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Резюме
Цель. Сравнить состав белков экстрацел-

люлярного матрикса в индуцированных in vivo 
печеночных метастазах колоректального рака и 
нормальных тканях печени.

Материалы и методы. Экстрацеллюляр-
ный матрикс выделялся посредством децел-
люляризации с использованием коктейля де-
тергентов. Белковый состав печеночных ме-
тастазов колоректального рака и нормаль-
ных тканей печени исследовался при помощи 
масс-спектрометрии и иммунофлюоресцент-
ного окрашивания.

Результаты. Протеомный анализ выявил 

значительные различия в экспрессии белков 
экстрацеллюлярного матрикса между пече-
ночными метастазами колоректального рака 
и нормальными тканями печени. Результаты 
масс-спектрометрии были подтверждены окра-
шиванием на соответствующие белки.

Заключение. Качественный и количествен-
ный состав белков экстрацеллюлярного ма-
трикса печеночных метастазов колоректаль-
ного рака и нормальных тканей печени суще-
ственно отличается.
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рикс, метастазы, колоректальный рак, масс- 
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Abstract
Aim. To investigate the composition of extra-

cellular matrix proteins in colorectal cancer liver 
metastases and normal liver.

Materials and Methods. Following decellu-
larization of the extracellular matrix using a spe-
cific cocktail of detergents, we examined protein 
content of metastatic and normal liver tissues by 
means of mass-spectrometry and immunofluores-
cence staining.

Results. Proteomic analysis revealed signifi-

cant differences in the expression of extracellular 
matrix proteins between cancerous tissue and nor-
mal liver. Results of mass-spectrometry were ver-
ified by immunofluorescence staining to the rele-
vant proteins.

Conclusion. Qualitative and quantitative com-
position of extracellular matrix proteins substan-
tially differs between colorectal cancer liver me-
tastases and normal liver.
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Введение
Экстрацеллюлярный матрикс (ЭЦМ) играет 

важнейшую роль в физиологии и механобиоло-
гии тканей организма, обеспечивая поддержа-
ние структуры и нормальный гомеостаз орга-
нов [1]. Ряд ключевых физиологических про-
цессов, таких, как клеточная адгезия, диффе-
ренцировка и межклеточные взаимодействия, 
регулируется напрямую или опосредованно че-
рез белки ЭЦМ [2]. Кроме того, ЭЦМ также от-
вечает за восстановление тканей после травм 
и развития различных патологических про-
цессов, в частности, фиброза [3]. В отсутствие 
контакта с белками ЭЦМ, клетки млекопита-
ющих подвержены анойкису - особому типу 
апоптоза, обусловленного утратой механосен-
сорных взаимодействий с субстратом. Таким 
образом, ЭЦМ интегрирует отдельные клетки 
в объединенные комплексные системы, отвечая 
за правильную работу тканей, органов и систем 
органов.

Белки ЭЦМ определяют многие аспекты 
биологии рака, включая малигнизацию, ло-
кальное распространение раковых клеток в ор-
гане, а также дистантные метастазы [4]. Для 
колоректального рака наиболее характерно ме-
тастазирование в печень, что во многом опре-
деляет плохой прогноз данного заболевания 
[5]. Пациентам с печеночными метастазами, 
как правило, назначается хирургическое лече-
ние, однако лишь 20% пациентов допускают-
ся до операции. Вследствие частого рециди-
ва заболевания пятилетняя выживаемость для 
этой группы пациентов не превышает 20-25% 
[5]. Для понимания патофизиологии метастази-
рования колоректального рака в печень и раз-
работки новых методов лечения печеночных 
метастазов колоректального рака необходимы 
фундаментальные исследования механизмов 
метастазирования.

Цель исследования
 Сравнить состав белков ЭЦМ в индуциро-

ванных in vivo печеночных метастазах колорек-
тального рака и нормальных тканях печени. 

Материалы и методы 
В данном исследовании использовалась мы-

шиная клеточная линия колоректального ра-
ка MC38, культивируемая в среде DMEM при 
37°С и 5% СО2. Для развития печеночных ме-
тастазов 5×106 клеток, растворённых в фосфат-
но-щелочном буфере, вводились мышам линии 

С57BL/6 в паренхиму селезенки. Через 20 се-
кунд после инъекции проводилось удаление се-
лезенки с предотвращением кровотечения при 
помощи электрокоагуляции. Спустя 12-14 дней 
после инъекции осуществлялся вывод живот-
ных из эксперимента и сбор печеночных мета-
стазов для анализа. 

ЭЦМ экстрагировался методом децеллюля-
ризации [6]: метастазы иссекались и помеща-
лись в пробирки с раствором 0,1% додецил-
сульфата натрия и 0,01% гидроксида аммония 
на шейкер на 72 ч со сменой децеллюляризи-
рующего раствора каждые 12 ч. Полученные 
ЭЦМ замораживали в жидком азоте и нареза-
ли на криотоме с последующей окраской гема-
токсилин-эозином по стандартному протоколу. 

Для протеомного анализа ЭЦМ гомоге-
низировались на механическом и ультразву-
ковом дезинтеграторах, после чего проводи-
лось обогащение образцов на белки ЭЦМ ме-
тодом градиента с помощью набора CNMCS 
Compartmental Protein Extraction Kit (K3013010, 
BioChain Institute). Полученные агрегации 
ЭЦМ растворялись в коктейле восстановитель-
ных агентов (8M мочевина, 100 мМ бикарбонат 
аммония и 10 мМ дитиотреитол) и инкубиро-
вались при 370 в течение 30 мин. После этого 
к образцам добавлялся йодацетамид в концен-
трации 25 мМ с последующим инкубировани-
ем в течение 30 минут при комнатной темпе-
ратуре. На последнем этапе пробоподготовки 
белки преципитировались метанол-хлорофор-
мным методом и растворялись в 8М мочевине. 
После этого концентрация мочевины доводи-
лась до 1М с помощью разбавления дистилли-
рованной водой, и белки растворялись трипси-
ном в отношении 1:50 (энзим:субстрат) в тече-
ние 18 ч при 37°С.

Тандемная масс-спектрометрия проводилась 
с использованием хроматографического аппа-
рата Acquity, спаренного с масс-спектрометром 
Thermo LTQ Orbitrap Elite (разрешение 120,000 
при 400 m/z). Для определения белков приме-
нялся градиент 1-35% ацетонитрила в течении 
1 ч при скорости 250 нл/мин. Спектральные 
пики генерировались с помощью MSConvert 
(Proteome Wizard). Для полуколичественного 
сравнения концентрации белка в образцах ис-
пользовался метод emPAI [7].

Для иммунофлюоресцентного окрашивания 
культивируемые клетки фиксировались 100% 
метанолом. В целях предотвращения неспеци- 
фического связывания антител клетки инку-
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бировались в 20% растворе бычьего сыворо-
точного альбумина в течение 1 ч. Далее клет-
ки были пермеабилизированы 0,01% раствором 
додецилсульфата натрия с последующей трех-
кратной отмывкой фосфатно-щелочным буфе-

Рисунок 1. 

Окраска интактной 
печени (вверху) и 
экстрацеллюлярного 
матрикса (внизу) по 
гематоксилин-эози-
ну. Шкала = 100 мкм

Figure 1. 

H&E stain of intact 
liver (above) and the 
extracellular matrix 
(below). Scale bar = 
100 µm

Рисунок 2. 

Круговая диаграм-
ма, показывающая 
количество белков 
экстрацеллюлярного 
матрикса (зеленый) 
и прочих белков (се-
рый), выявленных в 
результате протеом-
ного анализа

Figure 2. 

The pie chart showing 
the number of extra-
cellular matrix pro-
teins (green) and oth-
er proteins (gray) re-
vealed by mass-spec-
trometry analysis

Normal liver

Deceluiarized liver

ром. Затем клетки инкубировали в растворе с 
первичным антителом (Proteintech, 10237-1-
A) в течение 18 ч при 4°С с последующей ин-
кубацией в растворе со вторичным антителом 
(Life Technologies, A-10040) в течение 1 ч при 
комнатной температуре. Клетки отмывались, 
красились 4,6-диамидино-2-фенилиндол диги-
дрохлоридом и визуализировались на микро-
скопе LEICA DM IRBE.

Статистический анализ различий между 
группами проводился с использованием крите-
рия Стьюдента. Различия считались статисти-
чески значимыми при Р < 0,05.

Результаты
Для того чтобы оценить состав ЭЦМ рако-

вых клеток, была использована животная мо-
дель печеночных метастазов, при которой клет-
ки мышиной колоректальной аденокарциномы 
MC38 инъекционно вводились в паренхиму се-
лезенки. Полученные метастазы децеллюля-
ризировали с помощью коктейля детергентов. 
На рисунке 1 представлена окраска интакт-
ных (контрольных) и децеллюляризирован-
ных образцов по гематоксилин-эозину. Отсут-
ствие пурпурной гематоксилин-положительной 
окраски на клеточные ядра в последних под-
тверждает полную децеллюляризацию иссле-
дуемых тканей.

Полученные ЭЦМ были подвергнуты био-
химическому очищению с последующей про-
боподготовкой для масс-спектрометрического 
анализа. Из 618 белков, обнаруженных при ана-
лизе, 96 относились к белкам ЭЦМ в соответ-
ствии с классификацией, предложенной Hynes 
с соавт. [8] (рисунок 2).

Полуколичественное сравнение наиболее 
важных белков ЭЦМ представлено на рисунке 
3. В сравнении с интактной печенью раковые 
ткани имели значительно большие концентра-
ции белков S100-A11 (в 15 раз), Ltbp1 (в 15 раз), 
и Anxa7 (в 5 раз).

В то же время по сравнению с раковой тка-
нью в нормальных тканях печени статисти-
чески достоверно преобладали ламинины – 
Lama2, Lamb2 и Lamg1. Следует учитывать, од-
нако, что данный полуколичественный метод 
не является высокоточным и может отражать 
только тенценции к увеличению или уменьше-
нию концентрации того или иного белка.

Для того чтобы удостовериться в надежно-
сти данных, полученных протеомным анали-
зом, культивируемые клетки МС38 тестиро-
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Рисунок 3. 

Полуколичественное 
сравнение важней-
ших белков экстра-
целлюлярного ма-
трикса в группах пе-
ченочных метастазов 
(красный) и интакт-
ной печени (серый)

Figure 3. 

Semi-quantitative 
analysis of major ex-
tracellular matrix 
proteins in liver me-
tastases group (red) 
and intact liver group 
(gray)

Рисунок 4. 

Окраска клеток МС38 
на S100-A11 (крас-
ный) и DAPI (синий). 
Шкала = 100 мкм

Figure 4. 

Staining of MC38 cells 
for S100-A11 (red) and 
DAPI (blue). Scale bar 
= 100 µm

МС38 (n=5)

Em
PA

I s
co

re

Control (n=5)

DAPI/S100-A11

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

вались на предмет положительной окраски на 
S100-A11 методом иммунофлюоресцентно-
го окрашивания. Данная окраска продемон-
стрировала высокую степень экспрессии белка 
S100-A11 клетками МС38 (рисунок 4), выявив 
его внутриклеточную локализацию. Таким об-
разом, была проведена валидация результатов 
протеомного анализа альтернативным методом.

Обсуждение
Метастазы являются причиной подавляю-

щего большинства смертей от злокачественных 
новообразований [9]. В последние годы приме-
нение протеомных технологий позволило зна-
чительно расширить понимание патофизио-
логии многих заболеваний, включая злокаче-
ственные опухоли [10]. В данном исследовании 
было проведено сравнение ЭЦМ печеночных 
метастазов колоректального рака, индуциро-
ванных in vivo, и нормальных тканей печени 
путем протеомного анализа с дальнейшей ве-
рификацией его результатов при помощи имму-
нофлюоресцентного окрашивания. В результа-
те был оптимизирован метод выделения белков 
ЭЦМ для масс-спектрометрического анализа и 
получены данные об экспрессии белков ЭЦМ 
печеночных метастазов колоректального рака в 
сравнении с нормальной печенью.

Печеночные метастазы колоректального ра-
ка характеризовались повышением концентра-
ции белков S100-A11, Ltbp1 и Anxa7. Данные 
литературы указывают на определяющую роль 

этих белков в развитии опухолевого процес-
са. Так, белок Ltbp1 является частью сигналь-
ного пути трансформирующего фактора роста 
β (ТФР-β, transforming growth factor-β, TGF-β), 
который является одним из центральных бел-
ков в патогенезе колоректального рака [11-13]. 
Кроме того, Ltbp1 значительно повышен в тка-
нях рака молочной железы [14], где он стиму-
лирует выработку ТФР-β и вызывает прогрес-
сию опухоли [15]. Экспрессия Anxa7 была свя-
зана с противораковой активностью в злока-
чественных опухолях простаты [16], которая 
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была обусловлена активацией AMPK, приводя-
щей к ингибированию mTORC1 и STAT3, в ко-
нечном итоге снижая экспрессию про-раковых 
факторов CCL2, APLN и IL6ST. Схожие резуль-
таты были получены для клеток рака желудка 
[17]. Наконец, экспрессия S100-A11 коррелиро-
вала с лимфатическими метастазами у пациен-
тов с колоректальным раком [18] и способство-
вала пролиферации клеток рака поджелудочной 
железы через сигнальный путь PI3K/AKT [19].

Напротив, экспрессия белков Lama2, Lamb2 и 
Lamg1 была достоверно повышена в интактной 
паренхиме печени в сравнении с печеночными 
метастазами колоректального рака. Данное на-
блюдение может быть объяснено тем, что лами-
нины, как основопологающий компонент базаль-
ной мембраны, широко представлены в таком ак-
тивно кровоснабжаемом органе, как печень [20].

Результаты, представленные в настоящей ста-
тье, могут послужить основой для углубленного 
изучения компонентов ЭЦМ в этиологии и пато-
генезе злокачественных новообразований. Вне-
дрение новых онкомаркеров, а также выявление 
кандидатов для таргетной терапии из числа бел-
ков ЭЦМ могут помочь снизить инвалидизацию 
и смертность от колоректального рака.

Заключение
Качественный и количественный состав бел-

ков ЭЦМ печеночных метастазов колоректаль-
ного рака и нормальных тканей печени суще-
ственно отличается: метастазы характеризуют-
ся повышенной экспрессией белков S100-A11, 
Ltbp1 и Anxa7, а нормальная ткань – белков 
Lama2, Lamb2 и Lamg1.
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