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В настоящее время для ранней диагностики актуален поиск новых биомаркеров рака. В качестве альтернативы суще-
ствующим биомаркерам большой интерес приобретают антитела (АТ) против антигенов, ассоциированных с опухоля-
ми. Изменение количества и специфичности АТ в сыворотке крови указывает на происходящие процессы в организме, 
в том числе на развитие онкологических заболеваний. В работе приведены результаты анализа репертуара антител 
(иммуносигнатуры) с помощью пептидных микрочипов у пациентов с диагнозом рака молочной железы (РМЖ). Мы 
выявили 119 информативных пептидов из 330 034 пептидов, представленных на микрочипе, связывание антител с кото-
рыми демонстрирует статистически значимые межгрупповые различия (p < 0,001). Эта панель пептидов помогает с 
высокой чувствительностью и специфичностью различать сыворотки больных и здоровых доноров. Оценка репертуара 
антител, взаимодействующих с панелью синтетических пептидов, может быть использована для разработки диагно-
стических тестов при обнаружении РМЖ на ранних стадиях.
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Nowadays, the search for new biomarkers of cancer is actual for early diagnostic.  The antibodies against antigens associated with 
tumors arouse an interest as an alternative to the present biomarkers.  The alteration of quantity and specificity of antibodies in blood 
serum indicates processes occurring in the organism, including development of oncologic diseases. The article presents the results 
of analysis of repertoire of antibodies (immunosignatures) using peptide micro-chips in patients with diagnosis of breast cancer. The 
study established 119 informative peptides out of 330 034 peptides, presented on the microchip. The binding of antibodies with them 
demonstrates statistically significant intergroup values (p<0.001). This panel of peptides is effective in discerning sera of patients 
and healthy donors with high sensitivity and specificity. The evaluation of repertoire of antibodies interacting with panel of synthetic 
peptides can be used in development of diagnostic tests in case of detection of breast cancer at early stages.
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В структуре причин заболеваемости и смертности 
населения стран мира, по данным ВОЗ за 2015 г., он-
кологические заболевания за последние годы вышли на 
лидирующие позиции [1]. В структуре заболеваемости 
злокачественными новообразованиями женского на-
селения России ведущей онкологической патологией 
является рак молочной железы (РМЖ), составляющий 
20,9% [2]. Около 60% РМЖ диагностируется на ранних 
стадиях, но приблизительно 20% диагнозов являются 
ложноотрицательными [3]. Пятилетняя выживаемость у 
пациентов с I стадией РМЖ составляет 93% и только 7% 
у пациентов с IV стадией [4]. Таким образом, в настоя-
щее время наиболее актуальной является диагности-
ка онкологических заболеваний на ранних стадиях, до 
манифестации клинических симптомов болезни [5—8], 
что может стать перспективным решением для сниже-
ния инвалидности и смертности.

Сегодня общепризнанными биомаркерами в диа-
гностике РМЖ являются белки, такие как СА 27.29, 
СА 15.3, p53, CEA, РЭА, ЕR, РR, HER2 [6, 9—13]. 
Однако эти белки можно обнаружить только при уже 
сформировавшихся опухолях (более 2,5 см), доступ-
ных для биопсии или способных к продукции высоких 
концентраций белков [6, 9]. К тому же эти биомарке-
ры не обеспечивают достаточной чувствительности и 
специфичности диагностических методов, что приво-
дит к ложноположительным и ложноотрицательным 
диагнозам [5, 11, 14].

Бессимптомное развитие онкологических заболе-
ваний может происходить в течение нескольких лет, и 
в это время белковые биомаркеры в сыворотке крови 
практически невозможно выявить. В качестве альтерна-
тивы существующим биомаркерам в настоящее время 
большой интерес вызывают антитела (АТ) против анти-
генов, ассоциированных с опухолями (TAA — tumor as-
sociated antigens) [7, 15—17]. Изменение количества и 
специфичности АТ в сыворотке в ответ на патофизиоло-
гические изменения при развитии онкологических забо-
леваний может быть использовано для диагностических 
целей [18, 19]. Антитела в отличие от существующих 
биомаркеров рака более стабильны, специфичны и ха-
рактеризуются ранней продукцией в ответ на антиген. 
Для эффективной диагностики необходима технология, 
которая позволит расшифровать изменения в составе 
циркулирующих антител.

Нашей исследовательской группой разрабатывается 
метод, в основе которого лежит оценка сывороточных 
антител как маркеров онкологических заболеваний, в 
частности рака молочной железы. Метод основан на при-
менении пептидных микрочипов со случайными амино-
кислотными последовательностями, которые использу-
ются для оценки взаимодействия антител с частичным 
или полным подобием эпитопов антигенов [7, 20]. Этот 
метод использован для анализа связывающей активно-
сти моноклональных антител, оценки эффективности 
вакцин и сравнения репертуаров сывороточных анти-
тел здоровых добровольцев и пациентов с различными 
диагнозами, включая болезнь Альцгеймера, инфекцион-
ные, онкологические и аутоиммуные заболевания [15, 
20—25].

Цель работы — с помощью пептидных микрочипов 
сравнить репертуар антител в сыворотках здоровых до-
норов и больных с диагнозом РМЖ.

Материал и методы. Для выполнения настоящей 
работы сформировали 2 группы. В первую группу во-

шла 41 пациентка (средний возраст 56,4 ± 12,2 года) с 
диагнозом РМЖ, во вторую группу (контроль) — 40 
здоровых женщин (средний возраст 47,1 ± 8,5 года). Ис-
следование одобрено этическим комитетом Алтайского 
филиала РОНЦ им. Н.Н. Блохина (Барнаул). Все пациен-
ты и здоровые доноры подписали письменное информи-
рованное согласие.

Взятие капиллярной крови из пальца производили 
в конические пробирки типа Микровет («Фирма Син-
такон»), содержащих К3ЭДТА. Пробирки с образцами 
центрифугировали с частотой вращения 1500 об/мин 
при 4°C в течение 10 мин. Образцы полученной плазмы 
замораживали для хранения при –20°C и использовали 
для исследования. Оценку репертуара антител в сыво-
ротках больных и здоровых доноров проводили с помо-
щью микрочипов, содержащих 24 идентичных микроэр-
рея из 330 034 пептидов со случайными аминокислот-
ными последовательностями. Пептиды синтезированы 
на подложке микрочипа методом фотолитографии, как 
описано ранее [20]. Аминокислотная последователь-
ность и месторасположение каждого пептида на микро-
эррее известно. Каждый микроэррей имеет площадь  
0,5 см2, размер точки каждого пептида около 8 мкм в 
диаметре, расстояние между соседними пептидами при-
близительно 1 нм.

Для экспериментальной работы проводили пред-
варительную подготовку микрочипов. Каждый микро-
чип на 60 мин отдельно помещали в чашку Петри с 
дистиллированной водой, затем в фосфатно-солевой 
буфер (ФСБ, «Биолот») на 30 мин, инкубировали при 
малой скорости орбитального шейкера Biosan OS 20 
(«Biosan»). После этого микрочипы фиксировали в 
штативе кюветы EasyDip и промывали полосканием в 
трёх свежих растворах ФСБТ (ФСБ + 0,25% Твин 20, 
«Helicon») и дистиллированной воде. После предвари-
тельной подготовки высушенные центрифугированием 
в течение 5 мин при 800 об/мин микрочипы помещали 
в гибридизационную кассету («Arrait Corporation») с 
силиконовыми прокладками, обеспечивающими раз-
деление всех 24 микроэрреев на микрочипе. В каждую 
лунку кассеты, соответствующей микроэррею микро-
чипа, добавляли по 150 мкл инкубационного раство-
ра, содержащего ФСБТ и 3% бычьего сывороточного 
альбумина (БСА, «Amresco»). Поверхность кассеты 
покрывали плёнкой, инкубировали микрочипы в тече-
ние 18 ч при 4°C. Предварительно удалив содержимое 
лунок кассеты, вносили 75 мкл инкубационного рас-
твора. Образцы исследуемой плазмы крови разводили 
(1:250) в инкубационном растворе и добавляли в лунки 
гибридизационной кассеты в объёме 75 мкл, поверх-
ность кассеты покрывали плёнкой и накрывали крыш-
кой, инкубировали в течение 60 мин (22—24°C) на ор-
битальном шейкере при 250 об/мин. После инкубации с 
помощью промывателя микропланшетов BioTek ELx50 
(«BioTek Instruments») микрочипы промывали тремя 
повторами свежего ФСБТ и промывочным раствором 
(ФСБТ + 1% БСА). Разборку кассет и извлечение ми-
крочипов проводили в контейнере с дистиллирован-
ной водой, не допуская высушивания. Микрочипы по-
мещали в четырёхлуночные планшеты, наполненные 
раствором «вторичных» антител против IgG человека  
(5 мл/лунку) с флюоресцентной меткой Alexa Flour 647 
(«Life Technologies») 75 пг/мл в инкубационном раство-
ре. Планшеты с микрочипами в растворе «вторичных» 
антител накрывали не пропускающей свет крышкой, 
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инкубировали при температуре 22—24°C в течение 
60 мин на малой скорости орбитального шейкера. По-
сле этого микрочипы, фиксированные в кюветах Easy-
Dip, промывали полосканием в трёх свежих растворах 
ФСБТ, дистиллированной воде и в течение 5 мин вы-
сушивали центрифугированием (800 об/мин).

Высушенные микрочипы сканировали с использо-
ванием двухлазерного сканера высокого разрешения 
«InnoScan 900 AL» («Innopsys») при длине волн 632 и 
535 нм. Положение, размер и интенсивность флюорес-
ценции для каждого пептида оценивались с помощью 
программного обеспечения Mapix (v. 7.3.1). Оцифрован-
ные результаты использовали в математической и стати-
стической обработке.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с помощью алгоритмов анализа программного 
обеспечения BRB-Array Tools (https://brb.nci.nih.gov/
BRB-ArrayTools/). Каждый оцифрованный микроэррей 
анализировали с использованием фильтров интенсив-
ности флюоресценции. Нормализацию полученных 
данных интенсивности флюоресценции проводили с 
помощью алгоритма квантильной нормализации [24, 
26, 27]. Дополнительно применяли алгоритм качества. 
Уровни интенсивности по каждому образцу логариф-
мировали с последующим усреднением для сравнения 
классов. Пептиды, разница взаимодействия с которыми 
в двух группах сывороток статистически значима, бы-
ли выбраны с помощью t-критерия Стьюдента для не-
зависимых выборок с последующим иерархическим 
кластерным анализом [15, 21, 26, 27]. Для построения 
дендрограмм применен метод Уорда (Ward’s method) с 
использованием квадрата евклидова расстояния в каче-
стве меры сходства объектов. Для анализа пептидов при-
меняли классификатор k-Nearest Neighbors с евклидовой 
метрикой и алгоритм перекрёстной проверки с исклю-
чением (leave-one-out cross validation). Различия считали 
статиcтически значимыми если p < 0,001.

Результаты и обсуждение. Образцы сыворотки 
крови здоровых доноров и пациентов с диагнозом 
РМЖ были проанализированы с помощью пептид-

ных микрочипов для оценки репертуара циркулирую-
щих антител. Ранее мы показали, используя микро-
чипы с пептидами, нанесёнными на их поверхности  
(10 286 пептидов), что циркулирующие антитела в 
сыворотке здоровых добровольцев и больных с РМЖ 
взаимодействуют с разными группами пептидов [28].  
В настоящей работе использовались микрочипы но-
вого поколения, где пептиды (300 034 пептида) син-
тезировались на поверхности микрочипа с помощью 
метода фотолитографии [20].

На первом этапе проведён визуальный анализ ми-
кроэррей с разными образцами сыворотки. На рис. 1 
представлены идентичные участки микроэррей после 
инкубации с сыворотками и вторичными антителами. 
Видно, что сыворотки двух групп (РМЖ и контроль) 
взаимодействуют с разными группами синтетических 
пептидов. Анализ одних участков двух разных микро-
эррей, представленных на рис. 1, свидетельствует о 
взаимодействии сыворотки одного донора с анало-
гичным набором пептидов, что говорит о хорошей 
воспроизводимости эксперимента при использовании 
технических повторов. Следует отметить некоторое 
количество неизбежных погрешностей, которые воз-
никают при производстве или обработке пептидного 
микрочипа, однако эти артефакты не снижают инфор-
мативность теста.

Следующим этапом работы стал выбор пептидов, 
взаимодействие с которыми контрольных и РМЖ-
сывороток показывает статистически значимые отли-
чия. Для этого сканированные изображения микрочипов 
оцифровывались, и оценивалась интенсивность флюо-
ресценции каждого пептида. Интенсивность флюорес-
ценции соответствует количеству сывороточных анти-
тел, взаимодействующих с отдельным пептидом. Меди-
анные уровни интенсивности флюоресценции каждого 
из анализируемых микрочипов имели некоторые отли-
чия. Для выравнивания медианы всех микрочипов на-
ми применён алгоритм квантильной нормализации, по-
зволяющий сглаживать различия между микроэррей. 
Как было установлено ранее, нормализация данных 

Рис. 1. Взаимодействие антител с пептидами на микрочипе. Образец сканированного изображения пептидного микрочипа вы-
сокой плотности, инкубированного с сыворотками больной РМЖ и здорового донора (два повтора для каждой сыворотки).
а, б — рак молочной железы; в, г — контроль; светлые точки представляют пептиды, с которыми взаимодействуют сывороточные антитела, линиями 
выделены скопления пептидов, отражающие воспроизводимость тестирования сыворотки на разных микрочипах.
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несколько снижает уровень, но не искажает разницу во 
флюоресценции, вызванную биологическими эффекта-
ми связывания сывороточных антител с пептидами [28]. 
Дальнейший анализ результатов проводили с использо-
ванием нормализованных данных.

Распределение нормализованных интенсивностей 
флюоресценции пептидов, взаимодействующих с сыво-
ротками больных РМЖ и здоровых доноров, показано 
на рис. 2. С помощью статистического анализа данных 
выявлены пептиды, которые по-разному взаимодей-
ствуют с контрольными и РМЖ-сыворотками. На рис. 2  
отмечены синтетические пептиды, с которыми взаимо-
действуют только сыворотки больных РМЖ, а также 
другой набор пептидов, взаимодействующих только с 
сыворотками здоровых доноров. В результате оценки 
циркулирующих антител у здоровых доноров и боль-
ных РМЖ с помощью пептидных микрочипов (общее 
количество 330 034 пептидов) нами выявлено 119 пеп-
тидов, связывание с которыми сывороточных антител 
(IgG) показало статистически значимые межгрупповые 
различия (p < 0,001).

Иерархический кластерный анализ образцов сы-
воротки, с использованием выявленных 119 пептидов 
представлен на рис. 3. График демонстрирует чёткое 
разделение двух групп на кластеры в зависимости от 
наличия или отсутствия диагноза РМЖ. При внима-
тельном рассмотрении тепловой карты (heatmap) можно 

заметить внутригрупповые кластеры среди больных с 
диагнозом РМЖ. Такая специфическая реакция взаимо-
действия циркулирующих антител с пептидами внутри 
одной группы, возможно, характеризует молекулярные 
подтипы этого заболевания, однако это требует допол-
нительного изучения. Интересно отметить, что 2 из 40 
больных с диагнозом РМЖ были отнесены к группе кон-
троля. Это может свидетельствовать о том, что набор из 
119 пептидов недостаточен для выявления всех молеку-
лярных подтипов РМЖ.

Для анализа аккуратности классификации групп 
контроля и РМЖ-больных использовали классификатор 
ближайших соседей (k-Nearest Neighbors) с эвклидовой 
метрикой и алгоритм перекрёстной проверки с исклю-
чением (leave-one-out cross validation). Данные в приве-
денной ниже таблице показывают, что с помощью 119 
пептидов можно отделить контрольные образцы от об-
разцов больных с диагнозом РМЖ с высокой чувстви-
тельностью (0,951) и специфичностью (0,854).

На рис. 4 представлены примеры 8 пептидов, которые 
взаимодействуют либо с сыворотками больных РМЖ 

Рис. 2. Диаграмма распределения интенсивности свечения 
пептидов (Volcano plot). Левый массив содержит пептиды, 
взаимодействие с которыми выше с сыворотками больных 
РМЖ. Правый массив содержит пептиды, взаимодействие 
с которыми выше с сыворотками здоровых доноров. Точки 
выше пунктирной линии представляют пептиды, разница в 
интенсивности свечения которых в группах больных РМЖ и 
здоровых доноров статистически значима (p < 0,001)

Рис. 3. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) сыво-
роток больных РМЖ и здоровых доноров.
Индивидуальные пептиды (119) представлены в горизонтальных рядах, 
образцы сывороток от больных (41) и здоровых (40) представлены в 
вертикальных колонках. Светлые точки показывают высокое взаимодей-
ствие сыворотки с определённым пептидом, тёмные показывают низкое 
взаимодействие. Кластеризация пептидов представлена на левой сто-
роне рисунка. Кластеризация сывороток представлена в верхней части 
рисунка.

Оценка чувствительности и специфичности классификации контрольных и РМЖ-образцов сыворотки с помощью пептидного микро-
чипа 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

П р и м е ч а н и е . PPV — positive predictive values (предсказательная ценность положительных результатов); NPV — negative predictive 
values (предсказательная ценность отрицательных результатов).
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эпитопами. Это даёт возможность наиболее адекватно 
оценить репертуар циркулирующих антител и устано-
вить информативные пептиды даже в тех случаях, когда 
антиген неизвестен.

Заключение. Проведённый анализ демонстрирует 
отличия репертуара сывороточных антител у больных 
с диагнозом РМЖ и здоровых доноров. Микрочипы с 
пептидами со случайными аминокислотными последо-
вательностями могут быть использованы для анализа 
репертуара антител при классификации здоровых и 
больных с диагнозом РМЖ. Для определения диагно-
стической ценности пептидных микрочипов при кли-
ническом определении РМЖ требуются дополнитель-
ные эксперименты с бόльшим количеством образцов 
и тестированием независимой выборки «слепых» об-
разцов. Также необходим анализ аминокислотных по-
следовательностей пептидов, взаимодействующих с 
сыворотками больных РМЖ, для определения потен-
циальных 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 РМЖ на ранних ста-
диях. Обнаружение заболевания на раннем этапе раз-

(верхние диаграммы), либо с сыворотками здоровых до-
норов (нижние диаграммы). Различия между группами 
статистически значимы. Однако следует отметить низ-
кий уровень интенсивности флюоресценции, что может 
говорить об относительно небольшом количестве анти-
тел в сыворотках больных РМЖ и здоровых доноров, 
взаимодействующих с выбранными пептидами, пред-
ставленными на микрочипе. Это также может быть след-
ствием того, что существующие методы статистической 
обработки данных основываются на анализе средних 
значений с минимальной дисперсией. В результате этого 
пептиды, показавшие высокие уровни взаимодействия с 
несколькими (5—6) сыворотками, не показывают стати-
стически значимых различий и не выбираются алгорит-
мом как информативные. Это может приводить к тому, 
что пептиды, имеющие важное физиологическое или 
диагностическое значение, не используются для класси-
фикации образцов.

Пептиды на микрочипе представляют случайную 
комбинацию всех аминокислот и являются мимито-
пами (подобие эпитопов) антигенов. Длина пептидов 
варьирует в пределах 5—15 аминокислот [20]. С помо-
щью таких вероятных аминокислотных последователь-
ностей можно определять связывающую молекулу для 
многих антител, даже при несовпадении с природными 

Рис. 4. Уровень флюоресценции пептидов, взаимодействующих с сыворотками больных РМЖ и здоровых доноров. На диа-
граммах (boxplot) представлены примеры взаимодействия сывороточных антител с различными пептидами на микрочипе.  
В верхнем ряду диаграмм показаны пептиды, значимо характеризующие больных (РМЖ), в нижнем ряду диаграмм — пеп-
тиды, отличающие здоровых доноров (контроль). Значком х обозначены средние значения уровня флюоресценции. Нижние 
границы ящиков обозначают первый квартиль (25-й перцентиль) флюоресценции, верхняя граница — третий квартиль (75-й 
перцентиль), внутренняя линия — медиана. Линии — «усы» на диаграмме обозначают минимально и максимально наблю-
даемые значения интенсивности флюоресценции. Выбросы отмечены пустыми кругами. В верхнем углу графика приведён 
уровень значимости (значения p) для каждого пептида.
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вития, до манифестации клинических симптомов, по-
зволит раньше начать эффективное лечение и снизить 
уровень смертности населения.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ И ДИАГНОСТИЧЕСКИ 
ЗНАЧИМЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СИСТЕМНОГО КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ ОСТРОГО ЭНДОМЕТРИТА
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Российская Федерация

Острый эндометрит (ОЭ) — наиболее распространённая патология среди женщин репродуктивного возраста. В его 
развитии ведущая роль принадлежит иммунной системе, однако сведения о наиболее информативных параметрах кле-
точного иммунитета отсутствуют. Цель исследования — совершенствование диагностики ОЭ посредством иммуноло-
гического метода с объективной оценкой диагностической ценности показателей системного клеточного иммунитета. 
Показатели клеточного иммунитета изучены у 78 больных послеродовым ОЭ и 54 практически здоровых женщин ме-
тодом проточной цитометрии с последующим расчетом для каждого показателя информативности и дезинтеграции, 
объективизирующих отбор диагностически значимых параметров. Показано, что для полноценной диагностики ОЭ 
достаточно определять абсолютное и относительное содержание Т-хелперов и натуральных киллеров, обладающих 
высокой величиной информативности и дезинтеграции. Это позволяет сократить количество исследуемых параметров 
системного клеточного иммунитета и финансовые расходы на диагностику ОЭ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острый эндометрит; клеточный иммунитет; метод проточной цитометрии.
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