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CA 27-29 – опухолевый антиген-маркер (англ. сancer antigen 27-29) 

CALR – поверхностный кальретикулин (англ. calreticulin) 

CD44 / CD24 – гликопротеины клеточной адгезии и передвижения (РСК) 

CEA – раково-эмбриональный антиген (англ. сarcinoembryonic аntigen) 

c-myc – протоонкогенный белок 

CTLA-4 – ингибирующий мембранной рецептор представлен на цитотоксических Т-

лимфоцитах (англ. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4) 

sCTLA-4 – растворимая форма молекулы контроля иммунитета  

CTLA-4 Fc / B7-1 Fc / B7-2 Fc – рекомбинантные белки молекул контроля 

иммунитета, содержащие Fc-фрагмент антитела человека IgG 

DAB – 3,3’-диаминобензидин тетрахлорида (англ. 3,3' Diaminobenzidine) 

DCIS – протоковая карцинома in situ (англ. ductal carcinoma in situ)  

EDIL3 – лиганд интегрина (англ. EGF like repeats аnd discoidin domains 3) 
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GAPDH – фермент глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (англ. glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) 

GPI – фосфатидилинозитольный гликолипид (англ. Glycophosphatidylinositol)  

GRAVY – индекс гидроксипатичность (англ. grand average of hydropathicity) 

GTF2b – транскрипционный фактор 2B (англ. general transcription factor 2b) 

HER2 – рецептор эпидермального фактора роста 2-го типа 

s-HER2 – растворимая форма (англ. human epidermal growth factor receptor 2). 

HSP60 – белок теплового шока 60 (англ. heat shock proteins 60)  

IDO – фермент индоламин 2, 3-диоксигеназа (англ. indoleamine 2,3-dioxygenase) 

IFN (α, β, γ) – интерфероны альфа, интерфероны бетта, интерфероны гамма 

IgG – иммуноглобулин G (англ. immunoglobulin G) 
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IL-1, -2, -6 – интерлейкины 

Kd – константа диссоциации (англ. dissociation constant) 

Ki-67 – маркер пролиферации  

LAG-3 (CD223) – ген активации лимфоцитов 3 (англ. lymphocyte-activation gene 3) 

MAPK – митоген-активированная протеинкиназа (англ. mitogen-activated protein 

kinase)  

M-CSF – макрофагальный колонийстимуляторный фактор (англ. macrophage colony-

stimulating factor) 

MDSC (MDSCs) – милоедные по происхождению супрессор-клетки (англ. myeloid-

derived suppressor cells) 

MHC – главный комплекс ткане-совместимости (англ. мajor histocompatibility 

complex)  

MICA – молекулы главного комплекса гистосовместимости I класса (англ. MHC 

class I chain-related proteins A)  

miRNAs – молекулы микроРНК 

MK167 – ген белка пролиферации маркера Ki67 

MUC-1 (CD227) – трансмембранный гликопротеин I типа из группы муцинов 

MVD – программа для молекулярного докинга (англ. Molegro Virtual Docker) 

NAC – неоадъювантная химиотерапия (англ. neoadjuvant chemotherapy)  

NK – естественные киллеры (англ. natural killer) 

NKG2D – мембранный белок группы CD94/NKG2 (англ. integral membrane protein). 

Ny-ESO-1 – раково-тестикулярный ген (англ. cancer-testis antigen) 

p53 – фактор транскрипции, белок онко-супрессор 

PBS – в фосфатно-солевой буфер (англ. phosphate buffered saline) 

PBSТ – фосфатно-солевой буфер + Твин 20 (Тween20) 

PD-1 – рецептор программируемой гибели Т-лимфоцитов (англ. programmed cell 

death protein-1)  
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sPD-1 – растворимая форма 

PGK1 – фосфоклицерат киназа 1 (англ. phosphoglycerate kinase 1)  

PGR – гена прогестеронового рецептора (ПР) 

PI3K – фосфоинозитид-3-киназы (англ. phosphoinositide 3-kinases) 

RELT – рецептор фактора некроза опухолей 19L (англ. тumor necrosis factor receptor 

superfamily member 19L) 

RОС – метод математического анализа классификации результатов (англ. receiver 

operator characteristic) 

SERAC1 – Белок 1, содержащий активный сайт серина (англ. serine active site 

containing 1) 

STAT-3 – активатор транскрипци 3 (англ. signal transducer activator of transcription 3) 

TP53 – ген белка онкосупрессора белка p53 

TCR – T-клеточный рецептор (англ. T cell receptor) 

TDO – фермент триптофан 2, 3-диоксигеназа (англ. тryptophan 2,3-dioxygenase) 

TFA – трифторуксусная кислота (англ. 2,2,2-Trifluoroacetic acid)  

TGF-β – трансформирующий рост фактор β (англ. тrаnsfоrming grоwth fаctоr bеtа)  

Th 1 / Th 2 – Т хелперные клетки 1 и 2-го типа  

TIFF – формат графического файла (англ. tagged image file format) 

TIM-3 – трансмембранный белок (англ. T-cell immunoglobulin and mucin domain 3) 

TMB – раствор тетраметилбензидина (англ. tеtrаmеthуlbеnzidinе) 

TNF – опухоль-некротический фактор (англ. tumor nеcrоsis fасtоr) 

TNM – международная классификация стадий злокачественных новообразований  

TRAIL – TNF-связанный апоптоз-индуцирующий лиганд 10 (англ. tumor necrosis 

factor ligand superfamily member 10) 

Treg – регуляторные или супрессорные Т лимфоциты (англ. regulatory T cells or 

suppressor T cells) 

VEGF – фактор роста эндотелия сосудов (англ. vascular endothelial growth factor) 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Возможность прямого исследования белок-белковых взаимодействий, в 

высокотехнологичном формате, обеспечивает беспрецедентный потенциал для 

анализа сложных молекулярных архитектур живых систем. Традиционные методы 

молекулярной биологии предоставляют ценную информацию об экспрессии, 

структуре и функции белков, тем не менее, эти методы не могут обеспечить 

возможности массового параллельного анализа, который необходим для 

картирования всего протеома, профилирования репертуара циркулирующих антител 

или для реализации современных программ по открытию и разработке новых 

лекарственных препаратов (Wang et al., 2016; Huang et al., 2017; Zuo et al., 2016; Atak 

et al., 2016; Ласточкина и др., 2017; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020).  

Параллельный анализ с использованием матричных (микрочиповых) систем 

оказался успешным в геномных исследованиях, где ДНК-микрочипы широко 

используются для крупномасштабного анализа экспрессии генов (Hеller еt аl., 2002; 

Pаgе еt аl., 2009; Wаng еt аl., 2016; Bеhzаdi еt аl., 2019). Однако создание белкового 

эквивалента ДНК-микрочипов представляет собой более сложную задачу, особенно 

при исследовании взаимодействия белковых лигандов и рецепторов, которые 

должны сохранять свою специфичность и функциональную активность после 

иммобилизации на поверхности микрочипа (Wang et al., 2016; Atak et al., 2016; 

Ласточкина и др., 2017). Синтетические пептиды имеют некоторые очень важные 

особенности в применении к исследованию белок-белковых взаимодействий в 

экспериментах с микрочипами, их легко синтезировать и модифицировать, они 

очень стабильны и недороги. Важно отметить, что пептиды можно смоделировать 

так, что они будут действовать в качестве сайта связывания практически для любой 

молекулы, они могут имитировать биологическую активность и структуру белков, а 

также обеспечить прямой анализ взаимодействия различных белков (Fournel, Muller, 
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2003; Sawyer, Chorev, 2003; Bеуеr еt аl., 2007; Lеgutki еt аl., 2014; Wаng еt аl., 2016; 

Mаhеndru еt аl., 2017; Stаffоrd еt аl., 2020). Первоначально пептидные микрочипы 

использовались в профилировании протеаз и сравнительного скрининга различных 

классов ферментов. Пептиды на матрицах могут служить также для исследования 

взаимодействия антител с разными эпитопами или выступать в качестве 

низкомолекулярных агентов для потенциальных терапевтических применений или 

диагностики (Sawyer, Chorev, 2003). Благодаря современным разработкам, наряду с 

уменьшением стоимости синтеза пептидных библиотек и ростом коммерческой 

поддержки, пептидные микрочипы становиться не просто инструментом 

исследования, но также и универсальной платформой, которую можно использовать 

для поиска новых таргетных лекарств и разработки диагностических инструментов 

(Andresen еt аl., 2009; Zhаng еt аl., 2013; Аtак еt аl., 2016; Mаhеndru еt аl., 2017). В 

данной работе мы использовали пептидные микрочипы для изучения изменений 

репертуара циркулирующих антител, как возможного инструмента ранней 

диагностики опухолей молочных желез, а также для поиска пептидов, 

взаимодействующих с молекулой контроля иммунитета CTLA-4, как потенциальных 

иммунотерапевтических агентов. 

По прогнозам сервиса статистики «The Cancer Incidence in Five Continents 

(CI5) series serves» к 2030 году ожидается увеличение онкозаболеваемости населения 

мира до 24 миллионов (Forman et al., 2014). По данным 2018 года, известно, что 

ведущей онкологической патологией, у женского населения России, остаются 

злокачественные новобразования молочной железы и составляет 18,4% от обшего 

количества онкологических заболеваний женщин (Каприн и др., 2019). При этом, по 

данным статистики, выживаемость (в течении 5 лет) пациентов с заболеванием рак 

молочной железы (1 стадия) около 93%, при IV стадии уровень снижен и составляет 

около 7% (Ries et al., 2005). Сегодня общепризнанными биомаркерами, в 

клинической диагностике злокачественных новобразований молочной железы, 
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являются белки – РЭА (CEA / CD66e), СА 15.3 (Mucin-1), p53, ЕR (ЭР), РR (ПР), 

HER2, Ki 67, VEGF, ТПА, СА 27.29, СА 125 и др., которые выявляют, чаще 

одновременно с сформировавшейся опухолью (>20 мм). В таких случаях опухолевые 

очаги доступны для биопсий или приобретают способность продуцировать высокие 

концентраци, представленных ранее маркеров (Семиглазов и др., 2011; Тамкович и 

др., 2014; Аблицова, 2015; Bardou et al., 2003; Zaha, 2014; Cheang et al., 2015; 

Chlebowski et al., 2013; Füzéry et al., 2013; Chlebowski et al., 2013; Шедогуб и др., 

2015; Колядина и др., 2015; Duffy et al., 2017; Yoneten et al., 2019). Определение 

единичных маркеров рака ограничено при обеспечении достаточных 

чувствительности / специфичности диагностик (Семиглазов и др., 2010; Cheang et al., 

2015; Sawyers et al., 2008; Yoneten et al., 2019). Поэтому в настоящее время, активно 

ведется разработка более точных диагностических инструментов, основанных на 

комбинации множественных биомаркеров, что позволит обеспечить 

персонализированный подход к терапии злокачественных заболеваний (Семиглазов 

и др., 2010; Семиглазов и др., 2011; Шаповал и др., 2014; Shi et al., 2015; Клеппер и 

др., 2015; Zuo et al., 2016; Tyanova et al., 2016; Zaenker, Ziman, 2013; Nicolini et al., 

2018; Yoneten et al., 2019). 

В первой части представленного исследования, мы реализовали 

инновационную стратегию, использующую микрочипы, с пептидами, которые 

состоят из случайных (рандомных) последовательностей аминокислот, для 

определения репертуара циркулирующих антител в плазме крови пациентов со 

злокачественными новобразованиями молочных желез. В настоящее время, имеются 

доказательства существования гуморального иммунного ответа на опухолевые 

антигены на самых ранних стадиях развития опухоли. Исследование иммунного 

ответа на опухолевые антигены, через продукцию аутоантител представляет собой 

многообещающий подход для раннего выявления рака (Wang et al., 2016; Zaenker, 

Ziman, 2013; Zuo et al., 2016;). Антитела отличает, от биомаркеров рака, которые 
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сегодня используються в клинике (ДНК, белки, эписомы, циркулирующие 

поухолевые клетки и др.), большая стабильность, специфичность, ранняя продукция 

при малом количестве антигенных молекул (Hughes et al., 2012; Rauf, Anderson, 

LaBaer, 2020). Однако, из-за ограниченного иммунного ответа, на какой-либо 

конкретный антиген, у онкологических больных необходимы стратегии для 

идентификации множества антител против различных антигенных эпитопов. Это 

требует комплексного подхода, способного охватить большое количество 

потенциальных эпитопов, для анализа репертуара циркулирующих антител, которые 

обеспечат наибольшую чувствительность и специфичность диагностических тестов. 

Используемые в работе микрочипы содержат 330 тыс. пептидов полных или 

частичных миметиков природных эпитопов, которые позволяют адекватно 

анализировать разнообразие репертуара антител при патологиях, что необходимо 

для разработки чувствительных и специфичных средств диагностики.  

Во второй части данной работы мы использовали пептидные микрочипы для 

поиска пептидов, способных взаимодействать с одним из представителей молекул 

контроля иммунитета – рецептором CTLA-4 на Т-лимфоцитах. Известно, что белок-

рецептор CTLA-4 принимает участие в регуляции иммунного ответа. Контакт 

молекул CTLA-4 (рецептор) и B7-1 (лиганд) или B7-2 (лиганд) приводит к снижению 

иммунного ответа (Боголюбова и др., 2015; Кадагидзе и др., 2015; Шаповал и др., 

2019; Wei et al., 2018). Моноклональные антитела (мАТ), блокирующие связывание 

ингибиторного рецептора CTLA-4 с природными лигандами, усиливают иммунный 

ответ. Более того инъекции анти-CTLA-4 мАТ онкологическим пациентам приводит 

к активации противоопухолевого иммунитета и отторжению опухолей (Wei et al., 

2018; Болотина, 2017). Также известно, что управление функциональной 

активностью данного рецептора, открывает терапевтические возможности при 

аутоиммунных и инфекционных заболеваниях (ВИЧ, Гепатит В) (Wykes, Lewin, 

2018). Между тем ряд нежелательных (и побочных) явлений, дорогое производство 
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антител для иммунотерапии, накладывает ограничение по расширению их 

использования в клиниках (Моисеенко, 2003). Применение пептидов для 

блокирования функциональной активности CTLA-4, и других молекул, 

участвующих в контроле иммунного ответа, имеет большой потенциал при решении 

ряда проблем, существующих при использовании мАТ в иммунотерапии 

злокачественных новобразований (рак).  

Таким образом, используя одну современную технологическую платформу 

пептидных микрочипов, мы провели исследования, которые будут способствовать 

разработке диагностических инструментов и созданию новых лекарственных 

средств. Данная работа объединяет и дополняет две современные концепции:  

1. Обнаружение опухолей на ранних стадиях, до появления симптомов, что 

приводит к вопросу о дальнейшей терапевтической интервенции заболевания, когда 

расположение опухоли невозможно определить из-за ее малых размеров.  

2. Стимулирование собственного иммунитета пациента, что позволяет клеткам 

иммунной системы обнаруживать и уничтожать опухоль, даже если ее локализацию 

невозможно обнаружить с помощью современных диагностических аппаратов.  

Целями данной научной работы является исследование репертуара 

циркулирующих антител плазмы крови пациентов с диагнозом рак молочной 

железы, а также изучение белок-белковых взаимодействий, на примере молекулы 

CTLA-4, с помощью пептидных микрочипов. 

Успешное достижение поставленных целей данного научного исследования 

определяется следующими задачами:  

1. Провести сравнительный анализ и определить пептиды, с которыми 

специфически взаимодействуют антитела плазмы крови пациентов с диагнозом рак 

молочной железы и здоровых доноров;  



14 

 

 

 

2. Сравнить взаимодействие антител плазмы крови пациентов, имеющих разные 

молекулярно-биологические подтипы рака молочной железы, с пептидами, 

представленными на микрочипах; 

3. Проанализировать мотивы аминокислот в структуре выявленных пептидов и 

оценить гомологию с белками, участвующими в онкогенезе рака молочной железы и 

других онкологических заболеваний; 

4. Провести поиск пептидов на микрочипе, специфически взаимодействующих 

с рецептором CTLA-4, который ингибирует иммунный ответ; 

5. Оценить способность синтетических пептидов, взаимодействующих с 

молекулой CTLA-4, регулировать связывание этого рецептора с его природным 

лигандом B7-1.  

Научная новизна исследования. В настоящей работе, впервые, 

продемонстрированы возможности применения пептидных микрочипов высокой 

плотности, для диагностики онкологических заболеваний и поиска потенциальных 

соединений с иммуномодулирующими свойствами.  

Впервые, с помощью пептидных микрочипов (содержащих 330034 пептида), 

был проведён, сравнительный анализ репертуара антител (иммуносигнатур), 

циркулирующих в плазме крови человека в норме и при злокачественных 

новообразованиях молочной железы. Выявлены пептиды, которые показали 

статистически значимое отличие при реакции с антителами плазмы в образцах крови 

больных РМЖ и здоровых доноров. Впервые выявлены и показаны особенности 

репертуара антител у пациентов с разными молекулярными подтипами РМЖ (I и II 

стадии) и в зависимости от гормонально-рецепторного статуса заболевания. Таким 

образом, с помощью микрочипов впервые определены последовательности и 

структура пептидов (мимотопов), которые взаимодействуют с антителами плазмы 

крови и имеют потенциал практического применения при создании диагностических 

тест-систем.  
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Впервые, с помощью пептидных микрочипов, содержащих массив из 330034 

пептидов (состоящих из случайных последовательностей аминокислот), определены 

пептиды, специфически взаимодействующие с CTLA-4 молекулой, которая 

участвует в регуляции иммунитета. В качестве примера, продемонстрирован один 

синтетический пептид и его блокирующие способности при взаимодействии 

молекул CTLA-4 (рецептор) и B7-1 (природный лиганд).  

Данные пептиды, могли бы использоваться при разработке лекарственных 

препаратов для иммунотерапии онкологических и инфекционных заболеваний, с 

помощью усиления функциональной активности Т-лимфоцитов.  

Теоретическая и практическая значимость. Данная работа имеет важное 

фундаментальное и прикладное значение для молекулярной биологии, биохимии, 

онкологии, иммунологии, нормальной и патологической физиологии, клинической 

лабораторной диагностики, а также иммунотерапии онкологических и других 

иммунозависимых заболеваний. Полученные результаты формируют и расширяют 

представление о возможности использования анализа репертуара циркулирующих 

антител для диагностики онкологических заболеваний. Использование массива 

случайных пептидных эпитов представленных на микрочипе, позволяет исследовать 

репертур антител без предварительного выделения антигена, что является важным 

для диагностики гетерогенных опухолей и, вероятно, для диагностики новых, ранее 

не известных науке, инфекционных заболеваний. 

Применение микрочипов с пептидами, расширяет методологию для поиска 

новых низкомолекулярных соединений, способных модулировать функцию белков, 

и может способствовать разработке новых препаратов для терапии различных 

заболеваний. Созданный и оптимизированный алгоритм, может быть применён для 

поиска пептидов, взаимодействующих с молекулами-мишенями, при создании 

лекарственных препаратов для персонализированного лечения различных 

заболеваний.  
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Практическая значимость проведенных исследований состоит в 

использовании, выявленных с помощью микрочипов пептидов при разработке тест-

систем для ранней диагностики (скрининга) рака молочной железы и определения 

молекулярных подтипов РМЖ не инвазивными методами, для последующего выбора 

эффективной терапии. Аналогичный подход, может быть применён для выявления 

опухолей иной этиологии и патогенеза.  

Пептиды, которые специфически связываются с молекулой CTLA-4 и 

блокируют ее взаимодействие с лигандом B7-1, могут приводить к усилению 

иммунного ответа. Это феномен может быть использован для разработки 

лекарственных препаратов, для иммунотерапии онкологических и других 

иммунозависимых социально значимых заболеваний.  

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Антитела плазмы крови пациентов с диагнозом рак молочной железы и 

здоровых доноров взаимодействуют с разными группами пептидов (мимотопов).  

2. Антитела плазмы крови пациентов с разными молекулярно-биологическими 

подтипами рака молочной железы, такие как люминальный А и Б, «тройной 

негативный» (базальный), взаимодействуют со специфическими панелями пептидов 

(мимотопов).  

3. Общие аминокислотные мотивы пептидов, взаимодействующих с 

циркулирующими антителами плазмы крови пациентов с РМЖ, говорят о наличии 

специфического иммунного ответа против антигеных эпитопов связаных с 

молекулярными изменениями при развитии рака молочной железы. 

4. Синтетические пептиды, специфически взаимодействующие с белком-

рецептором CTLA-4, способны блокировать его взаимодействие с природным 

лигандом B7-1. 

Степень достоверности результатов. Для обеспечения и подтверждения 

высокой степени достоверности, в данной работе использован комплекс 
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современных экспериментальных методов исследования, клинической диагностики, 

статистики. Научные положения, выводы и рекомендации, базируются на анализе 

огромного объема научной литературы и подтверждены данными 

экспериментальной работы.  

Апробация работы. Основные научные положения диссертационной работы 

и результаты исследования были представлены к обсуждению в рамках:  

1. Конференции-школы молодых ученых «Перспективные направления физико-

химической биологии и биотехнологии» (Москва, 2020 г.);  

2. V Всероссийской конференции по молекулярной онкологии с международным 

участием (Москва, 2019 г);  

3. II Объединенного научного форума, включающего – VI Съезд биохимиков России 

/ IX Российский симпозиум «Белки и пептиды» / VI Съезд физиологов СНГ 

(Сочи/Дагомыс, 2019 г.);  

4. Российско-японского медицинского симпозиума (Красноярск, 2018 г.);  

5. Международного биотехнологического форума «Биотехнология: состояние и 

перспективы развития» (Москва, 2018 г.);  

6. III Всероссийского конкурса студенческих научных обществ и конструкторских 

бюро (Барнаул, 2017 г.);  

7. Объединённого научного форума, включающего Международную научную 

конференцию по биоорганической химии «XII чтения памяти академика Юрия 

Анатольевича Овчинникова» и VIII Российский симпозиум «Белки и пептиды» 

(Москва 2017 г.);  

8. Всероссийской конференции с международным участием «Биотехнология – 

медицине будущего» (Новосибирск, 2017 г.);  

9. I онкологического форума Сибирского федерального округа и Российской научно-

практической конференции с международным участием «Актуальные вопросы в 

онкологии». (Барнаул, 2017 г.); 
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10. Стартап-конференции «Startup Village 2017» (Москва, 2017 г.);  

11. Всероссийской конференции в формате Стартап Тура «Открытые инновации» 

(Барнаул, 2017 г.);  

12. Международной III Молодежной биотехнологической школы «Рекомбинантные 

белки и вакцины» (Барнаул, 2017 г.);  

13. I Международной молодежной научной конференции «Науки о жизни: от 

исследований к практике» (Барнаул, 2017 г.),  

14. XX Всероссийского онкологического конгресса (Москва, 2016 г.);  

15. Конкурса программы содействия развитию в научно-технической сфере 

«УМНИК» (Барнаул, 2016 г.);  

16. Российской научно-практической конференции с международным участием 

«Инновационные подходы в онкологии» (Барнаул, 2015 г.).  

Результаты настоящего исследования отмечены наградными дипломами в 

конкурсах научных работ, в рамках научных мероприятий, описанных выше.  

Личный вклад автора. Автор самостоятельно провел обзор отечественной, 

зарубежной литературы по существующим в настоящее время представлениям 

природы и методам диагностики РМЖ, особенностям современной иммунотерапии 

онкологических, инфекционных и аутоиммунных заболеваний. Автор принимал 

участие в планировании сбора образцов плазмы крови от РМЖ пациентов, который 

производился в Алтайском краевом онкологическом диспансере (АКОД). С 

участием сотрудников АКОД, автор сформировал базу данных, содержащие 

результаты клинико-диагностического обследования и патоморфологических 

параметров пациентов, от которых получены образцы плазма крови. 

Экспериментальная работа и анализ полученных данных выполнены лично автором. 

Исследования с использованием технологии пептидных микрочипов, ИФА, и 

выявление пептидных кандидатов, которые специфически реагируют с белками 

CTLA-4Fc, PD-1Fc, B7-1Fc, B7-2Fc, были проведены автором самостоятельно. Автор 
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организовывал, структурировал и оформлял полученные результаты исследований 

для публикации в научных журналах. Автор самостоятельно готовил презентации, 

постеры, тезисы, стендовые доклады и представлял результаты исследований, в 

очной форме, на Российских и международных конференциях, по результатам 

которых – награжден дипломами лауреата и призера конкурсов молодых ученых. 

Публикации. Результаты работы представлены в 20 публикациях (статьи, 

тезисы, РИД) – 11 учитываемых ВАК, из них 6 статей в базах научного цитирования 

Scopus и Web of science.  

Объём и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 203 

страницах, включает 38 рисунков, 9 таблиц. Список литературы содержит 287 

источников. Диссертация имеет следующую структуру «Введение», «Обзор 

литературы», «Материалы и методы», «Результаты и обсуждение», «Выводы», 

«Список литературы». В соответствии с правилами оформления, представлены 

список литературы и приложения.  

Благодарности. Автор выражает глубокую признательность и искреннюю 
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ГЛАВА 1. Обзор литературы 

 

В литературном обзоре, данной диссертационной работы, рассмотрены 

современные знания об одном из широкораспрастраненных онкологических 

заболеваний – рак молочной железы (РМЖ). Оцениваются перспективы 

иммунотерапии онкологических заболеваний, основанной на регуляции молекул 

контроля иммунитета (МКИ). Описано практическое применение «мультиплексных 

технологий», таких как пептидные микрочипы, как для диагностики онкологических 

заболеваний, по оценке репертуара циркулирующих антител, так и для исследования 

белок-белковых взаимодействий для разработок в иммунотерапии.  

В первой части обзора литературы, речь идет о существующих методах 

онкодиагностики, в частности, злокачественных новообразований молочной железы, 

которые направлены, в большей мере, на определение циркулирующих маркеров 

«жидкой биопсии»: белков, ДНК, РНК, клеток, эписом и некоторых других. Как 

правило, в этих методах, для диагностики онкологических заболеваний используют 

либо единичные маркеры, либо панель, состоящую из ограниченного количества 

маркеров. Большинство этих биомаркеров обнаруживается в циркуляции на поздних 

стадиях развития онкологических заболеваний. К тому же определение 

вышеупомянутых биомаркеров требует трудоемкой пробоподготовки, что может 

приводить к дополнительным ошибкам при диагностике. 

Основное внимание представленного обзора литературы, первой части 

настоящей диссертационной работы, уделено циркулирующим антителам, как 

наиболее перспективным биомаркерам. За последние годы, было показано, что 

антитела, против опухолеассоциированных антигенов (ОАА) могут быть 

обнаружены в крови на ранних стадиях развития опухоли, до появления клинических 

симптомов (Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Большинство исследований, 

посвященных разработке диагностических средств на основе антител против ОАА, 
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направленны на оценку взаимодействия циркулирующих антител с 6 или менее 

ОАА. По причинам, ограниченного иммунного ответа на любой конкретный эпитоп 

у онкологических пациентов и гетерогенности опухолей, требуются стратегии, 

которые позволяют определить антитела против множества антигенных эпитопов. К 

таким стратегиям, в полной мере, относятся пептидные микрочипы, с помощью 

которых можно определить взаимодействие циркулирующих антител с огромным 

количеством потенциальных эпитопов, что является одной из целей данной 

диссертации. 

Вторая часть литературного обзора диссертации, посвящена использованию 

пептидных микрочипов для исследования белок-белковых взаимодействий и поиска 

пептидов, способных регулировать, а именно, блокировать взаимодействия 

молекулярных комплексов «лиганд-рецептор». Основной фокус, второй части 

обзора, направлен на молекулы контроля иммунитета (МКИ). Во этой части обзора 

описаны общие характеристики основных представителей корегуляторных 

(костимуляторных, коингибиторных) молекул или молекул контроля иммунитета, 

которые используются при регуляции и активации противоопухолевого иммунитета. 

Рассматривается необходимость поиска альтернативных низкомолекулярных 

соединений и возможность разработки пептидных блокаторов взаимодействия 

коингибиторных рецепторов и лигандов, при иммунотерапии онкологических 

заболеваний. 

 

1.1 Рак молочной железы. Современные представления об особенностях 

молекулярной природы 

 

Онкологические заболевания, на сегодняшний день, остаются проблемой 

общественного здравоохранения, которая остается среди лидирующих (основных) 

причин, повышающих заболеваемость / смертность населения в мире (Bray et al., 

2015; Колядина и др., 2015; Forouzanfar et al., 2016; Bray et al., 2018; Французова и 
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др., 2019; Yoneten et al., 2019; GLOBOCAN, 2018). В течение многих десятилетий 

опухоли молочной железы имеют большую встречаемость среди всех 

онкологических заболеваний женского населения мира (Zaha, 2014; Лактионов и др., 

2015; Duffy et al., 2017; Tyanova et al., 2016; Петрова и др., 2019; Yoneten et al., 2019; 

Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Основной рост заболеваемости приходится на возраст 

от 50 до 64 лет (рис. 1). Следует отметить, что число заболеваемости женщин старше 

65 лет, в период последних 30 лет выросла с 14% до 21% (Французова и др., 2019). 

Современные данные о 5-летней относительной выживаемости показали, что у 44% 

пациентов с заболеванием рак молочной железы она приближается к 100% (1 

стадии), но снижается до 26% при IV стадии (Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Значение 

заболеваемости злокачественных новообразований молочной железы, сегодня 

максимально велико, а научные исследования для решения данной проблемы 

занимают одно из ключевых в современной медицине и онкологии.  

 

 

 

Рисунок 1. Расчетные стандартизированные (по возрасту) показатели 

заболеваемости и смертности от рака в мире (по данным ВОЗ, 2018). 

Статистика представлена для 2018 года. Диаграммы отражают виды 

онкологических заболеваний для группы женщин в возрасте до 74 лет.  
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Благодаря развитию молекулярной биологии, иммуноонкологии и генетики 

за последние десять лет, понимание особенностей этой болезни значительно 

расширилось с учетом клеточного, молекулярного и геномного уровней. 

«Рак молочной железы (РМЖ) – злокачественная опухоль, исходящая из 

эпителия ткани молочной железы» (Клинические рекомендации РМЖ …, 2017; 

Клинические рекомендации РМЖ …, 2020). В настоящее время, принято считать, 

что рак молочной железы представляет собой, целую совокупность различных 

злокачественных новообразований, которые проявляются в молочных железах (Feng 

et al., 2018; Yoneten et al., 2019). Именно гетерогенность молекулярных 

особенностей РМЖ-опухоли, определяет злокачественность данной патологии. 

Сегодня основная причина, препятствующая разработке единого эффективного 

метода ранней диагностики, и выбору стратегии персонализированной терапии рака 

молочной железы, заключается в гетерогенности этого заболевания (Fеng еt аl., 2018; 

Бyлaнoв, 2015; Лoктиoнoв и дp., 2015; Кoлядинa и дp., 2015; Tyanova et al., 2016; 

Rеmsik еt аl., 2018; Yоnеtеn еt аl., 2019). Опухоли молочной железы характеризуются 

значительной вариабельностью клеточного состава, а также имеют гистологические, 

экспрессионные, генотипической различия (Polyak, 2011; Ng et al., 2012; Колядина и 

др., 2015; Yoneten et al., 2019).  

Выделяют следующие типы гетерогенности РМЖ (Makki, 2015; Turashvili et 

al., 2017; Ellsworth et al., 2017; Feng et al., 2018):  

1. Межопухолевая – представляет новообразования молочной железы у разных 

пациентов. 

2. Внутриопухолевую (морфологическая) – формирует разнообразие клеточных 

популяций и молекулярных объектов всего объема каждой отдельной опухоли.  

Межопухолевая гетерогенность РМЖ отражает клиническую стадию 

заболевания и выявляется при физическом обследовании пациента и визуализации 

опухоли. С учетом данных особенностей, представителями Объединённого 
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американского комитета по раку (AJCC, США) и Союза по международному 

контролю над раком (UICC, Швейцария) были сформированы рекомендации для 

оценки стадий рака TNM ("tumor"/"node"/"metastasis"), которые отражают три 

основных характеристики – размер опухоли, миграцию опухоли в регионарные 

лимфатические узлы, наличие метастазов в отдаленные органы и дополнительно 

указывается степень опухоли, обозначаемая G (от англ. grade) (Turashvili et al., 2017; 

Hortobagyi et al., 2017). Таким образом, были установлены основные 4 стадии 

заболевания (Т1/Т2/Т3/Т4). Однако, классификация TNM с учетом 

внутриопухолевой гетерогенности периодически меняется, на данный момент 

определение стадий онкопатологии сопоставляют с биологическими маркерами 

(Палтуев и др., 2019). 

Успехи патоморфологии и молекулярной биологии ориентируют 

современный интерес к внутриопухолевой гетерогенности – на ее функциональном, 

клеточном и молекулярном уровне с учетом генетических аномалий и 

эпигенетических изменений. 

Внутриопухолевая (морфологическая) гетерогенность формирует 

основные признаки для патоморфологической (гистологической) классификации 

рака (Feng et al., 2018; Ellsworth et al., 2017). Морфологическую гетерогенность 

демонстрирует вариабельность и трансформации разных областей опухоли 

(пространственную гетерогенность) и как происходит прогрессирование опухоли с 

течением времени (временная гетерогенность) (Turashvili et al., 2017; Ellsworth et al., 

2017). Благодаря осознанию внтуриопухолевой гетерогенности, производится 

оценка морфологических параметров опухоли – процент опухолевого поражения в 

железах и трубчатых структурах, степень ядерного полиморфизма и скорости митоза 

с описанием уровней («низкая», «промежуточная», «высокая») (Turashvili et al., 

2017). С учетом особенностей внутриопухолевого различия рака молочной железы 
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сформированы группы: неинвазивный (или in situ), инвазивный и метастатический 

рак молочной железы.  

Пространственная неоднородность может быть определена, как в границах 

одной опухоли, так и между первичным раком молочной железы и метастазами в 

синхронных лимфатических узлах, и даже между синхронными метастазами из 

разных мест. Морфологические различные области в отдельных опухолях могут 

быть клональными со специфическими генетическими отклонениями. Временная 

гетерогенность отражает развитие метастатических опухолей во времени (при 

лечении) от неизвазивной формы (in situ) до инвазивной карциномы (Turashvili et al., 

2017). Таким образом, развитие карциномы молочной железы подчеркивает 

гетерогенность опухоли и в настоящее время, по мнению специалистов, является 

надежным прогностическим фактором (Feng et al., 2018; Turashvili et al., 2017).  

Сегодня, применение методов анализа генетики и протеомики, позволяет 

выявить различные профили гетерогенности маркеров рака молочной железы при 

разном уровне (степенях) карцином. Такие особенности генетических профилей 

являются базовыми для классификации злокачественных новообразований 

молочной железы – по 4 основным молекулярным подтипам, но для удобства 

применения в клинической практике, в классификации используют рутинные 

маркеры, природу клеток эпителия (люминальный, базальный), уровни 

пролиферации клеток (Ki67), экспрессии стероидных рецепторов эстрогена (ER), 

рецептора прогестерона (PR) и эпидермального фактора роста (HER2), которые 

важны для прогноза развития патологии и подбора терапевтических стратегий (Пак 

и др., 2012; Zaha, 2014; Burstein et al., 2015; Makki, 2015; Costa et al., 2017; Shu et al., 

2016; Tyanova et al., 2016; Turashvili et al., 2017; Палтуев, 2019, Yoneten, 2019). В 

современных статьях встречаются отрывочные данные о подтипах внутри основных 

подтипов РМЖ. Классификация по подтипам внесла альтернативу клинического 

видения злокачественных новообразований молочной железы, в направлении, от 
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представлений об опухолевой нагрузке к биологическим и молекулярным 

особенностям природы рака. 

Общепринятые основные подтипы рака молочной железы (Zaha, 2014; Пак и 

др., 2012; Makki, 2015; Стенина и др., 2020): 

1. Люминальный А-подтип охарактеризован сочетанием таких факторов как 

положительный уровень рецептора эстрогена (ER) / и (или) рецептора прогестерона 

(высокий PR ≥ 20 %), отрицательные по HER2 и имеет низкий уровень Ki-67 (≤20%). 

Краткая формула имеет вид [ER+ (и PR≥20%) /НЕR2- /Кi-67≤20%]. Данный подтип 

имеет частоту всех случаев рака молочной железы около – 40%. Он включает 

широкий спектр вариантов низкой степени злокачественности, таких как тубулярная 

карцинома, решетчатая карцинома, IDC NST низкой степени злокачественности и 

классическая лобулярная карцинома, и обычно экспрессирует низкомолекулярные 

цитокератины, которые выделяют клетки просвета протока с высокой экспрессией 

рецепторов гормонов и связанные гены. Прогноз благоприятный, как правило, 

слабой степени и положительной ER. 

2. Люминальный В-подтип, предполагает наличие разделения на виды:  

1. HER2 «отрицательный» и характеризуется сочетанием, где есть положительные 

рецепторы ER, при этом HER2 «отрицательный», наличие одного и перечисленных: 

PR низкие (<20%) и (или) высокий уровень Ki-67 (≥30%). [ER+ /НЕR2- /(PR<20%)/ 

Ki-67≥30%]  

2. HER2 «положительный», характеризуется сочетанием, в котором положительные 

рецепторы (ER), и при этом HER2 «положительный», а также любой уровень PR и 

Ki-67. [ER+/ НЕR2+/ PR и Ki-67 любой]. Частота случаев рака молочной железы 

этого подтипа до 20%. В эту категорию входит 20% инвазивных видов рака груди. 

Он включает большую часть IDC NST степени 2 и микропапиллярную карциному. 

Экспрессия низкомолекулярных цитокератинов люминальных эпителиальных 

клеток является правилом при умеренной или слабой экспрессии гормональных 



28 

 

 

 

рецепторов и связанных генов. Ответ на эндокринную терапию и химиотерапию 

различен, и его прогноз хуже, чем люминальный A. 

3. «HER2-положительнный» характеризуется отрицательным уровнем 

(отсутствием) рецепторов эстрогена (ER) и прогестерона (PR), повышенной 

экспрессией HER2 и без оценки Ki-67 (или высокий). Краткая формула имеет вид 

[ER-/PR- /НЕR2+/Ki-67=0%]. Частота по данному подтипу составляет до 15% 

случаев рака молочной железы. Дополнительно, мутация TP53 является обычным 

явлением. Эти опухоли чаще имеют высокую степень злокачественности и 

метастазы в лимфатические узлы. Эта группа рака молочной железы подразумевает 

плохой прогноз и показывает самую высокую чувствительность к терапии 

трастузумабом (герцептином). 

4. Базальноподобный («тройной негативный протоковый»). Для данного 

подтипа, представляет собой отрицательные уровни при сочетании трех факторов – 

отрицательный рецептор эстрогена (ER), отрицательные рецепторы прогестерона и 

отрицательный HER2, без оценки Ki-67. Краткая формула имеет вид [ER-/ PR-

/HER2-/Ki-67=0%] 

Частота по данному подтипу составляет около 15-20% РМЖ. Первое его 

название связано с паттернами экспрессии, который подобен базальным 

эпителиальным и нормальным миоэпителиальным клеткам ткани молочной железы. 

Дополнительные маркеры, это CK5 и / или EGFR-положительный, с высокой 

экспрессией индекса Ki-67 и мутацией TP53. Экспрессии генов имеет высокую 

экспрессию базальных эпителиальных генов, позитивных по базальным 

цитокератинам; низкая экспрессия ER и связанных генов; и низкая экспрессия HER2 

/ neu. Большинство инвазивных злокачественных новообразований высокой степени 

злокачественности и других отдельных подтипов IDC низкой степени 

злокачественности с хорошим прогнозом, которые выражали низкую скорость 

индекса пролиферации Ki-67, такие как медуллярный, аденоидно-кистозный и 
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секреторный карциномы также входят в эту группу. Он не реагирует на 

эндокринную терапию или трастузумаб, но, по-видимому, чувствителен к 

химиотерапии на основе платины и ингибиторам поли (аденозиндифосфат-рибозы) 

полимеразы.  

Люминальный А подтип РМЖ имеет наилучший прогноз, его отличает 

высокая выживаемость пациентов и низкая частота рецидивов. Сходные 

характеристики имеет люминальным В подтип РМЖ. Однако, HER2-

положительный молекулярный подтип отличает усиление злокачественности. При 

этом, самый высокий уровень злокачественности и агрессивного течения 

онкопатологии имеет базальноподобный РМЖ (Нефедова, Данилова, 2013; 

Оксанчук и др., 2015; Семетей, Макимбетов, 2017; Палтуев, 2019). Данные подтипы 

и факторы (маркеры), представляют на сегодняшний день, один из основных 

эффективных клинических стандартов в практике клинико-диагностических 

лабораторий, по оценке развития и течения заболевания, я также в подборе 

оптимальной терапии. 

В настоящее время, при оценке причин морфологической гетерогенности 

РМЖ, предполагают уровни фенотипической пластичности, клональной эволюции 

онкологических стволовых клеток и эпителиально-мезенхимальные переходы 

(ЭМТ). Принято считать, что гетерогенность РМЖ зависит от мощного влияния как 

гeнeтичeскoгo, так и эпигeнeтическoгo, микрoсредовoгo измeнeния и опухолевого 

микрокружения (Marusyk, Almendro, Polyak, 2012; Turashvili et al., 2017; Yoneten et 

al., 2019).  

Таким образом, следует отметить, что в настоящее время продолжаются 

многочисленные исследования причин, биологии рака молочной железы. 

Проводится поиск маркеров, данной онкопатологии, в направлении раннего 

выявления и повышения точности диагностики, прогнозирования и подбора 

эффективной терапевтической стратегии (Zaha, 2014; Mcgranahan et al., 2015; 
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Tyanova et al., 2016; Turashvili et al., 2017; Yoneten et al., 2019; Палтуев, 2019; Rauf, 

Anderson, LaBaer, 2020). 

 

1.1.1 Биологические маркеры заболевания рак молочной железы 

 

Современные стратегии выявления опухолей молочной железы имеют 

несколько этапов, которые предполагают большое количество диагностических 

процедур. В ходе таких исследований заболевание диагностируется при уже 

сформированных опухолевых очагах (Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Сегодня, 

онкологическая диагностика, в общем виде включает комплекс мероприятий и 

состоит из – первичных осмотров пациентов, морфологического подтверждения и 

выявления гистоструктур (и генеза) опухолей, также оценивается злокачественность 

(степень), распространенность и метастазы в лимфатические узлы (органы), 

дополнительно дифференциальной диагностики с другими патологиями 

(Клинические рекомендации …, 2017; Стенина и др., 2020).  

Несмотря на возможности, современной диагностики онкогенеза, в связи с 

гетерогенностью РМЖ, на данный момент, нет надежного маркера (метода) ранней 

(доклинической) диагностики начальных этапов развития опухоли (Yoneten et al., 

2019; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). В настоящее время на стадии исследования или 

разработки тест-систем, находится большая группа биомаркеров рака молочной 

железы, с целью применения их для скрининга, диагностики, прогнозирования 

(мониторинга) и выбора терапевтической стратегии (Nicolini et al., 2018). Сегодня 

разработаны специальные условия (требования) применения онкологического 

маркера в диагностике состояния пациента и для подбора терапии (Duffy et al., 2004; 

Кушлинский и др., 2009): 

1. Определение маркеров приводит к благоприятному результату лечения, в 

частности, происходит увеличение периода без рецидивов или повышается уровень 
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общей выживаемости, значимо улучшается качество жизни и(или) снижается 

стоимость. 

2. Такие преимущества должны иметь 1 уровень доказательности – 

доказательная база может быть сформирована как специально подготовленном 

масштабном и рандомизированном проспективном исследовании, так и по 

результатам проведенного мета-анализа значимых небольших исследований.  

3. Важна стандартизация воспроизводимых методов и четкие критерии, с 

соблюдением внутреннего и внешнего контроля качества.  

Данные условия, очень сильно ограничивают исследуемые маркеры, которые 

могут быть рекомендованы для использования в клинической практике при 

обследовании больных с диагнозом рак молочной железы (Кушлинский и др., 2009). 

В связи с этим, далее в тексте для наглядности, маркеры рака молочной железы, 

разделены на 2 большие группы:  

1. Маркеры, применяемые в клинической диагностике рака молочной железы.  

2. Маркеры, имеющие диагностическую ценность и достаточно перспективны для 

применения в клинической диагностике рака молочной железы.  

Описанные выше группы маркеров рака молочной железы (РМЖ), по 

происхождению, включают: рецепторные и пролиферативные маркеры, опухоль-

ассоциированные белковые маркеры (ОAM), маркеры ДНК и РНК, экзосомы, ЦОК, 

теломераза и др. 

 

Маркеры, применяемые в клинической диагностике РМЖ 

 

В данном разделе подробно рассмотрены структурные и функциональные 

особенности маркеров рака молочной железы. Маркеры данной группы, 

широкораспространены в клинических лабораториях всех онкологических центров 

и рекомендованы для диагностики, прогнозирования и при выборе терапии рака 
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молочной железы по всему миру (Zaha, 2014; Joensuu et al., 2013; Iqbal, Archana, 2016; 

Nicolini et al., 2018; Duffy et al., 2017). Далее приведены маркеры, определение 

которых, в настоящее время, является частью рутинного обследования рака 

молочной железы. 

Рецептор эстрогена (ЭР, ER) 

Выделают два вида рецепторов эстрогена ERα и ERβ, они являются 

структурными гомологами и состоят из 6 доменов [A, B, C, D, E, F] (Палтуев и др, 

2019). Они считаются ядерными рецепторами стероидных гормонов и 

экспрессируются в тканях. В диагностических целях часто применяется ERα, 

поскольку является наиболее изученной информативной молекулой (Joensuu et al., 

2013; Палтуев, 2019). Известно, что ген ESR1 кодирующий рецептор эстрогена 

(ERα), расположен в 6 хромосоме ее длинном плече. Молекула ERβ кодируется 

геном ESR2 и расположена на 14 хромосоме (Палтуев и др, 2019). В норме ERα и 

ERβ связывают эстрадиол, для регуляции пролиферации и дифференцировки клеток 

(Mirabelli et al., 2013). ER-положительный статус опухоли молочной железы 

способствует пролиферации, выживанию и инвазии клеток (Zaha, 2014). ERα также 

ответственен за эстроген-индуцированную передачу митогенных сигналов в 

эпителиальных клетках в тканях молочной железы, матки и яичников и 

преимущественно экспрессируется клетками рака молочной железы. ERβ обычно 

ассоциируется с менее агрессивными опухолями, поскольку он ингибирует как ERα-

опосредованная транскрипция и эстрадиол-индуцированная пролиферация в 

различных типах раковых клеток. В сравнении, с метапластическим, медулярным, 

BRCA1-связанным, низкодифференцированным протоковом раке молочной железы, 

экспрессия ЭРα, чаще выявляется при высокодифференцированных протоковых 

РМЖ, дольковых, тубулярных, муцинозных, крибриформных, дуктолобулярных, 

паппилярных (Палтуев и др., 2019). 
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Рецептор прогестерона (ПР, PR) 

Еще одним маркером, применяемым в клинической практике, является 

рецептор прогестерона (Nicolini et al., 2018; Joensuu et al., 2013; Yoneten et al., 2019; 

Zaha, 2014). Рецептор прогестерона обычно измеряется одновременно с ER. Это 

основано на наблюдении, что PR вызывается эстрогеном (Nicolini et al., 2018). В 

современной клинической диагностике рака молочной железы известны обе форм 

рецептора прогестерона – PRα и PRβ (Mirabelli et al., 2013; Палтуев, 2019). Однако, 

форма PRα, считается наиболее информативной и в практике более 

предпочтительна. Рецепторы прогестерона кодируются, расположенными на 11 

хромосоме, генами PGR (Палтуев и др., 2019). Регулирующий домен рецепторов 

(PR) располагается на N-конце, домен контакта с лигандом (домен связывающий 

ДНК) – на С-конце. Анализ клинического значения данного рецептора, имеет 

противоречивые данные (Палтуев и др., 2019; Yoneten et al., 2019). 

Положительная экспрессия прогестерона рецепторов чаще отмечена для 

таких типов рака молочной железы как, например, тубулярный, муцинозный, 

дольковый, муцинозный (Франк и др., 2013). При угревидном или воспалительном 

раке молочной железы прогестерона рецепторы экспрессируются в 50% (Палтуев и 

др., 2019). 

Белковый маркер HER2 

Один из широкоприменяемых маркеров онкогенеза фактор эпидермального 

роста человека 2 или HER2 (англ. human epidermal growth factor receptor 2) 

(Конышев и др., 2015; Франк и др., 2013; Wolff et al., 2007; Joensuu et al., 2013). 

Рецептор HER2 является трансмембранным белком 1 типа (185 кДа), представлен 

1233 аминокислотами (а.о.) с внеклеточным доменом содержащий семь 

потенциальных N-связанных сайтов гликозилирования, трансмембранную область и 

цитоплазматическую часть с тирозинкиназосодержащим доменом (Mirabelli et al., 

2013; Yoneten et al., 2019). Существует и растворимая форма s-HER2. Ген рецептора 
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(HER2 / neu), локализованный на хромосоме 17. Ген HER-2 амплифицируется (ERb 

при разном уровне эпителиальных раковых образований сверхэкспрессируется в 20–

30% случаев рака груди, чаще всего из-за вариации числа копий (амплификации) 

(Hagemann, 2016; Имянитов, 2010; Конышев и др., 2015; Франк и др., 2013; Wolff et 

al., 2007; Joensuu et al., 2013). Сверхэкспрессия HER2 стимулирует рост опухоли за 

счет активации сигнальных путей MAPK и PI3K / AKT, влияющих на 

пролиферацию, инвазию и метастазирование. HER2 способствует онкогенезу, 

прогрессированию опухоли при деформации мембран, слабое крепление клеток к 

окружающей их внеклеточной части влияют на инвазивный фенотип.  

Маркер клеточной пролиферации Ki67 

Следующий, часто анализируемый клинический биомаркер – Ki67 (Nicolini 

et al., 2018). Белок Ki-67 представляет характеризует клеточную пролиферацию. Ген 

MK167 кодирует данный маркерный белок человека и располагается в хромосоме 10 

(10q25) представлен 15 экзонами и 14 интронами (Палтуев, 2019; Zaha, 2014). Это 

ядерный белок, он экспрессируется в пролиферирующих клетках, но не 

обнаруживается в покоящихся клетках. Важно отметить белок расположен на 

мембране ядра (интерфаза), однако при делении клеток (митоз) – близко с 

хроматином (Палтуев, 2019). Экспрессия Ki67, обнаруженная иммуногистохимией, 

является одним из наиболее надежных индикаторов пролиферативного статуса 

раковых клеток и используется как предиктивный/прогностческий маркер при РМЖ 

(Loehberg et al., 2013; Франк и др., 2013; Colozza et al., Палтуев, 2019; 2010; Iqbal et 

al., 2016; Yoneten et al., 2019; Duffy et al., 2017; Nicolini et al., 2018). Маркер Ki67, 

пока, является единственным маркером пролиферации, рекомендованным Санкт-

Галленским консенсусом для различных опухолей просвета A и B (An et al., 2018). 

Карциноэмбриональный антиген (CEA) 

В настоящее время антиген СЕА известен как CD66e или CEACAM5 

(Hammarstrom et al., 1999; Mirabelli et al., 2013). Его молекула имеет молекулярную 
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массу 100–200 кДа и относится к суперсемейству иммуноглобулинов имеет N-

терминальный домен. Содержит 29 сайтов гликозилирования, может 

присоединаться к мембранам используя гликозильный фосфатидилинозитол. 

(Mirabelli et al., 2013). Внеклеточная область состоит из шести доменов, 

гомологичных константному домену иммуноглобулина набора C-2 (IgC2-подобный) 

и одного вариабельного домена иммуноглобулина (IgV-подобный). В настоящее 

время существует мнение об участии этого белка в развитии рака, инвазии и 

метастазировании. 

Трансмембранный гликопротеин I типа MUC-1 (CA15-3) 

Данный маркер имеет название CA15-3 является растворимой формой белка, 

т.е. трансмембранного гликопротеина I типа MUC-1, с молекулярной массой 300 

кДа, имеет повторяющиеся полиморфные домены, состоящие из 21-125 

повторностей (20 а.о.) отличающиеся у индивидуумов, при этом 

цитоплазматические части представлены 72 а.о. и 7 остатков Tyr (тирозин), 

образующих потенциальную клатрин-опосредованную эндоцитарную сигнальную 

последовательность (Mirabelli et al., 2013; Таипов и др., 2015). Белок MUC-1 

продуцируется эпителием желез, протоков, для ингибирования микробного доступ 

к клеточной стенке и блокировке ферментов (Mirabelli et al., 2013). Гликопротеин 

MUC-1 также считается онкогеном, поскольку его уровни повышены в 

эпителиальных раковых клетках различного происхождения и увеличиваются с 

развитием рака и метастазированием (Mirabelli et al., 2013; Yoneten et al., 2019). 

Экспрессия MUC-1 строго связана с агрессивностью РМЖ, в клинических условиях 

используется растворимая форма, называемой CA15-3. Данный интегральный 

мембранный белок молочной железы, сверхэкспрессируется в 90% аденокарцином 

(Qiu et al., 2018) 
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Мутации гена TP53 (белок p53) 

Данный белок является онкосупрессором, стимулирует торможение роста и 

апоптоза различных типов опухолей. Ген TP53 наиболее часто мутированный ген 

при раке человека и функционирует во многих клеточных путях, включая регуляцию 

клеточного цикла, метаболизм, ангиогенез и механизмы репарации ДНК (Vogelstein 

et al., 2013; Abubakar et al., 2019; Damineni et al., 2014). Считается, что 

приблизительно 30% опухолей молочной железы содержат мутации в TP53 

(Abubakar et al., 2019) и последние данные свидетельствуют о том, что частота, 

спектр и сроки этих мутаций варьировались в зависимости от молекулярного 

подтипа заболевания. В общем виде, мутации TP53 менее распространены в 

люминальных (А и В), чем в базальных опухолях; встречается в 26% опухолей 

просвета (17% для просвета А и 41% для просвета В) по сравнению с 50% HER2 

положительных и 88% базально-подобных опухолей молочной железы (Abubakar et 

al., 2019). 

Маркерные мутации генов BRCA1 и BRCA2 

Экспрессия данных генов характерна для нормальных клеток и направлена 

на обеспечение стабильности генома. Данные гены составляют группу опухолевые 

супрессоры. Ген BRCA1 локализован на 17-й хромосоме, а ген BRCA2 обнаружен 

на 13-й хромосоме (Mirabelli et al., 2013). Гены BRCA1 и BRCA2 участвуют в 

гомологичной рекомбинации при репарациях двухцепочечных разрывов ДНК 

(Sokolenko et al., 2014; Батенеева и др., 2013; Имянитов и др., 2011; Гришина и др., 

2016). Мутации в генах BRCA1 и BRCA2 приводят к частым наследственным 

генетическим аберрациям с развитием рака молочной железы и составляют 

примерно половину всех наследственных форм злокачественных новообразований 

молочной железы (Narod, 2004; Имянитов, 2010; Имянитов, 2011; Easton et al., 2015; 

Moiseyenko et al., 2010; Fuzery et al., 2013; Tung, Garber, 2018). Риск возникновения 

рака при BRCA1 составляет около 65%, для мутации в гене BRCA2 в течение жизни 
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составляет от 45 до 84%. Рак молочной железы, при мутации BRCA1, часто 

коррелирует с базальноподобным подтипом и ER-отрицательный, вероятно – 

влияние BRCA1 на регуляцию транскрипции ER (Палтуев и др., 2019). BRCA1-

мутации - повторяющиеся мутации, однако BRCA2-мутации являются уникальными 

(кроме 6174delT) (Батенеева и др., 2015; Sokolenko, 2014). В настоящее время в 

популяции РФ (у славян), преобладает при раке молочной железы – мутация 

5382insC гена BRCA1, также частые – 4153delA, 300T>G (C61G), 185delAG и для 

BRCA 2 (6174delT) (Iyevleva et al., 2010; Батенева и др., 2013; Батенеева и др., 2015; 

Часовникова и др., 2010, Соколенко и др., 2010; Sokolenko, 2014; Новикова и др., 

2017; Имянитов и др., 2011). 

Маркерные мутации генов PIK3CA 

Фермент PI3K представляет собой гетеродимер, состоящий из регуляторной 

субъединицы p85 и каталитической субъединицы p110. Ген PIK3CA кодирует 

каталитическую субъединицу PI3K p110α (Tang et al., 2020). Передача сигналов 

через путь PI3K важна для возникновения как нормальных, так и злокачественных 

клеточных процессов, включая пролиферацию, апоптоз и метаболизм. Ген PIK3CA 

мутирован примерно в 36% случаев рака груди, о которых сообщается в базах 

«Атласа геномов рака» и «Каталоге соматических мутаций рак» (TCGA, COSMIC) 

(Chen et al., 2020; Cancer Genome…, 2012). В этих базах данных для рака груди было 

зарегистрировано 160 соматических мутаций PIK3CA, включая 125 миссенс-

мутаций, 8 молчащих мутаций, 1 бессмысленную мутацию, 19 мутаций с делецией 

и сдвигом рамки считывания и 7 мутаций со сменой рамки считывания (Chen et al., 

2020). Известно, что ассоциированные с опухолью мутации PIK3CA приводят к 

конститутивной активации p110α и онкогенной трансформации при множественном 

раке (Tang et al., 2020; Cancer Genome…, 2012).  
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Маркеры перспективные для клинической диагностики РМЖ 

(«жидкая биопсия») 

 

За последние несколько десятилетий были предприняты огромные усилия 

для открытия новых биомаркеров рака с целью их интеграции в клиническую 

диагностику (Fuzery et al., 2013). Были совершен значительные вклад в открытие и 

разработку биомаркеров на основе «жидкой биопсии», поскольку они являются 

менее инвазивными, экономичными и легко производятся во время наблюдения за 

пациентами (Vafaizadeh, 2020). Биомаркеры «жидкой биопсии» обнаруживаются в 

образцах крови, плазмы, спинномозговой жидкости и моче больных, но не у 

здоровых людей. 

Маркеры данной группы, представляют диагностическую ценность и 

перспективны для адаптации их к клинической практике в диагностике и 

прогнозировании развития заболевания рака молочной железы. 

Циркулирующие опухолевые клетки (circulating tumor cells, CTCs) 

В последние годы внимание исследователей привлекают циркулирующие 

опухолевые клетки (ЦОК), которые отделились от первичной опухоли и попали в 

кровь (Kong et al., 2018). В качестве метода неинвазивной и повторяемой 

жидкостной биопсии ЦОК можно обнаружить в периферической крови, и было 

доказано, что они являются прогностическим фактором общей выживаемости (ОВ) 

у пациентов с метастатическим раком молочной железы (Kong et al., 2018). 

Раковые стволовые клетки (breast cancer stem cells, CSC; BCSCs). 

РСК, включая клетки рака молочной железы, представляют собой 

субпопуляции раковых клеток, обладающих сходными характеристиками с 

нормальными стволовыми клетками или клетками-предшественниками, такими как 

способность к самообновлению и множественная дифференцировка для 

стимулирования роста и гетерогенности опухоли (Ayob, Ramasamy, 2018). Сегодня, 

использование поверхностных мембранных маркеров CD44 и CD24 в сочетании с 
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активностью альдегиддегидрогеназы ALDH1 является достаточно точным методом 

идентификации и выделения РСК-подобных клеток в популяциях рака молочной 

железы (Вартанян, Барышников, 2016; Kong et al., 2018). Однако совпадение между 

CD44+ CD24- / низкой и высокой экспрессией ALDH1 в первичных опухолях 

довольно мало (около 1%) (Ricardo et al., 2011; Kong et al, 2018). 

Молекулярный маркер (miRNAs) 

Молекулы микроРНК (miRNAs) являются перспективными онкомаркерами 

(Nicolini, 2018). Они являются молекулами малыми некодирующими РНК, длиной 

17–27 нуклеотидов (Kahraman et al., 2018). Данные молекулы имеют регуляторные 

функции в отношении экспрессии множества генов, инициируя подавление 

трансляции или деградацию своих родственных мишеней мРНК. Известно, что 

miRNA тканеспецифичны и отражают туморогенез, метастазирование и 

лекарственную реакцию в исходных клетках. Обнаруживаются также в крови, 

сыворотке, моче и других источниках, доступных с минимальной инвазивностью 

(Kahraman et al., 2018). Их экспрессию выявляют при различных видах раках 

человека (ткань, сыворотка) и отличаются высокой диагностической 

специфичностью и чувствительностью (Leidner et al., 2013). Уровень молекул 

специфических miRNAs дерегулируется и коррелируют с подтипом рака молочной 

железы, прогнозом, метастазированием и устойчивостью к лечению (Mirabelli et al., 

2013; Leidner et al., 2013). Одним из первых исследований микроРНК оценивалась 

связь miR-16, miR-145, miR-155 с развитием рака молочной железы, корреляцию 

miR-155 коррелировала состоянием рецептора прогестерона (Zhu et al., 2009; 

Madhavan et al., 2013). 

Циркулирующая опухолевая ДНК (circulating tumor DNA, ctDNA) 

Данный молекулярный объект является фрагментом ДНК (180-200 п.о.) 

опухолевой клетки, который появляется в кровотоке в результате апоптоза, однако 

цоДНК выделяется и из некротизированных клеток, метастаз, циркулирующих 
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онкологических клеток (Жуков и др., 2014). Такие ДНК, могут иметь генетические 

трансформации (мутации, делеции, амплификации) или эпигенетические 

(микросателлитная нестабильность, метилирование) (Nicolini, 2018). 

Циркулирующие молекулы ДНК способны отражать различные генетические 

характеристики опухоли. Так, например, их измерение может быть произведено 

количественно для оценки опухолевой массы (истинный объем и динамика при 

лечении) и качественно – характеризуя всю опухоль (Жуков и др., 2014). Известно, 

что у больных злокачественными новообразованиями уровень цоДНК намного 

выше, чем у здоровых доноров, что объясняется дополнительными поступлениями 

в кровяное русло таких ДНК из опухолей. Циркулирующие ДНК зависят и от 

гистотипа опухолей, размера и сосудов. Доля ДНК опухолей в общем количестве 

циркулирующей ДНК может составлять от 0,01 до 90 % (Жуков и др., 2014) 

Нуклеосомы (Nucleosomes) 

Нуклеосома представляет собой молекулу, которая состоит из ДНК и четырех 

основных гистонов, H2A, H2B, H3 и H4. ДНК, обернутая вокруг гистонового 

комплекса (Yörüker et al., 2017). Циркулирующие нуклеосомы представлены 

преимущественно в виде моно- или олигонуклеосом. 

Нуклеосома является центром контроля транскрипции и имеет 

фундаментальное значение для структуры ДНК и регуляции генов. Циркулирующие 

нуклеосомы способны высвобождаются при химиотерапевтическом лечении, а 

количественная оценка может способствовать реакции на терапию. Первое 

исследование по измерению циркулирующих нуклеосом было проведено при раке 

молочной железы и описало повышенные уровни циркулирующих нуклеосом у 

пациентов относительно здоровых доноров (контроль) (Kuroi et al., 1999; Yörüker et 

al., 2017). Нуклеосомы как биомаркеры имеют потеницал для обеспечения 

индивидуального лечения пациентов на основе таргетных лекарств. 

 



41 

 

 

 

Экзосомы (Exosome) 

Экзосомы представляют собой мембранные везикулы эндоцитарного 

происхождения диаметром от 40-100 нм. (Jia et al., 2017) Секретируются 

различными видами клеток и содержат широкий спектр, включая нуклеиновые 

кислоты (например, ДНК, мРНК, miRNA, длинную и короткую некодирующую 

РНК), белки (например, цитоскелетные белки, трансмембранные белки и белки 

теплового шока) и ферменты (GAPDH, ATPase, pgk1) (Vader et al., 2014; Jia et al., 

2017, Самойлова и др., 2017). Опухоли используют экзосомы для передачи 

злокачественных фенотипов нормальным клеткам, а перенос микроРНК и белков, 

вносят вклад в онкогенез. Эти особенности экзосомы используют как биомаркеры 

«жидкой биопсии», для ранней диагностики, мониторинга эффективности терапии 

(Самойлова и др., 2017). 

Экспрессия лиганда PD-L1 

Белок PD-L1 является природным лигандом, для рецептора 

программируемой смерти PD-1 (подробнее в п. 1.2.2). Лигандные молекулы PD-L1 

могут экспрессироваться на разных видах клеток, в том числе и опухолевых. При 

этом выявление PD-L1 при анализе опухолей молочной железы коррелирует с 

негативными клинико-патологическими особенностями 2-х подтипов РМЖ, в 

частности, базальноподобный или HER2-положительный (Colomer et al., 2018) 

Вероятно данная молекула контроля имунитета имеет диагностический потенциал в 

будущем. В настоящее время, показаны, что экспрессии PD-1 и PD-L1 и оценка их в 

качестве биомаркеров для прогнозирования реакции на лечение NAC при раке 

груди. Прежде всего, экспрессия PD-L1 актуален как биомаркер для более 

эффективной химиотерапии тройного негативного подтипа рака молочной железы 

(Asano et al., 2018).  
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1.1.2 Молекулярные методы диагностики рака молочной железы 

 

Современная диагностика опухолей молочной железы, по причинам 

гетерогенности заболевания, предполагает многоуровневый подход к оценке 

организма пациента, в направлении от методов визуальной диагностики (уже 

сформированного очага заболевания), например, маммография, МРТ и 

компьютерная томография, позитронно-эмиссионная томография, до установления 

молекулярных особенностей рака с обязательным применением группы 

молекулярно-генетических методов (Иванцов и др., 2011; Криволапов и др., 2011; 

Assi et al., 2011; Колядина и др., 2015; Тверезовский и др., 2015; Provencher et al., 

2016; Семенов и др., 2017; Qiu et al., 2018; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). 

Иммуногистохимический анализ. Методы данной группы, направлены на 

выявление локализации клеточных и тканевых антигенов, с обязательным 

сохранением морфологических особенностей этих образцов (Бабиченко, Ковязин, 

2008; Zaha, 2014; Иванцов, Мацко, 2011). Детекция клеточных антигенов базируется 

на реакции специфического взаимодействия антител с известными антигенами 

(рецепторами) клетки. Окрашивание препарата-среза производят антителами с 

флуоресцентной меткой (Иммуногистохимические методы, 2011). Примером такого 

анализа является определение тканевых маркеров ЭР, ПР, HER2, Ki67 (Франк и др., 

2013; Zaha, 2014). Таким образом определяются рецепторы строго для опухолевых 

клеток. 

Метод FISH (англ. fluorescence in situ hybridization – флуоресцентная 

гибридизация in situ) (Иммуногистохимические методы, 2011). Данный метод имеет 

узкоограниченные задачи, базируется на поиске гибридизованных с локусами 

хромосомы комплементарных зондов-ДНК (с известными нуклеотидами). Метод 

оценивается по специфическому флуоресцирующему локусу хромосом (Zaha, 2014). 

Результат оценивают по метке – флуоресцентному сигналу в ожидаемом участке 
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(проба - 90 тыс. до нескольких миллионов п.н.). Анализируют ген, участок, или целая 

хромосома (Семенов и др., 2017). Разновидности метода CISH, SISH. 

Метод ПЦР «Real-time» (полимеразная цепная реакция) – 

Высокочувствительный, специфичный и количественный метод избирательного 

синтеза нуклеиновых кислот in vitro, применяемый в клинических лабораториях 

(Снигирева и др., 2019). С его помощью можно получить определенную 

последовательность ДНК в количестве, превышающем исходное в несколько 

миллионов раз. Таким методом, с высокой точностью, оценивают мутационный 

статус BRCA1 и BRCA2 у пациентов с РМЖ (Снигирева и др., 2019; Батенеева и др., 

2015; Sokolenko et al., 2014; Григорук и др., 2017). Может применяться для оценки 

Ki67 (Дергунова и др., 2018). 

В клинической практике, сегодня используют мультигенные тест-системы 

диагностики злокачественных новообразований молочной железы – Oncotype DX, 

MammaPrint, Prosigna и др., которые имеются в продаже и в настоящее время 

используются (Nicolini et al., 2018; Гришина и др., 2016; Colomer et al, 2018)  

Тест «Oncotype DX» (Genomic Health, США) 

Это анализ обратной транскриптазы цепной реакции в реальном времени 

(ОТ-ПЦР), который измеряет экспрессию панели из 21 гена в фиксированных 

формалином парафиновых образцах, включая 16 связанных с раком генов (ER, PR, 

Bcl2, SCUBE2, HER2, GRB7, Ki-67, STK15, сурвивин, циклин B1, MYBL2, 

стромелизин 3, катепсин L2, GSTM1, CD68 и BAG1) и 5 референсных генов (бета-

актин, GAPDH, RPLPO, GUS и TFRC), для оценки рецидива, оценка для 3-х групп 

риска (Nicolini et al., 2018; Hagemann et al., 2016; Гришина и др., 2016; Colomer et al, 

2018). 

Тест «BluePrint» (Agendia BV, Голландия) 

Этот технология использует для тестирования 80 генов и позволяет 

выполнить молекулярную классификацию существующих подтипов рака молочной 
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железы (Гришина и др., 2016; Wuerstlein et al., 2019). Таким образом, определение 

люминального подтипа основано на панели из 58 генов, для базальноподобного 

выявлено 28 генов и для оценки HER-2 – 4 гена. В настоящее время известно, что 

данный тест вместе с MammaPrint определяет субпопуляции клеток с потенциально 

отличным ответом на лечение (Wuerstlein et al., 2019). Этот тест рекомендован для 

повседневной практики. 

Тест «MammaPrint» (Agendia BV, Голландия) 

Тест-система и измеряет экспрессию 70 генов, вовлеченных в клеточный 

цикл, инвазию, пролиферацию, ангиогенез, метастазирование и сигнальную 

трансдукцию (Hagemann et al., 2016; Гришина и др., 2016; Nicolini et al., 2018). 

Данная тест-система, в настоящее время, одобрена FDA (США). Микрочипы 

MammaPrint состоят из 1900 зондов, подходящих для высокопроизводительной 

обработки, и позволяет использовать меньше РНК и короткое время обработки до 5 

дней. Тестирование производится на образцах опухоли (Colomer et al, 2018). Этот 

анализ может быть применен, как при узловом положительном, так и при 

отрицательном узле, а также как гормон-положительном, так и гормон-

отрицательном раке, он является прогностическим для чувствительности к 

химиотерапии и прогностическим для раннего отдаленного рецидива в течение 

первых 10 лет после постановки диагноза, что приводит к 13 и 56% соответственно 

в группе низкого и высокого риска (Hagemann et al., 2016; Nicolini et al., 2018; 

Wuerstlein et al., 2019). Этот тест рекомендован для повседневной практики. 

Тест «Prosigna» / PAM50 (NanoString Technologies, США) 

Тест-система, позволяет оценить экспрессию 53 генов-мишеней и 5 

конститутивно экспрессируемых генов нормализации (референс) с использованием 

запатентованной технологии, называемой «nCounter Dx Analysis System» (Hagemann 

et al., 2016; Гришина и др., 2016; Nicolini et al., 2018). Данная тест-система, также 

зарегистрирована и одобрена FDA (США). Данная тест-система является, 
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высокочувствительной и точной, в нем используется 250 нг РНК из фиксированной 

формалином парафиновой опухолевой ткани и генерируется оценка риска 

рецидивов, которая оценивает 10-летний риск отдаленного рецидива для гормон-

положительных рецепторов I-III стадии рак молочной железы, подлежащий лечению 

адъювантной эндокринной терапией, соотносится с одним из пяти ранее описанных 

молекулярных подтипов (Гришина и др., 2016; Nicolini et al., 2018).  

Тест «EndoPredict» (Myriad Genetics Inc., США) 

Еще один геномный классификатор второго поколения. Данный метод 

диагностики, основан на ОТ-ПЦР на залитой парафином ткани, позволяет оценить 

уровень экспрессии 12 генов: 8 раковых генов, 3 эталонных гена для стандартизации 

и один для измерения геномной ДНК (Гришина и др., 2016; Colomer et al., 2018). Тест 

одобрен в Европе для клинического применения. Направлен на диагностику 

заболевания в ранних стадиях при отсутствии или не более 3-х метастазов у 

пациентов с положительными по ER, PR и отрицательным HER-2 (Гришина и др., 

2016). Также предоставляет информацию о риске отдаленного рецидива в 

соответствии с экспрессией генов (оценка геномного EP [EP]) и риске с поправкой 

на размер опухоли и количество вовлеченных лимфатических узлов (клиническая 

оценка EP [EPclin]). По шкале от 0 до 15 он определяет две категории, основанные 

на 10-летнем отдаленном риске рецидива: низкий риск (оценка < 3,4; общий риск 6-

8%) и высокий риск (оценка > 3,4; общий риск 15 – 22%) (Colomer et al., 2018). Это 

децентрализованный тест, который можно проводить в любой лаборатории. 

Технология «Breast Cancer Index» (Biotheranostics Inc., США) 

Основная цель данного теста заключается в оценке отношения экспрессии 

двух генов – HOXB13, IL17BR (Гришина и др., 2016). Данная технология использует 

количественную ПЦР и молекулярный индекс Grade, который выражает оценку пяти 

генов, связанных с гистологическими особенностями прогрессирования опухолей. 

Таким образом, суммарно, данная технология использует анализ 7 генов. Данный 
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тест позволяет прогнозировать риски рецидивов у пациентов с положительным по 

ER и PR и отрицательным HER-2, ранним раком молочной железы без метастаза в 

лимфатические узлы (Гришина и др., 2016). 

Резкий скачок развития современной молекулярной биологии и протеомики 

способствовал продвижению междисциплинарных химико-биологических методов, 

в клиническую практику (ранее экспериментальных). Некоторые из этих методов 

уже используют в клинических лабораториях (Yoneten et al., 2019; Lee et al., 2014; 

Vafaizadeh et al., 2020; Таипов и др., 2015):  

1. Иммуноферментные методы анализа (ELISA); 

2. Двумерные гель электрофорезы (2DE);  

3. Электрофорезы разностностной флуоресценции (DIGE); 

4. Методы полимеразной цепной реакции; 

5. Тeхнoлoгии сeквeнирoвaния нoвoгo пoкoлeния (NGS);  

6. Разновидности времяпролетной мacc-cпeктpoмeтpии (МC): 

- yсилeннaя пoвeрхнoстнaя лaзeрнaя дecopбциoннaя иoнизaция (SЕLDI-TОF-МS); 

- мaтpичнaя лaзeрнaя дecopбциoннaя иoнизaция (MАLDI-TОF-МS); 

7. Времяпролетная масс-цитометрия (для иммунопрофилирования) CyTOF.  

Следует отметить, что все эти методы позволяют оценить уровень взаимодействия и 

идентифицировать исследуемые объекты (ДНК, белки, пептиды, гликаны и другое) 

Методы, описанные выше, составляют группу методов «жидкая биопсия» и 

предполагают анализ циркулирующих в крови ЦОК, цДНК, miРНК, нуклеосомы, 

аутоантитела, экзосомы и др. (Colomer et al., 2018).  

Диагностическая масс-спектрометрия  

Матричная лазерная дезорбционная ионизация – MALDI (matrix-assisted laser 

desorption/ionization) производит анализ биополимеры и макромолекулы, без 

повреждения структуры. Тандемная МС группирует некоторое количество 

детекторов, которые могут извлекать только одну молекулу пептида, и 
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идентифицировать фрагменты. Используется в идентификации белковых пятен 

после 2DE (Leong et al., 2012; Таипов и др., 2015; Yoneten et al., 2019).  

Секвенирование нового поколения (NGS) 

Сегодня актуально развитие тест-систем для одновременного определения 

последовательности нескольких генов – тестирование генной панели с помощью 

метода с названием «секвенирование нового поколения» NGS (англ. next generation 

sequencing) (Fachal, 2015; Hagemann, 2016; Снигирева и др., 2019). Заметные 

преимущества подхода к секвенированию панелей NGS по сравнению с 

тестированием одного гена включают возможность охвата большого количества 

генов на одной платформе без многократного отбора ткани из парафинового блока. 

Секвенирование следующего поколения обнаруживает в пределах регистрируемого 

диапазона одного теста все 4 канонических класса генетической изменчивости: 

однонуклеотидные варианты, инсерции / делеции, варианты с числом копий и 

структурные варианты (перестройки, транслокации) (Hagemann, 2016). 

Биологический микрочип (microarray) 

Сегодня в клинике, актуальность приобретает – параллельное 

микросеквенирование массивов белков, с помощью белковых чипов с различными 

типами детекции (Таипов и др., 2015; Atak et al., 2016). Технологии микрочипов, 

усилили возможности экспериментальной медицины. Биологический микрочип 

представляет собой технологические платформы содержащие (отдельно или 

комбинировано) на своей поверхности малые молекулы высокой плотности – белки, 

ДНК, гликаны, пептиды, глиоксилилпептидов (Кrаmеr еt аl., 1995; Mеlnуk еt аl., 2002; 

Lеsаiсhеrrе еt аl., 2002; Аtаk еt аl., 2016; Неllеr еt аl., 2002; Rоbinsоn еt аl., 2002; Веуеr 

еt аl., 2007; Аndrеsеn еt аl., 2009; Zhаng еt аl., 2013; Pаgе еt аl., 2007; Нughеs еt аl., 

2012; Lеgutki еt аl., 2014; Shilоvа еt аl., 2012; Fеsеnkо, 2016). Микрочипы 

изготавливаются из стекла, пластика из кремния или полимерных мембран. 

Содержание нескольких анализирующих объектов может достигать от 10 до 2 млн 
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строго определённых молекул для анализа (Page et al., 2007; Никоненко и др., 2008, 

Hughes et al., 2012; Legutki et al., 2014; Fesenko, 2016; Семенов и др., 2017; Stafford et 

al., 2020). Принцип работы, основан, специфичности или комплементарности 

химических связей с анализируемым образцом. Реакцию на чипе детектируется с 

помощью сканирования и оценки флуоресценции (Page et al., 2007; Robinson et al., 

2002) 

Одной из перспективных технологий для диагностики могут стать аптамеры 

(альтернатива антителам). Среди достоинств аптамеров – детекция индивидуальных 

структур клеток при разных стадиях развития (Замай и др., 2011). При разработке 

используется технология Cell-SELEX – это процесс, при котором живые клетки 

используются для отбора аптамеров для распознавания мишени. Технология SELEX 

была применена для выделения аптамеров, которые распознавали особенности 

клеток из ряда острого миелоидного лейкоза с константами диссоциации (Kd) в 

наномолярном диапазоне. Однако, на данный момент ключевым недостатком 

аптамеров (в диагностике), является автоматизация производства тест-систем и 

воспроизводимость анализа. Методы молекулярной-генетической диагностики, 

сегодня являются, наиболее перспективными для клинически точной оценки 

онкогенеза. При этом важными направлениями её развития является повышение 

диагностических характеристик – специфичности и чувствительности.  

Таким образом, в настоящее время в клинической практике отсутствуют 

методы, которые позволяют выявлять заболевание на ранней (доклинической) 

стадии, что оставляет проблему поиска новых доступных решений для ранней 

диагностики. При этом, на стадии экспериментальных разработок, существует не 

малое количество современных технологий, обладающих диагностическим 

потенциалом. Однако, данные методики имеют некоторые недостатки, 

ограничивающие их клиническое применение, связанные с уровнями 

чувствительности, специфичности, стабильности, стандартизации, хранения и 
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трудоемкости. Гетерогенность рака молочной железы обусловливает высокие 

требования к применимости молекулярных тестов, необходимость поиска новых 

маркеров заболевания. 

 

1.1.3 Циркулирующие антитела как онкомаркеры 

 

Как было описано выше, применяемые в настоящее время стандарты 

инвазивных диагностических методов, достаточно успешны, но как правило в 

случаях уже сформированной – существующей опухоли. Такие сывороточные 

маркеры – CA 15-3, CA 27-29, CEA и некоторые другие, применяемые в клинической 

практике, характеризуются низкой чувствительностью и специфичностью и 

применимы в диагностике при более поздних стадиях РМЖ (Frenette et al., 1994; 

Yoneten et al., 2019). Данная проблема связана с разбавлением и низкой 

концентраций (рис. 2), существующих протеомных онкомаркеров (Lutz et al., 2011; 

Hori, Gambhir, 2011).  

 

Рисунок 2. Однокамерная модель кинетики биомаркера плазмы (Hori, 

Gambhir, 2011). Изменение количества (массы) биомаркера плазмы во 

времени равно разнице между притоком биомаркера в плазму, который 

выделяется опухолевыми и здоровыми клетками, uT (t) + uH (t), и выход 

биомаркера из плазмы, kELqPL (t). 
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Поэтому, поиск новых маркеров крови для обнаружения раннего рака, 

продолжается, однако чувствительность пока остается на среднем или даже низком 

уровне (Zhang et al., 2003; Brand et al., 2011; Hughes et al., 2012; Zuo et al., 2016; 

Yoneten et al., 2019). Выявление маркеров, указывающих на положительный диагноз, 

при более ранней стадии или при бессимптомном течении заболевания, в настоящее 

время остаются ключевыми проблемами в онкологии, для обеспечения быстрого, 

доступного дополнения к имеющимся технологиям диагностики РМЖ (Anderson et 

al., 2002; Lacombe et al., 2014; Yoneten et al., 2019; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020).  

За последние 15 лет, доказано, что иммунитет способен распознать опухоли 

и формировать иммунный ответ (локальный, системный), устремленный для 

регрессии роста опухоли (Gutkin еt аl., 2014; Кoлядинa, Пoддyбнaя, 2015; Zuо еt аl., 

2016; Zhаng еt аl., 2003; Wаng еt аl., 2005; Wеi еt аl., 2018; Rаuf, Аndеrsоn, LаBаеr, 

2020).  

Иммунная система организма, производит непрерывную самодиагностику и 

достаточно чувствительна к изменениям антигенных или молекулярных профилей 

клеток тканей организма (Gnjаtiсеt аl., 2010; Dunn еt аl., 2004; Dunn еt аl., 2002; 

Srееkumаr еt аl., 2004; Но еt аl., 2005; Нughеs еt аl., 2012; Нuаng еt аl., 2017; Zhаng еt 

аl., 2013; Аtаk еt аl., 2016; Wеi еt аl., 2018). Связанные с опухолью антигены могут 

иметь: аномальные структуры, измененные уровни экспрессии белка или изменения 

посттрансляционных модификаций (гликозилирование, ацетилирование, 

метилирование, фосфорилирование и т.д.), которые перестали распознаваться 

иммунной системой как «собственные», что вызывает запуск продукции антител 

(Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Таким образом, специфические события иммунного 

ускользания могут предвещать переход от in situ к инвазивному РМЖ, что 

предполагает, что тесты, основанные на аутоантителической реакции, могут быть 

эффективными для раннего обнаружения (Qiu et al., 2018). Ранее, было выявлено, 

что уровни определенных циркулирующих аутоантител возникают до и во время 
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образования опухоли, что указывает на то, что аутоантитела могут служить в 

качестве высокоэффективных биомаркеров для ранней диагностики рака, когда 

другие технологии могут не обладать такой чувствительностью (Hughes et al., 2012; 

Bradford, et al., 2006; Desmetz et al., 2009; Liping et al., 2013; Zaenker et al., 2013; 

Soussi, 2000; Zhang et al., 2003; Zuo et al., 2016; Dobrochaeva et al., 2020). Раковые 

клетки выявляет детектируемый гуморальный иммунный ответ (Sreekumar et al., 

2004; Ho et al., 2005). 

Информативность аутоантител, для раннего выявления рака, была показана в 

нескольких публикациях при различных типах опухолей (Mасdоnаld еt аl., 2017; 

Lеgutki еt аl., 2014; Zhаng еt аl., 2003; Dеsmеz еt аl., 2009; Шапoвaл и дp. 2015; Tsоu 

еt аl., 2016; Yаdаv еt аl., 2019; Wеi еt аl., 2018; Qiu еt аl., 2018; Rаuf, Аndеrsоn, LаBаеr, 

2020). Так, например, в ходе оценки аутоантител к р53 были зафиксированы для 

разных онкологических заболеваний, в частности, злокачественные 

новообразования молочной железы, прямой кишки, рак легких, яичников и шейки 

матки (Anderson et al., 2010; Pedersen et al., 2013; Soussi et al., 2000). Другой пример 

исследование, проведенное научной группой Chapman, группы образцов 

протестированы на 7 антигенов: HER2, c-myc, p53, белок восприимчивости к раку 

молочной железы типа I и II (BRCA1 и BRCA2), раково-тестикулярный ген Ny-ESO-

1 и трансмембранный гликопротеин I типа (MUC1). Было установлено, что 

специфичность метода анализа достигает 91-98%, однако индивидуальная 

чувствительность анализа аутоантигена составляла всего в сыворотках до 3–24%, а 

в сыворотках первичного рака молочной железы 8-24%. Чувствительность возросла 

в сыворотках первичного рака со специфичностью до 85%, когда тестировали 

комбинированные панели из 7 аутоантигенов (Chapman et al., 2007; Zaenker et al., 

2013). Еще одним примером, являются аутоантитела к белку теплового шока 60 

(HSP60), показано что положительный результат у 31% пациентов на ранней стадии 
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рака груди, и 32,6% пациентов с DCIS, с минимальными показателями 4,3% у 

здоровых контролей (Qiu et al.; 2018). 

Антитела могут быть использованы в качестве биомаркеров, благодаря своим 

свойствам – стабильность в сыворотке (менее склонны к протеолизу), высокая 

специфичность и сродство к родственному антигену, представлены в большом 

количестве и позволяют проводить ретроспективные исследования (Zhang et al., 

2003; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Активированная B-клетка может продуцировать 

от 5000 до 20000 антител в минуту при репликации каждые ~ 70 часов с 

продолжительностью жизни до 4,5 месяцев (Zaenker et al., 2013), что приводит к 

усилению> 1011 специфического сигнала в неделю. Этот факт позволяет исключить 

проблемы разбавления низких концентраций, существующих протеомных 

онкомаркеров (рис. 3). Антитела могут физически детектированы даже при 

пикомолярных концентрациях (Anderson et al., 2002; Lutz et al., 2011).  

 

 

 

Рисунок 3. Схема продукции и амплификации аутоантител путем 

стимуляции опухолевых антигенов (Qiu et al., 2018). В-клетки производят 

множество копий аутоантител при иммунных реакциях, они усиливают 

«сигнал» антигена рака, и становится обнаруживаемым на ранней стадии 

РМЖ. Для сравнения концентрация антигенов слишком низкая, для 

обнаружения в те же сроки. 
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Кроме того, неочищенные антитела, находящиеся в плазме или сыворотке 

стабильны, что позволяет использовать архивные образцы для тестирования, в то 

время как РНК или другие белки, могли подвергнуться деградации (Geijersstam et al., 

1998; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020; Dobrochaeva et al., 2020). Важными 

характеристиками клинической значимости в качестве маркера ранней диагностики, 

аутоантитела должны: 1. четко различать здоровое и болезненное состояние, 

предпочтительно на ранних этапах рака; 2. скрининговые аутоантитела, должны с 

высокой точностью, чувствительностью и специфичностью, различать пациентов с 

раком молочной железы, при этом важными являются количественные параметры 

(серия пороговых значений) для оценки положительных и отрицательных тестов 

(Rauf, Anderson, LaBaer, 2020).  

Современные методы диагностики ограничены в определении профиля 

антигенов представленных опухолевой клеткой или абберантных белков при раннем 

онкогенезе. Так что создание панели многообразия эпитопов (белков), является 

актуальным направлением в оценке роли циркулирующих антител в онкогенезе и 

для разработки ранней диагностики (Zhang et al., 2003; Hughes et al., 2012; Stafford et 

al., 2012; Lacombe et al., 2014). 

В данной работе мы предлагаем оценку широкого репертуара антител 

(иммуносигнатуру) как достаточно простой и недорогую стратегию к диагностике. 

«Иммуносигнатура» определяется как общая схема детекции циркулирующих 

антител, которая характерна для пациентов с конкретным заболеванием, 

относительно другого заболевания или здоровых контролей (Stаffоrd еt аl., 2011; 

Rеstrеpо еt аl., 2011; Brоwn еt аl., 2011; Sуkеs еt аl., 2013; Chаsе еt аl., 2012). 

Циркулирующие антитела имеют огромный потенциал для понимания 

молекулярных событий онкогенеза и роста опухоли, что может способствовать 

определению различных типов и раннему выявлению заболевания. 
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1.1.4 Методы оценки циркулирующих антител 

 

Первые исследования аутоантител проводились в небольших масштабах, 

оценка проводилась по нескольким опухолевым антигенам. Полученные, в первые 

годы исследований, одиночные аутоантитела показывали низкую 

производительность. Однако, чтобы найти сложные панели аутоантител с 

подходящими функциями при разработке ранней диагностики (скрининга), очень 

важно иметь высокопроизводительные технологии еще на этапе научного 

исследования (Rauf, Anderson, LaBaer, 2020).  

Подходы с высокой пропускной способностью, позволяют быстро 

обрабатывать большое количество образцов плазмы крови пациентов. При этом, 

технологии, содержащие тысячи антигенов, могут обеспечить идентификацию 

многих ассоциированных с опухолью антител, на этапе их открытия, что важно в 

процессе разработки надежных тестов. Таким образом в настоящее время, остается 

актуальной, разработка доступных методов оценки циркулирующих антител. На 

данный момент, для выявления и изучения циркулирующих антител и их 

особенностей используют следующие современные технологические платформы 

(Zhang et al., 2003; Tan et al., 2009; Zaenker et al., 2013; (Qiu et al.; 2018):  

1. SEREX (анализ кДНК). 

2. Технология фагового дисплея (анализ кДНК).  

3. Микрочипы (Белковые и «Обратного захвата» с антителами, гликопептидные 

и пептидные). 

4. Наноплазмонный биосенсор 

5. SERPA (анализ сывороточного протеома).  

6. MAPPing (профилирование белка).  

Основные преимущества/недостатки методов представлены в таблице 1. 
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SEREX 

Полное название «серологический скрининг библиотеки экспрессии кДНК» 

(англ. serological analysis of recombinant tumor cDNA expression libraries). Метод 

базируется на реакции взаимодействия антител сыворотки онкологических 

пациентов для идентификации имммуногенных опухолевых белков аутологичного 

(раковых клеток своего организма) рака (Zaenker et al., 2013; Zuo et al., 2016). Для 

этого, полученные из клеток исследуемой опухоли пациента, библиотеки экспрессии 

кДНК, с помощью подготовленного λ-фагов трансфецируются в бактерии 

Escherichia coli для получения рекомбинантных белков. Готовые рекомбинантные 

белки сорбируются на нитроцеллюлозную мембрану с последующей 

экспериментальной инкубацией сыворотки пациента с полученными опухолевыми 

белками. Таким образом, если реакция взаимодействия антител IgG (сыворотки 

пациентов) с клонированными белками происходит с высоким титром, такие 

антитела можно идентифицировать, используя конъюгированное с ферментом 

вторичное антитело, специфичное к человеческому IgG. Для выявленного клона 

кДНК производят секвенирование и идентифицируют аутоантиген. На данный 

момент, с помощью этой технологии были выявлены аутоантитела при РМЖ и 

других видах рака (Kostianets et al., 2017; Zuo et al., 2016; Wang et al., 2005) 

 

Фаговый дисплей  

В качестве альтернативного методу кДНК используют модифицированный 

метод с высокой пропускной способностью – фаговый дисплей. Таким образом, с 

помощью фагового дисплея – библиотеку кДНК извлекают непосредственно из 

опухолевой ткани или целой линии раковых клеток, опухоли пациента. В данной 

технологии нет этапа иммуноблоттинга (как в SEREX). Обогащение клонов фагов, 

которые реагируют с сыворотками пациентов, идентифицируют с помощью 

нескольких циклов аффинного отбора или дифференциального биопэннинга 

(Zaenker et al., 2013). Обогащенные клоны можно элюировать и размножать, а лизаты 



56 

 

 

 

можно печатать на предметные стекла для разработки микроматрицы фагового белка 

(Rauf, Anderson, LaBaer, 2020), Фаговый дисплей был использован для 

профилирования аутоантител при раке молочной железы и других заболеваний 

(Mintz et al., 2003; Zuo et al., 2016). Zhong использовали эту технологию, чтобы 

показать панель аутоантител (ASB-9, SERAC1 и RELT) раннего выявления РМЖ 

(AUC=0,86) (Zhong et al., 2008). 

 

Микрочипы 

1. Белковый микрочип. Важной особенностью белковых микрочипов 

является использование для оценки антител, очищенных рекомбинантных, либо 

синтетических белков (Atak et al. 2016; Beyer et al., 2007; Andresen et al., 2009; 

Kijanka et al., 2009). Альтернативно, синтезированные белки опухолей 

иммобилизуют на микроматрицы расположенные на микрочипах. Производится 

инкубация образцов сыворотки (пациентов и контрольных доноров) с содержимым 

массива на микрочипах. В качетсве подложки для микроматрицы могут 

использоваться различные варианты, например, нитроцеллюлозные мембраны, 

кремниевые или микротитровальные пластины, предметные стекла, наночастицы 

или др.) (Melnyk et al., 2002; Page et al., 2007; Beyer et al., 2007; Никоненко и др., 

2008, Hughes et al., 2012; Legutki et al., 2014; Fesenko, 2016; Семенов и др., 2017). В 

качестве анализируемых объектов для белковых микрочипов могут быть самые 

разные химические молекулы, классический пример микрочипов это анализ 

рекомбинантных белков. 

2. Антитело-содержащий микрочип (микрочип обратного захвата). 

Данный метод, почти полностью имеет аналогичную идеологию с белковыми 

микрочипами, однако «зеркальное» устройство. Здесь антитела, которые реагируют 

белками опухоли, иммобилизованы на микрочип (Zaenker et al., 2013). Анализ с 

помощью таких микрочипов осуществляется в 2 этапа. В первом шаге, антитела, на 
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«микрочипе с обратным захватом» инкубируются, с предварительно 

подготовленными лизированными образцами опухоли и белками сыворотки крови 

пациента. Следующее действие предполагает, что микрочипы, в которых произошло 

взаимодействие с белками, позже инкубируют с сыворотками пациентов, имеющих 

рак и образцами контрольной группы. Завершающим этапом является оценка 

реакции – аутоантитела идентифицируются вторичными антителами с 

флуоресцентной меткой. 

3. Белковый микрочип с высокой плотностью, программируемый массив 

белков нуклеиновых кислот (NAPPA). Изготавливается путем печати 

полноразмерных кДНК, кодирующих целевые белки, а затем целевые белки 

транскрибируются и транслируются бесклеточной системой. Опухолевые антигены 

почти 5000 пациентов с раком молочной железы на ранних стадиях были 

обнаружены с помощью NAPPA, и было обнаружено, что 28 антигенов очень 

чувствительны к соответствующим аутоантителам: ATP6AP1, РDСD6IР, DВТ, 

СSNК1Е, FRS3, RАC3, HОXD1, SF3А1, СТВР1, C152orf, МYОZ2. ЕIF3Е, ВАТ4, 

АТF3, ВМХ, RАВ5А, UВАР1, SОХ2, GРR157, ВDNF, ZМYМ6, SLС33А1, ТRIМ32, 

АLG10, ТFСР2, SЕRРINH1, SЕLL и ZNF510 (Qiu et al., 2018). Для тестирования 

большой когорты пациентов с раком груди и здоровых людей (контроли), 

использовали новый микрочип с синтетическими гликопептидами MUC1, где 

обнаружено, что на ранней стадии рака молочной железы чаще встречаются и более 

высокие уровни аутоантител к гликозилированному MUC1, относительно 

контролей, что указывает на то, что аутоантитела могут отражать прогрессирование 

заболевания (Qiu et al., 2018). 

 

Наноплазмонный биосенсор 

Наноплазмонный биосенсор представляет собой протравленную стеклянную 

подложку, которая использует поверхностные плазмоны золота в сочетании со 



58 

 

 

 

связанными опухольассоциированными антигенами или TAA (англ. tumor-associated 

antigen) (Qiu et al., 2018). Система измеряет показатель отражения материала на 

исходном уровне и по мере его изменения из-за локальной биологической 

активности поверхности после введения необработанной плазмы или сыворотки. 

Чувствительность системы повышается за счет использования волноводного 

источника света с пределами обнаружения антител GTF2b и EDIL3 примерно 10 и 5 

нг / мл соответственно. Общее время проведения анализа составляет 30 минут, и он 

имеет возможность для повторного использования более 100 циклов (Qiu et al., 

2018).  

 

SERPA 

Серологический протеомный анализ «SERPA», этот метод имеет еще одно 

название – PROTEOMEX), назван так поскольку содержит комплекс методов анализа 

протеома (Zaenker et al., 2013; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020). Реализация данного 

метода предполагает разделение белков с помощью методов 2D-электрофореза и 

Вестерн-блоттинга, для идентификации методом МАСС-спектрометрии. Этот метод 

очень полезен для обнаружения опухоль ассоциированных антигенов. Процесс 

выглядит следующим образом, белки извлекают из исследуемой опухоли и 

сорбируют на нитроцеллюлозной мембране. Затем сыворотки пациентов и 

контролей отдельно анализируют при помощи сорбированных белков. Используя 

метод масс-спектрометрии, получаемые профили взаимодействия, в ходе оценки 

методами 2D-электрофореза и Вестерн-блоттинга, сравнивают и определяют 

ассоциированные с раком антигены. SERPA использует in vivo ассоциированные с 

опухолью антигены для идентификации профилей аутоантител (Rauf, Anderson, 

LaBaer, 2020).  
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Технология MAPPING «Картирование» 

Данный метод базируется на 2-х методах и включает 2D иммуноаффинную 

хроматографию, с последующим определением опухольассоциированных антигенов 

(TAA) методом тандемной масс-спектрометрии (Zaenker et al., 2013). 

«Картирование» состоит из несколько этапов. В начале, методом иммунноафинной 

хроматографии через колонку, от здоровых доноров получают IgG, для оценки его 

взаимодействия с неспецифическими опухольассоциированными антигенами (ТАА) 

из образцов лизированной опухоли или ткани. Далее проточная фракция проходит 

2D иммуноаффинноому разделению в колонке, в которой содержатся антитела IgG 

от больных раком. Опухольассоциированные антигены, в колонках где 

анализировали образцы пациентов, извлекаются и разделяются для определения 

методом масс-спектрометрии с жидкостной хроматографией.  

 



Таблица 1 

 

Преимущества и недостатки технологических платформ (Zaenker et al., 2013) 

 

Технология  

Преимущества Недостатки 

SEREX 

- идентификация опухольассоциированных антигенов TAA из 

материала in vivo.  

- идентификация несколько опухолеспецифических антигенов в 

одном эксперименте.  

- возможность выполнить последующее секвенирование 

подобранной кДНК.  

 

- высокая вероятность ложноположительных результатов.  

- использование опухолевой ткани от одного пациента с раком с 

последующим скринингом с использованием аутологичных 

сывороток пациентов ограничивает выявление ТАА для пациента.  

- сложная методология не обнаруживает альтернативные 

ассоциированные с опухолью РТМ антигенов. 

- аутоиммунитет к аутологичным белкам, не всегда отражает 

раковые белки.  

- параллельный анализ со здоровыми донорами практически не 

выполним. 

- выполнение в течении несколькими дней. 

ФАГОВЫЙ ДИСПЛЕЙ 

- позволяет проводить одновременный скрининг большого 

количества антигенов против сыворотки больных раком по 

сравнению с сывороткой здоровых людей.  

-  высокую пропускная способность. 

- антигены с альтернативными PTM не могут быть обнаружены. 

- выполнение в течении несколькими дней. 

 

БЕЛКОВЫЙ МИКРОЧИП 

- требуется очень малый объем сыворотки пациента. 

- позволяют проводить одновременный скрининг большого 

количества антигенов за один тест. 

- требуется максимальная чистота синтеза белковых объектов 

микроматрицы.  

- короткий срока годности белковых микрочипов. 
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Антитело-содержащий микрочип (микрочип обратного захвата) 

- не требуется производство рекомбинантных белков. 

- мгновенная идентификация специфичных для рака 

аутоантител.  

 

- ограничение анализа только по известным антигенам. 

- коммерчески доступные антитела,  

- ограничение специфичности взаимодействия антитела с разными 

модификациями антигенов (опухоли). Набор антител микрочипа 

выявляет известные антигены, но не дифференцирует измененные 

белки или эпитопы.  

SERPA (PROTEOMEX) 

- использование производных TAA in vivo.  

-позволяет идентифицировать опухолеспецифичные PTM и 

изоформы. 

- позволяет проводить параллельный анализ опухолевых белков 

со здоровыми донорскими сыворотками в качестве контролей. 

- позволяет упростить и ускорить процедуру создания библиотек 

кДНК, время работы в течение нескольких часов в сравнении с 

несколькими днями для SEREX и фагового дисплея. 

- ограничен в идентификации опухоль ассоциированных антигенов 

(TAA) с низким содержанием и трансмембранных антигенов. 

- может применяться только для обнаружения линейных эпитопов 

(по Вестерн-блоттингу) 

 

ТЕХНОЛОГИЯ MAPPING «КАРТИРОВАНИЕ» 

- выявляет опухолевые антигены, которые идентифицируют 

структуры эпитопов.  

 

- ограничение идентификации антигена опухоли взаимодействиями 

антител с низкой константой диссоциации.  

- иммунопреципитация аффинных колонок, ограничивает 

выявление антигенов опухоли в сложных белковых растворах. 

 

 



1.2 Современное представление о молекулах контроля иммунитета. 

Иммунотерапия 

 

Известно, что иммунная система в ходе «иммуннологического надзора» 

обеспечивает многоступенчатый процесс проверки организма по выявлению 

изменённых клеток, которые имеют злокачественные характеристики (Кушлинский, 

Немцова, 2014; Кадагидзе и др., 2015; Wei et al., 2018). Такой мониторинг позволяет 

распознать и остановить онкогенез, провести элиминацию в начале развития 

единичных опухолевых клеток, поддерживать контроль и подавление 

прогрессирования опухоли, обеспечивать полную ремиссию патологии (Болотина и 

др., 2017; Galluzzi et al., 2015; Wei et al., 2018). Так, например, в данных процессах 

активны макрофаги, цитотоксические Т-лимфоциты (cytotoxic T-lymphocyte, CTL), 

B-лимфоциты, естественные киллеры (англ. natural killer, NK) и антитела. При этом, 

молекулярный «диалог» иммунной системы и опухолей демонстрирует очень 

сложный баланс механизмов иммунной супрессии или активации (Боголюбова и др., 

2015; Finn, 2012; Саранцева и др., 2016; Болотина, 2017; Кадагидзе и др., 2015; 

Шаповал и др., 2017; Xu et al., 2018; Шаповал и др., 2019; Wei et al., 2018). Однако, 

существуют механизмы, благодаря которым, в процессе иммунного распознавания, 

клетки опухолей способны «маскироваться», для снижения иммунной эрадикации и 

тем самым оказывают влияние на прогрессирование болезни, с последующим 

клиническим исходом. Подтверждением этому может быть пример, высокая частота 

онкопатологий у лиц, имеющих врожденные или приобретенные 

иммуннодефицитные состояния. Результаты современных исследований, 

демонстрируют необходимость молекулярного контакта Т-лимфоцитов с клетками 

организма для старта, сохранения и завершения серии иммунных ответов. При этом 

оптимальная активация Т-лимфоцитов, будет зависеть от количества сигналов, 

которых должно оказаться не менее двух (гипотеза о «двух сигналах») (Sharpe et al., 

2002; Wei et al., 2018).  
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Так вклад первого сигнала, определяется контактом рецептора Т-клеток (TCR) и 

антигенного пептида, при главном комплексе гистосовместимости (MHC) 

(Боголюбова и др., 2015; Кадагидзе и др., 2015; Wei et al., 2018; Шаповал и др., 2019). 

Но один сигнал, недостаточен, чтобы активировать Т-клетку, требуется обеспечение 

второго сигнала, который доставляется корегуляторными (костимуляторными) 

молекулами группы B7. Такие молекулы способны вносить регулирующий вклад и 

оказывать влияние уровень силы и эффективности иммунного ответа (Wei et al., 

2018; Dolan, Gupta, 2014).  

Фундаментальные современные научные работы, свидетельствуют о том, что 

единичный сигнал, приходящий путем TCR, без костимуляторного контакта 

запускает механизм анергии Т-клеток, и таким образом, несостоятельность ответа Т-

лимфоцита в повторном контакте с антигенным центром (Sсhwаrtz еt аl., 1989; 

Jеnkins еt аl., 1990; Кадагидзе и др., 2015; Шаповал et al., 2019; Wei et al., 2018). 

Среди регуляторных молекул группы В7 существуют противоположные по 

действию и транслирующие ко-ингибиторный сигнал, которые снижают иммунный 

ответ, что важно для иммунного гомеостаза и обеспечивает толерантность к 

собственным антигенам организма (Шаповал и др., 2019). В таком сложном 

механизме, принципиально обеспечение баланса, как со стороны костимуляторных, 

так и от ко-ингибиторных сигналов для генерации Т-клеточного иммунного ответа 

против патогена, на фоне толерантности к собственным антигенам организма (Wei 

et al., 2018; Шаповал et al., 2019).  

Группа молекул B7, способные регулировать иммунный ответ, были названы 

молекулами контроля иммунитета (Шаповал и др., 2019). В литературе, также, 

можно встретить другое название точки контроля иммунного ответа (от англ. 

«immune check-points») (Шаповал и др., 2017; Шаповал и др., 2019; Боголюбова и 

др., 2015; Wei et al., 2018; Xu et al., 2018; Qiu et al., 2018). Показано, что 

молекулярные точки контроля иммунного ответа экспрессируются многими 
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злокачественными клетками, что позволяет им проводить эффективную 

молекулярную маскировку и тем самым избегать иммунологический надзор 

(Mahoney et al., 2015; Wei et al., 2018; Dolan, Gupta, 2014). К группе B7, относят 

лиганды, которые способны связываться с ингибиторными рецепторами на Т-

лимфоцитах (например, CTLA-4 и PD-1) (Walunas et al., 1994; Шаповал и др., 2019).  

В настоящий момент, наиболее изучены 11 молекул, которые имеют как 

ингибирующие, так и стимулирующие свойства (в скобках кластер 

дифференцировки или название): B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), B7-H1 (PD-L1, CD274), 

B7-DC (PDCD1LG2, PD-L2, CD273), B7-H2 (B7RP1, ICOS-L, CD275), В7-Н3 

(СD276), В7-Н4 (B7x, B7S1, Vtcn1), В7-Н5 (VISТА, Plateletreceptor Gi24, SISP1), B7-

H6 (NCR3LG1), B7-H7(HHLA2) и ILDR2 (Шаповал и др., 2019). Описанные 

молекулы (или лиганды) из группы B7, являются трансмембранными белками I типа 

(их сигнальные N-концы расположены внеклеточно). Важно отметить, некоторые 

особенности структуры белков группы B7, установлено что они имеют низкyю 

идeнтичнocть aминoкиcлoтных oстaтков (oт I9 дo 40%), oднaко при oцeнкe их 

втoричнoй и тpeтичнoй cтрyктyp выявлeнa cхoжecть, тaкжe их внeклетoчныe IgV, 

IgC-дoмeны гoмoлогичны с вaриaбeльным, кoнстaнтным дoмeнoм, кoтoрые имeют 

иммyнoглoбyлины (Sсhwаrtz еt аl., 1989; Шаповал и др., 2017). Выявлeние 

экспрессии дигaндов грyппы В7 нa клeткaх (лимфoидныe, нeлимфoидныe) 

дoкaзываeт иx, рeгyлиpyющyю иммyнныe мexaнизмы, рoль зaтрaгивaющyю 

цeнтpaльныe oргaны иммyннoй cиcтeмы, a тaкжe пepифepичecкие ткaни (Шаповал и 

др., 2019).  

Потенциал применения точек контроля иммунитета, в частности таких 

рецепторов CTLA-4 и PD‑1, или их лигандов B7-1 и PD-L1, в роли таргета для 

терапевтических манипуляций становится более актуальным в иммунотерапии 

онкологических и других иммунозависимых заболеваниях (Xu et al., 2018; Wykes, 

Lewin, 2018; Болотина и др., 2017; Qiu et al., 2018; Шаповал и др., 2017; Шаповал, и 
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др., 2019; Sharma, Allison, 2015; Боголюбова и др., 2015; Кушлинский и др., 2019). 

Стратегия блокады взаимодействия некоторых лигандов из семейства B7 (B7-1 и PD-

L1) с рецепторами CTLA4 и PD-1 ингибирующих иммунный ответ, с помощью 

препаратов моноклональных антител, в индивидуальном или комбинированно 

формате, обозначила успехи иммунотерапии рака и улучшила выживаемость 

(Baumeister et al., 2016). Важное преимущество использования этих механизмов, 

заключается в том, что иммунная система самостоятельно обеспечивает торможение 

онкогенеза и вызывает деградацию уже существующей опухоли. При этом в 

независимости от вида опухоли и её локализаций, такая терапия имеет системный 

эффект т.е. повсеместно в организме (Chen, Mellman, 2013; Wei et al., 2018). Данная 

иммунотерапия может быть адаптирована под трансформации опухоли с 

возможностью контролировать прогрессирование заболевания. Особенности 

механизмов иммунотерапии, позволяет обеспечивать долговременную 

противоопухолевую память иммунной системы (Болотина и др., 2017; Wei et al., 

2018). 

Далее, в тексте настоящей диссертации, будут описаны основные 

представители-мишени, представляющие интерес при разработке 

иммуномодуляторных лекарственных препаратов нового поколения при 

иммунотерапии онкологических и других иммунозависимых заболеваний.  

 

1.2.1 Противоопухолевый иммунный ответ  

 

Современные понимание сложных механизмов и роли иммунной системы 

человека в развитии злокачественной опухоли, базируется на концепции 

«иммуннологического редактирования рака» («The three es of cancer immunoediting») 

(Mittal et al., 2014; Беляев и др., 2016). Особенности солидных опухолей, 

представленные раковыми и стромальными клетками человека, демонстрируют 
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функциональною эволюцию за время 3-х фаз иммуноредактирования рака и 

объясняет, как опухоль, «сформированная» иммунной системой, приобретает 

устойчивые аспекты морфологической гетерогенности. Иммунитет принимает 

участие в клеточной трансформации, может предотвращать или контролировать 

рост опухоли и формировать иммуногенность опухолей. 

В настоящее время, концепция «иммуноредактирования» описывает 

последовательную цепь иммунологических реакций, их вклад в механизмы 

онкогенеза, и состоит из трех фаз (этапов) (Беляев и др., 2016): 

1. Элиминации (от англ. Elimination); 

2. Равновесия (от англ. Equilibrium); 

3. Ускользание (от англ. Escape). 

Фаза «элиминация» (Mittal et al., 2014; Беляев и др., 2016) – представляет 

собой события, направленные на иммуноредактирования рака («иммунологический 

надзор» по Бернету). Это происходит в момент, когда обе подсистемы – врожденная, 

и адаптивная в иммунной системе, совместно, обеспечивают обнаружение и 

уничтожение ранних, клинически не проявляемых опухолей.  

В процессе нарушения внутренних механизмов подавления опухоли (р53, 

АТМ), происходит трансформация нормальных клеток в опухолевые клетки под 

действием канцерогенов и иных генотоксических агентов. Такие опухолевые клетки 

экспрессируют молекулы: поверхностный кальретикулин CALR (Calreticulin), 

опухолевые антигены в контексте молекул МНС I и/или лиганды NKG2D, 

распознаваемые эффекторными клетками CD8 и NK-клетками. В свою очередь, 

дедритные клетки (ДК), способны к поглощению и перекрестному представлению 

опухолевых антигенов Т-клеткам, включая NKT-клетки (через CD1d) (Акинфиева и 

др., 2010). Эти активированные эффекторные клетки высвобождают IFN-γ, который 

может предопределять противоопухолевые эффекты, ингибируя пролиферацию 

опухолевых клеток и ангиогенез. Таким образом, Т-клетки CD8 могут вызывать 
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апоптоз (гибель) опухолей, через взаимодействие с рецепторными молекулами Fas 

(англ. fas receptor) и TRAIL (от англ. tumor necrosis factor ligand superfamily member 

10 или TNF-связанный апоптоз-индуцирующий лиганд 10) на опухолевых клетках 

или через механизмы секреции цитотоксических – перфорина и гранзимов. 

Эффекторные Т-клетки экспрессируют костимулирующие (корегуляторные) 

молекулы, такие белки как CD28, CD137, GITR, OX40, которые усиливают 

пролиферацию и выживание Т-клеток. В условиях первой фазы γδ T-лимфоциты, 

экспрессирующие активирующий рецептор NKG2D (лиганд MICA), также способны 

распознавать и нейтрализовать опухолевые клетки (Абакушина и др., 2017). При 

этом, врожденные иммунные клетки, такие как классически активированные 

макрофаги (M1) и гранулоциты, также вносят вклад в противоопухолевый 

иммунитет, секретируя TNF-α, IL-1, IL-12 и ROS. На этапе элиминации баланс 

направлен на противоопухолевый иммунитет из-за увеличения экспрессии 

опухолевых антигенов, МНС I, рецепторов Fas и TRAIL на опухолевых клетках и 

перфорина, гранзимов, IFN-α / β / γ, IL-1. IL-12, TNF-α в микроокружении опухоли. 

В фазе «равновесия» (Mittal et al., 2014; Беляев и др., 2016) процесса 

иммуноредактирования рака силы иммунной системы направлены на удержание 

развития опухолевых клеток в состоянии функционального покоя. На данном этапе 

некоторое количество опухолевых клеток подвергается генетическому и 

эпигенетическому изменению. В ходе постоянно продолжающегося иммунного 

воздействия, возникают разные варианты опухолевых клеток, которые способны 

противостоять распознаванию иммунитета. Это возможно в том числе через потерю 

антигена или нарушению презентации антигена, тем самым клетки вызывают 

иммуносупрессию (PD-L1). Вторая фаза иммунологического редактирования 

«равновесие» демонстрирует баланс между продукцией цитокинов активирующих 

противоопухолевые эффекты (IL-12, IFN-γ) и ингибирующими цитотоксический 

эффект т.е. стимулирующими развитие опухолевых клеток (IL-10, IL-23) (Супрун и 
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др., 2015). Адаптивная иммунная система необходима для поддержания опухоли в 

функционально спящем состоянии, в то время как NK-клетки и цитокины, такие как 

IL-4, IL-17A и IFN-α / β, являются необязательными. 

На этапе фазы «ускользания» (Mittal et al., 2014; Беляев и др., 2016) 

иммуноредактирования рака иммунная система не способна обеспечивать 

торможение и ограничение механизмов и роста опухолевых клеток. На этом этапе 

опухоли становятся клинически выраженными и заболевание стремительно 

прогрессирует. Эту фазу отличает несколько ключевых событий. Клетки опухоли, 

используют первые механизмы для ускользания (маскировки) перед иммунным 

распознаванием. Для этого могут быть использованы следующие молекулярные 

комбинации: 

- потеря опухолевого антигена (МНС I или ко-регулирующие молекулы), 

- экспрессия активатор транскрипции (повышенная устойчивость, молекулаSTAT3),  

- запyск выживaния (молекулаВсl-2 и регуляция апоптоза); 

- экспрессия молекул иммуносупрессии (IDО и TDО, гaлeктин-(1-9), РD-L1, 

эктoнyклeотидaзы (СD39 и СD73), aдeнoзинoвыe peцeптopы). 

- продукция цитoкинoв VЕGF, ТGF-β, IL-6, М-СSF (ycиливaющиe мeханизмы 

aнгиoгeнeз и прoгpecс oпyхoли (Козырева и др., 2020).  

- запуск экспрессии миелоидными супрессорными клетками, макрофагами, 

дендритными клетками иммунорегуляторных молекул (IDO, iNOS, ARG) и секреция 

иммунносупрессивных (IL-10, TGF- β) для ингибирования пролиферации (или 

гибели) Т-клеток CD8. 

Клетки-супрессоры миелоидного происхождения (MDSCs), IDO-

экспрессирующие DC также вызывает продукцию регуляторных T-клеток 

(Пономарев и др., 2016; Беляев и др., 2016). Индоламина-2,3-диоксигеназы (IDO), 

аргиназа, CD39 и CD73 являются иммунорегуляторными ферментами.  Они 

способны вызывать снижение активности Т-лимфоцитов, так, например, 
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индоламина-2,3-диоксигеназы (IDO) катаболизирует триптофан в кинеуренин, 

аргиназа катаболизирует L-аргинин в орнитин и мочевину, CD39 метаболизирует 

АТФ в AMФ, который в дальнейшем может метаболизироваться в аденозин с 

помощью CD73. Аденозин может связываться с рецепторами аденозина - A2aR и 

A2bR, экспрессируемыми на опухолевых клетках, эндотелиальных клетках и 

иммунных клетках. При этом, Т-клетки иммунитета (включая регуляторные Тreg) 

экспрессируют ингибиторные рецепторы (которые являются молекулами контроля 

иммунитета), в частности CTLA-4, PD-1, LAG3, Tim3. Данные молекулы принимают 

участие в снижении (подавлении) противоопухолевого иммуннго ответа, что 

способствует росту опухоли. В этой фазе («ускользание») сформированное ранее 

«равновесие» (баланс) отклоняется в направлении прогрессирования клеток 

опухоли, в том числе благодаря иммунносупрессивным молекулам и цитокинам: PD-

L1, IDO, IL-10, VEGF, B7-1, TGF-β. 

 

1.2.2 Ключевые представители молекул контроля иммунитета 

 

Молекулы контроля иммунитета имеют важное значение для 

функционального состояния клеточного иммунного ответа и иммунологического 

гомеостаза.  

В настоящее время, ключевыми и наиболее изученными представителями 

иммунорегуляторных молекул, являются ингибирующие рецепторы Т-лимфоцитов 

– CTLA-4, PD-1 и их природные лиганды B7-1, B7-2, PD-L1, соответственно 

(Walunas et al., 1994; Xu et al., 2018; Wei et al., 2018).  

Далее, рассмотрим подробно структурные и функциональные особенности 

этих молекул, регулирующих иммунный ответ. 
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Рецептор CTLA-4 (CD152) 

Цитотоксический Т-лимфоцит-ассоциированный антиген-4 (англ. cytotoxic 

T-lymphocyte-associated protein-4) или рецептор активированных Т-лимфоцитов, 

представляет собой молекулу белковой природы, локализованной на мембране (Wei 

et al., 2018; Шаповал и др., 2019). Данный рецептор может быть представлен в других 

внyтpиклeтoчныx cтpyктypax, нaпpимep, в эндocoмe, aппapaтe Гoльджи лизocoмe, 

чтo oкaзывaeт влияниe нa ycкoрeниe трaнспopтa мoлeкyл к пoвepxнocти T-клeтoк для 

aктивaции (Шаповал и др., 2019). Молекула CTLA-4 (или CD 152) относится к группе 

регуляторов с коигнибиторными свойствами, ген-кодирующий данный рецептор 

носит аналогичное название CTLA4 (Walunas et al., 1994; Шаповал и др., 2019, 

Боголюбова и др., 2015. 

В настоящее время, для молекул CTLA-4 человека выявлены две изоформы: 

мембраносвязанный рецептор mCTLA-4 (вне- и внутриклеточный домен) и 

растворимая изоформа sCTLA-4, (внеклеточный домен MYPPPY связывающий 

лиганд) (Stamper et al., 2001; Hu et al., 2017). Обе изоформы направлены на 

поддержание иммунологического гомеостаза (Wei et al., 2018).  

Белковый рецептор CTLA-4 является одним из главных элементов в 

механизмах регуляции эффекторных Т-лимфоцитов (Baumeister et al., 2016). 

Усиление экспрессии мембранного рецептора CTLA-4 происходит на 

активированных Т-клетках, что в итоге приводит к ингибированию их 

функциональной активности. Данный рецептор является гомологичным по 

структуре другому рецептору Т-клеток CD28, который обладает стимулирующими 

свойствами (Hu et al., 2017, Шаповал и др., 2019; Wei et al., 2018). Однако в организме 

между этими рецепторами выявлен конкурентных характер активности, по 

отношению к лигандам B7-1 (CD80) и B7-2 (CD86) локализованных в структуре АПК 

(антигенпрезентирующей клетки). Молекула-рецептор CTLA-4 имеет более 

высокую аффинность к этим лигандам. Таким образом, если взаимодействие лиганда 
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B7-1 (B7-2) с рецептором CTLA-4 становится возможным, образование такого 

молекулярного комплекса приводит к торможению (ингибированию) механизма 

пролиферации цитотоксических Т-лимфоцитов, продукции цитокинов (IL-2 и IFN) и 

клеточного цикла (Santegoets et al., 2012). Данный процесс, в ходе взаимодействия 

антигенпрезентирующей клетки с Т-лимфоцитом, как правило локализован в 

отдельном лимфатическом узле (Wei et al., 2018).  

Растворимая изоформа рецептора – sCTLA-4 способен связываться с B7, и 

ингибировать активность Т-клетки посредством препятствия и снижения активности 

CD28, блокировка sCTLA-4 усиливает мононуклеарные клетки периферической 

крови (Hu et al., 2017). Рецептор CTLA-4 ограничивает расширение Treg, однако 

является ключевым медиатором подавляющей способности Treg (Baumeister et al., 

2016; Wei et al., 2018). Способности к регуляции иммунного ответа, у рецепторных 

молекул CD28 и CD 152, определили их потенциал в качестве молекул-мишеней в 

таргетной терапии.  

 

Лиганды B7-1 и B7-2 (CD80 и CD86) 

Лиганды B7-1 и B7-2 (CD80 и CD86) локализуются на мембране клеток, 

являются структурными элементами антигенпрезентирующих клеток, в частности, 

на дендритных клетках, могут экспрессироваться на B-лимфоцитах, моноцитах, 

популяциях клеток Лангерганса, (Шаповал и др., 2019; Wei et al., 2018). Являются 

гликопротеинами. Расположены на хромосоме локус - 3q13.33. Молекулы B7-1 и B7-

2 состоят из отдельных V-подобных и C-подобных доменов суперсемейства 

иммуноглобулинов (IgSF). Они привлекли большое внимание благодаря своей 

функции в качестве мощных костимуляторов функции Т-лимфоцитов при их 

взаимодействии с рецепторами CD28 и CTLA4 (CD 152). В настоящее время 

известно, что B7-1 имеет большую афинность при взаимодействии с CTLA-4, в 

сравнении с лигандом B7-2 (Шаповал и др., 2019) 
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Рецетор PD-1 (CD279) 

Программируемой клеточной гибели белок-1 (от англ. programmed cell death-

1 или рецептор, является преимущественно мембранным белком, (существует и 

растворимая форма sPD-1 (Кушлинский и др., 2019)). В структуру внеклеточной 

части этого рецептора входит домен IgV. В цитоплазматической части расположен 

иммунорецептортный тирозиновый ингибиторный мотив (ITIM), предполагается 

что он ответственен за ингибирующую роль PD-1 в регуляции иммунитета. В 

настоящее время известно, что рецептор PD-1 на 23 % имеет сходство с CTLA-4 

(Freeman et al., 2000). Относится к группе рецепторов – регуляторов активности Т-

лимфоцитов (Wei et al., 2018; Кушлинский и др., 2019; Шаповал и др., 2019). Данный 

белковый рецептор человеческих Т-лимфоцитов кодируется геном PDCD1. PD-1 

выполняет роль основного ингибиторного иммунорегулятора, контролирующего 

активацию Т-клеток, истощение Т-клеток, толерантность Т-клеток, гибели 

(апоптоза) и запуск реакции воспаления. Установлено, что PD-1 появляется в 

течение 24 часов после активации Т-клеток и снижается с клиренсом антигена 

(Baumeister et al., 2016). Основная функция данного рецептора, регуляция 

пролиферации Т-клеток при помощи запуска анэргии лимфоцитов (Baumeister et al., 

2016). Экспрессия белка CD279 реализуется на мембране активированного Т-

лимфоцита и В-лимфоцита.  

Рецептор может выявляться и на NK- и дендритных клетках, моноцитах. 

Взаимодействие рецептора CD279 c природным лигандом PD-L1 имеет несколько 

биологических эффектов с одной стороны вызывает анэргию Т-клеток в ходе 

идентификации АПК и Т-клеток, с другой стороны – вызывает модуляцию 

нейтрализующих эффекторных Т-клеток при миграции от лимфоузлов к опухоли, 

или непосредственно в опухоли, при идентификации опухолевых клеток зрелыми Т-

клетками. Активность рецептора PD-1 ориентирована в большей мере на 

микроокружение опухоли, вызывая ингибирование Т-клеточной эффекторной 
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агрессии (Wei et al., 2018). Рецептор PD-1 способен сдерживать дифференциацию и 

функции Tфолликулярных регуляторных клеток, специализированного 

подмножества Treg, которое ингибирует зародышевый центр реакции и стимуляции 

антител (Baumeister et al., 2016).  

 

Лиганд PD-L1 (CD274 или B7-H1) 

Программируемой клеточной гибели лиганд-1 (PD-L1) – является природным 

лигандом рецептора PD-1 (Wei et al., 2018, Шаповал и др., 2019). Представляет собой 

трансмембранный белок, экспрессируются преимущественно на АПК, может также 

экспрессироваться на негематопоэтических и опухолевых клетках.  Наибольшая 

представленность на кроветворных и негематопоэтических клетках (включая 

эпителиальные клетки, сосудистые эндотелиальные клетки, и стромальные клетки) 

и стимулируется провоспалительными цитокинами (включая тип I, II, TNFα, VЕGF). 

Постоянно экспрессируется на поверхности антигенпрезентирующих клеток, 

дендритных клеток и макрофагоподобных клеток периферических органов, клеток 

плаценты, островков поджелудочной железы и сетчатки. Имеет сродство и может 

служить рецептором для CD80 (костимуляторным рецептором на поверхности 

дендритных клеток), участвующим в активации и выживания Т-лимфоцитов за счет 

взаимодействия с CD-28. Индукция лигандов PD-1 провоспалительными сигналами 

в тканях может служить отрицательной обратной связью механизм, который 

подавляет активность эффекторных Т-клеток, тем самым защищая ткани от 

чрезмерного повреждение иммунитета или опухоли от иммунной атаки.  

По механизму действия конкурирует с CD80 и CD86, который вызывает 

активацию и повышает выживание Т-клеток посредством взаимодействия с CD28 на 

их поверхности. Индукция экспрессии PD-L1 может происходить на 

активированных Т- и В-лимфоцитах, NK-клетках, дендритных клетках, макрофагах, 

мезенхимальных стволовых клетках (Wei et al., 2018). Экспрессия PD-L1 
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усиливается воспалительными цитокинами (интерферон-гамма, IL-4, IL-10), 

сигнальными путями активации онкогенов (ALK, PI3K, MEK), фактором роста 

эндотелия сосудов, гипоксическим фактором HIF-1α (основным фактором при 

почечноклеточном раке). Экспрессия PD-L1 на поверхности опухолевых клеток 

приводит к подавлению эффекторной фазы иммунного ответа (цитотоксической 

активности T-лимфоцитов), ингибированию пролиферации и стимулированию 

апоптоза Т-клеток. 

 

Лиганд PD-L2 (CD273 или B7-DC)  

Молекула контроля иммунитета так называемый программируемой 

клеточной гибели лиганд-2 – является природным лигандом рецептора PD-1 (Wei et 

al., 2018, Шаповал и др., 2019). Этот трансмембранный белок, экспрессируется на 

APC, а также на других гемопоэтических и негематопоэтических клетках, 

экспрессируется в основном на дендритных клетках и макрофагах и индуцируется 

многими из тех же цитокинов, что и PD-L1, но IL-4 и гранулоцит-

макрофагколониестимулирующий фактор (GM-CSF) являются наиболее мощными 

стимулами для экспрессии PD-L2. Экспрессия PD-L2 на поверхности опухолевых 

клеток приводит к подавлению эффекторной фазы иммунного ответа 

(цитотоксической активности T-лимфоцитов), ингибированию пролиферации и 

стимулированию апоптоза Т-клеток (Akinleye, Rasool, 2019). Таким образом, 

понимание нормальных биологических ролей и молекулярных механизмов молекул 

контроля иммунитета (костимулирующих/ коингибирующих молекул), имеет 

важное значение для понимания функционального состояния иммунологического 

гомеостаза и клеточного иммунного ответа при иммунозависимых патологиях. 

Данные функциональные особенности молекул контроля иммунитета, могут 

использоваться в разработке терапевтических агентов.  
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1.2.3 Лекарственные препараты современной иммунотерапии  

 

Первые препараты для терапии рака основывались на механизме активного 

деления опухолевой клетки, и потому механизм был основан на цитотоксичности и 

удалении клеток с быстрым делением. Благодаря прогрессу в биохимии, 

молекулярной биологии и онкологии, акценты в лечении онкопатологий сместились 

– ключевыми стали отдельные биологические молекулы, запускающие онкогенез. 

Достижения иммунологии последних 10 лет, в частности, понимание концепции 

иммуноредактирования рака и понимание механизмов, лежащих в его основе, 

послужили основанием для многих новых методов лечения рака на основе 

стимуляции иммунитета (Chen, Mellman, 2013). Так, применение стратегии 

регуляции (блокирования), с помощью моноклональных антител, взаимодействия 

молекул контроля иммунитета человека, ключевых рецепторов CTLA-4 и PD-1 с их 

природными лигандами, определили очередной скачок и развитие 

онкоиммуннологии (Baumeister et al., 2016; Шаповал и др., 2017; Wei et al., 2018). 

Знания о данных регуляторных путях, стимулировало перемены стратегий лечения 

рака в направлении от химиотерапии к иммуннотерапии. Известно, что впервые 

лекарственные средства с терапевтическими антителами, примером которого 

является Муромонаб СD3 (Orthoclone OKT3), были одобрены 1986 г., управлением 

FDA (США), но 1994 г. был запущено масштабное производство препаратов антител. 

В настоящее время в терапии, различных заболеваний, применяют до 20 антител.  

Первым примером, успешного опыта иммунотерапии, с использованием 

моноклональных антител, направленных на блокаду ингибиторных регуляторов (Т-

лимфоцитов), оказался анти-рецептор-CTLA-4 препарат – Ипилимумаб (рабочее 

название) (Callahan et al., 2010; Wei et al., 2018). Это лекарственное средство было 

зарегистрировано компанией Bristol-Maers и одобрено FDA в 2011 г. (Hodi et al., 

2010; Wei et al., 2018). Результаты монотерапии ипилимумабом показали 4 варианта 
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ответа на лечение (Wolchok et al., 2009): 1 – уменьшение очагов без новых; 2 – 

стойкое стабильное заболевание (устойчивое снижение общей опухолевой 

нагрузки); 3 – ответ после увеличения общей опухолевой нагрузки; и 4 – ответ при 

наличии новых поражений. Все модели были связаны с благоприятным выживанием. 

Данное событие, позволили продолжить масштабные исследования механизмов и 

сигнальных путей иммуносупрессии, для разработки новых ингибиторов МКИ и 

оценки их эффективности у пациентов с поздними стадиями рака. Появились новые 

клинические результаты об эффектах моноклональных антител (мАТ) к рецептору 

PD-1 и его лигандам PD-L1 и PD-L2 (Topalian et al., 2012; Wei et al., 2018; Darvin et 

al., 2018; Akinleye, Rasool, 2019; Lu et al., 2020). Сегодня, на основе моноклональных 

антител, зарегистрированы 9 лекарственных препаратов (таблица 2). 



 

Таблица 2 

Лекарственные препараты (антитела) регулирующие активность молекул контроля иммунитета 

(Callahan et al., 2010; Wei et al., 2018; Chen, Mellman, 2013; Darvin et al., 2018; Boyerinas et al., 2015;. Dolan, Gupta, 2014; Dahan et al., 

2015; Hamilton, Rath, 2017; Kohrt et al., 2012; Akinleye, Rasool, 2019;  Lu et al., 2020; Ahmed et al., 2019;Самойленко, Демидов, 2020; 

Препарат  

(компания) 

Характеристика 

Изотип / 

Молекулярная масса 

Роль Функции / показание /формат 

ИППИЛИМУМАБ 

(«Yervoy», Бристол-

Майерс Сквибб 

Компани» (США)). 

Гуманизированное 

мАТ IgG1 каппа / 148 

кДа 

CTLA-4 / 

Ингибитор 

Снижение регуляторных и увеличение противоопухолевых 

хэлперных Т-клеток в пространстве. Анти-CTLA4 как усиливает 

присущую клетке эффекторную функцию посредством блокады, 

так и индуцирует опосредованное Fc клеточное истощение. 

/ Лечение неоперабельной (и метастатической) меланомы, 

колоректального и почечноклеточного рака  

/ Монотерапия или комбинации  

ТРЕМЕЛИМУМАБ 

(нет,  

«АстраЗенека» 

(Великобритания)).  

Гуманизированное 

мАТ IgG2 каппа / 146 

кДа 

CTLA-4 / 

Ингибитор 

Снижение регуляторных и увеличение противоопухолевых 

хэлперных Т-клеток 

Лечение орфанных заболеваний – гепатоцеллюлярный рак 

(ГЦК).  

/ Монотерапия или комбинации 

НИВОЛУМАБ 

(«Опдиво», 

«Бристол-Майерс 

Сквибб Компани» 

(США)). 

 

Гуманизированное 

мАТ IgG4 / 146 кДа 

PD-1 / 

Ингибитор 

Блокада взаимодействия рецептора программируемой смерти 

(PD-1) с лигандами (PD-L1 и PD-L2), / Лечение меланома 

(неоперабельная и метастатическая), немелкоклеточный рака 

легких (метастатический или местнораспространенный), 

лимфомы Ходжкина, плоскоклеточный рак головы и шеи, 

почечноклеточного рак, колоректального уротелиального рака, 

гепатоцеллюлярной карциномы.  / Комбинации (наибольшая 

безопасность) 

АВЕЛУМАБ Полноразмерное 

гуманизированное 

мАТ (IgG1) /  

PD-L1 / 

Ингибитор 

Подавляет опосредованный Т-клетками противоопухолевый 

иммунный ответ путем блокирования взаимодействия PD-L1 с 

рецепторами PD-1 в доклинических моделях. Вызывает прямой 
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(«Бавенсио», «Мерк 

КГаА» / «Пфайзер», 

Германия (США)) 

147 кДа лизис опухолевых клеток NK-клетками через АТзависимую 

клеточно-опосредованную цитотоксичность (ADCC) in vitro / 

Лечение – почечноклеточного рака, карцинома Меркеля, 

уротелиальный рак.  

/ монотерапия. [Единственный препарат против PD-L1 с 

двойным участием – адаптивного и врожденного иммуннитета] 

АТЕЗОЛИЗУМАБ 

(«Тецентрик», 

Ф.Хоффманн-ля 

рош» (Швейцария)) 

Гуманизированное 

мАТ (IgG1) /  

145 кДа 

PD- L1 / 

Ингибитор 

Препятствует кросс-взаимодействию ингибиторного рецептора 

PD-1 и лигандом B7-1 (для рецептора CTLA-4). / Лечение 

уротелиального (из эпителия мочевыводящих путей) рака, МРЛ 

и НМРЛ, при РМЖ. / монотерапии  

 

ПЕМБРОЛИЗУМАБ 

(«Кейтруда», «ООО 

МСД 

Фармасьютикалс» 

(Ирландия / 

Бельгия)) 

Высокоселективные 

гуманизированные 

мАТ IgG4 каппа / 

149кДа 

PD-1 / 

Ингибитор 

Блокада взаимодействия рецептора программируемой смерти 

(PD-1) с лигандами (PD-L1) / Лечения заболеваний – меланома 

(неоперабельная, метастатическая), МРЛ и НМРЛ, 

плоскоклеточный рак головы и шеи, лимфомы Ходжкина, 

уротелиального рак, рака желудка, шейки матки, 

гепатоцеллюлярная карциномы, карцинома Меркеля, 

почечноклеточный рака / Монотерапия или комбинации 

ДУРВАЛУМАБ 

(«Имфинзи»). / 

«АстраЗенека» 

(Великобритания). 

Полностью 

гуманизированные 

мАТ IgG1τ каппа / 146 

кДа 

PD-L1 / 

Ингибитор 

Препятствует кросс-реакции ингибиторного рецептора PD-1 с 

B7-1 (к CTLA-4). / Лечение уротелиального рака и онкопатологий 

мочевого пузыря, местнораспространенного НМРЛ, как 

орфанный для ГЦК / Монотерапия 

ЦЕМИПЛИМАБ- 

rwlc («Либтайо», 

«Sanofi US» и 

«Regeneron 

Pharmaceuticals, Inc.» 

(Франция и (США)).  

Гуманизированные  

мАТ IgG4 / 146 кДа 

PD-1 / 

Ингибитор 

Блокада взаимодействия рецептора PD-1 с лигандами (PD-L1) /  

Для лечения пациентов с метастатической плоскоклеточной 

карциномой или местнораспространенной плоскоклеточной 

карциномой кожи  

/ Монотерапия  

ПРОЛГОЛИМАБ 

(«Фортека»,  

«Биокад» (Россия)). 

 

Гуманизированные 

мАТ класса IgG1, 

гибрид лямбда-каппа 

(модификация Fc-

фрагмента) /  

149 кДа 

PD-1 / 

Высокоафин

ный  

Ингибитор 

Блокада взаимодействия рецептора программируемой смерти 

(PD-1) с лигандами (PD-L1 и PD-L2) / Лечение нерезектабельной 

или метастатической меланомой 



Таким образом, в настоящее время основная стратегия – применение антител 

для терапевтической регуляции (блокирования) функциональной активности 

молекул контроля иммунитета. В ходе доклинических/клинических исследований, 

показана эффективность препаратов моноклональных антител как в формате 

монотерапии, так и в комбинативном применении анти-PD-1- и анти-CTLA-4-

блокаторов. При этом последовательная комбинация блокады сначала CTLA4, а 

затем PD-1 может потенциально вызвать инфильтрацию Т-лимфоцитами 

иммунологически бесплодных опухолей и позволить им поддерживать 

эффективную цитолитическую активность в микроокружении опухоли. Однако, 

некоторые недостатки: химическая и физическая нестабильность, ряд 

нежелательных явлений, высокая иммуногенность, стоимость производства 

моноклональных антител снижает объем клинического использования (Моисеенко, 

2003). Поэтому поиск других ингибиторов молекул контроля иммунитета (МКИ) или 

их комбинации, для лечения онкологических, иммунозависимых и других 

заболеваний – остается актуальным.  

Сегодня привлекательными альтернативами, которые представляют 

потенциал для применения в качестве терапевтических средств, являются 

аптамеры и пептиды. Фармакологические свойства аптамеров включают широкий 

терапевтический запас. На данный момент, среди зарегистрированных 

лекарственных средств на основе аптамеров, известен один препарат применяемый 

в практике врачей в офтальмологии как антиангиогенез для лечения возрастной 

макулярной дегенерации – «пегаптаниб» под торговым названием Macugen 

(«NeXstar Pharmaceuticals», США). Это первый в мире препарат на основе 

алигонуклеотидного аптамера. Препарт Macugen также является первым аптамером, 

одобренным FDA. Пегаптаниб ингибирует связывание 125I-VEGF с рецепторами 

VEGF Flt-1 и KDR, экспрессируемыми на эндотелиальных клетках аорты свиньи. В 

2003 году группа Гильбоа опубликовала разработку первого РНК-аптамера с 

иммунной контрольной точкой, который связывает рецептор CTLA-4. Выбор этих 



80 

 

 

 

анти-CTLA-4-аптамеров был использован в иммунотерапии рака. Аптамер CTLA-4 

связывается с его мишенью с высокой аффинностью и специфичностью (Dollins et 

al., 2008). В работе научной группы Prodeus A. и Gariépy J. показаны этапы 

разработки аптамера к PD-1 (Prodeus et al., 2015). Показано, что аптамеры ДНК, 

связываются с PD-1 с наномолярной аффинностью. Один из них, MP7, 

функционально блокирует взаимодействие PD-1 с PD-L1, а его пегилированная 

форма подавляет рост опухолей PD-L1-позитивного рака толстой кишки мыши in 

vivo. Среди недостатков аптамеров, выделяют: быструю деградацию; выведение 

аптамеров из кровотока в результате почечной фильтрации; контроль времени 

действия аптамеров; взаимодействие аптамеров с внутриклеточными мишенями; 

получение аптамеров к неочищенным белкам-мишеням; кросс-реактивность 

аптамеров.  

Другая альтернатива моноклональным антителам, среди современных 

низкомолекулярных соединений – пептиды. Теория, поддерживающая пептидные 

имитаторы заключается в том, что белки проявляют свои биологические свойства 

через небольшие участки аминокислот расположенных в структуре. Такие участки 

белков (пептиды) могут быть синтезированы отдельно от всей цепочки белка и 

обеспечивать регуляцию (блокаду или усиление) взаимодействия рецептора с 

природным лигандом. В последние годы терапевтические пептиды привлекают 

больше внимания из-за их высокой стабильности, специфичности, низкой 

иммуногенности, относительно простого химического синтеза и небольших 

размеров, что важно для эффективного попадания в ткань (опухоль) (Vlieghe et al., 

2010; Schmidt, Skerra, 2007). В настоящее время около 140 пептидных препаратов (до 

60 а.о.) разрешены для терапевтического применения в США (Fosgerau, Hoffmann, 

2015). Они используются для лечение кардиологических, инфекционных, 

метаболических, гематологических и другие заболевания (Fosgerau, Hoffmann, 2015; 

Volpe, 2014; Brandt, 2014; Schluter, 2014). Однако пока, в доступных базах нет 
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лекарственных пептидных препаратов, регулирующих (блокирующих) активность 

молекул контроля иммунитета CTLA-4, PD-1 и др., что является актуальным. 

 

Резюме 

1. Онкологические заболевания, на сегодняшний день, остаются проблемой 

общественного здравоохранения. В настоящее время, как и прежде, высокими 

остаются уровни заболеваемости и смертности от злокачественных новообразований 

молочной железы. Однако, за последние десять лет, понимание особенностей этой 

болезни значительно расширилось с учетом клеточного, молекулярного и геномного 

уровней, пришло понимание биологии и гетерогенности этого заболевания. 

Учитывая это, современные стратегии выявления опухолей молочной железы имеют 

несколько этапов, которые предполагают большое количество клинико-

диагностических процедур для пациента. Применяемые в настоящее время 

стандарты инвазивных диагностических методов, достаточно успешны, но как 

правило в случаях уже сформированной – существующей опухоли. Выявление 

маркеров, указывающих на положительный диагноз, при более ранней стадии или 

при бессимптомном течении заболевания, в настоящее время остаются ключевыми 

проблемами, определяющими поиск новых подходов в диагностике.  

За последние 15 лет, появилось больше научно-обоснованных доказательств, 

способности иммунной системы к распознаванию опухолей, формировать 

иммунный ответ (локальный и системный), который направлен на подавление 

онкогенеза или прогрессирования (роста) опухоли. Иммунитет организма, 

производит непрерывную самодиагностику и достаточно чувствителен к 

изменениям антигенных или неоантигенных профилей клеток тканей организма. 

Связанные с опухолью антигены могут иметь: аномальные структуры, которые 

перестали распознаваться иммунной системой как «собственные», что вызывает 

запуск продукции антител. Таким образом, специфические события иммунного 



82 

 

 

 

ускользания могут предвещать переход от in situ к инвазивному РМЖ, что 

предполагает, что тесты, основанные на аутоантителической реакции, могут быть 

эффективными для раннего обнаружения рака.  

2. Современные понимание сложных механизмов и роли иммунной системы 

человека в развитии злокачественной опухоли, базируется на концепции 

«иммуннологического редактирования рака» и особенностях «иммуннологического 

надзора» организма по выявлению изменённых клеток, которые имеют 

злокачественные характеристики. При этом, молекулярный «диалог» иммунной 

системы и опухолей демонстрирует очень сложный баланс механизмов иммунной 

супрессии или активации. Однако, существуют механизмы (молекулы контроля 

иммунитета), благодаря которым, в процессе иммунного распознавания, клетки 

опухолей способны «маскироваться», для снижения иммунной эрадикации и тем 

самым оказывают влияние на прогрессирование болезни, с последующим 

клиническим исходом.  

Данное событие и знания особенностей иммунной регуляции, позволили 

провести масштабные исследования механизмов и сигнальных путей 

иммуносупрессии, для разработки новых эффективных ингибиторов активности 

молекул контроля иммунитета на основе моноклональных антител. Однако, 

препараты на основе мАТ имеют ряд недостатков, что актуализирует поиск других 

низкомолекулярных соединений. В качестве такой альтернативы, в последнее время 

привлекательными становятся терапевтические пептиды.  
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ГЛАВА 2. Материалы и методы исследования 

 

В данной главе диссертации, подробно описаны используемые в работе 

методы получения и оценки результатов, представлены применяемые 

технологические платформы. Выполнение данного исследования, вносит вклад в 

поиск решений двух проблем современной онкологии – ранняя диагностика и поиск 

новых иммунотерапевтических соединений в разработке лекарственных 

препаратов, поэтому, для обеспечения высокой степени достоверности, базируется 

на широком спектре современных методов молекулярной биологии и биохимии, 

иммунологии, онкологии, клинической диагностики, статистики и биоинформатики.  

 

2.1 Клинико-морфологическая характеристика исследуемых групп 

 

Исследование было проведено на базе ФГБOУ ВO «Aлтaйский 

госудaрствeнный yнивeрситeт (г. Бapнayл) в лабopaтopии Рoccийскo-aмepиканскoгo 

пpoтивopaковoгo центpa, сoвмecтнo с Aлтaйcким филиaлoм «Нaциoнaльнoгo 

мeдицинcкoгo иccледoвательскoго цeнтра онкoлoгии им. Н. Н. Блoхинa» Минздрaвa 

Рoссии на бaзe KГБУЗ Aлтaйскoгo крaeвoгo онкoлoгичeскoгo диcпaнсеpa (г. 

Бaрнayл).  

Забор клинического материала, был произведён совместно с клинико-

диагностическими подразделеними КГБУЗ Aлтaйского крaeвогo oнколoгичecкогo 

диcпaнcepa (АКОД) и Aлтaйскoгo филиaлa HМИЦ им. H.H. Блoхинa MЗ РФ. 

Морфологическое исследование образцов ткани, выполнено в 

патологоанатомическом отделении. Молекулярно-генетическое исследование 

производилось в лаборатории молекулярной диагностики. Забор образцов крови 

осуществлялся сотрудниками клиническо-диагностической лаборатории.  

Образцы биологического материала пациентов с диагнозом злокачественные 

новообразования молочной железы (шифр МКБ – С 50), были проанализированы до 
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начала терапии. По результатам комплексного клинико-морфологического 

обследования, по классификации ТNM (7-е издание, 2010), были определены 

клинические параметры и стадия онкологического заболевания.  

Для проведения данной работы (табл. 3), сформированы группы, 

участвующие в иccлeдовaнии. Пoдгoтoвлeны 2 грyппы, в пeрвyю включeны 

пaциeнты жeнскoгo пoлa – 40 чeлoвeк с диaгнoзoм злoкaчecтвенныe 

нoвoобрaзoвaния мoлoчнoй жeлeзы. Втoрaя грyппa имeeт стaтyс «Кoнтрoль» и 

cфoрмирoвaнa из 41 пpeдстaвитeльницы здoрoвыx жeнщин. Обе группы были без 

статистически значимых отличий по полу и возрасту.   

 

Таблица 3 

Исследуемые группы с диагнозом рак молочной железы и контроль 

 

Группа Кол-во Возраст Пол Клинические параметры согласно TNM 

Первичная 

опухоль (Т) 

Лимфатические 

узлы (N) 

Отдалённые 

метастазы (М) 

С50 40 56.412.2 Ж Т1 

Т2 

16 

24 

N0 40 M0 40 

Контроль 41 47.18.5 Ж 0 0 0 

 

Согласно клиническим параметрам TNM в группе с диагнозом РМЖ – у 40% 

пациентов установлена I стадия опухолевого процесса, для 60% – II стадия, без 

метастатического поражения лимфатических узлов и отдаленных метастазов. 

Группы контроля и пациентов с диагнозом рак молочной железы, входящие 

в исследуемые группы данного исследования, представлены популяционной 

выборкой жителей Алтайского края Российской Федерации. Все пациенты с 

диагнозом рак молочной железы и здоровые доноры, участвующие в данном 

исследовании, подписали письменное информированное согласие. Дизайн 

исследования согласован с Нaциoнaльным мeдицинcким иccледoвaтельcким 
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цeнтрoм oнкoлoгии им. H. H. Блoxинa (Алтайский филиал) Минздрава России (г. 

Барнаул) и одобрен локальным этическим комитетом (IRB00011088, FWA00025759, 

IORG0009309) КГБУЗ Aлтaйcкoгo кpaeвoгo oнкoлoгичeскoгo диспансера г. Барнаул 

(протокол № 58) в соответствии с Хельсинкским соглашением по правам человека.  

 

2.1.1 Дизайн исследования 
 

На рисунке 4 представлена схема исследования, включающая обязательное 

первичное обследование пациента, до начала терапии – сбор анамнеза и физикальное 

обследование.  

 

 

Рисунок 4. Дизайн исследования и алгоритм лечебно-диагностических 

мероприятий при диагнозе РМЖ. Дизайн отражает этапы диагностики и 

терапии заболевания РМЖ, а также блок исследования репертуара антител 

с помощью пептидных микрочипов.  

 

После осмотра пациенты направлялись на первичную общеклиническую 

диагностику – клинический анализ (форменных элементов, ЛФ, тромбоциты), и 
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биохимический анализ крови (в том числе билирубин, АЛТ, АСТ, ЩФ, 

онкомаркеры), билатеральная маммография, по показаниям УЗИ молочных желез и 

регионарных зон; дополнительно МРТ, КТ выявление метастазирования. В случае 

выявления сложных случаев заболевания производилась тонкоигольная биопсия, 

или под контролем УЗИ, производился забор биоптата методом толстоигольной 

биопсии (и трепан биопсии) для последующего патоморфологического 

исследования: цитологическими (клеточные аномалии, наличие рака), 

гистологическими (наличие, форма рака, тип) и иммуногистохимическими (ЭР и ПР, 

HER 2 и Ki67) методами анализа. Одновременно с основным обследованием, 

производился молекулярно-генетический анализ образцов крови, для оценки 

мутационного статуса (гены BRCA1/BRCA2) пациентов. Патоморфологическая 

оценка и диагноз устанавливались по классификациям ВОЗ и TNM. Забор образцов 

крови, с последующим отделением плазмы, осуществлялся для оценки репертуара 

антител с помощью пептидных микрочипов. Логическим завершением этапов 

обследования пациента, врачом производился подбор соответствующей 

терапевтической стратегии (Практические рекомендации …, 2013; Стенина и др., 

2019; Стенина и др., 2020).  

Далее, в диссертации описаны основные методы выявления и постановки 

диагноза. В данном исследовании результаты анализов методами гистологии, 

иммуногистохимии и ПЦР приведены для подтверждения наличия, типа и 

особенности заболевания. С учетом полученных данных, были сформированы 

группы для исследования с применением технологии пептидных микрочипов. 

 

2.1.2 Гистологическое исследование тканей молочных желез 

 

В настоящем исследовании, для постановки диагноза, проведено 

морфологическое исследование биопсийного и операционного материала 
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пациентов. Маркированный образец, после биопсии, с учётом правил 

транспортировки направлялся в патоморфологическую лабораторию для 

гистологического исследования. Протокол гистологического исследования 

содержал детальное описание локализации, характера роста (патологических 

процессов), формы опухоли, степени дифференцировки (по Ноттингемской системе 

схема градации РМЖ по Scarff-Bloom-Richardson в модификации Elston–Ellis), 

взаимоотношения с окружающими тканями, распространенность некрозов и 

состояние региональных лимфатических узлов. При описании, учитывалось 

расположение опухолевого узла по квадрантам: верхний наружный, нижний 

наружный, верхний внутренний, нижний внутренний, центральная зона, сосок.  

Фрагменты образцов ткани помещали в емкости и фиксировали 10%-ным 

нейтральным забуференным раствором формалина (по Лилли, рН=7,4) в течении 17-

24 часов, для исключения в дальнейшем неспецифических взаимодействий (Основы 

обеспечения качества, 2011). Гистологический анализ полученного материала, 

проводили в соответствии со стандартными протоколами, которые используются 

патоморфологической лабораторией «Алтайского краевого онкологического 

диспансера» (АКОД). Приготовление рабочих растворов (красители, буферы), а 

также технику окраски проводили по общепринятым протоколам. Под световым 

микроскопом срезы исследовали для выявления общей морфологической картины, 

определения гистогенеза и степени гистологической дифференцировки опухоли. 

Особенности заболевания и диагноз установлен с учетом гистологической 

классификации злокачественных новообразований молочной железы (ВОЗ, Лион, 

2003 / 2008 / 2010).  

Тканевые матрицы изготавливались по протоколам лаборатории 

патоморфологии (под руководством А.М. Авдаляна). Тканевая матрица показана на 

(рис. 5). 
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Рисунок 5. Тканевые матрицы: слева – блоков-реципиентов, справа и 

сверху – стекла, окрашенные SISH методом (INFORM HER2 Dual ISH DNA 

Probe Cocktail), справа и снизу – стекло окрашенные ИГХ методом с 

первичными антителами к p53. 

 

2.1.3 Иммуногистохимический анализ тканей молочных желез 

 

Часть тканевых срезов (4 мкм), полученных после микротомии, 

дополнительно были проанализированы методом иммунногистохимического 

анализа (ИГХ). В данной методике использовали предметные стекла (Menzel) с 

положительно заряженной поверхностью. Блок иммуногистохимического анализа 

проводился с учетом рекомендаций из монографии «Руководство по 

иммуногистохимической диагностике опухолей человека» (Пeтpoв, Рaйxлин, 2004). 

Исследование проводилось с помощью биотинстрептавидинового и полимерного 

иммунопероксидазного метода с моноклональными антителами. Метод ИГХ 

использовали для определения степени экспрессии ER и PR, HER2 и маркера 

пролиферативной активности опухоли Ki67 (Иммуногистохимические методы …, 

2011; Allred et al., 2005). 

Критерии оценки и экспрессию молекулярно-биологических маркеров 

проводили в соответствии с общепринятыми методиками и протоколом 

производителей (Франк и др., 2013; Иммуногистохимические методы, 2011).  
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В настоящее время для оценки подтипов РМЖ проводят молекулярный 

анализ, иммуногистохимический анализ и таким образом выделяют 5 подтипов 

опухолей молочной железы: люминальный А, люминальный В (HER2+ и HER2-), 

HER2-позитивный, базально-подобный (трижды негативный) и нормально-

подобный (Оксанчук и др., 2015). В рамках данной работы биологический подтип 

оценивался по рекомендациям RUSSCO. Так, нами оценивались морфологический и 

иммуногистохимический характер опухоли, уровень эстроген- и прогестерон-

рецепторов, экспрессия HER2, индекс пролиферации Ki67 (Руководство по 

иммуногистохимической …, 2012; Практические рекомендации…, 2013): 

1. Люминaльный A: 

Осoбeннoсти, ЕR (+) и/или РR(+) (умeрeнная или высoкая экспрeccия), Кi67 

(<20%), HЕR2/nеu (–);  

2. Люминaльный В:  

(1) HЕR2 нeгaтивный:  

Осoбeннoсти, ЕR (+) и/или РR(+) (низкиe или oтрицaтeльныe), Кi67 (≥ 20%), 

HЕR2/nеu (–); 

(2) HЕR2 пoзитивный:  

Oсoбенности, ЕR (+) и/или РR (+ или -) (любoй), Ki67 (любoй), HЕR2/nеu (+);  

3. HЕR2-пoзитивный (нe люминaльный):  

Oсoбенности, ЕR (–) и РR (–), HЕR2/nеu (+) (гипepэкспpeccия или 

aмплификaция; 

4. «Трoйной нeгaтивный» прoтoкoвый (бaзaльнoпoдoбный фенoтип):  

Особенности, ЕR (–) и РR (–), HЕR2/nеu (–), 

В клинике, биологический подтип учитывают для прогнозирования болезни и 

определения стратегии системной терапии. Применительно к настоящей работе, 

данная информация приведена для верификации заболевания, формированию групп 

и дальнейшей обработке образцов с применением пептидных микрочипов.  
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2.1.4 Анализ репертуара антител на пептидных микрочипах  

 

Для исследoвания использовали кaпиллярнyю кровь из пaльцa рyки дoнорa. 

Зaбoр крови проводили через капиляр в конические пробирки Микрoвeт («Фирма 

Синтaкoн», Россия). Данные прoбиpки содeржат K3ЭДTA. Пробирки содeржащие 

обрaзeц крoви, цeнтрифyгировaли (1500 oб/минуту) 10 минyт пpи 4˚С. Пoлyченные 

обрaзцы плaзмы пeрeносили в чистyю прoбиpкy, для хрaнeния и пocледyющегo 

испoльзовaния в иccледoвaнии, пpoизвoдили замoрозкy при тeмпеpaтyрe -20˚С. Для 

анaлизa рeпeртyаpa циpкyлирyющиx aнтитeл плaзмы кpoви пaциeнтoв с 

зaбoлeвaниeм и здopoвыx донopoв примeняли пeптидныe микpoчипы (микpoэppей).  

Aналитический инстрyмeнт «микpoчип» – это крeмниeвая плaстинa, котopaя 

имeeт следyющиe рaзмepы, шиpинa 25 мм, длинa 75 мм, тoлщинa 1 мм. Пoвеpхнoсть 

микpочипa имеет 24 микроэppeй (микpoмaтрицы), все эти мaccивы идeнтичны и 

coдержaт 330034 пeптидoв со «слyчaйными» (рaндoмными) последовательностями 

aминoкислот. Для синтeзa и paзмeщeния пeптидoв нa пoвepхнoсти микрочипa, 

пpимeнeн мeтод фoтoлитографии. На рисунке 6 показан метод фотолитографии 

пептидного микрочипа (Шаповал и др., 2014)  

Структурный синтез пептидов с использованием масок проводили на 200-

миллиметровых кремниевых пластинах с термическим оксидным покрытием, 

начиная с монослоя аминосилан-глицина и строительных пептидов посредством 

циклов образования структурированных кислот в фоторезисторе, удаляющем 

группы Boc из N-конца амины возникающих пептидов и связывание следующей 

аминокислоты.  

Нарезаются прямоугольными пластинами под микроувеличением размер (75 

× 25 мм), каждая из которых содержит 24 массива с размерами 300 и 30 000, 8 мкм.  
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Рисунок 6. Синтез массива пептидов на микрочипах методом 

«фотолитография» (Шаповал и др., 2014; Legutki et al., 2014). Первый ряд 

аминокислот А имеет ковалентное присоединение к подложке микрочипов. 

1 этап предполагает облучение чипа светом с подходящей длиной волны, 

сквозь специальные шаблоны (маски). Результатом первого шага является 

снятие светочувствительной защиты в строго определенных местах на 

микрочипе; 2 этап предполагает добавление к микрочипу раствора с 

аминокислотой Е; 3 этап происходит присоединение аминокислотных 

остатков строго в местах где снята защита; этапы с 4-го по 10-й 

схематически демонстрируют применение разных форматов шаблона с 

иными позициями на микрочипе с целью присоединения новых 

(очередных) аминокислот (из рисунка G, Q). При полном связывании 

аминокислот составляющих первый слой, происходит повтор цикла для 

последующих. Справа на рисунке изображена, одна из сканированных 

матриц микрочипа после реакции с антителами плазмы крови пациента и 

детектированы с помощью вторичного антитела с флуорофором-меткой 

(увеличене в 800).  

 

Данная процедура производится до момента, пока все пептиды на микрочипе 

не приобрели длину и запланированные последовательности аминокислот. В 

среднем, для производства пептидного микрочипа проходит около двадцати циклов, 

во время которых используют шаблоны при снятии светочувствительных защит и 

внесением требующейся аминокислоты из 22 а.о. Количество циклов определяется 

количеством аминокислотных остатков, которые используют при синтезе пептидов 

на микрочипе. 
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Микроматрицы генерируются так, что распределение длин пептидов, 

составляет в среднем 12 аминокислот вместе с другими пептидами длина которых 

находится в диапазоне от 8 до 17 а.о. Такое распределение длины пептидов было 

выбрано потому, что оно похоже на распределение длины эпитопов антител, 

которые варьируются от 5 до 15 а.о. (Singh et al., 2013; Legutki et al., 2014). 

Последовательность каждого пептида была сгенерирована случайно (рандомно) с 

использованием алгоритма, который минимизирует количество необходимых 

циклов синтеза, и использует 16 из 22 природных аминокислот, за исключением 

цистеина, метионина, изолейцина и треонина. Микрочип имеет размеры 75 × 25 мм, 

каждый из которых содержит 24 идентичных массива из 330 тысяч различных 

пептидов (~8 М пептидов на слайд). Интерфейс микрочипа организован таким 

образом, чтобы для исследователя были известны все основные характеристики, по 

каждому пептиду (индивидуально): последовательность аминокислот, координата 

положения. Все 24 микроматрицы имеют одинаковый размер площади – 0.5 cм², а 

диаметры точек любого пептида одинакова и составляет 8 микрон, расстояние от 

пептида до ближайшего пептида1 нм (Legutki et al., 2014).  

На рисунке 7 представлен общий вид экспериментальной работы в рамках 

данного исследования. Перед началом работы проводили подготовку микрочипов. 

Для этого, микрочипы в течении 1 часа выдерживали в дистиллированной воде и на 

30 минут в фосфатно-солевом буфере – PBS («Биолот», Россия). Для этой инкубации 

использовали малую скорость орбитального шейкера Биосан OS20 («Biosan»). Далее 

каждый микрочип фиксировался в штативе кюветы EasyDip для промывания в 3-х 

объемах свежего раствора PBS (PBS+0.25% Tween 20, «Helicon») и 

дистиллированной воде.  

Подготовленные микрочипы, высушенные центрифугированием (5 минут) 

800 об/мин, помещали в гибридизационной кассете («Arrait Corp.») с силиконовыми 

24-х луночными прокладками для разделения всех 24 микроэррей. В каждую из 24 
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лунок кассеты, добавлялись 150 мкл инкубационного раствора, содержащего PBSТ 

и 3% бычьего сывороточного альбумина (BSA, «Amresco»). Поверхность кассеты 

покрывали плёнкой ЗМ, инкубировали микрочипы в течение 18 ч при 4˚С. 

Предварительно удалив содержимое лунок кассеты, вносили 75 мкл инкубационного 

раствора. Образцы исследуемой плазмы крови разводили (1:250) в инкубационном 

растворе и добавляли в лунки гибридизационной кассеты в объёме 75 мкл, 

поверхность кассеты покрывали плёнкой и накрывали крышкой, инкубировали в 

течение 60 мин (22 – 24˚С) на орбитальном шейкере при 250 об/мин. После 

инкубации с помощью промывателя микропланшетов BioTek ELx50 («BioTek 

Instruments») микрочипы промывали тремя повторами свежего PBST и 

промывочным раствором (PBST + 1% BSA).  

Кассеты разбирали и извлекали микрочипы, в широкой емкости с 

дисстиллированной водой, исключая высушивание на данном этапе. Далее, 

исследуемые микрочипы были размещены четырёхлуночный планшет, с раствором 

(5 мл/лунку) «вторичных» антител против IgG человека с флюоресцентной меткой 

Alexa Flour 647 («Life Technologies») 75 пг/мл в инкубационном растворе. Планшеты 

закрывали темной крышкой, и оставляли инкубироваться в 22 – 24˚С на 60 минут на 

малой скорости шейкер. Далее, зафиксированные в кювете микрочипы, 

промывались в 3-х свежих объемах PBST и дистиллированной воде (5 минут) 

Высушивание микрочипов производили центрифугированием (800 об/мин). 

Для сканирования исследуемых микрочипов и последующего их 

оцифровывания, использовали мощности высокоточного аппарата – 2-х лазерный 

сканер с высоким разрешением Innopsys InnoScan 900AL (535 / 632 нанометров). 

Данные из сканируемого массива 330034 были переведены в 16-битные изображения 

TIFF. Пример, фрагмента TIFF-файла, адресации пептидов и процесса 

оцифровывания с помощью программы Mapix (v. 7.3.1), и переносом цифровых 
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данных в Excel представлен на рис. 9. Цифровые данные анализировали 

математическими и статистическими методами. 

 

 

 

Рисунок 7. Схема исследования с применением пептидных микрочипов 

(330 К). Для анализа требуется капилярная кровь, с последующим 

центрифугированием. Для экспериментальной работы использовали 1 мкл 

сыворотки крови в фосфатносолевом буфере. Образец в растворе наносили 

на микрочипы и далее сканировали. Рисунок справа отражает дизайн 

пептидного микрочипа. Яркие красные точки показывают уровень 

интенсивности взаимодействия антител сыворотки с пептидами на 

микрочипе. Представлено увеличение модели взаимодействия пептида (1) 

и антитела сыворотки (2), а для визуализации добавлены антитела с 

флуоресцентной меткой (3).  

 

Таким образом, с учетом повторностей экспериментальной части, в ходе 

сканирования было получено – 80 скан-файлов для РМЖ-пациентов и 82 скан-файла 

для здоровых доноров (контрольная группа), в формате TIFF. Таким образом с 

каждого скан-TIFF-файла, в ходе первичного анализа, индивидуально для пептида, 

формируется оценка измерения и статистические данные: уровень среднего 

значения флуоресценции, оценка медианы и стандартного отклонения 

интенсивности свечения, каждого пептида, анализируются цифровые параметры 



95 

 

 

 

пространства, окружающего каждый пептид т.е. фон, характеристики пространств в 

окружении каждого пептида. 

В итоге, для математического анализа подготовлены 162 файла данных из 

330034 стартовых переменных, которые отличаются друг от друга значениями в 

диапозоне 0 – 65535 (у.е. флуоресценции). 

 

2.2 Выявление пептидов, взаимодействующих с молекулами контроля 

иммунитета на микрочипах  

 

Используя микрочипы (рис. 8), которые имеют 24 идентичные 

микроматрицы, каждая имеет 330034 пептидов, имеющих случайную 

аминокислотную последовательность (подробно описаны выше), проводили поиск 

молекул пептидов, специфически взаимодействующих с рекомбинантными белками 

(Podlesnykh et al., 2018). 

 
 

Рисунок 8. Схема выявления пептидов, взаимодействующих с 

рекомбинантными белками на пептидных микрочипах (330 К). 1. 

Пробоподготовка – на пептидный микрочип вносят образцы 

рекомбинантных белков (CTLA-4, PD-1). Для выявления взаимодействия 

вносят антитела с флуоресцентной меткой; 2. Сканирование микрочипа – 

производится с помощью сканера, и оценкой уровня флюоресценции; 3. 

Отбор последовательностей – для пептидов, с максимальным уровнем 

флюоресценции, определяли аминокислотные последовательности.  
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Процедуру подготовки пептидных микрочипов осуществляли аналогично 

описанному выше протоколу (п.2.1.4). Инкубацию с блокирующим раствором 

(PBST+3% BSA) проводили 60 минут. После этого, из всех лунок кассеты, без 

промывания, удаляли блокирующий раствор и добавляли 75 мкл раствора инкубации 

для разведения исследуемых образцов белков. Исследуемые образцы – 

рекомбинантные белки-химеры CTLA-4Fc, B7-1Fc, B7-2Fc, PD-1Fc (R&D Systems) 

были приготовлены в растворе инкубации с концентрацией 125 нМ. После 

приготовления исследуемых образцов, эти растворы (объем 75 мкл) вносили в 

каждую лунку кассеты т.е. на каждый массив пептидов микрочипа (три 

повторности). Далее использовали пленку 3М, для защиты образцов белков от 

загрязнений - оклеивали кассету с открытой стороны. Инкубацию проводили 1 час 

при комнатной температуре, в границах от 22 до 24°С, скорость орбитального 

шейкера 250 об/минуту. После инкубации, проводили 3-х кратное промывание 

микрочипов свежих растворов PBST (PBST + 1% BSA), используя стандартный 

вошер (96 лунок). Остальные этапы обработки, добавление вторичных антител с 

флуорофором-меткой, промывка, высушивание и сканирование микрочипов 

проводили аналогично протоколу, описанному выше (п. 2.1.4). 

Оцифрованные данные анализировали методами математической 

(статистической) обработки.  
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Рисунок 9. Процесс адресации и оцифровывания пептидного микрочипа 

(Mapix v. 7.3.1) оценка уровня флуоресценции комплексов «пептид-белок». 

Представлен массив данных получаемый в результате сканирования 1-го 

микроэррей пептидного микрочипа. В верхнем углу таблицы показан 

участок с пептидами с разным уровнем флуоресценции, произведена 

адресация пептидов по установленному GAL-файлу (сетке) и дальнейшего 

определения аминокислотных последовательностей пептидов. Стрелкой 

обозначен столбец с уровнем флуоресценции, в таблице.  

 

 

Пептиды, для которых был выявлен максимальный уровень флюоресценции, 

считались взаимодействующими с белками костимуляторных молекул, и 

использовали в математической обработке с последующим биоинформатическим 

анализом (Podlesnykh et al., 2018).  

Таким образом, в ходе сканирования, с учетом повторностей 

экспериментальной части, было получено – 3 скан-файла для CTLA-4, 3 скан-файла 

для B7-1 и 3 скан-файла для B7-2 в формате TIFF.  

В итоге, для математического анализа подготовлены 9 файлов данных из 330034 

стартовых переменных, которые отличаются друг от друга значениями в диапазоне 

0 – 65535 (у.е. флуоресценции). 
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2.2.1 Молекулярный докинг и 3D-моделирование пептидов, 

взаимодействующих с молекулой контроля иммунитета 

 

Теоретическая оценка исследуемых молекул в формате 3D модели позволяет 

оценить некоторые особенности взаимодействия и прогнозировать развитие реакции 

рецептор-лиганд. Моделирование гармонично дополняет экспериментальный 

анализ исследуемых объектов.  

При проведении теоретического 3D-анализа использовали данные (из базы 

PDB). Для трехмерного моделирования структура комплекса B7-1 / CTLA-4 была 

загружена из банка данных белков (код 1I8L). Субструктура, содержащая 

внеклеточную часть белка CTLA-4, была экспортирована из загруженного файла и 

отправлена на сервер док-станции CABS (программное обеспечение для стыковки 

белков и пептидов (protein-peptide docking) 

http://biocomp.chem.uw.edu.pl/CABSdock/) (Kurcinski et al., 2015). При проведении 

моделирования, мы использовали подход «слепой» стыковки без указания сайта 

связывания на молекуле CTLA-4.  

Таким образом, на сервер загружались только структура белка и 

последовательность аминокислот исследуемого пептида; дополнительные 

настройки поиска не применялись. Наилучшая конформация пептида p346 в 

комплексе с молекулой CTLA-4, полученная на выходе сервера CABS-dock, 

загружали в программу Molegro Virtual Docker (MVD) («Molegro ApS», Дания) с 

целью проведения анализа и визуализировать результат.  

Значение «Docking Score» (Stot), отражающее степень взаимодействия 

пептидов с внеклеточной частью молекулы CTLA-4, а также вклад в это значение 

только аминокислотной последовательности (Sp) петли 99MYPPPY104, оценивали с 

помощью включенных в софт MVD алгоритмов (инструмент «Ligand Energy 
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Inspector»). При вычислении уровня (Stot) и (Sp) использовалась алгоритм-оценка 

MolDock (Thomsen et al., 2006). 

 

2.2.2 Химический синтез исследуемых пептидов  

 

Исследуемые пептиды изготавливали при поддержке компании ООО 

«Альфа-Органика» (г. Новосибирск) с использованием методов классического 

химического синтеза пептидов в растворе.  

Синтез каждого из группы исследуемых пептидов проводили на 2,4 г 

4(гидроксиметил)фенилоксиметил полистирола (полимер Ванга) с нагрузкой ОН-

групп 0,5 ммоль/г с использованием 3х-кратных избытков аминокислот с 

ацетилированием непрореагировавших аминогрупп. Присоединение первой 

аминокислоты к полимеру проводили в ручном режиме, наращивание пептидной 

цепи проводили в 24 реакторном синтезаторе Syro XP (Швеция).  

Степень чистоты пептидов определяли методом ВЭЖХ. ВЭЖХ пептидов 

осуществляли с помощью хроматографической системы HPLC Gilson 811 на колонке 

Waters Symmetry C18 3.5 мкм (4.6х75 мм) скорость потока элюента 1 мл/мин. 

Детектирование проводили при длине волны 226 нм. 

Перед началом процедуры хроматографическую колонку уравновешивали 

посредством пропускания элюента (80% растворителя А, 20% растворителя Б) до 

постоянного значения оптической плотности элюата. Растворитель А: 0.1% раствор 

TFA в воде. Растворитель Б: 0.1% раствор TFA в ацетонитриле. 

Полученные лиофилизированые пептиды хранили при -20°C. Для проведения 

экспериментальной работы, пептиды готовили с использованием растворителя в 

формате фосфатно-солевого буфера PBS (pH 7.3-7.5), оставшиеся образцы хранили 

при 4°C.  
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2.2.3 Анализ физико-химических свойств исследуемых пептидов 

 

Для дальнейшей работы, с использованием инструментов «PepDraw», 

«Protein Molecular Weight» и «ProtParam», был проведен анализ физико-химических 

свойств пептидов. Расположение сервиса данных инструментов в сети интернет:  

1. «PepDraw»  

[http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/index.html] и [http://pepdraw.com/];  

2. «ProtParam» [https://web.expasy.org/protparam/];  

3. «Protein Molecular Weight» [https://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html].  

Были проанализированы следующие параметры: длина цепи 

аминокислотных остатков (а.о.), структурная формула, молекулярный вес, 

изоэлектрическая точка, определен суммарный заряд, коэффициент экстинции. 

Оценивали общее количество отрицательно заряженных остатков (Asp+Glu), а также 

общее количество положительно заряженных остатков (Arg+Lys). Дополнительно, 

были рассчитаны индексы: GRAVY (англ. grand average of hydropathicity – индекс 

гидроксипатичности), индекс нестабильности и алифатический индекс 

(https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam).  

Характеристика показателей (Gasteiger et al., 2005; Li et al., 2016): 

1. Длина цепи, (аминокислотных остатков – а.о.).  

2. Химическая формула (в том числе Брутто-формула). 

3. Молекулярная масса, Да. 

4. Изоэлектрическая точка (pl), pH определяет рН-зависимые характеристики 

белка, нейтральные или слабощелочные, или слабокислые белки.  

5. Суммарный заряд, Кл. 

6. Коэффициент экстинции 1, M-1*cm-1 (при 280 нм, измеренных в воде). 

Коэффициент экстинкции показывает, сколько света поглощает белок на 

определенной длине волны. Полезно иметь оценку этого коэффициента для 

http://www.tulane.edu/~biochem/WW/PepDraw/index.html
http://pepdraw.com/
https://web.expasy.org/protparam/
https://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html
https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
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отслеживания белка, который используется спектрофотометром при его очистке. 

Было показано, что можно оценить молярный коэффициент экстинкции белка из 

знания его аминокислотного состава. Из молярного коэффициента экстинкции 

тирозина, триптофана и цистина (цистеин не поглощает заметно на длинах волн>; 

260 нм, в то время как цистин делает) на данной длине волны можно рассчитать 

коэффициент экстинкции денатурированного белка. 

7. Индекс нестабильности (II). Индекс нестабильности дает оценку стабильности 

белка в пробирке. Белок, индекс нестабильности которого меньше 40, 

прогнозируется как стабильный, значение выше 40 предсказывает, что белок может 

быть нестабильным. 

8. Совокупное количество аминокислот с отрицательным зарядом [Асп(D), Глу(E)] 

9. Совокупное количество аминокислот с положительным зарядом[Арг(R), Лиз(K)] 

10. Алифатические индексы. Показатель отражает термостабильность молекулы 

пептида. Более высокий алифатический индекс означает более высокую 

термостабильность. Алифатические индексы белковых молекул представляет собой 

величину объема (относительно), который занимают алифатические боковые цепи 

[Ала (А), Вал (V), Лей (L); Иле (I)]. Такой индекс можно оценивать, как позитивный 

показатель-фактор повышения термостабильности глобулярных белков. 

11. Индекс GRAVY (индекс гидроксипатичности). Отражает гидрофильность и 

гидрофобность пептида. Пептид был гидрофобным, при положительном значении 

(знаком «+»); отрицательное значение (знак «-») характеризует гидрофильность. 

Общее среднее значение (GRAVY) для пептида или белка рассчитывается как сумма 

значений (GRAVY) всех аминокислот, деленная на количество остатков в структуре 

пептида.  

 

 

 

 



102 

 

 

 

 

2.2.4 Оценка иммунохимических свойств исследуемых пептидов 

 

Оценка специфичности взаимодействия синтетических пептидов  

с молекулой контроля иммунитета – рецептором CTLA-4  

методом ИФА (ELISA) 

 

Для проведения эксперимента, в работе были использованы рекомбинантные 

химерные белки молекул контроля иммунитета человека – CTLA-4Fc (CD152Fc), B7-

1 Fc (CD80Fc) (R&D Systems, США).  

При выполнении экспериментальных работ, данного блока, в качестве 

основного буферного раствора был использован фосфатно-солевой PBS («Биолот», 

Россия). Все рабочие растворы с заданными концентрациями BSA от «Amresco» 

(США) или Tween20 от «Helicon» (Россия) приготовлены в фосфатно-солевом 

буфере PBS. Для получения деионизованной высокочистой и апирогенной воды, 

использовали аппарат серии «УВОИ-МФ1812» (Россия). В данном блоке 

экспериментальной работы, нами использовались пептиды, выявленные с 

применением пептидных микрочипов. Данные микрочипы имеют 24 идентичных 

микроматрицы и массив из 330034 пептидов, состоящих из рандомной 

аминокислотной последовательности (Podlesnykh et al., 2018; Подлесных и др., 2020; 

Podlesnykh et al., 2021).  

Для того, чтобы оценить специфичность связывающей способности, 

найденных пептидов с рекомбинантными белками CTLA-4 и B7-1, был применен 

метод «иммунноферментный анализ (ИФА)» Для оценки комплекса «белки-

пептиды», в данной работе использованы рекомбинантные белки CTLA-4Fc и B7-

1Fc от компании «R&D Systems» (США), содержащие Fc-фрагменты 

иммуноглобулинов человека (Подлесных и др., 2020; Podlesnykh et al., 2021). С 

целью детекции используемых рекомбинантных белков, работе были использованы 

коньюгаты вторичного моноклонального антитела против иммуноглобулина IgG1 
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(человека) c ферментом пероксидаза хрена («Invitrogen», США). На первом этапе 

экспериментальной работы, производилась подготовка планшета Costar («Corning», 

США) уровень «high binding», для сорбции исследуемых образцов. Для этого, в 

каждую из 96 лунок планшета, был добавлен, по 200 мкл глутаровый альдегид 

(0.125%). Планшет Costar инкубировался в течении 120 минут при комнатной 

температуре.   Затем лунки планшета были промыты в свежей дистиллированной 

воде, с последующим высушиванием лунок, методом вытряхивания остатков капель, 

на фильтр бумаге. В подготовленный планшет был сорбирован каждый исследуемый 

синтетический пептид в концентрации 1 мкг/мл приготовленный в PBS для сорбции 

с pH 9.5. Образцы пептидов вносили в лунки планшета по 100 мкл и сорбировали 

через ночь на 4°C. Далее проводили блокировку (забивка 200мкл/лунка) планшета, 

добавляя раствор 2% BSA+0,05% Tвин20 в буфере PBS, на 2 часа комнатной 

температуры. После этого, не промывая, но предварительно удалив блокирующий 

раствор, из всех лунок планшета, добавляли в каждую лунку по план-схеме образцы 

белков CTLA4Fc и B7-1Fc (каждый 5 мкг /мл блокирующего раствора 1% BSA+PBS) 

по 100 мкл каждую лунку (с учетом разведения). Серийное разведение проводили от 

от стартовой концентрации 5 мкг/мл до 0.156 мкг/мл. Планшеты накрывали пленкой 

3М, инкубировали 60 минут при 37°C. При завершении инкубации, планшет в 3-х 

повторах (объём 250 мкл/лунка) промывали с применением автоматического 

вошера, свежим раствором PBST (PBS и Твин20 0.05%).  После промывки, остатки 

жидкости из планшета удаляли, на фильтр-бумаге и добавляли по всем лункам в 

планшет (100 мкл) приготовленный коньюгат антител с ферментом пероксидаза 

хрена (1:10000). Планшет закрывали пленкой и темной крышкой, инкубировали 30 

минут при 37°C. По завершении инкубации, с помощью автоматического вошера, 

планшеты промывали 3+3 раза свежим PBST. Для детекции реакции связывания 

исследуемых образцов в каждую лунку планшета (образец, контроли, фон) добавлен 

субстрат тетраметилбензидин (ТМВ) в объеме 50 мкл/лунка. Реакция в планшетах 
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выдерживалась, в темноте (при 22°C) до 5 минут, с последующей остановкой 

реакции путем внесения в каждую лунку 1М Н2SO4 (50 мкл/лунка). Измерение 

оптической плотности, по результатам ИФА, осуществляли стандартно при 450 нм 

(реф 655), с использованием фотометра планшетного iMark. 

Аналогично, методом ИФА, оценивали способность к специфическому 

связыванию белковой молекулы В7-1 (без Fc), антител anti-CTLA-4 с образцами 

рекомбинантного белка CTLA-4Fc (Подлесных и др., 2020; Podlesnykh et al., 2021). 

Образцы рекомбинантных белков B7-1 не имели Fc-фрагмента («R&D Systems», 

США) потому при выборе очередности сорбции были добавлены в лунки планшета 

первыми. Опытным путем были проанализированы концентрации, для белка B7-1 и 

антител к белкуCTLA-4, была оптимизирована до 8 мкг/мл в PBS (рН 9.5). 

Аналогично, методом ИФА, оценивали специфичность связывания 

синтетических пептидов c рекомбинантными белками CTLA-4Fc, В7-1 Fc, В7-2 Fc 

(отдельно с каждым). Пептиды, в концентрации 1 мкг/мл, 2 мкг/мл, 10 мкг/мл, 

сорбировали в лунки планшета. Образцы белков CTLA-4Fc, В7-1 Fc, В7-2 Fc, 

добавлены в лунки планшета в концентрации 5 мкг/мл в растворителе PBS (рН=9.5) 

с последующими разведениями и измерением оптической плотности, с 

использованием фотометра планшетного iMark, при длине волны 450 нм (референс 

655). 

 

Оценка способности синтетических пептидов блокировать  

взаимодействие рецептора CTLA-4 и лиганда B7-1 методом ИФА (ELISA) 

 

Блокирующие способности пептидов определяли методом 

иммуноферментного анализа (ИФА). С целью детекции образуемых «белок-

пептидных» комплексов, использовали рекомбинантные белки CTLA-4Fc 

содержащие Fc-фрагмент иммуноглобулинов человека и B7-1/CD80 без Fc («R&D 

Systems», США). Для определения связывания рекомбинантного белка, 
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использовали коньюгат вторичных моноклональных антител против IgG1 человека 

(Fc-специфические) с пероксидазой хрена («Invitrogen», США). 

 Подготовку ИФА-планшета проводили аналогично протоколу, описанному 

выше (п. 2.2.5). Далее в лунках этих 96-луночных планшетов, были сорбированы B7-

1/CD80 без Fc (100 мл /лунка) с концентрацией 8 мкг/мл в сорбционном фосфатно-

солевом буфере при 4°C в течение ночи. После этого производилась блокировка 

планшетов в течении 2-х ч при комнатной температуре с раствором PBS, 

содержащим 2% бычий сывороточный альбумин (BSA) и 0,05% Tween 20, в каждую 

лунку планшета добавляли 200 мкл раствора. Затем по схеме эксперимента, вносили 

исследуемые образцы – 1 вариант, когда CTLA4Fc (концентрация 5 мкг/мл), был в 

комплексе с исследуемым пептидом p346 (концентрация 8 мкг/мл), и 2 вариант, 

когда СTLA-4Fc был в комплексе с контрольным пептидом p333К (концентрация 8 

мкг/мл). Данные образцы добавлены в объеме 100 мкл на лунку (2-3 повтора). 

Образец рекомбинантного белка (с пептидом р346), готовили в блокирующем 

растворе, содержащем 1% BSA. Подготовленные 96-луночные планшеты с 

образцами инкубировали 1 час при 37°C.  

Далее, аналогично протоколу, описанному выше, проводили PBST промывку 

ИФА-планшета, добавляли коньюгат антител с ферментом, снова промывали PBST 

и добавляли ТМБ с последующей остановкой реакции путем внесения в каждую 

лунку 1М Н2SO4. 

Измерение оптической плотности, по результатам ИФА, осуществляли 

стандартно при 450 нм (реф 655), с использованием фотометра планшетного iMark. 

 

2.3 Предобработка данных и математический анализ  

 

Перед применением методов математического анализа многомерные данные 

должны пройти процесс предобработки, который заключается в применении метода 
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«нормализации» (Page et al, 2007; Sánchez-Maroño et al, 2019). С целью снизить 

различные варианты отклонений фонового уровня флуоресценции от разных 

микроматриц (микрочипов), полученные после сканирования, цифровые данные 

логарифмировали, с последующей нормализацией (медианной либо квантильной) 

(Page et al, 2007; Подлесных и др., 2016). Процедура «нормализации» – представляет 

собой важную часть предварительной обработки микрочипов, которая позволяет 

сделать анализируемое количество микрочипов пригодными для процедуры 

сравнения (Page et al, 2007; Анисимов и др., 2017; Мастицкий и др., 2014). Такой 

анализ важен, он снижает или исключает вклад каких-либо систематических (не 

имеющих биологических причин) различий, которые могут возникнуть между 

чипами, например, наличие физических (технических) различий между 

микрочипами, минимальные различия концентраций реактивов, незначительные 

отклонения условий лаборатории. Для данных получаемых используя на пептидные 

микрочипы можно применять следующие варианты «нормализации», например, 

квантильная или медианная (Анисимов и др., 2017; 2009; Page et al, 2007).  

 

Статистический анализ результатов оценки репертуара антител плазмы 

крови пациентов при разных подтипах рака молочной железы 

 

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью 

алгоритмов анализа программного обеспечения BRB-Array Tools v4.4.0 

(https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/). Каждый оцифрованный микроэррей 

анализировали с использованием фильтров интенсивности флюоресценции. 

Нормализацию полученных данных интенсивности флюоресценции проводили с 

помощью алгоритма медианной и квантильной нормализации (Steinhoff et al., 2006; 

Simon et al., 2007; Brown et al., 2011; Kukreja, Johnston, Stafford, 2012). 

Дополнительно применяли алгоритм качества. Уровни интенсивности по каждому 

образцу логарифмировали с последующим усреднением для сравнения классов.  

https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/
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Пептиды, разница взаимодействия с которыми в двух группах плазмы крови 

пациентов статистически значима, были выбраны с помощью t-критерия Стьюдента 

для независимых выборок с последующим иерархическим кластерным анализом 

(Simon et al., 2007; Hughes et al., 2012; Kukreja et al., 2012; Brown et al., 2011). Для 

построения дендрограмм применен метод Уорда (Ward’s method) с использованием 

квадрата евклидова расстояния в качестве меры сходства объектов. Для анализа 

пептидов использованы классификаторы «Compound Covariate Predictor», «Diagonal 

Linear Discriminant Analysis», «Bayesian Compound Covariate», классификатор «k-

Nearest Neighbors» с евклидовой метрикой и алгоритм перекрёстной проверки с 

исключением (leave-one-out cross validation) (Sánchez-Maroño et al., 2019). Различия 

считали статически значимыми если p<0,001. Был проведен анализ 

предсказательных способностей классификаторов – ROC-кривая, и была рассчитана 

площадь под кривой или AUC (англ. area under ROC curve) (Sánchez-Maroño et al., 

2019; Rauf, Anderson, LaBaer, 2020).  

Все полученные в ходе анализа результаты были представлены графически – 

в формате гистограмм, тепловых карт, графиков и др. 

 

Особенности RОС-анализа 

Для оценки предсказательной способности использованных в работе 

классификаторов, а также (косвенно), для информативности диагностического 

метода использовали ROC-анализ (Cao et al., 2019; Sánchez-Maroño et al., 2019; Rauf, 

Anderson, LaBaer, 2020). Таким образом можно оценить «чувствительность», 

«специфичность» и точность диагностического метода.  

1. «Чувствительность» – представляет собой долю группы пациентов, 

которые действительно имеют патологию относительно выборки у кого результаты 

теста были положительными.  
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2. «Специфичность» – представляет собой долю лиц, которые не имеют 

патологии относительно, тех у кого результат теста окажется отрицательным.  

3. «Точность» отражает объем «правильных» результатов в группе.  

Интерпретация результата (Литвин и др., 2008; Cao et al., 2019): 

- высокая чувствительность, если график ROC-кривой приближается к верхнему 

левому углу (истинно положительные 1.0 и ложно положительные – 0).  

- низкая чувствительность, если график ROC-кривой приближается к диагонали, 

выходящей из 0 точки.  

Качество теста определяется площадью под ROC-кривой, имеет сокращенное 

название AUC (англ. area under curve). Уровень качества отражается значением 

площади, например, AUC=0,9-1,0 – отличный; AUC=0,8-0,9 – высокий; AUC=0,7-

0,8– хороший; AUC=0,6-0,7 – средний; AUC=0,5-0,6 – плохой (Литвин и др., 2008; 

Cao et al., 2019; Sánchez-Maroño et al., 2019).  

 

Статистический анализ результатов поиска пептидов,  

взаимодействующих с молекулами контроля иммунитета 

 

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью BRB-

Array Tools (https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/) и соответствующих алгоритмов 

анализа. Для каждого оцифрованного микроэррей применяли анализ на основе 

использования фильтра интенсивностей флюоресценции. Нормализация 

полученных цифровых данных по интенсивностям флюоресценций осуществляли 

алгоритмом медианной и квантильной нормализации (Steinhoff et al., 2006; Simon et 

al., 2007; Brown et al., 2011). Аналогично описанному выше в п. 2.3. 

Для анализа полученных цифровых данных применялись и классические 

статистические методы с представлением результатов в формате диаграмм (SPSS; 

Excel). Дополнительно к основным методам использовали алгоритмы качества. 

Уровни флюоресценции и интенсивности их для каждого образца 

https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/
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логарифмировались с дальнейшим усреднением по сравнению классов. Для 

построения дендрограмм применен метод Уорда (Ward’s method) с использованием 

квадрата евклидова расстояния в качестве меры сходства объектов. Различия 

считали статически значимыми, если р <0,001.  

Результаты, полученные с помощью ИФА, анализировали стандартными 

методами описательной статистики. Произведены вычисления средней и ошибки 

средней (M±m), сформированы столбчатые гистограммы с указанием на диаграммах 

величин стандартного отклонения.  

В анализе данных также использовали программные пакеты SPSS Statistics 

(v.17.0) и Microsoft Excel (2007-2016), STATISTICA 6.0 и STATA 15.0 (Реброва, 2003) 

Все полученные в ходе анализа результаты были представлены графически – в 

формате гистограмм, тепловых карт, графиков и др. 

 

Резюме 

Таким образом, в настоящей диссертационной работе результаты 

исследований получены с применением широкого спектра современных 

лабораторных методов (молекулярной биологии, биохимии, иммунологии, 

онкологии, клинической лабораторной диагностики) и высокоточного 

оборудования.  

Теоретико-математический анализ результатов, базируется на методах 

статистики, биоинформатики и осуществлен с использованием современных 

статистических подходов анализа больших данных и соответствующего 

программного обеспечения. 
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ГЛАВА 3. Результаты и их обсуждение 

 

Данная глава диссертации, содержит два раздела. Первая часть главы 

посвящена изучению репертуара циркулирующих антител у пациентов с 

различными молекулярными подтипами злокачественных новообразований 

молочной железы. В данной работе мы исследуем возможность использования 

оценки репертуара циркулирующих антител (иммуносигнатуру) для диагностики 

онкологических заболеваний. В первой части главы, представлены результаты 

исследования корреляции иммуносигнатур с молекулярными или клиническими 

характеристиками рака молочной железы (РМЖ). 

Во второй части, данной главы, описаны результаты исследования белок-

белковых взаимодействий, на примере молекул контроля иммунитета (МКИ), а 

именно были изучены пептиды, взаимодействующие с CTLA-4 молекулой, которая 

участвует в регуляции иммунного ответа.  

Общим, для двух частей главы «Результаты и их обсуждение» диссертации, 

является технология пептидных микрочипов (рис. 10), которая была использована, 

как для исследования репертуара циркулирующих антител, так и для изучения 

белок-белковых взаимодействий.  

В работе использовалась микрочипы, содержащие более 330 тысяч пептидов. 

На рис. 10 представлена общая стратегия выявления пептидов, взаимодействующих 

с сывороточными антителами пациентов или рекомбинантными белками.  
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Рисунок 10. Схема выявления пептидов, взаимодействующих с антителами 

плазмы (А) и рекомбинантными белками (Б) с помощью микрочипа. 

Микрочип представляет собой предметное стекло, на котором 

расположены 24 микроматрицы содержащие более 330 тысяч пептидов 

(общий вид верхний рисунок). Увеличенная микроматрица (микроэррей) 

показана в центре рисунка, каждая точка представляет пептид с известной 

аминокислотной последовательностью. Красные точки – пептиды, 

взаимодействующие с исследуемыми образцами. Взаимодействие образцов 

с пептидами определяли с помощью вторичных антител с флуоресцентной 

меткой, которые распознают Fc фрагменты иммуноглобулинов человека, 

присутствующие на антителах пациентов (А) и рекомбинантных белках (Б).   
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3.1 Изучение репертуара антител у пациентов с разными молекулярными 

подтипами рака молочной железы 

 

3.1.1 Клиническая характеристика исследуемой группы пациентов 

 

Для выявления пептидов, взаимодействующих с циркулирующими 

антителами, использовались образцы плазмы крови, полученные от пациентов с 

диагнозом рак молочной железы и здоровых доноров. Диагностика рака молочной 

железы проводилась специалистами Алтайского Краевого онкологического 

диспансера (АКОД) на основе комплексного общего клинико-морфологическое 

обследования, патоморфологического анализа, ПЦР-диагностики и иммунохимии.  

В таблице 4 показаны процентные соотношения исследуемой группы 

пациентов. Анализ и определение подтипов РМЖ, произведено с учетом 

клинических рекомендаций МинЗдрава РФ и ассоциации онкологов России, 

Российского общества клинической онкологии, по клинико-патологическим 

(суррогатным) признакам. Средний возраст группы пациентов и контрольной 

группы были близкими по значению. Образцы плазмы крови получали от пациентов 

до начала терапии, при первом визите в АКОД.  

В группе с диагнозом РМЖ – у 40 % пациентов выявлена I стадия 

заболевания, у 60 % – II стадия. Все пациенты были без метастатического поражения 

лимфатических узлов и отдаленных метастазов. На основе суррогатных признаков, 

было определено, что в исследуемой группе 35 % пациентов имеют – люминальный 

B (HER-2 отрицательный) подтип РМЖ, у 17% – люминальный A, 25 % – 

базальноподобый (тройной негативный), 23% – подтип не определён, нет данных 

(таблица 4).  
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Таблица 4 

Характеристика исследуемой группы рак молочной железы 

 

Параметры РМЖ Контроль 

количество (%) 
N 40 (100) 41 

Возраст 56.412.2 47.18.5 

Пол Ж Ж 

РМЖ стадия 

Т1 16 (40) 0 

Т2 24 (60) 0 

N0 40 (100) 0 

M0 40 (100) 0 

Молекулярный подтип 

Люминальный А 7 (17) 0 

Люминальный В HER2- 14 (35) 0 

HER2+ 0 (0) 0 

Базальноподобный  10 (25) 0 

Нет данных 9 (23) 0 

 

3.1.2 Результаты исследования образцов плазмы крови пациентов на 

пептидных микрочипах 

 

Предварительные данные, с использованием первого поколения микрочипов, 

содержащих 10286 пептидов, нанесенных на микрочип, показали, что 

циркулирующие антитела в плазме крови здоровых доноров и больных с РМЖ 

взаимодействуют с разными группами пептидов (Подлесных и др., 2016). В данной 

работе представлены исследования на микрочипах нового поколения, где пептиды 
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(330 034 пептида) синтезировались на поверхности микрочипа с помощью метода 

фотолитографии (Legutki et al., 2014; Подлесных и др., 2017).  

Микроматрицы сгенерированы так, что распределение длин пептидов, 

составляет в среднем 12 аминокислот вместе с другими пептидами длина которых 

находится в диапазоне от 8 до 17 а.о. Такое распределение длины пептидов было 

выбрано потому, что оно похоже на распределение длины эпитопов антител, 

которые варьируются от 5 до 15 а.о. (Singh et al., 2013; Legutki et al., 2014). 

Последовательность каждого пептида была сгенерирована случайно (рандомно) с 

использованием алгоритма, который минимизирует количество необходимых 

циклов синтеза, и использует 16 из 22 природных аминокислот, за исключением 

цистеина, метионина, изолейцина и треонина. Микрочип имеет размеры 75 × 25 мм, 

каждый из которых содержит 24 идентичных массива из 330 тысяч различных 

пептидов (~ 8 М пептидов на слайд). Размер массива (микроэррей) составляет 0,49 

см2 в количество 24 шт (Legutki et al., 2014). 

На первом этапе проведён визуальный анализ микрочипов, обработанных с 

разными образцами плазмы крови. На рис. 11 представлены идентичные участки 

сканированных микроэррей после инкубации с плазмой крови и вторичными 

антителами. Видно, что образцы, полученные от двух различных доноров, 

взаимодействуют с разными группами пептидов на микрочипах (рис. 11 левые и 

правые фрагменты). Анализ аналогичных участков микроэррей инкубированных с 

плазмой крови одного донора (рис. 11 верхний и нижний фрагмент), свидетельствует 

о взаимодействии плазмы одного донора с аналогичным набором пептидов, что 

говорит о хорошей воспроизводимости результатов при использовании технических 

повторов на разных микрочипах. Следует отметить некоторое количество 

неизбежных погрешностей, которые возникают при производстве или обработке 

пептидного микрочипа, однако эти артефакты не снижают информативность теста.  
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Рисунок 11. Взаимодействие антител с пептидами на микрочипе. Фрагмент 

сканированного изображения пептидного микрочипа, инкубированного с 

плазмой крови РМЖ-пациента и здорового донора (два повтора для 

каждого образца), а, б – рак молочной железы; в, г – контроль; зеленые 

точки представляют пептиды, с которыми взаимодействуют сывороточные 

антитела, линиями выделены группы пептидов, отражающие 

воспроизводимость тестирования образцов плазмы крови на разных 

микрочипах.  

 

Следующим этапом работы стал выбор пептидов, взаимодействие с 

которыми, у контрольных и РМЖ-образцов показывает статистически значимые 

отличия. Для этого сканированные изображения микрочипов оцифровывались, и 

оценивалась интенсивность флюоресценции каждого пептида. Интенсивность 

флюоресценции соответствует количеству циркулирующих антител, 

взаимодействующих с отдельными пептидами.  

Медианные уровни интенсивности флюоресценции каждого из 

анализируемых микрочипов имели незначительные отличия. Однако, с учетом, что 

пептиды в технических повторах должны иметь одинаковую флуоресценцию, к 

цифровым данным была применена квантильная нормализация. Для выравнивания 

медианы всех микрочипов, был применён алгоритм нормализации, позволяющий 

сглаживать различия между микроэррей (рис. 12).  
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Рисунок 12. Активность связывания антител плазмы крови пациента 096 

РМЖ с пептидами на разных микроэррей (I, II и III). а – интенсивность 

флуоресценции до квантильной нормализации, б – интенсивность 

флуоресценции после квнтильной нормализации.  

 

Результаты применения алгоритмов нормализации показаны на рисунке 12. 

Несмотря на то что интенсивность флуоресценции после нормализации выглядит 

несколько сниженной, общие тенденции сохраняются: пептиды с высоким уровнем 

флуоресценции показывают высокий уровень свечения, тогда как пустые точки 

(фоновая флуоресценция) по-прежнему остаются в самом низу шкалы. Это дает 

основание сделать вывод, что квантильная нормализация не искажает разницу во 

флуоресценции, вызванную биологическими эффектами связывания антител плазмы 

крови с пептидами на микрочипе. Для дальнейшего анализа результатов 

использовались нормализованные данные. 

Распределение нормализованных интенсивностей флуоресценции пептидов, 

взаимодействующих с сыворотками больных РМЖ и здоровых доноров, показано на 

рис. 13. С помощью статистического анализа данных выявлены пептиды, которые 

по-разному взаимодействуют с антителами плазмы контрольных и РМЖ образцов. 

На рис. 13 отмечены синтетические пептиды, с которыми IgG плазмы крови больных 

РМЖ имеет более сильное взаимодействие, а также другой набор пептидов, 

взаимодействие с которыми IgG плазмы крови снижено у пациентов с заболеванием 

рак молочной железы. 
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В результате оценки циркулирующих антител у здоровых доноров и больных 

РМЖ с помощью пептидных микрочипов (общее количество 330034 пептидов) нами 

выявлено 119 пептидов, связывание с которыми антител плазмы крови (IgG) 

показало статистически значимые межгрупповые различия (p < 0,001).  

 

Рисунок 13. Диаграмма распределения интенсивности свечения пептидов 

(Volcano plot). Левый массив содержит пептиды, взаимодействие с 

которыми сильнее с плазмой пациентов РМЖ. Правый массив содержит 

пептиды, взаимодействие с которыми снижено у пациентов с РМЖ. Точки 

выше пунктирной линии представляют пептиды, разница в интенсивности 

свечения которых, в группах больных РМЖ и здоровых доноров 

статистически значима (p < 0,001)   

 

На рис. 14 представлены примеры 8 пептидов, которые взаимодействуют 

либо с антителами плазмой крови больных РМЖ (верхние диаграммы), либо 

здоровых доноров (нижние диаграммы). Различия между группами статистически 

значимы (р < 0,001). Отмечено, что интенсивность флуоресценции в группе РМЖ у 

некоторых пациентов выше максимального значения флуоресценции контрольной 

группы (рис. 14 пептид 1-4). В тоже время, в группе РМЖ практически не 

наблюдается взаимодействие с другими пептидами (рис. 14 пептид 5-8). Это может 

говорить о том, что у пациентов с РМЖ, происходит усиленная иммунная реакция, 
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на определенные пептиды/антигены, тогда как на другие пептиды/антигены у 

пациентов иммунный ответ снижен. 

 

Рисунок 14. Уровень флюоресценции пептидов, взаимодействующих с 

антителами плазмы больных РМЖ и здоровых доноров. На точечных 

диаграммах представлены примеры взаимодействия сывороточных антител 

с различными пептидами на микрочипе. В верхнем ряду диаграмм 

показаны пептиды, статистически значимо характеризующие пациентов 

(РМЖ), в нижнем ряду диаграмм – пептиды, отличающие здоровых 

доноров (контроль). Обозначены средние значения уровня флюоресценции. 

Пунктирная линия – среднее значение внутри группы. Сплошная линия – 

максимальное значение для исследуемых групп. В верхнем левом углу 

представлено значение p. 

  

Иерархический кластерный анализ образцов плазмы крови, с использованием 

выявленных 119 пептидов представлен на рис. 15. График демонстрирует чёткое 

разделение двух групп на кластеры в зависимости от наличия или отсутствия 

диагноза рак молочной железы. При внимательном рассмотрении тепловой карты 

(heatmap) можно заметить внутригрупповые кластеры среди больных с диагнозом 

РМЖ (рис. 15). Это может свидетельствовать об иммунном ответе, связанном с 

определенной молекулярной гетерогенностью опухолей. 
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Такая специфическая реакция взаимодействия циркулирующих антител с 

пептидами внутри одной группы, возможно, характеризует молекулярные подтипы 

этого заболевания, однако это требует дополнительного изучения. Интересно 

отметить, что 2 из 40 больных с диагнозом рак молочной железы, были отнесены к 

группе контроля, с достаточно близким профилем к здоровым донорам, возможно 

эти пациенты имеют начальные этапы онкогенеза. Однако, это может 

свидетельствовать и о том, что набор из 119 пептидов недостаточен для выявления 

всех молекулярных подтипов РМЖ. 

 

Рисунок 15. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) плазмы крови 

больных РМЖ и здоровых доноров. Индивидуальные пептиды (119) 

представлены в горизонтальных рядах, образцы плазмы крови от больных 

(40) и здоровых (41) представлены в вертикальных колонках. Красные 

сигналы (точки) показывают высокое взаимодействие антител с 

определённым пептидом, синие или тёмные показывают низкое 

взаимодействие. Кластеризация пептидов представлена на левой стороне 

рисунка. Кластеризация образцов плазмы представлена в верхней части 

рисунка. Порядковые номера образцов обозначены (под диаграммой). 
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Для оценки и визуализации разделения исследуемых групп с диагнозом рак 

молочной железы и условно здоровых пациентов, дополнительно был применён 

метод главных компонент. На рис.16, по результатам взаимодействия антител 

плазмы крови с комбинаторными пептидами, представлено чёткое разделение на две 

группы.  

  

 

 

Рисунок 16.  Визуализация результатов классификации образцов плазмы 

крови пациентов РМЖ и здоровых доноров методом главных компонент 

(МГК) после отбора 119 информативных пептидов, с использованием t-

критерия. Пациенты с диагнозом РМЖ – красный цвет; группа контроля 

синий цвет. Уровень достоверности данных анализа при доверительном 

интервале 0,95.  

 

Для анализа аккуратности классификации групп контроля и пациентов с 

диагнозом рак молочной железы, использовали классификатор ближайших соседей 

(k-Nearest Neighbors) с эвклидовой метрикой и алгоритм перекрёстной проверки с 

исключением (leave-one-out cross validation). Данные в приведенной ниже в таблице 

5 показывают, что с помощью набора выявленных 119 пептидов возможно отделить 



121 

 

 

 

контрольные образцы от образцов пациентов с диагнозом РМЖ с высокой 

чувствительностью (0,951) и специфичностью (0,854). 

Таблица 5 

 

Оценка чувствительности и специфичности классификации контрольных и РМЖ-

образцов плазмы крови с помощью пептидного микрочипа при использовании 

классификатора «k-Nearest Neighbors» 

 

Группа Чувствительность Специфичность PPV NPV 

РМЖ 0,951 0,854 0,867 0,946 

Здоровые 0,854 0,951 0,946 0,867 

*Примечание. PPV – positive predictive values (предсказательная ценность положительных результатов); 

NPV – negative predictive values (предсказательная ценность отрицательных результатов). 

 

 

Для оценки достоверности выбранных классификаторов и полученных 

результатов по разделению исследуемых групп, был проведён ROC-анализ с учётом 

показателя AUC, результаты представлены на рисунке 17 (англ. area under ROC 

curve, площадь под ROC-кривой).  

Полученные данные демонстрируют высокую прогностическую 

способность, применённых классификаторов и могут свидетельствовать о высокой 

диагностической ценности панели пептидов в анализе репертуара циркулирующих 

антител у РМЖ пациентов. 
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Рисунок 17. Оценка диагностическая значимости теста (ROC-кривая). 

Представлены варианты с классификаторами: CCP – Compound Covariate 

Predictor; DLDA – Diagonal Linear Discriminant Analysis; BCCP – Bayesian 

Compound Covariate Predictor. 

 

 

3.1.3 Анализ взаимодействия циркулирующих антител пациентов с разными 

молекулярными подтипами с пептидами на микрочипах  

 

На основе суррогатных факторов (признаков), было определено, что в 

исследуемой группе 35 % пациентов имеют – люминальный B (HER-2 

отрицательный) подтип РМЖ, 0% – HER2 положительных, у 17% – подтип 

люминальный A, 25 % – базальноподобый (тройной негативный), 23% – подтип не 

определён, ввиду отсутствия диагностической информации (таблица 4). Используя 
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методы статистического анализа, было проведено сравнение взаимодействия 

антител плазмы крови пациентов с различными молекулярными подтипами РМЖ, с 

пептидами на микрочипе. В результате данного анализа были выявлены 634 пептида, 

которые могут классифицировать подтипы РМЖ.  

Используя выявленные информативные пептиды, был произведён 

дополнительный иерархический кластерный анализ. Результат анализа представлен 

на рис. 18. Тепловая карта отображает распределение группы по кластерам – 

подтипы рака молочной железы. Представленные данные показывают, что три 

подтипа рака молочной железы – люминальный А, люминальный B и 

базальноподобный, имеют четкие профили (иммуносигнатуры), которые 

представлены на рисунке. Проводя детальное рассмотрение диаграммы (рис. 18), 

среди чётких отличий между профилями пептидов в кластерах подтипов РМЖ, 

существуют профили (иммуносигнатуры) и смешанных подтипов РМЖ, пример 

пациенты под номерами 1, 15, 98, 99, 123 и 61.  

Таким образом, было выявлено 634 информативных пептида 

классифицирующие все 3 исследуемые молекулярные подтипы заболевания рак 

молочной железы в данном исследовании. Следует отметить, что существует 

четвертый подтип РМЖ (HER2-положительный) однако в данной выборке оказалось 

только 2 пациента с HER2-положительной опухолью, что недостаточно для 

проведения статистического анализа.  
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Рисунок 18. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) подтипов РМЖ 

исследуемой группы. Для анализа использована плазма крови пациентов с 

люминальным А (оранжевый), люминальным В (синий) и 

базальноподобным (пурпурный) подтипом РМЖ. На гравике, по 

горизонтали показан каждый пептид (выявлены 634), по вертикали образцы 

плазмы пациентов. Кластеризация пептидов представлена для каждого 

образца плазмы крови. Пептиды, взаимодействующие с образцами плазмы 

пациента отмечены красным цветом. Индивидуальный номер пациента 

обозначен под диаграммой. 

 

Для анализа результатов по способности разделения исследуемой группы, с 

учётом клинических подтипов при диагнозе РМЖ и здоровых доноров, был 

применён метод главных компонент. На рис. 19, по результатам представлена 

визуализация классификации пациентов с помощью методов главных компонент. 

Рис. 19 демонстрирует, что все три молекулярных подтипа РМЖ группируются в 

отдельные кластеры на основе отобранных информативных 634 пептидов. 
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Рисунок 19.  Классификация образцов плазмы крови пациентов по 

подтипам РМЖ методом анализа главных компонент. Для анализа 

использована плазма РМЖ-пациентов с люминальным А (синий цвет), 

люминальным В (зеленый цвет) и базальноподобным (красный цвет) 

подтипом. Доверительный интервал (0,95) обозначен овалом. Показаны две 

принципиальные компоненты по осям абсцисс и ординат. 

 

Учитывая способность технологии микрочипов определить групповое 

распределение на подтипы, дополнительно был произведён индивидуальный анализ 

подтипов РМЖ для образцов пациентов. Выявление подтипов заболевания имеет 

важное значение для индивидуальной терапии пациентов. На рис. 20, по результатам 

взаимодействия антител плазмы крови с пептидами, представлены индивидуальные 

профили пациентов и донора из группы контроля. На рис. 20, показано 

взаимодействие плазмы крови онкологических больных и здоровых доноров с 634 

пептидами, классифицирующими молекулярные подтипы РМЖ. Верхние три 

графика (рис. 20) показывают взаимодействие плазмы крови РМЖ пациентов с 

пептидами, характеризующими различные молекулярные подтипы РМЖ. Так, в 

качестве примера, для образца плазмы крови пациента 2 BC, с первичным диагнозом 

базальноподобный подтип РМЖ, на рис. 20, видно высокий уровень флуоресценции 
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для определенной группы пептидов. У пациента 91 BC, с первичным диагнозом 

люминальный А, отмечается высокий уровень взаимодействия с другим набором 

пептидов. Пациент, с люминальным В РМЖ, под номером 77 BC, характеризует 

взаимодействие антител плазмы крови с пептидами 3-й группы. Однако, было 

обнаружено, что с помощью выявленных иммуносигнатур можно также определять 

смешанные подтипы РМЖ. Четвертая панель, плазма крови пациента 15 ВС, имеет 

первичный диагноз люминальный В, однако, из данных представленных на рис. 20 

следует, что иммуносигнатура соответствует смешанному подтипу люминальный А 

и В.  

Другой пример, образец плазмы крови пациента 98 ВС, имеет также 

первичный диагноз люминальный В, однако, профиль взаимодействия антител 

плазмы с пептидами демонстрирует особенности подтипа базальноподобный и 

люминальный В. Дополнительно, на рис. 20 показан уровень взаимодействия 

антител плазмы крови здорового донора, с единичными пептидами на микрочипе, 

однако, в отличии от пациентов, здесь нет массового взаимодействия с пептидами, 

которые характеризуют какой-либо из молекулярных подтипов РМЖ. Определение 

смешанных подтипов РМЖ является важным показателем для назначения 

адекватной терапии.  

Таким образом определение иммуносигнатур с помощью пептидных 

микрочипов, может помочь в определении молекулярного подтипа РМЖ, что 

позволит увеличить продолжительность и улучшить качество жизни, за счет подбора 

оптимального набора лекарственных препаратов.  
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Рисунок 20. Индивидуальный репертуар антител пациентов в зависимости 

от подтипа РМЖ. На оси ординат показана интенсивность флуоресценции, 

на оси абсцисс – отдельные пептиды, взаимодействующие с 

циркулирующими антителами. Справа от диаграмм, приведена 

клиническая информация о РМЖ пациентах: номер пациента, первичный 

диагноз (люминальный А, люминальный B, базальноподобный, РМЖ 

стадия, процент экспрессии Ki 67, экспрессия рецептора эстрогена (ER), 

экспрессия рецептора прогестерона (PR), наличие метастазов. ND – 

здоровый донор.  
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Также мы сравнили средний уровень интенсивности флуоресценции в 

группах пациентов у которых были разные молекулярные подтипы заболевания и 

контрольной группой. Было отмечено, что средние уровни взаимодействия с 634 

выявленными пептидами, характеризующими разные молекулярные подтипы, был 

выше в плазме крови пациентов с диагнозом злокачественные новообразования 

молочной железы в сравнении с группой контроля (рис. 21).  

Более того, уровень интенсивности флуоресценции, при взаимодействии с 

пептидами антител плазмы крови пациентов с диагнозом рак молочной железы, 

подтип люминальный А, имеет более высокие значения относительно образцов 

плазмы, полученной от пациентов с другими подтипами злокачественных 

новообразований молочной железы (рис. 21).  

Это может говорить о повышенной иммуногенности подтипа РМЖ 

люминальный А и возможности использования иммунотерапевтических средств, 

включая антитела, блокирующие молекулы контроля иммунитета или чекпоинты, 

для лечения этого подтипа РМЖ. Однако, это предположение требует 

дополнительных эпидемиологических и экспериментальных исследований.  
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Рисунок 21. Средние значения (±стандартная ошибка) интенсивности 

флуоресценции пептидов, взаимодействующих с плазмой крови пациентов 

с различными подтипами РМЖ (базальноподобный, люминальный А, 

люминальный В) и здоровых доноров (ND). На рисунке показаны 

статистически значимые различия между базальноподобным и 

люминальным А (р<0,002), между люминальным А и люминальным Б 

(р<0,004), между базальноподобным и люминальным Б различия не 

значимы (0,18). Статистически значимы различия между нормальным 

донором (ND) и пациентами достоверна (BC) р<0,05. 
 

После определения иммуносигнатуры для разных подтипов рака молочной 

железы, мы провели анализ для поиска иммуносигнатуры, в зависимости от 

гормонального статуса – экспрессии рецептора эстрогена (ER), у пациентов с 

диагнозом РМЖ. На рис. 22 показаны, характерные иммуносигнатуры которые 

определяются в плазме крови пациентов с различным гормональным статусом. В 

ходе анализа, нами выявлены 322 пептида, с которыми по-разному взаимодействуют 

антитела плазмы крови ER-положительных (ER+) и ER-отрицательных (ER-) РМЖ-

пациентов.  

Тепловая карта, представленная на рис. 22, показывает наглядно 

формирование кластеров, по выявленным 322 пептидам. Важно отметить, что в 

данном анализе были использованы повторы тестирования одного и того же образца. 

Даже в такой ситуации большинство ER+ и ER- разделяются на отдельные кластеры. 
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Исключение составляют образцы 1 F2, 2 F2, 17 B1, и 67 С3 от ER- негативных 

пациентов, которые отнесены алгоритмом, используемым BRBArrayTools к ER+ 

группе, хотя повторы тестирования этих же образцов 1 H2, 2 G2, 17 H3 и 67 H2 

определенно принадлежат к ER- кластеру (рис. 22).  

Однако на рис. 22 видно, что образцы 1 F2, 2 F2 и 17 B1 имеют 

иммуносигнатуры, сходные с экспериментальными повторами, которые отнесены к 

ER- кластеру. Вероятно, требуется более тонкая настройка алгоритма для 

кластерного анализа данных пептидных микрочипов. Однако, это может зависит от 

качества образца.  

 

Рисунок 22. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) взаимодействия 

пептидов с образцами плазмы крови ER+ и ER- пациентов. Анализ 

проведен для ER+ и ER- опухолей. На графике представлены, по 

горизонтали – каждый пептид (322), по вертикали показаны образцы 

плазмы крови 32 пациентов (2 повтора). Пептиды, взаимодействующие с 

антителами образцов плазмы пациентов (обозначены красным цветом). 

Иерархический кластерный анализ с использованием «1-correlation» 

алгоритма для оценки сходства групп образцов был использован для 

выявления кластеров пептидов по оси ординат (ось X) и пациентов по оси 

абсцисс (ось Y). 
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Аналогичные методы анализа были использованы для выявления 

иммуносигнатур, при экспрессии рецептора прогестерона (РR), для пациентов с 

диагнозом РМЖ. В ходе анализа был выявлен 61 пептид, с которым циркулирующие 

антитела плазмы крови РR-положительных (РR+) и РR-отрицательных (РR-) РМЖ-

пациентов реагируют по-разному.  

На рис. 23 представлена тепловая карта на основе 61 выявленного пептида. 

Заметны четкие разделения на кластеры в зависимости от экспрессии рецепторов 

прогестерона при раке молочной железы. Нужно обратить внимание на образцы 1 

F2 и 67 C3, эти образцы отнесены к кластеру РR+, однако иммуногистохимические 

исследования показали низкую экспрессию рецептора прогестерона на биопсионных 

образцах опухолей этих пациентов.  

Стоит заметить, что эти же образцы показали отличия от своих 

экспериментальных повторов в результатах, представленных на рис. 23. Это 

наблюдение, позволяет предположить, что качество этих образцов не позволяет 

провести четкое исследование иммуносигнатур. Это обстоятельство необходимо 

учитывать при масштабировании диагностических тестов на основе 

иммуносигнатур. Однако, в целом результаты наших исследований доказывают, что 

с использованием иммуносигнатур возможно определять молекулярные 

особенности опухолей, что может способствовать постановки диагноза 

малоинвазивными методами. 
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Рисунок 23. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) взаимодействия 

пептидов с образцами плазмы крови РR+ и РR- пациентов. Анализ проведен 

для РR+ и РR- опухолей. На графике показаны, по горизонтали – каждый 

пептид (61) по 2 повтора, по вертикали – список образцов плазмы крови 32 

пациентов. Пептиды, взаимодействующие с антителами образцов плазмы 

пациентов (обозначены красным цветом). Иерархический кластерный 

анализ с использованием «1-correlation» алгоритма для оценки сходства 

групп образцов был использован для выявления кластеров пептидов по оси 

ординат (ось X) и пациентов по оси абсцисс (ось Y). 

 

 

Важно отметить, что высокий уровень циркулирующих антител, 

взаимодействующих с пептидами, представленными на микрочипах, был обнаружен 

в плазме крови пациентов, у которых был низкий уровень экспрессии рецепторов 

эстрогена или прогестерона. Так образцы плазмы крови пациентов с ER+ опухолями 

преимущественно взаимодействует с 70 пептидами, представленными на 

микрочипе, а плазма крови пациентов с ER- опухолями взаимодействует с 252 

пептидами (рис. 22).  

Аналогично образцы плазмы от PR+ пациентов взаимодействуют только с 15 

пептидами, а циркулирующие антитела у PR- пациентов взаимодействуют с 46 

пептидами (рис. 23). Это наблюдение дает основание предположить, что 
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гуморальный иммунный ответ у пациентов, вызван не уровнем экспрессии 

гормональных рецепторов, но направлен против других молекулярных изменений 

(маркеров/антигенов), экспрессия которых опосредована, но напрямую не связанна 

с экспрессией этих рецепторов, что и обусловливает разный репертуар 

циркулирующих антител. Есть необходимость исследовать корреляцию уровней 

экспрессии известных онкомаркеров с изменением репертуара антител. Это 

позволит разработать технологии малоинвазивных жидкостных биопсий для 

уточнения диагноза и назначения персонализированной терапии онкологических 

заболеваний. 

Одним из признаков, на основе которого, определяют подтипы РМЖ 

является маркер пролиферации Ki67. Используя статистические методы, мы 

выявили 379 пептидов, которые по-разному взаимодействуют с антителами плазмы 

крови пациентов, имеющих различный уровень экспрессии Ki67. На рис. 24 

представлена тепловая карта с использованием 379 выявленных пептидов. График 

демонстрирует неоднозначное разделение групп, в зависимости от уровня 

экспрессии маркера пролиферации Ki67. Вероятно, что маркер Ki67 не является 

определяющим, при развитии фенотипа опухоли, который определяет 

специфичность гуморального иммунного ответа. Выявление роли Ki67 в 

формировании молекулярных подтипов и иммуносигнатур, требует большей 

выборки и дополнительных экспериментальных данных.  
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Рисунок 24. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) взаимодействия 

пептидов с образцами плазмы крови пациентов по маркеру пролиферации 

Ki67 в группе РМЖ. Индивидуальные пептиды (379) представлены в 

горизонтальных рядах, образцы плазмы крови пациентов представлены в 

вертикальных колонках графика. Кластеризация пептидов представлена 

для каждого образца плазмы. Пептиды, взаимодействующие с образцами 

сыворотки пациента обозначены красным цветом.  

 

Для контроля предыдущих экспериментов по кластеризации различных 

молекулярных подтипов у пациентов с диагнозом РМЖ, мы разделили все образцы 

на две группы случайным образом, без учёта диагноза. После этого алгоритм BRB-

Arraytools, выбрал 1190 пептидов, взаимодействие плазмы крови, с которыми имело 

статистически значимые отличия (р<0,001) между случайными группами. Однако 

иерархический кластерный анализ с использованием выявленных пептидов, показал 

полное отсутствие каких-либо обособленных групп (рис. 25), которые, показаны на 

рис. 15, 20, 24, 25, 26. Это дает нам основание заключить, что разделение 

молекулярных подтипов в кластеры на основании информативных пептидов, 
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представляет биологический феномен, и не является результатом математической 

манипуляции.  

 

 

Рисунок 25.  Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) пептидов по 

случайным группам. Индивидуальные пептиды (1190) представлены в 

горизонтальных рядах, индивидуальные образцы плазмы крови 

представлены в вертикальных колонках графика. Пептиды, 

взаимодействующие (красный цвет) с образцами сыворотки пациента 

обозначены под диаграммой. 

 

 

 

3.1.4 Биоинформационный анализ пептидов, взаимодействующих с 

циркулирующими антителами плазмы крови РМЖ-пациентов 

 

При более детальном прямом анализе уровня взаимодействия пептидов, на 

микрочипе, с антителами плазмы крови каждого из пациентов (персонифицировано), 

были выявлены некоторые особенности, имеющие групповое значение, 

представлены на рис. 26.  
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Анализ профиля взаимодействия антител плазмы крови с пептидами, показал 

наличие кластеров объединяющих пациентов в группы. Данный факт был описан 

выше (в п. 3.1.3.) о молекулярных подтипах заболевания. Анализ структуры данного 

набора пептидов, составляющих кластеры, выявил общие мотивы 

последовательностей аминокислот.  

 

 

Рисунок 26. Общий кластер и мотивы пептидов в группе рак молочной 

железы. Представлены образцы 5 пациентов РМЖ. Показаны пептиды, 

которые формируют общие кластеры в группе пациентов. На нижнем 

рисунке представлен общий мотив пептидов данного кластера в группе 

РМЖ.  

 

На рис. 27 показаны варианты выявленных пептидных мотивов у пациентов 

с диагнозом РМЖ. На рис. 27А показаны мотивы пептидов, с которыми 

взаимодействуют антитела в плазме крови РМЖ пациентами. На рис. 27Б 

представлены пептидные мотивы, с которыми взаимодействие антител плазмы 

крови РМЖ пациентов снижено.  
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Наличие общих мотивов у пептидов, с которыми реагирует плазма крови 

пациентов с диагнозом рак молочной железы, свидетельствует о специфическом 

иммунном ответе против определенных антигенов у онкологических больных, 

однако конкретные антигены, против которых идет иммунный ответ, не известны. В 

тоже время, сниженная иммунная реактивность с другой группой пептидов, может 

говорить о сниженном иммунном ответе против некоторых антигенов у 

онкологических пациентов, такие антигены являются перспективными мишенями 

для иммунотерапии онкологических заболеваний. 

 

Рисунок 27. Общие мотивы выявленных 119 пептидов (рис.15). А. Мотивы 

пептидов, с которыми взаимодействуют антитела плазмы крови РМЖ 

пациентов. Б. Мотивы пептидов, взаимодействие с которыми снижено или 

отсутствует у РМЖ пациентов. 

 

Для того, чтобы выявить потенциальные антигены, которые вызывают 

иммунный ответ у онкологических пациентов, приводящий к продукции антител, 

взаимодействующих с пептидами, представленными на микрочипе был проведен 

биоинформатический поиск в базах данных аминокислотных последовательностей 

белков. Поиск гомологов был произведен с помощью мировой базы данных Protein 
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BLAST (NCBI, США), по алгоритмам «blastp (protein-protein BLAST)» а также 

ограничением поиска для группы объектов – «human (taxid:9606)». Таким образом, 

были выявлены голомологичные участки белка и номера расположение таких 

аминокислотных последовательностей в установленной молекуле (таблица 6). 

В таблице 6 представлены некоторые пептиды, взаимодействующие с 

плазмой крови РМЖ пациентов, которые имеют высокий уровень гомологии с 

природными белками, представленными в базах данных. Многие белки, имеющие 

гомологию с этими пептидами, связаны с онкогенезом различных опухолей, и их 

экспрессия увеличена в опухолях. Например, пептид с аминокислотной 

последовательностью GPSLWG имеет гомологию с белком stabilin-1, который 

присутствует в тканях аденокарциномы молочной железы человека и участвует в 

регуляции функциональной активности макрофагов, ассоциированных с опухолями 

(Riabov, 2016). Мотив EGLK (рис. 26 и 27А) имеет частичную или полную 

гомологию с участками белков, обнаруженных в клетках рака молочной железы, 

кишечника и печени (Vecchione et al., 2009; Neill et al., 2014; Sjöblom et al., 2006; 

Poirson et al., 2017; Wen et al., 2019; Brown et al., 2016; Mir et al., 2017; Abbondanza et 

al., 2012; Liu et al., 2013; Zhang et al., 2015). Данные результаты демонстрирует 

потенциальную взаимосвязь изменения репертуара циркулирующих антител с 

экспрессий определенных белков в тканях опухоли. Однако, необходимо проверить 

реактивность циркулирующих антител РМЖ пациентов с белками, перечисленными 

в таблице 6.



Таблица 6  

Гомология пептидов с опухолеассоциорованными белками [Homo sapiens]*. 

 

Гомология Название белка ID Онкологические заболевания Ссылка 

GPSLWG 

PSLWG 

1953 PSLWG 1957 
stabilin-1 isoform X1  XP_0168614

87.1 

Рак молочной железы - 1 стадия Riabov V., 2016 

ALPVFKW 

ALP+FK 

25 ALPIFK 30 

 

transcription factor CP2-like 

protein 1  

 

NP_055368.

1 

 

Рак молочной железы. 

Гепатоцеллюлярная карцинома. Рак 

поджелудочной железы. Рак шейки матки. 

Колоректальный рак. 

Kotarba G., 2018 

ALPGWVYEPS 

P+WVYE 

170 PDWVYE 175 

 

fibroblast activation protein, 

partial 

 

AND76663.1 

 

 

Стромальные фибробласты 

эпителиального рака. Злокачественные 

клетки сарком костей и мягких тканей. 

Колоректальный рак. Почечноклеточная 

карцинома 

SandbergT.P., 

2019 

López J.I., 

2016 

LEGVK 

LEGVK  

503 LEGVK 507 

 

F-box and leucine-rich repeat 

protein 10, isoform CRA_a 

(KDM2B) 

EAW98266.

1 

 

Активатор биогенеза рибосом в 

эпителиальных клетках молочной железы.  

B-клеточная лимфома 

Galbiati A., 2017 

Zhao X., 2018 

EGLKHRSQ 

E+LKHR+Q  

400 ESLKHREQ 407  

trichoplein keratin filament-

binding protein - «tumor 

suppressor protein» 

(mitostatin) 

NP_0011373

24.1 

 

Карцинома молочной железы. Регулятор 

опухолево-клеточной митофагии и 

ангиостаза. Предполагаемый супрессор 

опухолей. 

Vecchione A., 

2009 

Neill T., 2014 

EGLKRQFE 

GLKRQF  

398 GLKRQF 403  

neuroblastoma apoptosis-

related protease  

AAY84832.1 

 

Участвует в различных аспектах развития 

рака. Рак молочной железы. 

Колоректальный рак. 

 

 

Sjöblom T.,  

2006; 

Poirson J., 2017 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016861487.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=PZ8JN8ZB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_016861487.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=PZ8JN8ZB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_055368.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=R28WN631014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_055368.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=R28WN631014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AND76663.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=R27YKTC4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EAW98266.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=R3J8SMVW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EAW98266.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=R3J8SMVW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001137324.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R3J9D94X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001137324.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R3J9D94X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAY84832.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R3J9TRV401R
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EGLKY 

EGLKY 

434 EGLKY 438  

 

BCLAF1 protein, partial " 

BCL2 associated 

transcription factor 1  

AAH63846.1 

 

Ангиогенез. Гепатоцеллюлярная 

карцинома. Рак прямой кишки.  Wen Y., 2019 

Brown G.T., 2016 

QEGLKPRSQFE 
EGLKPR  

1108 EGLKPR 1113  

PR domain zinc finger 

protein 2 isoform a  

NP_036363.

2 

 

Хронический миелоидный лейкоз. Связь с 

рецепторами эстрогена. Эффектор 

действия эстрогена. Ретинобластома. 

Менингиома. Супрессор глиомы и 

почечно-клеточного рака.  

Mir R., 2017; 

Abbondanza C., 

2012; 

Liu Z.Y., 2013; 

Zhang C., 2015 

QALHEG 
ALHEG  

18 ALHEG 24 

 

endothelin-2 isoform 2 

preproprotein ACY79563.1 

NP_001947.

1 

Почечно-клеточная карцинома. Рак 

шейки матки. Прогрессирование рака 

молочной железы (инвазивный 

протоковый рак МЖ и протоковый рак in 

situ). 

Bot B.M., 2012; 

Grimshaw M.J., 

2004; 

Grimshaw M.J., 

2002 

QALPRFVPD 

Q+LPRF+ 

1188 QSLPRFI 1194  

mutant anaplastic lymphoma 

receptor tyrosine kinase  

(«ALK tyrosine kinase 

receptor») 

ACY79561.1 Медулобластома. Немелкоклеточный рак 

лёгкого. Миофиброластическая опухоль 

матки. Воспалительный рак молочной 

железы (РМЖ). Тройной негативный 

РМЖ. 

Mohammad N., 

2018; Perron E., 

2018; Du X., 2018; 

Dickson B.C., 

2018;  

Siraj A.K., 2015; 

Тuma R.S., 2012; 

QALPGFFH 

LPGFF 

2015 LPGFF 2019 

 

probable JmjC domain-

containing histone 

demethylation protein 2C 

isoform d  

NP_0013050

82.1 

 

Миелобластный лейкоз. Sroczynska P., 

2014; Chen M., 

2015;  

*Примечание: поиск произведен с использованием белковых последовательностей в базе данных BLAST 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAH63846.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=R3JA6NN501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_036363.2?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=R3JAKFK301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_036363.2?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=R3JAKFK301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001947.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R46S5SDH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001947.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=R46S5SDH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACY79561.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=30&RID=R2D3AGB8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001305082.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=60&RID=R2AXCV9X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001305082.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=60&RID=R2AXCV9X014


Таким образом, благодаря конструктивным особенностям, пептидные 

микрочипы имеют огромный потенциал для молекулярной диагностики. Пептиды 

на микрочипе представляют случайную комбинацию всех аминокислот и являются 

мимотопами (подобие эпитопов) антигенов. С помощью таких комбинаторных 

аминокислотных последовательностей можно определять связывающую структуру 

для многих антител, даже в случаи несовпадения с природными эпитопами. Это в 

свою очередь, даёт возможность наиболее адекватно оценить репертуар 

циркулирующих антител и установить информативные пептиды даже в тех случаях, 

когда антиген неизвестен. Проведённый нами анализ демонстрирует отличия 

репертуара сывороточных антител у больных с диагнозом РМЖ и здоровых доноров. 

Микрочипы с пептидами со случайными аминокислотными последовательностями 

могут быть использованы для анализа репертуара антител при классификации 

здоровых и больных с диагнозом РМЖ. Показаны как групповые, так и 

индивидуальные (персонифицированные) иммуносигнатуры для пациентов с 

различными молекулярными подтипами РМЖ. Дополнительно удалось выявить 

иммуносигнатуры при разных уровнях экспрессии рецепторов эстрогена (ER) и 

прогестерона (PR). Проведенный анализ аминокислотных последовательностей 

пептидов, взаимодействующих с сыворотками больных РМЖ, показал связь с 

потенциальными антигенами, характеризующими рак молочной железы и другие 

онкологические заболевания. Высокая чувствительность и специфичность 

пептидных микрочипов при классификации образцов, полученных от больных с 

ранними стадиями РМЖ (T1N0M0) показывает, что эта технология может быть 

использована для обнаружения РМЖ на ранних стадиях. Для определения 

диагностической ценности пептидных микрочипов при клиническом определении 

РМЖ требуются дополнительные эксперименты с бо́льшим количеством образцов и 

тестированием независимой выборки «слепых» образцов. Обнаружение заболевания 

на раннем этапе развития, до манифестации клинических симптомов, позволит 

раньше начать эффективное лечение и снизить уровень смертности населения. 



142 
 

 

 

3.2 Пептиды, взаимодействующие с молекулами контроля иммунитета  

 

В данном разделе настоящей диссертации, описаны результаты исследования 

взаимодействия пептидов с молекулой CTLA-4, которая участвует в регуляции 

иммунного ответа. Как было описано в обзоре литературы, CTLA-4, при 

взаимодействии лигандами B7-1 и B7-2, ингибирует начавшийся антиген-

специфический иммунный ответ (Боголюбова и др., 2015; Шаповал и др., 2019; Wei 

et al., 2018). Использование блокаторов молекул, ингибирующих иммунитет, 

приводит к усилению иммунного ответа. В настоящее время показано, что 

моноклональные антитела (мАТ), взаимодействующие с CTLA-4 усиливают 

иммунный ответ и приводят к отторжению опухолей у онкологических пациентов 

(Wei et al., 2018). Однако, мАТ имеют ряд ограничений: стоимость производства 

препаратов мАТ, низкая химическая и физическая стабильности, сниженная 

специфичность, высокая иммуногенность (молекулярная масса около – 150 кДа), 

трудности фармакокинетики антитела (плохие показатели экстравазальной 

диффузии и низкоэффективное проникновение в опухоль (и ткани), длинная 

полужизнь АТ, ряд побочных эффектов в терапии ограничивает их широкое 

клиническое применение (Моисеенко, 2003). 

Поэтому поиск новых блокаторов молекул контроля иммунитета (МКИ) 

имеет фундаментальное и практическое значение. Длительное время для изучения 

белок-белковых взаимодействий и поиска, блокирующих агентов (белков, мАТ, 

пептидов и др.) использовали традиционные протеомные технологии, такие как 2-

мерный электрофорез, хроматографию, SEREX, фаговый дисплей и другие. Все эти 

методы занимают много времени, требуют трудоемкой многошаговой обработки 

образцов, что приводит к ошибкам, дополнительным расходам и не подходит для 

высокопроизводительного скрининга. В данной главе представлены результаты 

экспериментов направленных на выявление пептидов, взаимодействующих с одной 

из молекул контроля иммунитета, рецептором CTLA-4. Для выявления пептидов, 



143 
 

 

 

взаимодействующих c белком CTLA-4, мы использовали пептидные микрочипы. Во 

всех экспериментах, описанных в этой главе диссертации использовали 

рекомбинантные химерные белки содержащие внеклеточный домен 

соответствующих молекул и идентичный Fc домен человеческого иммуноглобулина 

класса 1 (hIgG1). 

 

3.2.1 Выявление пептидов, взаимодействующих с молекулами контроля 

иммунитета на пептидных микрочипах 

 

Используя микрочипы, на которых представлены 330 тыс. пептидов, нами 

были выявлены 350 пептидов (рис. 28), которые специфически взаимодействуют с 

белками B7-1, B7-2, CTLA-4.  

 

Рисунок 28. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) пептидов, 

взаимодействующих с рекомбинантными белками B7-1Fc, B7-2Fc, CTLA-

4Fc. Индивидуальные пептиды представлены в горизонтальных рядах, 

образцы рекомбинантных белков (B7-1Fc, B7-2Fc, CTLA-4Fc) в 

вертикальных колонках. Кластеризация пептидов представлена для 

каждого образца рекомбинантного белка (красный цвет). Рекомбинантные 

белки молекул контроля иммунитета обозначены под диаграммой. 
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На рис. 28 представлены результаты иерархической кластеризации 

интенсивностей флуоресценций пептидов, взаимодействующих с указанными 

молекулами. Из данных представленных на рис. 28 видно, что результаты трех 

экспериментальных повторов для каждой рекомбинантной молекулы формируют 

один кластер, что демонстрирует высокую воспроизводимость результатов, 

полученных с использованием индивидуальных микрочипов. Эти результаты также 

свидетельствуют о присутствии пептидов, представленных на микрочипе, 

взаимодействующих с высокой аффинностью и строгой специфичностью с 

определенными белками. Однако, имеются некоторые пептиды, которые 

взаимодействуют сразу с двумя различными белками, что говорит о необходимости 

дальнейшей проверки специфичности взаимодействия пептидов с указанными 

молекулами.  

На рис. 29 показаны средние значения интенсивности флуоресценции, 

обусловленной взаимодействием пептидов на микрочипе с рекомбинантными 

белками B7-1Fc, B7-2Fc и CTLA-4Fc.  

 

 

Рисунок 29. Уровень флуоресценции пептидов, взаимодействующих с 

образцами рекомбинантных белков B7-1Fc, B7-2Fc, CTLA-4Fc. Пептиды, 

взаимодействующие с B7-1Fc и B7-2Fc (а), B7-1Fc (б), B7-2Fc (в) или 

CTLA-4Fc (г). Над каждой диаграммой указано количество пептидов, 

показавших похожие профили взаимодействия с рекомбинантными 

белками. 
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На рис. 29а представлены данные, свидетельствующие о том, что 329 

пептидов, представленных на микрочипе, показали статистически значимые 

различия при взаимодействии с рекомбинантными белками B7-1Fc и B7-2Fc, по 

сравнению с рекомбинантным белком CTLA-4Fc. Мы предполагаем, что некоторые 

из этих пептидов способны блокировать функциональную активность обоих 

лигандов. На рис. 29б показаны результаты, свидетельствующие о том, что 6 

пептидов, взаимодействуют только с В7-1. 5 пептидов, могут специфически 

связываться с В7-2 (рис. 29в). Таким образом, с помощью пептидных микрочипов 

могут быть выбраны пептиды, которые потенциально являются универсальными 

блокаторами B7-1 и B7-2-лигандов, и пептиды, специфически блокирующие один из 

лигандов, однако это требует дополнительных экспериментальных доказательств. 

Кроме терапевтического применения этих пептидов, для регуляции иммунного 

ответа, такие молекулы могут быть полезными для ответа на вопросы о 

функциональной активности различных лигандов. До сих пор не известно, 

существуют ли уникальные функции у лигандов B7-1 и B7-2 при связывании с 

реципрокными рецепторами – CD28 и CTLA-4. Пептидные реагенты могут помочь 

ответить на этот фундаментальный вопрос.  

Данные представленные на рис. 29г показывают, что на микрочипе есть 19 

пептидов, которые специфически взаимодействуют с CTLA-4Fc. Мы предполагаем, 

что некоторые из этих аминокислотных последовательностей пептидов могут быть 

использованы для прямого блокирования ингибиторных функций CTLA-4. 

Пептиды, взаимодействующие с CTLA-4, являются нашими основными 

кандидатами при разработке препаратов для стимуляции иммунного ответа и 

иммунотерапии онкологических заболеваний. Тот факт, что для любого из 

тестируемых рекомбинантных белков, содержащих Fc фрагмент иммуноглобулина 

человека, мы обнаружили уникальный набор пептидов, говорит о том, что в этих 
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экспериментах пептиды специфически связываются с внеклеточной частью B7-1, 

B7-2 и CTLA-4, а не с Fc частью рекомбинантных химерных белков.  

Таким образом, с помощью пептидных микрочипов были выявлены группы 

пептидов, взаимодействующих с рекомбинантными белками МКИ. Для 

дальнейшего анализа, из 19 выявленных пептидов, взаимодействующих с CTLA-

4Fc, были синтезированы 8 пептидов, показавших максимальную интенсивность 

флюоресценции при взаимодействии с CTLA-4Fc.  

 

3.2.2 Оценка физико-химических и иммунохимических свойств пептидов 

 

Молекулы синтезированных пептидов, используемых в данном 

исследовании, состоят из 9-14 аминокислот (таблица 7). Анализ физико-химических 

свойств: молекулярный вес, длина аминокислотных остатков, изоэлектрическая 

точка, определен суммарный заряд, проводили с помощью программного 

обеспечения PepDraw (http://pepdraw.com/). Дополнительно, были рассчитаны 

индексы: GRAVI (Grand average of hydropathicity, индекс нестабильности (таблица 

7) программное обеспечение сервера ProtParam (https://web.expasy.org/cgi-

bin/protparam/protparam).  

Все пептиды, используемые в данный работе, имеют сходные 

характеристики, хотя и наблюдаются некоторые отличия. На основании расчетного 

значения изоэлектрической точки пептиды, взаимодействующие с CTLA-4, р340, 

р341 относятся к нейтральным; р339, р342, р344, р345 слабощелочные; р343 и р346 

слабокислые. Синтетические пептиды р333 и р337, контрольная группа пептидов, не 

взаимодействующих с CTLA-4, относятся к нейтральным и слабощелочным 

соответственно. Данные характеристики подтверждаются расчетным суммарным 

зарядом каждого пептида. Счет произведен при значении pH 7.2, данные условия 

демонстрируют закономерное распределение зарядов, так для слабокислых 

http://pepdraw.com/
https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
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пептидов, заряд отрицательный, для слабощелочных – заряд положительный, и для 

нейтральных пептидов расчетный заряд оказался нулевым. Расчётный индекс 

нестабильности <40 характеризует исследуемые пептиды р340, р341, р343, р345, 

р346, р333(К) как более стабильные, значения >40 характеризуется, пептиды р339, 

р342, р344, р337(К) как менее стабильные. Рассчитываемый индекс GRAVY 

основывается на оценке всех аминокислот в последовательности исследуемого 

объекта и показывает растворимость белков. Учитываая положительные значения 

индекса GRAVY, исследуемыйбелок (пептид) можно отнести к гидрофобным 

(слаборастворимым в воде), напротив, если получены отрицательные значения – это 

говорит о гидрофильности и хорошей растворимости в воде. При анализе 

выявленных пептидов, с использованием GRAVY, определено что у всех пептидов 

значения отрицательные, что отражает их гидрофильный статус, свидетельствует об 

в пользу того, что они обладают растворимостью в водном буферном растворе. 

Этот феномен подтверждается эмпирическими наблюдениями, все пептиды 

хорошо растворялись в водных буферных растворах. В таблице 7 приведены физико-

химические свойства исследуемых синтетических пептидов.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Таблица 7 

 

Физико-химические свойства полученных синтетических пептидов 

 

Параметры (при pH 7,2) Эксперимент Контроль (К) 

339 340 341 342 343 344 345 346 333 337 

Длина цепи, а.о. 14 13 11 10 10 14 9 12 11 13 

Масса, Да 1563 1487 1184 1160 1033 1662 1123 1506 1223 1565 

Изоэлектрическая точка (pl), pH 8.86 6.28 7.17 9.04 4.08 8.93 10.52 4 6.32 8.96 

Суммарный заряд, Кл +1 0 0 +1 -1 +1 +2 -1 0 +1 

Индекс нестабильности  79.3 

(II) 

35.7 

(II) 

10.3 

(II) 

97.9 

(II) 

-6.03 

(II) 

50.2 

(II) 

1 

(II) 

18,4 

(II) 

41.7 

(II) 

121.7 

(II) 

Индекс GRAVY -1.20 -1.17 -0.18 -0.23 -0.57 -1.11 -1.39 -1.30 -1.00 -1.73 



С использованием программы CABS-dock были оценены структурные и 

термодинамические параметры взаимодействия CTLA-4 с исследуемыми пептидами 

(таблица 8). В таблице пептиды, взаимодействующие с CTLA-4, выявленные с 

помощью пептидных микрочипов обозначены зелёным цветом, пептиды (контроль), 

которые не должны взаимодействовать с CTLA-4, обозначены красным цветом 

(жирным шрифтом).  

 

Таблица 8 

Термодинамические параметры взаимодействия рецептора CTLA-4  

с исследуемыми пептидами 

 

Peptide Residues in Clash  Interface Energy, kcal/mol Loop Energy, kcal/mol 

р344 15 151,6 35,3 
р342 6 81 48,7 
р340 8 108 44 
р343 7 63,8 29,8 
р341 6 95,3 27,8 
р345 13 75,8 36,3 
р346 7 115 30,6 
р339 12 122 25,3 
рЗЗЗ 2 97,9 8 
р337 8 84 10,1 

 

Из данных таблицы 8 следует, что пептиды, взаимодействующие с CTLA-4, в 

среднем, имеют больше аминокислотных остатков, которые могут препятствовать 

взаимодействию CTLA-4 с В7-1 (Residues in clash). Также эти пептиды имеют более 

высокую энергию взаимодействия с петлей MYPPPY (Loop energy kcal/mol). Эти два 

обстоятельства свидетельствуют о том, что выбранные пептиды могут 

взаимодействовать со связывающим (активным) центром CTLA-4 и потенциально 

препятствовать (блокировать) взаимодействие рецептора CTLA-4 с лигандом В7-1. 

Далее эти синтетические пептиды были исследованы методом 

иммуноферментного анализа (ИФА) на способность взаимодействия с 
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рекомбинантным химерным белком CTLA-4Fc (рис. 30). Для этого сначала была 

проверена специфичность взаимодействия рекомбинантного химерного белка 

CTLA-4Fc с рекомбинантным белком B7-1, а также с мАТ против CTLA-4 человека. 

Данные представленные на рис. 30 показывают, что рекомбинантный 

химерный белок CTLA-4Fc специфически взаимодействует с рекомбинантным 

белком B7-1 и антителами против рецептора CTLA-4 человека. Более высокий 

уровень взаимодействия рекомбинантного белка CTLA-4Fc с мАТ против CTLA-4, 

можно объяснить более высокой аффинностью антител в сравнении с 

рекомбинантным белком B7-1.  

 

 

Рисунок 30. Взаимодействие CTLA-4Fc с В7-1 и антителами против CTLA-

4. Рекомбинантный белок В7-1Fc (8 мкг/мл) и анти-CTLA-4 мАТ (8 мкг/мл) 

были сорбированы (иммобилизованы) на 96-луночных планшетах. 

Рекомбинантный химерный белок CTLA-4Fc в концентрации 5 мкг/мл 

добавляли в лунки. Взаимодействие CTLA-4Fc с рекомбинантным белком 

В7-1 и антителами против CTLA-4 определяли с помощью мАТ против Fc 

части иммуноглобулина человека, конъюгированными пероксидазой 

хрена. В качестве контроля использовали лунки без белков (PBS). 
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Далее, предварительно, был проведен иммуноферментный анализ (ИФА) 

взаимодействия всех 8-ми синтезированных пептидов с рекомбинантным белком 

CTLA-4 для сравнения экспериментальных результатов с математическими 

моделями взаимодействия выявленных пептидов c рецептором CTLA-4 и его 

лигандом B7-1 (рис. 31).  

Данные представленные на рис. 31 демонстрируют разный уровень 

взаимодействия исследуемых пептидов с белком-мишенью CTLA-4. Результаты, 

показанные на рис. 31 говорят о том, что пептиды р339, p342, р344, р345, р346, 

показали сильное связывание с рекомбинантным белком CTLA-4Fc в ИФА 

экспериментах (рис. 31б), что соответствует количеству расчетных аминокислот, 

препятствующих (clash) связыванию рецептора CTLA-4Fc и его лиганда B7-1 (рис. 

31а).  

Следует отметить, что наибольший уровень взаимодействия по результатам 

экспериментальной оценки имеет пептид р345, при этом большее количество clash-

аминокислот, из графика, отмечено у р344 в ходе моделирования, что вероятно 

влияет на уровень блокирующих способностей этих синтетических пептидов. 

Блокирующие способности пептида р344 (ARHPSWYRPFEGCG) были 

представлены в публикации 2021 г. (Podlesnykh et al., 2021).  

Корреляционный анализ отражает, в целом, высокий уровень (r=0,75) 

сходства результатов моделирования и экспериментальной оценки взаимодействия, 

всех выявленных синтетических пептидов с рецептором CTLA-4Fc. 

 

 

 

 

 

 



152 
 

 

 

 

 

Рисунок 31. Корреляционный анализ результатов моделируемого и 

экспериментального взаимодействия белка CTLA-4Fc с синтетическими 

пептидами. (а) Результаты моделирования основаны на расчетных данных 

количества аминокислот, взаимодействующих с петлей 99MYPPPY104 

рецептора CTLA-4Fc и препятствующих (clash) взаимодействию с 

лигандом B7-1. (б) В ИФА образцы пептидов в концентрации 1 мкг/мл 

сорбированы в лунках 96-луночных планшетов. 5 мкг/мл CTLA-4Fc были 

добавлены в лунки. Взаимодействие CTLA-4Fc с пептидами определяли с 

помощью мАТ против иммуноглобулина человека. (в) Представлен 

уровень корреляции результатов 2-х видов анализа 0,75. 

 

Среди выявленной и анализируемой группы синтетических пептидов, в 

данной работе, более подробно в качестве примера рассматривается пептид p346. С 

помощью инструментов «PepDraw», была создана химическая структурная формула 

синтетического пептида р346, взаимодействующего с белком-рецептором CTLA-4, 

результат представлен на рис. 32.  

На рис. 32 изображен, гомомерный додекапептид р346, который в своей 

структуре содержит 12 аминокислотных остатков [YDPEYRNFWGCG]. 
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Рисунок 32. Структурная формула синтетического пептида р346. N-

концевой остаток располагается слева, С-концевой остаток расположен 

справа. Формула сгенерирована с использованием сервиса «PepDraw» (pH 

7.2) [http://pepdraw.com/]. 

 

Для дальнейшей работы, с использованием инструментов «PepDraw», был 

произведен анализ физико-химических свойств исследуемого синтетического 

пептида р346. Были рассчитаны: молекулярный вес, изоэлектрическая точка, 

определен суммарный заряд, коэффициент экстинции. Оценивалось совокупное 

количество аминокислот с отрицательным зарядом [Асп(D), Глу(E)], а также 

совокупное количество аминокислот с положительным зарядом [Арг(R), Лиз(K)]. 

Дополнительно, были рассчитаны индексы: гидрофильность GRAVY (Grand average 

of hydropathicity), индекс нестабильности и алифатический индекс.  

Полученный синтетический пептид р346 представляет собой молекулу, 

состоящую из 12 аминокислотных остатков, с молекулярной изотопной массой 1,5 

кДа. Формула пептида представлена в таблице 9. Изоэлектрическая точка этого 

синтетического пептида находится в слабокислой среде. Данные особенности при 

(значении pH 7,2) подтверждены и изменением суммарного заряда пептида, который 

равен «-1». Расчётный индекс нестабильности (менее 40) характеризует 

исследуемый пептид р346 как стабильный. Коэффициент экстинкции составляет 

8480 (1, M-1*cm-1) при 280 нм и представляет интерес при фотометрии пептида. При 

определении общего количества (Asp+Glu) и (Arg+Lys) остатков, для р346 было 
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выявлено 2 отрицательно заряженных и 1 положительно заряженный 

соответственно (таблица 9). Алифатический индекс показатель термостабильности 

белков и пептидов, однако из-за отсутствия в структуре пептида р346 (аланин, валин, 

изолейцин и лейцин), определение расчётной термостабильности не представляется 

возможным. Уровень индекса GRAVY для исследуемого синтетического пептида 

р346 имеет отрицательное значение, что характеризует его гидрофильные свойства 

и демонстрирует хорошую растворимость пептида в водных буферных растворах. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Таблица 9 

Физико-химические свойства синтетического пептида № 346 

 

Параметры (при pH 7.2) Величина Заряд / pH 

Длина цепи, а.о. 12  

 

Формула C69H87N17O20S1 

Масса, Да 1505.601 

Изоэлектрическая точка (pl), pH 4 

Суммарный заряд, Кл -1 

Коэффициент экстинкции 1, M-1*cm-1 

(при 280 нм, измеренных в воде). 

8480 

Индекс нестабильности (II) 18.41 

Совокупное количество аминокислот с отрицательным 

зарядом [Асп(D), Глу(E)]  

2 

Совокупное количество аминокислот с положительным 

зарядом [Арг(R), Лиз(K)] 

1 

Алифатический индекс 0.00  

Индекс GRAVY -1.30  



3.2.3 Молекулярный докинг и взаимодействие пептида с CTLA-4 
 

Для моделирования взаимодействия пептидов с рецептором CTLA-4, модель 

комплекса «лиганд/рецептор» B7-1/CTLA-4 (код 1I8L), представляющая собой 

кристаллическую структуру взаимодействия внеклеточных доменов B7-1 и CTLA-4, 

была загружена из биоинформационной базы Protein Data Bank (код 1I8L). Для 

докинга исследуемых пептидов подструктура, содержащая IgV домен белка-

рецептора CTLA-4, была экспортирована из загруженного файла и отправлена на 

сервер CABS-dock. Нами был использован вычислительный подход (алгоритм), 

реализованный на сервере CABS-dock (Kurcinski et al., 2015) и предназначенный для 

докинга пептидов к белкам с помощью методологии, не требующей 

предварительных данных о расположении сайта связывания на белковой 

макромолекуле. При этом в полной мере учитывается конформационная 

подвижность пептида и частично подвижность белковой макромолекулы (Kurcinski, 

2015), что допускает проведение докинга без специальной подготовки 

(предоптимизации) кристаллической структуры макромолекулы.  

Обнаружено, что наилучшее расположение молекулы высокоактивного 

пептида p346 находится вблизи петли 99MYPPPY104 макромолекулы CTLA-4 (рис. 

33). В многочисленных исследованиях, посвященных исследованиям рецептора 

CTLA-4, было показано, что 99MYPPPY104 в структуре CTLA-4, обеспечивает его 

взаимодействие с B7-1 (Peach, 1994)  

Таким образом, пептид р346 может препятствовать взаимодействию 

молекулы рецептора CTLA-4 с лигандом B7-1 и формированию областей контакта, 

наблюдаемого в PDB-структуре 1I8L (Peach et al., 1994). Действительно, если к 

комплексу CTLA-4/p346 пристыковать макромолекулу B7-1 в той же ориентации, 

которую она занимала в структуре 1I8L, то наблюдается заметное наложение B7-1 

на пептид (рис. 33а, б). Семь аминокислотных остатков белка B7-1, расположенные 

в пределах 1 Å от конформации пептида р346, считались находящимися в состоянии 
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«клэша» (препятствия) с пептидом, (рис. 33б), что может обусловливать блокаду 

взаимодействия рецептора CTLA-4 с лигандом В7-1.  

 
 

Рисунок 33. Модель взаимодействия пептида р346 с петлёй 99MYPPPY104 

белка CTLA-4 при связывании с B7-1. (ленточная диаграмма 

кристаллической структуры). С использованием сервера CABS-dock был 

выполнен докинг p346 к белку CTLA-4 (синяя лента) в составе комплекса 

B7-1/CTLA-4 (структура 1I8L из Protein Data Bank). Взаимодействие 

пептида p346 с макромолекулой B7-1 при докинге не учитывалось. 

Найденная наилучшая конформация пептида (цилиндры) занимает область 

пространства, совпадающую с участком взаимодействия белков CTLA-4 

(синяя лента) и B7-1 (красная лента) (а). Аминокислотные остатки B7-1, 

находящиеся в состоянии “клэша” (препятствия) с p346, показаны в виде 

шаров в нижней части рисунка (б). 
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На рис. 34 приведены результаты оценки рассчетной степени взаимодействия 

пептидов p346 (экспериментальный) и р333 (контрольный) с молекулой CTLA-4. 

Расчетная энергия взаимодействия пептидов с внеклеточным IgV доменом молекулы 

CTLA-4 (Total Docking Score) и энергия взаимодействия с петлей 99MYPPPY104 в 

структуре CTLA-4 (Loop energy) оценена в рамках силового поля MolDock, 

встроенного в программу MVD.  

Из данных представленных на рис. 34 следует, что величины Stot (Total 

Docking Score), моделирующие взаимодействие с целым внеклеточным IgV доменом 

CTLA-4 молекулы, для пептидов p346 и p333 имеют близкие значения и составляют 

115 и 97.9 ккал/мол соответственно (рис. 34а). В тоже время величина Sp (Loop 

energy), представляющая степень взаимодействия с петлей 99MYPPPY104 CTLA-4 

молекулы, которая играет важную роль в связывании с B7-1 лигандом, существенно 

выше для p346 (30,6 ккал/мол), по сравнению с пептидом р333 (8 ккал/мол) (рис. 

36б).  

Таким образом, расчетная энергия взаимодействия пептидов с рецептором 

CTLA-4, подтверждает результаты 3D-моделирования (рис. 33) и дает возможность 

предположить, что пептид p346, преимущественно, взаимодействует с 99MYPPPY104 

участком CTLA-4 молекулы.  

Полученные результаты свидетельствуют в пользу специфичности 

взаимодействия пептида р346 с петлей 99MYPPPY104, которая играет ключевую роль 

в связывании рецептора CTLA-4 и лиганда B7-1, а значит проявлении 

биологического эффекта (Peach et al., 1994; Wei et al., 2018).  

Таким образом, данный пептид может блокировать взаимодействие 

рецептора CTLA-4 и его природного лиганда B7-1.  
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Рисунок 34. Оценка степени взаимодействия р346 пептида с белком CTLA-

4 и с петлёй 99MYPPPY104. (а) Общая величина Docking Score (оценка 

стыковки) для взаимодействия пептид-белок (Stot); (б) вклад (Sp) в 

величину Docking Score, приходящийся на взаимодействие с петлёй 
99MYPPPY104 молекулы рецептора CTLA-4. 

 

3.2.4 Взаимодействие синтетического пептида с рецептором CTLA-4 
 

Следующим шагом, данного исследования, было проведение серии 

экспериментов, по определению специфичности взаимодействия выявленного 

пептида с рекомбинантным химерным белком CTLA-4Fc. Для этого был 

использован метод иммуноферментного анализа (ИФА).  

Исследуемый и контрольный пептиды были сорбированы в лунках 96-

луночного планшета, куда добавляли рекомбинантный химерный белок CTLA-4Fc 

этот белок содержал внеклеточные домены.  

Из данных, представленных на рис. 35 следует, что рекомбинантный белок 

CTLA-4Fc, с учётом разведения, взаимодействует с тестируемым пептидом р346 

примерно одинаково как при 10 мкг/мл, так и при 2 мкг/мл. 
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Рисунок 35. Взаимодействие CTLA-4Fc с синтетическими пептидами р346 

и p333. Исследуемыt пептидs былb сорбирован (иммобилизован) на 96-

луночных планшетах в концентрации 10 мкг/мл и 2 мкг/мл. 

Рекомбинантный химерный белок CTLA-4Fc в концентрации 5 мкг/мл 

добавляли в «стартовые» лунки, с последующим разведением до 0,1563 

мкг/мл. Взаимодействие CTLA-4Fc с синтетическими пептидами 

определяли с помощью мАТ против Fc части (фрагмента) 

иммуноглобулина человека, конъюгированными пероксидазой хрена. 

 

В тоже время рекомбинантный белок CTLA-4Fc не взаимодействует с контрольным 

пептидом р333, даже в наибольшей концентрации 10 мкг/мл. 

Определению специфичности взаимодействия синтетического пептида р346 

показано с помощью следующего эксперимента. Исследуемый пептид был 

сорбирован в лунках 96-луночного планшета, куда добавлялись рекомбинантные 

химерные белки CTLA-4Fc, B7-lFc и В7-2Fc, эти белки содержат внеклеточные 

домены соответствующих молекул и идентичную часть.  

Из данных, представленных на рис. 36 следует, что CTLA-4Fc 

взаимодействует с пептидом р346. В тоже время B7-lFc и В7-2Fc белки не 

связываются с р346 пептидом.  
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Таким образом, результаты, представленные на рис. 36 свидетельствует о 

специфичном взаимодействии рецептора CTLA-4 с исследуемым синтетическим 

пептидом р346.  

 

Рисунок 36. Взаимодействие CTLA-4Fc, B7-1Fc и B7-2Fc с синтетическим 

пептидом р346. Пептид р346 был сорбирован (иммобилизован) в лунках 96-

луночных планшетов в концентрации 1 мкг/мл. Далее были внесены 

образцы рекомбинантных белков B7-1Fc, B7-2Fc и CTLA-4Fc (в 

концентрации 5 мкг/мл). Взаимодействие рекомбинантных белков с р346 

определяли с помощью мАТ против Fc-фрагмента иммуноглобулина 

человека, конъюгированными c пероксидазой хрена. 

 

Следующим шагом, данного исследования было сравнение взаимодействия 

CTLA-4Fc и B7-1Fc с синтетическими пептидами для определения специфичности. 

Для данных экспериментов были использованы 2 синтезированных пептида, 

«экспериментальный» р346, который взаимодействовал с CTLA-4Fc при 

тестировании микрочипов (Podlesnykh et al., 2018) и «контрольный» р333 пептид, 

который не взаимодействовал с CTLA-4Fc в предыдущих экспериментах.  

Из данных, представленных на рис. 37, видно, что пептиды p346 и p333 не 

взаимодействуют с рекомбинантным белком-лигандом B7-1Fc. Однако, отмечается 

дозозависимое взаимодействие CTLA-4Fc с пептидом p346, но не с контрольным 
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p333 пептидом. Важно отметить, что Fc часть рекомбинантного CTLA-4Fc не 

участвует во взаимодействии с р346 пептидом, так как B7-1Fc молекула содержащая, 

идентичный Fc домен не связывается с данным пептидом.  

Таким образом, результаты данных экспериментов подтверждают 

специфическое взаимодействие р346 синтетического пептида с внеклеточной частью 

CTLA-4 молекулы.  

 

 
 

Рисунок 37. Взаимодействие CTLA-4Fc с синтетическим пептидом р346. 

Синтетические пептиды р346 и рЗЗЗ (контроль) были сорбированы 

(иммобилизованы) на 96-луночных планшетах в концентрации 1 мкг/мл. 

Рекомбинантный химерный белок CTLA-4Fc в концентрации 5 мкг/мл 

добавляли в «стартовые» лунки, с последующим разведением до 0,156 

мкг/мл. Взаимодействие CTLA-4Fc с синтетическими пептидами 

определяли с помощью мАТ против Fc части (фрагмента) 

иммуноглобулина человека, конъюгированными пероксидазой хрена. 

Аналогично для белка B7-1Fc. 

 

Следующим шагом, данного исследования было определение возможности 

использования синтетических пептидов блокировать взаимодействие CTLA-4 c 

природным лигандом B7-1 (рис. 38). Для данных экспериментов были использованы 

2 синтетических пептида, описанные выше, «экспериментальный» р346, который 
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специфически взаимодействовал с CTLA-4Fc и «контрольный» р333 пептид, 

который не взаимодействовал с белками CTLA-4Fc и B7-1Fc (рис. 37).  

Для этого пептиды инкубировали с CTLA-4Fc и добавляли в лунки с 

иммобилизированным рекомбинантным белком B7-1 (без Fc фрагмента). Данные 

представленные на рис. 38 говорят о том, что инкубирование CTLA-4Fc в 

присутствии р346, но не р333 пептида снижает связывание CTLA-4 с B7-1, на 20%.  

 

 

Рисунок 38. Блокирование взаимодействия CTLA-4 с B7-1 с 

использованием пептида p346. Рекомбинантный белок CTLA-4Fc (5 

мкг/мл) инкубировали с пептидом p346 (8 мкг/мл), с контрольным 

пептидом p333, в течении 2 ч и добавляли в лунки 96-луночного планшета 

с сорбированным рекомбинантным белком B7-1 (8 мкг/мл). 

Взаимодействие CTLA-4Fc с B7-1 (без Fc фрагмента) определяли с 

помощью антител (мАТ) против Fc части (фрагмента) иммуноглобулина 

человека, конъюгированными пероксидазой хрена HRP. 

 

Данные результаты показывают, что пептид р346, который специфически 

взаимодействует с CTLA-4 может частично блокировать взаимодействие CTLA-4 c 

B7-1. Уровень 20% ингибирования взаимодействия CTLA-4 с B7-1 было определено 

с помощью ИФА. Вероятно, для еще более адекватного определения эффекта р346 
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пептида на блокаду взаимодействия CTLA-4 с B7-1 требуются более 

чувствительные, современные методы, такие как нанокалориметрия, поверхностный 

плазмонный резонанс или технологии биослойной интерферометрии ForteBIO. 

Также необходимо исследовать физиологический эффект блокады взаимодействия 

рецептора CTLA-4 и лигандом B7-1, с помощью пептидов в экспериментах in vitro и 

in vivo.  

Таким образом, в ходе данной работы были выявлены пептиды, 

взаимодействующие с CTLA-4 молекулой. С помощью математического 

моделирования было показано, что пептид р346 взаимодействует с 99MYPPPY104 

петлей CTLA-4, которая отвечает за связывание CTLA-4 с B7-1 лигандом. 

Экспериментальные данные, полученные с помощью ИФА, подтверждают данные, 

полученные с помощью математического моделирования по специфичности 

взаимодействия CTLA-4 с пептидом р346. Более того, синтетический пептид р346 

частично блокирует взаимодействие CTLA-4 с B7-1, что может обеспечить 

регулируемый (управляемый) эффект в модуляции иммунного ответа. 

 

Резюме 

Синтетический пептид р346, представленный в данной работе, является 

лидирующей молекулой для разработки иммунотропных (стимулирующих) 

препаратов, которые могут предотвращать связывание лигандов B7-1 (CD80), и 

возможно, B7-2 (CD86), c ингибирующем рецептором CTLA-4, и тем самым 

усиливать иммунные ответ. Однако иммуномодулирующие свойства р346 пептида 

требуют подтверждения in vitro и in vivo.  

Синтетические пептиды, регулирующие и блокирующие функциональную 

активность молекул контроля иммунного ответа, могут быть использованы, вместо 

моноклональных антител (мАТ), для иммунотерапии аутоиммунных и 

онкологических заболеваний. Пептиды, по сравнению с мАТ, обладают рядом 

преимуществ, такие как малые размеры, что обеспечивает более эффективное 
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проникновения в ткани или опухоли, низкую иммуногенность, что позволяет 

проводить не ограниченное количество инъекций, относительной простотой 

химического синтеза, что снижает стоимость препарата и может повлиять на 

доступность для пациентов.  

Описанная в данной статье стратегия может быть использована для поиска 

пептидов, взаимодействующих с другими молекулами, регулирующими иммунный 

ответ, например, PD-1, PD-L1, PD-L2, B7-H3, B7-H4, B7-H5 и другие.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

1. Проведённый нами анализ демонстрирует отличия репертуара 

сывороточных антител у больных с диагнозом РМЖ и здоровых доноров. 

Микрочипы с пептидами со случайными аминокислотными последовательностями 

могут быть использованы для анализа репертуара антител при классификации 

здоровых и больных с диагнозом РМЖ. Для определения диагностической ценности 

пептидных микрочипов при клиническом определении РМЖ требуются 

дополнительные эксперименты с бо́льшим количеством образцов и тестированием 

независимой выборки «слепых» образцов. Также необходим более глубокий анализ 

аминокислотных последовательностей пептидов, взаимодействующих с антителами 

плазмы крови больных РМЖ, для определения потенциальных антигенов, 

характеризующих рак молочной железы. Высокая чувствительность и 

специфичность пептидных микрочипов при классификации образцов, полученных 

от больных с ранними стадиями РМЖ (T1N0M0) показывает, что эта технология 

может быть использована для обнаружения рака молочной железы на ранних 

стадиях. Обнаружение заболевания, на раннем этапе развития, до манифестации 

клинических симптомов, позволит раньше начать эффективное лечение и снизить 

уровень смертности населения. 

2. Пептид р346, представленный в данной работе, является одной из группы 

лидирующих молекул для разработки иммуностимулирующих препаратов, которые 

могут предотвращать связывание лигандов B7-1 (CD80), и возможно B7-2 (CD86), c 

ингибирующем рецептором CTLA-4, и тем самым может усиливать иммунные ответ. 

Однако, иммуномодулирующие свойства р346 пептида требуют подтверждения in 

vitro и in vivo. Синтетические пептиды, регулирующие (или блокирующие) 

активность молекул контроля иммунного ответа, могут быть использованы, вместо 

мАТ, для иммунотерапии аутоиммунных или онкологических заболеваний. 
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Пептиды, по сравнению с мАТ, обладают рядом преимуществ, такие как малые 

размеры, что обеспечивает более эффективное проникновения в ткани или опухоли, 

низкую иммуногенность, что позволяет проводить не ограниченное количество 

инъекций, относительной простотой химического синтеза, что снижает стоимость 

препарата. Описанная в данной статье стратегия может быть использована для 

поиска пептидов, взаимодействующих с другими молекулами, регулирующими 

иммунный ответ, например, B7-H3, B7-H4, B7-H5 и другие. 
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ВЫВОДЫ 
 

1. Выявлены 119 пептидов, из 330 тыс. пептидов, представленных на 

микрочипах, с которыми взаимодействие циркулирующих антител, показало 

статистически значимое отличие (р<0.001) при сравнительном анализе плазмы крови 

пациентов с заболеванием рак молочной железы и здоровых доноров. Выявленные 

пептиды обеспечивают 95,1% чувствительности и 85,4% специфичности при 

классификации групп пациентов с диагнозом РМЖ и здоровых доноров; 

2. Циркулирующие антитела плазмы крови пациентов с люминальным А, 

люминальным Б и базально-подобным («тройным негативным») молекулярно-

биологическим подтипом рака молочной железы, имеют разный профиль 

взаимодействия с 634 пептидами, представленными на микрочипе.  

3. С помощью методов биоинформатики определены общие аминокислотные 

мотивы пептидов, взаимодействующих с циркулирующими антителами плазмы 

крови пациентов с заболеванием рак молочной железы и установлены гомологии 

этих пептидов с белками, участвующими в онкогенезе. Это может 

свидетельствовать, что изменение репертуара циркулирующих антител вызвано 

экспрессий определенных белков в тканях опухоли. 

4. Определены, с помощью микрочипов – 19 пептидов и синтезированы 8 

пептидов, специфически связывающиеся с молекулой CTLA-4, участвующей в 

регуляции иммунного ответа. С помощью математического моделирования показано 

энергетически оптимальное взаимодействие синтезированных пептидов с петлей 

MYPPPY в структуре аминокислотной последовательности молекулы CTLA-4, 

которая обеспечивает связывание с лигандом B7-1. 

5. Показано, что исследуемый синтетический пептид (р346) с 

аминокислотной последовательностью (YDPEYRNFWGCG), специфически 

связываясь с молекулой CTLA-4, блокирует взаимодействие рецептора CTLA-4 с 

лигандом B7-1.  
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ПЕРСПЕКТИВЫ И ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

 

Результаты диссертационной работы могут быть использованы в разработке 

тест-систем для неинвазивной ранней диагностики злокачественных 

новообразований молочной железы и определения молекулярных подтипов данного 

заболевания, что будет способствовать развитию персонализированной медицины, 

подбору терапии и высокотехнологичному здравоохранению.  

Полученные в ходе исследования пептиды, специфически 

взаимодействующие с рецептором Т-лимфоцитов CTLA-4 (CD152) могли бы быть 

использованы при создании альтернативных лекарственных средств для 

иммунотерапии онкологических, иммунозависимых заболеваний, ВИЧ и 

адьювантов усиливающих иммуногенность вакцин.  

Синтетические пептиды, с высокой специфичностью реагирующие с белком-

рецептором CTLA-4, могут применяться для контроля качества при производстве 

рекомбинантных белков CTLA-4. 
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