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На основании данных, представленных в базе Cancer Cell Line Encyclopedia по секвенированным 
последовательностям мРНК, проведен анализ паттернов экспрессии вариантов мРНК, 
кодирующих изоформы белка CD44, в  55  клеточных линиях колоректального рака (КРР). 
Показано, что распределение изоформ мРНК CD44  значительно различается между линиями 
КРР. В 13 исследованных линиях, включая Caco-2 и RKO, экспрессия CD44 не зарегистрирована. 
Для большинства остальных линий изоформа 3 мРНК CD44 является наиболее представленной, 
однако уровень ее  экспрессии варьирует, а  в  линиях MDST8  и  SNU503  отсутствует. Самый 
высокий уровень экспрессии изоформы 3 наблюдается в линиях CW2 и T84. Следующая по частоте 
встречаемости — изоформа 4, при этом уровень ее экспрессии ниже такового для изоформы 3, кроме 
линий HCT116, SNU81, NCIH508 и SNUC4. Наиболее высокая экспрессия изоформы 4 обнаружена 
в линии MDST8 — единственной линии, в которой экспрессируется изоформа 6. Также в клеточных 
линиях КРР представлена изоформа 2 мРНК CD44, наиболее высокий уровень экспрессии которой 
обнаружен в линии SNU503. Экспрессия изоформ 1, 5 и 7 не обнаружена ни в одной из исследуемых 
линий. При выборе клеточной модели для исследования роли CD44 при КРР необходимо учитывать 
профиль экспрессии мРНК конкретных изоформ этого белка.
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Эффективность терапии колоректального рака 
(КРР) в мире за последние годы значимо возрос-
ла, тем не менее этот вид онкологических заболе-
ваний по-прежнему занимает третье место по ча-
стоте летальных исходов [1]. Более 70% смертей 
при КРР связаны с метастазами в печени, который 
наблюдаются у 25% пациентов уже при постанов-
ке первичного диагноза [2]. Примерно у 50% па-
циентов метастазы развиваются в  дальнейшем. 

В настоящее время прогнозирование результатов 
лечения и  выбор схемы терапии для пациентов 
с КРР основаны на классификации TNM [3], кото-
рая не позволяет точно спрогнозировать течение 
КРР у пациентов на ранней стадии заболевания. 
В связи с этим обнаружение биомаркеров злока-
чественных опухолей толстой и  прямой кишки 
остается актуальной и  важной задачей для диа-
гностики и прогнозирования КРР.

Список сокращений: КРР — колоректальный рак; ОСК — опухолевые стволовые клетки; CCLE (Cancer Cell Line 
Encyclopedia) — база данных характеристик клеточных линий, используемых в качестве моделей для изучения опухолей.
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Накапливается все больше данных о  важной 
роли опухолевых стволовых клеток (ОСК) в раз-
витии и  прогрессировании опухолевых заболе-
ваний [4]. Это дает основания предполагать пер-
спективность изучения маркеров ОСК в контексте 
диагностики и  прогнозирования КРР. Трансмем-
бранный гликопротеин CD44 принадлежит к чис-
лу доказанных и наиболее важных маркеров ОСК 
при КРР [4]. Повышенная экспрессия CD44 выяв-
лена при различных онкологических заболевани-
ях, включая КРР [5–10].

У  человека ген CD44  включает 19  экзонов, 
которые подвергаются альтернативныму сплай-
сингу, в результате чего не исключено появление 
множества изоформ мРНК CD44 [11, 12]. Резуль-
таты in silico анализа предсказывают существова-
ние 27 изоформ, однако только 8 из них подтверж-
дены экспериментально (рис. 1). Самая короткая 
изоформа, состоящая из пяти первых (1‒5) и че-
тырех последних (15‒17, 19) экзонов, экспресси-
руется в большинстве типов тканей и рассматри-
вается как стандартная изоформа CD44 (CD44s). 
Включение вариабельных экзонов v2‒v10 (в ДНК 
соответствуют экзонам 6‒14) приводит к появле-
нию изоформ c  большей молекулярной массой 
(CD44v), которые экспрессируются только в  не-
которых эпителиальных тканях и  типах опухо-
лей  [13]. Вариабельные изоформы CD44  часто 
обозначают в соответствии с номерами вариабель-
ных экзонов, включенных в состав мРНК (напри-
мер, CD44v2‒10). Хотя экспрессия конкретных 
изоформ CD44 и их функции еще мало изучены, 

появляется все больше данных, свидетельствую-
щих о различной функциональной нагрузке изо-
форм CD44  [14–17]. Стоит отметить, что иссле-
дования осложняются отсутствием стандартной 
номенклатуры изоформ этого белка. В публикуе-
мых статьях авторы часто применяют номенкла-
туру, основанную либо на коммерческих названи-
ях используемых моноклональных антител, либо 
на  указании конкретного вариабельного экзо-
на, к которому специфичны антитела, например: 
CD44v3, CD44v6, CD44v9. В этих случаях часто 
не учитывается, что детекция конкретного вариа-
бельного экзона может привести к обнаружению 
всех изоформ, содержащих его, а не одного кон-
кретного белка. Так, экзон v9 может входить в со-
став разных изоформ: CD44v2‒10, CD44v3‒10, 
и CD44v8‒10, — которые соответствуют изофор-
мам 1, 2  и  3  в  базе NCBI (рис.  1). В  этой связи 
данные тотального секвенирования мРНК пред-
ставляются мощным инструментом для анализа 
профиля экспрессии изоформ CD44. Стоит так-
же отметить существующее различие в  обозна-
чениях изоформ CD44  в  базах данных UniProt 
и NCBI. Здесь мы будем использовать номенкла-
туру NCBI.

По  данным мета-анализа, недавно опубли-
кованного Wang Z. и  др.  [5], в  опухолях паци-
ентов с  КРР экспрессируются варианты мРНК 
CD44, содержащие вариабельные экзоны v2, v3, 
v6 и v9  [5]. Однако по-прежнему остается непо-
нятной их  функциональная значимость. В  свя-
зи с  этим исследования относительно роли 
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Рис. 1. Схематическое представление изоформ мРНК CD44, существование которых подтверждено экспериментально.

Fig. 1. Schematic representation of CD44 mRNA isoforms, the existence of which has been confirmed experimentally.
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конкретных изоформ CD44 (или определенного 
профиля изоформ) при КРР не теряют актуально-
сти. Для решения этой задачи требуются модель-
ный клеточные линии с хорошо аннотированным 
профилем экспрессии изоформ CD44.

В  представленном исследовании на  базе 
общедоступных данных из  Cancer Cell Line 
Encyclopedia (CCLE) [18] по тотальному секвени-
рованию мРНК проанализированы профили экс-
прессии изоформ мРНК CD44  в  клеточных ли-
ниях КРР. В  результате проведенного анализа 
идентифицированы линии потенциально наибо-
лее релевантные для исследования роли изоформ 
CD44 при КРР.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Обработка результатов секвенирования
Общедоступные данные секвенирования 

мРНК для 55 клеточных линий КРР были загру-
жены с  портала CCLE (https://sites.broadinstitute.
org/ccle) в виде таблиц экспрессии в шкале TPM. 
Единицы TPM получали нормированием ри-
дов сначала на  длину сплайс-варианта (в  тыся-
чах нуклеотидов), а потом на глубину библиотеки 

(сумма полученных значений, в  миллионах ри-
дов). В  используемым наборе данных содержа-
лась информация для изоформ с  1  по  7, данные 
для изоформы 8 (в соответствии с номенклатурой 
NCBI) отсутствовали.

Для анализа и  визуализации распределения 
уровней экспрессий изоформ мРНК CD44 в кле-
точных линиях КРР была построена тепловая кар-
та и  иерархическая кластеризация методом Вар-
да  [19]. Для графического представления полу-
ченных данных использован модуль seaborn языка 
программирования Python [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нами проведен анализ экспрессии изоформ 
мРНК CD44  в  55  клеточных линиях КРР с  ис-
пользованием данных секвенирования тотальной 
мРНК из базы CCLE. В результате выявлено, что 
распределение изоформ значительно различается 
между линиями. На рис. 2 представлена тепловая 
карта с иерархическая кластеризацией клеточных 
линий КРР по экспрессии изоформ мРНК CD44.

Исследуемые линии можно разделить услов-
но на пять групп по уровню экспрессии изоформ 

Рис. 2. Тепловая карта с иерархической кластеризацией клеточных линий КРР на основании экспрессии изоформ 
мРНК CD44. Для построения тепловой карты использованы данные секвенирования мРНК из базы данных CCLE.

Fig. 2. Heat map with hierarchical clustering of CRC cell lines by expression of CD44 mRNA isoforms. Built based on total 
mRNA sequencing data from the CCLE database.
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2, 3  и  4: 1) 13  линий (с  Сolo320  по  RKO), в  ко-
торых не  экспрессируется или практически 
не  экспрессируется ни  одной изоформы CD44; 
2) 17  линий (с  CL11  по  SW1463), которые сла-
бо экспрессируют изоформу 3, и примерно поло-
вина из  них также слабо экспрессирует изофор-
му 4; 3) 17 линий (c SNU175 по SNU1197), в ко-
торых хорошо выражена экспрессия изоформы 
3, в части из них также экспрессируется изофор-
ма 4, но уровень экспрессии этой изоформы зна-
чительно ниже такового для изоформы 3 (кроме 
линий SNU81, NCIH508  и  SNUC4); 4) 4  линии 
(с  НСТ116  по  SNU407), в  которых наблюдается 
близкий средний уровень экспрессии трех изо-
форм мРНК CD44  — 2, 3  и  4; 5) в  эту группу 
можно включить оставшиеся 4 линии, в которых 
паттерн экспрессии изоформ мРНК CD44  суще-
ственно отличается от всех вышеперечисленных. 
Так, в  линии MDST8  наблюдается очень высо-
кий уровень экспрессии изоформы 4 и низкий — 
изоформы 6, экспрессия которой не  наблюдает-
ся ни  в  одной другой из  рассмотренных линии. 
В линиях CW2 и T84 на очень высоком уровень 
представлена изоформа 3 и на уровне ниже сред-
него — изоформа 4 (а также изоформа 2 в линии 
T84). В  линии SNU503  наиболее выражена изо-
форма 2, а также экспрессируется изоформа 4. Та-
ким образом, изоформы 1, 5 и 7 не представлены 
ни в одной из исследуемых линий.

Отметим, что изоформа 4  соответствует 
так называемой стандартной форме СD44 (или 
CD44s), которая не  содержит вариабельных эк-
зонов. CD44s — наиболее распространенная изо-
форма и  экспрессируется в  большинстве тканей 
позвоночных [12, 15]. Эта изоформа представлена 
практически во всех рассмотренных линиях, экс-
прессирующих CD44 (группы 2‒5). Изоформа 3, 
содержит вариабельные экзоны v8, v9 и v10 и со-
ответствует варианту CD44v8‒10 (или CD44E). 
Эта изоформа рассматривалась ранее только как 
эпителиальный вариант белка CD44, поскольку 
экспрессируется в  нормальных эпителиальных 
тканях, в  том числе кишечника, и  в  тканях же-
лезистого эпителия  [13, 21, 22]. Однако в  более 
поздних работах показано, что включение экзо-
на v9 в CD44 может рассматриваться как маркер 
ОСК  [23, 24], а  в процессе эпителиально-мезен-
химального перехода (ЕМТ) содержание изоформ 
CD44 с экзоном v9 увеличивается [25].

Изоформа 2  содержит вариабельные экзо-
ны v3‒v10 и включает все наиболее часто встре-
чаемые в исследованиях экзоны v3, v6 и v9. Ли-
ния SNU503  представляется наиболее релевант-
ной моделью для изучения роли изоформы 2 при 
КРР. Изоформа 2  экспрессируется в  линиях, 

отнесенных к группам 4, 5, и в некоторых лини-
ях группы 3.

В связи с тем, что ни в одной из клеточных ли-
ний КРР не  экспрессируется изоформа 1, содер-
жащая экзон v2, в настоящее время отсутствуют 
модели для исследования роли такого варианта 
СD44, экспрессия которого была показана в кли-
нических образцах как прогностический маркер 
низкой выживаемости пациентов при КРР [5].

Обобщая полученные данные, следует сделать 
вывод, что распределение изоформ CD44  зна-
чительно различается между линиями КРР. Так, 
в таких часто используемых для изучения КРР ли-
ниях, как RKO, HCT116  и  HT29, паттерны экс-
прессии изоформ мРНК CD44  отличаются. При 
выборе модели для исследования роли CD44 при 
КРР необходимо учитывать профиль экспрессии 
конкретных изоформ его мРНК.
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Abstract‒The expression profile of CD44 isoforms in 55 colorectal cancer (CRC) cell lines has been 
evaluated based on  mRNA sequencing data from the Cancer Cell Line Encyclopedia database. The 
distribution of  CD44  mRNA isoforms differs significantly between CRC lines. In  13  studied lines, 
including Caco-2 and RKO, CD44 expression was not detected. In most other lines CD44 mRNA isoform 
3 was the most abundant; however, the level of its expression varied, and it was absent in the MDST8 and 
SNU503 lines. The highest level of isoform 3 was observed in CW2 and T84 lines. The next most frequent 
was isoform 4 with its expression level lower than that of isoform 3, except for the HCT116, SNU81, 
NCIH508 and SNUC4 lines. The highest expression of isoform 4 was detected in the MDST8 line, the 
only line in which isoform 6 was also expressed. Isoform 2 was also present in CRC cell lines; its highest 
expression level was found in the SNU503 line. Isoforms 1, 5, and 7 did not show expression in any of the 
studied lines. It is necessary to take into account the mRNA expression profile of specific CD44 isoforms 
when choosing a cell model to study its role in CRC.
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