
ОНКОЛОГИЯ •  Т.  16 •  № 4 •  2014

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

294

ВВЕДЕНИЕ
По данным Национального канцер-регистра 

Украины, заболеваемость (грубый показатель) ра-
ком тела матки (РТМ) в 2011 и 2012 гг. составила 
соответственно 31,0–29,9 и 16,7–16,1 на 100 тыс. 
женского населения. В структуре заболеваемо-
сти злокачественными новообразованиями в жен-
ской популяции Украины РТМ занимает 3-е ме-
сто (8,6%), смертности от онкопатологий — 8-е 
(5,3%) [1]. Возникновение этой злокачественной 
опухоли напрямую зависит от возраста: риск раз-
вития РТМ повышается в 2–3 раза за каждые 5 лет 
репродуктивного периода; пик частоты РТМ отме-
чают в возрасте 60–70 лет. У 78% больных выявлен-
ное заболевание соответствует I–II стадии по клас-
сификации FIGO, что объясняется особенностями 
клинической манифестации. Несмотря на усовер-
шенствование методов лечения, 5-летняя выжива-
емость больных не изменилась за последние 20 лет 
и составляет 69,7%. В связи с этим традиционное 
представление о благоприятном течении и прогно-
зе РТМ требует пересмотра, поскольку 30% пациен-
ток умирают от прогрессирования заболевания [2].

На сегодня не выявлены достоверные маркеры 
для уточненной диагностики РТМ. Например, опу-
холевый маркер СА-125 является показателем про-

гноза серозно-папиллярного РТМ и опухолей с от-
сутствием экспрессии гормональных рецепторов, 
однако неспецифичен для диагностики РТМ. В на-
стоящее время достаточно перспективными для соз-
дания диагностических тест-систем злокачествен-
ных новообразований считаются онкофетальные/ 
эмбриоспецифические антигены, что обусловлено 
их «универсальностью». Последняя связана с тем, 
что злокачественная трансформация клетки часто 
сопровождается реэкспрессией эмбриональных бел-
ков, поэтому одни и те же онкофетальные антиге-
ны могут появляться в опухолях разного гистогене-
за [3–5]. Еще одним перспективным направлением 
в разработке диагностических тест-систем может 
быть использование перекрестно-реагирующих ан-
тигенов микроорганизмов и опухолей, в частности 
антигенов B. megaterium H и B. subtilis В-7025 [6, 9].

Целью данной работы является изучение воз-
можности использования белков из ксеноген-
ных эмбриональных тканей и из микроорганизмов 
B. megaterium H и B. subtilis В-7025 для диагностики 
и мониторинга РТМ.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Из ксеногенных эмбриональных тканей (4-, 7- 

и 10-суточные куриные эмбрионы) и  фильтратов 

ПЕРЕКРЕСТНАЯ РЕАКТИВНОСТЬ 
СЫВОРОТОК КРОВИ БОЛЬНЫХ 
ПРИ ПЕРВИЧНОМ РАКЕ ТЕЛА 
МАТКИ И ЕГО РЕЦИДИВАХ 
С БЕЛКАМИ B. megaterium H
Цель: изучение возможности использования белков из ксеногенных эмб-
риональных тканей и из микроорганизмов B. megaterium H и B. subtilis 
В-7025 для диагностики и мониторинга рака тела матки (РТМ). 
Объект и методы: проведены исследования белков эмбрионов курицы 
(26 кДа), культуральной жидкости (64 кДа) и цитоплазмы (70 кДа) 
B. megaterium H, культуральной жидкости (70 кДа) B. subtilis B-7025 
в ИФА-тесте (ИФА — иммуноферментный анализ) с сыворотками 
крови животных с модельными опухолями разного гистогенеза и сыво-
ротками крови больных РТМ, фибромиомой матки и доноров. Резуль
таты: установлено, что все исследованные белки реагируют в ИФА-
тесте с сыворотками крови мышей с опухолями. Реактивность с сы-
воротками крови больных РТМ и фибромиомой матки (но не доноров) 
выявлена только для белков культуральной жидкости и цитоплазмы 
B. megaterium Н. Активность последних в тесте с сыворотками крови 
больных РТМ (как после начала лечения, так и спустя 1 год при нали-
чии рецидива) достоверно превышает таковую в анализе с сыворот-
ками крови пациенток с фибромиомой матки. Вывод: полученные ре-
зультаты обосновывают возможную перспективность использования 
созданной тест-системы для уточнения диагноза РТМ и мониторин-
га после лечения.
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культуральной жидкости B. megater ium H 
и B. subtilis В-7025, цитоплазмы и мембран указан-
ных микроорганизмов выделены и очищены белко-
вые фракции, которые в дальнейшем исследовали 
в качестве тест-антигенов. Белки получали: из ку-
риных эмбрионов — методом ЭДТА-экстракции; 
из фильтратов культуральной жидкости — мето-
дом осаждения сульфатом аммония; из цитоплаз-
мы микробных клеток — методом ультразвуковой 
дезинтеграции с дальнейшим осаждением сульфа-
том аммония; из клеточных стенок микроорганиз-
мов — используя лизирующий буфер, с дальней-
шим осаждением сульфатом аммония. Методики 
выделения детально описаны ранее [7–9]. Состав 
белковых фракций анализировали с использова-
нием SDS-электрофореза [10]; концентрацию бел-
ка в пробах определяли по методике [11]. Предва-
рительный отбор антигенов разного происхождения 
для конструирования скрининговой тест-системы 
проводили с помощью иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) [12]; доза антигенов, используемых для 
сорбции на планшетах, составляла 0,3 мг/мл. Пер-
вый этап отбора заключался в обнаружении в перечис-
ленных выше белковых фракциях антигенов, которые 
реагируют с сыворотками крови мышей с модельными 
опухолями (саркома 37, карцинома легкого Льюис). Как 
оказалось, частота положительных проб ИФА с сыво-
ротками крови мышей против антигенов гомологичных 
опухолей, белковых компонентов культуральной среды 
или цитоплазмы B. megaterium H, культуральной среды 
B. subtilis B-7025, а также эмбриональных куриных бел-
ков (7-суточные эмбрионы) практически не отличалась 
и не зависела от гистогенеза опухоли (рис. 1). На осно-
вании полученных результатов для дальнейшего иссле-
дования отобраны белки 7-суточных куриных эмбрио-
нов (молекулярная масса 26 кДа), культуральной среды 
(64 кДа) и цитоплазмы (70 кДа) B. megaterium H, культу-
ральной среды B. subtilis В-7025 (70 кДа), которые име-
ют антигены, перекрестно-реагирующие с антителами 
сывороток крови мышей с опухолями.

Отобранные белки были использованы для соз-
дания панели антигенов, которую тестировали 
в ИФА [12] с сыворотками крови 18 пациенток с ве-
рифицированным диагнозом РТМ стадии Т2–Т3N0–
N1M0 (получили лечение и находились под наблю-
дением в дальнейшем в Национальное институте 
рака МЗ Украины), 10 больных с фибромиомой мат-
ки и 10 доноров. Сыворотки крови больных РТМ ис-
следовали дважды: после установления верифициро-
ванного диагноза и через год после проведенного ле-
чения. Возраст включенных в исследование составлял 
от 37 до 76 лет (среднее значение — 56,3±8,3 года). Все 
женщины дали информированное согласие на ис-
пользование их сыворотки крови в исследователь-
ских целях.

По стандартной методике проводили внутри-
венный забор крови в дозе 5 мл; полученные образ-
цы центрифугировали при 3000 об./мин в течение 
10 мин. Препараты сохраняли при −20 °С.
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рис. 1. Частота положительных результатов ИФА сыво-
роток крови мышей с модельными опухолями против го-
мологичных опухолевых антигенов (1), белкового компо-
нента культуральной среды B. megaterium H (2), белково-
го компонента цитоплазмы B. megaterium H (3), белкового 
компонента культуральной среды B. subtilis B-7025 (4), эм-
бриональных пептидов 7-cуточного куриного эмбриона (5)

Диагностическую ценность каждого антиге-
на (положительность результатов) определяли по 
формуле: 

ДК = (ОПп/ОПд) − 0,3,
где ДК — диагностический коэффициент; ОПп — 

оптическая плотность раствора в лунках с сыворот-
кой крови пациенток с РТМ или фибромиомой мат-
ки; ОПд — оптическая плотность раствора в лунках 
с сыроваткой крови практически здоровых доноров.

Результаты ИФА считали положительными (ди-
агностически ценными) при ДК > 1,2. При постро-
ении графиков уровень реакции сыворотки крови 
доноров (или интактных животных) принимали за 0.

Чувствительность тест-ситемы для каждого 
из исследованных белков определяли по формуле:

количество положительных результатов/(общее 
количество проб в каждой группе) • 100%.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с использованием критериев Фишера — Стью-
дента и χ2.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реакция исследуемых образцов сыворотки кро-

ви 10 доноров на все используемые тест-антигены 
была оценена как отрицательная (ДК < 1,2). Раз-
ница с соответствующими показателями у боль-
ных РТМ была статистически значимой (p < 0,05) 
для белков культуральной жидкости или цитоплаз-
мы B. megaterium H. Показатели для этих же антиге-
нов, полученные при исследовании сывороток кро-
ви пациенток с фибромиомой матки, превышали та-
ковые у доноров на уровне тенденции.

Сравнение чувствительности отдельных антиге-
нов предложенной тест-системы для больных РТМ 
и фибромиомой матки (рис. 2) показало, что диа-
гностическую чувствительность имеют белки куль-
туральной жидкости B. megaterium H и цитоплазмы 
этого же микроорганизма: частота положительных 
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показателей, полученных в ИФА с образцами сыво-
ротки крови больных РТМ, была достоверно выше 
по сравнению с таковой больных фибромиомой мат-
ки. Диагностическая чувствительность антигенов 
культуральной жидкости B. subtilis В-7025 и 7-су-
точных куриных эмбрионов достоверно не отлича-
лась у больных РТМ и пациенток с фибромиомой 
матки (p > 0,05 для обоих антигенов).

Диагностическая чувствительность создан-
ной тест-системы для больных РТМ составила: 
на белковый компонент культуральной жидкости 
B. megaterium H — 80%; на белковый компонент куль-
туральной жидкости B. subtilis В-7025 — 4%; на бел-
ковый компонент цитоплазмы B. megaterium H — 
80%; на белковый компонент 7-суточных эмбрио-
нов курицы — 9%.
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рис. 2. Чувствительность сконструированной тест-
системы у больных РТМ (1) и фибромиомой матки (2). 
*p < 0,05
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рис. 3. Чувствительность сконструированной тест-
системы при наличии или отсутствии рецидива РТМ. 
*р < 0,05

Поэтому в последующих исследованиях сыворо-
ток крови пациенток с РТМ (спустя 1 год после ле-
чения) применяли тест-систему, включающую бел-
ковые компоненты только культуральной жидкости 
и цитоплазмы B. megaterium H. Анализ результатов 
использования такой тест-системы показал, что 
при возникновении рецидива РТМ исследуемые по-
казатели достоверно возрастали (р < 0,05) по срав-

нению с показателями пациенток без признаков ре-
цидивирования (рис. 3). В то же время показатели 
в обеих подгруппах были ниже, чем при первом об-
следовании пациенток (после установления диагно-
за). Полученные результаты могут свидетельство-
вать о возможности мониторинга течения заболева-
ния и использования предложенной тест-системы 
для раннего выявления рецидива РТМ.

ВЫВОДЫ
1. Охарактеризованы и отобраны в экспери-

ментальных моделях антигены микробного проис-
хождения (из культуральной среды и цитоплазмы 
B. megaterium H), реагирующие с сыворотками крови 
животных с опухолями разного гистогенеза.

2. Установлено, что реактивность отобранных 
антигенов в ИФА-тесте с сыворотками крови боль-
ных РТМ достоверно превышает таковую в тесте 
с сыворотками крови пациенток с фибромиомой 
матки и доноров.

3. Определены уровни чувствительности создан-
ной диагностической тест-системы у больных РТМ 
после установления диагноза и спустя 1 год после 
проведения лечения в зависимости от наличия/от-
сутствия рецидива заболевания.
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CROSS REACTIVITY OF SERUM 
OF PATIENTS WITH PRIMARY CORPUS 
UTERI CANCER AND ITS RELAPSES 
WITH B. megaterium H PROTEINS

A.P. Kuzmenko, G.V. Didenko, E.G. Shpak, 
A.N. Turchak, L.I. Vorobyova, G.P. Potebnya

Summary. Objective: study of possibility to use of pro-
teins from xenogenic embryonal tissues and from the mi-
croorganisms of B. megaterium H and B. subtilis B-7025 
for diagnostics and monitoring of corpus uteri cancer 
(CUC). Subject and methods: the investigations of pro-
teins of chicken embryos (26 kDa), the B. megateri-
um H culture fluid (64 kDa) and cytoplasm (70 kDa); 
B. subtilis B-7025 culture fluid (70 kDa) were carried 
out using ELISA analysis using blood serum of ani-
mals with model tumors of different histogenesis, blood 
serum of patients with CUC, uteri fibromyoma and do-
nors. Results: it is set that all investigated proteins cross 
reacts in an ELISA-test with the serum of tumors-be-
aring mise. Reactivity of the serum of patients with 
CUC and patients with a uterus fibromyoma (but not 

donors) was detected only for the fluid culture proteins 
and cytoplasm of B. megaterium H. The activity of lat-
ter in a test with the blood serum of patients with CUC 
(both after the beginning of treatment and after 1 year 
of relapse) for certain exceeds such in a test with the se-
rum of patients with a uterus fibromyoma. Conclusion: 
the obtained results substantiate the possible prospects 
of  using the ge nerated test systems for diagnosis of CUC 
and moni toring after treatment.

key words: corpus uteri cancer, xenogeneic 
embryonal antigens, antigens of microorganisms, 
ELISA assay, diagnosis, monitoring of disease.
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