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Проминин-1 (СD133) является основным маркером раковых стволовых клеток колоректальной
аденокарциномы – субпопуляции раковых клеток в составе опухоли, обладающих повышенной ту-
морогенностью и ответственных за прогрессию, рецидивы и метастазирование. Данные сравни-
тельного протеомного профилирования СD133-позитивных и CD133-негативных клеток с помо-
щью тандемной масс-спектрометрии высокого разрешения, сопряженной с жидкостной хроматогра-
фией, были получены ранее на опухолевых образцах колоректальной аденокарциномы от 5 пациентов
и 2 клеточных линий. Информация о дифференциальной экспрессии белков была использована
для функциональной аннотации и восходящего поиска молекулярных регуляторов с привлечением
онлайн платформы geneXplain. Выявленные на уровне дифференциально экспрессирующихся бел-
ков существенные различия между клеточными линиями и клиническими образцами могут исче-
зать на уровне транскрипционных факторов, регулирующих дифференциальную экспрессию.
Предсказанные в результате анализа клинических образцов транскрипционные факторы и мастер
регуляторные молекулы легли в основу гипотетической модели молекулярного механизма регуля-
ции профиля экспрессии, характерного для раковых стволовых клеток. В качестве ключевого регу-
лятора дифференциальной экспрессии была предсказана малая GTFаза RhoA, в отношении кото-
рой, уже имеется информация о ее вовлеченности в проявление морфологических и функциональ-
ных особенностей, характерных для стволовых клеток опухолей.
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Развитие биомедицинских технологий явилось
причиной заметного прогресса в лечении онколо-
гических заболеваний. Создаваемые с использова-
нием методов биоинженерии таргетные препараты,
позволили улучшить результаты лечения различ-
ных форм злокачественных новообразований,
включая метастатический рак [1]. Применение ге-
номного редактирования открыло возможность на-
правленной доставки таргетных препаратов и кор-
рекции генетических нарушений [2]. Большие на-
дежды возлагаются на клеточные технологии и
прежде всего клеточную иммунотерапию. Гене-
тически модифицированные ex vivo эффекторные
клетки иммунной системы могут оказывать тера-
певтический эффект при многих онкологических
заболеваниях [3]. Не является исключением и ко-

лоректальный рак, являющийся одной из основ-
ных причин смертности от онкологических забо-
леваний в мире. Основываясь на данных генети-
ческих и постгеномных исследований, в
настоящее время, активно разрабатываются но-
вые подходы к терапии этого заболевания, кото-
рые включают использование антител и их фраг-
ментов, аптамеров [4], а также различные вариан-
ты терапевтичских вакцин [5] и адоптивной
иммунотерапии [6]. Однако фактором, сдержива-
ющим применение всех этих перспективных био-
технологий в клинике, является недостаточная ин-
формация о молекулярных мишенях, способных
обеспечить эффективную элиминацию опухоле-
вых клеток [7]. В этой связи, в качестве потенци-
альной мишени имеет смысл рассматривать био-
молекулы, экспрессируемые раковыми стволовы-
ми клетками (РСК), поскольку их подавление
должно оказывать критическое воздействие на
прогрессию опухоли [8].

Список сокращений: РСК – раковые стволовые клетки, LC-
MC/MC – тандемная масс-спектрометрия, сопряженная с
жидкостной хроматографией.
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РСК, или как их еще называют опухоль-ини-
циирующие клетки, представляют собой субпо-
пуляцию злокачественных клеток в составе опу-
холи, обладающую способностью инициировать
образование новых опухолей при трансплантации
иммунодефицитным животным и давать потомство
в виде более дифференцированных опухолевых
клеток. Поскольку РСК обладают высокой тумо-
рогенностью на них возлагают ответственность за
метастазирование и рецидивы заболевания. Це-
лый ряд признаков характерных для нормальных
стволовых клеток, таких как способность поддер-
живать собственную субпопуляцию путем асси-
метричного деления, способность к миграции,
устойчивость к ксенобиотикам, характерны и для
РСК, что позволило говорить об их происхожде-
нии в результате малигнизации региональных
стволовых клеток [9]. Для РСК, также характерно
наличие ряда молекулярных маркеров, присут-
ствующих на нормальных стволовых клетках. Од-
ним из таких маркеров является гликопротеин про-
минин-1 (CD133), экспрессирующийся на мембра-
не РСК. Проведенный нами анализ научных
публикаций, в том числе с привлечением машин-
ных методов, показал, что именно CD133 наибо-
лее часто упоминается в качестве маркера РСК
колоректальной аденокарциномы [10, 11] и, по-
видимому, может быть использован для их иден-
тификации и выделения.

Молекулярное профилирование опухолевых
клеток и последующий биоинформатический ана-
лиз являются основным путем выявления потен-
циальных мишеней для противоопухолевой тера-
пии. Транскриптомное профилирование позволяет
обнаружить минимальное количество транскрип-
тов и сформировать наиболее полное представле-
ние о сигнальных путях, участвующих в реализа-
ции интересующих свойств опухолевых клеток.
Однако для проведения транскриптомного ана-
лиза требуется очень хорошее качество биологи-
ческого материала, что не всегда возможно при
использовании опухолевой ткани, полученной
от пациентов. Кроме того, существенные различия
между данными транскриптомного и протеомного
анализа являются вполне обычной ситуацией [12].
Последний, напротив, показывает конечный
этап реализации генетической программы и,
следовательно, в этом плане более надежен. Од-
нако, даже использование для профилирования
тандемной масс-спектрометрии высокого раз-
решения, сопряженной с жидкостной хроматогра-
фией (LC-MS/MS), не позволяет выявить боль-
шинство белков, представленных в клетке в низкой
концентрации, например, многие транскрипци-
онные факторы.

Ранее мы провели сравнительное LC-MS/MS
профилирование субпопуляций опухолевых кле-
ток, отличающихся по экспрессии CD133, выде-
ленных из биопсийных образцов от пациентов с

колоректальной аденокарциномой [13], а также
из двух клеточных линий колоректального рака
[14]. В настоящей работе мы поставили цель ис-
пользовать эти данные для моделирования моле-
кулярной регуляции стволового фенотипа опухо-
левых клеток, а также для сравнения результатов,
полученных на клеточных линиях и образцах
опухолевой ткани пациентов.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Списки дифференциально экспрессируемых

CD133-позитивными и CD133-негативными клет-
ками белков, основанные на данных LC-MS/MS
профилирования, были сформированы отдельно
для образца, полученного от каждого пациента и
каждой клеточной линии. В них были включены
белки с кратностью изменения более чем в 2.5 ра-
за (p-value < 0.01). Данные масс-спектрометрии
были депонированы в ProteomeXchange Consor-
tium через PRIDE partner repository (PXD005108).

Для функциональной классификации белков и
восходящего поиска молекулярных регуляторов их
экспрессии была использована онлайн платформа
geneXplain (geneXplain GmbH, Germany, https://gen-
explain.com/genexplain-platform). Функциональная
классификация проводилась на основе базы дан-
ных Gene Ontology в терминах, относящихся к био-
логическому процессу, клеточному компоненту и
молекулярной функции с минимальным количе-
ством совпадений в группе – 7 и отсечкой по p-value
– 0.001. Для определения молекулярных регулято-
ров экспрессии дифференциальных белков мы
применили протокол восходящего анализа в авто-
матическом режиме. Для предсказания транскрип-
ционных факторов, регулирующих выявленную
дифференциальную экспрессию, была использова-
на база данных TRANSFAC и выбрана взвешенная
матрица с p-value < 0.001. Поиск мастер регулято-
ров, проводился на основе базы данных TRANS-
PATH (видоспецифичный) (2017.2) со следующи-
ми параметрами: поиск с максимальным радиу-
сом 10, score cutoff 0.2, FDR cutoff 0.05, z-score
cutoff 1.0.

Для проведения кластерного анализа данные об-
рабатывали в компьютерной программе R (The R
Project for Statistical Computing, https://www.r-proj-
ect.org/), используя иерархическую кластериза-
цию методом полной связи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для функциональной классификации белков,

дифференциально экспрессирующихся в CD133-
положительных и CD133-отрицательных клетках
колоректальных опухолей, и восходящего поиска
молекулярных регуляторов дифференциальной
экспрессии, были использованы данные протеом-
ного профилирования, полученные нами ранее
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на образцах от 5 пациентов [13] и клеточных ли-
ниях колоректальной аденокарциномы CaCo-2 и
HT-29 [14]. Процедура получения данных для био-
информатического анализа отражена на рис. 1. Ко-
личество идентифицированных белков заметно
отличалось в образцах ткани от разных пациен-
тов, что, по-видимому, было связано с качеством
биоматериала. В случае клеточных культур было
идентифицировано более 2000 белков в каждой
из линий (табл. 1). Белки с различием в экспрес-
сии более чем в 2.5 раза составили списки диффе-
ренциально экспрессирующихся белков (табл. S1,
лист 1, дополнительный материал).

Чтобы оценить различия в спектре дифферен-
циальной экспрессии и, прежде всего, между кле-
точными линиями и образцами, полученными от
пациентов, мы провели кластерный анализ. Со-
гласно его результатам, несмотря на некоторые раз-
личия между биопсийными образцами, данные,
полученные на клиническом материале, могут быть
объединены в группу, которая существенно отлича-
ется от данных, полученных на клеточных линиях
(рис. 2а). В то же время клеточные линии CaCo-2
и HT-29 также сильно отличаются между собой
по спектру дифференциально экспрессирующих-
ся белков.

Рис. 1. Получение образцов опухолевых клеток для сравнительного протеомного профилирования и биоинформати-
ческого анализа. 
Fig. 1. Obtaining tumor cell samples for comparative proteomic profiling and bioinformatic analysis.
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Tаблица 1.  Общее количество идентифицированных белков и белков, дифференциально экспрессируемых
CD133-позитивными и CD133-негативными опухолевыми клетками 
Table 1. Total number of identified proteins and number of proteins differentially expressed by CD133-positive and
CD133-negative tumor cells

Количество белков
Пациент Клеточная линия

#1 #2 #3 #4 #5 CaCo-2 HT-29

Идентифицированных 317 369 862 1421 1602 2541 2007

Дифференциальных 36 7 71 86 19 39 35
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Такой результат поставил под сомнение реле-
вантность данных, получаемых при использова-
нии клеточных линий в качестве модели для по-
иска молекулярных мишеней для таргентой тера-
пии. Однако причиной этого несоответствия
может быть также неполнота данных, характер-
ная для протеомного профилирования, посколь-
ку различные наборы выявленных дифференци-
ально экспрессирующихся белков, на самом деле,
могут быть вовлечены в общие функциональные
процессы и иметь общие механизмы регуляции.
Чтобы изучить этот вопрос мы провели функцио-
нальную аннотацию дифференциально экспрес-
сирующихся белков (табл. S1, лист 2–4, дополни-
тельный материал) и восходящий поиск их моле-
кулярных регуляторов.

С помощью анализа “Gene Ontology” на плат-
форме geneXplain с последующей кластеризацией
найденных терминов при помощи алгоритма
“TreeMap functional classification” мы нашли 12 ме-
та-терминов в группе “клеточные компоненты”
общих для всех клинических образцов и клеточ-
ных линий. Мета-термины были ассоциированы
с внеклеточными везикулами, экзосомами и лю-
менами (табл. S1, лист 3, дополнительный мате-
риал). Учитывая связь CD133 с организацией
мембраны и внеклеточными везикулами [15, 16],
появились основания предположить определенную
общность выявляемых дифференциальных белков.
Кроме того, для клинических образцов было сдела-
но предположение об участии дифференциально
экспрессирующихся генов в регуляции процесса
апоптоза, реакции на стресс, сборке макромоле-
кул, включая организацию нуклеосом и ДНК. Вы-
явленные функциональные группы содержали на-
бор белков с повышенной экспрессией в CD133-

позитивных клетках: ANXA1, CEACAM5, CORO1A,
DPEP1, MNDA, MPO, PIP, S100A8 и S100A9.

Далее мы предприняли восходящий поиск
транскрипционных факторов, обеспечивающих
дифференциальную экспрессию выявленных бел-
ков. Предсказанные при помощи geneXplain тран-
скрипционные факторы были объединены в спис-
ки отдельно для каждого образца (табл. S1, лист 5,
дополнительный материал). Результаты кластер-
ного анализа, проведенного на уровне транскрип-
ционных факторов, отличались от полученных на
уровне дифференциальных белков. Предсказанные
в отношении обеих клеточных линий транскрип-
ционные факторы не образовывали изолирован-
ных групп и проявляли существенно больше
сходства с клиническими образцами (рис. 2b). Та-
ким образом, результаты анализа транскрипци-
онных факторов подтверждают возможность то-
го, что механизмы регуляции экспрессии CD133
являются общими для клинических образцов и
клеточных линий.

Для моделирования молекулярного механизма
регуляции стволового фенотипа опухолевых кле-
ток мы сформировали общий список белков на
основе данных об их дифференциальной экс-
прессии в клинических образцах. В него вошли
белки, дифференциально экспрессирующиеся в
образцах не менее чем от двух пациентов. Итоговый
список составил 25 белков, среди которых, 22 моле-
кулы имели повышенную экспрессию в CD133-по-
зитивных клетках (табл. S2, лист 1, дополнитель-
ный материал). Кроме того, был сформирован ре-
ференсный список белков, экспрессия которых
отличалась менее чем в 1.5 раза в образцах от двух
и более пациентов. Белки, одновременно соот-
ветствующие критериям обоих списков, в списки

Рис. 2. Кластерный анализ данных о дифференциальной экспрессии белков в CD133-позитивных и CD133-негатив-
ных опухолевых клетках (а) и кластерный анализ предсказанных транскрипционных факторов, регулирующих диф-
ференциальную экспрессию (b). 
Fig. 2. Cluster analysis of data on differential expression of proteins in CD133-positive and CD133-negative tumor cells (а) and
cluster analysis of the predicted transcription factors regulating the differential expression (b).
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не включались. Референсный список составили
600 белков (табл. S2, лист 2, дополнительный ма-
териал). Полученные списки были использованы
для поиска транскрипционных факторов и ма-
стер регуляторов дифференциальной экспрессии.
Было предсказано 19 потенциальных транскрипци-
онных факторов (табл. S2, лист 3, дополнительный
материал). Среди них ZBTB16 (p = 7.72E-14),
HOXB13 (p = 1.59E-12) и CEBPA (p = 6.43E-11) наи-
более существенно отличались от референсного
контроля. Дальнейший восходящий поиск пред-

сказал 41 мастер регуляторную молекулу, вклю-
чая разные изоформы, которые могут быть вовле-
чены в регуляцию экспрессии транскрипцион-
ных факторов (табл. S2, лист 4, дополнительный
материал). По результатам анализа клинических
образцов с использованием алгоритмов geneX-
plain был смоделирован предполагаемый регуля-
торный механизм, лежащий в основе регуляции
дифференциальной экспрессии характерной для
РСК (рис. 3).

Рис. 3. Предполагаемый молекулярный механизм, лежащий в основе дифференциальной экспрессии белков в раковых
стволовых клетках колоректальной аденокарциномы. Красным цветом выделен ключевой молекулярный регулятор. Фио-
летовым – транскрипционные факторы, участвующие в регуляции экспрессии дифференциальных белков. Зеленым –
промежуточные молекулы участвующие в передаче сигнала. 
Fig. 3. Putative molecular network underlying differential protein expression in colorectal adenocarcinoma cancer stem cells. The
key molecular regulator is highlighted in red. In violet – transcription factors involved in the regulation of the expression of differ-
ential proteins. In green – intermediate molecules involved in the signal transduction.
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В качестве ключевого регулятора в построенной
модели выступила молекула RhoA, взаимодейству-
ющая посредством промежуточных молекул с фак-
торами транскрипции: C/EBPalpha, ER-alpha-L,
MEF-2A, nanog, E12, PLZB, HMGIY, DBP, SF-1,
AML3, TBP, ipf1, Cdx-2 и CDP. Следует отметить,
что экспрессия ключевой молекулы RhoA, фак-
тора транскрипции HMGIY, а также промежуточ-
ных молекул бета-катенина и ДНК-PKcs была
выявлена нами у некоторых пациентов, хотя эти
молекулы и не вошли в список дифференциально
экспрессирующихся белков (табл. S1, лист 1, до-
полнительный материал).

RhoA представляет собой малую ГТФазу се-
мейства Rho, которая участвует в организации ак-
тина, поляризации клеток, их развитии и контро-
ле транскрипции. Сверхэкспрессия RhoA связана
с пролиферацией и метастазированием опухоле-
вых клеток [17]. Сигнальные пути, опосредован-
ные трансформирующим фактором роста бета
(TGF-β), которые контролируют прогрессию опу-
холи, часто имеют RhoA-зависимые механизмы
[18]. RhoA является ключевым фактором в выпя-
чивании мембраны и образовании ламелей при
миграции клеток карциномы молочной железы
[19]. Экспрессия RhoA заметно выше в клетках
рака простаты по сравнению с доброкачествен-
ными клетками простаты, при этом повышенная
экспрессия RhoA связана с повышенной леталь-
ностью и агрессивной пролиферацией опухоли.
Подавление RhoA снижает жизнеспособность ре-
гулируемых андрогенами клеток и затрудняет ми-
грацию клеток рака предстательной железы [20].
RhoA также гиперактивирована в клетках рака
желудка, а ее подавление снижает их пролифера-
цию [21]. Экспрессия RhoA коррелирует с более
выраженным лимфогенным метастазированием
и инвазией при раке верхних мочевыводящих пу-
тей [22]. Снижение экспрессии RhoA также свя-
зано с повышенной чувствительностью клеточ-
ной линии рака толстой кишки HT-29 к доксору-
бицину [23]. Все эти данные указывают на то, что
RhoA обладает значительным потенциалом в ка-
честве перспективной молекулярной мишени для
противоопухолевой терапии.

Таким образом на основании данных протеом-
ного профилирования белков, характерных для
CD133-позитивных клеток, мы построили модель
предполагаемых сигнальных путей, ассоциируе-
мых с РСК колоректальной аденокарциномы. В
пользу достоверности построенной модели сви-
детельствуют данные о совместном влиянии
CD133 и Rho на топологию клеточной мембраны
[24], а также описанная в литературе роль Rho в
формировании более злокачественного феноти-
па, характерного для РСК. Ранее мы использова-
ли совместное транскриптомное и протеомное
профилирование клеточных линий с последую-
щим биоинформатическим анализом на плат-

форме geneXplain для поиска ключевого молеку-
лярного регулятора экспрессии CD133. В результате
предсказанный на эту роль транскрипционный
фактор TRIM28 был верифицирован с помощью
CRISPR-Cas9 опосредованного геномного редак-
тирования [14]. К сожалению, при использова-
нии клинических проб такой способ верифика-
ции затруднителен. Подтверждение сделанных
предположений потребует длительного накопле-
ния и анализа постгеномных данных о клиниче-
ских образцах опухолевой ткани. Несмотря на то,
что в данной работе показано, как выявленные на
уровне дифференциально экспрессирующихся бел-
ков различия между клеточными линиями и клини-
ческими образцами могут сглаживаться при восхо-
дящем биоинформатическом поиске молекуляр-
ных регуляторов, вопрос о трансляции данных,
полученных на клеточных линиях, на клиниче-
скую ситуацию остается открытым. По-видимо-
му, этот вопрос должен решаться в каждом кон-
кретном случае отдельно, в зависимости от типа
опухоли и клеточной линии.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЙ МАТЕРИАЛ
Электронная версия статьи содержит дополнитель-

ный материал, доступный безвозмездно на сайте жур-
нала: https://sciencejournals.ru/journal/biotekh/.
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Elicitation of Signaling Pathways of Colorectal Adenocarcinoma Stem Cells
A. Yu. Lupatova, # , A. M. Gisinaa, Y. S. Kima, S. E. Novikovaa, M. A. Pyatnitskiya, and K. N. Yarygina
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Abstract—Prominin-1 (CD133) is the most well-known marker of colorectal adenocarcinoma stem cells, a
subset of cancer cells within the tumor that are highly tumorigenic and are responsible for progression, recur-
rence, and metastasis. The comparative proteomic profiling data for CD133-positive and CD133-negative
cells using high-resolution Liquid Chromatography coupled to tandem Mass Spectrometry were previously
obtained on colorectal adenocarcinoma tumor samples from 5 patients and 2 cell lines. The information on
the differential expression of proteins was used for functional annotation and upstream regulator search using
the geneXplain online platform. Significant differences between cell lines and clinical samples identified at
the level of differentially expressed proteins may disappear at the level of transcription factors regulating dif-
ferential expression. The transcription factors and master regulatory molecules predicted from the analysis of
clinical samples formed the basis for a hypothetical model of the molecular mechanism of expression profile
regulation characteristic of cancer stem cells. A small GTFase RhoA was predicted as a key regulator of the
differential expression, for which there is some information about its involvement in the manifestation of
morphological and functional features of cancer stem cells.

Keywords: bioinformatics analysis, colorectal adenocarcinoma, proteomic profiling, cancer stem cells, CD133,
RhoA
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