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Эффективность лечения онкологических боль�
ных в значительной степени определяется воз�
можностью ранней диагностики, поэтому на про�
тяжении десятилетий большие усилия были на�
правлены на поиск сывороточных маркеров,
специфичных для клеток, находящихся в стадии
перехода от доброкачественного к злокачествен�
ному состоянию [1]. Для поиска таких маркеров
наиболее часто используется сравнительный ана�
лиз транскриптомов или протеомов нормальных
и опухолевых тканей [2, 3]. Идентификация опу�

холеспецифичных маркеров позволяет получить
антитела, которые могут применяться для массо�
вого скрининга сывороток крови и других биоло�
гических образцов пациентов из групп повышен�
ного риска [4]. Однако многолетние усилия с ис�
пользованием указанных подходов привели к
обнаружению лишь трех маркеров опухолей тол�
стой кишки, которые ограниченно используются
в клинической практике на поздних стадиях забо�
левания (раковоэмбриональный антиген, поли�
сахарид СА 19�9 и белок TIMP�1). 
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В последнее десятилетие стало очевидным, что
эволюция раковых клеток во многом обусловлена
потерей контроля клеточного цикла, пролифера�
ции и репарации ДНК, обусловленной дедиффе�
ренцировкой клеток и их возвратом к “эмбриональ�
ному” (плюрипотентному) состоянию. Важную
роль в этом процессе играют микроРНК – короткие
одноцепочечные РНК, синтез которых начинается
на ранних стадиях эмбриогенеза и продолжается в
течение всей жизни любого многоклеточного орга�
низма [5]. Экспрессия микроРНК (в настоящее
время у человека идентифицировано более 800 их
видов) приводит к посттранскрипционному инги�
бированию синтеза продуктов целого ряда генов (в
среднем около 300 на одну микроРНК) в результате
гибридизации микроРНК и мРНК�мишеней. По�
нижение уровня транскрипции некоторых мик�
роРНК, часто происходящее в опухолевых клетках,
может быть причиной увеличения экспрессии он�
когенов. При этом повышение содержания мик�
роРНК, мишенями которых служат гены�супрессо�
ры опухолевого роста, может приводить к сниже�
нию их экспрессии в опухолевых клетках [6]. В
настоящее время не существует альтернативных
подходов к молекулярной диагностике опухолей,
приближающихся по специфичности и информа�
тивности к методу профилирования экспрессии
микроРНК [7].

Нами разработан новый алгоритм биоинформа�
тического поиска сывороточных маркеров опухо�
лей с использованием анализа мишеней тех мик�
роРНК, уровень синтеза которых наиболее заметно
и часто понижается в опухолях. Этот алгоритм при�
менен для идентификации потенциальных сыворо�
точных маркеров опухолей толстой кишки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоинформатический поиск. Первый этап поиска
потенциальных белковых маркеров опухолей тол�
стой кишки заключался в идентификации мик�
роРНК, уровень синтеза которых наиболее заметно
и часто понижается в опухолях толстой кишки, ме�
тодами биоинформатического поиска. При анализе
опубликованных данных [7, 8] и базы данных (БД)
Hptam [9] отбирали микроРНК, уровень синтеза
которых понижен в опухолях по данным как мини�
мум двух из трех источников. На втором этапе про�
водили идентификацию мРНК�мишеней отобран�
ных микроРНК. Критерием отбора в этом случае
было совпадение результатов, полученных при ис�
пользовании не менее двух из четырех алгоритмов
поиска мРНК�мишеней, представленных на веб�
сервисах TargetScan 5.1 [10, 11], miRBase [12, 13],
miRanda [14, 15] и microTar [16, 17]. Третий этап по�
иска состоял в идентификации мишеней, кодирую�
щих белки, секретируемые в кровоток или во вне�
клеточное пространство. При этом использовали
один из двух критериев отбора: 1) кодируемый бе�

лок представлен в БД HUPO Plasma Proteome [18,
19] или Sys�BodyFluid [20, 21], содержащих экспе�
риментально подтвержденные данные о секреции
белков в кровоток; 2) кодируемый белок присут�
ствует как минимум в трех из пяти БД, содержащих
данные о секреции белков во внеклеточное про�
странство (eSLDB [22, 23], LOCATE [24, 25], PLOC
[26, 27], Wolf PSORT [28, 29] и Babelomics [30, 31]).

Четвертый этап поиска был основан на отборе
мРНК, синтез которых наиболее часто усиливается
в опухолях толстой кишки по сравнению с нормаль�
ными тканями (по результатам БД dbEST [32] и On�
comine [33, 34]). Изменение уровня синтеза мРНК
по БД dbEST оценивали с использованием функции
I, сбалансировано характеризующей вероятность и
степень повышения уровня мРНК в опухоли. С этой
целью на первой стадии вычислений определяли ве�
личину  где LT и  – параметры, отра�
жающие уровень транскрипции мРНК в опухолевых
и нормальных тканях соответственно. LT вычисляли

по формуле:  (значение  вы�

числяли аналогичным образом), где  – среднее
число EST в клонотеках опухолевых тканей толстой
кишки; E0 – среднее число EST на одну мРНК по
всем клонотекам нормальных и опухолевых тканей
толстой кишки; CT – доля клонотек опухолевых тка�
ней, в которых присутствует хотя бы одна последова�
тельность EST; С0 – усредненное значение CN и CT для
всех мРНК; VE – степень влияния среднего числа
EST на конечный результат (принята равной 1); VС –
степень влияния доли клонотек на результаты анали�
за (принята равной 0.5). 

Конечное значение I определяли следующим
образом: I = R + (R – 1)/S, если R ≥ 1, и I =
= RS/(S + 1 – R), если R < 1, где S – функция,
отражающая величину стандартного отклоне�
ния. Ее значение вычисляли по формуле: S =

=  где

σ(E) – стандартное отклонение количества EST (E)
для клонотек нормальных (N) и опухолевых (T)
тканей, а  – относительное стандартное от�
клонение ( ), усредненное по всем мРНК
в нормальных и опухолевых клонотеках. Доба�
вочные слагаемые E0, C0, σ0 применяли для
устранения влияния низкого или нулевого со�
держания EST, а также низких и нулевых значе�
ний относительного стандартного отклонения
(при отсутствии EST слагаемым присваивалось
нулевое значение). Значение степени влияния
VC, так же как и V

σ
, принимали равным 0.5, по�

скольку соответствующие компоненты в одинако�
вой степени отражают неравномерность распреде�
ления EST по клонотекам. Для дальнейшего анали�
за отбирали только те мРНК, величина I у которых
равна как минимум 5.
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БУКУРОВА и др.

Параллельный отбор мРНК, средний уровень
которых в опухолях толстой кишки максимально
повышен по сравнению с нормой, проводили с ис�
пользованием данных анализа на микрочипах по
БД Oncomine [33, 34]. При этом отбирали мРНК,
которые удовлетворяют как минимум одному из
двух критериев отбора не менее чем в половине кол�
лекций опухолей толстой кишки Alon [35],
Graudens [36], Notterman [37], Kaiser [38], Ki [39] и
Sabates�Bellver [40].: 1) значение P для мРНК не пре�
вышает пороговое (<0.1) [41]; 2) в опухолях средний
уровень транскрипции гена, кодирующего мРНК,
превышает уровень его транскрипции в нормаль�
ной ткани не менее чем в 3 раза.

На пятом этапе идентифицировали мРНК с низ�
ким уровнем синтеза в нормальных тканях. С этой
целью отбирали мРНК, уровень которых не превы�
шал определенное пороговое значение не менее чем
в 80% нормальных тканей (включая клетки крови)
как минимум в двух из трех БД: 1) dbEST [42, 43]);
2) Oncomine [33, 34]; и 3) SAGE [44]. В первом слу�
чае за пороговое значение принимали относитель�
ный уровень экспрессии (DEU), равный 150. Для
коллекций нормальных тканей БД Oncomine (Su
[45], Roth [46], Shyamsundar [47], Ge [48], Yanai [49]
и Hsiao [50]) за пороговое значение был принят
ноль. При этом вычисляли среднее арифметическое
величин log2MCI (т.е. приводимого в БД значения
логарифма медианы интенсивности флуоресцен�
ции пятна) и отбирали только мРНК с отрицатель�
ным средним значением. В качестве порогового зна�
чения для БД SAGE принимали количество последо�
вательностей�ярлыков (тэгов), равное 0.5 × 10–4 [44].
На завершающей стадии исключали все ранее обна�
руженные белковые маркеры опухолей толстой
кишки (по опубликованным данным). 

Подготовка образцов. Использовали пять пар об�
разцов первичных опухолей толстой кишки
(T2N0M0, T3N1M0, T4N2M0, T4N3M0 и T4N1M1) и
нормальных тканей, удаленных на 10–20 см от опу�
холи. Образцы, полученные после резекции, мак�
симально быстро замораживали в жидком азоте и
хранили при температуре –70°С. Отсутствие опухо�
левых клеток в образцах нормальных тканей под�
тверждали иммуногистохимическим анализом.
Ткани гомогенизировали и экстрагировали из них
белки, как описано ранее [51].

ВестернCблотCанализ. Белковые экстракты, со�
держащие 20 мкг белка в 12.5 мкл, подвергали элек�
трофорезу в градиентном полиакриламидном геле
(10–20%) по методу Лэммли [52]. Для количествен�
ной оценки полипептидов использовали два белко�
вых стандарта – GAPDH (“R&D Systems”, США) и
ACTB (“NeoMarkers”, США). После разделения
белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану
Hybond C Extra (“GE Healthcare”), используя mini
Trans�Blot transfer cell (“Bio�Rad”) в соответствии с
рекомендациями производителя. Мембраны обра�

батывали в течение 2 ч блокирующим буфером
(PBS, 1% Tween�20 и 5% обезжиренного сухого мо�
лока) и инкубировали с коммерческими антитела�
ми к белкам ANGPT2, CCL7, MMP11, MMP14 и
PLAU (“R&D Systems”), ADAMTS14 (“Santa Cruz”)
и DEFA5 (“Novus Biologicals”). В случае семейств
гомологичных белков использовали антитела, спе�
цифичные к отдельным членам семейства. 

Антитела разводили согласно рекомендации
производителя в 0.4�кратном блокирующем буфе�
ре. Мембраны после трехкратной отмывки буфером
PBS с 0.01% Tween�20 инкубировали в течение 1 ч с
конъюгатами пероксидазы хрена с вторичными ан�
тителами кролика к IgG козла (ANGPT2, CCL7,
MMP14, PLAU и ADAMTS14), антителами овцы к
IgG кролика (MMP11) или антителами кролика к
IgG мыши (DEFA5). Конъюгаты, полученные по
стандартной методике ОАО “ВНЦДиЛ”, разводили
в 0.4�кратном блокирующем буфере согласно реко�
мендациям производителя. Мембраны отмывали
3 раза PBS с 0.01% Tween�20 и детектировали сигнал
с помощью набора ECL (“GE Healthcare”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уникальность разработанного алгоритма поиска
маркеров для сывороточной диагностики опухолей
состоит во введении дополнительного критерия от�
бора онкомаркеров – значительного и частого по�
нижения уровня синтеза микроРНК, регулирую�
щих трансляцию мРНК, в процессе канцерогенеза.
Основное преимущество такого алгоритма – быст�
рый и эффективный способ отбора генов, уровень
транскрипции которых заметно выше в опухолях,
чем в нормальных тканях. 

На первом этапе биоинформатического поиска
отобрали 10 микроРНК, содержание которых в опу�
холях толстой кишки ниже, чем в нормальной ткани:
hsa�mir�1, �9, �99a, �133a, �137, �186, �202, �218, �335, и
�340. Идентификация потенциальных мРНК�ми�
шеней этих микроРНК на втором этапе привела к
отбору 2800 мРНК, из которых после третьего этапа
остались 139 мРНК, кодирующих белки, секрети�
руемые в кровоток или во внеклеточное простран�
ство (рис. 1). На четвертом этапе поиска отобрали
34 мРНК, содержание которых повышено в опухо�
ли, а затем 14 мРНК с низким содержанием в нор�
мальных тканях (включая клетки крови, поскольку
использовать маркеры, активно синтезируемые в
крови, в сывороточной диагностике опухолей невоз�
можно). Семь мРНК, не описанных ранее как потен�
циальные маркеры опухолей толстой кишки, коди�
руют следующие секреторные белки: ADAMTS14
(металлопептидаза, содержащая мотив тромбоспон�
дина первого типа), ANGPT2 (ангиопоэтин 2),
CCL7 (лиганд хемокина 7, содержащий C�C�мо�
тив), DEFA5 (α�дефензин 5), MMP11 (металлопеп�
тидаза матрикса 11), MMP14 (металлопептидаза
матрикса 14, или металлопротеаза мембранного ти�
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па 1) и PLAU (активатор плазминогена уроки�
назного типа). Оказалось, что одна из семи мРНК
содержится исключительно в нормальном эпите�
лии толстой кишки (DEFA5), а другая (ADAMTS14)
содержится только в опухолях толстой кишки (т.е.
ген транскрибируется лишь в ходе эмбрионального
развития человека). 

Результаты биоинформатического поиска под�
вергли экспериментальной проверке, основанной
на количественном определении методом вестерн�
блотинга уровня идентифицированных белковых
маркеров в коллекции из пяти пар образцов опухо�
лей толстой кишки и нормальных тканей. Оказа�
лось, что уровень синтеза белков DEFA5 и MMP14
в опухолях заметно выше, чем в нормальной ткани
(рис. 2). Результаты Вестерн�блот�анализа с ис�
пользованием антител к белку DEFA5 соответство�
вали прилагаемой к антителам информации (по
данным компании�поставщика антител белок ми�
грирует в районе 12 кДа). В то же время, антитела к
белку MMP14 выявили полипептид с молекуляр�
ной массой 28 кДа (ожидаемая молекулярная масса
66 кДа), что, по�видимому, указывает на расщепле�
ние белка протеазами в тканях толстой кишки, как
ранее обнаружили в других тканях [53]. Вестерн�
блот�анализ пяти оставшихся потенциальных мар�
керов РТК показал полное отсутствие сигнала в об�
разцах как нормальных, так и опухолевых тканей,
что может быть следствием или низкого уровня
синтеза этих белков, или недостаточной аффинно�
сти коммерческих антител. Таким образом, экспе�
риментальная проверка показала, что алгоритм
способен выявлять новые потенциальные сыворо�
точные маркеры опухолей толстой кишки.

1

2

3

4

5

6

Поиск микроРНК со стабильно
пониженным содержанием в РТК

Hptam Данные
литературы

10 микроРНК

Идентификация соответсвующих
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TargetScan

miRBase
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miRanda
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Определение мРНК, кодирующих
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eSLDB

LOCATE

PLOC

Wolf PSORTSys*BodyFluid

Babelomics
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содержанием в опухолях толстой кишки

dbEST Oncomine
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Идентификация мРНК с низким
содержанием в нормальных тканях

dbEST
(GeneHub
GEPIS)

Oncomine SAGE

14 мРНК

Исключение мРНК, кодирующих
известные онкомаркеры

Семь мРНК потенциальных сывороточных
маркеров опухолей толстой кишки

Рис. 1. Схема алгоритма биоинформатического поис�
ка онкомаркеров, секретируемых в кровоток.
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Рис. 2. Вестерн�блот�анализ содержания белков
MMP14 и DEFA5 в опухолях толстой кишки (T) и в
образцах нормального (N) эпителия.
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БУКУРОВА и др.

Опубликованные данные указывают на то, что
повышение синтеза α�дефензина 5 и MMP14 в опу�
холях толстой кишки приводит к ускорению их ро�
ста и инвазивности [54, 55]. α�Дефензин 5 – это тка�
неспецифичный маркер нормального эпителия ки�
шечника человека. Функция этого белка состоит в
синтезе бактерицидного катионного пептида, сек�
ретируемого клетками Панета [56]. В нормальных
тканях α�дефензин 5 секретируется исключительно
в просвет кишечника, поэтому в сыворотках крови
здоровых доноров он практически не содержится и
проникает в кровоток лишь при возникновении
опухоли. Это открывает возможность использова�
ния α�дефензина 5 для диагностики опухолей тол�
стой кишки в группах повышенного риска. 

Функция MMP14 в процессе канцерогенеза со�
стоит в деградации белков внеклеточного матрикса
(в частности коллагена) в результате активации кас�
када протеаз, секретируемых во внеклеточное про�
странство [57]. Уровень синтеза белка ММР14 регу�
лируется эпидермальным фактором роста через
сигнальные пути PI3�K/AKT и MAPK/ERK [58].
Показано, что MMP14 играет важную роль в про�
цессах ангиогенеза [59], а также в регуляции проли�
ферации клеток [60]. Таким образом, этот белок мо�
жет оказаться ценным диагностическим маркером
опухолей толстой кишки. Анализ информативно�
сти маркеров DEFA5 и MMP14 при проведении сы�
вороточной диагностики опухолей толстой кишки
потребует дополнительных исследований с исполь�
зованием высокочувствительных методов иммуно�
анализа.

Настоящая работа выполнена при поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (09�04�13869�офи_ц и 08�04�01807�а) и Между�
народного научно�технического центра (# 3909).
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