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Введение. Терапия мультиформной глиобластомы остается малоэффективной из-за быстроразвивающихся реци-
дивов опухоли, обусловленных высоким туморогенным потенциалом, резистентностью к химиолучевой терапии 
и повышенной диссеминацией стволовых клеток глиобластомы. Актуальной становится идентификация потенци-
альных терапевтических мишеней, позволяющих более эффективно уничтожать данные клетки. в связи с этим 
большое значение приобретает изучение ферроптоза (фп), способного вызывать гибель опухолевых клеток с вы-
сокозлокачественным фенотипом. Однако фп и его регуляторные пути в стволовых клетках глиобластомы до конца 
не изучены. в настоящее время также не ясно, чем отличается фп в стволовых и дифференцированных клетках 
глиобластомы.
Цель исследования – методом протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения изучить экспрессию детер-
минант сигнального каскада фп в CD133+-стволовых и CD133–-дифференцированных клетках глиобластомы.
Материалы и методы. использовались протеомная масс-спектрометрия высокого разрешения и клеточные техно-
логии.
Результаты. в целом идентифицированы 1970 белков, 15 из которых связаны с фп и присутствуют в обеих популя-
циях клеток. Обнаружена положительная регуляция 12 детерминант фп (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, 
PCBP1, SLC3A2, TFRC, VDAC1, VDAC2) в CD133+-стволовых клетках глиобластомы по сравнению с CD133 – -дифферен-
цированными клетками глиобластомы, 10 из которых имели повышенную более чем в 2 раза экспрессию.
Заключение. Установлены важные закономерности в экспрессии детерминант фп и протеинов, контролирующих 
этот процесс в стволовых клетках глиобластомы, которые могут использоваться при разработке новых подходов 
к обнаружению потенциальных мишеней для терапии мультиформной глиобластомы.

Ключевые слова: стволовые клетки глиобластомы, ферроптоз, мультиформная глиобластома, протеом, масс-спек-
трометрия
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Introduction. 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 gli-
oma stem cells. The identification of potential therapeutic targets, which make it possible to more effectively destroy glioma 
stem cells, becomes topical. In this regard, the study of ferroptosis (FP), which can cause the death of tumor cells with a highly 
malignant phenotype, is of great importance. However, FP and its regulatory pathways in the GSC are not fully understood.  
At present, it is also not clear how FP differs for glioma stem cells and glioblastoma differentiated cells.
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Aim. To study the expression of ferroptosis signaling cascade determinants in CD133+ glioma stem cells and CD133– glio-
blastoma differentiated cells using high resolution proteomic mass spectrometry.
Materials and methods. High-resolution proteomic mass spectrometry, cell technologies.
Results. In total, 1970 proteins were identified, 15 of which are associated with ferroptosis and are present in both cell 
populations. Upregulation of 12 FP determinants (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, PCBP1, SLC3A2, TFRC, 
VDAC1, VDAC2) was found in CD133+ glioblastoma stem cells compared to CD133– differential glioblastoma cells, 10 of which 
were more than 2-fold overexpressed.
Conclusion. Important regularities have been established in the expression of ferroptosis determinants and proteins 
controlling this process in glioma stem cells, which can be used in the development of new approaches to the detection 
of potential targets for the therapy of glioblastoma multiforme.
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ВВЕдЕНИЕ
Несмотря на прогресс, достигнутый в терапии ра-

ка, лечение мультиформной глиобластомы (МГБ) 
остается малоэффективным из-за быстроразвива-
ющихся рецидивов опухоли [1]. При выполнении 
стандартного протокола комплексной терапии МГБ 
медиана выживаемости больных составляет 12–15 мес. 
Отчасти это объясняется тем, что МГБ имеет высокую 
степень внутриопухолевой гетерогенности как на кле-
точном, так и на генетическом уровне, что является 
препятствием для преодоления резистентности к ле-
чению. Клетки МГБ, выходящие из первичной опухо-
ли, быстро проникают в нормальную паренхиму го-
ловного мозга, образуя рецидивы. Такие инвазивные 
клетки относительно устойчивы к радио- и химиотера-
пии [2], что еще более усложняет лечение этого забо-
левания.

В значительной степени инвазивность и рези-
стентность МГБ к генотоксической терапии связыва-
ют с субпопуляцией стволовых клеток глиобластомы 
(СКГ) [3], способных самообновляться, инициировать 
и поддерживать рост опухоли, образуя рецидив [4]. 
Идентификация СКГ изначально основывалась 
на способности клеток МГБ экспрессировать CD133 – 
белок клеточной поверхности [5]. Однако CD133 
не является уникальным маркером СКГ. Исследова-
ния выявили дополнительные маркеры – CD15, A2B5, 
Notch1, CD44, EZH2, STAT3 и другие, – которые мо-
гут обеспечить повышенную специфичность СКГ 
в сочетании с CD133 [5]. Стволовые клетки глиобла-
стомы представляют значительную клиническую про-
блему и создают трудности для успешной терапии 
МГБ. Актуальной становится идентификация потен-
циальных терапевтических мишеней, позволяющих 
более эффективно уничтожать СКГ. В связи с этим 
большое значение приобретает изучение ферроптоза 
(ФП), способного вызывать запрограммированную 
гибель опухолевых клеток с высокозлокачественным 
фенотипом.

Ферроптоз морфологически, биохимически и ге-
нетически отличается от других форм гибели клеток, 

включая апоптоз, некроз и аутофагию, и является же-
лезозависимым процессом [6, 7]. Именно по этой при-
чине ФП получил свое название как отдельная форма 
гибели клеток. Активные формы кислорода (АФК) 
играют ведущую роль в запуске ФП и образуются в хо-
де реакции Фентона, а не при работе митохондриаль-
ной электрон-транспортной цепи [8]. Активные фор-
мы кислорода вызывают окисление практически 
любого вещества клетки, включая генетический аппа-
рат, белки и липиды [9]. В последние годы достигнут 
значительный прогресс в понимании молекулярных 
механизмов ФП. Однако ФП и его регуляторные пути 
в СКГ до конца не изучены. В настоящее время также 
не ясно, чем отличается ФП в СКГ и дифференциро-
ванных клетках глиобластомы (ДКГ).

В настоящем исследовании впервые проведен про-
теомный анализ лизатов CD133+- и CD133 – -клеток, 
полученных из глиомасфер линии клеток U87MG, 
для сравнения протеомов СКГ и ДКГ. Основное вни-
мание уделялось дифференциально экспрессирован-
ным белкам ФП, играющего важную роль в гибели 
опухолевых клеток. Методом панорамной нано-высо-
коэффективной жидкостной хроматографии – тан-
демной масс-спектрометрии (нано-ВЭЖХ-МС / МС) 
в целом идентифицированы 1970 белков, 15 из кото-
рых связаны с ФП и присутствуют в обеих популяци-
ях клеток. Обнаружена положительная регуляция 
12 детерминант ФП (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, 
FTL, GPX1, GPX4, PCBP1, SLC3A2, TFRC, VDAC1, 
VDAC2) в CD133+-СКГ по сравнению с CD133 – -ДКГ. 
Полученные данные и выявленные закономерности, 
на наш взгляд, указывают на возможность таргети-
рования сигнального каскада ФП в CD133+-СКГ, что 
может использоваться при разработке новых тера-
певтических схем лечения мультиформной глиоблас-
томы.

Цель исследования – методом протеомной масс-
спектрометрии высокого разрешения изучить экс-
прессию детерминант сигнального каскада ФП 
в CD133+-стволовых и CD133–-дифференцированных 
клетках глиобластомы.
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МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Клеточные культуры. Для получения глиомасфер 

использовали клетки МГБ человека линии U87MG 
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, США), 
как описано ранее [10]. CD133+-СКГ выделяли мето-
дом иммуносортинга, используя магнитные шарики 
с иммобилизованными на них антителами к CD133 
(CD133 MicroBeadKit, Miltenyi Biotec, Германия) в со-
ответствии с рекомендациями производителя, тогда 
как CD133 – ДКГ свободно проходили через колонку 
[10]. Чистоту CD133+-СКГ оценивали методом проточ-
ной цитометрии с CD133-антителами (5–10 мкг / мл, 
MiltenyiBiotec, Германия); она превышала 90 % [10].

Приготовление образцов для масс-спектрометрии. 
Образцы клеток глиомасфер (CD133+- и CD133– -клет-
ки) криоконсервировали в фосфатном буферном рас-
творе при температуре –80 °C до использования. По-
сле оттаивания клетки лизировали и подвергали 
ультрафильтрации для удаления низкомолекулярных 
соединений [10]. После ферментативного расщепле-
ния образцы концентрировали при температуре 30 °С 
в центрифужном концентраторе LabconcoCentriVap 
(Labconco Corporation, США), растворяли в мобиль-
ной фазе (30 % ацетонитрила, 70 % воды и 0,1 % му-
равьиной кислоты, рН 2,7) и разделяли на 24 фракции 
[10]. Фракции упаривали досуха при 30 °C в центри-
фужном концентраторе Labconco CentriVap (Labconco 
Corporation, США) и повторно растворяли в 100 мкл 
0,1 % муравьиной кислоты для масс-спектрометриче-
ского анализа.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ трипти-
ческих пептидов проводили с использованием нано-
ВЭЖХ-Dionex Ultimate 3000 и масс-спектрометра LTQ 
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific Inc., США) 
с источником ионизации NanoSpray [10]. Масс-спек-
трометрические данные обрабатывали с помощью 
программ MaxQuant 1.6.17.0 (Biochemistry Computa-
tional Systems, Biochemistry Max Planck, Martinsried, 
Германия) и Perseus 1.6.0.7 (Max Planck Institute of Bio-
chemistry, Германия).

Биоинформатический анализ. Биоинформатиче-
ский анализ проводили c использованием программы 
DAVID (Database for Annotation, Visualization and In-
tegrated Discovery; https://david.ncifcrf.gov), а также 
 открытой базы данных PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov / 
 pubmed). Белок-белковые взаимодействия анали-
зировали с помощью базы данных Search Tool for  
the Retrieval of Interacting Genes / Proteins v11.0 
(STRING) (https://string-db.org), предназначенной для 
сбора, оценки и интегрирования всех общедоступ-
ных источников информации о белок-белковых вза-
имодействиях, а также для дополнения их расчет-
ными прогнозами. Ее цель – создать комплексную 
и объективную глобальную сеть, включающую как 
прямые (физические), так и косвенные (функцио-
нальные) взаимодействия. В связи с этим по умол-
чанию в базе данных STRING для оценки комби-

нированного взаимодействия принята средняя 
до стоверность >0,4.

РЕзУЛьТаТы
Для изучения биологических процессов и сигналь-

ных путей, отличающих CD133+-СКГ и CD133 – -ДКГ, 
проводили сравнительный протеомный анализ лиза-
тов этих клеток. Мы использовали label-free количе-
ственный нано-ВЭЖХ-МС / МС-метод для панорам-
ного картирования протеомов 2 типов образцов 
(в триплетах). Анализ триптических пептидов с по-
мощью программного обеспечения MaxQuant иденти-
фицировал в целом 1970 белков при сопоставлении 
47 331 МС / МС-спектра с пептидными последователь-
ностями в базе данных Swiss-Prot_human с ложным 
уровнем обнаружения (false discovery rate, FDR) 1 % 
для тройных повторов 2 видов образцов.

Программа Perseus идентифицировала следующее 
количество белков в лизатах клеточных линий: CD133+- 
СКГ – 1873 белка по 9044 пептидам (7867 уникальных 
пептидов); CD133 – -ДКГ – 1732 белка по 8739 пепти-
дам (7562 уникальных пептида). Из них 89 % белков 
идентифицировали по совпадению 2 и более пептидов 
и 11 % – по совпадению 1 пептида. Процент сиквенс-
покрытия исследуемых белков изменялся от 0,2 до 
77,0 %. Коэффициент корреляции Пирсона между 
образцами CD133+-СКГ и CD133 – -ДКГ варьировал 
от 0,74 до 0,93.

Идентифицированные протеины показали высо-
кий процент перекрытия для 2 клеточных популяций: 
1635 (83 % из 1970 белков) белков обнаружили в обеих 
клеточных линиях, 238 (12 %) – только в CD133+-СКГ, 
а 97 (5 %) – только в CD133 – -ДКГ. Из 1635 протеинов, 
присутствующих в обеих клеточных линиях, статисти-
чески значимые изменения (p <0,05) экспрессии 
с кратностью >2 или <0,5 имели 595 протеинов и от-
носились к дифференциально экспрессированным 
белкам. Использование 1 в качестве порогового лога-
рифмического соотношения показало, что в CD133+-
СКГ экспрессия 358 белков была выше, а экспрессия 
237 белков – ниже по сравнению с CD133 – -ДКГ.

Учитывая важную роль ФП в программируемой 
гибели опухолевых клеток, мы изучили экспрессию 
белков, связанных с этим сигнальным каскадом. В ре-
зультате протеомного анализа идентифицированы 
15 детерминант ФП. Как видно из данных, представ-
ленных в таблице, повышенную экспрессию наблю-
дали у 12 протеинов (p <0,05) – ACSL1 (ацил-КоА-
синтетаза 1), ACSL3 (ацил-КоА-синтетаза 3), COPZ1 
(коатомер субъединица дзета-1), FTH1 (тяжелая цепь 
ферритина 1), FTL (легкая цепь ферритина), GPX1 
(глутатионпероксидаза 1), GPX4 (глутатионперокси-
даза 4), PCBP1 (поли (rC) – связывающий протеин), 
SLC3A2 (тяжелая цепь антигена клеточной поверх-
ности 4F2, TFRC (рецептор трансферрина), VDAC1 
(потенциал-зависимый анионный канал 1), VDAC2 
(потенциал-зависимый анионный канал 2), – из них 

https://string-db.org
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10 дифференциально экспрессированных белков име-
ли повышенную экспрессию (более чем в 2 раза) 
в CD133+-СКГ по сравнению с CD133 – -ДКГ. Досто-
верно не изменяли экспрессию 3 протеина (ACSL4, 
GPX8, VDAC3). Согласно данным, представленным 
в таблице, в СКГ наблюдались значительные измене-
ния в экспрессии детерминант ФП по сравнению 
с ДКГ. Дисрегуляция касалась как белков, участву-
ющих в ФП 1-го (SLC3A2) и 2-го (GPX1, GPX4, VDAC1, 
VDAC2) типов, так и регуляторных протеинов (ACSL1, 
ACSL3, COPZ1). Существенные различия в протеомах 
2 популяций опухолевых клеток наблюдались и для 
белков, участвующих в метаболизме железа (FTH1, 
FTL, PCBP1, TFRC).

ОбСУждЕНИЕ
В последнее время отмечается повышенный инте-

рес к новым видам программируемой клеточной 

гибели: некроптозу, ФП и пироптозу. В настоящей ра-
боте основное внимание уделяется ФП, играющему 
важную роль в процессах гибели опухолевых клеток. 
Согласно последним исследованиям патогенез глиом 
связан со снижением ФП в опухолевых клетках, 
что ускоряет пролиферацию и метастазирование глиом 
[11], способствует злокачественной трансформации 
и процессам ангиогенеза в глиомах [12]. Сообщается, 
что темозоломид, широко применяемый при терапии 
глиом, убивает опухолевые клетки и СКГ несколькими 
способами, включая ФП, и его эффективность можно 
повысить, индуцируя этот процесс [13]. Кроме того, 
маркеры ФП могут использоваться для прогнозирова-
ния выживаемости больных глиомами [14]. Учитывая 
важность ФП в онкогенезе, запущена база данных 
FerrDB по обзору регуляторов и маркеров ФП [15].

В данном исследовании впервые выполнен 
сравнительный протеомный анализ CD133+-СКГ 

Детерминанты сигнального каскада ферроптоза, экспрессия которых различается (p <0,05) в CD133+-стволовых и CD133–-дифференцирован-
ных клетках глиобластомы

Determinants of the signaling cascade of ferroptosis, the expression of which differs (p <0.05) between CD133+ stem and CD133– differentiated glioblastoma 
cells

Индекс гена 
Gene index

Название белка 
Protein name

Число идентифицированных 
пептидов 

Number of identified peptides

CD133+-СКГ / CD133–-ДКГ 
CD133+-GSC / CD133–-GDC

ACSL1 Ацил-КоА-синтетаза 1 
Acyl-CoA synthetase long chain family member 1

2 25,6

ACSL3 Ацил-КоА-синтетаза 3 
Acyl-CoA synthetase long chain family member 3

4 3,4

COPZ1 Коатомер субъединица дзета-1 
Coatomer subunit zeta-1

1 2,2

FTH1 Тяжелая цепь ферритина 1 
Ferritin heavy chain 1

6 2,1

FTL Легкая цепь ферритина 
Ferritin light chain

4 19,3

GPX1 Глутатионпероксидаза 1 
Glutathione peroxidase 1

4 2,2

GPX4 Глутатионпероксидаза 4 
Glutathione peroxidase 4

1 3,1

PCBP1 Поли (rC) – связывающий протеин 
Poly (rC) binding protein 1

6 1,8

SLC3A2
Тяжелая цепь антигена клеточной поверхно-

сти 4F2 
4F2 cell-surface antigen heavy chain

3 4,3

TFRC Рецептор трансферрина 
Transferrin receptor

5 2,0

VDAC1 Потенциал-зависимый анионный канал 1 
Voltage dependent anion channel 1

8 1,8

VDAC2 Потенциал-зависимый анионный канал 2 
Voltage dependent anion channel 2

6 2,5

Примечание. СКГ – стволовые клетки глиобластомы; ДКГ – дифференцированные клетки глиобастомы. 
Note. GSC – glioblastoma stem cells; GDС – differentiated gliobastoma cells.
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и CD133–-ДКГ. Мы идентифицировали 1970 белков, 
из которых к детерминантам сигнального каскада ФП 
относились 15 белков. Как видно из данных, представ-
ленных в таб лице, положительную регуляцию 
в CD133+-СКГ наблюдали у 12 протеинов, 10 из кото-
рых (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, 
SLC3A2, TFRC, VDAC2) имели повышенную более чем 
в 2 раза экспрессию. Интерактомное картирование 
с использованием базы данных STRING выполняли 
для 15 идентифицированных детерминантов ФП, чтобы 
установить их ассоциированных партнеров в сети бе-
лок-белковых взаимодействий. Согласно результатам 
функциональной ассоциации между белками ФП, 
представленным на рисунке, большинство из них тес-
но связаны друг с другом через скоординированную 
интерактивную сеть.

В регуляции метаболизма железа и редокс-дисба-
ланса при ФП участвуют митохондрии, эндоплазма-
тический ретикулум, аппарат Гольджи и лизосомы, 
что указывает на комплексную сигнальную сеть, 
контролирующую и обусловливающую ФП. Как отме-
чалось ранее, в основе ФП лежит реакция Фентона:

Fe2+ + H
2
O

2
 → Fe3+ + OH– + •OH.

В результате этой реакции избыток железа, не свя-
завшийся с ферритином или ферропортином, генери-
рует гидроксил-радикалы [6, 8]. В настоящее время 

считается, что характерной особенностью ФП является 
железозависимое перекисное окисление липидов (ПОЛ), 
повреждающее плазматическую мембрану и мембраны 
внутриклеточных органелл клетки. Основной мише-
нью гидроксил-радикала являются полиненасыщен-
ные жирные кислоты, входящие в состав фосфолипи-
дов биомембран [16]. Синглетный кислород также 
участвует в ПОЛ, образуя гидропероксиды липидов из 
холестерина и этерифицированных липидов [17].

Семейство длинноцепочечных ацил-КоА-синтетаз 
(ACSL) играет важную роль в ФП и включает 5 изо-
форм – ACSL1 и ACSL3–6, – имеющих различные 
внутриклеточные локализации и субстратную специ-
фичность. Протеомный анализ идентифицировал 
ACSL1, ACSL3 и ACSL4. Уровни ACSL1 и ACSL3 были 
увеличены в СКГ по сравнению с ДКГ в 25,6 и 3,4 ра-
за соответственно (см. таблицу), тогда как экспрессия 
ACSL4 достоверно не изменялась. Все изоформы ACSL 
относились к детерминантам ФП, однако их роль 
в этом процессе и канцерогенезе в целом пока изучена 
недостаточно. ACSL1 и ACSL3 высоко экспрессиро-
ваны при некоторых видах рака и коррелируют с плохим 
прогнозом. Ацил-КоА-синтетаза 1 участвует в опо-
средованном ФНО-α (фактором некроза опухоли α) 
провоспалительном фенотипе клеток и в основном 
способствует прогрессированию рака [18]. Гипер-
экспрессия ACSL3 вызывала абсорбцию олеиновой 
кислоты и повышала резистентность опухолевых кле-
ток к окислительному стрессу. Олеиновая кислота за-
щищала клетки меланомы от ФП ACSL3-зависимым 
образом и способствовала отдаленному метастазиро-
ванию [19].

Недавние исследования показали, что уровни бел-
ка ACSL4 снижены в тканях и клетках глиомы челове-
ка, что указывает на его связь с ФП и пролиферацией 
клеток глиомы [20, 21]. Индукторы ФП увеличивают 
экспрессию ACSL4, усиливают выработку ω-6 поли-
ненасыщенных жирных кислот и активируют ФП [22].

Таким образом, учитывая особенности экспрессии 
трех детерминант ФП – ACSL1, ACSL3 и ACSL4 – 
в СКГ и ДКГ, можно сделать вывод о том, что они име-
ют перспективу стать новыми терапевтическими ми-
шенями для СКГ.

При исследовании ФП были открыты как его индук-
торы (эрастин, RSL3, RSL5), так и ингибиторы (хелато-
ры железа, витамин Е) [23]. Ферроптоз по морфологи-
ческим, биохимическим и генетическим особенностям 
отличается от апоптоза, аутофагии и программируемого 
некроза. Для ФП характерны такие морфологические 
изменения, как сжатие клетки и сокращение размеров 
митохондрий, уменьшение и даже исчезновение мито-
хондриальных крист. Наблюдается также повышение 
плотности внутренних мембран митохондрий, однако 
клеточное ядро остается интактным и лишено сверты-
вания хроматина, в отличие от апоптоза [24].

Регулируемая гибель клетки по типу ФП индуци-
руется препаратами, снижающими уровень глутатиона 

Белок-белковые взаимодействия 15 идентифицированных детерми-
нант сигнального каскада ферроптоза, полученные с помощью веб-сай-
та STRING
Protein-protein interactions of 15 identified determinants of the ferroptosis 
signaling cascade, obtained from the STRING website
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(GSH) в клетке или активность глутатион-пероксидаз 
(GPx) [25]. Помимо каталазы и супероксиддисмутазы, 
GPx представляют собой 1-ю линию защиты клеток 
от окислительного стресса, регулируя клеточный ре-
докс-баланс [26]. Глутатионпероксидаза катализирует 
восстановление перекисей липидов в соответству-
ющие спирты и пероксида водорода в воду [27]. Оба 
класса индукторов ФП ведут к аккумулированию 
в клетках АФК и продуктов ПОЛ биомембран.

Ингибирование системы xCT-Cys / Glu или умень-
шение синтеза GSH инициирует ФП 1-го типа в рако-
вых клетках [28]. С помощью системы xCT (цистин-
глутамат антипортер) внутриклеточный глутамат 
выводится, а внеклеточный цистин транспортируется 
в клетку и участвует в синтезе GSH, который необхо-
дим для оптимальной активности глутатион-перокси-
дазы 4 (GPX4) – ключевого регулятора ФП. К настоя-
щему моменту установлено, что транспортер является 
гетеродимером и состоит из субъединиц легкой 
(SLC7A11) и тяжелой (SLC3A2) цепи [29]. Экспрессия 
системы хСТ часто активируется в раковых клетках, 
включая клетки глиобластомы, и ее экспрессия кор-
релирует с ростом опухоли и плохими показателями 
выживаемости [30]. Как видно из данных, представ-
ленных в таблице, экспрессия субъединицы SLC3A2 
увеличена в СКГ в 4,3 раза по сравнению с ДКГ, что 
указывает на важность внутриклеточного транс порта 
цистина для предотвращения окислительного стресса 
и гибели СКГ. Однако то, как активность xCT регули-
руется в раковых клетках, до конца не изучено.

Прямое ингибирование GPX4 приводит к разви-
тию ФП 2-го типа. Глутатион-пероксидазы – семей-
ство 8 ферментов, защищающих организм от повре-
ждения АФК [31]. Глутатион-пероксидаза 4 считается 
основным поглотителем гидроперекисей фосфолипи-
дов или холестерина, в том числе включенных в липо-
протеины или биомембраны [32]. Она катализирует 
восстановление гидроперекисей липидов в соответст-
вующие спирты, используя GSH как кофактор, и явля-
ется главным внутриклеточным ингибитором ФП. От-
мечен более высокий уровень GPX4 в тканях и клетках 
глиомы человека по сравнению со здоровой тканью 
и глиальными клетками, что указывает на снижение 
ФП при глиоме как in vivo, так и in vitro. Нокдаун GPX4 
ингибирует пролиферацию и миграцию клеток глио-
мы, а сайленсинг GPX4 гена может индуцировать 
апоптоз [22]. Таким образом, GPX4 можно рассматри-
вать как новый прогностический фактор при глиоме, 
который тесно коррелирует с пролиферацией, мигра-
цией и апоптозом опухолевых клеток [33].

При сравнительном анализе протеомов CD133+-СКГ 
и CD133 – -ДКГ идентифицированы 3 типа GPx: GPX1, 
GPX4 и GPX8.

По данным, представленным в таблице, экспрес-
сия GPX4 в CD133+-СКГ больше в 3 раза по сравне-
нию с CD133 –-ДКГ, а GPX1 – примерно в 2 раза, тог-
да как экспрессия GPX8 достоверно не изменялась. 

Повышенная экспрессия GPX1 и GPX4 делает СКГ 
более устойчивыми к ФП, чем ДКГ, и позволяет рас-
сматривать эти детерминанты ФП в качестве потен-
циальных терапевтических мишеней для СКГ.

В настоящее время установлено, что потенциал-
зависимые анионные каналы (voltage-dependent anion 
channels, VDAC) ответственны за поступление ио-
нов и небольших молекул из цитоплазмы в межмем-
бранное пространство митохондрий [34]. Регуляция 
 активности этих каналов служит тем механизмом, 
который изменяет обмен метаболитами между мито-
хондриями и цитоплазмой. Анализ протеомов СКГ 
и ДКЛ идентифицировал 3 протеина этого семейства: 
VDAC1, VDAC2 и VDAC3. По ранее полученным дан-
ным, VDAC1 определен как многофункциональный 
белок и является динамическим регулятором гло-
бальных митохондриальных функций [35], а также 
участвует в апоптозе [36]. Роль VDAC1 в ФП до кон-
ца не установлена. VDAC1 гиперэкспрессируется при 
многих типах рака [35], в том числе при МГБ [37]. 
Связывание VDAC1 с гексокиназой (HKI и HK-II) 
регулирует гликолиз [38], а также, по-видимому, за-
щищает опухолевые клетки от гибели [39]. Как видно из 
данных, представленных в таблице, экспрессия VDAC1 
в СКГ повышена в 1,8 раза по сравнению с ДКГ. По 
нашим данным, увеличение экспрессии в 3,1 раза 
наблюдалось  также и для HK1 в СКГ по сравнению 
с ДКГ.

Эрастин индуцирует ФП, непосредственно связы-
ваясь с VDAC2 / 3, изменяя проницаемость внешней 
митохондриальной мембраны и тем самым снижая 
уровень окисления никотинамидадениндинуклеотида 
(НАДН) [40]. Однако механизм, с помощью которого 
эрастин вызывает специфическое подавление VDAC2 / 3, 
до конца не изучен.

По данным нашего протеомного анализа, повы-
шенная экспрессия (выше в 2,5 раза) в СКГ наблюда-
лась в VDAC2, тогда как уровень VDAC3 достоверно 
не изменялся. Следует отметить, что сверхэкспрессия 
VDAC2 или VDAC3 по отдельности не влияла на эра-
стин-индуцированный ФП, но VDAC2 и VDAC3 вме-
сте способствовали его возникновению [40].

Как уже отмечалось, ФП тесно связан с метабо-
лизмом железа и ПОЛ. Наши исследования показали 
значительные изменения метаболизма железа в СКГ 
по сравнению с ДКГ. Согласно данным, представлен-
ным в таблице, дисрегуляция наблюдалась у рецепто-
ра трансферрина (transferrin receptor protein, TFRC), 
FTH1, FTL. Из-за важной роли железа в клеточных про-
цессах его уровни жестко контролируются с помощью 
сети белков, регулирующих его поглощение, хранение, 
рециркуляцию и утилизацию как на системном, так 
и на клеточном уровне [41]. Железо представлено в клет-
ках в 2 формах: Fe (II) и Fe (III). Двухвалентное железо 
участвует в переносе электронов и обладает высокой 
растворимостью, Fe (II) – содержащие белки всегда слу-
жат кофакторами и катализаторами, участвующими 
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в различных окислительно-восстановительных реак-
циях, тогда как запасается и транспортируется железо 
в стабильной форме Fe (III). Железо может быть ток-
сичным для клеток, и при избытке его атомы способны 
отдавать электроны O

2
 и H

2
O

2 
для генерации суперок-

сидного анион-радикала и гидроксильного радикала, 
повреждающих клетки [42]. Однако исследования по-
казали, что избыток АФК, генерируемых железом, 
может способствовать опухолевой прогрессии [43, 44], 
в то время как железозависимое накопление АФК вы-
зывает ФП. Для объяснения этого противоречия была 
выдвинута гипотеза, что в раковой клетке редокс-сиг-
налы железа и тиола поддерживают баланс, помогая 
клетке избежать ФП [45].

Внутриклеточное поступление железа осуществ-
ляется в основном эндоцитозом комплекса трансфер-
рина с Fe (III), связанного с высокоаффинным TFR1 
на клеточной поверхности и последующим высвобо-
ждением железа в цитоплазму [46]. Рецептор транс-
феррина 1 высоко экспрессируется при многих видах 
рака, включая глиому, и участвует в росте опухоли, 
что указывает на повышенную потребность в железе 
раковых клеток [47]. По нашим данным (см. таблицу), 
экспрессия TFRC в СКГ была даже выше в 2 раза, 
чем в ДКГ. Тем не менее остается неясным, как желе-
зо управляет опухолеспецифическими сигнальными 
каскадами и / или предпочтительно ли железо исполь-
зуется отдельными клетками в гетерогенной популя-
ции опухоли, такой как глиобластома.

После попадания в клетку железо в виде Fe (III) свя-
зывается с ферритином, выполняющим роль основного 
внутриклеточного депо железа. Ферритин представляет 
собой гетерополимер, образованный субъединицами 
FTH1 и FTL. Высвобождение железа из ферритина жест-
ко контролируется [48]. Клиническое значение ферри-
тина для опухолевого роста продемонстрировано при не-
которых видах рака. Ферритин участвует в онкогенезе, 
действуя как аутокринный фактор роста [49]. Таргетиро-
вание ферритина повышает чувствительность клеток 
глиомы к химиотерапии [50]. По мнению D. L. Schonberg 
и соавт., изменение доступности железа в СКГ устраня-
ет драйверы фенотипа стволовых клеток, а ферритин 
представляет собой важную мишень для уничтожения 
зависимых от железа СКГ [51]. Результаты нашего ис-
следования подтверждают увеличение уровня феритина 
в СКГ. Согласно данным, представленным в таблице, 
экспрессия FTH1 и FTL повышена в CD133+-СКГ 
по сравнению с CD133–-ДКГ в 2,1 и 19,3 раза соответ-
ственно. Эти результаты показывают, что накопление 
железа имеет решающее значение для образования опу-
холей. Не связанный с ферритином избыток некон-
тролируемого железа, вероятно, блокирует шаги, необ-
ходимые для размножения СКГ, и создает среду, 
благоприятную для формирования опухолей [51].

Ранее показано, что PCBP1 [52] и COPZ1 [53] участ-
вуют в ФП. Поли (rC) – связывающий протеин 1 подав-
ляет аутофагию, важную для ФП, и является основным 
шапероном железа, облегчающим его загрузку в ферри-
тины. Супрессия PCBP1 активирует синтез липидов 
и изменение клеточного липидного состава, создающее 
благоприятные условия для ПОЛ и ФП в раковых клет-
ках [54]. Белок COPZ1 регулирует внутриклеточный 
транспорт, созревание эндосом, липидный гомеостаз, 
аутофагию [55] и связан с метаболизмом железа через 
регуляцию уровня трансферрина [56]. Уровни COPZ1 
значительно повышены при МГБ по сравнению с не-
опухолевыми образцами ткани головного мозга. Нок-
даун COPZ1 приводил к деградации ферритина и после-
дующему увеличению внутриклеточного уровня Fe (II) 
и в конечном счете к ФП [57]. По нашим данным (см. таб-
лицу), экспрессия PCBP1 увеличена в СКГ в 1,8 раза, 
а COPZ1 – в 2,2 раза по сравнению с ДКГ. Таким обра-
зом, супрессия PCBP1 и COPZ1 является перспектив-
ным подходом к стимулированию ФП в СКГ.

Основываясь на полученных результатах, можно 
сделать вывод о том, что метаболизм железа и ПОЛ 
являются центральными медиаторами ФП как в СКГ, 
так и в ДКГ, индукция которого находится в прямой 
зависимости от пула GSH – эндогенного антиоксидан-
та клетки. Представленные данные показывают, что 
сигнальный каскад ФП менее активен в CD133+-СКГ 
по сравнению с CD133–-ДКГ. Этот феномен имеет 
большое значение для более эффективного уничтоже-
ния СКГ при использовании терапевтических схем, 
содержащих индукторы ФП.

заКЛючЕНИЕ
Методом протеомной масс-спектрометрии высо-

кого разрешения проведено сравнительное картиро-
вание протеомов CD133+-СКГ и CD133 – -ДКГ. Основ-
ное внимание уделялось изучению сигнального 
каскада ФП, играющего важную роль в программиру-
емой клеточной гибели. Из 1970 идентифицированных 
белков 15 являлись детерминантами сигнального кас-
када ФП. В СКГ по сравнению с ДКГ обнаружена по-
ложительная регуляция 12 протеинов ФП, 10 из кото-
рых (ACSL1, ACSL3, COPZ1, FTH1, FTL, GPX1, GPX4, 
SLC3A2, TFRC, VDAC2) имели повышенную более 
чем в 2 раза экспрессию и могут рассматриваться в ка-
честве потенциальных терапевтических мишеней для 
СКГ. Отмечена дисрегуляция в уровнях белков ФП 
1-го и 2-го типов, регуляторных протеинов и белков, 
участвующих в метаболизме железа. Согласно пред-
ставленным данным сигнальный каскад ФП менее 
активен в CD133+-СКГ по сравнению с CD133 – -ДКГ, 
что имеет важное значение для более эффективного 
уничтожения СКГ при использовании терапевтиче-
ских схем, содержащих индукторы ФП.
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