
ВВЕДЕНИЕ 

Колоректальный рак (КРР) является одной 
из ведущих причин смертности от онкологических
заболеваний во всём мире [1]. Показатели 5-летней
выживаемости при постановке диагноза КРР на поздней
стадии составляют всего 12,5% [2]. В то же время
благодаря внедрению скрининговых программ 
для определения КРР на ранних стадиях удаётся
достичь ремиссии у 85–90% пациентов [2]. Методы
скрининга включают прямую визуализацию опухоли
(колоноскопия, ректороманоскопия) и анализы кала
для обнаружения компонентов опухоли, выделяемых 
в просвет кишечника, таких как аномальной ДНК
и/или гемоглобина как индикатора скрытой крови [3].

Однако скрининговый анализ кала часто 
является неточным, особенно для диагностики
предраковых очагов воспаления, менее склонных 
к кровотечениям [3], а колоноскопия, сопряжённая 
с биопсией, связана с определёнными рисками,
например кровотечением и перфорацией 
кишечника [4]. Кроме того, высокая степень риска и
дискомфорта, сопряжённая с инвазивными методиками,
снижает мотивацию у пациентов для добровольного
участия в скрининговых программах.

В связи с этим, актуальным направлением 
для исследований является разработка
малоинвазивных методов диагностики, например,

выявление биомаркеров КРР в плазме крови. 
На настоящий момент анализ раково-эмбрионального
антигена (СЕА) с использованием антител — наиболее
широко используемый подход для малоинвазивной
диагностики КРР в клинических условиях. Однако
метод отличается ограниченной чувствительностью и
специфичностью [2]. Многообещающим подходом
стало использование масс-спектрометрического (МС)
анализа плазмы крови. Например, с применением
мультиплексного МС анализа в цельной плазме крови
удалось выявить сигнатуру, включающую белки 
A1AT, APOA1, HP, LRG1 и PON3, которая отличает
образцы плазмы, полученные от пациентов с КРР и
здоровых добровольцев [5].

Плазма крови — чрезвычайно сложная
биологическая матрица, в которой десяток белков, 
в том числе альбумин, иммуноглобулины и
трансферрин, составляют 90% от общего количества
белка [6]. Более того, динамический диапазон
концентраций белков плазмы крови охватывает 
10 порядков [7]. Подобная сложность состава плазмы
крови человека определяет так называемый эффект
“протеомного айсберга”, затрудняющего МС анализ
низко копийных белков на фоне высоко
представленных белковых аналитов. Для увеличения
чувствительности при анализе белков плазмы крови
можно применить, например, иммуноаффинное
обогащение для удаления высоко представленных

356

Биомедицинская химия, 2024 том 70, вып. 5, с. 356–363.

©Коллектив авторов

ПРОТЕОМ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ ПЛАЗМЫ КРОВИ 
КАК ИСТОЧНИК БИОМАРКЕРОВ КОЛОРЕКТАЛЬНОГО РАКА

Н.А. Соловьева*, С.Е. Новикова, Т.Е. Фарафонова, О.В. Тихонова, В.Г. Згода, А.И. Арчаков

Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича, 
119121, Москва, ул. Погодинская, 10; *эл. почта: n.shushkova@yandex.ru

Поиск малоинвазивных способов диагностики колоректального рака (КРР) является важнейшей 
задачей для выявления заболевания на ранней стадии и последующего успешного лечения. Плазма крови 
человека представляет основной тип биологического материала, используемого в клинике, однако сложный
динамический диапазон циркулирующих в ней веществ затрудняет определение белков-маркеров КРР 
масс-спектрометрическим (МС) методом. Исследование протеома внеклеточных везикул (ВнВ), выделенных 
из плазмы крови человека, представляет собой привлекательный подход для обнаружения секретируемых 
тканями маркеров КРР. Мы провели панорамный масс-спектрометрический анализ образцов ВнВ, полученных 
из плазмы крови пациентов с КРР и здоровых добровольцев. В результате было идентифицировано 370 белков,
зарегистрированных, как минимум, по двум пептидам. Относительный количественный анализ без использования
стабильных изотопных меток позволил определить 55 белков, содержание которых различалось в образцах ВнВ,
полученных из крови больных КРР, по сравнению со здоровым контролем. Среди белков ВнВ, выделенных 
из плазмы крови, оказались компоненты, вовлечённые в клеточную адгезию и сигнальный путь VEGFA–VEGFR2
(TLN1, HSPA8, VCL, MYH9 и другие), а также белки, экспрессирующиеся преимущественно тканями ЖКТ
(полимерный рецептор иммуноглобулина, PIGR). Полученные с помощью панорамного протеомного
профилирования данные позволят дополнить панель для направленного МС анализа ассоциированных с ВнВ
белковых маркеров, разработанную ранее с использованием клеточных моделей КРР.
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белков [8]. Однако введение дополнительного этапа
пробоподготовки приводит к потерям белков, 
а также получению искажённых количественных
результатов. Другой подход для обнаружения
потенциальных биомаркеров — выявление в крови
секретируемых элементов опухоли (опухолевых
клеток, циркулирующих опухолевых ДНК, микроРНК,
белков и внеклеточных везикул), что соответствует
концепции жидкой биопсии.

Все живые клетки организма продуцируют
внеклеточные везикулы (ВнВ), но особенно интенсивно
их производят раковые клетки. Белки, ДНК и РНК,
входящие в состав везикул, отражают молекулярный
ландшафт опухолевых клеток-продуцентов, а липидная
мембрана защищает содержимое ВнВ от деградации
нуклеазами и протеазами. Поскольку белки являются
непосредственными исполнителями большинства
клеточных функций и прямыми мишенями лекарств 
в большинстве современных методов лечения рака,
протеомные данные помогут идентифицировать
новые биомаркеры КРР. 

В данной работе мы провели панорамный 
МС анализ образцов ВнВ, полученных из плазмы
крови пациентов с КРР и здоровых добровольцев. 
По результатам относительного количественного
анализа протеомных данных без использования
стабильных изотопных меток были определены белки,
содержание которых отличалось в образцах ВнВ,
полученных из плазмы крови пациентов с КРР и
здоровых добровольцев.

МЕТОДИКА

Получение плазмы крови

Образцы плазмы крови были предоставлены
биобанком ИБМХ им. В.Н. Ореховича и включали
плазму крови 11 пациентов с КРР (4 женщины и 
7 мужчин, в возрасте от 50 до 70 лет) и 16 здоровых
добровольцев (8 мужчин и 8 женщин в возрасте 
от 45 до 74 лет) (табл. 1). 

У девяти пациентов была диагностирована 
третья стадия КРР, а у двух — четвёртая. 
У всех пациентов были обнаружены метастазы 
в регионарные лимфатические узлы. У двоих больных
также были выявлены отдалённые метастазы: 
в печень и брюшную полость.

Выделение образцов внеклеточных везикул

Для полученияВнВ из плазмы крови использовали
коммерческий набор Total Exosome Isolation
(“Invitrogen, Thermo Fisher Scientific”, Литва) 
в соответствии с рекомендациями производителя.

Первоначальный объём плазмы крови составлял 30мкл.
Полученный в результате преципитации осадок
растворяли в 100 мкл 0,1 М раствора трис-HCl (pH 8,5)
и проводили метанол-хлороформную экстракцию
белка.Кобразцам добавляли по 400 мкл 100% метанола
(“J.T. Baker, Avantor”, Польша), 100 мкл хлороформа
(“Sigma-Aldrich”, США) и 300 мкл деионизированной
воды и тщательно перемешивали. Образцы
центрифугировали при 14000 g в течение 2 мин 
при комнатной температуре. Надосадочную жидкость
отбирали, добавляли 400 мкл 100% раствора 
метанола, после чего повторяли центрифугирование 
в тех же условиях в течение 3 мин. Полученные
осадки растворяли в 100 мкл 50 мМ триэтиламмоний-
бикарбонатном буфере (ТЭАБ, “Fluka Analytical”,
Швейцария) для дальнейшего протеомного анализа.
Концентрацию общего белка в образцах определяли 
с помощью коммерческого набора Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (“Thermo Fisher Scientific”, США) 
в соответствии с рекомендациями производителя.

Пробоподготовка к протеомному анализу

Для гидролитического расщепления белков
использовали спин-колонки S-trap (“Protifi”, США) 
в соответствии с рекомендациями производителя.

К каждому образцу, содержащему по 100 мкг белка
добавляли 10% раствор SDS в 100 мМ ТЭАБ 
до конечной концентрации 5% SDS и 50 мМ ТЭАБ 
(pH 8,5). Полученные растворы подвергали обработке 
с помощью ультразвукового гомогенизатора Bandelin
Sonopuls (“BANDELIN electronic GmbH & Co.”,
Германия) (мощность 30% по 30 с на льду), 
после чего образцы центрифугировали при 14000 g
в течение 10 мин при 4°С. 

Для алкилирования и восстановления
дисульфидных связей к образцам добавляли 
раствор, содержащий 400 мМ хлорацетамид 
(CAA, “Sigma-Aldrich”) и 500 мМ трис(2-карбоксиэтил)
фосфин (Tris TCEP, “Thermo Fisher Scientific”, США)
до конечной концентрации 30 мМ и 50 мМ
соответственно. Образцы инкубировали 
при температуре 80°C в течение 40 мин. 
После чего к образцам добавляли 12% раствор
фосфорной кислоты, до конечной концентрации 1,2%,
тщательно перемешивали и добавляли 6 частей буфера
(90% метанол в 100 мМ ТЭАБ (pH 8,5)).Далее образцы
наносили на микро-колонки S-trap по 175 мкл и
центрифугировали при 4000 g в течение 1 мин 
при температуре 20°C. Процедуру повторяли 
до полного нанесения образца, затем колонки
промывали четыре раза тем же раствором 
в тех же условиях. Для проведения гидролитического
расщепления белка к образцам добавляли раствор
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Таблица 1. Характеристика доноров
Пациенты с КРР Здоровые добровольцы

Общее количество 11 16
Возраст 50–70 45–74
Мужской пол 7 8
Женский пол 4 8
Стадия 3 (3, 3А и 3Б) 9 —
Стадия 4 2 —



трипсина (“Promega”,США) с концентрацией 0,2 нг/мкл
в соотношении по массе к общему белку 1:50.
Образцы инкубировали в течение 2 ч при 47°С. 
Затем проводили элюцию пептидов: добавляли 
по 40 мкл раствора, содержащего 0,2% муравьиную
кислоту в 50 мМ ТЭАБ (pH 8,5), и центрифугировали
при 4000 g в течение 1 мин при температуре 20°С.
Далее добавляли 35 мкл раствора, содержащего 
0,2% муравьиную кислоту в 50% ацетонитриле,
повторно центрифугировали в тех же условиях.
Супернатант высушивали в вакуумном концентраторе
Concentrator 5301 (“Eppendorf”, Германия).

Панорамный масс-спектрометрический анализ

Для панорамного масс-спектрометрического
анализа образцы растворяли в 0,1% муравьиной
кислоте до конечной концентрации 2 мкг/мкл .

Анализ проводили для каждого образца 
в трёх технических повторах. Образцы наносили 
на обогащающую колонку Zorbax 300SB-C18 
(диаметр частиц 5 мкм, 5 мм × 0,3 мм) (“Agilent
Technologies”,США) и промывали подвижной фазой С
(5% ацетонитрил в 0,1% муравьиной кислоте и 
0,05% трифторуксусной кислоте) со скоростью 
потока 3 мкл/мин в течение 5 мин. Пептиды разделяли
на аналитической колонке Zorbax 300SB-C18 
(диаметр частиц 3,5 мкм, 150 мм × 75 мкм) (“Agilent
Technologies”). Градиент формировали подвижной
фазой А (0,1% раствор муравьиной кислоты) и
подвижной фазой Б (80% раствор ацетонитрила 
в 0,1% муравьиной кислоте) со скоростью 
потока 0,3 мкл/мин. Аналитическую колонку
промывали 2% подвижной фазой Б в течение 3 мин,
затем увеличивали концентрацию подвижной фазы Б
до 40% в течение 67 мин. Затем в течение 2 мин
концентрацию подвижной фазы Б доводили до 100%,
а аналитическую колонку промывали в течение 9 мин
100% подвижной фазой Б. Далее концентрацию
подвижной фазы Б снижали до 2 % в течение 2 мин, 
а аналитическую колонку уравновешивали 2%
подвижной фазой Б в течение 7 мин.

Масс-спектрометрический анализ проводили 
с использованием масс-спектрометра Q Exactive™
HF Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ (“Thermo Fisher
Scientific”,США), оснащённого масс-анализатором типа
орбитрэп (Orbitrap) в режиме положительной ионизации
с разрешением 60000 (m/z=400) для МС-сканов и
15000 (m/z=400) для МС/МС-сканов. Максимальное
время накопления 3×106 и 2×105 ионов составило 
25 мс и 150 мс для МС и МС/МС уровней
соответственно. Для последующей фрагментации
выбирали двадцать наиболее интенсивных ионов,
зарегистрированных в МС-скане, если их абсолютная
интенсивность превышала 1×104 относительных
единиц. Использовали HCD-тип фрагментации 
с нормализованной энергией соударения (NCE) 
на уровне 28%. Применяли динамическое исключение
из тандемного анализа: длительность исключения
составляла 60 с.

Обработку масс-спектров и идентификацию
белков проводили с использованием программного
обеспечения MaxQuant 1.5.5.0 с поисковым

алгоритмом Andromeda; идентификацию проводили 
с использованием FASTA файла, содержащего
аминокислотные последовательности белков человека
(25-10-2019), и его инвертированного аналога 
для вычисления частоты ложноположительных
идентификаций (FDR). Карбамидометилирование
цистеина было учтено как обязательная модификация
пептидов, окисление метионина — как вариабельная
модификация. Толерантность для родительских 
и дочерних ионов составляла 20 ppm. 
Для белков и пептидов пороговое значение FDR=0,01.
Количественный анализ осуществляли на основании
площади под пиком родительского иона с вычислением
величины Label Free Quantification (LFQ) 
с помощью встроенного в MaxQuant алгоритма [9],
для количественной оценки использовали уникальные
пептиды без модификаций.

Статистический анализ выполняли с использованием
программного обеспечения Perseus 1.6.0.7 
(“Max Planck Institute of Biochemistry”, Германия). 

Биологическая аннотация была выполнена 
с помощью онлайн-ресурса DAVID Knowlegebase
(v2023q4) по категориям базы данных GeneOntology
“Клеточные компоненты” (“Cellular Component”).
Анализ обогащения протеома белок-белковыми
взаимодействиями был выполнен с помощью 
онлайн-ресурса STRING (v. 12.0), рассматривали
результаты для белков с минимальной достоверностью
взаимодействий 0,7, определенных на основании
экспериментальных данных (“experiments”), а также
данных о совместной экспрессии (“co-expression”) и
встречаемости (“co-occurrence”). 

Анализ обогащения был выполнен относительно
базы данных Reactome (v. 2022), содержащей
информациюо регуляторных сигнальных путях, а также
относительно репозитория ARCHS4 (v. 8.0) [10],
содержащего данные об экспрессии мРНК 
в различных тканях и органах, и репозитория
TISSUES (Jensen) (v. 2.0) [11], в котором хранятся
транскриптомные и протеомные данные об экспрессии
генов в различных тканях и органах. Анализ
был выполнен с помощью библиотеки gsepy (v. 1.0.4).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Протеом ВнВ, выделенных из плазмы крови,
обогащён белками тканевого происхождения

В результате панорамного МС анализа 
образцов ВнВ, полученных из плазмы крови, было
идентифицировано 370 белков, зарегистрированных
как минимум по двум пептидам. Список 
белков с детальной информацией приведён 
в таблице 1 Дополнительных материалов (табл. S1,
лист “Белки/2 пептида”). Из них 246 белков 
были отнесены к экзосомам согласно аннотации 
по базе знаний DAVID Knowlegebase (v2023q4) [12]
(GeneOntology, Cellular Component) (Дополнительные
материалы, табл. S1, лист “DAVID аннотация”).

Мы сравнили протеом ВнВ, выделенных из плазмы
крови, полученный в нашем эксперименте с помощью
МС анализа высокого разрешения с данными,
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размещёнными в общедоступном репозитории 
The Human Protein Atlas (v. 23.0) [13]. Эта база данных
содержит список из 455 белков, потенциально
секретируемых в кровь и детектированных 
с помощью количественного иммуноанализа.
Результаты сравнения представлены на рисунке 1.

Для 266 белков, обнаруженных только 
в образцах ВнВ, выделенных из плазмы крови 
(рис. 1), мы провели биоинформатический анализ 
с помощью онлайн-ресурса STRING (v. 12.0) [14].
Результаты показали, что белки данного пула
обогащены белок-белковыми взаимодействиями 
(PPI enrichment p-value: <1,0×10-16), а с точки зрения
биологических функций, вовлечены в клеточную
адгезию (GeneOntology, MF, 38 белков, FDA= 3,77×10-17)
и сигнальный путь VEGFA–VEGFR2 (WikiPathways,
27 белков, FDA = 7,7×10-12) (рис. 2).

Семейство белков VEGF (VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D и PlGF) играет ключевую роль 
в процессах формирования кровеносных сосудов 
как в эмбриональном развитии, так и при
патологическом ангио- и лимфангиогенезе. 
Эти процессы позволяют опухоли расти 
в геометрической прогрессии. Факторы роста
эндотелия сосудов влияют на процесс формирования
кровеносных сосудов при новообразованиях,
способствуя тем самым росту опухолей и
образованию метастазов. Увеличение экспрессии этих
факторов при КРР коррелирует с прогрессированием
неопластического заболевания [15].

Таргетное воздействие на компоненты
сигнального пути фактора роста эндотелия 
сосудов A (VEGFA)/рецептора VEGF 2 (VEGFR2)
ингибирует индуцированную опухолью пролиферацию
регуляторных Т-клеток (Treg) в мышиной модели КРР
и у пациентов с метастатическим КРР [16].

Рисунок 1. Диаграмма Венна, демонстрирующая
пересечение достоверно идентифицированных 
МС-методом белков ВнВ (EVs), выделенных из плазмы
крови человека (HPL) (n=370, зарегистрированы 
как минимум по двум пептидам), и списка белков,
доступного в базе данных The Human Protein Atlas 
(v. 23.0) [13], включающего 455 белков, потенциально
секретируемых в кровь, для которых был проведён
количественный иммуноанализ.

Рисунок 2. Схема белок-белковых взаимодействий для белков (PPI enrichment p-value: <1,0×10-16), обнаруженных 
в образцах выделенных из плазмы крови ВнВ (STRING, версия 12.0). Белки, которые были аннотированы 
как вовлечённые в клеточную адгезию, отмечены чёрным цветом. Белки, участвующие в сигнальном пути 
VEGFA-VEGFR2, обозначены белым цветом, серым цветом выделены белки, аннотированные по другим группам.



Анализ 266 белков, обнаруженных только 
в образцах ВнВ, выделенных из плазмы крови 
(рис. 1) относительно базы данных Reactome, 
а также репозиториев ARCHS4 (v. 8.0) и 
TISSUES (Jensen) (v. 2.0), содержащих информацию
об экспрессии генов в различных тканях и органах,
показал обогащение белками, экспрессирующимися 
в эпителии и иммунных клетках желудочно-кишечного
тракта, в том числе толстого кишечника (рис. 1S
Дополнительных материалов). Таким образом, 
МС анализ ВнВ, полученных из плазмы крови
человека, позволил обогатить представление 
о протеоме, ассоциированном с плазмой крови, 
в том числе обнаружить в составе ВнВ белковые
маркеры, предположительно тканевого происхождения.

Сравнительный количественный анализ 
протеома ВнВ, выделенных из плазмы крови, позволил
определить протеомную сигнатуру, различающую
больных КРР и здоровых добровольцев

Данные масс-спектрометрического анализа
высокого разрешения были подвергнуты
количественной оценке без использования стабильных
изотопных меток. В основе количественного анализа
лежало сравнение нормализованной величины
интенсивности прекурсорных ионов пептидов (LFQ).
В результате удалось выявить 55 белков, 
содержание которых значимо (FC>1,5, FDR=0,01)
отличалось в образцах ВнВ, полученных из плазмы
крови больных КРР и здоровых добровольцев 
(рис. 3; Дополнительные материалы, рис. S2, 
табл. S1, лист “ДЭБ”).

Содержание 37 белков (ACTN1, AFM, APOC4,
CAP1, CAVIN2, F13A1, F13B, FCN2, FCN3, FERMT3,
FGA, FGB, FGG, FLNA, HSPA5, HSPA8, ITGA2B, ITGB3,

KLKB1, MMRN1, MYH9, MYL12A, MYL6, PARVB,
PDLIM1, PKM, PLEK, PON1, PPBP, PZP, RAP1B,
TLN1, TPM4, TUBA1C, TUBA4A, TUBB1 и VCL)
было снижено в образцах ВнВ, полученных из крови
больных КРР, по сравнению с контролем. Наиболее
выраженное снижение содержания наблюдалось 
для миозина-9 (MYH9, FC = 6,0, p-value = 6,16×10-11),
талина-1 (TLN1, FC = 4,3, p-value = 2,27×10-7) и
филамина-А (FLNA, FC = 5,7, p-value = 3,35×10-7). 

Белок MYH9 изначально был идентифицирован
как супрессор опухоли у мышей с плоскоклеточным
раком кожи, однако последующие эксперименты
показали, что пониженные уровни MYH9
ассоциированы со сниженной пролиферацией
опухолевых клеток, образованием метастазов и
устойчивостью к сорафенибу — противоопухолевому
препарату, ингибитору киназ [17]. В другом
исследовании выявили корреляцию между
повышенной экспрессией данногомаркера в тканях КРР
и плохим прогнозом у пациентов [18]. В то же время,
данных об уровнях концентраций MYH9 
в плазме крови при КРР недостаточно. Возможно,
одновременное исследование содержания MYH9 
в тканях опухоли и крови пациентов позволит
прояснить роль MYH9 в контексте КРР.

Результаты анализа в STRING (v. 12.0) показали,
что белки со сниженным содержанием в образцах КРР
обогащены белок-белковыми взаимодействиями 
(PPI enrichment p-value: <1,0×10-16), а с точки зрения
биологических функций, вовлечены в клеточную
адгезию (Gene Ontology, molecular function —   
чёрный цвет, biological process — белый цвет) (рис. 4). 

Среди потенциально взаимодействующих белков
со сниженным содержанием у пациентов с КРР
оказались TLN1, ITGB3 и HSPA8, для которых 
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Рисунок 3. Диаграмма рассеяния для белков, содержание которых значимо (FC>1,5, FDR=0,01) отличалось 
в образцах ВнВ, полученных из плазмы крови больных КРР (слева) и здоровых добровольцев (справа).
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в наших предыдущих исследованиях методом
направленной МС было также показано уменьшенное
содержание при КРР [19]. В исследованиях 
других научных групп было показано, что низкая
экспрессия TLN1 как на уровне РНК, так и на уровне
белка была зарегистрирована у пациентов с КРР 
по сравнению со здоровыми донорами, и была
ассоциирована с низкой выживаемостью [20].

Значение белка теплового шока HSPA8 в прогнозе
течения ККР противоречиво. Так, повышенная
экспрессия белка HSPA8 ассоциирована 
с благоприятным исходом у пациентов с КРР [21], 
в то же время в другом исследовании было 
показано, что повышенная экспрессия белка HSPA8
ассоциирована с плохим прогнозом у пациентов с КРР
с мутацией в гене BRAF (V600E). При этом 
ингибитор HSPA8, субстанция VER155008, 
повышает у таких пациентов чувствительность 
к таргетным лекарствам, что открывает перспективные
терапевтические стратегии [22]. 

В биологию КРР вовлечён также 
винкулин (VNC) — цитоскелетный белок, который
играет роль в структуре и функции фокальной
адгезии. В исследовании, проведенном на крысах, 
у которых индуцировали развитие аденом толстой
кишки, было обнаружено снижение экспрессии
винкулина) [23] и профилина-1 (Pfn1) — белка,
участвующего в регуляции полимеризации актина 
в ответ на внеклеточные сигналы. Роль Pfn1 
в развитии КРР остаётся недостаточно изученной,
однако экспрессия его аналога профилина-2 (Pfn2)
связана с регуляцией содержания микроэлементов 
в кишечнике, а потеря или снижение активности Pfn2
коррелирует с метастатической и миграционной
способностью клеток колоректального рака [24].

Содержание 18 белков (C1R, C1S, C4A, C5, C7,
CFHR1, IGHV3-23, IGHV4-59, IGKV1D-39, IGLV3-10,
IGLV3-25, ITIH3, LPA, LRG1, PIGR, SERPINA1,
SERPING1 иSTRADB) было повышено в образцах ВнВ,
полученных из крови больных КРР, по сравнению 
с контролем. Наиболее выраженное изменение
содержание наблюдалось для полимерного рецептора
иммуноглобулина (PIGR, FC = 2,5, p-value = 4,4×10-4),
белка 1, родственного фактору комплемента H
(CFHR1, FC = 2,5, p-value = 1,6×10-13) и компонента
комплемента C1r (C1R, FC = 2,2, p-value = 1,8×10-14).

Как оказалось, PIGR обнаруженный среди белков
с повышенным содержанием в образцах ВнВ,
выделенных из плазмы крови больных КРР
(идентифицирован по 15 протеотипическим пептидам),
входит в список белков, секретируемых органами ЖКТ
в кровь, согласно базе данных Proteome Atlas [13].
Ранее было показано, что данный белок обладает
прогностической ценностью: его повышенная
экспрессия у пациентов с КРР коррелирует с более
благоприятным прогнозом [25, 26].

Компоненты комплемента (C1R, C1S, C4A, C5, C7
и CFHR1) могут выполнять иммуносупрессивные
функции в микроокружении опухоли; при этом
механизм активации в этом процессе до конца не ясен.
Было обнаружено, что экспрессия белка комплемента
в злокачественных опухолях повышена [27].
Повышенные уровни определенных компонентов
комплемента связаны с повышенным риском 
развития КРР, кроме того, уровни C1 и C3 в сыворотке
были значительно повышены у пациентов с КРР 
по сравнению со здоровыми людьми [28].

Вконтексте КРР примечательна биологическая роль
альфа-2-гликопротеина, богатого лейцином (LRG1).
Показана повышенная экспрессия этого белка
опухоль-ассоциированными фибробластами при КРР,
что способствует миграции и инвазии раковых 
клеток и индуцирует эпителиально-мезенхимальный
переход [29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

МС профилирование ВнВ, выделенных из плазмы
крови человека, позволило обнаружить в их составе
белковые маркеры, предположительно тканевого
происхождения, что отвечает конценпции жидкой
биопсии. Такой подход облегчает проблему
обнаружения диагностически значимых белков в такой
сложной биологической матрице, как плазма крови. 

Результаты, полученные с помощью панорамного
протеомного профилирования ВнВ, выделенных 
из плазмы крови, позволят дополнить панель 
для направленного МС анализа ВнВ-ассоциированных
белковых маркеров, разработанную ранее 
с использованием клеточных моделей КРР [19].
Предполагается, что такая расширенная панель 
ВнВ-ассоциированных белковых маркеров позволит
повысить специфичность и чувствительность
распознавания КРР малоинвазивным методом. 

Тем не менее, белки с повышенным содержанием
в образцах ВнВ, выделенных из крови пациентов с КРР,
относятся к компонентам врождённого иммунитета, 

Рисунок 4. Схема белок-белковых взаимодействий 
для белков (PPI enrichment p-value: <1,0×10-16) 
со сниженным содержанием в образцах ВнВ, полученных
из крови больных КРР, по сравнению со здоровым
контролем (STRING, версия 12.0). Белки, которые были
аннотированы как связанные с клеточной адгезией, 
Gene Ontology, molecular function – выделены чёрным
цветом, biological process – белым цветом. Серым цветом
выделены белки, аннотированные по другим группам.



в том числе к системе комплемента, что может
отражать неспецифическую реакцию воспаления,
сопровождающую опухолевый процесс. Кроме того,
настоящее исследование было осуществлено 
на образцах плазмы крови пациентов с КРР 
на поздних стадиях.Для будущих работ, направленных
на выявление более специфических белковых
маркеров ВнВ, пригодных, в том числе, и для ранней
диагностики, планируется задействовать пациентов 
с ранними стадиями КРР, а также пациентов 
с воспалительными нераковыми заболеваниями
кишечника в качестве дополнительного контроля.
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PROTEOME OF PLASMA EXTRACELLULAR VESICLES 
AS A SOURCE OF COLORECTAL CANCER BIOMARKERS

N.A. Soloveva*, S.E. Novikova, T.E. Farafonova, O.V. Tikhonova, V.G. Zgoda, A.I. Archakov

Institute of Biomedical Chemistry, 
10 Pogodinskaya str., Moscow, 119121 Russia; *e-mail: n.shushkova@yandex.ru

The search for minimally invasive methods for diagnostics of colorectal cancer (CRC) is the most important task
for early diagnostics of the disease and subsequent successful treatment. Human plasma represents the main type 
of biological material used in the clinical practice; however, the complex dynamic range of substances 
circulating in it complicates determination of CRC protein markers by the mass spectrometric (MS) method. 
Studying the proteome of extracellular vesicles (EVs) isolated from human plasma represents an attractive approach 
for the discovery of tissue-secreted CRC markers. We performed shotgun mass spectrometry analysis of EV samples
obtained from plasma of CRC patients and healthy volunteers. This MS analysis resulted in identification of 370 proteins
(which were registered by at least two peptides). Stable isotope-free relative quantitation identified 55 proteins with
altered abundance in EV samples obtained from plasma samples of CRC patients as compared to healthy controls.
Among the EV proteins isolated from blood plasma we found components involved in cell adhesion and 
the VEGFA–VEGFR2 signaling pathway (TLN1, HSPA8, VCL, MYH9, and others), as well as proteins expressed
predominantly by gastrointestinal tissues (polymeric immunoglobulin receptor, PIGR). The data obtained using 
the shotgun proteomic profiling may be added to the panel for targeted MS analysis of EV-associated protein markers,
previously developed using CRC cell models.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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