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Ñ ïîìîùüþ ñåêöèîííîãî àíàëèçà äâóõìåðíûõ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ãåëåé æèäêîñòíîé õðîìàòî-
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé áûëè ïîëó÷åíû ïðîôèëè ïðîòåîôîðì äëÿ îòäåëüíûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèðóåìûõ â
ðàêîâûõ (ãëèîáëàñòîìà) è íîðìàëüíûõ (ÔËÝ×) êëåòêàõ. Áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ïðîôèëè áîëåå
5000 ãåíîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî ìíîãèå ãåíû, êîäèðóþùèå ïîòåíöèàëüíûå áèîìàðêåðû ãëèîáëàñòîìû, õà-
ðàêòåðèçóþòñÿ íàáîðàìè ïðîòåîôîðì, êîòîðûå ðàçëè÷íû â íîðìàëüíûõ è ðàêîâûõ êëåòêàõ. Ýòè ïðîòåî-
ôîðìû ìîãëè áû áûòü èñòî÷íèêàìè âûñîêîñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è ìèøåíåé äëÿ òåðàïèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãëèîáëàñòîìà, ïðîòåîì, áèîìàðêåð, ïðîòåîôîðìà, äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç,
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ

Ïðèíÿòûå ñîêðàùåíèÿ: ÈÝÔ — èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå, ÔËÝ× — ôèáðîáëàñòû ëåãêèõ ýìá-
ðèîíîâ ÷åëîâåêà, 2DE — äâóõìåðíûé ýëåêòðîôîðåç, ESI LC-MS/MS — æèäêîñòíàÿ õðîìàòîìàññ-ñïåê-
òðîìåòðèÿ.

Ãëèîáëàñòîìà — ýòî íàèáîëåå ÷àñòàÿ è íàèáîëåå àã-
ðåññèâíàÿ ôîðìà îïóõîëè ìîçãà, êîòîðàÿ ñîñòàâëÿåò äî
52 % ïåðâè÷íûõ îïóõîëåé ìîçãà è äî 20 % âñåõ âíóòðè-
÷åðåïíûõ îïóõîëåé. Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè
ïàöèåíòîâ, ó êîòîðûõ âûÿâëåíà ãëèîáëàñòîìà, ñîñòàâëÿåò
îêîëî 1 ãîäà, ÷òî ïîä÷åðêèâàåò íåîáõîäèìîñòü ðàííåé
äèàãíîñòèêè è ïîèñêà ïóòåé ëå÷åíèÿ îïóõîëè (Furnari
et al., 2007; Louis et al., 2007). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñíîâ-
íûìè ìåòîäàìè äèàãíîñòèêè äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ÿâëÿ-
þòñÿ êîìïüþòåðíàÿ òîìîãðàôèÿ è áèîïñèÿ ìîçãà (Fioren-
tino et al., 2013). Ïîýòîìó ñóùåñòâóåò îñòðàÿ íåîáõîäè-
ìîñòü â ðàçðàáîòêå íîâûõ íåèíâàçèâíûõ ìåòîäîâ ðàííåé
äèàãíîñòèêè. Îïðåäåëåíèå ïðîòåîìíîãî ïðîôèëÿ ìåòî-
äîì äâóõìåðíîãî ýëåêòðîôîðåçà (2DE) â ñî÷åòàíèè ñ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé è èììóíîäåòåêöèåé ïîçâîëÿåò
èäåíòèôèöèðîâàòü èíäèâèäóàëüíûå áåëêè è íàáëþäàòü
èçìåíåíèå èõ ñîäåðæàíèÿ è ñîñòàâà èõ ïðîòåîôîðì â íîð-
ìå è ïðè ïàòîëîãèÿõ, à òàêæå ïðè âîçäåéñòâèè ðàçëè÷íûõ
ôàêòîðîâ, ÷òî ïîçâîëèò âêëþ÷èòü èõ â ñïèñîê ïîòåíöèà-
ëüíûõ êàíäèäàòîâ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â äèàãíîñòèêå è ëå-
÷åíèè äàííîãî çàáîëåâàíèÿ (Zhang et al., 2003; Kalinina
et al., 2011; Cohen, Colman, 2015; Ludwig, Kornblum,
2017). Â êà÷åñòâå àíàëèçèðóåìîãî ìàòåðèàëà ìû èñïîëü-
çîâàëè íîðìàëüíûå (ôèáðîáëàñòû ëåãêèõ ÷åëîâåêà —
ÔËÝ×) è ðàêîâûå (ãëèîáëàñòîìíûå) êëåòî÷íûå ëèíèè.
Êàçàëîñü áû, ýòî íå ñîâñåì èäåàëüíàÿ ïàðà äëÿ ñðàâíåíèÿ
(íîðìàëüíûå è ðàêîâûå ëèíèè), îäíàêî ðàíåå ìû ïðîàíà-

ëèçèðîâàëè ïðîòåîìíûå ïðîôèëè ýòèõ êëåòîê è ïîêàçàëè,
÷òî îíè î÷åíü ïîõîæè (Íàðûæíûé è äð., 2014; Naryzhny
et al., 2016b). Óðîâíè íåêîòîðûõ áåëêîâ â ýòèõ êëåòêàõ
ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ (Íàðûæíûé è äð., 2014; Naryzhny
et al., 2016b). Ñðåäè òàêèõ áåëêîâ — àëüôà-åíîëàçà
(ENOA_HUMAN), àííåêñèí 1 (ANXA1_HUMAN), àííåê-
ñèí 2 (ANXA2_HUMAN), PCNA (PCNA_HUMAN), p53
(TP53_HUMAN) è äð. Ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííûõ íàìè
ìåòîäîâ èññëåäîâàíèé ìû èìåëè âîçìîæíîñòü ïðîâåñòè
áîëåå äåòàëüíûé ïàíîðàìíûé àíàëèç íå ïðîñòî áåëêîâ,
íî è ïðîòåîôîðì (ñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâûõ ôîðì). Ïî-
ñòðîåíèå 3D-ãðàôèêîâ, ãäå êàæäûé ãðàôèê êîëè÷åñòâåí-
íî îòðàæàåò íàáîð ïðîòåîôîðì, çàêîäèðîâàííûõ îäíèì è
òåì æå ãåíîì, ïîçâîëèëî íàãëÿäíî ïðåäñòàâèòü âñå èõ
ðàçíîîáðàçèå. Ïàíîðàìíûé àíàëèç òàêèõ ãðàôèêîâ ïîêà-
çàë, ÷òî ìíîãèå ïîòåíöèàëüíûå áèîìàðêåðû ãëèîáëàñòî-
ìû èìåþò ïðîòåîôîðìû, îòñóòñòâóþùèå ó íîðìàëüíûõ
êëåòîê. Ýòè ïðîòåîôîðìû ìîãëè áû ñòàòü èñòî÷íèêàìè
âûñîêîñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è ìèøåíåé äëÿ òåðàïèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ñ å è ñ ï î ë ü ç ó å ì û å ð å à ã å í ò û áûëè ïîëó÷åíû
îò Sigma-Aldrich (ÑØÀ), åñëè íå óêàçàí äðóãîé ïðîèç-
âîäèòåëü. Äðóãèå ðåàãåíòû: äèòèîòðèèòîë (DTT) è êîê-
òåéëè èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (Pierce, ÑØÀ); CHAPS,
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3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfo-
nate, IPG-ãåëåâûå ïîëîñêè (ñòðèïû), IPG-áóôåðû è Dry-
Strip-ïîêðûâàþùàÿ æèäêîñòü (GE Healthcare, ÑØÀ);
Trypsin Gold (Promega, ÑØÀ); ìåòàíîë, óêñóñíàÿ êèñëîòà
è ðåàãåíòû Êóìàññè R350 (Fisher Scientific, ÑØÀ); Òðèñ,
10-êðàòíûé TGS-áóôåð (Òðèñ, ãëèöèí è SDS) è ìàðêåðû
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ äëÿ ýëåêòðîôîðåçà (Bio-Rad
Laboratories, ÑØÀ); ñðåäû RPMI-1640 è ÄÌÅÌ äëÿ ðîñòà
êëåòîê è ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà òåëåíêà (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ); ñûâîðîòêà Fetal Clone II (HyClone, ÑØÀ); êóëüòó-
ðàëüíûå ôëàêîíû Êàððåëÿ (Orange Scientific, Áåëüãèÿ).

Ê ë å ò î ÷ í û å ê ó ë ü ò ó ð û è ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è -
â è ð î â à í è ÿ. Ïåðåâèâàåìûå êóëüòóðû êëåòîê ÷åëîâåêà
ÔËÝ× (ôèáðîáëàñòû ëåãêèõ ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà), êëåòêè
L-ãëèîìû (ïåðâè÷íûå ëèíèè ãëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ,
ïîëó÷åííûå â ÏÈßÔ, Ãàò÷èíà) êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM èëè RPMI-1640, ñîäåðæàùåé 5 % ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè, áåç àíòèáèîòèêîâ, â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2

ïðè 37 °Ñ.
Ä â ó õ ì å ð í û é ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç (2 D E). Îáðàçöû

ãîòîâèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Naryzhny, 2009; Naryzhny
et al., 2014). Êëåòêè (~107), ñîäåðæàùèå 2 ìã áåëêà, îáðà-
áàòûâàëè 100 ìêë ëèçèðóþùåãî áóôåðà (7 M ìî÷åâèíû,
2 M òèîìî÷åâèíû, 4 % CHAPS, 1 % äèòèîòðèýòîëà
(ÄTT), 2 % àìôîëèòîâ, pH 3—10, ñìåñü èíãèáèòîðîâ ïðî-
òåàç). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â îáðàçöå îïðåäåëÿëè ïî ìå-
òîäó Áðýäôîðä (Bradford, 1976). Áåëêè ðàçäåëÿëè èçîýëåê-
òðîôîêóñèðîâàíèåì (ÈÝÔ), èñïîëüçóÿ ïîëîñêè Immobili-
neDryStrip pH 3—11, 7 ñì (GE Healthcare, ÑØÀ), ñëåäóÿ
ïðîòîêîëó ôðèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Îáðàçöû ñìåøèâàëè
ñ ðåãèäðèðóþùèì áóôåðîì (7 M ìî÷åâèíû, 2 M òèîìî÷å-
âèíû, 2 % CHAPS, 0.3 % ÄÒÒ, 0.5 % IPG-áóôåðà,
pH 3—11, 0.001 % áðîìôåíîëîâîãî ãîëóáîãî) â êîíå÷íîì
îáúåìå 130 ìêë (150 ìêã áåëêà). Ñòðèïû ïàññèâíî ðåãèä-
ðèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè 4 °C. ÈÝÔ ïðîâîäèëè íà 3100
OFF GEL Fractionator (Agilent Technologies, ÑØÀ), êîòî-

ðûé áûë çàïðîãðàììèðîâàí íà ïîëó÷åíèå 10 000 Â-÷, â
òå÷åíèå 14 ÷ ïðè 20 °C. Ïîñëå ÈÝÔ ñòðèïû óðàâíîâåøè-
âàëè 10 ìèí â óðàâíîâåøèâàþùåì áóôåðå (50 ìM Òðèñ,
pH 6.8, 6 M ìî÷åâèíà, 2 % SDS è 30 % ãëèöåðèíà), ñîäåð-
æàùåì 1 % ÄÒÒ. Ýòîò ïðîöåññ ïîâòîðÿëè ñ óðàâíîâåøè-
âàþùèì áóôåðîì, â êîòîðîì âìåñòî ÄÒÒ ñîäåðæàëñÿ
5%-íûé (w/v) èîäàöåòàìèä. Ñòðèïû ïîìåùàëè ñâåðõó íà
12%-íûé ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü âòîðîãî íàïðàâëåíèÿ è
çàïå÷àòûâàëè 1 ìë ãîðÿ÷åãî ðàñòâîðà 0.5%-íîé àãàðîçû â
ýëåêòðîäíîì áóôåðå (25 ìÌ Òðèñ, pH 8.3, 200 ìÌ ãëèöè-
íà è 0.1 % SDS) è âåëè ýëåêòðîôîðåç âòîðîãî íàïðàâëå-
íèÿ, èñïîëüçóÿ ñèñòåìó Hoefer miniVE (ðàçìåð ãåëÿ
80 � 90 � 1 ìì), ïðè ïîñòîÿííîé ìîùíîñòè 3 Âò íà îäèí
ãåëü (Naryzhny et al., 2017).

Ñ å ê ö è î í í û é à í à ë è ç ì à ñ ñ - ñ ï å ê ò ð î ì å ò -
ðèåé. Âñå ïðîöåäóðû ïðîâîäèëè ïî ðàíåå îïèñàííîìó
ïðîòîêîëó (Naryzhny et al., 2016b, 2017). Ïîñëå 2DE-ðàç-
äåëåíèÿ è îêðàøèâàíèÿ Êóìàññè R350 ãåëü ñêàíèðîâàëè,
êàëèáðîâàëè è ðàçäåëÿëè íà 96 ñåêöèé ñ çàðàíåå îïðåäå-
ëåííûìè êîîðäèíàòàìè. Êàæäóþ ñåêöèþ (~0.7 cì2) íàðå-
çàëè íà ìåëêèå ÷àñòè è îáðàáàòûâàëè òðèïñèíîì ñîãëàñ-
íî ïðîòîêîëó äëÿ îáðàáîòêè îòäåëüíûõ ïÿòåí. Ïîëó÷åí-
íûå òðèïñèíîëèçîì ïåïòèäû ýêñòðàãèðîâàëè ðàñòâîðîì,
ñîäåðæàùèì 5%-íûé (v/v) àöåòîíèòðèë (ACN) è
5%-íóþ (v/v) ìóðàâüèíóþ êèñëîòó, è âûñóøèâàëè â âàêó-
óìíîé öåíòðèôóãå SpeedVac (Thermo Fisher Scientific,
ÑØÀ). Äëÿ àíàëèçà ïåïòèäû ðàñòâîðÿëè â 20 ìêë
5%-íîé (v/v) ìóðàâüèíîé êèñëîòû. Æèäêîñòíóþ õðîìàòî-
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèþ (ESI LC-MS/MS) ïîëó÷åííûõ ïåï-
òèäîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
ñèñòåìû Agilent HPLC 1100 Ñåðèè (Agilent Technologies,
ÑØÀ). Ïðèìåðíî 4 ìêã ïåïòèäîâ âíîñèëè â êîëîíêó-ëî-
âóøêó Zorbax 300SB—C18, 5 � 0.3 ìì (Agilent Technolo-
gies). Ïîñëå ïðîìûâêè ðàñòâîðîì 5%-íîãî ACN, ñîäåð-
æàùèì 0.1 % ìóðàâüèíîé êèñëîòû, ïåïòèäû ðàçäåëÿëè íà
îáðàòíîôàçíîé àíàëèòè÷åñêîé êîëîíêå 150 ìì � 75 ìêì
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Ðèñ. 1. 2DE-êàðòû áåëêîâ ýêñòðàêòà íîðìàëüíûõ êëåòîê ÔËÝ× (ñëåâà) è ãëèîáëàñòîìû (ñïðàâà).

Ïî îñè Õ — èçîòî÷êà pI; ïî îñè Y — ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà. Íàíîñèëè ïî 500 ìêã áåëêà, ðàçìåð ãåëÿ 80 � 90 � 1 ìì. Ïîêàçàíû ñåêöèè ãåëÿ, âûáðàííûå
äëÿ ïîñëåäóþùåãî ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà.
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Ðèñ. 2. Ïðîôèëè íåêîòîðûõ áåëêîâ, äåòåêòèðîâàííûõ â íîðìàëüíûõ (ÔËÝ× ) è â ðàêîâûõ (ãëèîáëàñòîìà) êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ.

Êîëîíêà ñëåâà — ôèáðîáëàñòû, ñïðàâà — ãëèîáëàñòîìà. Íàä êàæäîé ãèñòîãðàììîé äàíû íàçâàíèå áåëêà, íîìåð Uniprot è òåîðåòè÷åñêèå çíà÷åíèÿ
pI/Mw. Êîîðäèíàòû: èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà (pI), ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà (Mw) è êîëè÷åñòâî áåëêà (emPAI).



Zorbax 300SB-C18 (Agilent Technologies) 30-ìèíóòíûì
ãðàäèåíòîì (5—60%-íûé ACN è 0.1%-íàÿ ìóðàâüèíàÿ
êèñëîòà) ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 300 íë/ìèí. Òàíäåìíûé
ÌÑ/ÌÑ-àíàëèç ïðîâîäèëè â äóáëèêàòàõ íà ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðå Orbitrap Q-Exactive (Thermo Scientific) (Naryzhny
et al., 2016c, 2017). Ìàññ-ñïåêòðû ñîáèðàëè â ðåæèìå ïî-
ëîæèòåëüíûõ èîíîâ. Äàííûå âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ ïîëó-
÷àëè íà àíàëèçàòîðå Orbitrap ñ ðàçðåøåíèåì 30 000
(m/z 400) äëÿ MS-ñêàíîâ è 7500 (m/z 400) äëÿ
MS/MS-ñêàíîâ. Äàííûå àíàëèçèðîâàëè ïðîãðàììîé Mas-
cot «2.4.1» (www.matrixscience.com), èñïîëüçóÿ ñëåäóþ-
ùèå ïàðàìåòðû: ôåðìåíò — òðèïñèí; ìàêñèìóì ïðîïó-
ùåííûõ ðàçðåçîâ — 2; ôèêñèðîâàííûå ìîäèôèêàöèè —
êàðáàèäîìåòèëèðîâàíèå öèñòåèíà; âàðèàáåëüíûå ìîäè-
ôèêàöèè — îêèñëåíèå ìåòèîíèíà, ôîñôîðèëèðîâàíèå ñå-
ðèíà, òðåîíèíà, òðèïòîôàíà, àöåòèëèðîâàíèå ëèçèíà;
äèàïàçîí îøèáêè ìàññû ïðåäøåñòâåííèêà — 20 ppm;
îøèáêà ìàññû ïðîäóêòà — 0.01 Da. Ïîèñê ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé âåëè â áàçå äàííûõ NexProt. Äëÿ êîëè÷åñòâåí-
íîé îöåíêè èñïîëüçîâàëè ïàðàìåòð emPAI (åxponentially
modified protein abundance index), êîòîðûé îïðåäåëÿåòñÿ
êàê ÷èñëî èäåíòèôèöèðîâàííûõ ïåïòèäîâ, ïîäåëåííûõ
íà ÷èñëî òåîðåòè÷åñêè âîçìîæíûõ ïåïòèäîâ äëÿ êàæäîãî
áåëêà (Ishihama et al., 2005).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

×òîáû ïîëó÷èòü áîëåå äåòàëüíîå ïðåäñòàâëåíèå î
ïðîòåîôîðìàõ, ïðèñóòñòâóþùèõ â íîðìàëüíûõ è ðàêî-
âûõ êëåòêàõ, ìû ïðîâåëè ñåêöèîííûé àíàëèç äâóõìåðíûõ
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ãåëåé (Naryzhny et al., 2016b). Äëÿ
ýòîãî êëåòî÷íûå áåëêè ðàçäåëÿëè c ïîìîùüþ 2DE, çàòåì
ãåëè îêðàøèâàëè Êóìàññè è ïîëó÷àëè õàðàêòåðíûå äëÿ
êàæäîé êëåòî÷íîé ëèíèè äâóõìåðíûå áåëêîâûå êàðòèíû
(ðèñ. 1). Íà îñíîâàíèè ðàíåå ïîëó÷åííîé èíôîðìàöèè
(èçîòî÷êà, pI/ìàññà, Mw) î íàèáîëåå õàðàêòåðíûõ äåòåê-
òèðîâàííûõ áåëêàõ êàðòû íîðìàëèçîâàëè ïî èçîòî÷êå è
ìàññå. Äàëåå ãåëè ðàçìåðîì 7—8 ñì äåëèëè íà 96 ñåêöèé
ñ çàäàííûìè äèàïàçîíàìè êîîðäèíàò (pI/Mw) è êàæäóþ
ñåêöèþ îáðàáàòûâàëè òðèïñèíîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ ïåïòèäîâ, êîòîðûå çàòåì àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ESI LC-MS/MS. Â ðåçóëüòàòå â êàæäîé ñåêöèè
áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî îò 140 äî 600 áåëêîâ (ïðîòåî-
ôîðì), ïðè÷åì íàëè÷èå îäíîãî è òîãî æå áåëêà â ðàçíûõ
ñåêöèÿõ ìû ðàññìàòðèâàëè êàê åãî ñóùåñòâîâàíèå â ðàç-
íûõ ïðîòåîôîðìàõ. Èñõîäÿ èç ýòîãî ïðèíöèïà ìû èäåí-

òèôèöèðîâàëè 29 180 ïðîòåîôîðì (ïðîäóêòû 5159 ãåíîâ)
â íîðìàëüíûõ è 27 851 ïðîòåîôîðìó (ïðîäóêòû 5841 ãå-
íîâ) â ãëèîáëàñòîìíûõ êëåòêàõ. Ïî êàæäîìó ãåíó áûëè
ñîñòàâëåíû òàáëèöû ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîòåîôîðì è ïî-
ñòðîåíû òðåõìåðíûå ãðàôèêè èõ ðàñïðåäåëåíèÿ ïî äâóõ-
ìåðíîìó ãåëþ. Ïðîäóêòû 3340 ãåíîâ (áåëêîâ) áûëè èäåí-
òèôèöèðîâàíû â îáåèõ ëèíèÿõ. Òî, ÷òî êàêèå-òî áåëêè
áûëè âûÿâëåíû òîëüêî â îäíîé èç ëèíèé (1819 — âî
ÔËÝ× è 2501 — òîëüêî â êëåòêàõ ãëèîáëàñòîìû), ñêîðåå
âñåãî, ñâÿçàíî êàê ñ èõ óðîâíåì, òàê è ñ ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ äåòåêòèðîâàíèÿ. Íàïðèìåð, áåëîê ð53 áûë äåòåêòè-
ðîâàí â âèäå òîëüêî îäíîé ïðîòåîôîðìû è òîëüêî â ãëè-
îáëàñòîìíûõ êëåòêàõ (äàííûå íå ïîêàçàíû). Îäíàêî ñ ïî-
ìîùüþ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (Âåñòåðí-áëîò) ð53
õîðîøî íàìè äåòåêòèðóåòñÿ êàê â ãëèîáëàñòîìíûõ (äî
30 ïðîòåîôîðì), òàê è â íîðìàëüíûõ (äî 6 ïðîòåîôîðì)
êëåòêàõ (Íàðûæíûé è äð., 2014).

Ìû óäåëèëè îñîáîå âíèìàíèå áåëêàì, êîòîðûå ðàíåå
íà îñíîâàíèè ñâîèõ äàííûõ è äàííûõ èç ëèòåðàòóðû îòî-
áðàëè êàê ïîòåíöèàëüíûå ãëèîáëàñòîìíûå áèîìàðêåðû
(Íàðûæíûé è äð., 2014; Naryzhny et al., 2016b). Ìû ïðî-
âåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðîôèëåé ïðîòåîôîðì äàí-
íûõ áåëêîâ, êîòîðûå ÷àñòè÷íî ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.
Êàê è â ñëó÷àå ñ áåëêîâûìè ïðîôèëÿìè, ïðîòåîôîðìåí-
íûå ïðîôèëè ÷àùå âñåãî î÷åíü ñõîæè, íî â ðÿäå ñëó÷àåâ
åñòü è îñîáåííîñòè. Òàê, â ãëèîáëàñòîìíûõ êëåòêàõ â îò-
ëè÷èå îò êëåòîê ÔËÝ× ó áåëêîâ ANXA1, ANXA2, KPYM
è HSPB1 èìåþòñÿ ïðîòåîôîðìû ñ áîëåå ùåëî÷íîé èçî-
òî÷êîé (ðèñ. 2). Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ñäâèã â ùåëî÷íóþ
îáëàñòü âîçìîæåí ïðè ìîäèôèêàöèÿõ êàðáîêñèëüíûõ
ãðóïï (àìèäèðîâàíèå, ýòåðèôèêàöèÿ). Êðîìå òîãî, ïðî-
ôèëè íåêîòîðûõ áåëêîâ, òàêèõ êàê ANXA1 è ANXA2, â
ðàêîâûõ êëåòêàõ èìåþò áîëåå âûðàæåííóþ ãåòåðîãåí-
íîñòü (ìíîãî ïðîòåîôîðì ïðèìåðíî îäèíàêîâîãî óðîâ-
íÿ). Òàêàÿ æå îñîáåííîñòü áûëà åùå ðàíåå íàìè çàìå÷åíà
äëÿ áåëêà ð53, ãäå ìû èñïîëüçîâàëè èììóíîäåòåêòèðîâà-
íèå (Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç) (Íàðûæíûé è äð., 2014). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî ìû ðàññìàòðèâàåì ïîëó÷åííûå äàí-
íûå êàê îòïðàâíóþ òî÷êó äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî àíàëèçà
îáíàðóæåííûõ ïðîòåîôîðì. Äàëåå áóäåò íåîáõîäèìî
ïîäòâåðäèòü ðåçóëüòàòû ñ ïîìîùüþ èììóíîäåòåêòèðîâà-
íèÿ (Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà), áîëåå òî÷íî îïðåäåëèòü ïà-
ðàìåòðû (pI/Mw) è àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðîòåîôîðì, âêëþ÷àÿ èìåþùèåñÿ ïîñòòðàíñëÿöèîííûå
ìîäèôèêàöèè. Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî èñïîëüçîâàííûé íàìè
ñåêöèîííûé àíàëèç âñå-òàêè èìååò î÷åíü ñëàáîå ðàçðåøå-
íèå, â ïåðñïåêòèâå èìååòñÿ âîçìîæíîñòü äëÿ ìàêñèìàëü-

522 Å. Ñ. Ïåòðåíêî è äð.

Ðèñ. 2 (ïðîäîëæåíèå).



íîãî èñïîëüçîâàíèÿ ïîòåíöèàëà 2DE è áîëåå òî÷íîé
îöåíêè èíòåðåñóþùèõ íàñ ïðîòåîôîðì.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ Ïðîãðàììû ôóíäàìåíòà-
ëüíûõ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé ãîñóäàðñòâåííûõ àêàäå-
ìèé íàóê íà 2013—2020 ãã. Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèå
ðàáîòû âûïîëíåíû íà ïðèáîðíîé áàçå ÖÊÏ «Ïðîòåîì
÷åëîâåêà» â ÈÁÌÕ èì. Â. Í. Îðåõîâè÷à (Ìîñêâà) ïðè
ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íà-
óêè ÐÔ (ñîãëàøåíèå 14.621.21.0017, óíèêàëüíûé èäåí-
òèôèêàòîð ïðîåêòà RFMEFI62117X0017).
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IN SEARCH OF SPECIFIC MARKERS OF GLIOBLASTOMA:

ANALYSIS OF PROTEOFORMS OF GLIOBLASTOMA CELLS
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Proteins from normal (fibroblasts) and cancer (glioblastoma) human cells were separated by two dimensio-
nal gel electrophoresis. Next, a sectional analysis of these gels by mass spectrometry was performed, and profi-
les of proteoforms coded by more than 5000 genes were obtained. It was found that some proteins have specific
for glioblastoma cells proteoforms. We assume that these proteoforms could be used as specific for glioblasto-
ma biomarkers.

Key words: glioblastoma, proteome, biomarker, proteoforma, two dimensional electrophoresis, mass
spectrometry
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