
ВВЕДЕНИЕ

Мультиформная глиобластома (ГБМ) — наиболее
распространённая злокачественная опухоль головного
мозга, на долю которой приходится 48,6% первичных
злокачественных опухолей центральной нервной
системы (ЦНС) и 14,5% от всех опухолей ЦНС [1]. 
По гистологической структуре ГБМ представляют
собой злокачественные опухоли астроцитарного
происхождения. Особенностью ГБМ является
неоднородность структуры опухолевой ткани: 
очаги некроза чередуются с плотными регионами
пролиферирующей ткани, а также с регионами
кистозной дегенерации и очагами кровоизлияний.
Сами новообразования, как правило, единичны,
имеют неправильную форму и возникают в белом
веществе головного мозга [2]. ГБМ на сегодняшний
день характеризуется крайне неблагоприятным
прогнозом и высокой смертностью (медианное
значение выживаемости составляет 15 месяцев) [1]. 
В большинстве случаев для лечения ГБМ применяется
мультимодальный подход, при котором в первую
очередь осуществляется максимальное безопасное 
для пациента хирургическое удаление опухоли
(maximal safe surgical resection), позволяющее, 
в том числе, провести гистологическое и 
генетическое изучение опухолевой ткани. 
Далее следует радиотерапевтическое лечение,
сопровождаемое курсом химиотерапии темозоломидом.
В качестве вспомогательной терапии также может
применяться терапия переменными электрическими
полями (TTF) [3]. В диагностике ГБМ широко
применяются методы, основанные на магнитно-

резонансной томографии (МРТ): в частности, 
МРТ-перфузия (perfusion weighted imaging) 
позволяет детектировать повышение кровотока 
в опухолевой ткани, а МР-спектроскопия регистрирует
увеличение соотношений холин/N-ацетиласпартат и
холин/креатинин, коррелирующее с прогрессией
опухоли [4]. Однако данные методики обладают 
рядом ограничений: МРТ не всегда позволяет
отличить ГБМ от других новообразований 
(глиом более низкой степени злокачественности,
метастазов других опухолей) или патологических
состояний ткани мозга (воспаление, отёк,
кровоизлияния), а также рецидив опухоли 
от псевдопрогрессии [5]. В связи с этим широкое
применение получили молекулярно-биологические
методы, позволяющие как проводить поиск маркеров
конкретного заболевания, так и идентифицировать
молекулярные механизмы, лежащие в основе 
его возникновения и развития [6]. Наиболее
релевантным материалом для такого исследования
является опухолевая ткань, однако её получение
представляет собой высокоинвазивную процедуру [7].

В последние 20 лет широкое распространение
получили методики, объединяемые термином
"жидкостная биопсия". При таком подходе
опухолевые маркеры идентифицируют в жидких
средах организма, в частности, в плазме или
сыворотке крови, которые могут быть отобраны
неоднократно при существенно меньшем риске для
здоровья пациента [8]. Детектируемые в таком
материале опухолевые биомаркеры принято называть
циркулирующими, к ним относятся, в частности,
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внеклеточная опухолевая ДНК (cfDNA; cell-free DNA)
и миРНК (miRNA; microRNA), циркулирующие
опухолевые клетки, а также белки и внеклеточные
везикулы (ВнВ) [5, 9].

Присутствие маркеров ГБМ в крови обусловлено
повышенной проницаемостью гематоэнцефалического
барьера (ГЭБ) в опухолевой ткани, наблюдаемой 
как при ГБМ, так и при доброкачественных 
опухолях головного мозга [10, 11]. Среди возможных
механизмов, обусловливающих повышенную
проницаемость ГЭБ в опухолевой ткани, выделяют:
повышенную экспрессию фактора роста эндотелия
сосудов (VEGF), стимулирующую формирование
“незрелых” сосудов с высокой проницаемостью
стенок, и физическое нарушение целостности ГЭБ
опухолевыми клетками (в частности, за счёт
вытеснения астроцитарных отростков) [12, 13]. 
Кроме того, в эндотелии опухолевых сосудов
отмечается пониженное содержание белков плотных
контактов. Эндотелий при этом демонстрирует
неоднородность структуры: среди “микрососудистых
популяций” встречаются как капилляры нормального
строения, так и фенестрированные капилляры, 
а также капилляры с промежутками между
эндотелиальными клетками [14].Примечательно также,
что результаты исследований моделей ГЭБ in vitro
демонстрируют повышение проницаемости ГЭБ 
при дифференциации клеток ГБМ [15]. Биомаркеры
белковой природы представляют интерес 
для исследователей, поскольку непосредственным
образом вовлечены в большинство молекулярных
процессов и сигнальных путей, ассоциированных 
с возникновением и развитием опухоли.

1. СВОБОДНЫЕ БЕЛКОВЫЕ 
БИОМАРКЕРЫ В КРОВИ

1.1. Поиск белковых биомаркеров ГБМ 
с использованием иммунохимических методов

Иммунохимические методики получили широкое
распространение в исследованиях биологических
жидкостей в силу высокой чувствительности и
специфичности, а также сравнительно небольшого
требуемого количества биоматериала. Такие методики,
как иммуноферментный анализ (ИФА), принято
считать золотым стандартом для количественного
определения белков в клинических исследованиях [16],
с чем отчасти связано широкое применение подобных
методик для поиска биомаркеров ГБМ в жидких
средах организма.

Так, Carlsson и соавт. исследовали применимость
панелей из одноцепочечных вариабельных фрагментов
антител (scFv) для белкового профилирования 
плазмы крови пациентов с ГБМ, проходящих
иммунотерапию [17]. В ходе работы были 
выявлены белки, количественно повышенные 
в образцах, полученных от пациентов с ГБМ, 
по сравнению со здоровыми людьми: фактор роста
эндотелия сосудов (VEGF) и интерлейкин 8 (IL-8).
Показано, что VEGF вовлечён в такие ключевые
процессы в развитии ГБМ, как ангиогенез и
пролиферация опухолевых клеток (в том числе

опухолевых стволовых клеток), что обусловливает
распространённость терапевтических подходов,
направленных на подавление активности данного
белка [18, 19]. IL-8 является провоспалительным
хемокином, для которого показано участие в развитии
некоторых видов злокачественных опухолей
посредством C-X-C хемокиновых рецепторов [20–22].
Кроме того, в этой же работе было выявлено, 
что содержание цитокинов IL-12 и IFN-γ,
ответственных за развитие клеточного иммунного
ответа, было повышено в плазме крови проходящих
иммунотерапию пациентов с ГБМ с наиболее
длительной выживаемостью (более 400 дней).

В рамках работы Elstner и соавт. 
с использованием ИФА было проведено измерение
концентраций 13 отобранных исследователями 
белков в сыворотке крови больных ГБМ и здоровых
людей [23].Среди белков с различиями в концентрации
были выделены BMP2, CXCL10 и HSP70, для которых
исследователями были определены пороговые
концентрации, позволяющие в рамках исследуемой
когорты отличить пациентов с ГБМ от здоровых людей
с чувствительностью 96% и специфичностью 89%.
Кроме того, концентрации белков TSP1, HSP70 
и IGFBP3 в сыворотке были предложены
исследователями для прогнозирования выживаемости:
более длительная выживаемость (более 15 месяцев
после удаления опухоли) наблюдалась в двух случаях:
1) TSP1 ≥ 84,08 мкг/мл; 2) HSP70 ≥ 0,351 нг/мл 
и IGFBP3 ≥ 4,122 мг/мл. Примечательно, 
что белки TSP1, HSP70 и IGFBP3 были выявлены
также в опухолевой ткани по результатам
иммуногистохимического анализа, что может
говорить об их опухолевом происхождении.

В работе Jung и соавт. было показано, 
что концентрация глиального фибриллярного кислого
белка (GFAP) в плазме крови пациентов с ГБМ
значимо повышена по сравнению с пациентами 
с другими типами опухолей мозга, а также 
по сравнению со здоровыми донорами. Кроме того,
концентрация данного белка коррелировала 
с такими параметрами ГБМ, как объём опухоли и
объём некротизированной области опухоли [24].
Повышение концентрации этого белка в сыворотке
крови пациентов с ГБМ по сравнению со здоровыми
донорами было подтверждено более поздними
публикациями, в которых также была определена
пороговая концентрация GFAP (≥ 0,01–0,014 нг/мл)
позволяющая отличить пациентов с ГБМ от здоровых
людей и пациентов с другими новообразованиями
головного мозга [25, 26].

Работы Iwamoto и соавт. [27], а также 
Bernardi и соавт. [28] посвящены выявлению связи
между концентрацией хитиназа-3-подобного белка
(CHI3L1; YKL-40) в сыворотке крови пациентов 
с глиомами и ключевыми показателями, такими как
выживаемость и наличие радиографических
признаков опухоли. Обе группы авторов выявили
ассоциацию между более высокими концентрациями
белка YKL-40 в сыворотке именьшей выживаемостью.
Кроме того, более высокие концентрации YKL-40
были ассоциированы с наличием радиографических
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признаков опухоли у пациентов с ГБМ и
анапластической глиомой. В результате проведённых
исследований данный белок был предложен авторами
в качестве перспективного прогностического
биомаркера. Показано, что YKL-40 играет роль 
в васкуляризации опухолевой ткани, стимулируя
ангиогенез и васкулогенную мимикрию,
опосредованные фактором роста эндотелия 
сосудов (VEGF) и его рецептором (VEGFR 2) [29–31].
Тесная связь YKL-40 с васкуляризацией опухоли
обусловливает интерес исследователей к данному
белку как к потенциальному прогностическому
фактору и терапевтической мишени. Повышенная
концентрация этого белка в плазме крови
ассоциирована со сниженной выживаемостью
пациентов, прошедших терапию бевацизумабом [32].
Кроме того, показано, что применение анти-YKL-40
антител в комплексе с ионизирующим излучением
снижает васкуляризацию и пролиферацию опухоли и
повышает выживаемость модельных животных [33].

Lin и соавт. [34] оценивали диагностическую и
прогностическую значимость белков TIMP-1
(тканевой ингибитор металлопротеиназ 1) и MMP-9
(матриксная металлопротеиназа 9) в плазме крови
пациентов с применением ИФА. По результатам
исследований TIMP-1 был предложен в качестве
потенциального биомаркера ГБМ, поскольку 
его количественное содержание в плазме крови
пациентов было ассоциировано с такими параметрами,
как стадия заболевания и выживаемость пациентов.
Ramachandran и соавт. исследовали содержание 
белков MMP-2 и TIMP-1 в биоптатах ткани ГБМ 
с применением иммуногистохимических методов [35].
Исследователи показали, что более высокие
соотношения MMP-2/TIMP-1 были ассоциированы 
с менее благоприятным прогнозом, что говорит 
в пользу диагностического потенциала TIMP-1.
Однако стоит отметить, что в работе 
Aaberg-Jessen и соавт. не было выявлено значимых
различий в концентрации TIMP-1 в плазме крови
пациентов с ГБМ и здоровых людей [36]. 
Так или иначе, для TIMP-1 и родственных белков 
была показана способность подавлять миграцию
клеток ГБМ in vitro, что говорит о возможном
нарушении регуляции его активности в ходе 
развития ГБМ [37].

“Протеомный” подход с применением панели 
из 656 антител был также использован для выявления
кандидатных белковых биомаркеров ГБМ в плазме
крови [38]. В плазме пациентов с ГБМ исследователи
идентифицировали три белка с повышенным
содержанием (FTL, GNAO1 и S100A9) и 
восемь белков с пониженным содержанием 
(FADD, CDKN1B, ICAM1, MLH1, MMP11, POLG,
SKP1, ST8SIA1) по сравнению со здоровыми
донорами. Функциональная аннотация выявленных
белков показала, что они вовлечены в такие процессы,
как Т-клеточный сигналинг, иммунный ответ, 
адгезия и миграция клеток, контроль клеточного цикла
и апоптоз. Примечательно также, что среди
выявленных белков повышенная концентрация GNAO1
(α-субъединицы белка, связывающего гуаниновые

нуклеотиды G(o)) была значимо ассоциирована 
с более длительной выживаемостью пациентов 
(> 365 дней). Примечательно, что ассоциация 
между повышенной концентрацией GNAO1 в ткани
опухоли и более благоприятным прогнозом была
показана для гепатоцеллюлярной карциномы [39]. 
В качестве возможного механизма действия данного
белка можно предложить индукцию нейрональной
дифференцировки опухолевых стволовых клеток,
которая была показана в работе Sun и соавт. [40].

1.2. Поиск белковых маркеров ГБМ с использованием
масс-спектрометрических подходов

Одной из особенностей масс-спектрометрических
методик, отличающих их от иммунохимических
подходов, является возможность проведения
панорамного протеомного анализа, не ограничивающего
исследователя конкретным набором или панелью
исследуемых белков, что вносит дополнительную
степень свободы в поиске потенциальных биомаркеров
заболевания [41, 42].

Такого рода анализ сыворотки крови 
пациентов с ГБМ, проведённый Gollapalli и соавт. [43],
показал количественные различия для 55 белков
между образцами, полученными от пациентов с ГБМ 
и от здоровых людей. Среди данного набора значимые
количественные различия были подтверждены методом
Вестерн-блота для четырёх белков: HP, CP, RBP4 иHPX.
Функциональная аннотация с использованием
инструментов DAVID, PANTHER и IPA показала, 
что количественно различающиеся белки вовлечены, 
в том числе, в каскады комплемента и коагуляции, 
а также сигналинг иммунной системы.

Поиск протеомных маркеров ГБМ в образцах
плазмы крови пациентов был проведён 
Miyauchi и соавт. [44] с применением 
панорамного SWATH-MS анализа и направленного
масс-спектрометрического анализа для абсолютной
количественной оценки белков. SWATH-MS анализ
был проведён с использованием спектральной
библиотеки, созданной по результатам анализа (DDA)
цельных и фракционированных образцов плазмы
крови и опухолевой ткани, а также кистозной
жидкости, полученных от пациентов с ГБМ. 
В результате были идентифицированы пять белков
(LRG1, C9, CRP, SERPINA3, APOB), содержание
которых в образцах плазмы крови пациентов с ГБМ 
по сравнению со здоровыми донорами было
повышено, и три белка (GSN, IGHA1, APOA4),
содержание которых было понижено. По результатам
направленного масс-спектрометрического анализа,
значимость отличий в содержании была 
подтверждена для белков LRG1, C9 и SERPINA3, 
а также для GSN, IGHA1 и APOA4. Кроме того,
исследователями была показана положительная
корреляция между концентрациями белков 
LRG1, C9 и CRP в плазме и размером опухоли, 
а также между концентрацией GSN и общей
выживаемостью. В своих дальнейших работах
исследователи сосредоточили основное внимание 
на богатом лейцином α-2-гликопротеине 1 (LRG1).
Результаты исследований показали, что содержание
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этого белка значимо повышено в ткани ГБМ 
по сравнению с глиомами более низких степеней
злокачественности [45]. Кроме того, LRG1 подавлял
инвазию опухолевых клеток in vitro, а также 
был ассоциирован с перитуморальным воспалением,
что коррелировало с псевдопрогрессией опухоли [46].

В исследовании Kumar и соавт. было показано
повышенное содержание α2 цепи гаптоглобина (HP) 
в сыворотке пациентов с ГБМ по сравнению 
со здоровыми людьми. Данный белок влиял 
на миграцию клеток глиомы in vitro, и повышение 
его содержания стимулировало рост опухоли и снижало
выживаемость в мышиных моделях [47]. Некоторые
исследователи при рассмотрении гаптоглобина 
в качестве потенциального маркера ГБМ особое
внимание уделяют количественному содержанию
различных протеоформ данного белка в плазме крови
пациентов, отмечая, в частности, одну из протеоформ
непроцессированного гаптоглобина (зонулина) 
в качестве потенциального биомаркера [48, 49].

Исследования, проведённые на образцах
сыворотки пациентов с различными типами глиом,
показали, что пониженные концентрации белка
фетуина (AHSG) в сыворотке крови пациентов
ассоциированы с меньшей выживаемостью, 
в связи с чем данный белок может быть 
использован для прогнозирования течения
заболевания. Несмотря на то, что AHSG вовлечён 
в сигнальные пути, участвующие в процессах 
роста и инвазии ГБМ [50], авторы отмечают, 
что отдельно взятый AHSG не может рассматриваться 
как биомаркер, специфичный для ГБМ, поскольку 
его концентрация в сыворотке крови снижена 
и у пациентов с другими патологиями головного
мозга, а также у пациентов с новообразованиями, 
не происходящими из центральной нервной 
системы [51]. В работе Petushkova и соавт. 
AHSG, идентифицированный в плазме крови 
больных ГБМ и здоровых людей, рассматривался 
в контексте посттрансляционных модификаций [52].
Исследователи показали, что один из продуктов
триптического гидролиза AHSG — пептид,
содержащий фосфорилированный треонин-158 — 
был детектирован в образцах, полученных 
от пациентов с ГБМ, но не обнаруживался в плазме
крови здоровых людей.

Стоит, однако, отметить, что рассмотренные
ранее белки HB, YKL-40 и AHSG были исследованы 
в работе van Linde и соавт., результаты которой 
не подтвердили связь между концентрациями 
данных белков в крови и прогнозом заболевания [53].

Протеомные подходы с использованием 
масс-спектрометрических методов в общем случае
позволяют проводить поиск и количественную 
оценку потенциальных биомаркеров среди тысяч
идентифицированных белков в биологических
образцах. Однако они имеют существенные
ограничения при анализе таких сложных биопроб, 
как сыворотка и плазма крови. Эти ограничения
связаны с низкой концентрацией клинически
значимых белков в сочетании с широким
динамическим диапазоном протеома плазмы крови

(более десяти порядков [54]), отчасти обусловленным
присутствием в материале так называемых мажорных
белков. Одним из наиболее технически простых
методов решения данной проблемы является 
деплеция мажорных белков из образцов плазмы или
сыворотки крови с использованием коммерческих
наборов. Подобный метод был использован в работе
Gautam и соавт. [55], в которой shotgun-анализ
пулированных образцов плазмы крови, полученных 
от пациентов с ГБМ и здоровых доноров, позволил
идентифицировать набор из 61 количественно
различающегося белка. Функциональная аннотация
показала наличие в наборе белков острой фазы, 
а также участников каскадов комплемента и
коагуляции. Кроме того, значимые количественные
различия трёх белков (FTL, S100A9 и CNDP1) 
были подтверждены с использованием ИФА 
на индивидуальных образцах плазмы крови,
полученных от пациентов с ГБМ и здоровых 
доноров. Среди них особый интерес представляет
кальций-связывающий белок S100-A9 (S100A9),
стимулирующий миграцию и пролиферацию 
клеток ГБМ in vitro, а также опосредующий миграцию
противовоспалительных M2 макрофагов, вносящих
вклад в формирование иммуносупрессорного
микроокружения опухоли [56]. Перечень
потенциальных циркулирующих биомаркеров ГБМ,
отмеченных в рассмотренных работах, приведён 
в таблице 1. Преобладание среди количественно
различающихся белков, приведённых в данных
работах, участников каскадов комплемента, коагуляции
и сигналинга в иммунной системе может говорить 
об особенностях молекулярных взаимодействий
опухоли с ключевыми системами организма. Однако
такие результаты в совокупности со сравнительно
небольшим числом идентифицированных белков 
в приведённых работах (около 200–300) могут также
указывать на проблему ограниченной чувствительности
масс-спектрометрических методов при анализе
плазмы и сыворотки крови, которая остаётся
актуальной даже при деплеции мажорных белков.

2. БЕЛКОВЫЕ БИОМАРКЕРЫ В СОСТАВЕ ВнВ

Для решения обозначенной выше проблемы
исследователи всё чаще прибегают к обогащению
исследуемого материала низкокопийными белками 
за счёт выделения ВнВ. ВнВ представляют собой
ограниченные липидным бислоем структуры,
секретируемые всеми живыми клетками организма и
представленные двумя субпопуляциями: отделяемые
от плазматической мембраны микровезикулы,
имеющие диаметр 100–1000 нм, и образующиеся 
при впячивании эндосомальной мембраны экзосомы,
имеющие диаметр 40–150 нм [57]. ВнВ выступают
привлекательным объектом для поиска белковых
профилей, ассоциированных с различными
заболеваниями, так как секретируются всеми живыми
клетками организма и отражают их молекулярный
состав, а также представлены в биологических
жидкостях [58]. По литературным данным, 
ВнВ вовлечены в такие процессы, как клеточный
ответ на стресс, регенерация тканей, а также

Майоров и др.
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иммунные реакции [59–61]. Показана также роль ВнВ
в возникновении, развитии и метастазировании
опухолей [62–65]. Кроме того, показано, что даже 
в здоровой ткани мозга ВнВ способны 
проникать через ГЭБ, сформированный клетками
эндотелия сосудов, перицитами, а также отростками
астроцитов [66, 67], в то время как клетки
злокачественных опухолей характеризуются
повышенной секрецией ВнВ по сравнению 
со здоровыми клетками организма [68]. Эти факторы
делают ВнВ перспективным биологическим
материалом для исследования молекулярных
процессов, лежащих в основе различных 
заболеваний. В свете повышенного интереса 
научного сообщества к ВнВ как к перспективному
материалу для исследования протеомных профилей,
сопряжённых с различными заболеваниями, 
особое внимание в мировой литературе уделяется
методам выделения ВнВ и применимости 
этих методов к разным типам биологического

материала [69–73]. Актуальными на сегодняшний
день методами выделения фракции ВнВ являются
преципитация с использованием гидрофильных
полимеров, ультрафильтрация, дифференциальное
ультрацентрифугирование, ультрацентрифугирование
в градиенте плотности, эксклюзионная хроматография
(гель-фильтрация), а также иммуноаффинные 
методы [74].

2.1. Поиск ВнВ-ассоциированных маркеров ГБМ in vitro

При исследовании ГБМ модельными объектами
часто выступают линии клеток, используемые 
для выделения фракции ВнВ и характеристики 
её протеома. В качестве примера можно привести
работу Lane и соавт. [75], в которой для выделения ВнВ
из культуральной жидкости были использованы
различные клеточные линии ГБМ, представляющие
разные типы опухолевых клеток (в частности, 
LN18, U118, U87), а также линии опухолевых
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Таблица 1. Потенциальные свободные белковые маркеры ГБМ, идентифицированные в плазме и сыворотке крови
человека. Жирным шрифтом выделены белки, отмеченные в нескольких независимых исследованиях

Белки Материал Метод исследования Ссылка

VEGF, IL-8 Ассоциированы с наличием ГБМ
Плазма Иммунофлуоресцентный анализ

(панели scFv) [17]
IL-12, IFN-γ Ассоциированы с большей

выживаемостью
BMP2, CXCL10, HSP70 Ассоциированы с наличием ГБМ

Сыворотка Иммуноферментный анализ [23]
TSP1, IGFBP3, HSP70 Ассоциированы с выживаемостью
GFAP Ассоциирован с наличием ГБМ Плазма Иммуноферментный анализ [24–26]

HP Ассоциирован с наличием ГБМ Сыворотка Масс-спектрометрия (MALDI-TOF),
иммуноферментный анализ [47]

YKL-40 Ассоциирован с меньшей
выживаемостью Сыворотка Иммуноферментный анализ [27, 28]

AHSG Ассоциирован с большей
выживаемостью Сыворотка Масс-спектрометрия (MALDI-TOF),

иммуноферментный анализ [51]

TIMP-1 Ассоциирован со стадией
заболевания и выживаемостью Плазма Иммуноферментный анализ [34]

FTL, GNAO1, S100A9

Количественно повышены 
у пациентов с ГБМ 
GNAO1 ассоциирован с большей
выживаемостью Плазма Иммунофлуоресцентный анализ [38]

FADD, CDKN1B,
ICAM1, MLH1, MMP11,
POLG, SKP1, ST8SIA1

Количественно понижены 
у пациентов с ГБМ

HP, CP, RBP4 Количественно повышены 
у пациентов с ГБМ

Сыворотка Масс-спектрометрия (MALDI-TOF),
иммунотурбидиметрия, иммуноблот [43]

HPX Количественно понижены 
у пациентов с ГБМ

LRG1, C9, SERPINA3 Количественно повышены 
у пациентов с ГБМ

Плазма Масс-спектрометрия 
(SWATH-MS, QTAP) [44]GSN, IGHA1, APOA4 Количественно понижены 

у пациентов с ГБМ
LRG1, C9, CRP Ассоциированы с размером опухоли
GSN Ассоциированы с выживаемостью

Набор из 61 белка, включая FTL, S100A9, CNDP1 Плазма Масс-спектрометрия (iTRAQ DDA),
иммуноферментный анализ [55]



стволовых клеток G166 и GS090. Протеомный 
анализ ВнВ позволил разделить исследуемые линии
на две группы: LN18, U87 и U118 с одной стороны и
G166 и GS090 — с другой. При этом, в линиях
опухолевых стволовых клеток G166 и GS090 анализ
обогащения протеома выделил функциональные
группы белков, связанных с нормальным
метаболизмом, в то время как для других линий
преобладали группы, связанные с клеточным
сигналингом, ассоциированным с прогрессией ГБМ.
Кроме того, во фракции ВнВ, выделенной in vitro
из наиболее инвазивных линий ГБМ LN18 иU87, были
идентифицированы белки WNT5a, TGFBI, SERPINE1
и GDF-15, предложенные авторами в качестве
потенциальных маркеров злокачественности. 
В других исследованиях было показано, 
что повышенное содержание WNT5a в первичных
клеточных линиях ГБМ было ассоциировано 
с более инфильтративным поведением клеток [76]. 
Для кератоэпителина (TGFBI) показана роль 
в индукции пролиферации и миграции клеток ГБМ 
in vitro и in vivo, а также в формировании
резистентности к темозоломиду [77–79]. Ингибитор
активатора плазминогена (SERPINE1) входит в число
проангиогенных белков, чьё содержание в ГБМ
повышается в ответ на гипоксию [80]. Фактор 
роста и дифференцировки 15 (GDF-15) ассоциирован
с усиленной миграцией и инвазией клеток ГБМ, 
а также с резистентностью к радиотерапии [81, 82].

Сходное по дизайну исследование было
проведено Naryzhny и соавт. [83] с тем отличием, 
что основная цель исследователей состояла 
в поиске потенциальных белковых маркеров, 
общих для нескольких исследуемых клеточных 
линий ГБМ: Glia-Sh, Glia-L, A172, Glia-R и Glia-Tr.
Среди 896 идентифицированных белков 133 были
общими для всех пяти клеточных линий. 15 из этих
белков были предложены авторами в качестве
“потенциальных экзосомных маркеров ГБМ”
(ANXA1, ANXA2, ENOA, G3P, HS90B, KPYM,
PRDX1, TPIS, TERA, VIME, 1433E, COF1, NPM,
CD44, TNC). Примечательно, что 13 из них ранее были
идентифицированы авторами в полноклеточном
протеоме культур клеток ГБМ и отличали их 
от здоровых клеток, в качестве которых были
использованы перевиваемые культуры фибробластов
человека [84].

2.2. Поиск ВнВ-ассоциированных маркеров ГБМ 
на животных моделях

Несмотря на удобство использования 
моделей ГБМ in vitro, результаты исследований 
с использованием in vivo моделей имеют более
высокую релевантность. В связи с этим в ряде работ
предпочтение отдаётся мышиным моделям.
Примером таких работ является исследование 
Anastasi и соавт., проведённое с использованием
мышиной модели ГБМ [85]. В ходе работы 
в образцах ВнВ, выделенных из сыворотки крови
мышей на разных стадиях развития заболевания, 
было идентифицировано 274 белка. Существенная
доля белков, отличающих мышей с ГБМ от здоровых

животных, вовлечена в связывание антигенов, протеаз,
интегринов и др. Исследователи идентифицировали
набор из 25 белков, для которых наблюдалось значимое
отличие в содержании в образцах, полученных 
от мышей с ГБМ. В частности, к ним отнесены 
белки Lrp1, Cpn1, Mhy9 и Tln1, вовлечённые 
в процессы инвазии и метастазирования опухолей,
Angpt1, Vtn, Vcan, участвующие в клеточной адгезии,
а также в индукции ангиогенеза, пролиферации и
выживания клеток через сигнальный путь PI3K/Akt.
Более поздняя работа этого коллектива исследователей
включала протеомный анализ трёх типов
биологического материала, полученного от модельных
животных в разные временные точки (включая период
до индукции ГБМ и период развития заболевания):
сыворотка крови, выделенная из неё фракция ВнВ, 
а также цереброспинальная жидкость (ЦСЖ). Интерес
представляет сравнение протеома первых двух типов
образцов, в результате которого во фракции ВнВ 
были идентифицированы 99 белков, не обнаруженные
при протеомном анализе сыворотки. Содержание 
19 белков, идентифицированных в образцах ВнВ,
повышалось с развитием заболевания, причём 
для них показано участие в процессах, сопряжённых 
с развитием онкологических заболеваний: клеточная
подвижность, инвазия, пролиферация и ангиогенез.
Шесть из этих белков (Tln1, Myh9, Thbs1, Flna, 
Vcan, Lamb1) ранее были идентифицированы во ВнВ,
выделенных из клеточных линий ГБМ человека [86].

2.3. Поиск ВнВ-ассоциированных маркеров ГБМ 
в клиническом материале

Несмотря на широкое распространение 
масс-спектрометрических методик в исследовании
белкового состава ВнВ, иммунохимические 
методы также находят применение в поиске 
ВнВ-ассоциированных биомаркеров ГБМ. Примером
является работа Chandran и соавт., в которой 
ВЭЖХ-МС анализ и иммунопрофилирование 
ВнВ плазмы крови использовали для идентификации
потенциальных биомаркеров, позволяющих 
отличить ГБМ от глиом более низких степеней
злокачественности. В результате анализа белок
синдекан 1 (SDC1) был выявлен в качестве
потенциального ВнВ-ассоциированного маркера,
позволяющего различить глиомы IV и II степени
злокачественности [87]. В других исследованиях
SDC1 был выявлен в качестве маркера
неблагоприятного прогноза [88], а также показано 
его участие в формировании радиорезистентности
клеток ГБМ [89, 90].

Работа Osti и соавт. [91] выделяется не только
использованием плазмы крови пациентов с ГБМ 
в качестве объекта исследования, но и включением 
в эксперимент образцов, полученных от здоровых
людей и пациентов с другими типами опухолей мозга
(вторичные опухоли, аденомы, менингиомы,
невриномы). По результатам исследования 
количество ВнВ в материале, полученном 
от пациентов с ГБМ, было существенно выше
такового у здоровых людей и пациентов 
с другими типами опухолей мозга. Важно отметить,
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что количество ВнВ в плазме крови не зависит 
от размера опухоли, но зависит от степени 
некроза ткани ГБМ. Источником повышенного
содержания ВнВ в крови является опухолевая ткань, 
о чём свидетельствует показанное в этом же
исследовании снижение количества ВнВ 
в образцах пациентов после удаления опухоли. 
Это подтверждается также результатами проведённой
авторами ортотопической трансплантации 
стволовых клеток ГБМ лабораторным животным,
после которой приблизительно половину ВнВ,
циркулирующих в крови лабораторных животных,
составляли ВнВ опухолевого происхождения. 
Масс-спектрометрический протеомный анализ
позволил идентифицировать наборы белков 
с количественными различиями между образцами,
полученными от пациентов с ГБМ и здоровых людей.
По результатам анализа был выявлен набор 
из 19 белков, демонстрирующих повышенное
содержание в образцах пациентов с ГБМ и
вовлечённых в развитие воспаления, иммунных
реакций, а также рост и миграцию клеток. 
Для определения влияния ткани ГБМ на протеом 
ВнВ плазмы крови был проведён сравнительный
анализ образцов, полученных до и после удаления
новообразования, позволивший идентифицировать
набор из 102 количественно различающихся белков.
По результатам сравнения данных наборов 
были идентифицированы 11 общих белков 
(vWF, APCS, C4B, AMBP, APOD, AZGP1, C4BPB,
SERPIN3, FTL, C3, APOE), вовлечённых в систему
комплемента (участники которой рассматриваются 
в качестве потенциальных терапевтических мишеней и
прогностических факторов [92]), каскады коагуляции,
а также регуляцию метаболизма железа.

Hallal и соавт. [93] провели поиск 
потенциальных маркеров ГБМ во ВнВ из плазмы
крови пациентов. Исследователи идентифицировали
463 белка, количественно различающихся в различных
гистологических подтипах глиом (ГБМ, астроцитома,
олигодендроглиома), и 310 белков с отличиями 
в содержании у глиом различной степени
злокачественности (II–IV). При этом 11 белков 
были обнаружены исключительно в образцах,
полученных от пациентов с ГБМ: AIDA, ARHGEF10,
BNIP3L, FYB1, KMT2D, MAP7, MAST4, PDE8A,
POLR2D, RENBP и SLC25A17. Данный набор 
белков, а также белки CETN3, PPP1R11 и SYT7 
были идентифицированы исключительно в образцах,
полученных от пациентов с глиомой четвёртой
степени злокачественности. Кроме того, по сравнению
с контрольными группами (здоровые доноры и
пациенты с менингиомами) выявлены количественные
различия у 68 белков в образцах, полученных 
от пациентов с ГБМ, а содержание 2 белков
(EBNA1BP2 и FAM129A) различалось во всех
гистологических подтипах глиом. Авторы отмечают,
что идентифицированный набор белков демонстрирует
пересечение с представленным ранее в литературе
набором из 145 “сигнатурных ВнВ-ассоциированных
белков ГБМ”, идентифицированным в нескольких
клеточных линиях ГБМ [94]. Среди данных
“сигнатурных” белков 10 количественно различались

в образцах, полученных от пациентов с ГБМ, 
по сравнению с контрольными группами: 
PSAP, CALR, PLOD3, HSPA4, GANAB, LGALS3BP,
CCT2, PPIA, C3 и KRT10. Результаты более поздних
исследований показали, что белок Niban 1 (FAM129A)
играет роль в самообновлении опухолевых стволовых
клеток, а также стимулирует их миграцию и инвазию
посредством регуляции сигнального каскадаNotch [95].
Рассмотренные в разделе работы демонстрируют
взаимное пересечение различных подходов 
к выявлению потенциальных белковых маркеров ГБМ,
ассоциированных с ВнВ. Потенциальные маркеры,
отмеченные в данных работах, приведены в таблице 2.

3. ПЕРСПЕКТИВЫ СВОБОДНЫХ И 
ВнВ-АССОЦИИРОВАННЫХ БЕЛКОВ 
В КАЧЕСТВЕ БИОМАРКЕРОВ

Поиск потенциальных ВнВ-ассоциированных
белковых маркеров заболеваний в жидких средах
организма представляет собой более комплексную
задачу по сравнению с обнаружением свободно
циркулирующих биомаркеров. В то же время такой
подход имеет ряд существенных преимуществ.
Ключевым из них является повышение
чувствительности протеомного анализа, что позволяет
увеличить детектируемый сегмент протеома 
за счёт низкокопийных белков. Исследования,
проведённые ранее в нашей лаборатории, показали,
что масс-спектрометрический анализ фракции ВнВ,
выделенных из сыворотки крови, позволяет
идентифицировать примерно в 1,8 раза больше 
белков (141) по сравнению с цельной 
сывороткой (78) [96]. Такое расширение диапазона
детектируемых белков может позволить, в том числе,
повысить специфичность выявленных биомаркеров.
По определению Национального института онкологии
биомаркером является “биологическая молекула,
обнаруженная в крови, других жидкостях организма
или тканях, и являющаяся признаком нормального 
или абнормального процесса либо состояния, или
заболевания” [97]. Таким образом, маркером можно
считать как молекулы, продуцируемые опухолевыми
клетками, так и молекулы, синтезируемые организмом
в рамках реакции на наличие новообразования.
Выделение ВнВ расширяет возможности поиска
маркеров, специфически продуцируемых опухолью, 
и делает более оправданным подход, включающий
предварительный поиск таких белков в клеточных 
или животных моделях. Для ГБМ такой подход 
был реализован в ряде работ, рассмотренных 
ранее [91, 93]. Ранее в нашей лаборатории были
проведены сходные по дизайну исследования,
нацеленные на поиск ВнВ-ассоциированных 
белковых маркеров аденокарциномы лёгкого и
колоректального рака [98–100]. В рамках одного 
из этих исследований удалось идентифицировать 
28 ВнВ-ассоциированных белков, продуцируемых
клеточными линиями аденокарциномы лёгкого 
NCI-H23 и A549 [98]. Среди них талин-1 (TLN1),
тубулин α-4A (TUBA4A) и 70 кДа белок 
теплового шока 8 (HSPA8) были выделены, как белки
с наибольшим диагностическим потенциалом.



Содержание белка TLN1 было повышено в образцах
плазмы крови от пациентов с новообразованиями
лёгких по сравнению с контрольной группой, 
а белки TUBA4A и HSPA8 были идентифицированы
исключительно в образцах, полученных от пациентов
с новообразованиями. Кроме того, полученная
протеомная сигнатура позволяет различить образцы,
полученные от пациентов с аденокарциномой лёгкого
и плоскоклеточной карциномой (AUC ≥ 0,88).
Сходный набор белков был идентифицирован 
в работе, посвящённой поиску ВнВ-ассоциированных
биомаркеров колоректального рака in vitro и 
в клинических образцах плазмы крови с тем отличием,
что белки TLN1, ITGB3 и TUBA4A были
количественно снижены, а белок перлекан (HSPG2)
повышен в образцах, полученных от пациентов 
с колоректальным раком, по сравнению с образцами
контрольной группы [99].

Таким образом, как литературные данные, 
так и опыт нашей лаборатории показывают
перспективность исследованияВнВ как потенциального
источника белковых биомаркеров онкологических
заболеваний, в частности, опухолей нервной системы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ существующих на сегодняшний день
исследований позволяет заключить, что поиск
циркулирующих белковых биомаркеров ГБМ 
является динамично развивающимся направлением,
привлекающим внимание исследователей. Результаты
рассмотренных исследований графически отражены
на рисунке 1. Полученные в исследованиях данные
позволяют говорить о теоретической применимости
протеомного профилирования плазмы и сыворотки
крови для решения задач диагностики,
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Таблица 2. Потенциальные ВнВ-ассоциированные белковые маркеры ГБМ человека. Жирным шрифтом выделены
белки, отмеченные в нескольких исследованиях, цветом выделены белки, выявленные как в животных моделях, 
так и в человеческом материале

Белки Объект
исследования Метод исследования Ссылка

WNT5a, TGFBI,
SERPINE1, GDF-15

Ассоциированы с инвазивностью
опухоли

Человеческие
клеточные линии
(LN18, U87 и др.)

Масс-спектрометрия [75]

ANXA1, ANXA2, ENOA,
G3P, HS90B, KPYM,
PRDX1, TPIS, TERA,
VIME, 1433E, COF1,
NPM, CD44, TNC

Общие белковые маркеры для
нескольких клеточных линий ГБМ

Человеческие
клеточные линии
(Glia-Sh, Glia-L, 
A172 и др.)

Масс-спектрометрия [83, 84]

Thbs1, Apoc4, C4bpa,
C1ra, C1qa, C1sa, Tfrc,
Lrp1, Itih1, Apoc3,
Angpt1, Uba52, Pm20d,
Itga2b, Myh9, Cpn1, 
Vtn, Itih3, Glul, Tln1,
Fbln1, Vcan, Flna,
Lamb1, Pcyox1

Ассоциированы с наличием ГБМ
у модельных животных

Мышиные модели
(ВнВ из сыворотки)

Масс-спектрометрия
(DDA) [85]

Thbs1, C4bpa, C1ra,
C1qa, C1sa, Tfrc, Lrp1,
Itih1, Uba52, Itga2b,
Myh9, Vtn, Glul, Tln1,
Fbln1, Vcan, Flna,
Lamb1, Pcyox1

Ассоциированы с развитием
заболевания у модельных
животных

Мышиные модели
(ЦСЖ, сыворотка, 
ВнВ из сыворотки)

Масс-спектрометрия
(DDA) [86]

SDC1 Маркер, отличающий ГБМ 
от глиом более низких стадий

Клинические образцы
(плазма крови)

Масс-спектрометрия, ИФА
и иммунофлуоресцентный
анализ

[87]

vWF, APCS, C4B, AMBP,
APOD, AZGP1, C4BPB,
SERPIN3, FTL, C3, APOE

Ассоциированы с наличием ГБМ,
отличают пациентов с ГБМ 
от пациентов с другими
опухолями мозга

Клинические образцы
(плазма крови)

Масс-спектрометрия
(DDA) [91]

AIDA, ARHGEF10,
BNIP3L, FYB1, KMT2D,
MAP7, MAST4, PDE8A,
POLR2D, RENBP,
SLC25A17

Обнаружены исключительно 
в материале, полученном 
от пациентов с ГБМ

Клинические образцы
(плазма крови)

Масс-спектрометрия
(SWATH-MS) [93]

PSAP, CALR, PLOD3,
HSPA4, GANAB,
LGALS3BP, CCT2, PPIA,
C3, KRT10

Количественно различались 
в образцах от пациентов ГБМ 
по сравнению со здоровыми
донорами



прогнозирования течения заболевания и, возможно,
контроля ответа ГБМ на терапию. При этом анализ
белков, ассоциированных с ВнВ, представляется
перспективным ответвлением данного направления
исследований, поскольку позволяет хотя бы частично
преодолеть ограничения, связанные с низкой
концентрацией клинически значимых белков и
высоким динамическим диапазоном плазмы крови. 
В работах, анализирующих ВнВ, идентифицированы
наборы белков, многие из которых вовлечены 
в ключевые процессы онкогенеза, такие как 
инвазия, ангиогенез и иммунный ответ [85, 91, 93]. 
В то же время, отсутствие единых стандартов
выделения ВнВ и валидации биомаркеров 
в крупных независимых когортах остается серьёзным
вызовом. Необходимы дальнейшие исследования 
для уточнения специфичности выявленных белковых
маркеров и их диагностической ценности. 
Тем не менее, интеграция протеомных подходов 
в парадигму жидкостной биопсии обладает
значительным потенциалом для возможного
внедрения в клиническую практику.
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Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive primary brain tumor, characterized by an extremely
poor prognosis. Difficulties in diagnostics and monitoring this disease stimulate the search for minimally invasive
approaches. In this context liquid biopsy is considered as a promising approach. This review analyzes results of recent
studies aimed at identifying circulating protein biomarkers of GBM in plasma and serum. These biomarkers include
cell-free circulating plasma proteins and proteins of extracellular vesicles (EVs). Special attention is paid to the results
obtained using both immunochemical methods and mass spectrometric approaches for identification of protein
biomarkers, which have been summarized here as a list of identified potential diagnostic and prognostic biomarkers.
Analysis of the literature demonstrates that proteomic analysis focused on the plasma EV fraction significantly expands
the possibilities for identifying biomarkers for noninvasive GBM diagnostics and monitoring.
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