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Введение. Протеомный анализ образцов, полученных при биопсии злокачественных опухо-
лей – перспективный и высокотехнологичный подход, используемый для определения типа опу-
холи и ее резистентности к предполагаемому виду терапии. Возможность таких исследований 
появлялась еще в 1980-х годах после разработки «мягких» методов ионизации: «электрораспы-
ления» (ESI) и «лазерной десорбции-ионизации при содействии матрицы» (MALDI). В настоя-
щее время такие исследования стали возможны исключительно в результате самых последних 
достижений в области протеомных технологий и в первую очередь в тандемной масс-спектро-
метрии высокого разрешения. Новейшие подходы позволили исследовать биохимические про-
цессы в раковых клеточных линиях и в организме животных. Также был достигнут прогресс  
в анализе посттрансляционных модификаций, таких как фосфорилирование и убиквитинирова-
ние. Доступность различных видов изотопных методов открыла возможность количественного 
анализа протеома [1].

Однако еще много препятствий необходимо преодолеть, чтобы применять масс-спектроме-
трическое профилирование в медицине, в частности, для исследования образцов, полученных 
при биопсии злокачественных опухолей. Основные затруднения в работе с биоптатами связаны 
с несколькими причинами. Во-первых, в микроокружении опухоли почти всегда присутствуют 
клетки различных типов тканей, например сосудистой, нервной, соединительной, а также клетки 
иммунной системы. Во-вторых, в результате клональной эволюции часто наблюдается генетиче-
ское разнообразие внутри одной опухоли, что приводит к появлению клеточных субпопуляций  
с различающимися протеомами и соответственно со своими характерными свойствами и функ-
циональностью. В-третьих, один из самых важных вопросов трансляционной медицины – стан-
дартизация используемых процедур, имеющих существенное значение в использовании 
масс-спектрометрии. Даже при четком однообразном выполнении всех процедур конечные ре-
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зультаты могут отличаться, например, по причине не поддающихся регулировке незначитель-
ных отклонений в работе приборов. В связи с этим далеко не всегда можно гарантировать, что 
анализ одной единственной пробы материала, отобранного у пациента, будет достоверным. 
В-четвертых, большинство методов протеомики, использующих масс-спектрометрическое опре-
деление, для разделения белков используют электрофорез в полиакриламидном геле, что приво-
дит к значительным потерям материала в результате адсорбции белков на поверхности геля. 
Работа с образцами, полученными при биопсии (≈100 мкг), требует специальных подходов, 
не допускающих потери материала и при этом обеспечивающих качественное определение необ-
ходимых биомаркеров и белков-мишеней [2].

В качестве биологического материала, аналогичного биоптатам реальных пациентов, удобно 
использовать раковые клеточные линии. В ходе их наработки есть возможность выбрать требуе-
мый объем материала и подходящие для отработки дальнейшей пробоподготовки условия куль-
тивирования. С учетом всего вышесказанного цель данного исследования – установление белко-
вого состава раковой клеточной линии HepG2, определение протеома раковой клеточной ли-
нии HepG2 с использованием только негелевого (хроматографического) разделения. При этом 
все этапы пробоподготовки выбирались с учетом упомянутых выше параметров так, чтобы 
они были применимыми для пробоподготовки образцов биологического материала, отобранных 
в ходе биопсии [3].

Использованные материалы. NaOH, НСl, NaCl, этилендиаминотетрауксусная кислота, 
К2HРO4, NH4HCO3, этанол, трихлоруксусная кислота, диметилсульфоксид («Реахим», Россия); ди-
тиотрейтол (ДТТ) («Serva», Германия); сыворотка крупного рогатого скота (ООО «БиолоТ», Рос-
сия); трипсин, среда для культур клеток EMEM, HEPES, трифторуксусная кислота, ацетонитрил, 
метанол, хлороформ, ацетон, йодацетамид, ацетонит рил (АЦН), мочевина, тиомочевина, гепта- 
фтормасляная кислота (ГФМК), Трис, муравьиная кислота («Sigma», США).

Для твердофазной экстракции использовали ТФЭ-картриджи С18-Hydra, содержащие 100 мг 
сорбента (Agilent, США) (100 мг). В работе применяли клеточную линию HepG2 – клетки высо-
кодифференцированной гепатоцеллюлярной карциномы.

Культивирование клеточной линии HepG2. В работе монослойную клеточную культуру 
HepG2 культивировали по модифицированному протоколу [4] в среде EMEM, содержащей  
20 мМ HEPES, 10%-ной эмбриональной телячьей сыворотки, 100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина, при 37 ºC во влажной атмосфере с 5% СО2. Клеточную культуру поддерживали 
на стадии логарифмического роста путем рутинного субкультивирования трижды в неделю.

Перед снятием клеток их дважды промывали раствором Версена, cнятие клеток проводили  
с использованием трипсина 0,25%. Для нейтрализации трипсина добавляли девятикратный избы-
ток ростовой среды. Клетки осаждали путем центрифугирования, супернатант отбирали, а затем 
промывали осадок с использованием калий-фосфатного буфера. Процедуру повторяли дважды.

Хлороформ-метанольное осаждение белков. К водной взвеси клеток объемом 300 мкл 
добавляли 400 мкл метанола и 200 мкл хлороформа, тщательно перемешивали (5 мин на шей-
кере при максимальных оборотах) и помещали на час в морозильную камеру при температуре 
на –24 ºC, для увеличения выхода белка.

После указанного инкубирования смесь извлекали из морозильной камеры, повторно пере-
мешивали (5 мин на шейкере при максимальных оборотах) и центрифугировали в течение  
15 мин при 4 ºC на скорости 13 400 об./мин. После этого верхний слой извлекали, а к оставшей-
ся двухфазной смеси добавляли 600 мкл метанола. Образец аккуратно встряхивали и цент-
рифугировали 15 мин при 4 ℃ на скорости 13400 об./мин. После чего супернатант удаляли,  
а осадок (состоящий преимущественно из белка) подсушивали на фильтровальной бумаге  
в течение 10 мин. При необходимости доочистить белковую фракцию процедуру выделения 
повторяли.

Трипсинолиз смеси белков. Белковый осадок, полученный согласно описанной выше мето-
дике, перерастворяли в 150 мкл 9 М мочевины и инкубировали на шейкере при 30 ºC на скорости 
550 об./мин. Далее к раствору добавляли 20 мкл 50 мМ раствора ДТТ и инкубирование повторя-
ли. После этого к смеси добавляли 20 мкл 150 мМ йодацетамида и оставляли на час при комнат-
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ной температуре в темноте. Затем в раствор добавляли 800 мкл 0,1 М раствора гидрокарбоната 
аммония (рН 8,0) и 10 мкл раствора трипсина (1 мг/мл в 0,1 М растворе гидрокарбоната аммо-
ния (рН 8,0)). Полученную смесь инкубировали в течение ночи (16 ч) при комнатной темпера-
туре в темноте.

По прошествии необходимого времени в образец вносили 12 мкл 10% ГФМК, затем центри-
фугировали и подвергали твердофазной экстракции (ТФЭ).

Пробоподготовка образца для хроматографии. Колонки для ТФЭ уравновешивали после-
довательным нанесением 2 мл АЦН, 2 мл воды и 0,5 мл 10 мМ раствора ГФМК. После этого на 
колонку наносили подкисленный, отцентрифугированный образец (супернатант после центри-
фугирования – 15 мин при 4 ºC на скорости 13400 об./мин). После прохождения образца, колонку 
промывали 0,5 мл 0,7%-ным раствором муравьиной кислоты и 0,5 мл воды. После чего колонку 
просушивали током воздуха в течение 10–15 мин (использовали вакуумный насос с величиной 
вакуума в сосуде 2,5–3 атм.). Элюирование образцов производили 60%-ным раствором АЦН, со-
дер жащим 0,1 М FABS-буфер (рН 2,0). 

Полученный элюат фильтровали через 0,2 мкм политетрафторэтиленовый фильтр и закла-
дывали (5 мкл) в хроматограф.

Разделение и анализ пептидной смеси. Для протеомного анализа использовали высокоэф-
фективный хроматограф (Agilent-1290, США) c тандемным квадрупольно-времяпролетным 
масс-спектрометрическим детектором (Agilent, США). Разделение проводили на колонке 
ZORBAX Extend-С18 (длина – 50 мм, внутренний диаметр – 2,1 мм, диаметр пор – 1,8 мкм). 
Разделение проводили в градиенте АЦН/MeOН/вода. Данные обработывали с использованием 
программного обеспечения Spectrum Mills.

Результаты и их обсуждение. В результате проведенных исследований были идентифици-
рованы более 70 белков (таблица) в образцах раковой клеточной линии HepG2, содержащих 
1,5×107 клеток. По приблизительным оценкам такой объем материала (около 60 мкг) соответ-
ствует отбираемому при биопсии. Многие из обнаруженных белков являются установленными 
ранее биомаркерами злокачественных образований. 

Список белков, идентифицированных в клетках HepG2
List of proteins identified in the HepG2 cells
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При рассмотрении таблицы можно отметить повышенную выработку в клетках HepG2 бел-
ков-шаперонов семейств HSP 60 и HSP 90. Эти белки являются биомаркерами для многих типов 
рака. Причем в некоторых типах рака мочевого пузыря было показано, что степень дифференци-
ации ткани опухоли коррелирует с количеством вырабатываемых белков HSP 60 и HSP 90 и при 
этом именно с пониженной выработкой этих белков. Также существует корреляция уровня вы-
работки HSP 60 и HSP 90 с тем, насколько будет благоприятен прогноз при лечении конкретных 
пациентов [5]. В случае же клеток печени, биомаркером является в свою очередь повышенная 
выработка HSP 60 и HSP 90, которая также определяет и степень дифференциации ткани [6]. 
Важность этих биомаркеров была показана и в других исследованиях. На данный момент уро-
вень и локализация в клетке их выработки в совокупности с определенным типом рака позволя-
ет выбрать правильное лечение и предсказать наиболее вероятный результат такого лечения.

Еще один белок-шаперон HSC 70 положительно влияет на скорость роста и пролиферации 
клеток рака молочной железы, экспрессирующих Катепсин Д в больших количествах. Вследствие 
этого HSC 70 является целью для препаратов химиотерапии нового поколения [7].

В связи с тем что исследуемые клетки HepG2 являются клетками печени, нельзя не отметить, 
что многие из обнаруженных белков в профиле этих клеток – ферменты фазы II метаболизма. 

Окончание таблицы
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Белки фазы II метаболизма являются определяющими для метаболизма многих антинеопласти-
ческих препаратов, принцип действия которых основан на наличии или отсутствии конкретных фер-
ментов в конкретном типе клеток [8]. Так, повышенное содержание альдегиддегидрогеназы (табли-
ца) отвечает за резистентность опухоли к целому ряду неопластических препаратов производных 
оксазафосфорина [9]. Знание о том, что исследуемый тип клеток способен вырабатывать такие белки, 
дает возможность предсказать эффективность лекарств и побочные эффекты от их применения. 

Иногда механизм влияния наличия или отсутствия некоторых белков на здоровье пациен- 
та не выявлен, но существует статистически значимая закономерность между наличием белка  
и результатом терапии. Так, обнаруженный нами белок 14-3-3ζ является биомаркером, позволяю-
щим уточнить прогноз по лечению мультиформной глиобластомы. Как показали авторы работы 
[10], при сравнении группы пациентов, у которых этот белок не экспрессировался, и группы паци-
ентов, у которых он экспрессировался, прожили в среднем на полгода дольше после операции, при 
этом шанс пережить первые два года отличался между группами почти вдвое (8,6 и 16,3% для ка-
ждой из групп соответственно).

В данной работе в протеоме клеточной линии HepG2 идентифицированы такие белковые он-
комаркеры, как белки семейства HSP, белок 14-3-3ζ, а также белки-мишени для химиотерапии: 
белок-шаперон HSC 70 и катепсин Д. Для идентификации использовали метод панорамного про-
теомного анализа. Основными достоинствами использованного подхода являются: возможность 
одновременного определения в сжатые сроки множества целевых белков, отсутствие ограниче-
ний по форме исследуемого материала, возможность работы с микрограммовыми количествами. 
Этот подход может быть использован при работе с биоптатами любого типа ткани, отобранными 
у пациентов, и может применяться как один из методов ранней диагностики или прогнозирова-
ния лечения онкологических заболеваний.
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