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Резюме

Цель исследования. Оценить количество клеток с фенотипом CD45+/-, экспрессирующих Toлл-подобные рецепторы (TLRs) 
в опухолевой ткани, перифокальной зоне, линии резекции при раке ободочной кишки (РОК) различной локализации.
Материалы и методы. В исследование включено 50 пациентов РОК. На первом этапе лечения всем пациентам было 
проведено оперативное вмешательство с забором материала для дальнейших исследований. В клеточных суспензиях, 
полученных из ткани опухоли, перифокальной зоны (1–3 см от опухоли), линии резекции (~10 см от опухоли) методом 
проточной цитометрии определялась экспрессия TLRs (2, 3, 4, 8, 9) на CD45+, CD45- клеточных популяциях с дальнейшим 
расчетом процентного содержания клеток соответственного фенотипа относительно общего числа клеток.
Результаты. При анализе данных опухолей левой половины ободочной кишки, по сравнению с правой выявлено сниже-
ние процентного содержания клеток с фенотипом CD45-, экспрессирующих TLR4, 8 на 38 % и 25 %. Сравнительный анализ 
количества клеток с фенотипом CD45+, экспрессирующих TLR 2, 4 показал снижение количества этих клеток на 81 % и 87 % 
соответственно, по сравнению с правосторонней локализацией. При оценке данных перифокальной зоны опухолей левой 
половины ободочной кишки, по сравнению с правой выявлено снижение процентного содержания клеток с фенотипом 
CD45-, которые экспрессируют TLR4, на 61 %. В линиях резекции при опухолях левой половины ободочной кишки, по 
сравнению с правой, выявлено статистически значимое увеличение процентного содержания клеток с фенотипом CD45-, 
которые экспрессируют TLR 2, 4 на 205 % и 55 % соответственно. Отмечалось снижение клеток с фенотипом CD45+, экс-
прессирующих TLR 4 на 87 %. При оценке количества клеток, которые экспрессируют TLRs 3 и 9, в опухоли, перифокальной 
зоне, линиях резекции не было выявлено достоверных различий.
Заключение. В клетках с фенотипом CD45+ и CD45- опухоли и перифокальной зоны левой половины ободочной кишки 
наблюдается меньшее количество клеток, экспрессирующих TLRs 2, 4, 8, по сравнению с правосторонней локализацией.
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Abstract

Purpose of the study. To evaluate the number of cells with the CD45+/- phenotype expressing Toll-like receptors (TLRs) in tissues 
of the tumor, peritumoral area and resection line tissues in colon cancer (CC) with various tumor locations.
Materials and methods. The study included 50 patients with CC. All patients underwent surgery as the primary treatment, and 
tissue material was collected from the patients. Expression of TLRs (2, 3, 4, 8, 9) on CD45+, CD45- cell populations was determined 
by flow cytometry in cell suspensions obtained from tissues of the tumor, peritumoral area (1–3 cm from the tumor) and resec-
tion line tissues (~10 cm from the tumor) with further calculation of the percentage of cells with the corresponding phenotype 
from the total number of cells.
Results. An analysis of left-sided colon tumors showed lower percentage of CD45- cells expressing TLR4, 8, compared to right- 
sided tumors, by 38 % and 25 %. A comparative analysis of the number of CD45+ cells expressing TLR 2, 4 showed their decrease 
by 81 % and 87 %, respectively, compared with right- sided tumors. An assessment of the data in the perifocal zone of left-sided 
colon tumors, compared with right- sided ones, demonstrated a decrease in the percentage of cells with the CD45- phenotype 
that express TLR4, by 61 %. Resection line tissues in left-sided tumors, compared with right- sided ones, showed a statistically 
significant increase in the percentage of CD45- cells that express TLR 2, 4 by 205 % and 55 %, respectively. The number of CD45+ 
cells expressing TLR 4 decreased by 87 %. An assessment of the number of cells expressing TLRs 3 and 9 in the tumor, peritumoral 
area and resection line tissues did not reveal significant differences.
Conclusions. Lower number of cells with CD45+ and CD45- phenotypes express TLRs 2, 4, 8 in left-sided colon tumors and their 
peritumoral tissues, compared to right- sided cancer.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

На сегодняшний день, колоректальный рак (КРР) 
остается актуальной проблемой современной онко-
логии и занимает одно из лидирующих мест в струк-
туре общей онкологической заболеваемости. Каждый 
год в мире выявляются более 1 млн. новых случаев 
заболевания КРР с одинаковой распространенностью 
среди мужского и женского населения [1; 2]. Больше 
60 % от всех выявленных случаев КРР приходятся на 
рак ободочной кишки (РОК), уровень заболеваемо-
сти и запущенности которого остается на достаточно 
значимом уровне [3].

В течении последних десятилетий основным пред-
метом исследований в современной онкологии явля-
ется изучение роли различных звеньев иммунной 
системы в развитии и клиническом течении опухо-
левого процесса [4]. На сегодняшний день доказана 
неоднозначная роль иммунной системы в колокан-
церогенезе. Отмечается возможность развития, как 
противоопухолевых, так и опухоль- стимулирующих 
эффектов, в виду чего особую актуальность приобре-
тает изучение роли отдельных компонентов адаптив-
ного иммунитета, клеточных и гуморальных факторов 
врожденного иммунитета. В механизмах активации 
и реализации функций врожденного иммунитета 
особая роль отводится паттерн- распознающим ре-
цепторам (ПРР, Pattern Recognition Receptors, PRRs). 
В последние время активно изучаются функции, а так-
же экспрессия Толл-подобных рецепторов (Toll like 
receptors, TLRs) в норме и при патологии, которые, по 
мнению ряда авторов, являются наиболее важными 
представителями PRRs [5]. TLRs в основном экспресси-
руются на клетках врожденного иммунитета, включая 
моноциты, макрофаги, нейтрофилы, эозинофилы, 
естественные клетки- киллеры и дендритные клетки, 
а также на T- и B- лимфоцитах [6–8]. Было показано, 
что TLRs экспрессируются не только на иммунных 
клетках, но и на различных соматических, в том числе 
опухолевых клетках, включая колоректальную опу-
холь [9]. По мнению ряда авторов, экспрессия TLRs на 
опухолевых клетках может играть в канцерогенезе как 
положительную, так и отрицательную роль [10]. Од-
нако, биологическая и клиническая значимость дан-
ного факта остается спорной. Да и в литературе, как 
в отечественной, так и зарубежной, нам не удалось 
найти работ, посвященных оценке уровня экспрессии 
TLRs в опухолевой ткани, перифокальной зоне, линии 
резекции при РОК различной локализации.

Цель исследования: оценить количество клеток 
с фенотипом CD45+/-, экспрессирующих Toлл-подоб-
ные рецепторы (TLRs) в опухолевой ткани, перифо-
кальной зоне, линии резекции при раке ободочной 
кишки (РОК) различной локализации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование было включено 50 пациентов 
РОК. Преобладал женский пол 26 (52 %) и пациен-
ты, имеющие II стадию онкопроцесса – 25 (50 %). 
Средний возраст женщин составил 67 ± 0,4 года, 
мужчин – 66 ± 0,3. У 25 больных (50 %) опухолевый 
процесс локализовался в правой половине ободоч-
ной кишки, у 25 (50 %) – в левой половине. На пер-
вом этапе лечения всем пациентам было проведено 
оперативное вмешательство с забором материала 
для дальнейших исследований. В клеточных суспен-
зиях, полученных из ткани опухоли, перифокальной 
зоны (1–3 см от опухоли), линии резекции (~10 см 
от опухоли) методом проточной цитометрии на BD 
FACSCanto (Becton Dickinson, USA) определялась экс-
прессия TLRs (2, 3, 4, 8, 9) на CD45+, CD45- клеточных 
популяциях с дальнейшим расчетом процентного 
содержания клеток соответственного фенотипа от-
носительно общего числа клеток. Формирование 
первичной базы данных, содержащей количествен-
ные значения определяемых параметров, осущест-
вляли с использованием пакета программ MS Office 
Excel 2016. Статистическую обработку полученных 
результатов планируется проводить с использо-
ванием пакета Statistica 13,3 (StatSoft Inc., США), 
что предполагало расчёт основных статистических 
характеристик выборок, определение характера 
распределения определяемых показателей с исполь-
зованием критерия Шапиро- Уилка. В связи с тем, 
что полученные результаты имели ненормальное 
распределение, они представлены в виде медианы 
(Me) и интерквартильного размаха – 25 и 75 процен-
тили (Ме [LQ; UQ]). Достоверность отличий между 
выборками оценивали с использованием критерия 
Манна- Уитни. Результаты считались статистически 
значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Количество клеток с фенотипом CD45-, экспресси-
рующих TLR4, в опухолях правой половины ободоч-
ной кишки составило 36,7 (12,85; 43,1), а в клетках 
опухолей левой половины ободочной кишки 22,7 
(9,2; 37,6). В то время как клеток, экспрессирующих 
TLR8, при опухолях левосторонней локализации по 
сравнению с правосторонней было 72,5 (60,1; 85,4) 
и 54,1 (39; 64,4), соответственно.

При сравнении полученных данных опухолей 
левой половины ободочной кишки, по сравнению 
с правой выявлено снижение процентного содер-
жания клеток с фенотипом CD45-, экспрессирующих 
TLR4,8 на 38 % и 25 %.
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Количественный состав клеток с фенотипом CD45+, 
экспрессирующих TLR4, в опухолях правой и левой 
половин ободочной кишки составил 57,4 (6,85; 64,43) 
и 38,4 (11; 54,4), соответственно. Количество клеток 
с фенотипом CD45+, экспрессирующих TLR2, в клет-
ках опухолей правой половины ободочной кишки 
составило 9,45 (1,93; 21,5), а левой – 4,3 (0,7; 21,6).

При сравнительном анализе данных опухолей 
левой половины ободочной кишки, по сравнению 
с правой выявлено снижение процентного содер-
жания клеток с фенотипом CD45+, экспрессирующих 
TLR2,4 на 54 % и 33 % (рис. 1, 2).

Та же тенденция наблюдается и в перифокальной 
зоне при опухолях левосторонней локализации: от-
носительное количество клеток с фенотипом CD45-, 
экспрессирующих TLR4, в опухолях составило 5,8 (5,7; 
7,2) против 14,9 (9,85; 35,15) при опухолях правосто-
ронней локализации.

Количественный состав клеток с фенотипом CD45+, 
экспрессирующих TLR2, в перифокальной зоне при 
опухолях правой и левой половин ободочной кишки 
составил 40,35 (26,73; 53,98) и 7,6 (0,9; 22,5), а клеток 
с фенотипом CD45+, экспрессирующих TLR4, 57,3 (57,1; 
57,5) и 7,7 (0,9; 14,9) соответственно.

При оценке количества клеток с фенотипом CD45+, 
экспрессирующих TLR 2, 4 отмечено снижение коли-
чества клеток на 81 % и 87 % соответственно по срав-
нению с правосторонней локализацией.

Сравнение полученных данных в клеточных суспен-
зиях из перифокальной зоны опухолей левой поло-
вины ободочной кишки с аналогичными данными 
при правой локализации РОК выявлено снижение 
процентного содержания клеток с фенотипом CD45-, 
которые экспрессируют TLR4, на 61 % (рис. 3, 4).

Анализ клеточного состава в линиях резекции 
показал, что количество клеток с фенотипом CD45-

, которые экспрессируют TLR2, в опухолях правой 
половины ободочной было

11,2 (11,2; 12,55), а при опухолях левой половины 
ободочной кишки – 34,2 (22,4; 41,1). В тоже время 
количество клеток с фенотипом CD45-, экспрессирую-
щих TLR3, в опухолях правой половины ободочной 
больше, чем в левой 53,5 (51,35; 73,55) и 83,0 (82,4; 
85,1) соответственно.

Выявлено увеличение относительного количества 
клеток с фенотипом CD45+, которые экспрессируют 
TLR3 в случае локализации РОК в левой половине, 
соответственно 41,55 (32,28; 50,83) против 71,9 
(61,2; 82,5). На этом фоне клеток с фенотипом CD45+, 
которые экспрессируют TLR4, напротив, при лево-
сторонней локализации оказалось меньше, чем при 
правосторонней – 37,9 (34,35; 41,45) и 5,0 (4; 5,9) 
соответственно.

При сравнении данных в линиях резекции при опу-
холях левой половины ободочной кишки, по срав-
нению с правой, выявлено статистически значимое 
увеличение процентного содержания клеток с фено-
типом CD45-, которые экспрессируют TLR 2, 4 на 205 % 
и 55 % соответственно. Однако, отмечалось снижение 
клеток с фенотипом CD45+, экспрессирующих TLR 4 
на 87 % (рис. 5, 6).

На сегодняшний день доказано, что TLRs обладают 
опухоль- стимулирующим эффектом, что наиболее 
хорошо изучено в клетках толстого кишечника, в ос-
новном при участии TLR4 и TLR2 [11].

С другой стороны, TLRs вовлечены в обеспечение 
противоопухолевого иммунитета: одним из главных 
механизмов, лежащих в рассматриваемой актив-

Рис. 1. Относительное содержание клеток с фенотипом CD45-, 
экспрессирующих TLRs, в тканях опухоли группы пациентов РОК 
различной локализации (правой и левой половины ободочной 
кишки), * p < 0,05, статистически значимые различия.

Fig. 1. The relative content of cells with CD45- phenotype expressing 
TLRs in the tumor tissues of a group of patients with CC of different 
localization (right and left halfs of colon), * p < 0.05, statistically 
significant differences.

Рис. 2. Относительное содержание клеток с фенотипом CD45+, 
экспрессирующих TLRs, в тканях опухоли группы пациентов РОК 
различной локализации (правой и левой половины ободочной 
кишки), * p < 0,05, статистически значимые различия.

Fig. 2. The relative content of CD45+ phenotype cells expressing 
TLRs in the tumor tissues of a group of patients with CC of different 
localization (right and left half of the colon), * p < 0.05, statistically 
significant differences.
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ности TLRs, является их способность активировать 
различные звенья прежде всего клеточного иммуни-
тета [12]. Считается, что активация дендритных клеток 
(dendritic cells, DCs) может привести к выработке IFNα, 
который, снижая противоопухолевую толерантность, 
активирует противоопухолевый иммунитет через 
активацию NK клеток (nature killers), главная функция 
которых – распознавание и уничтожение измененных 
(опухолевых) клеток [13]. Активация DCs через TLR 
приводит к стимуляции миграции NK-клеток, а в даль-
нейшем и к усилению активности Тh1 и цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов, вызывающих гибель опухолевых 
клеток [14; 15].

В настоящее время активно изучается роль от-
дельных видов TLRs в колоканцерогенезе в экспе-
рименте. В исследовании Salcedo R. et al. не было 
выявлено достоверных различий между мышами 
дикого типа и TLR2-дефицитными мышами с исполь-
зованием модели АОМ-DSS [16]. В исследовании 
Diamond M. S. et al. показано увеличение риска 
развития опухоли, а также более высокие уровни 
продукции IL-6 и IL-17A в КРР у TLR2-дефицитных 
мышей с использованием аналогичной модели 
АОМ-DSS [17].

Некоторые исследователи показали, что экспрессия 
TLR2 и TLR4 была связаны с худшей выживаемостью 

Рис. 5. Относительное содержание клеток с фенотипом CD45-, 
экспрессирующих TLRs, в линии резекции группы пациентов 
РОК различной локализации (правой и левой половины 
ободочной кишки), * p < 0,05, статистически значимые 
различия.

Fig. 5. The relative content of cells with CD45- phenotype 
expressing TLRs in the resection line of a group of patients with CC 
of different localization (right and left half of the colon), * p < 0.05, 
statistically significant differences.

Рис. 3. Относительное содержание клеток с фенотипом CD45-, 
экспрессирующих TLRs, в тканях перифокальной зоны опухолей 
группы пациентов РОК различной локализации (правой и 
левой половины ободочной кишки), * p < 0,05, статистически 
значимые различия.

Fig. 3. The relative content of CD45-phenotype cells expressing 
Tlr in the tissues of the perifocal zone of tumors of a group of CC 
patients of different localization (right and left half of the colon), * 
p < 0.05, statistically significant differences.

Рис. 6. Относительное содержание клеток с фенотипом CD45+, 
экспрессирующих TLRs, в линии резекции группы пациентов 
РОК различной локализации (правой и левой половины 
ободочной кишки), * p < 0,05, статистически значимые 
различия.

Fig. 6. Relative content of cells with CD45+ phenotype expressing 
TLRs in the resection line of a group of patients with CC of different 
localization (right and left half of the colon), * p < 0.05, statistically 
significant differences.

Рис. 4. Относительное содержание клеток с фенотипом 
CD45+, экспрессирующих TLRs, в тканях перифокальной зоны 
опухолей пациентов РОК различной локализации (правой и 
левой половины ободочной кишки), * p < 0,05, статистически 
значимые различия.

Fig. 4. The relative content of CD45+ phenotype cells expressing 
TLRs in the tissues of the perifocal zone of tumors of patients 
with CC of different localization (right and left half of the colon), * 
p < 0.05, statistically significant differences.
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после постановки диагноза рака [18]. По мнению 
Slattery M. L. et al, TLR3 увеличивает риск развития 
рака, включая КРР [19]. Wang V. G. et al. в своем мета-
анализе сообщили об ассоциации только двух поли-
морфизмов TLR3, rs11721827 и rs3775292 с риском 
развития КРР [20].

Колоканцерогенез бесспорно связан с повы-
шенным уровнем экспрессии TLR4, что является 
неблагоприятным фактором прогноза течения 
заболевания [9; 20]. Wang E. L. et al. исследовали 
экспрессию TLR4 и MYD88 в колоректальной опу-
холи и предположили, что высокая экспрессия TLR4 
и MYD88 связана с метастазированием в печень 
и является независимым предиктором плохого 
прогноза. Их результаты также свидетельствуют 
о том, что передача сигналов TLR4/MYD88 способ-
ствует онкогенезу не только при КРР, связанном 
с колитом, но и при спорадическом [21]. Другие 
исследования также показали, что передача сиг-
налов TLR4 активирует NF-KB через путь MYD88, 
приводя к транскрипции провоспалительных цито-
кинов, а также многих важных компонентов вос-
палительной реакции [22].

В ряде работ показано, что взаимодействие TLR9 
с CD4+ Т-клетками может усилить противоопухолевые 
реакции [23; 24]. Однако роль TLR9 в развитии КРР 
остается неясной. Экспрессия TLR9 была снижена 
в гиперпластических и ворсинчатых полипах у паци-
ентов, у которых в дальнейшем развился КРР, что 
указывает на возможную защитную роль экспрессии 
TLR9 против злокачественной трансформации сли-
зистой оболочки толстой кишки [25].

Таким образом, в настоящее время однозначно 
не ясна роль TLRs в колоканцерогенезе, что откры-
вает перспективы для дальнейшего изучения этого 
вопроса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе нашего исследования было показано:
1. При сравнительном анализе данных опухолей 

левой половины ободочной кишки, по сравнению 
с правой выявлено снижение процентного содержа-
ния клеток с фенотипом CD45-, экспрессирующих TLR4, 
8 на 38 % и 25 %.

2. При оценке количества клеток с фенотипом 
CD45+, экспрессирующих TLR 2, 4 отмечено снижение 
количества этих клеток на 81 % и 87 % соответственно 
по сравнению с правосторонней локализацией.

3. При анализе данных перифокальной зоны опу-
холей левой половины ободочной кишки, по срав-
нению с правой, выявлено снижение процентного 
содержания клеток с фенотипом CD45-, которые экс-
прессируют TLR4, на 61 %.

4. При сравнении данных в линиях резекции при 
опухолях левой половины ободочной кишки, по срав-
нению с правой, выявлено статистически значимое 
увеличение процентного содержания клеток с фено-
типом CD45-, которые экспрессируют TLR 2, 4 на 205 % 
и 55 % соответственно. Отмечалось снижение клеток 
с фенотипом CD45+, экспрессирующих TLR 4 на 87 %.

5. При оценке количества клеток, которые экспресси-
руют TLRs 3 и 9, в опухоли, перифокальной зоне, линиях 
резекции не было выявлено достоверных различий.

Таким образом, показано, что в клетках с фено-
типом CD45+ и CD45- опухоли и перифокальной зоны 
левой половины ободочной кишки наблюдается 
меньшее количество клеток, экспрессирующих TLRs 
2, 4, 8, по сравнению с правосторонней локализацией. 
В настоящее время сложно объяснить найденные 
особенности распределения клеток и не ясна роль 
TLRs в колоканцерогенезе, что открывает перспективы 
для дальнейшего изучения этого вопроса.
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