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Í. Ï. Òåðþêîâà, Î. À. Ìèðãîðîäñêàÿ è äð.
Âûÿâëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ

Ñ ïîìîùüþ îïóõîëåñïåöèôè÷åñêîé êðîëè÷üåé èììóíîñûâîðîòêè â ñîñòàâå ôðàêöèè, îáîãàùåííîé
ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñû, âûÿâëåíû è âûäåëåíû íà èì-
ìóíîñîðáåíòå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå àíòèãåíû ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 45, 57, 80 è 130 êÄà. Ñ ïîìîùüþ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà áåëêè èäåíòèôèöèðîâàíû êàê b1-ñóáúåäèíèöà èíòåãðèíà, ýêòîíóêëå-
îòèäíàÿ ïèðîôîñôàòàçà/ôîñôîäèýñòåðàçà 3 (E-NPP3), áàñèãèí, ýïèòåëèàëüíàÿ ìîëåêóëà êëåòî÷íîé àäãå-
çèè (EpCAM), a-ôåòîïðîòåèí (AFP) è áåëêè-øàïåðîíû — ðåãóëèðóåìûé ãëþêîçîé ïðîòåèí 78 (GRP78)
è ïðîòåèí äèñóëüôèäèçîìåðàçà (PDI) A1. Îáñóæäàþòñÿ âîïðîñû, êàñàþùèåñÿ îñîáåííîñòåé ôóíêöèîíè-
ðîâàíèÿ ýòèõ áåëêîâ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ è áèîëîãèè êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåïàòîìà, ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç, îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå àíòèãå-
íû, îïóõîëåèíèöèèðóþùèå êëåòêè, ýïèòåëèàëüíàÿ ìîëåêóëà êëåòî÷íîé àäãåçèè, ýïèòåëèàëüíî-ìåçåí-
õèìíûé ïåðåõîä.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÊ — ãåïàòîöåëëþëÿðíàÿ êàðöèíîìà, ÌÏ — ìàòðèêñíûå ìåòàëëîïðî-
òåèíàçû, ÌÑ-àíàëèç — ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÝÌÏ —
ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä, AFP — a-ôåòîïðîòåèí, E-NPP3 — ýêòîíóêëåîòèäíàÿ ïèðîôîñôà-
òàçà/ôîñôîäèýñòåðàçà 3, EpCAM — ýïèòåëèàëüíàÿ ìîëåêóëà êëåòî÷íîé àäãåçèè, GRP78 — ðåãóëèðóå-
ìûé ãëþêîçîé ïðîòåèí 78, MAP-êèíàçà — ìèòîãåíàêòèâèðóåìàÿ ïðîòåèíêèíàçà, PDI — ïðîòåèí äèñóëü-
ôèäèçîìåðàçà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòàíîâèòñÿ î÷åâèäíûì, ÷òî ãåïà-
òîöåëëþëÿðíàÿ êàðöèíîìà (ÃÊ) ÿâëÿåòñÿ ãåòåðîãåííîé ïî
ñâîèì áèîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ãðóïïîé îïóõî-
ëåé, ïîäòèïû êîòîðîé õàðàêòåðèçóþòñÿ ãåíåòè÷åñêîé ãî-
ìîãåííîñòüþ (Laurent-Puig et al., 2001; Katoh et al., 2007).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ñóùåñòâóþùàÿ ãåòåðîãåííîñòü ÃÊ
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì àêòèâàöèè ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ
ïóòåé, òàêèõ êàê p53, RB1, Wnt, TGFb è Ras, â ïðîöåññå
êàíöåðîãåíåçà è(èëè) èõ ïðîèñõîæäåíèÿ îò êëåòîê, íàõî-
äÿùèõñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöèðîâêè, — ñòâîëî-
âûõ êëåòîê, êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ èëè çðåëûõ ãåïàòî-
öèòîâ (Lee et al., 2006).

Öåëü íàøèõ èññëåäîâàíèé ñîñòîèò â èçó÷åíèè áèîëî-
ãèè îïóõîëåâûõ êëåòîê, ñîñòàâà è îñîáåííîñòåé ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ áåëêîâ èõ ïîâåðõíîñòíûõ ìåìáðàí. Êîìïîíåí-
òû íàðóæíûõ ìåìáðàí îïðåäåëÿþò òàêèå êà÷åñòâà ìàëèã-
íèçèðîâàííûõ êëåòîê, êàê àäãåçèâíîñòü è ïîäâèæíîñòü,
èíâàçèâíîñòü è ñïîñîáíîñòü ê ìåòàñòàçèðîâàíèþ. Ïðî-
öåññ îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîòåðåé
êëåòêàìè ðÿäà òêàíåñïåöèôè÷åñêèõ àíòèãåíîâ è ïðèîáðå-
òåíèåì îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ, êîòîðûå
ëèáî ñèíòåçèðóþòñÿ de novo, ëèáî îòëè÷àþòñÿ ïîâûøåí-
íûì óðîâíåì ñèíòåçà ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíîé ãîìî-
ëîãè÷íîé îïóõîëè òêàíüþ. Â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå îïó-

õîëåàññîöèèðîâàííûå àíòèãåíû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ìàðêåðîâ èëè âîçìîæíûõ
ìèøåíåé ïðè ðàçðàáîòêå íîâûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ ïðå-
ïàðàòîâ è èììóíîòåðàïèè. Ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ àêòóàëü-
íîñòü èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà èäåíòèôèêàöèþ
ìîëåêóë íàðóæíûõ ìåìáðàí îïóõîëåâûõ êëåòîê è âûÿñ-
íåíèå èõ ðîëè â ïðîöåññå êëåòî÷íîé ìàëèãíèçàöèè.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ àñïåêòîâ áèîëîãèè îïóõîëåé
øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ êóëüòèâèðóåìûå ëèíèè òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê è ïåðåâèâàåìûå îïóõîëè. Â íàøåé ëà-
áîðàòîðèè èçó÷åíèå ôåíîìåíà àíòèãåííîé äèâåðãåíöèè
ïðè îïóõîëåâîì ðîñòå ïðîâîäèòñÿ íà êëåòêàõ êðûñèíîé
ïåðåâèâàåìîé àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà, êîòîðûå ïðî-
ëèôåðèðóþò â âèäå êëåòî÷íûõ îáðàçîâàíèé (îñòðîâêîâ,
èëè êîìïëåêñîâ), áîëåå èëè ìåíåå çíà÷èòåëüíûõ ïî ðàç-
ìåðàì. Àíàëèç ïîïóëÿöèè êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàé-
äåëà ïîêàçàë, ÷òî ïî ðÿäó ïðèçíàêîâ êàæäûé îñòðîâîê âå-
äåò ñåáÿ êàê îäíîðîäíûé êëîí (Çàéäåëà, 1963).

Çàäà÷à ïðåäïðèíÿòîãî íàìè èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àåò-
ñÿ â âûÿâëåíèè è èäåíòèôèêàöèè ïîâåðõíîñòíûõ îïóõî-
ëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû
Çàéäåëà, ïîçâîëÿþùèõ îõàðàêòåðèçîâàòü ýòó ïåðåâèâàå-
ìóþ îïóõîëü è îòâåòèòü íà âîïðîñ î ïðèðîäå ìíîãîêëå-
òî÷íûõ êîìïëåêñîâ â àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè êðûñ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â îïûòàõ èñïîëüçîâàëè áåñïîðîäíûõ êðûñ-ñàìöîâ
ìàññîé 120—150 ã (ïèòîìíèê «Ðàïïîëîâî» ÐÀÌÍ). Ñóñ-
ïåíçèþ ãåïàòîöèòîâ èç ïå÷åíè èíòàêòíûõ êðûñ ãîòîâèëè
â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè Íàçàðîâà ñ ñîòðóäíèêà-
ìè (1989). Êëåòêè ïåðåâèâàåìîé ãåïàòîìû Çàéäåëà îñàæ-
äàëè èç àñöèòà êðûñû öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 50 g â òå-
÷åíèå 15 ìèí è îòìûâàëè 0.15 Ì NaCl èëè ñðåäîé DMEM.

Îïóõîëåñïåöèôè÷åñêóþ èììóíîñûâîðîòêó ïîëó÷àëè
ïóòåì èììóíèçàöèè êðîëèêîâ ôðàêöèåé, îáîãàùåííîé
ïîâåðõíîñòíûìè ìåìáðàíàìè ôëîòèðóþùèõ ìíîãîêëå-
òî÷íûõ àãðåãàòîâ ãåïàòîìû Çàéäåëà, ðîñò êîòîðûõ â òå÷å-
íèå 1 ìåñ ïîääåðæèâàëè in vitro â ñðåäå DMEM (Áèîëîò,
Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðî-
âû è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè
37 °Ñ. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôðàê-
öèè IgG, âûäåëåííîé íà CNBr-àãàðîçå ñ èììîáèëèçèðî-
âàííûì áåëêîì À èç îïóõîëåñïåöèôè÷åñêîé èììóíîñû-
âîðîòêè ïîñëå 3-é è 4-é ðåèììóíèçàöèé êðîëèêà è òðèæ-
äû èñòîùåííîé ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè êðûñ. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ôðàêöèþ IgG, âûäåëåííóþ èç ñû-
âîðîòêè êðîâè èíòàêòíîãî êðîëèêà. Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà
âî ôðàêöèÿõ IgG ñîñòàâëÿëà îêîëî 5 ìã/ìë.

Ôðàêöèè, îáîãàùåííûå ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíà-
ìè èññëåäóåìûõ êëåòîê, âûäåëÿëè ïî ìåòîäó Õåôôíåðà ñ
ñîòðóäíèêàìè (Haeffner et al., 1980). Áåëîê âî ôðàêöèÿõ
îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Ìàðêâåëëà ñ ñîòðóäíèêàìè (Mark-
well et al., 1978). Ñïåöèôè÷íîñòü ïîëó÷åííîé èììóíîñû-
âîðîòêè â îòíîøåíèè àíòèãåíîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí
êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà îïðåäåëÿëè ìåòîäîì
èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, êàê îïèñàíî ðàíåå (Òåðþêî-
âà è äð., 1996).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ îïóõîëåàññîöèèðî-
âàííûõ àíòèãåíîâ áåëêè ôðàêöèé ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìá-
ðàí ïîäâåðãàëè SDS-ýëåêòðîôîðåçó â 7%-íîì ïîëèàêðè-
ëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ) è ïîñëåäóþùåìó èììóíîáëîòèí-
ãó (Laemmli, 1970). Äëÿ îïðåäeëeíèÿ ìîë. ìàññû áeëêîâ
èñïîëüçîâàëè íàáîð ìàðêåðîâ ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â
êÄà): êàðáàíãèäðàçà — 29, îâàëüáóìèí — 45, àëüáó-
ìèí — 67, ôîñôîðèëàçà b — 97.4, b-ãàëàêòîçèäàçà — 116
è ìèîçèí — 205 (Sigma, ÑØÀ).

Âûäåëåíèå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ ïðî-
âîäèëè íà èììóíîñîðáåíòå ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå
ëèãàíäà IgG èç îïóõîëåñïåöèôè÷åñêîé èììóíîñûâîðîò-
êè. Áåëêè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìá-
ðàíàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà, ëèçèðîâàëè 2%-íûì Òðèòîíîì
Õ-100 â 0.01 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå,
ñîäåðæàùåì 0.15 Ì NaCl è 0.001 Ì ôåíèëìåòèëñóëüôî-
íèëôòîðèäà (ðÍ 7.4), íà ëüäó â òå÷åíèå 20 ìèí. Ñîëþáè-
ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10 000 g â òå÷åíèå 30 ìèí,
êîíöåíòðàöèþ NaCl â ñóïåðíàòàíòå óâåëè÷èâàëè äî 0.5 Ì
è ñîåäèíÿëè ñ èììóíîñîðáåíòîì íà 90 ìèí ïðè 4 °Ñ. Ñîð-
áåíò òùàòåëüíî îòìûâàëè îò íåñâÿçàâøåãîñÿ áåëêà áó-
ôåðíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 0.5 Ì NaCl è 0.5 % Òðè-
òîíà Õ-100. Áåëîê, ýëþèðóåìûé ñ èììóíîñîðáåíòà
0.05%-íûì äèýòèëàìèíîì (ðÍ 11.5) â ïðèñóòñòâèè äåòåð-
ãåíòà, îñàæäàëè òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòîé ïðè ê/ê 5 %,
ïðîìûâàëè àöåòîíîì è ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ SDS-ýëåêò-
ðîôîðåçà â 7%-íîì ÏÀÀÃ. Ïî îêîí÷àíèè ýëåêòðîôî-
ðåçà ãåëü ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè ñåðåáðîì, êàê îïè-
ñàíî ðàíåå (Òåðþêîâà è äð., 2005). Âûÿâëåííûå áåëêîâûå
ïîëîñû âûðåçàëè èç ÏÀÀÃ è îáðàáàòûâàëè òðèïñèíîì
â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäè÷åñêèìè ðåêîìåíäàöèÿìè, ðàç-
ðàáîòàííûìè Øåâ÷åíêî ñ ñîàâòîðàìè äëÿ ïðîâåäåíèÿ

ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (Shevchenko et al., 1996). Ìàññ-ñïåê-
òðîìåòðè÷åñêèé àíàëèç (ÌÑ-àíàëèç) âûïîëíÿëè íà òàí-
äåìíîì âðåìÿïðîëåòíî-âðåìÿïðîëåòíîì MALDI-ìàññ-
ñïåêòðîìåòðå UltraflexII (Bruker Daltonics, Ãåðìàíèÿ) â
ðåæèìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåê-
òðîíà. Èäåíòèôèêàöèþ áåëêîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïåï-
òèäíîãî ôèíãåðïðèíòà (peptide mass fingerprint, èëè «îò-
ïå÷àòêîâ ïàëüöåâ»). Òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ìîíîèçîòîï-
íûõ ìàññ ïåïòèäîâ ïîñëå äîêàëèáðîâêè ìàññ-ñïåêòðîâ ïî
èçâåñòíûì ïèêàì àâòîëèçà òðèïñèíà ñîñòàâëÿëà 0.005 %.
Ïðîáû â îáúåìå 1 ìêë íàíîñèëè íà ìèøåíü, äîáàâëÿëè
0.5 ìêë ðàñòâîðà ìàòðèöû — 2,5-äèãèäðîêñèáåíçîéíîé
êèñëîòû â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìêë â 20%-íîì âîäíîì
àöåòîíèòðèëå ñ äîáàâëåíèåì 0.5 % òðèôòîðóêñóñíîé êèñ-
ëîòû. Ôðàãìåíòàöèþ îòäåëüíûõ ïåïòèäîâ ïðîâîäèëè â
òàíäåìíîì ðåæèìå Lift, òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ìîíîèçî-
òîïíûõ ìàññ èîíîâ ñîñòàâëÿëà 0.5 Äà. Ïîèñê áåëêîâ â áàçå
äàííûõ UniProtKB (SwissProt+ TrEMBL) ñðåäè áåëêîâ
êðûñ ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Mascot (matrixs-
cience.com, ÑØÀ) ñ óêàçàííîé âûøå òî÷íîñòüþ ñ äîïó-
ùåíèåì îêèñëåíèÿ ìåòèîíèíîâ êèñëîðîäîì âîçäóõà è àë-
êèëèðîâàíèÿ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ àêðèëàìèäîì. Ñîâî-
êóïíûé ïîèñê ïî ñïåêòðàì òðèïòè÷åñêèõ ãèäðîëèçàòîâ
áåëêà è ñïåêòðîâ ôðàãìåíòàöèè îòäåëüíûõ ïåïòèäîâ áûë
ñäåëàí ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Biotools v.3 (Bruker
Daltonics, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ îáíàðóæåíèÿ â ñîñòàâå íàðóæíûõ ìåìáðàí êëå-
òîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ
àíòèãåíîâ ìû ïîëó÷èëè êðîëè÷üþ îïóõîëåñïåöèôè÷å-
ñêóþ èììóíîñûâîðîòêó ïðîòèâ ôðàêöèè, îáîãàùåííîé
ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ôëîòèðóþùèõ ìíîãîêëå-
òî÷íûõ àãðåãàòîâ. Ïî äàííûì èììóíîôåðìåíòíîãî àíà-
ëèçà è èììóíîáëîòèíãà (ðèñ. 1, 2), ïîñëå òùàòåëüíîãî èñ-
òîùåíèÿ ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè ïîëó÷åííàÿ èììóíîñûâî-
ðîòêà ïðàêòè÷åñêè íå âñòóïàåò âî âçàèìîäåéñòâèå ñ
ïðåïàðàòîì íàðóæíûõ ìåìáðàí ãåïàòîöèòîâ èíòàêòíûõ

828 Í. Ï. Òåðþêîâà, Î. À. Ìèðãîðîäñêàÿ è äð.

Ðèñ. 1. Îïðåäåëåíèå ñâÿçûâàíèÿ îïóõîëåñïåöèôè÷åñêîé èììó-
íîñûâîðîòêè ñ àíòèãåíàìè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè-
÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà (1) è ãåïàòîöèòîâ
èíòàêòíûõ êðûñ (2), ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.



êðûñ. Âìåñòå ñ òåì èììóíîñûâîðîòêà ñïåöèôè÷íà â îòíî-
øåíèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí îïóõîëåâûõ êëåòîê è âû-
ÿâëÿåò â èõ ñîñòàâå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå àíòèãåíû ñ
ìîë. ìàññàìè îêîëî 45, 57, 80, 130 è äâà âûñîêîìîëåêó-
ëÿðíûõ àíòèãåíà.

Ïðîâåäåíî äâà ýêñïåðèìåíòà ïî âûäåëåíèþ îïóõîëå-
àññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ íà èììóíîñîðáåíòå è èõ
ÌÑ-àíàëèçó. Ïî ðåçóëüòàòàì SDS-ýëåêòðîôîðåçà â
7%-íîì ÏÀÀÃ ìîë. ìàññà áåëêîâ, ýëþèðîâàííûõ ñ èììó-
íîñîðáåíòà, ñîîòâåòñòâóåò ìîë. ìàññå îïóõîëåàññîöèèðî-
âàííûõ àíòèãåíîâ, âûÿâëåííûõ â èììóíîáëîòå, è ñîñòàâ-
ëÿåò îêîëî 45, 57, 80 è 130 êÄà (äàííûå íå ïîêàçàíû).
Âìåñòå ñ òåì âûñîêîìîëåêóëÿðíûå êîìïîíåíòû â ýëþàòå
îòñóòñòâóþò. Ðåçóëüòàòû ÌÑ-àíàëèçà âûðåçàííûõ èç ãåëÿ
áåëêîâûõ ïîëîñ, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ïåïòèäíîãî ôèí-
ãåðïðèíòà, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1. Âèäíî, ÷òî íå ìåíåå
10 òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ êàæäîãî èç èäåíòèôèöèðîâàí-
íûõ íàìè áåëêîâ ñîâïàäàþò ïî ìîíîèçîòîïíîé ìàññå ñ
ïåïòèäàìè ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâ èç áàçû äàííûõ. Ïðè
ýòîì «êîýôôèöèåíò äîñòîâåðíîñòè» èäåíòèôèêàöèè
âûøå ïîðîãîâîãî (ïðè çíà÷åíèè score >51 âåðîÿòíîñòü
ñëó÷àéíîãî ñîâïàäåíèÿ P < 0.05). Òàêèì îáðàçîì, â êàæ-
äîé ïîëîñêå ãåëÿ ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ äîñòîâåðíîñòè
íàìè îáíàðóæåíî ïî 1—2 ïðîòåèíà. Òåì íå ìåíåå äëÿ 3
áåëêîâ äîïîëíèòåëüíî ïðîâåäåíà ÌÑ—ÌÑ-ôðàãìåíòà-
öèÿ òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ (òàáë. 2), êîòîðàÿ ïîäòâåðæ-
äàåò ïðàâèëüíîñòü èäåíòèôèêàöèè áåëêîâ ïî èõ ïåïòèä-
íîìó ôèíãåðïðèíòó.

Èäåíòèôèöèðîâàííûå íàìè îïóõîëåàññîöèèðîâàí-
íûå àíòèãåíû ïðåäñòàâëåíû äâóìÿ áåëêàìè-øàïåðîíà-
ìè — ïðîòåèíîì äèñóëüôèäèçîìåðàçîé À1 è ðåãóëèðóå-
ìûì ãëþêîçîé ïðîòåèíîì 78, ñåêðåòèðóåìûì ãëèêîïðî-
òåèíîì a-ôåòîïðîòåèíîì è èíòåãðàëüíûìè áåëêàìè —
b1-ñóáúåäèíèöåé èíòåãðèíà, áàñèãèíîì, ýêòîíóêëåîòèä-
íîé ïèðîôîñôàòàçîé/ôîñôîäèýñòåðàçîé 3 è ýïèòåëèàëü-
íîé ìîëåêóëîé êëåòî÷íîé àäãåçèè. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî,
êàê ïðàâèëî, èññëåäîâàíèå ïðîòåîìà ïðåäïîëàãàåò ïðîâå-
äåíèå ÌÑ-àíàëèçà áåëêîâûõ ïÿòåí, ïîëó÷åííûõ ïîñëå
ðàçäåëåíèÿ èññëåäóåìîãî îáðàçöà ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì
2D-ýëåêòðîôîðåçà. Ïðè ýòîì ðåäêî óäàåòñÿ èäåíòèôèöè-
ðîâàòü èíòåãðàëüíûå áåëêè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, èçó÷åíèå
êîòîðûõ îãðàíè÷åíî èõ ãèäðîôîáíîñòüþ è íèçêèì ñîäåð-
æàíèåì â êëåòêå (Lu et al., 2008). Â ïîñëåäíèå ãîäû äëÿ
àíàëèçà èíòåãðàëüíûõ áåëêîâ ðàçðàáàòûâàþòñÿ è âíåäðÿ-
þòñÿ àëüòåðíàòèâíûå òåõíîëîãèè èõ ýôôåêòèâíîãî ðàçäå-
ëåíèÿ (Zhao et al., 2004; Zhang et al., 2006; Braun et al.,
2007; Speers, Wu, 2007). Òî, ÷òî â ïðåäïðèíÿòîì íàìè èñ-

ñëåäîâàíèè îïóõîëåàññîöèèðîâàííûå àíòèãåíû, ïðåäâà-
ðèòåëüíî âûäåëåííûå íà èììóíîñîðáåíòå, ðàçäåëÿëè â
ÏÀÀÃ ìåòîäîì îäíîìåðíîãî SDS-ýëåêòðîôîðåçà, ñïîñîá-
ñòâîâàëî óñïåøíîé èäåíòèôèêàöèè íåêîòîðûõ èíòåãðàëü-
íûõ áåëêîâ.

Ãåïàòîöèòû âçðîñëîé êðûñû ñèíòåçèðóþò b1-ñóáú-
åäèíèöó èíòåãðèíîâ, áàñèãèí, PDIA1 è E-NPP3. Ïîýòîìó
ïîÿâëåíèå ýòèõ áåëêîâ â ñîñòàâå îïóõîëåàññîöèèðîâàí-
íûõ àíòèãåíîâ, ïî âñåé âèäèìîñòè, ñâÿçàíî ñ ïîâûøåí-
íûì óðîâíåì èõ ñèíòåçà êëåòêàìè ãåïàòîìû Çàéäåëà.
Î÷åâèäíî, ÷òî äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ òàêîé òî÷êè çðåíèÿ íå-
îáõîäèìî ïðîâåäåíèå äîïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé ñ

Âûÿâëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ 829

Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ â ñîñòà-
âå íàðóæíûõ ìåìáðàí êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà ìå-

òîäîì èììóíîáëîòèíãà.

Áåëêè ôðàêöèé, îáîãàùåííûõ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîöè-
òîâ èíòàêòíûõ êðûñ (à) è îïóõîëåâûõ êëåòîê (á), ðàçäåëÿÿ ìåòîäîì ýëåê-
òðîôîðåçà â 7%-íîì ÏÀÀÃ è ïîñëå ïåðåíîñà íà íèòðîöåëëþëîçó îáðàáà-
òûâàëè îïóõîëåñïåöèôè÷åñêîé èììóíîñûâîðîòêîé. ×èñëà ñëåâà — ìî-

ëåêóëÿðíàÿ ìàññà ìàðêåðíûõ áåëêîâ, êÄà.

Ò à á ë è ö à 1

Èäåíòèôèêàöèÿ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ ïîâåðõíîñòíûõ ìåìáðàí
êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè

Ìîëåêóëÿð-
íàÿ ìàññà,

êÄà (â ÏÀÀÃ)

Íàçâàíèå áåëêà è íîìåð
ïî áàçå UniProtKB/SwissProt

Ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà, Äà

Êîëè÷åñòâî
ñîâïàäàþùèõ

ïåïòèäîâ

Score («êîýô-
ôèöèåíò äîñòî-
âåðíîñòè» èäåí-

òèôèêàöèè)

130 b1-èíòåãðèí, P49134 92 486 11 57

E-NPP3, P97675 101 423 13 65

80 AFP, P02773 70 615 23 187

GRP78, P06761 72 516 17 111

57 PDIA1, P04785 57 413 10 52

45 Áàñèãèí, P26453 42 977 10 70

EpCAM, O55159 36 037 12 70



ïðèìåíåíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë. Âìåñòå ñ òåì â
ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ñâåäåíèÿ îá ó÷àñòèè ýòèõ áåëêîâ â
îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè.

Òàê, èçìåíåíèÿ â ñîñòàâå è óðîâíÿõ ýêñïðåññèè èí-
òåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé õàðàêòåð-
íûå ïðîÿâëåíèÿ íàðóøåíèé äèôôåðåíöèðîâêè ãåïàòîöè-
òîâ â ïðîöåññå ãåïàòîêàíöåðîãåíåçà è îïóõîëåâîé ïðî-
ãðåññèè (Ozaki et al., 1998). Èíòåãðèíîâûé ðåïåðòóàð
ãåïàòîöèòîâ íîðìàëüíîé âçðîñëîé ïå÷åíè îãðàíè÷åí ãå-
òåðîäèìåðàìè a1b1, a5b1 è a9b1. Êëåòêè ÃÊ ñîõðàíÿþò
ñèíòåç a1-ñóáúåäèíèö è de novo ñèíòåçèðóþò a2, a3- è
a6-ñóáúåäèíèöû èíòåãðèíîâ (Volpes et al., 1993). Ïðè
ýòîì îòìå÷àåòñÿ ïîâûøåííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè
b1-ñóáúåäèíèöû èíòåãðèíà (Liu et al., 2002). Ëàìèíèíî-
âûå èíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû a6b1÷åðåç àêòèâàöèþ
ÌÀÐ-êèíàç ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ àäãåçèâíûõ ñâîéñòâ
îïóõîëåâûõ êëåòîê, óâåëè÷èâàÿ èõ ïîäâèæíîñòü è èíâà-
çèâíîñòü (Carloni et al., 2001).

Äðóãîé òðàíñìåìáðàííûé ãëèêîïðîòåèí — áàñè-
ãèí — òàêæå îòíîñèòñÿ ê ìîëåêóëàì êëåòî÷íîé àäãåçèè.
Áåëîê ñèíòåçèðóåòñÿ â ïå÷åíè êðûñ â óìåðåííûõ êîëè÷å-
ñòâàõ è ýêñïðåññèðóåòñÿ íà ïîâåðõíîñòè áàçîëàòåðàëüíî-
ãî äîìåíà ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí ãåïàòîöèòîâ (Kaneku-
ra et al., 1991). Áëàãîäàðÿ îñîáåííîñòÿì ñòðóêòóðû òðàíñ-
ìåìáðàííîãî äîìåíà áàñèãèí ôîðìèðóåò êîìïëåêñû ñ
íåêîòîðûìè ìåìáðàííûìè áåëêàìè, â òîì ÷èñëå ñ èíòåã-
ðèíàìè. Íåïîñðåäñòâåííàÿ àññîöèàöèÿ áàñèãèíà ñ a3b1 è
a6b1-èíòåãðèíàìè îáíàðóæåíà â ìåñòàõ ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ (Jiang, Tang, 2007). Àíàëèç áèîïñèéíîãî ìàòå-
ðèàëà, ïîëó÷åííîãî îò ïàöèåíòîâ ñ ÃÊ, ïîêàçàë, ÷òî óæå
íà ðàííèõ ñòàäèÿõ çàáîëåâàíèÿ îïóõîëåâûå êëåòêè èíòåí-
ñèâíî îêðàøèâàþòñÿ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê áà-
ñèãèíó (Mamori et al., 2007). Íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ãåïà-
òîì óñòàíîâëåíî ó÷àñòèå áàñèãèíà â ïðîöåññàõ èíâàçèè è
ìåòàñòàçèðîâàíèÿ, êîòîðîå çàêëþ÷àåòñÿ â èíäóêöèè ñèí-
òåçà ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç (ÌÏ), îáåñïå÷èâàþ-
ùèõ äåñòðóêöèþ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà ôèáðîáëàñòàìè
è ñàìèìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îñíîâíûì ìåñòîì ëîêàëèçàöèè
áåëêîâ-øàïåðîíîâ ÿâëÿåòñÿ ýíäîïëàçìàòè÷åñêàÿ ñåòü, ãå-
ïàòîöèòû ñåêðåòèðóþò PDIÀ1, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ ñ èõ
íàðóæíîé ìåìáðàíîé çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñâÿçåé
(Terada et al., 1995). Â ñîñòàâå íàðóæíûõ ìåìáðàí PDI
ïðîÿâëÿåò ñåáÿ êàê ðåäóêòàçà, êîòîðàÿ âîññòàíàâëèâàåò
òèîëîâûå ãðóïïû ïîâåðõíîñòíûõ áåëêîâ è òàêèì îáðàçîì
ðåãóëèðóåò ðàçëè÷íûå ìåõàíèçìû êëåòî÷íîé àäãåçèè (Tu-
rano et al., 2002). Ïðè ïå÷åíî÷íîé ïàòîëîãèè â êðîâè ïà-
öèåíòîâ óâåëè÷èâàåòñÿ óðîâåíü ïðîëèë-4-ãèäðîêñèëàçû,
ñòðóêòóðíîé b-ñóáúåäèíèöåé êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ PDI, à ñî-
äåðæàíèå ýíçèìà â êëåòêàõ ÃÊ ÷åëîâåêà â ñðåäíåì â 9.5
ðàçà ïðåâûøàåò íîðìó (Bolarin et al., 1983).

×ëåíû ñåìåéñòâà ýêòîýíçèìîâ E-NPP îáíàðóæåíû
ïðàêòè÷åñêè âî âñåõ òêàíÿõ, îäíàêî ýêñïðåññèÿ îòäåëü-
íûõ èçîôîðì îãðàíè÷åíà îïðåäåëåííûìè ñóáñòðóêòóðàìè
è (èëè) êëåòêàìè (Goding et al., 2003). Äëÿ íåêîòîðûõ
ôîðì êàðöèíîì ÷åëîâåêà ïîêàçàíà ñâÿçü ìåæäó ìàëèãíè-
çàöèåé è ýêñïðåññèåé E-NPP3: åãî ïîâûøåííîå ñîäåðæà-
íèå íàáëþäàåòñÿ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ è ñûâîðîòêå ïàöè-
åíòîâ ñ êàðöèíîìîé æåë÷íûõ ïðîòîêîâ è òîëñòîé êèøêè,
ïðè÷åì â ïîñëåäíåì ñëó÷àå àíòèãåí ïðèñóòñòâóåò êàê íà
àïèêàëüíîé, òàê è íà áàçîëàòåðàëüíîé ïîâåðõíîñòè îïó-
õîëåâûõ êëåòîê (Yano et al., 2003, 2004). Â êëåòêàõ ïå÷å-
íè, ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è òîíêîé êèøêè ÷åëîâåêà
E-NPP3 îòñóòñòâóåò, íî îáíàðóæèâàåòñÿ â ñîîòâåòñòâóþ-
ùèõ òêàíÿõ êðûñ. Ãåïàòîöèòû êðûñ, ïîäîáíî äðóãèì ýïè-
òåëèàëüíûì êëåòêàì, îáëàäàþò ïîëÿðíîñòüþ è ýêñïðåññè-
ðóþò E-NPP3 èñêëþ÷èòåëüíî íà àïèêàëüíûõ ïîâåðõíî-
ñòÿõ, îáðàçóþùèõ æåë÷íûå êàíàëèêóëû (Maurice et al.,
1988, 1999; Scott et al., 1997). Ïðè íåîïëàñòè÷åñêîé òðàíñ-
ôîðìàöèè ãåïàòîöèòîâ â ðàçíîé ñòåïåíè íàðóøàåòñÿ èõ
ïîëÿðíîñòü, òàê ÷òî íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê íèçêîäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÃÊ, èíäóöèðîâàííûõ 3-ìåòèë-äèìåòèëà-
ìèíîàçîáåíçîëîì, E-NPP3 íå âûÿâëÿåòñÿ, íî ñîõðàíÿåòñÿ
â àïèêàëüíûõ ðàéîíàõ ïîëÿðíûõ êëåòîê àäåíîêàðöèíîì
(Scoazec et al., 1988). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáíàðó-
æåíèå E-NPP3 â ñîñòàâå îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòè-
ãåíîâ êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà îáúÿñíÿåòñÿ ïî-
ëÿðíîñòüþ êëåòîê, îáðàçóþùèõ îñòðîâêè.

Â îòëè÷èå îò ïðåäñòàâëåííûõ âûøå áåëêîâ îñíîâíûì
ìåñòîì ëîêàëèçàöèè øàïåðîíà GRP78 ÿâëÿåòñÿ ýíäîïëàç-
ìàòè÷åñêàÿ ñåòü, è íà ïîâåðõíîñòè íîðìàëüíûõ êëåòîê,
âêëþ÷àÿ ãåïàòîöèòû, GRP78 íå îïðåäåëÿåòñÿ. Â ïðîöåññå
îïóõîëåâîãî ðîñòà ñîäåðæàíèå GRP78 â êëåòêàõ ÃÊ óâå-
ëè÷èâàåòñÿ ïðîïîðöèîíàëüíî ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ (Fu,
Lee, 2003). Ïîâåðõíîñòíàÿ ëîêàëèçàöèÿ GRP78 ïîêàçàíà
äëÿ êëåòîê íåêîòîðûõ òèïîâ îïóõîëåé (Shin et al., 2003), â
òîì ÷èñëå è äëÿ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà (Òþðÿåâà è äð.,
2005).

Ê ÷èñëó îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ, ñèí-
òåç êîòîðûõ â êëåòêàõ ãåïàòîìû Çàéäåëà îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ de novo, îòíîñÿòñÿ AFP è EpCAM. AFP ÿâëÿåòñÿ ýìá-
ðèîíàëüíûì áåëêîì, ñèíòåç êîòîðîãî â ãåïàòîöèòàõ
âçðîñëîé ïå÷åíè ïðåêðàùàåòñÿ. Ïðè çëîêà÷åñòâåííîé
òðàíñôîðìàöèè ãåïàòîöèòîâ â 50—70 % ñëó÷àåâ âîç-
íèêíîâåíèÿ ÃÊ ñèíòåç áåëêà âîçîáíîâëÿåòñÿ, áëàãîäàðÿ
÷åìó AFP ÿâëÿåòñÿ îáùåïðèçíàííûì ìàðêåðîì ýòîãî
òèïà îïóõîëåé. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî AFP îòíîñèòñÿ ê ñåê-
ðåòîðíîìó òèïó áåëêîâ, íå âñå AFP-ïðîäóöèðóþùèå êëå-
òî÷íûå ëèíèè ãåïàòîì ñåêðåòèðóþò åãî â ñðåäó. Èíòå-
ðåñíî, ÷òî êëåòî÷íûå ëèíèè C, D è H ãåïàòîìû Çàé-
äåëà âûðàáàòûâàþò ýòîò áåëîê, íî òîëüêî ëèíèÿ H
ñåêðåòèðóåò åãî â ñðåäó (Sarcione, Smalley, 1976). Ïîêàçà-
íî òàêæå ñóùåñòâîâàíèå ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ ôîðì
AFP, êîòîðûå îïðåäåëÿþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê è ìî-
ãóò áûòü âûäåëåíû èç ôðàêöèè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí
(Hosokawa et al., 1989). Ïîýòîìó ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî îáíàðóæåííûé íàìè â ñîñòàâå ôðàêöèè ïëàçìàòè÷å-
ñêèõ ìåìáðàí ãåïàòîìû Çàéäåëà áåëîê îòíîñèòñÿ ê ìåìá-
ðàííî-ñâÿçàííîé ôîðìå AFP. Â îòíîøåíèè ôóíêöèé ýòî-
ãî áåëêà â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ îñòàåòñÿ ìíîãî íåðåøåí-
íûõ âîïðîñîâ.

Íàèáîëüøèé èíòåðåñ ñ òî÷êè çðåíèÿ èíôîðìàòèâ-
íîñòè ïðåäñòàâëÿåò EpCAM, êîòîðûé ïðèñóòñòâóåò â ñîñ-
òàâå íàðóæíûõ ìåìáðàí êëåòîê íîðìàëüíîãî ýïèòåëèÿ
áîëüøèíñòâà îðãàíîâ, íî îòñóòñòâóåò â ãåïàòîöèòàõ
(Schmelzer, Reid, 2008). EpCAM ÿâëÿåòñÿ òðàíñìåìáðàí-
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Ñåêâåíèðîâàíèå òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ
ìåòîäîì òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè

Íàçâàíèå
áåëêà

m/z ôðàãìåí-
òèðóåìîãî

ïåïòèäà

Àìèíîêèñëîòíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïåïòèäà

E-NPP3 1955.95 NIPQDFFTFNSEEIVR

Áàñèãèí 1052.56 GNINVEGPPR

EpCAM 1891.88 TQDDVDIADVAYYFEK

2296.11 AQPYNFESLHTALQDTFASR



íûì ãëèêîïðîòåèíîì, îïîñðåäóþùèì Ca2+-íåçàâèñèìóþ
ãîìîòèïè÷åñêóþ ìåæêëåòî÷íóþ àäãåçèþ (Balzar et al.,
1999). Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò EpCAM êàê ìàðêåð
ñòâîëîâûõ êëåòîê (êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ) ïå÷åíè è
îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê ÃÊ. Âûñîêèé óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè EpCAM â êëåòêàõ ÃÊ íàáëþäàåòñÿ ïðè àêòèâà-
öèè Wnt-b-êàòåíèí-ñèãíàëüíîãî ïóòè, êîìïîíåíòîì êîòî-
ðîãî îí ÿâëÿåòñÿ. Èçâåñòíî, ÷òî Wnt-b-êàòåíèí-ñèãíàëè-
çàöèÿ èãðàåò ðåøàþùóþ ðîëü â ýìáðèîãåíåçå è
ïîääåðæàíèè ðîñòà ñòâîëîâûõ êëåòîê, â ðàçâèòèè è ðåãå-
íåðàöèè ïå÷åíè (Yamashita et al., 2007). Èçó÷åíèå ýêñï-
ðåññèè EpCAM êëåòêàìè ÃÊ ïðèâîäèò íàñ ê îáñóæäåíèþ
îñíîâíîãî âîïðîñà ãåïàòîêàíöåðîãåíåçà — î ïðèðîäå
êëåòêè, èç êîòîðîé ðàçâèâàåòñÿ îïóõîëü ïå÷åíî÷íî-êëå-
òî÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Ñîâðåìåííûå ìåòîäû è ïîäõîäû ìîëåêóëÿðíîé îíêî-
ëîãèè çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèëè íàøè ïðåäñòàâëåíèÿ î òîì,
êàê ìîæåò ïðîèñõîäèòü çëîêà÷åñòâåííàÿ òðàíñôîðìàöèÿ
êëåòêè, î íà÷àëüíûõ, ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ýòàïàõ
ïîâðåæäåíèÿ åå íàñëåäñòâåííîãî ìàòåðèàëà. Âìåñòå ñ òåì
äèñêóòèðóþòñÿ ñëåäóþùèå âîïðîñû: îïóõîëü âîçíèêàåò â
ðåçóëüòàòå äåäèôôåðåíöèðîâêè çðåëûõ êëåòîê èëè àðåñòà
äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâîé êëåòêè èëè êëåòêè-ïðåäøå-
ñòâåííèêà; ñîäåðæàò ëè îïóõîëè ïîïóëÿöèþ êëåòîê, îáëà-
äàþùèõ õàðàêòåðèñòèêàìè îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê, ò. å. îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê (Sell, Leffert,
2008); è áóêâàëüíî â ïîñëåäíèé ãîä âñòàë âîïðîñ î ðîëè
ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíîãî ïåðåõîäà (ÝÌÏ), íàáëþäàþ-
ùåãîñÿ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè, â ãå-
íåðàöèè îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê, ôîðìèðóþùèõ
ìåòàñòàçû.

Â ïå÷åíè ÷åëîâåêà îáíàðóæèâàþòñÿ äâå ïîïóëÿöèè
ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ãåïàòîöèòîâ
è õîëàíãèîöèòîâ: ïå÷åíî÷íûå ñòâîëîâûå êëåòêè è èõ ïî-
òîìêè — ãåïàòîáëàñòû (Schmelzer et al., 2006, 2007). Îáå
ïîïóëÿöèè êëåòîê õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêèì óðîâíåì ýê-
ñïðåññèè EpCAM, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ýòîò ãëè-
êîïðîòåèí â êà÷åñòâå ìàðêåðà ñòâîëîâûõ êëåòîê è êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ïå÷åíè. Íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê
ÃÊ EpCAM ïîÿâëÿåòñÿ íà ðàííèõ ýòàïàõ ôîðìèðîâàíèÿ
îïóõîëè è ïðèìåðíî â 35 % ñëó÷àåâ ÃÊ. ßìàøèòà ñ ñîàâ-
òîðàìè (Yamashita et al., 2008) èñïîëüçîâàëè EpCAM äëÿ
âûäåëåíèÿ íîâûõ ïðîãíîñòè÷åñêèõ ïîäòèïîâ ÃÊ: Ep-
CAM-ïîçèòèâíûõ, èìåþùèõ ìîëåêóëÿðíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè îáùèå ñ ïå÷åíî÷íûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè è
êëåòêàìè-ïðåäøåñòâåííèêàìè — ïðèñóòñòâèå öèòîêåðà-
òèíà 19, c-Kit, EpCAM, àêòèâàöèÿ Wnt-b-êàòåíèí-ñèã-
íàëüíîãî êàñêàäà — è EpCAÌ-íåãàòèâíûõ, ïðîÿâëÿþùèõ
ñõîäñòâî ñî çðåëûìè ãåïàòîöèòàìè. Ïîñëåäóþùåå äåëå-
íèå êàæäîé èç ãðóïï íà AFP-ïîçèòèâíóþ è AFP-íåãàòèâ-
íóþ ïîäãðóïïû ïîçâîëÿåò îõàðàêòåðèçîâàòü 4 ïîäòèïà
ÃÊ, ðàçëè÷àþùèõñÿ êëåòî÷íûì ïðîèñõîæäåíèåì è ïðî-
ãíîçîì. Òàê, àâòîðû ïðåäëàãàþò ñëåäóþùóþ íîìåíêëà-
òóðó: ÃÊ, ïîçèòèâíûå ïî EpCAM è AFP, ðàññìàòðèâàòü
êàê ÃÊ, ïîäîáíûå ïå÷åíî÷íûì ñòâîëîâûì êëåòêàì; ÃÊ,
ïîçèòèâíûå ïî EpCAM è íåãàòèâíûå ïî AFP, — êàê ÃÊ,
ïîäîáíûå ýïèòåëèþ æåë÷íûõ ïðîòîêîâ; ÃÊ, íåãàòèâíûå
ïî EpCAM è ïîçèòèâíûå ïî AFP, — êàê ÃÊ, ïîäîáíûå
ïðåäøåñòâåííèêàì ãåïàòîöèòîâ; ÃÊ, íåãàòèâíûå ïî Ep-
CAM è AFP, — êàê ÃÊ, ïîäîáíûå çðåëûì ãåïàòîöèòàì.
Ïî ìíåíèþ àâòîðîâ, ÃÊ, ïîäîáíûå ïå÷åíî÷íûì ñòâîëî-
âûì êëåòêàì è ïðåäøåñòâåííèêàì ãåïàòîöèòîâ, âîçíèêà-
þò â ðåçóëüòàòå àðåñòà äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê-ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ è õàðàêòåðèçóþòñÿ àãðåññèâíûì òå÷åíèåì çà-
áîëåâàíèÿ è ïëîõèì ïðîãíîçîì.

Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî EpCAM-ïîçèòèâíûå ÃÊ ìîãóò
áûòü îðãàíèçîâàíû â ñîîòâåòñòâèè ñ èåðàðõè÷åñêîé ìî-
äåëüþ êàíöåðîãåíåçà, ñîãëàñíî êîòîðîé EpCAM-ïîçèòèâ-
íûå êëåòêè ìîãóò âûñòóïàòü â êà÷åñòâå îïóõîëåèíè-
öèèðóþùèõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ äèôôå-
ðåíöèðîâàòüñÿ â EpCAM-íåãàòèâíûå îïóõîëåâûå êëåòêè
(Yamashita et al., 2009). Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ôðàêöèè, îáîãàùåííîé EpCAM-ïîçèòèâíûìè êëåòêàìè,
äîëÿ EpCAM-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ñîêðàùàåòñÿ äî èñõîä-
íîãî óðîâíÿ, ÷òî ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì èõ äèôôåðåí-
öèðîâêè. Ïðè ýòîì íåáîëüøàÿ ïîïóëÿöèÿ EpCAM-ïîçè-
òèâíûõ êëåòîê âñåãäà ñîõðàíÿåòñÿ. EpCAM-ïîçèòèâíûå
êëåòêè ëèíèè HuH7 ýôôåêòèâíî ôîðìèðóþò êîëîíèè,
òîãäà êàê EpCAM-íåãàòèâíûå êëåòêè íå îáëàäàþò ýòèì
ñâîéñòâîì.

Â ïå÷åíè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ òàêæå âûÿâ-
ëåíà ïîòåíöèàëüíàÿ ïîïóëÿöèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê (êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ). Íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè,
êîòîðûå ÷àñòî íàçûâàþò îâàëüíûìè êëåòêàìè èç-çà îâèä-
íîé (ÿéöåïîäîáíîé) ôîðìû èõ ÿäðà, âîçíèêàþùèå â ðå-
çóëüòàòå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî õèìè÷åñêîãî êàíöåðîãåíå-
çà, ýêñïðåññèðóþò EpCAM, AFP, CK19, OV-1-àíòèãåí è
a6-èíòåãðèí. Òðàíñïëàíòàöèîííûå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè,
÷òî EpCAM-ïîçèòèâíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè-ïðåä-
øåñòâåííèêàìè, ñïîñîáíûìè âîññòàíàâëèâàòü ïàðåíõèìà-
òîçíûå êëåòêè ïå÷åíè êðûñ (Yovchev et al., 2007). Ïî äàí-
íûì Îêàáå ñ ñîàâòîðàìè (Okabe et al., 2009), ïîïóëÿöèÿ Ep-
CAM-ïîçèòèâíûõ êëåòîê ïå÷åíè æèâîòíûõ ïðîÿâëÿåò
îñíîâíûå ñâîéñòâà ñòâîëîâûõ êëåòîê — ñïîñîáíîñòü ôîð-
ìèðîâàòü êîëîíèè in vitro è ïðè êëîíàëüíîé ýêñïàíñèè äèô-
ôåðåíöèðîâàòüñÿ â ãåïàòîöèòû è õîëàíãèîöèòû.

Ïðåäñòàâëåíèÿ î ñóùåñòâîâàíèè îïóõîëåèíèöèèðóþ-
ùèõ êëåòîê íàõîäÿò ñâîå ïîäòâåðæäåíèå ïðè ðàññìîòðå-
íèè ïåðåâèâàåìûõ îïóõîëåé, èíäóöèðîâàííûõ ó êðûñ â
ïðîöåññå õèìè÷åñêîãî êàíöåðîãåíåçà (Morris, Wagner,
1968). Ñàì ôàêò, ÷òî êëåòêè ïåðåâèâàåìûõ ÃÊ ìîãóò êóëü-
òèâèðîâàòüñÿ in vitro è òðàíñïëàíòàáåëüíû, óêàçûâàåò íà
ïðèñóòñòâèå â èõ ñîñòàâå êëåòîê, ïîäîáíûõ ñòâîëîâûì, —
îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê. Ïî ìíåíèþ Òðîòòà (Trott,
1974), ïðîïîðöèÿ îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê â ïåðå-
âèâàåìûõ ÃÊ ìîæåò ñîñòàâëÿòü îò 0.1 äî 100 %. Â ëèòåðà-
òóðå íàì íå óäàëîñü íàéòè èññëåäîâàíèÿ, íàïðàâëåííûå
íà èçó÷åíèå îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê ïåðåâèâàå-
ìûõ ÃÊ.

Ñëåäóåò òàêæå îáñóäèòü åùå îäèí íåäàâíî âîçíèê-
øèé àñïåêò, ñâÿçàííûé ñ èçó÷åíèåì ìåõàíèçìà ìåòàñòàçè-
ðîâàíèÿ îïóõîëåé. Èçâåñòíî, ÷òî àãðåññèâíîñòü è çëîêà-
÷åñòâåííîñòü îïóõîëåé ïðåæäå âñåãî îïðåäåëÿþòñÿ èõ
ñïîñîáíîñòüþ ê ìåòàñòàçèðîâàíèþ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïî
ìåðå îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè íàðóøàþòñÿ êîíòàêòû ìåæ-
äó ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè, êîòîðûå ïðèîáðåòàþò ôå-
íîòèï ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, îáëàäàþùèõ çíà÷èòåëüíîé
ïîäâèæíîñòüþ è èíâàçèâíîñòüþ. Ïåðåõîä êëåòîê îò ýïè-
òåëèàëüíîé ìîðôîëîãèè ê ìåçåíõèìíîé ïîëó÷èë íàçâàíèå
ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä (ÝÌÏ). Êëþ÷åâûì
ìîìåíòîì ÝÌÏ ÿâëÿåòñÿ íèçêàÿ ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè
àäãåçèâíîãî áåëêà Å-êàäõåðèíà, îáåñïå÷èâàþùåãî ïëîò-
íûé êîíòàêò ìåæäó ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè. Ïðè ñîïî-
ñòàâëåíèè äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÃÊ, ïîëó÷åííûõ îò ïåð-
âè÷íîé îïóõîëè è ìåòàñòàòè÷åñêîé îïóõîëè, ïîêàçàíî,
÷òî ñâåðõýêñïðåññèÿ âèìåíòèíà, êîìïîíåíòà ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ, ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ìåòàñòàçèðóþ-
ùèõ êëåòîê (Hu et al., 2004). ÝÌÏ ñîïðîâîæäàåòñÿ àêòè-
âàöèåé ðÿäà ñèãíàëüíûõ ïóòåé, â òîì ÷èñëå Wnt-b-êàòåíè-
íîâîãî è Ras-MAP-êèíàçíîãî (Guarino et al., 2007). Ïðè

Âûÿâëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ îïóõîëåàññîöèèðîâàííûõ àíòèãåíîâ 831



ýòîì òàêæå ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå àêòèíîâîãî öèòîñêåëå-
òà, ñâÿçàííîå ñ óâåëè÷åíèåì ïîäâèæíîñòè îïóõîëåâûõ
êëåòîê, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ (Popow
et al., 2006). Íà ãåïàòîìå Ìîððèñà 5123 áûëî ïîêàçàíî,
÷òî èíâàçèâíûå îïóõîëåâûå êëåòêè îòëè÷àþòñÿ ïîâûøåí-
íûìè óðîâíÿìè ýêñïðåññèè è ïîëèìåðèçàöèè b-àêòèíà.
Áîëåå òîãî, â îêðóãëûõ âûñîêîìîáèëüíûõ îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ àêòèíîâûå ôèëàìåíòû áûëè ñêîíöåíòðèðîâàíû
ïîä ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíîé, ôîðìèðóÿ ñóáêîðòèêàëü-
íûé «îáðó÷». ÝÌÏ ñïîñîáñòâóåò ðàçâèòèþ ïðîöåññà ìå-
òàñòàçèðîâàíèÿ, êîòîðûé ïðèâîäèò ê ðàñïðîñòðàíåíèþ ïî
îðãàíèçìó îïóõîëåâûõ êëåòîê è èõ êîëîíèçàöèè â îðãà-
íå-ìèøåíè. Êàêèìè æå ñâîéñòâàìè äîëæíû îáëàäàòü îïó-
õîëåâûå êëåòêè, ÷òîáû ñôîðìèðîâàòü ìàêðîñêîïè÷åñêèå
ìåòàñòàçû? Â ðàáîòå, âûïîëíåííîé íà îïóõîëåâûõ êëåò-
êàõ ìîëî÷íîé æåëåçû, ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèíñòâî, åñëè
íå âñå êëåòêè, ãåíåðèðóåìûå âî âðåìÿ ÝÌÏ, ýêñïðåññèðó-
þò àíòèãåííûå ìàðêåðû, àññîöèèðîâàííûå ñ ôåíîòèïîì
ñòâîëîâûõ êëåòîê, è îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê ñôåðîèäî-
îáðàçîâàíèþ è ôîðìèðîâàíèþ êîëîíèé â àãàðå (Mani et
al., 2008; Radisky, LaBarge, 2008). Áîëåå òîãî, ýòè êëåòêè
ýêñïðåññèðóþò ìàðêåðû ÝÌÏ, â ÷àñòíîñòè ïîâûøåííûé
óðîâåíü âèìåíòèíà, ôèáðîíåêòèíà, Twist è ðÿä äðóãèõ ìå-
çåíõèìíûõ ìàðêåðîâ. Ïîõîæèå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû Ìî-
ðåëåì ñ ñîòðóäíèêàìè (Morel et al., 2008), êîòîðûå ïîêàçà-
ëè, ÷òî êëåòêè ñ õàðàêòåðèñòèêàìè îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ìîãóò áûòü ãåíåðèðîâàíû ýïèòåëèàëüíûìè êëåò-
êàìè ïîñëå àêòèâàöèè â íèõ Ras—MAPK-ñèãíàëüíîãî
ïóòè è èíäóêöèè ÝÌÏ. Â ýòîé ñâÿçè âîçíèêàåò ðÿä âîïðî-
ñîâ. Âñå ëè îïóõîëåâûå êëåòêè â ñîñòîÿíèè ÝÌÏ ïðåâðà-
ùàþòñÿ â êëåòêè, îáëàäàþùèå ñâîéñòâàìè ñòâîëîâûõ
êëåòîê (êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ), èëè ñóùåñòâóåò íå-
ñêîëüêî ñòàäèé ÝÌÏ? ßâëÿåòñÿ ëè ñòàäèÿ ìåòàñòàçèðîâà-
íèÿ ñòàäèåé ÝÌÏ, àññîöèèðîâàííîé ñ ãåíåðàöèåé îïóõî-
ëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê?

Âîïðîñ î ïðèðîäå êëåòîê ïåðåâèâíîé àñöèòíîé ãåïà-
òîìû Çàéäåëà íå ïîäíèìàëñÿ ñ 1963 ã. (Çàéäåëà, 1963),
õîòÿ íàêîïëåííûå ñ òåõ ïîð äàííûå îá ýòèõ êëåòêàõ è
áèîëîãèè îïóõîëåé ïîçâîëÿþò âûäâèíóòü ïðåäïîëîæåíèå
î ïðîèñõîæäåíèè ìíîãîêëåòî÷íûõ îñòðîâêîâ. Ñîãëàñíî
êëàññèôèêàöèè ßìàøèòà ñ ñîòðóäíèêàìè (Yamashita et
al., 2008), ýêñïðåññèÿ EpCAM è AFP êëåòêàìè ïåðâè÷íûõ
ãåïàòîì óêàçûâàåò íà èõ ïðîèñõîæäåíèå îò ñòâîëîâûõ
êëåòîê (êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ), íî òàê ëè ýòî äëÿ ïå-
ðåâèâàåìûõ îïóõîëåé, â òîì ÷èñëå äëÿ ãåïàòîìû Çàéäåëà?
Êëåòêè ãåïàòîìû Çàéäåëà ïðîÿâëÿþò õàðàêòåðèñòèêè
ÝÌÏ: ýêñïðåññèðóþò âèìåíòèí (Karavanova et al., 1987),
èìåþò îêðóãëóþ ôîðìó ñ óâåëè÷åííûì ñîäåðæàíèåì
b-àêòèíà â îáëàñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, ÷òî ìîæåò
áûòü ïðèçíàêîì ïîâûøåííîé ìîáèëüíîñòè êëåòîê (Òåðþ-
êîâà è äð., 2007). Ðàíåå â ñîñòàâå íåãèñòîíîâûõ áåëêîâ
õðîìàòèíà êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ìû èäåíòèôèöèðîâà-
ëè ERK2-MAP-êèíàçó, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâàöèè
â êëåòêàõ Ras-MAPK-ñèãíàëüíîãî ïóòè (Òåðþêîâà è äð.,
2005), ó÷àñòâóþùåãî â èíäóêöèè ÝÌÏ. Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî â êëåòêàõ ãåïàòîìû Çàéäåëà èíäóêöèÿ ÝÌÏ
ñâÿçàíà ñ àêòèâàöèåé Wnt-b-êàòåèí-ñèãíàëüíîãî ïóòè è
ãåíåðàöèåé îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ EpCAM-ïîçèòèâíûõ
êëåòîê, ôîðìèðóþùèõ êëîíû. Ãåïàòîìà Çàéäåëà ÿâëÿåòñÿ
ïåðåâèâàåìîé îïóõîëüþ, êëåòêè êîòîðîé èñïîëüçóþòñÿ â
ýêñïåðèìåíòàëüíîé îíêîëîãèè áîëåå 50 ëåò, ÷òî óêàçûâà-
åò íà èõ âûñîêóþ ñïîñîáíîñòü ê ñàìîïîääåðæàíèþ, è
âïîëíå äîïóñòèìî, ÷òî îíè îáîãàùåíû ïîïóëÿöèåé îïó-
õîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê. Êëåòêè, ôîðìèðóþùèå êëî-
íû â àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè in vit-

ro ïðèêðåïëÿþòñÿ ê ïëàñòèêó è îáðàçóþò ìîíîñëîé, èçìå-
íÿÿ ñâîè ìîðôîëîãè÷åñêèå è ìåòàáîëè÷åñêèå õàðàêòåðè-
ñòèêè â ñòîðîíó çðåëûõ ãåïàòîöèòîâ (Staedel, Beck, 1978).
Â êëåòêàõ ïîÿâëÿþòñÿ êðóïíûå âêðàïëåíèÿ ãëèêîãåíà, êî-
òîðûé ÷àñòî àññîöèèðîâàí ñ ìíîãî÷èñëåííûìè ëèïèä-
íûìè êàïëÿìè. Àâòîðû îòìå÷àþò, ÷òî ïîäîáíûé ôåíî-
ìåí ðåâåðñèè â ìåòàáîëèçìå ãëèêîãåíà ðàíåå íèêîãäà íå
íàáëþäàëñÿ äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïå÷åíè. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî ýòî ÿâëÿåòñÿ ïðîÿâëåíèåì ÷àñòè÷íîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòîê, âîçíèêàþùèõ â ðåçóëüòàòå àñè-
ììåòðè÷íîãî äåëåíèÿ EpCAM-ïîçèòèâíûõ îïóõîëå-
èíèöèèðóþùèõ êëåòîê, ïðèñóòñòâóþùèõ â ñîñòàâå
ìíîãîêëåòî÷íûõ îñòðîâêîâ. Íà îñíîâàíèè ëèòåðàòóðíûõ
äàííûõ è ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåííûõ íàìè èññëåäîâàíèé â
êà÷åñòâå ðàáî÷åé ãèïîòåçû ìîæíî äîïóñòèòü, ÷òî ãåïàòî-
ìà Çàéäåëà ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷å-
íèÿ ïîçäíèõ ýòàïîâ îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè, òàêèõ êàê
ÝÌÏ è ìåòàñòàçèðîâàíèå, ÷òî îñòðîâêè ïðåäñòàâëÿþò ñî-
áîé êëîíû êëåòîê, âîçíèêàþùèå â ïðîöåññå ÝÌÏ. Âûÿâ-
ëåíèå EpCAM-ïîçèòèâíîé ïîïóëÿöèè îïóõîëåèíèöèèðó-
þùèõ êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà è èçó÷åíèå èõ áèîëîãèè
ïðåäñòàâëÿåò çàäà÷ó íàøåé äàëüíåéøåé ðàáîòû.
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DETECTION AND IDENTIFICATION OF THE TUMOR-ASSOCIATED ANTIGENS
IN THE FRACTION ENRICHED WITH PLASMA MEMBRANES

OF THE ZAJDELA HEPATOMA CELLS
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Tumor-associated antigens 45, 57, 80 and 130 kDa were detected using tumor-specific rabbit immune se-
rum in the fraction enriched with plasma membrane of the rat Zajdela hepatoma cells and isolated on the immu-
nosorbent. Revealed proteins were identified as integrin b-1, ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiestera-
se-3 (E-NPP3), basigin, epithelial cell adhesion molecule (EpCAM), a-fetoprotein (AFP) and protein chapero-
nes — glucose-regulated protein 78 (GRP78) and protein disulfide-isomerase (PDI) A1 by mass spectrometry
technique. Functions and characteristics of these proteins in tumor cells and some aspects of the Zajdela hepato-
ma cells origin are discussed.

K e y w o r d s: hepatoma, mass spectrometry, tumor-associated antigens, tumor-initiating cells, epithelial
cell adhesion molecule, epithelial-mesenchymal transition.
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