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Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ðàçðàáîòêà è êëèíè÷åñêàÿ 
àïðîáàöèÿ íîâîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ ìîíèòîðèíãà îïóõîëåâîãî ïðîöåññà 
òîëñòîãî êèøå÷íèêà ó áîëüíûõ. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ñûâîðîòîê êðîâè æèâîòíûõ ñ ñàðêîìîé 37 è êàðöèíîìîé ëåãêîãî 
Ëüþèñ, ñûâîðîòîê êðîâè áîëüíûõ êîëîðåêòàëüíûì ðàêîì, àäåíîìàòîç-
íûìè ïîëèïàìè òîëñòîãî êèøå÷íèêà è çäîðîâûõ äîíîðîâ. Èñïîëüçîâàíû 
ìåòîäû ýêñïåðèìåíòàëüíîé îíêîëîãèè, èììóíîëîãèè (èììóíîôåð-
ìåíòíûé àíàëèç — ÈÔÀ) è ìåòîäû ñòàòèñòè÷åñêîãî àíàëèçà. Îòîáðàíû 
è îõàðàêòåðèçîâàíû áåëêîâûå êîìïîíåíòû êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè 
è öèòîïëàçìû B. megaterium H, áåëêîâûå êîìïîíåíòû êóëüòóðàëüíîé æèä-
êîñòè B. subtilis Â-7025 è ýìáðèîíàëüíûå ïåïòèäû êóðèöû, ðåàãèðóþùèå 
â ÈÔÀ-òåñòå ñ àíòèòåëàìè ñûâîðîòêè êðîâè ìûøåé ñ îïóõîëÿìè ðàçíîãî 
ãèñòîãåíåçà è ñ àíòèòåëàìè ñûâîðîòêè êðîâè èññëåäóåìûõ ïàöèåíòîâ. 
Óñòàíîâëåíî, ÷òî èç îòîáðàííûõ áåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ äëÿ ñêîíñòðóè-
ðîâàííîé òåñò-ñèñòåìû íàèáîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ îáëàäàþò àíòè-
ãåíû êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè è öèòîïëàçìû B. megaterium H (92 è 87% 
ñîîòâåòñòâåííî). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà ïåðñïåêòèâíîñòü 
èñïîëüçîâàíèÿ òåñò-ñèñòåìû äëÿ ìîíèòîðèíãà òå÷åíèÿ êîëîðåêòàëüíîãî 
ðàêà ó ïàöèåíòîâ â ïðîöåññå ëå÷åíèÿ.

Заболеваемость колоректальным 

раком (КРР) в Украине достаточно 

высока — 34,9 случая на 100 тыс. на-

селения. Это наибольший показатель 

из всех стран СНГ. В структуре смерт-

ности от злокачественных новооб-

разований в Украине эта патология 

занимает одну из лидирующих позиций 

после рака легкого, желудка и грудной 

железы. К сожалению, до сих пор око-

ло трети всех случаев КРР выявляют 

в запущенных стадиях заболевания. 

Недостатки в диагностике и лечении 

приводят к тому, что 35–45% всех боль-

ных со злокачественными опухолями 

прямой и ободочной кишки не про-

живают и года с момента установления 

диагноза и начала лечения. Таким об-

разом, оказание своевременной и каче-

ственной медицинской помощи боль-

ным раком толстой кишки остается 

важной проблемой для практического 

здравоохранения Украины. Наиболее 

актуальными вопросами являются 

своевременная диагностика и оказание 

патогенетически адекватного специ-

ального лечения, что способствует 

повышению выживаемости больных 

раком толстой кишки (среднеевро-

пейский показатель 5-летней общей 

выживаемости — 50%) [1].

Для мониторинга состояния паци-

ентов с КРР используют опухолевые 

маркеры, наиболее распространенным 

для этой локализации является раково-

эмбриональный антиген (РЭА). Су-

ществует мнение о целесообразности 

его определения в качестве критерия 

эффективности проводимого лечения 

при КРР. Однако следует иметь в виду, 

что в 20% случаев снижение РЭА может 

совпадать с прогрессированием опухо-

левого процесса [1]. В настоящее время 

в онкологии наиболее удобными ми-

шенями для создания диагностических 

тест-систем являются онкофетальные, 

или эмбриоспецифические антигены. 

Важно, что одни и те же онкофеталь-

ные антигены могут экспрессироваться 

в опухолях разного гистогенеза, поэто-

му в некотором смысле являются «уни-

версальными». Эта «универсальность» 
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обусловлена тем, что трансформация 

нормальной клетки в злокачественную 

часто сопровождается экспрессией эм-

бриональных антигенов [2, 3].

Использование антигенной общно-

сти опухолевых и эмбриональных тканей 

стало перспективным направлением для 

разработки тест-систем мониторинга 

течения опухолевого процесса и оценки 

эффективности проводимого лечения, 

а также для поиска путей иммунологи-

ческого влияния на злокачественные 

клетки [2, 4]. Еще одним перспектив-

ным направлением для создания диа-

гностической тест-системы могут быть 

белковые метаболиты микроорганизмов 

Bacillus megaterium H и Bacillus subtilis 
В-7025. Обоснованием для работы 

с этими культурами послужили ис-

следования профессора Д.Г. Затулы, 

в которых показано наличие связывания 

антител сывороток крови (СК) больных 

онкологического профиля с антигена-

ми B. megaterium H [5].

Целью настоящих исследований 

была экспериментальная разработка 

и клиническая апробация новой тест-

системы для мониторинга опухолевого 

процесса толстого кишечника.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЙ

Для конструирования тест-системы 

выделены и очищены белковые фрак-

ции из эмбриональных тканей курицы 

4; 7 и 10 сут гестации и микроорганиз-

мов B. megaterium H и B. subtilis В-7025, 

которые реагировали на специфиче-

ские (противоопухолевые) антитела 

СК животных с перевивными опухо-

лями.

Белки куриных эмбрионов полу-

чали методом ЭДТА-экстракции. Экс-

тракты из фильтрата культуральной 

жидкости микроорганизмов получали 

методом осаждения белков сульфатом 

аммония. Цитоплазматические экс-

тракты микробных клеток получали 

методом их ультразвуковой дезинтегра-

ции с дальнейшим осаждением белков 

сульфатом аммония [6, 7]. Экстракт 

клеточных стенок микроорганизмов 

получали, используя лизирующий 

буфер (pH=8,0) на основе тритона 

Х-100 и ЕДТА с последующей экс-

тракцией белков путем осаждения 

сульфатом аммония. Методики выделе-

ния исследуемых экстрактов детально 

описаны в работах [6, 8]. Белковый 

спектр экстрактов анализировали с ис-

пользованием SDS-электрофореза [9]. 

Концентрацию белка в пробах опреде-

ляли по методике [10].

Предварительный отбор антигенов 

разного происхождения для констру-

ирования тест-системы проводили 

с помощью иммуноферментного ана-

лиза (ИФА) [11]. Доза антигенов, ис-

пользуемых для сорбции на планшетах, 

составляла 0,3 мг/мл. Перекрестную 

реактивность микробных и эмбри-

ональных антигенов с антителами 

СК животных-опухоленосителей, а так-

же пациентов с верифицированным 

диагнозом КРР, полипами толстого ки-

шечника и здоровых доноров оценивали 

в ИФА-тесте [11]. В качестве контроля 

чувствительности сконструированной 

тест-системы использовали РЭА произ-

водства «Вектор-Бест» (Россия).

Исследованы СК 30 больных КРР, 

10 — с аденоматозными полипами 

и 10 практически здоровых людей. Воз-

раст больных составлял от 53 до 70 лет. 

Среднее значение — 61,5±7,8 года. 

Возраст практически здоровых людей 

составлял 48–73 года (60,5±6,9 года). 

Мужчин было 28, женщин 22. Стадия 

заболевания у пациентов c КРР соответ-

ствовала Т2–Т3, N0–N1, Mх. Во всех ис-

следованных группах у пациентов прово-

дили забор крови из вены в объеме 5 мл. 

Полученную кровь центрифугировали 

при 3000 об./мин с экспозицией 10 мин, 

отбирали СК и сохраняли при −20 °С.

Диагностическую чувствительность 

системы определяли по формуле:

ДК = (ОПп/ОПд) − 0,3,
где ДК — диагностический коэф-

фициент; ОПп — оптическая плотность 

раствора в лунках с СК больных КРР 

или полипами толстого кишечника; 

ОПд — оптическая плотность раствора 

в лунках с СК практически здоровых 

доноров.

Показатели считали диагностиче-

ски значимыми, если диагностический 

коэффициент был выше 1,2. При по-

строении графиков уровень реакции 

СК практически здоровых доноров 

(или интактных животных) принимали 

за 0.

Статистическую обработку результа-

тов проводили с использованием крите-

риев Фишера — Стьюдента и χ2.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

ИССЛЕДОВАНИЙ

Первый этап работы заключался 

в исследованиях частоты выявления 

специфических противоопухолевых 

антител в СК мышей с модельными опу-

холями, которые связывались с ксено-

генными эмбриональными протеинами 

курицы (ЭПК) разного периода гестации 

(4-е, 7-е и 10-е сутки), белоксодержа-

щими компонентами культуральной 

среды, цитоплазмы и клеточных сте-

нок B. subtilis B-7025 и B. megaterium H.

Установлено, что самая высокая 

частота выявления антител имела ме-

сто относительно компонентов экс-

тракта 7-суточных куриных эмбрионов, 

белковых компонентов культураль-

ной среды В. megaterium H и B. subtilis 
B-7025  и компонентов цитоплаз-

мы B. megaterium H. Частота выявления 

антител к белковым компонентам кури-

ных эмбрионов 4- и 10-суточной геста-

ции, белковым компонентам клеточных 

стенок В. megaterium H и B. subtilis B-7025, 

а также белковым компонентам цито-

плазмы B. subtilis B-7025 была низкой. 

Поэтому в дальнейших исследованиях эти 

белковые компоненты не использовали.

В результате проведенных исследова-

ний установлено, что частота выявления 

антител в СК мышей против собствен-

ных опухолевых антигенов совпадала 

(р>0,05) с частотой выявления антител 

к белковым компонентам ЭПК, культу-

ральной среды В. megaterium H и B. subtilis 
B-7025, а также к компонентам цито-

плазмы B. megaterium H и не зависела 

от гистогенеза опухоли (рис. 1).

Таким образом, полученные экс-

периментальные результаты свидетель-

ствуют о перспективности использова-

ния отобранных белковых компонентов 

в качестве тест-антигена для монито-

ринга опухолевого процесса в организме 

опухоленосителя.

Молекулярная масса отобранных 

антигенов для сконструированной тест-

системы представлена на рис. 2.

По данным исследований создана 

панель антигенов, состоящая из 4 компо-

нентов: ЭПК 7 сут гестации (Мм 26 кДа); 

белкового компонента культуральной 

жидкости B. megaterium H (Мм 64 кДа); 

белкового компонента цитоплазмы 

микробной культуры B. megaterium H 

(Мм 70 кДа) и белкового компонента 

культуральной жидкости микробной 

культуры B. subtilis В-7025 (Мм 70 кДа), 

которые имеют перекрестно-реагирую-

щие антигены с антителами СК живот-

ных с опухолями.

На втором этапе исследовали диа-

гностическую чувствительность скон-

0

20

40

60

80

100

120

1 2 3 4 5

%

Càðêîìà 37
Êàðöèíîìà ëåãêîãî Ëüþèñ

 

Рис. 1. Частота выявления антител 
в СК мышей против собственных 
опухолевых антигенов (1), бел-
кового компонента культураль-
ной жидкости B. megaterium H (2), 
белкового компонента цитоплаз-
мы B. megaterium H (3), белкового 
компонента культуральной жидко-
сти B. subtilis B-7025 (4) и эмбрио-
нальных пептидов курицы (5)
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струированной тест-системы у больных 

КРР. Она включала соответственно: бел-

ковый компонент культуральной жид-

кости B. megaterium H — 92%; белковый 

компонент цитоплазмы B. megaterium H — 

87%, белковый компонент культураль-

ной жидкости B. subtilis В-7025 — 20,8%; 

и ЭПК — 32%, коммерческий РЭА — 28% 

(рис. 3).

При исследовании чувствитель-

ности тест-системы у больных КРР 

в качестве контроля были использова-

ны СК пациентов с аденоматозными 

полипами толстого кишечника. Важ-

но отметить, что у пациентов с КРР 

чувствительность сконструированной 

тест-системы была выше по сравнению 

с больными, у которых диагностирова-

ны аденоматозные полипы кишечника 

только для белкового компонента 

культуральной жидкости B. megaterium 
H и белкового компонента цитоплаз-

мы B. megaterium H (р<0,05). Диагно-

стическая чувствительность остальных 

использованных антигенов (белковый 

компонент культуральной жидкости B. 
subtilis В-7025 и ЭПК) достоверно не от-

личалась между собой у больных КРР 

и пациентов с аденоматозными полипа-

ми кишечника (р>0,05). Поэтому в по-

следующих исследованиях применяли 

тест-систему, сконструированную с ис-

пользованием белкового компонента 

культуральной жидкости B. megaterium 
H и белкового компонента цитоплаз-

мы B. megaterium H как наиболее ин-

формативную.

Анализ результатов использова-

ния сконструированной тест-системы 

у больных с диагнозом КРР через год 

после лечения показал, что при воз-

никновении рецидива заболевания 

исследуемые показатели существенно 

возрастали (р<0,05) по сравнению с по-

казателями у больных без клинических 

и инструментальных признаков рециди-

вирования (рис. 4).

Полученные результаты свидетель-

ствуют о возможности мониторинга 

течения заболевания и использования 

предложенной тест-системы для ранне-

го выявления рецидивирования и мета-

стазирования у больных КРР. Низкая 

информативность использования РЭА 

ни в коей мере не свидетельствует 

о нецелесообразности применения 

этого маркера при КРР. По-видимому, 

предложенная нами тест-система более 

чувствительна, чем тесты фирмы-про-

изводителя «Вектор-Бест» (Россия).

Реакция исследуемых СК 10 здо-

ровых доноров на все используемые 

тест-антигены была оценена как 

негативная (уровень реакции <1,2), 

разница с соответствующими показа-

телями больных КРР статистически 

значима (p<0,05), то есть диагности-

ческая чувствительность разрабо-

танной тест-системы (возможность 

давать негативный результат в группе 

здоровых индивидуумов) составляла 

не менее 95%.

Таким образом, сконструированная 

нами тест-система на базе белкового 

компонента культуральной жидко-

сти B. megaterium H и белкового компо-

нента цитоплазмы B. megaterium H позво-

ляет осуществлять мониторинг течения 

КРР у больных и может использоваться 

для своевременного проведения проти-

ворецидивного лечения.
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Рис. 2. Молекулярная масса ото-
бранных антигенов для сконструи-
рованной тест-системы
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Рис. 3. Чувствительность создан-
ной тест-системы у больных КРР (1) 
и аденоматозными полипами (2)
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Рис. 4. Чувствительность созданной 
тест-системы у больных КРР до ле-
чения (1), при наличии рецидива (2) 
и при отсутствии рецидива (3)
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Резюме. Мета роботи полягає в експериментальній розроб-

ці та клінічній апробації нової тест-системи для моніторингу 

пухлинного процесу товстої кишки у хворих. Дослідження 

проведено з використанням сироваток крові тварин із сарко-

мою 37 та карциномою легені Льюїс, сироваток крові хворих 

на колоректальний рак, аденоматозні поліпи товстої кишки 

та здорових донорів. Застосовували методи експерименталь-

ної онкології, імунології (імуноферментний аналіз — ІФА) 

та методи статистичного аналізу. Відібрано та охарактери-

зовано білкові компоненти культуральної рідини та цито-

плазми B. megaterium H, білкові компоненти культуральної 

рідини B. subtilis В-7025 та ембріональні пептиди курки, які 

реагували в ІФА-тесті з антитілами сироватки крові мишей 

з пухлинами різного гістогенезу та антитілами сироватки крові 

досліджуваних пацієнтів. Встановлено, що з відібраних білко-

вих компонентів для сконструйованої тест-системи найбільшу 

чутливість мають антигени культуральної рідини та цитоплаз-

ми B. megaterium H (92 и 87% відповідно). Одержані результати 

вказують на перспективність використання тест-системи для 

моніторингу перебігу колоректального раку у пацієнтів у про-

цесі лікування.

Ключові слова: тест-система, антитіла, колоректальний 

рак, моніторинг.

Experimental development and clinical approbation 
of new test system for monitoring of tumoral 
processes of colon
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Summary. Objective consists of the experimental work and clini-

cal trial of a new test-system — a system for monitoring the colon 

tumor process among patients. Subject and methods: the investiga-

tion was carried out using serum of animals with sarcoma 37 and 

Lewis lung carcinoma, serum of patients with colorectal cancer, 

colon adenomatous polyps and serum of healthy donors. Experi-

mental oncology, immunology (imunofermental analysis, IFA), and 

statistical analysis methods were used. Results: protein components 

of the B. megaterium H culture medium and cytoplasm, protein 

components of the B. subtilis B-7025 culture medium and embryonal 

chicken proteins, that interacted with serum antibodies of mice with 

tumors of diff erent histogenesis and the investigated patients serum 

antibodies during the IFA-test were collected and characterized. 

It was determined, that the antigens of B. megaterium H cultural 

medium and cytoplasm have the highest response rate for the con-

structed test-system among all selected protein components (92 and 

87%, correspondingly). Results indicate the prospectivity of the 

constructed test-system for the colorectal cancer process monitoring 

among patients on treatment.

Key words: test-system, antibodies, colorectal cancer, monitor-

ing.


