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Colorectal cancer (CRC) is one of the most common 
malignant neoplasms in the world, and is character
ized by a high mortality rate. The study of the key 
aspects of colorectal cancer formation and progression 
is necessary to develop new approaches to its therapy, 
as well as to search for new diagnostic, prognostic and 
predictive biomarkers of CRC. In many types of tumors, 
one of the key changes in metabolism is the  activation 
of glycolysis, which is associated with alterations in 
the expression of the main glycolytic enzymes and 
regulatory molecules. There is often an increase in 
hexokinase 2 (HK2) exogenous expression in tumor 
cells, which makes it a promising target for anticancer 
therapy. Quantitative expression analysis of 15 genes 
(GAPDH, ADPGK, ALDOA, ENO3, PFKL, PGK1, PGAM1, 
PKM2, ENO1, PDK1, PDK3, PFKP, ENO2, GPI, and BPGM), 
encoding the key glycolysis enzymes, as well as HIF1A 
gene was carried out in a modified RKO cell line, which 
constantly expresses the short hairpin RNA (shRNA) for 
the inhibition of hexokinase 2. A significant decrease 
in the expression of PFKP, BPGM, and GPI genes both 
at the mRNA (5, 86, and 93fold, respectively) and 
protein (2.5, 3.5, and 19fold, respectively) levels was 
revealed. Probably, the downregulation of GPI and 
PFKP is associated with a decrease in the amount of 
their substrates, glucose6phosphate and fructose
6phosphate, under the inhibition of hexokinase 2. 
Nevertheless, the cause of a decreased mRNA level 
of these three enzymes, while the expression level 
of other glycolytic participants is constant, requires 
further investigation.
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Колоректальный рак (КРР) – одно из наиболее распространенных 
злокачественных новообразований в мире, характеризующееся 
высоким уровнем смертности. Изучение ключевых аспектов фор
мирования и прогрессии КРР необходимо для разработки новых 
подходов к его терапии, а также поиска новых диагностических, 
прогностических и предиктивных биомаркеров. Для многих видов 
опухолей важным изменением метаболизма является акти ва ция 
гликолиза, ассоциированная с нарушением экспрессии основных 
ферментов, принимающих участие в этом процессе, и регулятор
ных молекул. Чаще всего в опухолевых клетках наблюдается повы
шение экспрессии гексокиназы 2 (HK2), что делает ее многообеща
ющей мишенью для таргетной терапии. В мо дифицированной нами 
клеточной линии RKO, постоянно экспрес сирующей короткие 
шпилечные РНК для ингибирования гексоки назы 2, проведен ко
личественный анализ экспрессии 15 генов (GAPDH, ADPGK, ALDOA, 
ENO3, PFKL, PGK1, PGAM1, PKM2, ENO1, PDK1, PDK3, PFKP, ENO2, GPI и 
BPGM), кодирующих ключевые ферменты гликолиза, а также гена 
HIF1A. Выявлено значительное снижение экспрессии генов PFKP, 
BPGM и GPI на уровне мРНК (в 5, 86 и 93 раза соответственно) и 
белка (в 2.5, 3.5 и 19 раз соответственно). Вероятно, снижение экс
прессии GPI и PFKP связано с уменьшением количества их субстра
тов, глюкозо6фосфата и фруктозо6фосфата, при подавлении 
гексокиназы 2. Однако вопрос о при чинах снижения уровня мРНК 
этих трех ферментов при одновременном сохранении уровня 
экспрессии других участников гликолиза требует дальнейшего 
изучения.

Ключевые слова: колоректальный рак; shRNA; кПЦР; Вестернблот; 
гликолиз; эффект Варбурга; HK2.
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Колоректальный рак (КРР) – наиболее распростра-
ненное новообразование и вторая ведущая причина 
смертности от рака во всем мире (Siegel et al., 2017). 

Это заболевание может долгое время протекать бессимп-
томно – на момент постановки диагноза около 25 % 
больных имеют отдаленные метастазы. При этом пяти-
летняя выживаемость пациентов с метастатическим КРР 
составляет менее 10 %. Необходимо развитие новых ме-
тодов терапии данного заболевания, а также поиск новых 
биомаркеров для ранней диагностики, прогнозирования 
течения заболевания и персонализированного подбора 
лекарственных средств.

Для КРР характерны множественные генетические и 
эпигенетические нарушения, возникающие в ходе об-
разования и развития опухоли (Haraldson et al., 2012; 
Kud ryavtseva et al., 2016c). Одним из ключевых событий 
при развитии КРР является перестройка энергетического 
обмена клеток (Snezhkina et al., 2016; Graziano et al., 2017). 
Активная пролиферация и быстрый рост опухолевых 
клеток, находящихся в условиях гипоксии, требуют боль-
шого запаса энергии и строительных ресурсов, которые 
образуются на различных этапах гликолиза. При этом 
усиливается транспорт глюкозы в клетки и увеличивается 
скорость образования лактата. Однако даже при последу-
ющей васкуляризации опухоли и появлении кислорода в 
достаточном количестве клетки продолжают использовать 
гликолиз в качестве основного источника энергии (эффект 
Варбурга) (Warburg, 1956; Krasnov et al., 2013b; Kudryav-
tseva et al., 2016b).

Активация гликолиза происходит в злокачественных 
клетках настолько часто, что многие исследователи рас-
сматривают ферменты, принимающие участие в этом про- 
 цессе, как многообещающие мишени для таргетной тера-
пии. Однако при выборе такой мишени и предварительной 
оценке возможности ее использования необходимо вы-
явить все изменения в клетке, которые могут быть вы - 
званы воздействием на нее. Прежде всего, следует опреде-
лить нарушения экспрессии генов при экспериментальном 
подавлении на моделях in vitro.

В данной работе проведен количественный анализ экс-
прессии 15 генов (GAPDH, ADPGK, ALDOA, ENO3, PFKL, 
PGK1, PGAM1, PKM2, ENO1, PDK1, PDK3, PFKP, ENO2, 
GPI и BPGM ), продукты которых являются ключевыми 
ферментами гликолиза, и гена HIF1A, кодирующего инду-
цируемый гипоксией фактор 1A, в условиях ингибирова-
ния экспрессии гена HK2 в клеточной линии карциномы 
толстой кишки RKO. Для генов с изменением экспрессии 
на уровне мРНК проведена также оценка уровня экспрес-
сии белка методом Вестерн-блот.

Материалы и методы
Клеточные линии и условия культивирования. Ис-
пользована клеточная линия карциномы толстой кишки 
RKO, полученная из лаборатории пролиферации клеток 
Института молекулярной биологии РАН под руководством 
П.М. Чумакова. Клеточную линию RKO культивировали 
в ростовой среде DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлени-
ем 10 % фетальной бычьей сыворотки (FBS) (HyClone, 
США), 100 ед/мл пенициллина (ПанЭко) и 100 мкг/мл 
стрептомицина (ПанЭко) при влажности 95 %, темпера-

туре 37 °С, а также в условиях содержания углекислого 
газа на уровне 5 %.

Создание лентивирусных конструкций и получение 
стабильной линии клеток. Для получения стабильной 
клеточной линии RKO с подавленной экспрессией гена HK2 
созданы конструкции лентивирусного вектора pLSLP, экс-
прессирующие короткие шпилечные РНК (shRNA) (Kud-  
ryavtseva et al., 2016a). Трансдукцию проводили в четырех 
повторах. После лентивирусной трансдукции фракции 
клеток с интегрированной конструкцией выделяли путем 
селекции на среде с пуромицином (2 мкг/мл) (Thermo 
Fisher Scientific) в течение пяти дней. Степень подавления 
HK2 определяли с помощью методов количественной ПЦР 
(кПЦР) и Вестерн-блота.

Выделение РНК и белка. Выделение тотальной РНК и 
белка из клеточной линии RKO проводили с использова-
нием набора AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen, 
Германия) согласно инструкции производителя. Коли-
чество выделенных РНК и белка оценивали с помощью 
флуориметра Qubit 2.0 (Invitrogen, США). Очищенные 
препараты РНК хранили при температуре –80 °С, пре-
параты белка – при температуре –20 °С.

Получение кДНК. Выделенную РНК (1 мкг) обраба-
тывали ДНКазой I (Thermo Fisher Scientific) согласно про-
токолу производителя. Реакцию обратной транскрипции 
проводили с использованием ревертазы M-MuLV (Thermo 
Fisher Scientific) и набора случайных гексануклеотидов.

Метод количественной ПЦР (кПЦР). Для количест-
венной оценки уровня мРНК целевых генов методом кПЦР 
использованы коммерческие наборы праймеров и проб 
TaqMan Gene Expression Assay (HK2: Hs00606086_  m1; 
HIF1A: Hs00153153_m1; ADPGK: Hs00229849_m1; 
PFKP: Hs00242993_m1; GAPDH: Hs02758991_g1; 
PDK1: Hs01561850_m1; PDK3: Hs00178440_m1; ENO1: 
Hs00361415_m1; GPI: Hs00976711_m1; ENO3: Hs01093275_
m1; PKM2: Hs00762869_s1; PFKL: Hs00160027_m1; 
PGAM1: Hs01652468_g1; BPGM: Hs00156139_m1; 
PGK1: Hs00943178_g1; ENO2: Hs00157360_m1; ALDOA: 
Hs00605108_g1) (Thermo Fisher Scientific). В качестве 
эндогенного контроля выбраны гены RPN1 и GUSB. 
Ранее нами показана возможность их использования для 
транскриптомных исследований колоректального рака 
(Krasnov et al., 2015). Каждую реакцию ПЦР проводили в 
трех повторах на приборе Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) по протоколу, 
описанному в работе (Snezhkina et al., 2016).

Данные кПЦР обрабатывали при помощи оригинально-
го программного приложения АТГ (Melnikova et al., 2016). 
Относительный уровень мРНК оценивали методом отно-
сительных измерений (ΔΔCt-метод) с учетом эффектив-
ности реакций, как описано ранее (Dmitriev et al., 2016).

Разделение белков в полиакриламидном геле 
(ПААГ) и Вестерн-блот. Электрофорез белков осущест-
вляли в ПААГ в денатурирующих условиях по методу 
Лэммли. Для отмывки геля от лаурилсульфата натрия 
(SDS) использовали трис-глициновый буфер, содержа-
щий 10 % метанола. Затем гель переносили на мембрану 
из поливинилиденфторида (PVDF) (Millipore, США). 
Мембрану промывали буферным раствором (TBS), со-
держащим 0.1 % Твин 20, и блокировали в 3 % бычьего 
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сывороточного альбумина (BSA) в TBS, содержащем 
0.1 % Твин 20 в течение 1 часа при комнатной темпера туре. 
Далее мембрану инкубировали с первичными ан тителами 
в течение 10–16 ч при 4 °С, затем ее три раза отмывали в 
TBS, содержащем 0.1 % Твин-20. После отмывки мембра-
ну инкубировали в растворе вторичных антител в течение 
1 часа при комнатной температуре и затем отмывали 
пять раз, как описано ранее. Нормализацию проводили 
по β-актину.

В работе использовали первичные антитела, специ-
фичные к HK2 (MA5-14849), β-actin (PA1-183), PFKP 
(PA5-28673), ENO2 (PA5-27452), GPI (PA5-29665), BPGM 
(PA5-21821), и вторичные антитела, конъюгированные с 
флуорохромом Alexa Fluor 488 (A-11008) (Thermo Fisher 
Scientific). Детекцию флуоресценции проводили с ис-
пользованием Typhoon FLA 9500 (General Electric, США).

Статистический анализ. В качестве критерия досто-
верности использован t-критерий Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0.05.

Результаты
Подавление экспрессии гена HK2 в клеточной линии 
RKO. С помощью shRNA, встроенной в лентивирус-
ный вектор, получена стабильная линия клеток RKO со 
сниженной экспрессией HK2. Методом кПЦР показано 
снижение экспрессии мРНК гена HK2 в линии RKO в 
четыре раза. Уровень экспрессии белкового продукта – 

гексокиназы 2, определенный методом Вестерн-блот, 
понизился в три раза (рис. 1).

Снижение экспрессии генов PFKP, GPI и BPGM в 
клеточной линии RKO в условиях подавления экс-
прессии HK2. С помощью метода кПЦР проведен анализ 
экспрессии 15 генов, кодирующих ключевые ферменты 
гликолиза (GAPDH, ADPGK, ALDOA, ENO3, PFKL, PGK1, 
PGAM1, PKM2, ENO1, PDK1, PDK3, PFKP, ENO2, GPI 
и BPGM), а также гена HIF1A в клеточной линии RKO 
со сниженной экспрессией HK2. Выявлено, что уровень 
мРНК большинства исследуемых генов (GAPDH, ADPGK, 
ALDOA, ENO3, PFKL, PGK1, PGAM1, PKM2, ENO1, 
PDK1, PDK3 и HIF1A) не изменялся. Уровень мРНК гена 
PFKP снижался в пять раз (p < 0.05), гена ENO2 – в три 
раза (p < 0.05) в клеточной линии RKO со сниженной экс-
прессией HK2. Еще для двух генов, BPGM и GPI, было 
характерно значительное подавление экспрессии в 86 и 
93 раза (p < 0.05) соответственно. Методом Вестерн-блот 
подтверждено снижение экспрессии белков PFKP, BPGM 
и GPI от 2.5 до 19 раз (рис. 2). Экспрессия белка ENO2 
не изменялась.

Обсуждение
Первая ферментативная реакция гликолиза – АТФ-за ви-
симое фосфорилирование глюкозы до глюкозо-6-фос-  
фата – катализируется ферментами гексокиназами (Opa-
rina et al., 2013). В тканях животных описано четыре 
изофермента гекзокиназ, кодируемых соответствующими 
генами – HK1, HK2, HK3 и HK4 (GCK) (Wilson, 2003). 
Гексокиназа 2 играет важную роль на начальных этапах 
развития опухоли и характеризуется повышенной экспрес-
сией во многих видах рака, что связано главным образом 
с увеличением транспорта глюкозы в клетку (Mathu pala 
et al., 2001). Это способствует повышению скорости гли-
колиза, адаптирует энергетический метаболизм для под-
держания бесконтрольного роста и деления опухолевых 
клеток, которые даже в присутствии кислорода продол-
жают использовать гликолиз в качестве основного ис-
точника аденозинтрифосфата (АТФ) (эффект Варбурга). 
Происходит быстрое преобразование глюкозы в лактат, 
что сопровождается закислением внеклеточной среды и 
способствует метастазированию (Hsu, Sabatini, 2008; Wang 
et al., 2017). При онко-ассоциированной активации HK2 
связывается с потенциал-зависимым анионным каналом 
(VDAC) на наружной мембране митохондрий, препят-
ствуя пермеабилизации митохондриальной мембраны и, 
как следствие, гибели опухолевых клеток (Pastorino et al., 
2002; Krasnov et al., 2013a). Связывание между комплек-
сом VDAC и HK2 позволяет также избежать ингибиро-
вания гексокиназы 2 глюкозо-6-фосфатом и обеспечивает 
прямой доступ к АТФ, генерируемому суперкомплексом 
АТФ-синтасомой в митохондриях, поддерживая, таким 
образом, высокую скорость метаболизма в опухолевых 
клетках (Kim, Dang, 2005).

В ряде исследований показана вовлеченность HK2 в 
развитие КРР, при котором наблюдается как повышение 
экспрессии гена HK2 (Izuishi et al., 2012), так и ее сни-
жение (Krasnov et al., 2015). С помощью иммуногисто-
химического анализа выявлена связь между экспрессией 
HK2 и размером опухоли, стадией заболевания, степенью 

Fig. 1. Expression of HK2 in RKO cells after the application of the lentiviral 
vector carrying shRNA.
NC, negative control, Vec, lentiviral vector pLSLP carrying shRNA; p < 0.05.

Fig. 2. Expression of PFKP, GPI, and BPGM in RKO cells with repressed HK2 
expression. 
Designations follow fig. 1.
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Ингибирование гексокиназы 2 приводит к снижению 
экспрессии PFKP, BPGM и GPI в клеточной линии RKO

инвазии, а также наличием отдаленных метастазов. По-
давление HK2 в клеточных линиях КРР (HCT8 и HT29) 
приводит как к снижению образования лактата, так и к по-
ниженной пролиферативной и миграционной активности 
опухолевых клеток (Katagiri et al., 2017). Одновременное 
подавление HK1 и HK2, как показано нами ранее, также 
ассоциировано со снижением жизнеспособности клеток 
линий КРР HT-29, SW480, HCT-15, RKO и HCT116 (Kud-
ryavtseva et al., 2016a).

На модели клеточной линии RKO нами проведен ана-
лиз экспрессии генов, кодирующих ключевые ферменты 
гликолиза, а также гена HIF1A в условиях ингибирования 
экспрессии HK2. Уровень экспрессии большинства генов 
не изменялся, для гена ENO2 обнаружено снижение экс-
прессии только на уровне мРНК, для генов PFKP, BPGM 
и GPI – на уровне мРНК и белка.

Ген GPI кодирует фермент глюкозо-6-фосфат изомеразу, 
которая катализирует второй этап гликолиза. Недавние ис-
следования показали участие белка GPI в регуляции роста 
опухолевых клеток и процесса метастазирования. Обна-
ружено (Funasaka et al., 2005), что в условиях гипоксии 
наблюдается повышение экспрессии гена GPI в клеточных 
линиях рака молочной железы (BT-549), а ингибирование 
его экспрессии приводит к снижению подвижности опухо-
левых клеток. При стимуляции гликолиза D-(+)-глюкозой 
в клеточных линиях КРР (SW480 и SW620) отмечено по-
вышение экспрессии гена GPI и, наоборот, при обработке 
клеток ингибитором гликолиза 2-дезокси-D-глюкозой 
(2-DG) экспрессия GPI снижалась (Yeh et al., 2008). Нами 
выявлено значительное подавление экспрессии гена GPI 
в условиях ингибирования HK2. По-видимому, снижение 
экспрессии GPI связано с уменьшением производства 
его субстрата – глюкозо-6-фосфата, который является 
продуктом первой реакции гликолиза, катализируемой 
гексокиназой 2.

При ингибировании HK2 обнаружено также снижение 
экспрессии гена PFKP, кодирующего фосфофруктокиназу. 
Этот фермент катализирует фосфорилирование фрук тозо-
6-фосфата в процессе гликолиза. Следует отметить, что 
экспрессия гена PFKP снижалась в меньшей степени, чем 
экспрессия GPI. Этот факт может объясняться тем, что в 
условиях ингибирования экспрессии HK2 и, соответствен-
но, снижения содержания продукта катализируемой ей 
реакции, фрукутозо-6-фосфата, происходит постепенное 
уменьшение количества субстрата для последующих 
реакций гликолиза. Известно, что PFKP часто вовлечен 
в канцерогенез и играет важную роль в нарушении 
энергетического обмена опухолевых клеток (Wang et al., 
2016). Показано, что в клеточных линиях светлоклеточной 
почечно-клеточной карциномы (786-O, 769-P и Caki-1) 
подавление экспрессии фосфофруктокиназы приводит к 
ингибированию роста клеток, а также вызывает остановку 
клеточного цикла и индуцирует апоптоз (Wang et al., 2016). 
Согласно полученным нами данным, ингибирование экс-
прессии HK2 приводит к снижению уровня мРНК и белка 
PFKP, что, в свою очередь, может индуцировать гибель 
опухолевых клеток, особенно в условиях in vivo. Таким 
образом, ингибирование гена PFKP в дополнение к HK2 
может быть рассмотрено как вариант усиления противо-
опухолевого эффекта.

В норме ген BPGM экспрессируется в различных тка-
нях организма, преобладая в костном мозге, плаценте, 
сердце и эндотелиальных клетках, и кодирует фермент 
бисфосфоглицеромутазу, катализирующую образование 
2,3-бисфосфоглицерата. Эта реакция называется шунтом 
Рапопорта – Люберинга (Cho et al., 2008). Известно, что в 
метаболических путях при проксимальных нарушениях 
(в случае шунта Рапопорта – Люберинга это, например, 
недостаточность гексокиназы, фосфоглюкоизомеразы 
или альдолазы А) уровни фермента, катализирующего 
определенный этап, и его продукта будут снижены, так как 
уменьшается интенсивность синтеза предшественников. 
Если же нарушение расположено дистально, то, наоборот, 
концентрация увеличивается. По-видимому, экспрессия 
гена BPGM значительно подавляется при ингибировании 
HK2 именно на фоне общего сокращения количества 
промежуточных продуктов гликолиза на предшеству-
ющих этапах. Вероятно, не во всех случаях количество 
продуктов гликолиза напрямую связано с изменениями 
экспрессии ферментов, катализирующих их образование, 
нами выявлено подавление только трех из них.

Таким образом, получены данные об изменении экс-
прессии генов при экспериментальном подавлении наи-
более часто активирующегося в опухолях различных 
локализаций фермента гликолиза – гексокиназы 2 – на 
модели карциномы толстой кишки. Полученные данные 
важны для понимания результатов и последствий воз-
действия на ту или иную молекулу, рассматриваемую 
в качестве мишени при разработке способов таргетной 
терапии онкологических заболеваний.
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