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Глиобластома является наиболее частой опухолью мозга. По смертности она занимает
4 место среди раковых заболеваний. В наших экспериментах мы использовали
несколько глиобластомных клеточных линий для получения протеомной информации,
характерной для данного заболевания. Разделение белков двумерным электрофорезом
с последующим окрашиванием, анализом изображений и белковых пятен,
масс-спектрометрической и иммунологической идентификацией белков, позволило нам
визуализировать более 600 белковых пятен и идентифицировать более 130 из них. Протеомные
профили в нормальных и глиобластомных клетках очень похожи, однако уровни содержания
многих белков сильно отличаются. Среди таких белков – альфа-енолаза (ENOA_HUMAN),
изофермент пируваткиназы M1/M2 (KPYM_HUMAN), кофилин 1 (COF1_HUMAN),
опухолевый белок TCTP (TCTP_HUMAN), аннексин 1 (ANXA1_HUMAN), аннексин 2
(ANXA2_HUMAN), PCNA (PCNA_HUMAN), p53 (TP53_HUMAN) и другие. Самые
интересные результаты были получены для белка р53. По сравнению с нормальными
клетками в глиобластомных клетках уровень данного белка не только сильно повышен,
но и ещё и сопровождается появлением множества дополнительных форм. Использование
иммуноферментного анализа (Вестерн-блота) трех хаб-белков (р53, 14-3-3 и PCNA)
позволило получить минимальный штрих-код глиобластомных линий. Использование такого
штрих-кода даст возможность проведения диагностики с использованием биологических
жидкостей пациентов.

Ключевые�слова: протеом, глиобластома, р53, PCNA.

ВВЕДЕНИЕ.�Глиобластома (астроцитная глиома 4 степени) – наиболее
частая и злокачественная форма первичных опухолей мозга [1, 2] – является
одним из наиболее смертоносных видов рака. Так, средний период
выживаемости при данном заболевании составляет один год, что подчеркивает
необходимость ранней диагностики и поиска путей лечения опухоли.

308

* - адресат для переписки



На сегодняшний день основными методами диагностики данного заболевания
являются компьютерная томография и биопсия мозга. Поэтому имеется острая
необходимость в разработке новых, неинвазивных методов ранней
диагностики. В настоящее время в клинике используется только один
биомаркер опухоли мозга – метил-гуанин-ДНК-метил-трансфераза (MGMT)
[3], который, по существу, служит маркером не заболевания, а эпигенетического
статуса пациента, в зависимости от которого назначаются алкилирующие ДНК
противоопухолевые препараты. Качественные (новые изоформы)
и количественные (уровень экспрессии) изменения в обнаруженных группах
белков могли бы служить хорошим индикатором развития данного
онкологического заболевания. Поэтому весьма перспективными являются
системные подходы, основанные на применении высокопроизводительных
методов, таких как протеомика, транскриптомика и метаболомика.
Они могли бы позволить разработать детектирование ракового и предракового
состояния на основании анализа не одного, а группы маркеров.
После идентификации набора биомаркеров, возможна разработка
диагностического теста, так называемого штрих-кода, который позволил бы
определить прогноз для конкретного пациента и обосновать назначение
определённых схем лечения. 

Интенсивное развитие методов системного подхода привело в последнее
время к возможности комплексного решения молекулярно-биологических
задач. Одним из ключевых моментов в жизни клетки является взаимодействие
ее белковых компонентов. Вся совокупность таких взаимодействий,
характерная для каждого биологического объекта, носит название
“интерактома” [4]. Некоторые белки отличаются повышенным количеством
партнеров и действуют как объединяющие центры или хабы (hubs). Анализ
последствий, вызванных нарушениями в сети белок-белкового взаимодействия,
позволил предложить модель организации протеома, состоящую из отдельных
модулей или биологических процессов. Каждый модуль регулируется через
т.н. хаб “вечеринок”, в то время как хабы “свиданий” организовывают
весь протеом, связывая отдельные модули. Наиболее известными хабами
“свиданий” являются такие белки, как 14-3-3 или р53 [5]. Белки 14-3-3
образуют эволюционно консервативное семейство из 7 белков,
контролирующее такие модули, как пролиферация, дифференцировка
или апоптоз [6]. Белок р53 контролирует апоптоз, пролиферацию,
транскрипцию и репарацию ДНК. В составе белков модулей “репликация
ДНК” и “пролиферация” особенно выделяется ядерный антиген
пролиферирующих клеток (proliferating cell nuclear antigen, PCNA) [7, 8].
Причём клетка, или её белки (протеом), гораздо более чувствительны
к нарушениям в работе хабов “свиданий”, чем хабов “вечеринок” [9].
Неслучайно р53, 14-3-3, PCNA фигурируют, как белки, напрямую связанные
с канцерогенезом и являются онкомаркерами. Поэтому перспективным
выглядит системный подход, где поиск подходящих групп маркеров основан
не только на анализе всех белков, но и сконцентрирован вокруг хабов.
В отношении глиобластомы известно, что ген, кодирующий р53 во многих
случаях мутирован. Белки семейства 14-3-3 обнаружены в тканях мозга
в значительных концентрациях; более того, некоторые из представителей этого
семейства обнаруживаются в повышенном количестве в спинномозговой
жидкости при болезни Крайцфельда-Якоба (Creutzfeldt-Jakob) [10]. PCNA,
как наиболее популярный маркер, также часто используется при анализе
опухолей, но пока только в качестве маркера пролиферации, хотя есть

ШТРИХ-КОД�И�БЕЛКОВЫй�ПРОФИЛЬ�ГЛИОБЛАСТОМЫ

309



основания считать, что PCNA обладает гораздо более широкими функциями
и не связанными с пролиферацией [7, 11, 12].

Определение протеомного профиля методом двумерного электрофореза
(2DE) в сочетании с масс-спектрометрией и иммунодетекцией позволяет
идентифицировать индивидуальные белки и наблюдать изменение
их содержания и состава их изоформ в норме и при патологиях, а также
при воздействии различных факторов. Использование 2DE с целью
определения изменений в белковых профилях, связанных с патологией,
даёт возможность выбрать наиболее характерные маркеры заболевания
и использовать их для включения в разрабатываемый штрих-код данного
заболевания. Дальнейшая валидация данного штрих-кода с использованием
проб, взятых от пациентов, должна показать правомочность его использования
при диагностике раковых заболеваниях мозга. Литературные данные
свидетельствуют, что, несмотря на гематоэнцефалический барьер, такие
биомаркеры, как белки и нуклеиновые кислоты, попадают из мозга в кровь,
где могут быть зарегистрированы. Интересно то, что этот процесс происходит
с участием экзосом [13]. То есть в принципе имеется возможность
повышения чувствительности детектирования биомаркеров, включенных
в состав штрих-кода, с помощью выделения экзосом. Наши предварительные
данные указывают на перспективность такого подхода [14].

МЕТОДИКА. Все используемые реагенты были получены
от “Sigma-Aldrich” (США), если не указан другой производитель. Остальные
реагенты получены от следующих компаний: “Pierce” (США): дитиотриитол
(DTT), коктейли ингибиторов протеаз; “GE Healthcare” (США): IPG DryStrip –
гелевые полоски, IPG-буферы, DryStrip-покрывающая жидкость, Кумасси
R350; “Promega” (США): Trypsin Gold; “Bio-Rad” (США): маркеры
молекулярной массы белков для электрофореза; “Биолот” (Россия):
среды RPMI-1640 и ДМЕМ для роста клеток, эмбриональная сыворотка
телёнка; “Orange Scientific” (Бельгия): культуральные флаконы Карреля.

Клеточные культуры и условия культивирования. 
Перевиваемые культуры клеток фибробластов человека ФЛЭЧ и глиомы

(первичные линии глиального происхождения, полученные в лаборатории
клеточной биологии ФГБУ ПИЯФ) культивировали в среде DMEM
или RPMI-1640, содержащей 5% эмбриональной сыворотки, без антибиотиков,
в атмосфере 5% СО2 при 37°С [14]. 

Подготовка проб и двумерный электрофорез. 
Образцы готовили, по описанной ранее методике [15, 16]. Клетки (~107),

содержащие до 2 мг белка, лизировали в 100 мкл буфера (7 М мочевина,
2 М тиомочевина, 4% CHAPS, 1% дитиотреитол (ДTT), 2% амфолиты, pH 3-10,
смесь протеазных ингибиторов). Концентрацию белка в образце определяли
по методу Бредфорд [17]. Белки разделяли изоэлектрофокусированием (ИЭФ),
используя полоски ReadyStrip рН 3-10, 7 см (“Bio-Rad”), ImmobilineDryStrip
рН 4-7 и 3-11, 18 см (“GE Healthcare”) следуя протоколам производителей.
Образцы в лизирующем буфере смешивали с регидрирующим буфером
(7 М мочевина, 2 М тиомочевина, 2% CHAPS, 0,3% ДTT, 0,5% IPG буфер,
pH 4-7 или 3-11 NL, 0,001% бромфенол синий) в конечном объёме 130 мкл
(150 мкг белка) на 7-см полоску, или 300 мкл (800 мкг белка) на 18-см полоску.
Полоски пассивно регидратировали в течение 4-х ч при 4С. ИЭФ проводили
на приборе 3100 OFFGEL Fractionator (“Agilent technologies”, США), который
программировали следующим образом: для полосок 7-см – 6 кВ и 20 кВчас,
14 ч; для полосок 18-см – 10 кВ и 60 кВчас, 14 ч; температура 20°С
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и поддерживающее напряжение 500 В. После ИЭФ полоски вымачивали
(2 раза по 10 мин) в уравновешивающем растворе (50 мМ Трис, pH 6,8,
6 M мочевина, 2% додецилсульфат натрия (SDS) и 30% глицерин), содержащем
сначала 1% ДTT, а затем 5% йодацетамид. Полоски помещали сверху
на 12% полиакриламидный гель второго направления и закрепляли заливкой
1 мл горячего раствора 0,5% агарозы, приготовленной в электродном буфере
(25 мМ Трис, pH 8,3, 200 мМ глицин, и 0,1% SDS) и вели электрофорез второго
направления в денатурирующих условиях, используя систему Hoefer miniVE
(гель размером 80´90´1 мм, “GE Healthcare”) или Ettan™ DALTsix
(гели размером 180´200´1 мм, “GE Healthcare”). Электрофорез вели при
комнатной температуре при постоянной мощности 3 Вт на один гель. В таких
же условиях проводили одномерный электрофорез в денатурирующих
условиях с концентрацией полиакриламида 12% в разделяющем геле и 5%
в концентрирующем геле [16, 18].

Иммуноблотинг (Вестерн-блот). 
Перенос белков из геля на PVDF мембрану (“Amersham” Hybond-P,

“GE Healthcare”) осуществляли “полусухим” способом в течение 2 ч при 15V
между двумя листами толстой бумаги для переноса (“Bio-Rad”), пропитанной
буфером для переноса (48 мМ Трис, 39 мМ глицин, 0,037% SDS, 20% этанол).
После переноса мембрану обрабатывали по протоколу Blue Dry Western [16],
то есть вначале окрашивали в 0,1% растворе Кумасси R350, а далее
высушивали и обрабатывали антителами [16]. В работе использовали
следующие антитела: мышиные моноклональные против р53 (Ab-6 (DO-1),
“NeoMarkers”, США) в разведении 1/1000 (0,2 мкг/мл), мышиные против PCNA
(ab29 (PC10), “Abcam”, США) в разведении 1/200000 (5 нг/мл), кроличья
сыворотка против 14-3-3 (ab9063, “Abcam”) в разведении 1/1000,
иммуноглобулины G козы антимышиные, меченные пероксидазой хрена
(“PerkinElmer”, США) в концентрации 0,5 мкг/мл, иммуноглобулины G козы
антикроличьи, меченные пероксидазой хрена (“PerkinElmer”) в концентрации
0,5 мкг/мл. Реакцию с антителами проявляли с помощью ECL (Western
Lightning Ultra, “PerkinElmer”) и рентгеновской плёнки (Amersham Hyperfilm
ECL) при экспозиции от 10 с до 30 мин. Гели, мембраны и пленки сканировали
и анализировали с помощью программы Melany7 (“GeneBio”, Швеция).

Масс-спектрометрия. 
Все процедуры проводили, следуя протоколу, описанному ранее [15].

После разделения с помощью 2DE и окрашивания с использованием
Кумасси R350 кусочки геля диаметром 1,5 мм, соответствующие белковым
пятнам, вырезали, используя наконечники для микропипеток, и частично
обесцвечивали 15-минутной инкубацией в 500 мкл 50%-ного ацетонитрила
(ACN), содержащего 25 мМ бикарбонат аммония. Далее кусочки
дегидратировали 10-минутной инкубацией в 200 мкл 100%-ного ACN. ACN
удаляли и гель высушивали в течение 20 мин на центрифужном испарителе
Speed Vac. Высушенные кусочки геля гидратировали в течение 25 мин на льду
в 12 мкл 25 мМ раствора бикарбоната аммония (АБК), содержащего трипсин
(“Trypsin Gold”, 10 мкг/мл) и проводили протеолиз белка инкубацией
при 37°С в течение не менее 4 ч. Экстрагированные из геля продукты
гидролиза (1 мкл) смешивали на мишени для масс-спектроскопии с матрицей
(1 мкл) CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, “Fluka”, Швейцария),
растворённой в концентрации 10 мг/мл в 50% ACN, содержащем 0,1%
трифторуксусную кислоту. Кристаллизацию смеси пептидов с матрицей
проводили в потоке воздуха и анализировали на MALDI масс-спектрометре
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Microflex MX (“Bruker Inc.”, США). Спектры получали в режиме отражения
(reflection mode), используя 100-150 лазерных выстрелов по всей площади
мишени. Идентификацию белков проводили анализируя суммарные
спектры с использованием программного обеспечения Mascot
(http://www.matrixscience.com/search_form_select). 

РЕЗУЛЬТАТЫ�И�ОБСУЖДЕНИЕ.�На первом этапе нами был проведен
иммуноферментный анализ белков р53, 14-3-3 и PCNA в нормальных
и глиобластомных клеточных линиях (рис. 1). Для получения общей картины
выраженности данных белков в глиобластоме, мы проанализировали
несколько клеточных линий, полученных из разных опухолей и обозначенных
M, T, K, S, Tr, L, R. Белковые экстракты, полученные из этих линий,
были подвергнуты Вестерн-блоту, то есть разделению денатурирующим
электрофорезом SDS-PAGE с последующим переносом на PVDF мембрану
и иммунодетекцией антителами против белков р53, PCNA и 14-3-3.
При этом выявилась следующая закономерность – белки семейства 14-3-3
присутствовали примерно в одигаковом количестве во всех линиях, включая
нормальную, а PCNA и p53 – значительно в большей концентрации во всех
глиобластомных клетках. Особенно интересно то, что в раковых клетках
другого типа, HeLa, детектируется очень низкий уровень р53 (рис. 1).
То есть такое характерное увеличение содержания р53 специфично для
глиобластомных клеток. Если в случае PCNA изменения в основном
количественные, то для р53 мы наблюдаем и большие качественные
различия между нормой и онкологией. Это особенно хорошо проявляется
при иммунодетектировании с использованием двумерного электрофореза
(2DE Вестерн-блота) (рис. 2). В образцах из нормальных клетках
детектировалось 8 белковых пятен, соответствующих р53 (Мw 53000 и
диапазон pI от 6,1 до 6,3). Эти параметры согласуются с параметрами
канонической формы р53альфа [19]. В случае глиобластомных клеток
определяется уже более 30 пятен р53 (рис. 2). Основное отличие связано
с гораздо более широким спектром изоэлектрических точек, которые имеют
полипептиды р53, представленные в глиобластомных линиях. Причём
особенно увеличено количество изоформ с более “кислыми” значениями pI,
которые в норме не наблюдаются. Если в контрольной линии представлены
полипептиды с pI в диапазоне от 6.15 до 6.3, то в раковых линиях – от 4 до 7.
Более того, в глиобластомных линиях с повышенным содержанием р53
ещё и сильно выражены формы, с уменьшенной и увеличенной молекулярной
массой – одна цепочка пятен, соответствующих полипептидам с массами
52 кДа и другая с массами 56 кДа (рис. 2). Причиной такого разнообразия могут
быть как множественные мутации гена Р53, сопровождающие канцерогенез,
так и множественные посттрансляционные модификации белка р53, особенно
ацетилирование и фосфорилирование, приводящие к сдвигу изоточки
полипептида в кислую область без существенного изменения его массы [20-23].
С одной стороны, через фосфорилирование р53 идет его активация
при стрессовых воздействиях на клетку, с другой – фосфорилирование р53
запускает его протеолиз. Что касается форм с меньшей молекулярной массой,
чем каноническая альфа форма р53, то скорее всего здесь мы как раз и
наблюдаем процесс деградации р53, который идет через убиквитин-зависимый
протеолиз и регулируется самим же белком р53. Не исключено присутствие
и других изоформ р53, таких как р53бета и р53гамма [19], имеющих меньшую
массу и более кислую изоточку, чем каноническая форма р53. Для более
точного выяснения причины гетерогенности белковых пятен, соответствующих
р53, требуются дополнительные эксперименты.



Общие белковые профили, полученные разделением клеточных белков
двумерным электрофорезом, в зависимости от разрешения и чувствительности
метода отражают в той или иной степени состояние конкретного
анализируемого протеома. То есть, на основании количественной оценки пятен
в гелях можно судить и о количестве в клетке представленных в данных пятнах
полипептидах (белковых видах). В данной работе мы провели сравнение
белковых профилей нормальных и глиобластомных клеток. В пределах
чувствительности красителя Кумасси R350 было проведен сравнительный
анализ примерно 600 белковых пятен и на основании их количественных
различий выявлены белки, наиболее сильно отличающиеся по своим уровням
в норме и в глиобластоме (рис. 3). Оказалось, что из идентифицированных
нами более 130 белковых форм, соответствующих 124 белкам, не менее 30
присутствуют в глиобластомных клетках в повышенном и не менее 20 –
в пониженном количестве (таблица). Причём для сравнительного анализа,
приведенного в таблице, использовали гели с разделением белков из двух
разных глиобластомных линий (L и R) и нормальной линии F. Как видно
из таблицы, наиболее увеличено присутствие в глиобластомных клетках таких
белков, как кофилин 1, пируваткиназа, триозофосфатизомераза, нуклеофосмин,
виментин и аннексины А1 и А2. С другой стороны, сильно понижен уровень

ШТРИХ-КОД�И�БЕЛКОВЫй�ПРОФИЛЬ�ГЛИОБЛАСТОМЫ

313

Рисунок�1.�
Уровень белков р53, PCNA и 14.3.3, детектируемых Вестерн-блотом в 7 разных

глиобластомных клеточных линиях. Были проанализированы глиобластомные линии
M, T, K, S, Tr, L, R, а также линия раковых клеток матки HeLa (H). Контролем служила линия

F (ФЛЭЧ) а также нормальная ткань мозга (не показано).

Рисунок�2.�
Иммунодетектирование белка р53 в норме и глиобластоме после двумерного электрофореза

(2DE Вестерн-блот). Вверху - Норма (F), внизу - Глиобластома (T).



аннексина А4 и аннексина А6, а также серпина Н1, фактора инициации
трансляции EIF3I, альфа-актинина 4 и митохондриальной супероксид
дисмутазы [Mn]. Следует заметить, что за последние годы протеомный
сравнительный анализ в области изучения глиобластомы стал очень
популярен, поэтому есть возможность для сравнения наших и уже
опубликованных результатов. Необходимо отметить, что по многим белкам
наши и литературные данные совпадают, например, по пируваткиназе М1/М2
[24], триозофосфатизомеразе [25], кофилину, енолазе, виментину и его разным
формам [26, 27]. Появление мутантных форм р53 характерно для многих
опухолей, есть публикации такого рода и по глиобластомам [28]. Особого
внимания заслуживают аннексины [29, 30], особенно аннексин А2,
как потенциальные онкомаркеры [31].
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Таблица. Cписок идентифицированных белков.
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Таблица. Cписок идентифицированных белков (продолжение).
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Таблица. Cписок идентифицированных белков (продолжение).
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Таблица. Cписок идентифицированных белков (продолжение).

Примечание. 1 - значения pI и MW канонической формы из базы данных UniProtKB/
Swiss-Prot. 2 - интенсивность пятна на 2DE в глиобластомных линиях относительно ФЛЭЧ
(брали среднюю величину соответствующих пятен в двух различных линиях (Т и R).
3 - интенсивность полос на Вестерн блоте в глиобластомных линиях относительно ФЛЭЧ.
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Рисунок�3.�
Разделение белков двумерным электрофорезом (Первое направление ИЭФ, рН 3-10, 18 см,

второе направление - денатурирующий SDS электрофорез, 18 см) с последующим
программным анализом (Melanie 7), вырезанием пятен и идентификацией белков.

Верх - норма, ФЛЭЧ, низ - глиобластома (L). Положение форм р53 обозначено крестиками.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ� И� ВЫВОДЫ.� С развитием протеомики связывают
большие надежды по внедрению новых подходов в диагностике различных
заболеваний и создании новых лекарственных соединений [32, 33].
Что касается нейроонкологии, то применение протеомики хотя и находится
здесь в стадии развития, чрезвычайно быстро становится популярным.
Предполагается, что получение белковых профилей даст возможность
объединить усилия в различных областях и окажет существенный эффект
на исследования и лечение глиом [26]. Полученные нами результаты с одной
стороны подтверждают опубликованные ранее данные о некоторых раковых
белках-маркерах, как общих, так и связанных с глиобластомой, с другой
стороны указывают на возможность использования в глиобластомных анализах
в качестве биомаркеров таких известных белков, как PCNA и p53. Поэтому
минимальный штрих-код глиобластомы может иметь вид, представленный
на рисунке 1. Более того, показанная нами в глиобластомах, чрезвычайно
высокая гетерогенность белковых форм р53 сама по себе требует отдельного
внимания и анализа. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках
научного проекта № 11-04-01043-а. 
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High grade glioma (glioblastoma) is the most common brain tumor. Its malignancy makes
it the fourth biggest cause of cancer death. In our experiments we used several glioblastoma cell lines
generated in our laboratory to obtain proteomics information specific for this disease. This study
starts our developing the complete 2DE map of glioblastoma proteins. 2DE separation with
following imaging, immunochemistry, spot picking, and mass-spectrometry allowed us detecting and
identifying more than 100 proteins. Several of them have prominent differences in their level between
norm and cancer. Among them are alpha-enolase (ENOA_HUMAN), pyruvate kinase isozymes
M1/M2 (KPYM_HUMAN), cofilin 1 (COF1_HUMAN), translationally-controlled tumor protein
TCTP_HUMAN, annexin 1 (ANXA1_HUMAN), PCNA (PCNA_HUMAN), p53 (TP53_HUMAN)
and others. Most interesting results were obtained with protein p53. In all glioblastoma cell lines,
its level was dramatically up regulated and enriched by multiple additional isoforms. This
distribution is well correlated with presence of these proteins inside of cells themselves. At this
initial step we suggest the panel of specific brain tumor markers (signature) to help creating
noninvasive techniques to diagnose disease. These preliminary data point to these proteins
as promising markers of glioblastoma.

Key�words: proteome, glioblastoma, p53, PCNA.
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