комплексная оцен-
ка маркеров стволовости, ЭМП и иммуносупрессии, 
особенно в контексте ответа на ХЛТ при местнора-
спространённом раке прямой кишки, остаётся мало-
изученной  [8, 12, 16]. В  связи с  этим актуальным 
представляется исследование их совместной экс-
прессии в качестве потенциальной прогностической 
панели.
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Цель
Определить прогностическую значимость маркеров 

опухолевых стволовых клеток (ALDH1, TWIST, CD44), 
эпителиально-мезенхимального перехода (E-кадгерина) 
и иммунного микроокружения (LAG3, CD20) для оцен-
ки эффективности неоадъювантной химиолучевой те-
рапии у  пациентов с  местнораспространённым раком 
прямой кишки.

Материалы и методы
В исследование вошли 75 пациентов с диагнозом 

аденокарцинома прямой кишки II–III стадии, кото-
рым проводилось лечение в отделении радиотерапии 
ГБУЗ НИИ  – ККБ №1  им. проф. С.В.  Очаповского 
Министерства здравоохранения Краснодарского края. 
Протокол исследования был одобрен Этическим ко-
митетом ФГБОУ ВО КубГМУ Минздрава России.

Проведение лучевой терапии осуществлялось на ли-
нейном ускорителе Elekta Synergy (Elekta AB, Швеция), 
обеспечивающем возможность высокоточной дистан-
ционной конформной лучевой терапии. Фракциониро-
вание фотонами 6–18 МэВ использовалось ежедневно, 
5 раз в неделю. Режим дозирования включал РОД 2 Гр 
с суммарной очаговой дозой (СОД) 44 Гр на зону реги-
онарного метастазирования и 50–54 Гр на первичную 
опухоль.

Все пациенты (n=75) параллельно получали капеци-
табин: 825 мг/м² дважды в сутки на протяжении всего 
курса облучения. Хирургическое лечение проводилось 
спустя 6–8 недель после завершения неоадъювантного 
этапа.

После оперативного вмешательства проводилась 
морфологическая оценка регресса опухоли по шкале 
TRG. Пациенты были разделены на 2  группы: с вы-
раженным (TRG 0–1; n=35) и слабым/отсутствующим 
ответом (TRG 2–3; n=40).

Разделение на группы TRG 0–1  и  TRG 2–3  про-
водилось на основании морфологического регресса, 
оцененного согласно критериям RECIST. Группа TRG 
0–1 включала пациентов с полным или выраженным 
регрессом, TRG 2–3 – с умеренным или отсутствую-
щим эффектом.

Гистологическая и  иммуногистохимическая обра-
ботка образцов проводилась на базе патоморфологи-
ческой лаборатории ГБУЗ НИИ  – ККБ №1  им. проф. 
С.В. Очаповского и на базе лаборатории фундаменталь-
ных исследований в области регенеративной медицины 
Кубанского государственного медицинского универси-
тета. Биологический материал фиксировали в  10%-м 
растворе нейтрального формалина с последующей стан-
дартной проводкой через спирты возрастающей концен-
трации, ксилол и заливкой в парафин. Из сформирован-
ных блоков изготавливали серийные срезы толщиной 
3–5  мкм с  использованием ротационного микротома. 
Срезы наносили на стекла с  адгезивным покрытием 

Pearl Snowcoat (Leica, Германия) и окрашивали гематок-
силином и эозином по классической методике.

Иммуногистохимическое исследование проводи-
лось с применением безбиотиновой системы детекции. 
Для выявления экспрессии маркеров использовали мо-
ноклональные антитела производства DAKO (Дания): 
к E-кадгерину, CD44, TWIST1 и ALDH1A1. Биологи-
ческий материал предварительно фиксировали в тече-
ние суток в 10%-м растворе нейтрального формалина, 
затем проводили через спирты возрастающей концен-
трации, ксилол и  парафин с  использованием гисто-
процессора TP1020 (Leica Biosystems, Германия). Па-
рафиновые блоки изготавливали при помощи EG1050 
(Leica, Германия), а срезы толщиной 3 мкм получали 
на ротационном микротоме и наносили на стекла с ад-
гезивным покрытием Pearl Snowcoat (Leica, Германия).

Окрашенные препараты анализировали на свето-
вом микроскопе Nikon E200 (Nikon Corporation, Япо-
ния), оснащённом цифровой камерой MIChrome  5 
(Microtec optics, КНР). Морфометрический анализ 
цифровых изображений выполнялся с использовани-
ем программы ImageJ (NIH, США). Изображения рас-
кладывали на цветовые каналы, бинаризовали по зе-
лёному каналу (64-битный порог), выделяли области 
с  иммунореактивным продуктом и  рассчитывали 
коэффициент площади окрашивания как отношение 
окрашенной площади к общей площади поля зрения 
в  процентах. Измерения проводились в  5  независи-
мых полях зрения каждого препарата. 

Пороговые значения маркеров были определены 
методом ROC-анализа: ALDH1>20%, TWIST>15%, 
CD44>25%, E-кадгерин <30%, LAG3 >10%, CD20 >25%. 

Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием программного обеспечения StatTech 
v.4.1.1 (ООО «Статтех», Россия). При описании кате-
гориальных признаков указывались как абсолютные 
значения, так и соответствующие процентные доли.

Для количественных переменных с  нормальным 
распределением вычислялись средние значения (M), 
стандартные отклонения (SD) и 95%-е доверительные 
интервалы (95% ДИ). Проверка соответствия нор-
мальному распределению осуществлялась с примене-
нием критерия Шапиро-Уилка.

Сравнение количественных данных между двумя 
группами проводилось с  использованием t-критерия 
Стьюдента (при равенстве дисперсий), а  сравнение 
категориальных переменных – с помощью критерия χ² 
Пирсона. В случаях, когда ожидаемая частота в ячей-
ках 4×4 таблиц была менее 10, использовался точный 
критерий Фишера. Критическим уровнем значимости 
во всех анализах считали p<0,05. 

Результаты 
По результатам морфологической оценки степе-

ни опухолевого регресса после курса неоадъювантной 
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химиолучевой терапии пациенты были разделены 
на 2  группы: 1-я группа  – TRG 0–1 (n=35), пациенты 
с полным или выраженным ответом; 2-я группа – TRG 
2–3 (n=40), пациенты с отсутствием или слабым ответом.

Выраженность экспрессии ALDH1, TWIST, CD44, 
LAG3  и  CD20  была достоверно выше у  пациентов 
с неблагоприятным ответом (TRG 2–3), тогда как экс-
прессия E-кадгерина  – выше у  пациентов с  эффек-
тивным ответом (TRG 0–1). Отмечалось увеличение 
экспрессии ALDH1 > 20% у 67,5% пациентов с TRG 
2–3 и только у 20,0% с TRG 0–1 (p<0,001), (рис. 1).

Рисунок 1. Реакция с  антителами к  альдегиддегидроге-
назе (ALDH1) отрицательная. Иммуногистохимическая 
реакция, гематоксилин. Увеличение: об. ×20
Figure 1. The reaction with antibodies to aldehyde dehydro-
genase (ALDH1) is negative. Immunohistochemical staining, 
hematoxylin. Magnification: obj. ×20

Рисунок 2. Кластеры клеток, экспрессирующих антиген 
TWIST1. Экспрессия не превышает 20%. Иммуногисто-
химическая реакция, гематоксилин. Увеличение: об. ×10
Figure 2. Clusters of cells expressing TWIST1  antigen. Ex-
pression does not exceed 20%. Immunohistochemical staining, 
hematoxylin. Magnification: obj. ×10

Рисунок 3. Экспрессия клеток, позитивных к  рецептору 
гиалуроновой кислоты (CD44), составила 20%. Иммуноги-
стохимическая реакция, гематоксилин. Увеличение: об. ×40
Figure 3. Expression of cells positive for hyaluronic acid re-
ceptor (CD44) was 20%. Immunohistochemical staining, he-
matoxylin. Magnification: obj. ×40

Рисунок 4. Содержащие E-кадгерин клетки образуют ати-
пичные железы. Общая экспрессия составила 15%. Иммуно-
гистохимическая реакция, гематоксилин. Увеличение: об. ×10
Figure 4. E-cadherin-positive cells form atypical glands. Total 
expression was 15%. Immunohistochemical staining, hema-
toxylin. Magnification: obj. ×10

Увеличение экспрессии TWIST>15% выявле-
но в  60,0% против 17,1% соответственно (p<0,001), 
(рис. 2).

Экспрессия CD44 > 25% наблюдалась в 55,0% про-
тив 14,3% (p=0,002), (рис. 3).

Напротив, снижение экспрессии E-кадгерин < 30% 
выявлено в 70,0% против 22,9% (p<0,001), (рис. 4).

Тогда как увеличение экспрессии LAG3 > 10% вы-
явлено в 52,5% против 11,4% (p<0,001), (рис. 5).

А также увеличение экспрессии маркера CD20 >25% 
выявлено в 48,6% против 13,3% (p=0,001), (рис. 6).
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Обсуждение
Результаты данного исследования подтверждают важ-

ную роль молекулярной сигнатуры опухоли (совокупно-
сти маркеров стволовости, ЭМП и  иммуносупрессии) 
в развитии резистентности рака прямой кишки к ХЛТ. 
Сочетанная экспрессия маркеров ALDH1, TWIST, CD44, 
LAG3 и CD20 достоверно коррелировала с плохим от-
ветом на терапию (TRG 2–3), в то время как экспрессия 
E-кадгерина была характерна для пациентов с  выра-
женным регрессом опухоли (TRG 0–1), что указывает 
на прогностическую ценность этих биомаркеров.

ALDH1, выступая в  качестве маркера опухоле-
вых стволовых клеток (ОСК), играет важную роль 
в  поддержании клеточного гомеостаза и  обеспече-
нии устойчивости к  цитотоксическим воздействиям. 
Повышенная экспрессия ALDH1 ранее была связана 
с  радиорезистентностью и  неблагоприятным про-
гнозом при различных типах рака  [11, 20]. В нашем 
исследовании экспрессия ALDH1  более 20% досто-
верно чаще наблюдалась в  группе пациентов с  низ-
кой эффективностью химиолучевой терапии (ХЛТ), 
что подтверждает вклад этого маркера в формирова-
ние устойчивого фенотипа.

TWIST, индуктор ЭМП, активирует транскрипци-
онные каскады, способствующие снижению уровня 
E-кадгерина, ремоделированию цитоскелета и повы-
шению инвазивности опухолевых клеток  [6, 14, 16]. 
У  пациентов с  неблагоприятным ответом на ХЛТ 
(TRG 2–3) уровень TWIST >15% встречался в  70% 
случаев, в то время как экспрессия E-кадгерина <30% 
наблюдалась у  82% таких пациентов. Эта информа-
ция согласуется с данными, согласно которым потеря 
E-кадгерина и  активация TWIST формируют дедиф-
ференцированный инвазивный фенотип, менее чув-
ствительный к терапии [5, 6, 19].

CD44, поверхностный гликопротеин, связан не толь-
ко с ОСК, но и с межклеточной адгезией, миграцией 
и  взаимодействием с  внеклеточным матриксом. Вы-
сокий уровень экспрессии CD44 (>25%) в нашем ис-
следовании ассоциировался с резистентностью к ХЛТ, 
аналогично данным других авторов, указывающим 
на участие CD44+ клонов в формировании терапевти-
ческой устойчивости [11, 20].

Рисунок 5. Единичные клетки, экспрессирующие LAG3. 
Величина экспрессии до 5%. Иммуногистохимическая ре-
акция, гематоксилин. Увеличение: об. ×40
Figure 5. Single cells expressing LAG3. Expression level 
up to 5%. Immunohistochemical staining, hematoxylin. 
Magnification: obj. ×40

Рисунок 6. Содержание CD20-позитивных В-лимфоцитов 
составило 10% от всех клеток. Иммуногистохимическая 
реакция, гематоксилин. Увеличение: об. ×20
Figure 6. CD20-positive B  lymphocytes accounted for 10% 
of all cells. Immunohistochemical staining, hematoxylin. 
Magnification: obj. ×20

Таблица
Связь экспрессии молекулярных маркеров 

и патоморфологических характеристик с эффектом 
химиолучевого лечения у больных раком прямой 

кишки
 Table

Association between molecular marker expression and 
pathomorphological features with chemoradiotherapy 

response in patients with rectal cancer

Маркер
Группа 

TRG 0–1, 
n (%)

Группа 
TRG 2–3,  

n (%)
χ² p

ALDH1 >20% 7 (20%) 26 (65%) 14,71 <0,001

TWIST >15% 10 (29%) 29 (72%) 12,19 <0,001

CD44 >25% 12 (34%) 28 (70%) 8,36 0,004

E-кадгерин 
<30% 27 (77%) 9 (23%) 20,28 <0,001

LAG3 >10% 6 (17%) 23 (58%) 14,94 <0,001

CD20 >25% 5 (14%) 22 (55%) 14,83 <0,001
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Особое внимание заслуживают иммунные марке-
ры. Повышение экспрессии LAG3 (>10%) в  группе 
TRG 2–3  может отражать функциональное истощение 
T-клеток и угнетение цитотоксического ответа, что ранее 
описано в литературе как один из механизмов иммунно-
го уклонения опухоли  [15, 16]. Аналогичным образом 
экспрессия CD20 (>25%) была выше у пациентов с низ-
ким регрессом. Учитывая двойственную роль B-клеток 
в опухолевом процессе, как стимуляторов антиген-пре-
зентирующих факторов и регуляторов иммуноподавле-
ния, полученные результаты указывают на потенциаль-
ную вовлечённость B-клеточного звена в формирование 
радиорезистентного иммунного профиля [17].

Таким образом, формирование устойчивости опу-
холи к ХЛТ при раке прямой кишки представляет со-
бой многокомпонентный процесс, включающий акти-
вацию стволовых свойств, ЭМП и иммуносупрессив-
ного микроокружения. Наши данные подтверждают, 
что комбинация маркеров ALDH1, TWIST, CD44, 
LAG3, CD20 и E-кадгерина может служить биологи-
ческой основой для стратификации риска и индиви-
дуализации лечебной тактики.

Заключение
Таким образом, результаты нашего исследова-

ния позволяют заключить, что комплексная оценка 
экспрессии маркеров опухолевых стволовых клеток 
(ALDH1, CD44), транскрипционного фактора TWIST 
и иммунных маркеров (LAG3, CD20), а также уров-
ня E-кадгерина, может служить ценным инструмен-
том для прогнозирования ответа на химиолучевую 
терапию у  пациентов с  раком прямой кишки. Дан-
ные маркеры могут лечь в основу прогностической 
классификации, позволяющей выделить группы па-
циентов с высокой вероятностью радиорезистентно-
сти. В  перспективе, это позволит разработать стра-
тегии персонализированного лечения, направленные 
на модуляцию сигнальных путей, ответственных 
за формирование устойчивости к терапии.
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