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S u  m ma r y

Thirty patients with low and moderate differentiated squamous-cell lung cancer were examined to investi
gate expression of cancer-associated proteins. The methods of polymerase chain reaction and immunohisto- 
chemistry were used. Epstein-Barr virus antigen and expression of mutant p53 protein were found in the tumor 
cells of the lung cancer patients. The obtained data of the character of molecular genetic disorders will entail 
early diagnosis, a choice of anti-tumor agents and their combination for an individual therapy of each patient.

Р е з ю м е

Для изучения экспрессии онкоассоциированных белков было обследовано 30 больных с диагнозом 
плоскоклеточного рака легкого с низкой и умеренной степенью дифференцировки. В работе 
использовали методы полимеразной цепной реакции (ПЦР) и иммуногистохимии. Выявлены антиген 
вируса Эпштейна-Барр и экспрессия "мутантного" белка р53 в опухолевых клетках больных раком 
легкого. Полученные данные о характере молекулярно-генетических нарушений в будущем будут 
определять направление ранней диагностики, подбор новых противоопухолевых препаратов и их 
комбинаций для индивидуального лечения каждого больного.

Ранняя диагностика и прогнозирование течения 
злокачественных новообразований —  наиболее акту
альные и важные проблемы современной онкологии. 
В России, как и в большинстве развитых стран ми
ра, отмечается тенденция к росту заболеваемости 
злокачественными новообразованиями и смертности 
от них. В общей структуре онкологических заболева
ний рак легкого занимает доминирующие позиции и 
составляет 14,7%, при этом у мужчин он определя
ется в 25,3%, у женщин —  в 9 %  случаев [4]. Од
ним из возможных подходов к оптимизации сущест
вующих методов диагностики и терапии этого 
заболевания может рассматриваться изучение экс
прессии онкоассоциированных белков, влияющих на 
рост, дифференцировку и способность к метастази- 
рованию опухолей.

Многочисленные литературные данные свидетель
ствуют, что патогенез многих заболеваний человека, 
в том числе и рака, связан с потерей клетками спо
собности к апоптозу [6 ]. Одним из механизмов этого 
нарушения являются мутации в генах, контролирую
щих данный процесс. Это и хорошо изученная гипер
экспрессия гена Ьс1-2 , тормозящего апоптоз, и мута
ции в гене р53, препятствующие функционированию 
кодируемого им белка — индуктора апоптоза. Одной

из причин лекарственной резистентности опухоле
вых клеток являются мутации или дефицит гена р53. 
При дефектах функционирования этого гена проис
ходит накопление клеток с множественными генети
ческими поломками, что и лежит в основе опухоле
вой прогрессии [3].

Рак представляет собой гетерогенную группу за
болеваний, обусловленных комплексом различных 
как эндогенных, так и экзогенных нарушений. Со
гласно данным литературы, 1 2 %  онкологических за
болеваний ассоциировано с определенными инфекци
онными агентами [7]. Доказана этиологическая роль 
некоторых герпес- и папилломавирусов в возникно
вения злокачественных новообразований человека. 
Известно, что наряду с другими канцерогенными 
факторами вирус Эпштейна-Барр (ВЭ Б ), представи
тель семейства герпесвирусов, играет важную роль в 
этиологии и патогенезе некоторых неопластических 
заболеваний.

Целью исследования было изучение экспрессии 
мутантного белка р53 и ядерного антигена В Э Б  при 
раке легкого.

Обследовано 30 больных раком легкого, средний 
возраст которых составил 56,7 года, причем мужчи
ны преобладали (п=25). В 20 случаях был определен



плоскоклеточный рак с низкой, в 1 0  случаях —  с 
умеренной степенью дифференцировки. Среди обсле
дованных лиц преобладали больные (п=20) с III ста
дией заболевания —  T2-3N0-2M0. У 4 больных бы
ла диагностирована II стадия —  T1-2N0-1M0, у 3 
больных —  I стадия T1N0M0 и еще в 3 случаях IV  
— T3-4N1-2M0-1 (10 % ). Все пациенты оперирова
ны в торако-абдоминальном отделении НИИ онколо
гии ТН Ц  СО РА М Н  Томска.

Фрагменты опухолей легкого, полученные при 
оперативном вмешательстве, фиксировали в 1 0 %  
растворе формалина. Критерием для отнесения опу
холи к тому или иному гистологическому варианту 
служило преобладание в ней (более 50-70%) струк
турных элементов, характерных для данного класси
фикационного варианта.

Выделение Д Н К из фрагментов опухолей, заклю
ченных в парафиновые блоки, проводили по стан
дартной методике с использованием протеиназы К  и 
экстракции фенолом-хлороформом [2]. Присутствие в 
клетках опухолей генетических последовательностей 
В Э Б  определяли стандартной методикой полимераз
ной цепной реакции (ПЦ Р) с применением диагности
ческих наборов фирмы "Лабораторная диагностика" 
(Россия).

Иммунопероксидазную реакцию проводили на па
рафиновых срезах ткани опухоли. Депарафинизацию 
и регидратацию выполняли стандартными методика
ми. Для открытия антигена срезы обрабатывали в 
СВЧ-печи в течение 5-7 мин. Эндогенную перокси- 
дазу ингибировали с использованием 0,3%  перекиси 
водорода. В качестве I антител применяли монокло
нальные антитела для выявления В Э Б  (nuclear anti
gen) —  NCL-EBV-PE2 (Clone G3-E31) и для выяв
ления р53 Protein (DO-7) —  NCL-p53-DO-7-FITC 
("Novocastra Laboratories, Ltd.", Великобритания), 
в качестве II антител использовали универсальные 
биотинированные антитела и авидин-биотиновый 
комплекс (ABC-Elite, Vector, СШ А). Для визуализа
ции реакции использовали диамино-бензидин-тетраги- 
дрохлорид ("Novocastra Laboratories, Ltd.", Велико
британия). Оценку результатов реакции проводили 
при помощи светового микроскопа Jenaval {"Carl 
Zeiss, Jena", Германия) определением количества кле
ток с положительной реакцией в ядре на 1 0 0 0  опухо
левых. Полученные данные обрабатывали с помощью 
непараметрических статистических методов.

Методом ПЦ Р генетический материал ВЭБ  выяв
лен в клетках опухолей 26 из 30 ( 8 6 ,6 % )  обследо
ванных больных раком легкого. Так как злокачест
венный рост сопровождается мощной инфильтрацией 
опухоли иммунокомпетентными, в том числе лимфо
идными, клетками, которые являются пермиссивной 
системой для изучаемого вируса, полученный резуль
тат является, вероятно, суммарным. Для верифика
ции полученных данных был проведен иммуногисто- 
химический анализ. Присутствие в клетках опухоли 
вирусспецифической информации определяли по на
личию в ядрах опухолевых клеток интенсивного ок

рашивания ядерного антигена ВЭБ . Экспрессия изу
ченного антигена была выявлена в 80%  случаев —  у 
24 из 30 обследованных больных. В 57% опухолевых 
клеток экспрессия определялась как в участках не
кроза, так и отдельно в ядрах онкоцитов.

В настоящее время широко дискутируется вопрос 
об участии В Э Б  в патогенезе неоплазий человека в 
основном эпителиального происхождения. По данным 
литературы, прямые доказательства участия В Э Б  в 
возникновении рака желудка дала детекция в клет
ках опухоли методом гибридизации in situ таких ви
русных маркеров, как ранние мРНК (EBER-1) В Э Б  и 
латентные белки. Из 614 изученных случаев рака же
лудка в 6 6  (10,7%) наблюдался позитивный сигнал 
EBER-1. Этот сигнал отсутствовал в инфильтрирую
щих опухоль лимфоцитах и нормальных клетках [ 1 ].

В опухолях человека наиболее часто выявляются 
мутации гена р53. Согласно данным литературы, не 
менее 50% опухолей человека экспрессирует мути
рованную форму гена р53 (mtp53). Продукт гена опу
холевого супрессора р53 —  ядерный фосфопротеин, 
состоящий из 393 аминокислотных остатков, посто
янно синтезируется клетками, однако очень быстро 
распадается. Выделяют 2 типа гена р53 —  нормаль
ный, или "дикий" (w ild), и мутантный mtp53. Нор
мальный белок wtp53 сиквенспецифически связыва
ется с Д Н К клеток эукариот и становится фактором 
транскрипции, супрессирует многие онкогены и гены 
факторов роста, но активирует некоторые гены фак
торов дифференцировки [5]. Пролиферативную актив
ность опухолевых клеток в настоящем исследовании 
оценивали по экспрессии mtp53, которая выявлялась 
у 22 из 30 больных. В 50% опухолевых клеток боль
ных были обнаружены белковые продукты mtp53. Бе
лок mtp53 выявлялся в ядрах уплощенных клеток и 
полигональных онкоцитов, что свидетельствует об 
участии выявленных нами продуктов в процессах 
клеточной пролиферации.

Рак легкого относится к новообразованиям с вы
соким уровнем летальности, от которого в России 
умирает более 20%  онкологических больных. Наши 
исследования были проведены на гистологическом 
материале 30 больных, из которых у 20 ( 6 6 ,6 % )  на
ступил летальный исход. Корреляционный анализ 
показал сочетанное присутствие в опухолевых клет
ках 12 из 20 умерших больных белка mtp53 и ядер
ного антигена ВЭБ. У  5 больных с неблагоприятным 
исходом заболевания выявлено более 67%  опухоле
вых клеток с экспрессией р53. У  10 больных с бла
гоприятным течением заболевания не было выявлено 
опухолевых клеток с mtp53. Это, возможно, свиде
тельствует о снижении резистентности клеток к хи
миотерапии, что и создает условия для ее успешного 
проведения.

Ген wtp53 дикого типа, его мРНК и белковый про
дукт являются короткоживущими, их периоды полу
распада не превышают нескольких минут. Однако да
же при незначительном повреждении структуры ДНК 
содержание белка р53 в клетке резко увеличивается
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благодаря его стабилизации, так как главная функция 
этого белка состоит в охране целостности генома 
клетки [8 ]. Биологическое либо физическое поврежде
ние ДНК клетки служит для ^Лр53 сигналом для ин
дукции синтеза белка р2 1  —  ингибитора циклинзави- 
симых киназ и пролиферативного ядерного антигена 
PCNA, который останавливает цикл развития клетки 
на границе митотических фаз 0 1 / Б  (блок 01) [9]. 
Нормальный ген \\М:р53 фенотипически доминантен по 
отношению к мутантному, но высокий уровень про
дукции мутантного гена может подавлять действие 
нормального. Белок гтйрбЗ в отличие от нормального 
проявляет свойства онкобелков. Он не обладает спо
собностью останавливать клетки с поврежденной 
ДНК в йрфазе митоза, и они начинают репликацию 
ДНК на поврежденной матрице, что увеличивает воз
можность их злокачественной трансформации. Функ
циональная инактивация \^р53 способствует транс
формации нормальных клеток в опухолевые и 
прогрессии уже возникшей опухоли [ 1 0 ].

З аключение

Изучаемые ДНК- и РНК-содержащие онкогенные 
вирусы, несмотря на их различия, обладают рядом 
общих свойств, в частности они лишь инициируют 
патологический процесс, принимая участие в уси
ленной пролиферации клеток-мишеней, следователь
но, для возникновения опухоли необходимо воздей
ствие дополнительных кофакторов. Как правило, до 
начала неопластического процесса, после первичного 
инфицирования, проходит латентный период, для
щийся иногда десятилетия. У  лиц, инфицированных 
онкогенными вирусами, опухолевое заболевание мо
жет и не возникнуть, но они, как правило, составля
ют группу повышенного онкологического риска.

Новые знания о молекулярно-генетических осо
бенностях опухолевых клеток позволяют совершен

Рис.2. Плоскоклеточный низкодиф ф еренцированный рак легкого. Им
муногистохим ия р53. Окраска DAB (ув. 180).

ствовать имеющиеся методы диагностики и терапии 
злокачественных новообразований. Следовательно, 
возрастает диагностическое значение на молекуляр
ном и биохимическом уровнях имеющихся в клетках 
опухоли нарушений. Проведенные исследования 
показали, что в опухолевых клетках больных раком 
легкого экспрессируются ядерный антиген В Э Б  и 
мутантный белок гена р53, которые являются кофак
торами при возникновении опухолей. Было отмечено, 
что неблагоприятный исход заболевания у больных 
раком легкого сопровождался высоким содержание 
mtp53 в опухолевых клетках. Именно характер моле
кулярно-генетических нарушений будет определять в 
будущем направление ранней диагностики, подбор 
новых противоопухолевых препаратов и их комби
наций для индивидуальной терапии. Кроме того, 
иммуногистохимические и молекулярные методы ис
следования позволят, используя молекулярно-биоло
гические маркеры опухолевого роста, с высокой сте
пенью точности выявлять наличие предопухолевых 
изменений, а также злокачественных образований 
на ранних стадиях.
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Su m  ma r y

Paraneoplastic (onconeural) antigens involve normal high-specific for the nervous system proteins which 
could be also expressed by tumor cells outside the nervous system. While entering the blood vessels parane
oplastic antigens initiate an autoimmune process resulted in production of autoantibodies which evoke para
neoplastic neurological syndrome occurrence. One of the paraneoplastic antigens — Ca2+-binding protein 
recoverin — can be expressed by some tumors' cells and induce autoimmune injury of the retina. We com
pared ELISA and immunoblotting methods to detect autoantibodies against recoverin in sera of lung cancer 
patients and demonstrated the ELISA to be non-specific whereas the immunoblotting is quite sensitive and 
specific for serial analysis of sera of lung cancer patients to detect the anti-recoverin autoantibodies.

Р е з ю м е

К паранеопластическим (онконевральным) антигенам относят белки, которые в норме высоко
специфичны для нервной системы, но при злокачественной трансформации могут экспрессироваться 
также клетками раковой опухоли, локализованными вне нервной системы. При попадании в кровяное 
русло паранеопластические антигены инициируют аутоиммунный процесс, в результате чего 
генерируются аутоантитела, которые, преодолевая гематотканевый барьер, вызывают развитие 
паранеопластического неврологического синдрома. Один из паранеопластических антигенов — 
Са2+-связывающий белок рековерин — может экспрессироваться клетками некоторых опухолей и тем 
самым индуцировать аутоиммунный процесс, приводя в конечном счете к развитию аутоиммунной 
дегенерации сетчатки. В этой работе мы провели сравнение применения методов ELISA и иммуноблота 
для определения аутоантител против рековерина в сыворотке крови больных раком легких и показали, 
что метод ELISA неспецифичен, в то время как иммуноблот обладает необходимыми специфичностью и 
чувствительностью, достаточными для серийного анализа сыворотки крови больных раком легких на 
присутствие в них аутоантител против рековерина.

Паранеопластические (онконевральные) антигены 
—  белки, в норме высокоспецифичные для нервной 
системы, при злокачественной трансформации могут 
экспрессироваться также клетками раковой опухоли. 
При попадании в кровяное русло паранеопластичес
кие антигены индуцируют аутоиммунный процесс, в 
результате чего генерируются аутоантитела, кото
рые, преодолевая гематотканевый барьер, вызывают

развитие того или иного паранеопластического нев
рологического синдрома [6 ].

Одним из паранеопластических антигенов являет
ся Са2 +-связывающий-белок рековерин, который в 
норме присутствует в сетчатке глаза позвоночных
[ 1 ] и ингибирует фосфорилирование зрительного 
пигмента родопсина [4,5,7]. При некоторых злока
чественных опухолях, например при мелкоклеточной


