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Рак молочної залози — найбільш поши�
рений тип раку серед жінок. Згідно з даними
проекту GLOBOCAN Міжнародного центру
досліджень ракових захворювань, у 2008 р.
у світі було виявлено 1,38 млн. (23% всіх
пухлин у жінок) нових випадків цього за�
хворювання [1]. Пухлини молочної залози
з високим ступенем злоякісності, швидкою
проліферацією і відповідно асоційовані з ви�
сокою смертністю часто присутні як інтер�
вальні пухлини, що не виявляються поточ�
ними скринінговими методами, зокрема
мамографією [2]. З огляду на це сьогодні
існує необхідність створення і розроблення
альтернативних методів для поліпшення діа�
гностики та прогнозу раку молочної залози [3].

Упродовж останніх кількох років дослі�
дження в цій галузі були спрямовані перед�
усім на пошук сироваткових біомаркерів ра�
ку, які можна було б використовувати
в ранній та диференційній діагностиці зло�
якісних і доброякісних пухлин та для моні�
торингу і прогнозування раку молочної за�

лози [4–7]. Було ідентифіковано й дослідже�
но такі біомаркери раку молочної залози, як
CA15�3 [5, 8, 9], CA 27.29 [10], HER2/neu [4,
9], p53 [6, 7], c�myc [4], HSP60 [11], BRCA1
та BRCA2 [12]. Однак біомаркерами онкопа�
тологій можуть також слугувати автоан�
титіла до пухлиноасоційованих антигенів
(ПАА) [13, 14]. Випадки виявлення специ�
фічних автоантитіл при злоякісних новоут�
вореннях було описано ще в 70�х рр. минулого
століття [15]. Вважають, що автоантитіла,
як правило, спрямовані проти мутантних,
модифікованих, аберантно експресованих
протеїнів [16, 17] і їх можна розглядати як
імунологічні «репортери», які можуть роз�
крити молекулярні механізми, що лежать
в основі розвитку і/чи прогресування пух�
лин [13,14]. 

Автоантитіла мають низку переваг порів�
няно з іншими сироватковими біомаркерами.
Зокрема, вони можуть з’являтися за кілька
місяців чи навіть років до того, як вихідну
пухлину можна виявити, є надзвичайно

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ СТАТТІ
УДК 577.29:577.27

АЛОГЕННИЙ СКРИНІНГ АЛОГЕННИЙ СКРИНІНГ 
ПУХЛИНОАСОЦІЙОВАНИХ АНТИГЕНІВ ПУХЛИНОАСОЦІЙОВАНИХ АНТИГЕНІВ 

РАКУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ ЛЮДИНИРАКУ МОЛОЧНОЇ ЗАЛОЗИ ЛЮДИНИ

Ключові слова: пухлиноасоційований антиген, автоантитіло, рак молочної залози.

О. І. Костянець1, 2 1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ
М. А. Шиян1, 2

С. В. Антонюк3 2Київський національний університет імені Тараса Шевченка
С. В. Демидов2

В. В. Філоненко1 3Дніпропетровська міська клінічна лікарня № 4
Р. Г. Кіямова1

Е)mail: kostjanez@ukr.net
Отримано 16.05.2012

Рак молочної залози є найпоширенішою формою злоякісних новоутворень у жінок. Попри впро�
вадження скринінгових програм з мамографії діагностування цієї патології залишається недо�
статньо ефективним, тому існує потреба в пошукові нових діагностичних біомаркерів раку молочної
залози. Такими біомаркерами можуть слугувати пухлиноасоційовані антигени та автоантитіла до
них, що мають низку переваг порівняно з іншими біологічними молекулами, і їх можна використо�
вувати для діагностики та прогнозу ракових захворювань. 

У цьому дослідженні ми охарактеризували в алогенному скринінгу за допомогою імуноензимно�
го аналізу рекомбінантні аналоги пухлиноасоційованих SEREX(Serological identification of antigens
by recombinant expression cloning)�антигенів із застосуванням сироваток пацієнтів з різними типами
пухлин молочної залози та сироваток здорових донорів. Виявлено комбінацію антигенів, яка може
бути використана для подальших досліджень в контексті створення тест�систем з метою ідентифіка�
ції профілів автоантитіл для діагностики раку молочної залози. 



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 5, №4, 2012

56

стабільними молекулами, здатні персисту�
вати протягом тривалого періоду часу і їх
можна легко  виявити існуючими на сьогод�
ні методами [18]. Однак попри це автоан�
титіла до відповідних ПАА за онкопатологій
виявляють у невеликого відсотка хворих
[18]. Саме тому було зроблено спробу об’єд�
нати кілька ПАА в єдину панель з метою
ідентифікації специфічних профілів (сигна�
тур) автоантитіл для діагностування різних
типів раку: сечового міхура [19], простати
[20], яєчників [21], печінки [22], підшлун�
кової залози [21], легень [23] та молочної за�
лози зокрема [24–30]. Слід наголосити, що
більшість створених на сьогодні антигенних
панелей, як правило, складаються з уже
добре відомих ПАА, зокрема до антигенних
панелей раку молочної залози входять р53
[24–27], c�myc [24, 27, 28], MUC1 [24, 25,
29], HER2 [24, 25], сурвівін [26, 27, 30] та ін.
Однак жодна зі створених на сьогодні пане�
лей антигенів раку молочної залози не має
достатньої чутливості та специфічності і не
може бути використана для діагностики
цього захворювання. Тому важливим напря�
мом досліджень є пошук нових антигенів
раку молочної залози  і створення на їх ос�
нові чутливіших діагностичних панелей.
Більш того, об’єднання декількох різних ан�
тигенних панелей для діагностики  раку мо�
лочної залози в одну чи/і пошук оптималь�
них поєднань антигенів, які до них входять,
допоможе створити ефективну тест�систему
для неінвазивної діагностики раку молочної
залози, яка б доповнювала існуючі діагнос�
тичні методи. 

Метою нашої роботи було охарактеризу�
вати в алогенному скринінгу з використан�
ням сироваток хворих з різними типами
пухлин молочної залози антигени, які було
ідентифіковано за допомогою методу SEREX
(Serological identification of antigens by
recombinant expression cloning), та оцінити
можливість їх використання у вигляді па�
нелі антигенів для діагностики раку молоч�
ної залози. У ході попередніх досліджень,
пов’язаних з вивченням антигенного репер�
туару медулярної карциноми молочної зало�
зи методом SEREX, нами було ідентифікова�
но 41 автоантиген, потенційно асоційований
із цим типом раку [31]. У цій роботі ми про�
тестували в гетерологічному скринінгу за
допомогою імуноензимного аналізу (ІЕА) 16
афінноочищених рекомбінантних антигенів
медулярної карциноми молочної залози та
інших типів раку з використанням сирова�
ток пацієнтів з різними типами пухлин мо�
лочної залози (n = 132) та сироваток здоро�

вих донорів (n = 35). Це дало змогу виявити
нові антигени, асоційовані з раком молочної
залози, і запропонувати антигенну панель,
яка має високий діагностичний потенціал
і може бути застосована для ідентифікації
сигнатур автологічних антитіл з метою діа�
гностики раку молочної залози.

Матеріали і методи

Зразки сироваток крові пацієнтів. У до�
слідженнях використовували сироватки он�
кохворих та здорових донорів, які були на�
дані Дніпропетровською міською клінічною
лікарнею № 4. Зразки сироваток відбирали
шляхом стандартної флеботомії без застосу�
вання антикоагулянта. Зразки тримали за
кімнатної температури протягом 1 год до ут�
ворення згустку, потім їх центрифугували
протягом 15 хв при 2 500 об/хв. Сироватки
відбирали, розводили гліцеролом у співвід�
ношенні 1:1, розділяли на аліквоти і зберігали
при –20 °C. Диференційний діагноз пацієн�
там було встановлено після пункційної біоп�
сії на основі гістологічного та імуногістохі�
мічного аналізу пухлин (Міська клінічна
лікарня № 4, Дніпропетровськ) (табл. 1). 

Клонування, експресія та очищення ре)
комбінантних антигенів. Специфічні комп�
лементарні ДНК генів ANKRD11, RAD50,
FAM50A, LGal3BP, HMGN2, LRRFIP1,
PABPC4, PARD3, PDCL, RBPJ, SAP30BP,
SPP1, TOP2B, ізольованих із кДНК бібліоте�
ки медулярної карциноми молочної залози,
було клоновано у вектори для експресії
в клітинах бактерій pGEX4T3, pET28b,
pET42b, що містили у своєму складі послі�
довність глутатіон�S�трансферази (GST),
6His та GST�6His відповідно. Рекомбінантні
плазміди pET23d/NY�CO�58, pET23d/NY�
BR�62 та pET24d/NY�BR�1 було люб’язно
надано проф. Dirk Jager (Національний
центр пухлинних захворювань, Гайдель�
берг, Німеччина) та д�ром Mattew J. Scanlan
(Людвігський інститут ракових досліджень,
Нью�Йорк, США). Рекомбінантні антигени
було синтезовано в клітинах E. coli BL21(DE3)
pLysE, які вирощували в середовищі
Лурія–Бертрані (LB), з відповідним ан�
тибіотиком та 0,5 мМ ізопропіл�β�D�1�тіога�
лактопіранозиду. Протеїни очищали мето�
дом афінної хроматографії з використанням
GST�сефарози та Ni�NTA�агарози відповідно
до інструкцій виробника. Антигени RAD50,
LRRFIP1, RBPJ та SPP1 експресувались
і накопичувались у вигляді тілець включен�
ня. Для підвищення чистоти цих протеїнів,
тільця включення відмивали перед процеду�
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рою очищення протеїну за протоколом Yang
[32]. Чистоту антигенів було перевірено як
із застосуванням натрійдодецилсульфатного
поліакриламідного гель�електрофорезу (фар�
бування Кумассі), так і за допомогою вестерн�
блотингу з відповідними мишачими моно�
клональними антитілами до GST (отримані
у відділі сигнальних систем клітини ІМБГ
НАНУ) та 6His (Abcam, Великобританія). 

Імуноензимний аналіз. Детекцію автоан�
титіл проводили за допомогою ІЕА з вико�
ристанням 96�лункових плашок (Sarstedt,
США). Рекомбінантні GST, GST�6His�, 6His�
злиті антигени вносили в лунки в концент�
рації 3 мкг/мл у фосфатному буфері, pH 7,4
(3,2 mM Na2HPO4; 0,5 mM KH2PO4; 1,3 mM
KCl; 135 mM NaCl), сорбцію проводили упро�
довж ночі за +4 °C. Плашки промивали

фосфатним буфером з 0,1%�м Твіном, з нас�
тупним блокуванням зв’язувальних сайтів
фосфатним буфером з 0,1%�м Твіном та з 5%�м
гідролізатом казеїну (USB, США) протягом
2 год при 37 °C. Зразки сироваток (у розве�
денні 1:100 у фосфатному буфері з 0,5%�м
гідролізатом казеїну) вносили в повторах по
100 мкл на лунку та інкубували впродовж
90 хв за 37 °C. Після чотирьох промивань
додавали антитіла до Fc�фрагмента IgG лю�
дини, кон’юговані з пероксидазою хрoну
(Jackson Immuno Research, США) у розве�
денні 1:104 у фосфатному буфері з 1%�м
гідролізатом казеїну й інкубували протягом
1 год при 37 °C. Після промивання додавали
100 мкл хромогенного субстрату AБТС (2,2′�
азинодіетилбензотіазолінсулфонова кисло�
та) (Sigma, США) та інкубували впродовж 30 хв
за 37 °C. Оптичну густину (ОГ) вмісту лунок
визначали при А410 за допомогою спектрофо�
тометра Мультискан (Labsystems, СШA). 

Для нормалізації даних оптичної густи�
ни досліджуваних сироваток стосовно GST�
та GST�6His�злитих протеїнів уводили кое�
фіцієнт нормалізації k, який визначали,
контролюючи кількість адсорбованих GST
(GST�6His) та GST�злитих (GST�6His�зли�
тих) протеїнів за допомогою мишачих мо�
ноклональних антитіл проти GST (отримані
у відділі сигнальних систем клітини ІМБГ
НАНУ), з наступним використанням вто�
ринних антитіл до Fc�фрагмента IgG миші,
кон’югованих з пероксидазою хрону
(Jackson ImmunoResearch, США). Коефі�
цієнт k обчислювали за формулою:  

ОГ GST(чи GST�6His )k = —————————————————————————————————
ОГ GST�злитого протеїну (чи GST�6His�злитого протеїну).

Реактивність досліджуваних сироваток
щодо рекомбінантних антигенів, які містили
GST чи GST�6His, визначали за формулою: 

ОГ зразка = [ОГGST�злитий протеїн (чи GST�6His�злитий

протеїн ), сироватка × (k) – ОГGST (чи GST�6His ), сироватка].

Статистична обробка даних. Системати�
зацію та оброблення первинних даних здійсню�
вали в програмі Exсel (Microsoft Office, 2007).
Зразки сироваток вважали позитивними, як�
що показник їхньої ОГ перевищував порогове
значення (cut�off), яке розраховували як се�
реднє значення контрольних сироваток з дода�
ванням трьох стандартних відхилень (СВ).
Статистичний аналіз проводили з використан�
ням програмного статистичного пакета для
соціальних наук версії 17.0 (SPSS, США). Ста�
тистичну перевірку даних на нормальність
здійснювали за допомогою критерію Шапіро�

Таблиця 1. Відомості про пацієнтів 
та осіб контрольної групи

Контрольна група

Кількість осіб 35  

Середній вік + СВ (роки) 39,2±12,56

Віковий діапазон 17–60  

Пацієнти

Кількість осіб 132  

Середній вік + СВ (роки) 51,49±17,2

Віковий діапазон (роки) 19–82  

Тип пухлини:

– Інвазивна карцинома протоків 80         

– Інвазивна карцинома часточок 23        

– Медулярна карцинома 9             

– Фіброаденома 20  

Пухлини з різним ступенем
злоякісності (% від загального)

1 ст. — 7,3%
2 ст. — 33,9%
3 ст. — 59,8%

ER статус (% ) 52              

Позитивні       71,1            

Негативні       28,9  

PR статус (% ) 52              

Позитивні       61,5            

Негативні       38,5  

HER�2/neu статус (% ) 52              

Позитивні       30,8            

Негативні       69,2  

Статус лімфатичних вузлів 
(% позитивних) 28,8  

Примітка. СВ — стандартне відхилення, ER —
естрогеновий рецептор, PR — прогестероновий ре�
цептор.
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Уїлкса, перевірку гіпотез стосовно достовір�
ності відмінностей в досліджуваних групах —
з використанням критерію Пірсона (χ2). Для
визначення діагностичної цінності окремих
антигенів та їх панелей застосовували логі�
стичну регресію і ROC�аналіз (Receiver
Operating Characteristic). Якість діагностич�
них маркерів визначали за експертною шка�
лою значень AUC (Area Under Curve) [33].

Результати та обговорення

Антигени, відібрані для аналізу в сероло)
гічному алогенному скринінгу. У цій роботі
за допомогою ІЕА було протестовано в гете�
рологічному скринінгу 16 афінноочищених
рекомбінантних антигенів, ідентифікованих
раніше в серологічному скринінгу кДНК�
бібліотек медулярної карциноми молочної
залози, раку молочної залози та колорек�
тального раку. Дванадцять антигенів із 16
(RAD50, FAM50A, LGal3BP, HMGN2, PARD3,
SAP30BP, ANKRD11, SPP1, PDCL, PABPC4,
RBPJ, LRRFIP1) мали пухлиноасоційований
серологічний профіль і були відібрані на ос�
нові результатів попереднього фагового ало�
генного скринінгу 41 антигену медулярної
карциноми молочної залози, ідентифікова�
ного методом SEREX [31]. Ще один потен�
ційний антиген медулярної карциноми мо�
лочної залози — TOP2B — було залучено до
подальших досліджень, оскільки він є перс�
пективним потенційним пухлинним марке�
ром, зважаючи на його функціональну роль
у клітині й той факт, що він виступає в ролі
молекулярної мішені для деяких протипух�
линних препаратів [34, 35]. Окрім вищеза�
значених антигенів ми включили до скри�
нінгу 3 відомі автоантигени, асоційовані
з раком молочної залози (NY�BR�1 [36], NY�
BR�62 [37]) та колоректальним раком (NY�
CO�58 [38]), що були ідентифіковані D. Jager
і М. Scanlan у ході серологічного скринінгу
кДНК бібліотек із відповідних пухлин. 

Далі кДНК всіх 16 зазначених антигенів
клонували в плазмідні вектори, експресо�
вані в бактеріях (дані не наведено), а їхні
афінноочищені рекомбінантні продукти
(повнорозмірні протеїни чи пептидні фраг�
менти) було використано як антигени в ІЕА
(табл. 2). Рекомбінантні протеїни різної мо�
лекулярної маси проаналізували в гетеро�
логічному скринінгу з використанням сиро�
ваток пацієнтів з інвазивною карциномою
протоків (n = 80), інвазивною карциномою
часточок (n = 23), медулярною карциномою
(n = 9), фіброаденомою молочної залози
(n = 20) та здорових донорів (n = 35).  

Дослідження частоти виявлення анти)
тіл у сироватках хворих з різними типами
пухлин молочної залози. У табл. 3 подано ре�
зультати алогенного скринінгу досліджува�
них антигенів. Позитивними за відповіддю
антитіл вважали сироватки, числове значен�
ня ОГ яких за результатами ІЕА перевищу�
вало середнє значення відповіді антитіл
у сироватках здорових донорів плюс три
стандартних відхилення. Для оцінювання
статистично достовірної частоти виявлення
позитивної відповіді антитіл у сироватках
хворих порівняно із сироватками здорових
донорів в ІЕА ми застосували критерій
Пірсона (χ2). Частота виявлення антитіл до
будь�якого з досліджуваних пухлиноасо�
ційованих антигенів у сироватках онкохво�

Таблиця 2. Антигени, що їх було включено 
до серологічного скринінгу

Антиген 

NCBI поси<
лання (номер

послідов<
ності)

Фрагмент
ДНК, п. о. Вектор  

ANKRD11 NM_013275.4 951–1811 pGEX4T3
(GST�tag)

RAD50 NM_005732.2 2552–3374 pET28b
(6His�tag)  

FAM50A NM_004699.1 76–1095 pGEX4T3
(GST�tag)  

LGal3BP NM_005567.2 1483–1686 pGEX4T3
(GST�tag)  

HMGN2 NM_005517.3 191–463 pGEX4T3
(GST�tag)

LRRFIP1 NM_004735.2 417–1804 pET28b
(6His�tag)  

PABPC4 NM_003819.2 927–3052 pET28b
(6His�tag)  

PARD3 NM_019619.2 714–1416 pGEX4T3
(GST�tag)  

PDCL NM_005388.3 97–1002 pET28b
(6His�tag)  

RBPJ NM_203284.1 492–1850 pET28b
(6His�tag)  

SAP30BP NM_013260.6 67–981 pGEX4T3
(GST�tag)  

SPP1 NM_000582.2 166–1068 
pET42b

(GST�6His�
tag)  

TOP2B NM_001068.2 2383–4866 pGEX4T3
(GST�tag)

NY�BR�1 NM_052997.2 – pET24d
(6His�tag)  

NY�BR�62 NM_020242.2 1–451 pET23d
(6His�tag)  

NY�CO�58 NM_006845.3 194–648 pET23d
(6His�tag)
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рих варіювала від 0 до 21,7%. Зі 112 сирова�
ток пацієнтів зі злоякісними пухлинами мо�
лочної залози, які було проаналізовано,
62,5% мали антитіла щонайменше до одного
з 16 антигенів, з�поміж 20 сироваток пацієн�
тів з доброякісними новоутвореннями цей
показник становив 55% порівняно з 28,6%
у сироватках контрольної групи.

Частота позитивної відповіді на окремі
антигени значно варіювала в різних групах.
У сироватках пацієнтів зі злоякісними пух�
линами було виявлено достовірно вищу час�
тоту антитіл до 5 антигенів: RAD50, NY�CO�
58, PARD3, SAP30BP та SPP1. При цьому
профіль антитіл до зазначених антигенів
варіював у сироватках хворих з різними
гістотипами пухлин: за інвазивної карцино�
ми протоків виявлено антитіла до RAD50,
NY�CO�58, PARD3, SAP30BP, SPP1; за ме�
дулярної карциноми молочної залози — до
SAP30BP та SPP1; за інвазивної карциноми
часточок — до PARD3 та SAP30BP. Окрім
того, достовірно вищу частоту антитіл було
виявлено проти антигену NY�ВR�62, однак
лише у хворих з інвазивною карциномою
часточок. До решти антигенів у цій групі не
було встановлено достовірно вищої частоти 

антитіл, асоційованої з раком. У групі хво�
рих з фіброаденомою було виявлено дос�
товірно вищу частоту антитіл до антигенів
RAD50, NY�ВR�62 та RBPJ. Слід зазначити,
що до двох із 16 антигенів (RAD50, NY�ВR�62)
фіксували достовірно вищу частоту антитіл
як у хворих з доброякісними пухлинами мо�
лочної залози, так і зі злоякісними, а до ан�
тигену RBPJ — виключно у хворих з фібро�
аденомою.

Проти деяких антигенів частота
відповідей у сироватках хворих була значно
вищою, порівняно з іншими антигенами.
Зокрема антитіла до RAD50 було виявлено
у 20% сироваток пацієнтів з фіброаденомою
та у 18,8% хворих з інвазивною карциномою
протоків; до SPP1 — у 33,3% пацієнтів з ме�
дулярною карциномою та у 18,8% пацієнтів
з інфільтруючою карциномою протоків; анти�
тіла до PARD3 — у 21,7% хворих з інвазивною
карциномою протоків; до NY�BR�62 — у 20%
пацієнтів з фіброаденомою. Реактивність си�
роваток здорових донорів проти досліджува�
них антигенів була низькою і варіювала від
0 до 5,7%.

Ми провели аналіз частоти виявлення
антитіл з урахуванням ступеня злоякісності 

Таблиця 3. Частота виявлення автоантитіл до 16 пухлиноасоційованих антигенів 
у пацієнтів з різними типами пухлин молочної залози

Примітки: а — порогове значення — середнє значення плюс 3СВ у групі здорових донорів; 
bЗД — здорові донори; К — карцинома; МК — медулярна карцинома; ІКП — інвазивна карцинома протоків;

ІКД –інвазивна карцинома часточок; ФА — фіброаденома. * Р < 0,05, ** Р < 0,01, *** Р < 0,001. 
N — кількість позитивних сироваток, в яких було виявлено антитіла хоча б до одного з досліджуваних антигенів. 

Антигени 
Кількість позитивних сироватока, n (%)

ЗДb (n = 35) Кb (n = 112) МКb (n = 9) ІКПb (n = 80) ІКДb (n = 23) ФАb (n = 20)

ANKRD11 1 (2,9) 3 (2,7) 0 2 (2,5) 1 (4,3) 0  

RAD50 0 18 (16,1)* 1 (11,1) 15 (18,8)* 2 (8,7) 4 (20)*

FAM50A 1 (2,9) 4 (3,6) 0 4 (5) 0 2 (10)

LGal3BP 0 8 (7,1) 0 6 (7,5) 2 (8,7) 2 (10)

HMGN2 1 (2,9) 7 (6,3) 0 5 (6,3) 2 (8,7) 2 (10)

LRRFIP1 1 (2,9) 1 (0,9) 0 1 (1,3) 0 0

NY�BR�1 0 5 (4,5) 0 4 (5) 1 (4,3) 1 (5)

NY�BR�62 1 (2,9) 14 (12,5) 0 8 (10) 6 (26,1)* 4 (20)*

NY�CO�58 1 (2,9) 17 (15,2)*** 2 (22,2) 13 (16,3)** 2 (8,7) 2 (10)

PABPC4 1 (2,9) 4 (3,6) 0 3 (3,8) 1 (4,3) 0

PARD3 1 (2,9) 17 (15,2)*** 0 12 (15)** 5 (21,7)* 1 (5)

PDCL 2 (5,7) 7 (6,3) 1 (11,1) 6 (7,5) 0 0

RBPJ 0 8 (7,1) 0 5 (6,3) 3 (13) 3 (15)*

SAP30BP 0 17 (15,2)** 2 (22,2)* 12 (15)** 3 (13)* 1 (5)

SPP1 1 (2,9) 19 (17,1)*** 3 (33,3)* 15 (18,8)** 1 (4,3) 2 (10)

TOP2B 0 2 (1,8) 0 2 (2,5) 0 1 (5)

N 10 (28,6) 70 (62,5)*** 6 (66,7) 49 (61,25)** 15 (65,2)** 11 (55)  
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пухлин пацієнтів, сироватки яких викорис�
товували в дослідженні. Зі 112 пацієнтів
з карциномою молочної залози, сироватки
яких було взято для дослідження, лише для
82 був відомий ступінь злоякісності пухлин.
В аналіз було залучено лише 6 антигенів, час�
тота виявлення антитіл до яких була достовір�
но вищою в сироватках пацієнтів зі злоякіс�
ними пухлинами молочної залози порівняно
зі здоровими донорами (Р < 0,05): RAD50,
NY�BR�62, NY�CO�58, PARD3, SAP30BP,
SPP1 (табл. 4). Для антигенів RAD50 та SPP1
спостерігалась тенденція зменшення частоти
антитіл за збільшення ступеня злоякісності
пухлини. До антигенів NY�CО�58, SAP30BP
антитіла виявлено лише у пацієнтів з пухлина�
ми 2� та 3�го ступеня злоякісності, до антигену
NY�BR�62 — у всіх пацієнтів незалежно від
ступеня злоякісності пухлин, а до антигену
PARD3 — лише у пацієнтів з пухлинами 3�го
ступеня злоякісності. Попри те, що нами було
виявлено достовірно вищу частоту антитіл
порівняно з контрольною групою у хворих
з пухлинами різного ступеня злоякісності до
деяких антигенів, зокрема RAD50, SPP1 та
SAP30BP, порівнюючи частоту виявлення ан�
титіл у хворих з різними ступенями злоякіс�
ності, ми, однак, не встановили достовірної
різниці. Також, не було виявлено кореляції
між наявністю метастазів, статусом ER, PR,
HER�2/neu пухлин хворих та присутністю ав�
тоантитіл для жодного з досліджуваних пухли�
ноасоційованих антигенів (дані не наведено). 

Аналіз даних літератури стосовно шести
відібраних у результаті алогенного скринін�
гу антигенів показав, що достовірно вищу
частоту виявлення автоантитіл у онкохворих
до антигенів PARD3, RAD50 та SAP30BP
нами було показано вперше. Серед них
асоціацію з раком було описано в літературі
лише для антигенів PARD3 та RAD50.
PARD3 бере участь у встановленні апікаль�
но�базальної полярності клітин і спрямо�
ваній передньо�задній міграції клітин уз�
довж колагену. Експресія цього протеїну 
значно нижча в первинних пухлинах стра�
воходу порівняно з нормальною тканиною
[39]. RAD50 бере участь у репарації дволан�

цюгових розривів ДНК [40]. Було показано,
що мутації, які призводять до інактивації гена
RAD50, підвищують схильність до розвитку
пухлин підшлункової та молочної залоз [41].

Функції та профіль експресії антигену
SAP30BP на сьогодні лишаються невідомими.
Отримані нами дані можуть опосередковано
свідчити про потенційну асоціацію цих трьох
протеїнів з раком, що робить їх перспективни�
ми об’єктами для подальших досліджень. 

За даними літератури, імуногенність ан�
тигенів NY�BR�62, NY�CO�58 та SPP1 вже
було досліджено в сироватках онкохворих
з різними типами раку. Одержані нами ре�
зультати щодо підвищеної частоти автоан�
титіл проти цих антигенів частково узго�
джуються з даними інших дослідників.
Зокрема до антигену NY�BR�62, за даними
M. Scanlan і співвавт., автоантитіла було ви�
явлено у 2 з 25 (8%) пацієнтів з раком мо�
лочної залози [37], а до NY�CO�58 — у 3 із 74
(4%) сироваток пацієнтів з колоректальним
раком [38]. Натомість, за нашими даними ці
антигени є більш імуногенними і реагували
з 14 зі 112 (12,5%) та із 17 зі 112 (15%) сиро�
ваток хворих з карциномою молочної залози
відповідно. Крім того, антигени NY�BR�62
та NY�CO�58 реагували і з сироватками пацієн�
тів з доброякісними пухлинами молочної за�
лози. Для антигену SPP1, який є секретор�
ним протеїном і асоційований з багатьма
типами раку [42–44], було показано підви�
щення сироваткового рівня автоантитіл у 19
із 29 (66%) хворих на рак простати [45]. 

Таким чином, у результаті проведеного
гетерологічного скринінгу 16 рекомбінант�
них пухлиноасоційованих антигенів сиро�
ватками хворих на рак молочної залози та
здорових донорів нами було знайдено 6 ан�
тигенів, частота виявлення автоантитіл до
яких була достовірно вищою в сироватках
хворих порівняно зі здоровими донорами. 
Більш того, імунореактивність цих анти�
генів відрізнялась у пацієнтів з пухлинами
різного ступеня злоякісності. Це спостере�
ження може бути важливим для дифе�
ренціальної діагностики і оцінки прогнозу
захворювання.  

Таблиця 4. Імунореактивність антигенів 
із сироватками пацієнтів, що мали пухлини різного ступеня злоякісностіc

Ступінь злоякісності пухлини RAD50 NY<BR<62 NY<CO<58 PARD3 SAP30BP SPP1  

1(n = 6) 33,3(2)* 22,2(2) 0 0 0 50(3)*

2 (n = 27) 14,8(4)* 7,4(2) 18,5(5) 0 11,1(3) 14,8(4)

3(n = 49) 12,2(6)* 14,3(7) 14,3(7) 14,3(7) 14,3(7)* 14,3(7) 

ЗД (n = 35) 0 2,9(1) 2,9(1) 2,9(1) 0 2,9(1)

Примітка. c — Відсоток позитивних сироваток (n); * Р < 0,05. 
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Аналіз діагностичної значущості 6 анти)
генів. За результатами статистичного аналі�
зу даних алогенного скринінгу 16 рекомбі�
нантних антигенів сироватками хворих
з карциномами молочної залози та здорових
донорів нами було відібрано 6 (RAD50, NY�
BR�62, NY�CO�58, PARD3, SAP30BP, SPP1)
антигенів із 16 (Р < 0,05), що можуть бути
потенційними діагностичними маркерами
раку молочної залози. 

Для оцінки діагностичного потенціалу
6 антигенів нами було використано й обчисле�
но такі параметри, як чутливість та специ�
фічність (табл. 5). Ми застосували логістичну
регресію та ROC�аналіз для моделювання
ймовірності того, що зразок сироватки, який
було взято для дослідження імунореактивності
проти одного антигену чи набору антигенів, на�
лежав особі, хворій на рак молочної залози.
Спочатку кожен із шести маркерів було вклю�
чено в модель окремо. Частина антигенів
(RAD50, NY�BR�62, NY�CO�58) мали високу
специфічність (понад 97%), але поряд із цим —
досить низьку чутливість (від 9,29 до 13,39 %)
(табл.5). Натомість антигени SAP30BP, SPP1
та PARD3 малу вищу порівняно з першою гру�
пою чутливість (від 32,14 до 41,01%), з дещо
нижчою специфічністю (від 85,71 до 91,43%).
Методом ROC�аналізу визначали діагностич�
ний потенціал кожного з відібраних анти�
генів — відповідно до експертної шкали AUC,
він оцінюється як середній (AUC > 0,6) і хоро�
ший (AUC > 0,7).

Ці результати узгоджуються з опубліко�
ваними даними індивідуальних тестів на ав�
тоантитіла до ПАА і підтверджують припу�
щення, що вимірювання сироваткових
автоантитіл проти одиничних ПАА не має
діагностичної цінності для скринінгу з огля�
ду на їхню низьку чутливість. Беручи до
уваги цей факт, ми вирішили знайти опти�
мальну комбінацію з�поміж шести анти�
генів для підвищення їх діагностичного по�
тенціалу, зокрема чутливості.

У тестові моделі входило від двох до шести
антигенів у різних комбінаціях. З викорис�

танням ROC�аналізу ми показали, що в разі
поєднання всіх шести антигенів (RAD50,
NY�BR�62, NY�CO�58, PARD3, SAP30BP,
SPP1) у єдину панель діагностична чутли�
вість підвищувалась до 70%, специфічність
становила 91% (ДІ 0,736�0,879), а показник
AUC = 0,808. Слід зазначити, що два антиге�
ни із шести — RAD50 та NY�BR�62 — реагу�
вали із сироватками пацієнтів з доброякісни�
ми пухлинами. Однак ми включили ці
антигени в запропоновану нами панель,
оскільки вони з достовірно вищою частотою
реагували із сироватками пацієнтів зі зло�
якісними пухлинами молочної залози і,
відповідно, мали діагностичний потенціал.
У подальших дослідженнях ми плануємо
оцінити діагностичну значущість запропоно�
ваної нами панелі для диференціації добро�
якісних і злоякісних пухлин молочної залози
з використанням більшої кількості сироваток
пацієнтів з фіброаденомами молочної залози.

Порівнюючи отримані нами результати
з раніше запропонованими і описаними ан�
тигенними системами, можна зробити вис�
новок, що запропонована нами панель із
шести антигенів для детекції сигнатур авто�
антитіл раку молочної залози має співвід�
носно високі, або навіть вищі, чутливість,
специфічність і показник AUC. Наприклад,
С. Chapman зі співавт. досліджували наяв�
ність антитіл до шести ПАА (p53, c�myc,
HER2, NY�ESO�1, BRCA2 та MUC1) у хворих
з первинними карциномами молочної зало�
зи і карциномою протоків in situ і показали,
що ця антигенна панель мала чутливість
64% і 45% відповідно і загальну специфіч�
ність 85% [24]. Ще одна панель із п’яти ан�
тигенів (PPIA, PRDX2, FKBP52, HSP 60 та
MUC1) виявляла інвазивну карциному мо�
лочної залози з чутливістю 55,2% та специ�
фічністю 87,9%, AUC=0,73 [29]. Спільний
аналіз антитіл до р16, р53 та c�myc у пацієн�
тів з раком молочної залози показав, що ця
панель мала діагностичну чутливість і спе�
цифічність 43,9% і 97,6% відповідно,
AUC = 0,63 [28].

Примітка. d — Площа під кривою показує діагностичну точність біомаркерів, найвища AUC = 1.

Антиген AUCd Р<значення Чутливість (%) Специфічність (%)

RAD50 0,624 0,02666 9,29 100  

NY�BR�62 0,647 0,00871 13,39 97,14  

NY�CO�58 0,709 0,00019 12,50 97,14  

PARD3 0,689 0,00076 32,14 88,57  

SAP30BP 0,647 0,00871 33,04 91,43  

SPP1 0,744 <0,0001 41,07 85,71  

Таблиця 5. ROC<аналіз шести потенційних ПАА раку молочної залози
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Більшість досліджуваних на сьогодні анти�
генних панелей складаються з добре вивчених
і відомих антигенів, ми ж у своїй роботі
дослідили профілі автоантитіл в сироватках
хворих на рак молочної залози не лише проти
відомих, але й нових ідентифікованих нами
ПАА та показали, що комбінація із шести ан�
тигенів має потенціал для діагностики раку мо�
лочної залози. Однак для оцінки її клінічної
релевантності (обґрунтованості) і діагностич�
ної сили потрібно провести дослідження на
більших мультицентрових когортах пацієнтів.
Концептуальний аналіз, проведений у цьому
дослідженні, дає критичну інформацію, яка
може бути використана не тільки для іденти�
фікації кандидатних біомаркерів раку молочної
залози, але й для подальшої характеристики мо�
лекулярних механізмів, залучених у розвиток
і прогресування раку молочної залози. 

Таким чином, ми оцінили дискриміна�
тивні можливості 16 SEREX�антигенів меду�
лярної карциноми молочної залози та інших

пухлин, дослідивши їх серологічну реактив�
ність у сироватках пацієнтів з різними типами
пухлин молочної залози та здорових донорів, і
виявили достовірну вищу частоту автоантитіл до
шести антигенів (RAD50, NY�BR�62, NY�CO�58,
PARD3, SAP30BP та SPP1) у пацієнтів з раком
молочної залози різного ступеня злоякісності,
що не залежала від ER�, PR�, HER2�статусу
пацієнтів та наявності пухлинних метастазів.
Об’єднання зазначених антигенів у єдину па�
нель дало змогу підвищити їх потенціал у діа�
гностуванні раку молочної залози. Ці антиге�
ни можуть бути використані для подальших
досліджень з метою створення нових тест�сис�
тем для виявлення профілів автоантитіл у хво�
рих на рак молочної залози. Однак для цього
отримані дані мають бути верифіковані на
більших когортах пацієнтів, у тому числі
з доброякісними пухлинами молочної залози.

Роботу виконано за підтримки НАН Украї�
ни та Державного фонду фундаментальних
досліджень (№Ф40.69�2011).
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Рак молочной железы является наиболее
распространенной формой злокачественных
новообразований у женщин. Несмотря на внед�
рение скрининговых программ по маммогра�
фии, диагностирование этой патологии остает�
ся недостаточно эффективным, поэтому
существует потребность поиска новых диагнос�
тических биомаркеров рака молочной железы. 

В качестве таких биомаркеров могут высту�
пать опухолеассоциированные антигены и ау�
тоантитела к ним, которые имеют ряд преиму�
ществ по сравнению с другими биологическими
молекулами и могут быть использованы для диа�
гностики и прогноза раковых заболеваний. 

В данном исследовании мы охарактеризо�
вали в аллогенном скрининге с помощью
иммуноэнзимного анализа рекомбинантные
аналоги опухолеассоциированных SEREX
(Serological identification of antigens by recom�
binant expression cloning)�антигенов с исполь�
зованием сывороток пациентов с разными ти�
пами опухолей молочной железы и сывороток
здоровых доноров. Выявлена комбинация ан�
тигенов, которая может быть использована
для дальнейших исследований в контексте
создания тест�систем с целью идентификации
профилей аутоантител для диагностики рака
молочной железы. 

Ключевые слова: опухолеассоциированный
антиген, аутоантитело, рак молочной железы.
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Breast cancer is the most common type of
malignancy among women. Despite the using of
mammography screening programs, diagnostics
of this pathology is still not effective enough, so
there is a need to search for new diagnostic
markers of breast cancer. Tumor�associated
antigens and their cognate autoantibodies,
which have several advantages compared to
other biological molecules can be considered as
cancer biomarkers and used for cancer diagnos�
tics and prognosis. 

In current study we characterized in allo�
geneic screening recombinant analogues of
tumor�associated SEREX (Serological identifi�
cation of antigens by recombinant expression
cloning)�antigens with sera from patients with
different types of breast cancer and sera of
healthy donors using enzyme�linked immunoen�
zyme assay. We identified combination of anti�
gens, which could be used for further research in
context of test�systems development for autoan�
tibodies profile identification for breast cancer
diagnostics.

Key words: tumor�associated antigen, autoanti�
body, breast cancer. 




