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Введение. Лечение мультиформной глиобластомы остается малоэффективным из-за быстроразвивающихся рецидивов опухоли, 
обусловленных высоким туморогенным потенциалом, устойчивостью к химиолучевой терапии и повышенной диссеминацией ство-
ловых клеток глиомы (СКГ). Молекулярные механизмы взаимодействия этих клеток с внеклеточным матриксом (ВКМ) практи-
чески не изучены. В настоящее время также не ясно, чем отличается сигналинг ВКМ-рецепторного взаимодействия (ВКМ-РВ) 
для СКГ и дифференцированных клеток глиомы (ДКГ).
Цель исследования – методом протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения изучить экспрессию детерминант сиг-
нального каскада ВКМ-РВ в CD133+ СКГ и CD133– ДКГ.
Результаты. Идентифицированы 1990 белков, 18 из которых связаны с процессом ВКМ-РВ. Обнаружена положительная регу-
ляция 14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ по сравнению с CD133– ДКГ, 10 из которых имели повышенную экспрессию более чем 
в 2 раза. Отмечено повышение в CD133+ СКГ экспрессии 4 белков, активирующих сигнальный каскад ВКМ-РВ.
Заключение. Установлены важные закономерности, которые могут быть использованы при разработке новых подходов к обна-
ружению потенциальных мишеней для терапии мультиформной глиобластомы.

Ключевые слова: внеклеточный матрикс, стволовые клетки глиомы, мультиформная глиобластома, протеом, масс-спектро-
метрия
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Background. Treatment of glioblastoma multiforme remains little effective due to the rapidly developing recurrence of the tumor, due to its 
high tumorigenic potential, resistance to chemoradiation therapy and increased dissemination of glioma stem cells (GSC). Molecular mech-
anisms of these cell interaction with extracellular matrix (ECM) are practically not studied. At present, it is also not clear the signaling of the 
ECM-receptor interaction (ECM-RI) differs for GSC and differentiated glioma cells (GDC).
Objective: using high-resolution proteomic mass spectrometry to study the determinant expression of the ECM-receptor interaction signaling 
cascade in CD133+ GSC and CD133– GDC.
Results. 1990 proteins are identified, 18 of which are associated with the ECM-RI process. Positive regulation of 14 ECM-RI proteins was 
found in CD133+ GSC compared with CD133– GDC, ten had more than 2 times increased expression. Increase in the CD133+ GSC level of 
4 proteins activating the ECM-RI signaling cascade was noted.
Conclusion. Important regularities are determined that could be used for the development of new approaches for detection of potential ther-
apy targets of glioblastoma multiforme.
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Введение
Мультиформная глиобластома (МГБ) – первичная 

высокоинвазивная глиальная опухоль головного мозга 
человека с крайне неблагоприятным прогнозом. Каж-
дый год во всем мире диагностируется около 240 тыс. 
случаев опухолей головного мозга, большинство из 
которых составляет МГБ [1]. Несмотря на прогресс, 
достигнутый в терапии рака, лечение МГБ остается 
малоэффективным из-за быстроразвивающихся реци-
дивов опухоли [2]. Раковые клетки, выходящие из пер-
вичной опухоли, быстро проникают в нормальную 
паренхиму головного мозга и образуют рецидивы. Та-
кие инвазивные клетки относительно устойчивы к ра-
дио- и химиотерапии [2], что еще более усложняет 
лечение этого заболевания.

Миграция и инвазия клеток МГБ регулируются 
несколькими факторами, включающими изменения 
как в самой мигрирующей клетке, так и в микроокру-
жении опухоли. Клеточные и молекулярные механиз-
мы агрессивной инвазии клеток МГБ малоизучены 
и требуют дополнительных исследований для адапта-
ции будущей терапии МГБ к таргетированию инва-
зивных клеток. Считают, что, в отличие от других со-
лидных злокачественных опухолей, клетки МГБ не 
используют внутрисосудистые или лимфатические 
пути для миграции [3], а перемещаются через внекле-
точное пространство мозговой ткани [4, 5]. Этот про-
цесс инвазии отличается от процесса миграции, так 
как клетки МГБ пересекают тканевые барьеры посред-
ством как адгезии, так и деградации внеклеточного 
матрикса (ВКМ), ремоделирования их цитоскелета 
и клеточного объема [4, 5].

Хорошо известно, что отдельные раковые клетки 
могут инвазировать, используя мезенхимальный или 
амебоидный способ перемещения, или диссеминиро-
вать из исходной массы опухоли в виде кластеров [4]. 
Клетки МГБ в основном используют 1-й тип миграции, 
наиболее эффективный при их перемещении из основ-
ной опухолевой массы [6]. Эти одиночные опухолевые 
клетки не детектируются современными диагностиче-
скими методами визуализации и могут давать опухо-
левые рецидивы. Такой тип миграции напоминает 
инвазию нейральных стволовых клеток в период эм-
брионального развития или во время процессов репа-
рации в поврежденных тканях взрослого мозга [7].

Адгезия клеток к белкам ВКМ приводит к образо-
ванию клеточно-матриксных точечных контактов, 
известных как фокальная адгезия, которая обеспечи-
вает взаимодействие клеток со своей микросредой 
и играет важную роль в процессах инвазии и метаста-
зирования раковых клеток, включая МГБ [8]. Фокаль-

ная адгезия выполняет свою структурную и сигнальную 
роль посредством связывания ВКМ с актиновым ци-
тоскелетом клеток, генерируя силы натяжения, необ-
ходимые для миграции клеток и ее регулирования [9].

Инвазивность МГБ и радио- / химиорезистентность 
заметно коррелируют с субпопуляцией стволовых кле-
ток глиомы (СКГ) [10, 11], способных самообновляться, 
инициировать и поддерживать рост опухоли, образуя 
рецидив [12]. Двунаправленный обмен информацией 
между СКГ и микросредой опухоли регулирует не толь-
ко их свойства стволовости, но способствует проли-
ферации, ангиогенезу и инвазии [13].

Несмотря на то что инвазивная природа клеток 
МГБ связана с резистентностью к терапии, остается 
неясным, какие молекулярные механизмы включены 
в инвазию СКГ, являются ли СКГ более инвазивными, 
чем нестволовые, и не определен их вклад в инвазив-
ный фенотип клеток опухоли. Появляются доказатель-
ства того, что протеины, включенные в процессы миг-
рации и инвазии, положительно регулируемы в СКГ 
[14]. Кроме этого, предполагаемые маркеры СКГ об-
наружены на переднем крае опухоли [15], что указы-
вает на их участие в процессах инвазии.

Обогащение МГБ опухолевыми стволовыми клет-
ками может происходить либо из-за симметричного 
деления СКГ, либо путем перепрограммирования не-
стволовых клеток глиомы, что приводит к фенотипи-
ческой пластичности в популяции опухоли [16]. Кон-
цепция дедифференцировки нестволовых клеток 
глиомы в СКГ усложнила понимание гетерогенности 
МГБ, потенциального механизма терапевтического 
рецидива, резистентности к противоопухолевым тера-
пиям и проблем, связанных с разработкой терапевти-
ческих стратегий. В связи с этим становится актуальным 
сравнение протеомного профиля СКГ и дифференци-
рованных клеток глиомы (ДКГ) для изучения молеку-
лярных механизмов инвазии СКГ, что может привести 
в дальнейшем к открытию новых терапевтических 
мишеней, обеспечивающих более эффективные мето-
ды лечения этого заболевания.

В настоящем исследовании впервые проведен нано- 
ВЭЖХ-МС / МС-анализ лизатов CD133+- и CD133–-  
клеток, полученных из глиомасфер линии клеток 
U87MG, для сравнения протеомов СКГ и ДКГ. Основ-
ное внимание было уделено дифференциально экс-
прессированным белкам (ДЭБ) ВКМ-рецепторного 
взаимодействия (ВКМ-РВ), играющего важную роль 
в процессах диссеминации опухолевых клеток. Мы 
идентифицировали 1990 белков, 18 из которых связа-
ны с ВКМ-РВ. Обнаружена положительная регуляция 
14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ по сравнению 
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с CD133– ДКГ, 1 из которых имел повышенную экс-
прессию более чем в 2 раза. Отмечено увеличение 
в CD133+ СКГ уровней 4 белков, активирующих сиг-
налинг ВКМ-РВ. Полученные данные и выявленные 
закономерности, на наш взгляд, указывают на возмож-
ность таргетирования сигнального каскада ВКМ-РВ 
в CD133+ СКГ, что может использоваться при разра-
ботке новых терапевтических схем для лечения МГБ.

Материалы и методы
Реактивы. Для всех процедур использовали ди-

стиллированную воду, очищенную и обессоленную 
с помощью Milli-Q (Millipore Corporation, США). Аце-
тонитрил (ACN) HPLC gradient grade был получен из 
Prolabo (США); 98–100 % муравьиная кислота (FA) – 
из Merck (США); гидрокарбонат аммония NH

4
HCO

3
, 

дитиотреитол, этилендиаминтетрауксусная кислота 
(EDTA), трис-(2-карбоксиэтил)фосфин (TCEP), три-
фторуксусная кислота (TFA) и мочевина – из Fluka 
(США); 99,7 % уксусная кислота, 99,5 % 2,2,2-три-
фторэтанол (TFE), иодацетамид и трипсин, метили-
рованный по лизинам, – из Sigma-Aldrich (США); 
соляная кислота (чистая) и KCl (чистый) – из Химмед 
(Россия).

Клеточные культуры. CD133+ СКГ и CD133– ДКГ 
получали из клеточной культуры глиобластомы чело-
века линии U87MG (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA, США) ранее описанным методом [17]. 
Клетки культивировали в культуральной среде DMEM /  
F12 (Sigma-Aldrich, США) с низким содержанием глю-
козы и с 10 % FBS (фетальная бычья сыворотка) при 
температуре 37 °C во влажной атмосфере с 5 % содер-
жанием CO

2
. Адгезивные клетки культивировали до 

достижения 80 % конфлюэнтности и пассировали 
из расчета 1:3. Для получения глиомасфер опухолевые 
клетки U87MG ресуспендировали в бессывороточной 
среде DMEM (Gibco, Life Technologies, Россия) с до-
бавлением L-глутамина (2 мМ, LifeTechnologies, Рос-
сия), B27 (LifeTechnologies, Россия), базового фактора 
роста фибробластов (bFGF, 20 нг / мл, Sigma-Aldrich, 
США), эпидермального фактора роста (EGF, 20 нг / мл, 
Sigma-Aldrich, США), пенициллина / стрептомицина 
(100 ед / мл), гепарина (5 мкг / мл, ОАО «Синтез», Рос-
сия) и затем культивировали в 6-луночном планшете 
из неадгезивного пластика при температуре 37 °C в ат-
мосфере с 5 % содержанием CO

2
. Новые факторы ро-

ста добавляли каждые 3 дня. Проводили несколько 
пассажей (1 раз в неделю) для увеличения количества 
клеток [18]. При достижении достаточного количест-
ва клеток (порядка 106 клеток) CD133+ СКГ выделяли 
методом иммуносортинга, используя магнитные ша-
рики с иммобилизованными на них антителами 
к CD133 (CD133 MicroBeadKit (Miltenyi Biotec, Герма-
ния)) в соответствии с рекомендациями производите-
ля. При нанесении клеточной суспензии на колонку 
давали CD133+ СКГ сначала связаться с антителами 
на магнитных шариках (50 нм) при инкубировании 

клеток в присутствии блокирующего агента в течение 
30 мин при +4 °С, а CD133– ДКГ – свободно пройти 
через колонку. Как только несвязавшиеся CD133– ДКГ 
элюировали из колонки, колонку удаляли из магнит-
ного поля клеточного сепаратора, а CD133+ СКГ вы-
мывали с помощью буфера [18] и культивировали 
в среде, используемой ранее. Чистоту CD133+ СКГ 
оценивали методом проточной цитометрии с CD133-ан-
тителами (5–10 мкг / мл, MiltenyiBiotec, Германия) и она 
превышала 90 % [18]. Дополнительно проводили им-
муногистохимическое окрашивание CD133+ СКГ для 
выявления маркеров Sox2 и нестина.

Приготовление образцов для масс-спектрометрии. 
Два образца клеток глиомасфер (CD133+- и CD133–- 
клетки) криоконсервировали в фосфатном буферном 
растворе при температуре –80 °C до использования. 
После оттаивания клетки лизировали с помощью 
Mammalian Cell Lysis Kit (Sigma-Aldrich, США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя. Лизаты 
опухолевых клеток подвергали ультрафильтрации для 
удаления низкомолекулярных соединений ранее опи-
санным методом [18]. После ферментативного расще-
пления (трипсинолиза) образцов лизатов высушенных 
клеток [18] 4 мкл раствора пептидов анализировали 
методом нано-ВЭЖХ-МС / МС для подтверждения 
полноты трипсинолиза. Образцы концентрировали 
при температуре 30 °С в центрифужном концентрато-
ре Labcon coCentriVap для полного удаления бикарбо-
ната аммония.

Триптические пептиды растворяли в мобильной 
фазе (30 % ацетонитрила, 70 % воды и 0,1 % муравь-
иной кислоты, рН 2,7) и разделяли на 24 фракции с ис-
пользованием хроматографа Dionex Ulti Mate 3000 
(Dio nex, США), снабженного коллектором фракций 
и катионообменной колонкой MIC-10-CP (материал 
Poros 10S, 1 мм × 10 см, Thermo Fisher Scientific, Inc.) 
[18]. Полученные фракции концентрировали при тем-
пературе 30 °С в центрифужном концентраторе и по-
вторно разбавляли 100 мкл 0,1 % муравьиной кислоты.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ трип-
тических пептидов проводили с использованием нано-
ВЭЖХ-Dionex Ultimate 3000 и масс-спектрометра LTQ 
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Inc.) с источником 
ионизации NanoSpray [18]. Для обработки масс-спектро-
метрических данных применяли программное обеспе-
чение MaxQuant (версия 1.6.1.0; Biochemistry Compu-
tational Systems, Biochemistry Max Planck, Германия). 
Таблицу полученных белков обрабатывали в програм-
ме Perseus v1.5.1.6 для аннотирования и удаления бел-
ков-контаминантов и ложноположительных иденти-
фикаций, а также для определения статистической 
значимости различий в уровнях белков, полученных 
методом label-free. Значимыми считали различия при 
уровне достоверности p <0,05 для парного t-критерия 
Стьюдента.

Аннотирование биологических и молекулярных 
функций и сигнальных путей белков проводили с по-
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мощью баз данных PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov / 
 pubmed / ), PANTHER (http://www.pantherdb.org / ),  Gene-
Ontology (http://www.geneontology.org / ), Swiss-Prot 
(www.uniprot.org / uniprot) и KEGG (http://www.genome.jp / 
 kegg / ). Анализ сети PPI (белок-белковых взаимодей-
ствий) выполняли с использованием базы данных 
STRING v10 (https://string-db.org).

Результаты
Для лучшего понимания биологических процессов 

и сигнальных путей, отличающих СКГ от дифферен-
цированных опухолевых клеток, был проведен проте-
омный анализ лизатов этих клеток. Мы использовали 
label-free количественный протеомный нано-ВЭЖХ-
МС / МС-метод для обнаружения и сравнения ДЭБ в 2 
образцах (в триплетах): CD133+ СКГ и CD133– ДКГ. 
Протеомный анализ триптических пептидов с помо-
щью программного обеспечения MaxQuant иденти-
фицировал в общей сложности 1990 белков путем со-
поставления 47 978 МС / МС-спектров с пептидными 
последовательностями в базе данных Swiss-Prot_human 
с ложным уровнем обнаружения (FDR) 1 % для трой-
ных повторов 2 видов образцов.

Дополнительная обработка данных с помощью 
программы Perseus идентифицировала следующее ко-
личество белков: Sample01 (CD133+ СКГ) – 1891 белок 
по 9124 пептидам (из них 7906 уникальных пептидов); 
Sample02 (CD133– ДКГ) – 1748 белков по 8816 пепти-
дам (из них 7598 уникальных пептидов). Из них 97,6 % 
были идентифицированы по совпадению двух и более 
пептидов и 2,4 % – по совпадению одного пептида. 
Процент сиквенс-покрытия исследуемых белков ва-
рьировал от 0,2 до 77,0 %, а именно: 1496 белков с си-
квенс-покрытием до 20 %; 414 – от 20 до 40 %; 63 – 
от 40 до 60 %; 17 – от 60 до 77,3 %. Коэффициенты 
корреляции Пирсона между образцами CD133+ СКГ 
и CD133– ДКГ варьировали от 0,74 до 0,93.

Белки, идентифицированные в образцах CD133+ 
СКГ и CD133– ДКГ, анализировали на процент пере-
крытия. Идентифицированные протеины показали 
высокий процент перекрытия для двух клеточных по-
пуляций: 1649 белков (83 % из 1990 белков) были об-
наружены во всех клеточных лизатах, 242 белка (12 %, 
525 пептидов) – только в CD133+ СКГ, а 99 белков (5 %, 
217 пептидов) – только в CD133– ДКГ.

Из этих белков 589 были ДЭБ и имели статистиче-
ски значимые изменения (p <0,05) экспрессии в кле-
точной линии CD133+ СКГ по сравнению с CD133– ДКГ 
c кратностью изменения >2 или <0,5. Использование 
1 в качестве порогового логарифмического соотноше-
ния показало, что экспрессия 358 белков была выше, 
а экспрессия 231 белка была ниже в CD133+ СКГ 
по сравнению с CD133– ДКГ. Повышение экспрессии 
более чем на порядок наблюдали у 60 ДЭБ, включая 
KIF6, MYH11, DLD, NPC2, TMEM165, UBXN1, BLVRA, 
H2AFY. Одновременно снижение экспрессии более 
чем на порядок отмечали для 62 ДЭБ, включая DHX57, 

CSA2, KIF7, MYNN, RGPD3, SUMO2, ARHGEF18, 
SRSF9.

Динамический диапазон для идентифицированных 
белков составлял 6 порядков (от 4,1 × 108 до 363), что 
позволило выявить низкокопийные белки, такие как 
гемоксидаза 2, фактор сплайсинга 1, десмоглеин 1, каль-
понин 3 и др. Также были идентифицированы прогно-
стические маркеры МГБ (IDH1 / 2), специфические 
маркеры мезенхимальных (CD44, интегрин α5 и β1) 
и прогениторных (член А3 семейства альдегиддегидро-
геназы 1) стволовых клеток глиобластомы и маркеры 
пронейрональной дифференцировки нейральных про-
гениторных стволовых клеток (тубулин β3, нестин).

Полученные данные протеомного картирования 
белков различных типов клеток были подвергнуты 
сравнительному биоинформатическому анализу.

В дальнейшем в анализ каждой из групп сравнения 
были включены только ДЭБ. Каждый из 589 ДЭБ в кле-
точных линиях CD133+ СКГ и CD133– ДКГ классифи-
цировали по клеточной локализации с использовани-
ем открытых баз данных, указанных выше. Если один 
белок был обнаружен в более чем 1 клеточном компар-
тменте, он также учитывался. Клеточная локализация 
ДЭБ в основном включала структурные компоненты 
клетки (GO:0005623; 40,6 %), органеллы (GO:0043226; 
28,5 %), протеиновые комплексы (GO:0032991; 18,1 %), 
мембрану (GO:0016020; 9,4 %). Таким образом, значи-
тельная часть белков относилась к внутриклеточной 
локализации.

Классификация белков по биологическим про-
цессам показала, что большинство ДЭБ вовлечены 
в метаболический (GO:0008152; 27,5 %) и клеточные 
(GO:0009987; 32,3 %) процессы, организацию клеточ-
ных компонентов или биогенез (GO:0071840; 11,0 %), 
локализацию (GO:0051179; 7,9 %), биологическую регу-
ляцию (GO:0065007; 6,5 %), ответ на стимулы (GO:0050896; 
4,9 %), развитие (GO:0032502; 4,0 %). Основная часть 
ДЭБ выполняла связывающие (GO:0005488; 38,9 %) 
и каталитические (GO:0003824; 39,6 %) молекулярные 
функции, проявляла структурную (GO:0005198; 9,2 %) 
и транспортную (GO:0005215; 5,9 %) активность. Боль-
шинство ДЭБ относились к следующим классам бел-
ков: связывающие нуклеиновые кислоты (PC00171; 
18,2 %), гидролазы (PC00121; 11,4 %), оксидоредукта-
зы (PC00176; 9,6 %), ферментативные модуляторы 
(PC00095; 7,5 %), белки цитоскелета (PC00085; 7,0 %), 
трансферазы (PC00220; 6,5 %), транскрипционные фак-
торы (PC00218; 5,4 %), сигнальные молекулы (PC00207; 
3,5 %).

Учитывая важную роль ВКМ-РВ в инвазии и дис-
семинации МГБ, мы изучили экспрессию белков, свя-
занных с этим сигналингом. В результате протеомного 
анализа идентифицированы 18 детерминант сигналь-
ного каскада ВКМ-РВ. Увеличенная экспрессия на-
блюдалась у 14 протеинов (p <0,05), из них 10 ДЭБ 
имели повышенную экспрессию более чем в 2 раза 
в CD133+ СКГ по сравнению с ДКГ (см. таблицу). 



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
1

9

67ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Достоверно не изменяли экспрессию 4 протеина 
(COL6A2, ITGA3, LAMA2, TNC). Дополнительно про-
анализировали изменение экспрессии белков FERMT2, 
LOXL2, HDAC2 и FBN1, участие которых в регуляции 
процесса ВКМ-РВ доказано.

Детерминанты взаимодействия белков внеклеточного матрикса 
с рецепторами клеток, экспрессия которых различается (p <0,05) 
между CD133+ стволовыми клетками и CD133– дифференцирован-
ными клетками глиомы

Determinants of interaction between extracellular matrix proteins and cell 
receptors, the expression of which differs (p <0.05) between CD133+ stem 
cells and CD133– differentiated glioma cells

Индекс 
гена 
Gene 
index

Название белка 
Protein name

Число 
иденти-
фициро-
ванных 
пепти-

дов 
Number 

of 
identified 
peptides

CD133+ 
стволовые 

клетки глио-
мы / CD133– 

дифференциро-
ванные клетки 

глиомы 
CD133+ glioma 

stem 
cells / CD133– 
differentiated 
glioma cells

CD44 CD44 антиген 
CD44 antigen

8 1,54

COL1A1 Коллаген типа 1 α1 
Collagen type 1 α1

2 1,52

COL1A2 Коллаген типа 1 α 
Collagen type 1 α 3 1,85

COL6A1 Коллаген типа 4 α1 
Collagen type 4 α1

3 8,46

COL6A3 Коллаген типа 4 α3 
Collagen type 4 α3

16 2,31

FN1 Фибронектин 1 
Fibronectin 1

8 2,26

HMMR

Рецептор гиалуро-
нан-опосредован-
ной подвижности 
Hyaluronan-mediated 
motility receptor

3 1,76

ITGA2 Интегрин α2 
Integrin α2

7 2,90

ITGA5 Интегрин α5 
Integrin α5

3 3,62

ITGB1 Интегрин β1 
Integrin β1

12 4,50

ITGB3 Интегрин β3 
Integrin β1

9 2,24

ITGAV Интегрин α5 
Integrin α5

2 5,07

LAMB1 Ламинин β1 
Laminin β1

5 8,84

LAMC1 Ламинин γ1 
Laminin γ1

5 2,77

Обсуждение
При проведении исследования мы использовали 

глиомасферы, образованные из линии клеток U87MG 
МГБ человека в суспензионных условиях, в качестве 
модельной системы и единого источника для получе-
ния и изучения CD133+ СКГ и CD133– ДКГ. По пред-
варительным данным, CD133+ СКГ, полученные из 
глиомасфер линий клеток первичных глиом, об ладали 
высоким туморогенным потенциалом. Ста CD133+-
клеток, введенных в мозг ксенографтов, хватало для 
индукции МГБ, похожей на первоначальную опухоль 
[19, 20]. CD133 – -клетки, выделенные из глиомасфер, 
образованных при культивировании клеток первичной 
опухоли в адгезивных условиях, также обладали ство-
ловоподобными свойствами, тогда как CD133–-клетки 
МГБ, полученные после CD133+-иммуносортинга из 
суспензии клеток глиомасфер, такими свойствами 
не обладали, имели очень низкий туморогенный по-
тенциал, не образовывали глиомасфер и несли на сво-
ей поверхности маркеры 3 направлений нейральной 
дифференцировки [20], что, по мнению ряда исследо-
вателей, давало все основания приписать им статус 
ДКГ [21]. Выход CD133+ СКГ в наших опытах не пре-
вышал 5 %.

В настоящей работе впервые выполнен сравнитель-
ный протеомный анализ CD133+ СКГ и CD133– ДКГ. 
Основное внимание было уделено ДЭБ ВКМ-РВ, иг-
рающего важную роль в процессах диссеминации опу-
холевых клеток. Мы идентифицировали 1990 белков, 
18 из них связаны с ВКМ-РВ. Обнаружена положи-
тельная регуляция 14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ 
по сравнению с CD133– ДКГ, 10 из которых (COL6A1, 
COL6A3, FN1, ITGA2, ITGA5, ITGAV, ITGB1, ITGB3, 
LAMB1, LAMC1) имели повышенную экспрессию бо-
лее чем в 2 раза. Схема белок-белковых взаимодействий 
идентифицированных детерминант ВКМ-РВ, экспрес-
сия которых статистически значимо (p <0,05) разли-
чалась в 2 клеточных популяциях, приведена на ри-
сунке.

По сравнению с ДКГ  СКГ проявляют устойчивость 
к химиолучевой терапии и агрессивную инвазию, часто 
вследствие кооптации сигнальных путей, относящих-
ся к физиологии нормальных стволовых клеток [19]. 
После первоначального лечения большинство опухо-
лей МГБ рецидивирует локально в местах, возникаю-
щих на периферии полости, полученной после резек-
ции первичной опухоли. Недавно S. Munthe и соавт. 
сообщили, что клетки глиомы на периферии опухоли 
имеют фенотип СКГ [22]. СКГ локализованы внутри 
особых микроокружений, называемых нишами, где 
поддерживается их стволовость. Инициирование опу-
холи, выживание и инвазия регулируются динамически 
сложным взаимодействием между СКГ и различными 
компонентами микроокружения, включая клетки 
стромы хозяина [23]. С другой стороны, инвазивная 
область внешнего края опухоли также представляет 
собой специфическую микросреду, которая может стать 
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еще одной нишей для СКГ [24]. В настоящее время 
мало известно о молекулярных особенностях инвазии 
СКГ, в том числе из зоны ниш на периферии опухоли.

Результаты исследования МГБ показали, что инва-
зия опухоли не происходит случайным образом; рако-
вые клетки следуют по отдельным анатомическим 
структурам и склонны мигрировать вдоль трактов бе-
лого вещества, в периваскулярных пространствах, из-
бегая определенных областей серого вещества [25]. 
Несмотря на обширное вторжение в паренхиму голов-
ного мозга и периваскулярные пространства, распро-
странение опухоли вдоль цереброспинальной жидко-
сти наблюдается только в 2 % случаев, а метастазы 
за пределами нейраксиса отмечались редко [26]. Это 
говорит в пользу того, что клеточная инвазия глиомы 
происходит в определенных тканевых отсеках. С учетом 
того, что внеклеточное пространство намного меньше, 
чем инвазивная клетка глиомы, и астроцитарные от-
ростки покрывают приблизительно 99 % сосудистой 
сети [5], вообще удивительно, что опухолевая клетка 
способна двигаться через мозг. Результаты исследова-
ния показали, что клетки МГБ подвергаются несколь-
ким генетическим и фенотипическим изменениям, 
которые позволяют им переключаться в инвазивный 
фенотип. Этим изменениям способствуют хемоаттрак-
тантные и репульсивные сигналы, которые возникают 
при взаимодействии опухолевых клеток с их микро-
средой [27].

Фокальная адгезия позволяет клеткам взаимодей-
ствовать с окружающей средой и имеет важное значе-
ние в эмбриональном развитии, поддержании целост-
ности тканей и функций органов [28]. Фокальная 
адгезия выполняет структурную и сигнальную роль, 
связывая белки ВКМ с актиновым цитоскелетом, 

и генерирует силу тяги, необходимую для миграции 
клеток и ее регуляции. Белки фокальной адгезии вклю-
чают мембранные белки, такие как интегрины, кото-
рые соединяют компоненты ВКМ с актиновым цито-
скелетом клеток [28].

Интегрины являются гетеродимерными рецепто-
рами клеточной поверхности для гликопротеинов ВКМ 
и состоят из нековалентно связанных α- и β-субъеди-
ниц, пронизывающих клеточную мембрану. У млеко-
питающих охарактеризованы 18α- и 8β-субъединиц, 
которые образуют 24 уникальных интегриновых гете-
родимера, распознающих определенные типы белков 
ВКМ [29]. Например, Arg-Gly-Asp (RGD), связываю-
щие интегрины, распознают компоненты ВКМ, со-
держащие RGD-трипептидный мотив, такие как фи-
бронектин, витронектин и фибриноген. Интегрины, 
связывающие Leu-Asp-Val (LDV), распознают LDV-
связанные последовательности во ВКМ, такие как 
молекула адгезии сосудистых клеток 1 (MAdCAM-1) 
и молекула межклеточной адгезии 1 (ICAM-1); интег-
рины, содержащие А-домен, взаимодействуют с лами-
нином и коллагеном; интегрины, не содержащие А-до-
мен, связывают ламинин [30]. Взаимодействие между 
α- и β-субъединицами модулируется лигандами ВКМ, 
тем самым изменяя конформацию интегриновых   
α–β- гетеродимеров, и распространяется на их цито-
плазматические хвосты, связанные с рядом белков фо-
кальной адгезии. Бета-цепь имеет функциональное 
значение для классификации интегринов. Так, интег-
рины с β1- или β3-цепью преимущественно вовлечены 
во взаимодействие клетки с ВКМ.

Протеомный анализ идентифицировал 7 α- / β-субъ-
еди ниц интегриновых рецепторов. Среди них 5 были 
ДЭБ (ITGA2, ITGA5, ITGB1, ITGB3, ITGAV) и имели 
повышенную экспрессию в CD133+ СКГ (см. таблицу). 
Интегрин ITGA2 образует гетеродимер с субъединицей 
интегрина β1 в виде трансмембранного рецептора для 
адгезии клеток к ВКМ. Интегрин α2β1 является основ-
ным рецептором коллагена, а также может связывать 
ламинин, фибронектин и Е-кадгерин. Он сверхэкс-
прессирован в различных раковых клетках, но отсут-
ствует или слабо представлен в покоящихся эндоте-
лиальных клетках [31]. Показано, что интегрин α2β1 
способствует миграции раковых клеток и инвазии, 
а также ангиогенезу. Кроме этого, его профили экс-
прессии в раковых клетках положительно коррелиру-
ют с их агрессивным поведением во время опухолевой 
прогрессии [32]. Таким образом, ITGA2 может пред-
ставлять собой перспективную мишень для разработ-
ки таргетной терапии рака.

Интегрин α5 (ITGA5) связывается преимуществен-
но с интегрином β1 и считается одним из наиболее 
представленных интегринов во ВКМ. Он активно уча-
ствует в процессах адгезии, передаче межклеточных 
сигналов и вовлечен в процессы инвазии и онкогене-
за [33]. Миграция, инвазия и пролиферация раковых 
клеток могут быть значительно супрессированы при 

LAMC1

FN1 LAMB1

CD44
HMMR

COL6A1

COL1A2
COL6A3

COL1A1

ITGA2

ITGAV ITGB3

ITGA5

ITGB1

Схема белок-белковых взаимодействий идентифицированных детер-
минант рецепторного взаимодействия внеклеточного матрикса, экс-
прессия которых различалась (p <0,05) в CD133+ стволовых клетках 
и CD133– дифференцированных клетках глиомы
Diagram of protein-protein interactions of identified determinants of receptor 
interaction of extracellular matrix, expression of which differed (p <0.05) 
between CD133+ stem cells and CD133– differentiated glioma cells
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нокауте гена ITGA5 в МГБ по сравнению с нормаль-
ными глиальными клетками [34].

Гипоксия и витронектин могут увеличивать экс-
прессию интегринового рецептора αvβ3, в состав ко-
торого входит ITGAV, на цитоплазматической мембра-
не клеток МГБ и стимулировать их инвазию [35]. 
Поскольку он в изобилии присутствует на эндотели-
альных клетках, многие исследования в основном фо-
кусируются на его роли в опухолевом ангиогенезе 
и эпителиально-мезенхимальном переходе. Однако 
недавно показано, что повышенная экспрессия интег-
ринового рецептора αvβ3 на клетках МГБ является 
плохим прогностическим фактором заболевания [36].

Внеклеточный матрикс значительно влияет на кли-
ническое поведение опухолей. Биологические изме-
нения во ВКМ могут непосредственно регулировать 
адгезию и диссеминацию клеток, поэтому большое 
внимание уделяется изучению роли ВКМ-связанных 
белков в опухолевой прогрессии. Количество ВКМ 
в опухолевой ткани больше, чем в нормальной ткани 
мозга (50 % против 20 %) [37]. Нерегулируемая дина-
мика ВКМ является отличительной особенностью 
рака. Состав ВКМ глиомы отличается от такового 
у здорового мозга, тогда как универсальные компо-
ненты ВКМ экспрессируются равномерно в здоровом 
мозге, уровни фибриллярных белков и ламинина по-
вышены в МГБ [38]. Ряд белков ВКМ синтезируется 
самими клетками МГБ, к ним относятся ламинины, 
коллагены и фибронектин.

Ламинины представляют собой семейство больших 
внеклеточных гетеротримерных гликопротеинов ба-
зальной мембраны и обычно экспрессированы вокруг 
кровеносных сосудов. Как известно, МГБ – широко 
васкуляризированный тип опухоли. Ламинины играют 
важную роль во многих фундаментальных биологи-
ческих процессах, включая эмбриогенез, опухолевую 
инвазию, дифференцировку тканей и заживление 
ран [39]. Как видно из таблицы, экспрессия LAMB1 
и LAMC1 увеличена в CD133+ СКГ в 8,84 и 2,77 раза 
соответственно. Синтез фибриллярных белков, таких 
как COL6A1 и COL6A3, повышен в CD133+ СКГ в 8,46 
и 2,31 раза соответственно.

Фибронектин (FN1) является важным белком 
ВКМ, который сверхэкспрессирован при нескольких 
видах рака и участвует в отдельных этапах онкогене-
за. В частности, повышенные уровни FN1 наблюда-
ются в образцах опухолей и периферической крови 
[40] у пациентов с глиобластомой. FN1 также моду-
лирует в концентрационной манере адгезию, проли-
ферацию и дифференцировку СКГ [41]. Экспрессия 
FN1 увеличивается в мигрирующем крае опухолевой 
массы (глиомезенхимальный узел). Специфическое 
ингибирование фибронектинсвязывающих интегри-
нов уменьшает миграцию опухолевых клеток [42]. 
Экспрессия FN1 повышена в CD133+ СКГ (см. таб-
лицу) по сравнению с дифференцированными клет-
ками МГБ.

Взаимодействие компонента ВКМ гиалуронана 
с его рецепторами HMMR и CD44, которые сверхэкс-
прессированы в клетках глиомы, является основным 
условием для инвазии глиомы [43]. Опосредованный 
гиалуронаном рецептор подвижности (HMMR) – это 
онкоген, который играет важную роль в прогрессии 
солидных опухолей [44]. HMMR экспрессирован пра-
ктически повсеместно в образцах человеческих глиом 
и его экспрессия выше в МГБ, чем в глиомах более 
низкой злокачественности. Клеточные линии глиомы 
также имеют более высокий уровень HMMR, чем нор-
мальные астроциты человека [43]. HMMR и CD44 яв-
ляются двумя рецепторами для гиалуронана, важного 
компонента микроокружения при большинстве зло-
качественных опухолей. CD44 идентифицирован как 
маркер опухолевых стволовых клеток и непосредствен-
но регулирует их при различных видах рака, включая 
глиобластому [45]. HMMR образует комплекс с CD44, 
который при связывании с гиалуронаном активирует 
внутриклеточные сигнальные пути, регулирующие 
выживаемость, пролиферацию и инвазию опухолевых 
клеток [46]. По нашим данным, уровни HMMR и CD44 
повышены в CD133+ СКГ по сравнению с CD133– ДКГ 
в 1,76 и 1,54 раза соответственно.

FERMT2 является важным регулятором активно-
сти интегринов, адгезии клеток к ВКМ и участвует 
в канцерогенезе и опухолевой прогрессии [47]. По на-
шим данным, уровни FERMT2 увеличены в клетках 
CD133+ СКГ в 3,56 раза. Механизм действия FERMT2 
частично связан с уменьшением экспрессии каспазы 
3 (CASP3) [48]. В нашем исследовании также отмеча-
ется снижение уровня CASP3 в клетках CD133+ СКГ 
в 0,45 раза по сравнению с ДКГ.

Белки ВКМ коллаген и эластин являются хорошо 
известными субстратами для лизилоксидазы (LOX) – 
подобного протеина 2 (LOXL2) [49], секретируемой 
медьзависимой аминоксидазы, члена семейства LOX. 
Повышенная экспрессия LOXL2 усиливает пролифе-
рацию и инвазию клеток глиомы [50]. Существует вза-
имодействие между LOXL2 и HDAC2, а их экспрессии 
коррелирует между собой в образцах ткани глиомы, 
что подтверждает синергическую онкогенную роль этих 
2 белков [50]. Таким образом, LOXL2 является перспек-
тивным прогностическим биомаркером и потенциаль-
ной терапевтической мишенью для пациентов с гли-
омой. По результатам нашего анализа в CD133+ СКГ 
наблюдается увеличение экспрессии LOXL2 и HDAC2 
в 9,02 и 1,74 раза (p <0,05) соответственно по сравне-
нию с ДКГ.

Новые данные свидетельствуют о том, что фибрил-
лины участвуют в онкогенезе [51]. Фибриллины явля-
ются первичными компонентами микрофибрилл во 
ВКМ многих эластичных и неэластичных соединитель-
ных тканей. Фибриллин 1 (FBN1), фибриллин 2 (FBN2) 
и фибриллин 3 (FBN3) составляют семейство фибрилли-
нов. Показано, что FBN1 играет важную роль в поддер-
жании плюрипотентности эмбриональных и опухолевых 
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стволовых клеток [52]. Мы наблюдали повышение уров-
ней FBN1 в CD133+ СКГ в 6,2 раза.

Заключение
В настоящем исследовании впервые проведен срав-

нительный протеомный анализ CD133+ СКГ и CD133–

ДКГ. Основное внимание было уделено ДЭБ ВКМ-РВ, 
играющего важную роль в процессах диссеминации 
опухолевых клеток. Мы идентифицировали 1990 бел-
ков, 18 из них связаны с ВКМ-РВ. Обнаружена поло-
жительная регуляция 14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ 

по сравнению с CD133– ДКГ, 10 из которых (COL6A1, 
COL6A3, FN1, ITGA2, ITGA5, ITGAV, ITGB1, ITGB3, 
LAMB1, LAMC1) имели повышенную экспрессию бо-
лее чем в 2 раза. Отмечено повышение в CD133+ СКГ 
уровней 4 белков (FERMT2, LOXL2, HDAC2, FBN1), 
активирующих сигналинг ВКМ-РВ. Представленные 
результаты, на наш взгляд, указывают на возможность 
целенаправленного терапевтического воздействия 
на сигнальный каскад ВКМ-РВ в CD133+ СКГ, что мо-
жет использоваться при разработке новых схем лечения 
МГБ.
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