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Аннотация
В настоящем обзоре приводятся сведения о возможностях 
практического использования методов иммунохимиче-
ского анализа (в частности, иммуноферментной и имму-
нохроматографической его разновидности) для количе-
ственного определения концентрации эпидермального 
фактора роста человека – клинико-диагностического, 
патогенетического и прогностического маркера разви-
тия онкопатологических состояний, ассоциированных с 
его гиперэкспрессией. Освещены общие данные о стро-
ении эпидермального фактора роста и его рецепторов, 
а также механизме их взаимодействия в процессе фос-
форилирования белков – одного из важных моментов 
канцерогенеза.
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Summary
This review provides information on the possibilities 
of immunochemical methods usage (its ELISA and 
immunochromatographic variants) in quantitative 
concentration determination of the human epidermal growth 
factor – an clinical, diagnostic, pathogenetic and prognostic 
marker of oncopathology associated with its overexpression. 
The general information on the structure of epidermal growth 
factor and its receptors and the mechanism of their interaction 
in the process of phosphorylation of proteins – one of the 
important moments of carcinogenesis was elucidated.
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Введение
В последние годы во всех странах мира от-

мечается рост онкологических заболеваний раз-
личных локализаций, которые занимают одну из 
лидирующих позиций среди причин смертности 
населения в Республике Беларусь и странах СНГ. 
Это объясняется и поздним выявлением онко-
патологии среди населения, и в связи с несвоев-
ременным поздним обращением пациентов к 
врачу, и низким уровнем диагностического раз-
решения используемого оборудования, а также, 
что немаловажно, низкой эффективностью мно-
гих используемых медицинских диагностикумов. 

Новые возможности в лечении больных зло-
качественными заболеваниями в последние годы 
появились благодаря прогрессу в молекулярной 
биологии и биотехнологии, основанному на ре-
зультатах многолетних научных исследований, 
которыми установлены некоторые из механиз-
мов контроля клеточного деления и клеточной 
гибели; идентифицированы белки, участвую-
щие в канцерогенезе, что дало дополнительную 
информацию о поведении опухоли – скорости 
ее роста, способности к инвазии и метастазиро-
ванию, устойчивости к химиопрепаратам и т.д.
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Экспериментально доказано, что малигниза-
ция клетки происходит вследствие накопления 
в ее ядерном аппарате различных генных ано-
малий в результате хромосомных перестроек, 
амплификаций, точечных мутаций и вирусной 
интеграции. Накопление мутаций и генетических 
изменений в процессе канцерогенеза приводит к 
способности клетки образовывать злокачествен-
ную опухоль, а затем в силу высокой генетиче-
ской изменчивости и селекции, происходящей 
под давлением со стороны организма, к возник-
новению и отбору все более и более автономных 
и агрессивных субклонов. Эти события приводят, 
в свою очередь, к изменению антигенных свойств 
клеток, которые выражаются в появлении опу-
холеспецифических и опухолеассоциированных 
антигенов [1].

Сегодня в арсенале исследователей и клини-
цистов имеется огромное количество биоло-
гически значимых показателей (биомаркеров), 
выявление и количественная оценка которых 
имеют важное клинико-диагностическое, пато-
генетическое и прогностическое значение, что, в 
свою очередь, может помочь в прогнозе раннего 
развития онкопатологии различной локализа-
ции, выборе последующей адекватной и своев-
ременной таргетной терапии, а также оценке ее 
эффективности [2].

При изучении регуляторных механизмов ро-
ста и прогрессии онкопатологических состояний 
человека один из основных акцентов делается на 
изучение модуляций основных факторов роста 
и экспрессии их рецепторов. К настоящему вре-
мени уже существует более полное понимание 
механизмов действия многих факторов роста и 
их рецепторов, а также контролируемых ими раз-
нообразных сигнальных механизмов, связанных 
с генетическими ошибками сигнальных белков, 
что вызывает неконтролируемую пролиферацию 
клеток [3]. Медикаментозное подавление этой 
сигнальной активности может оказать цитоста-
тическое действие на опухолевые клетки, что 
позволяет рассматривать факторы роста и их 
рецепторы как потенциальные мишени как для 
диагностики опухолей, так и для противоопухо-
левой терапии.

Эпидермальный фактор роста
За последние годы у исследователей сформи-

ровался повышенный интерес к гетерогенной 
группе полипептидных молекул – ростовым 
факторам. Факторы роста стимулируют рост и 
пролиферацию клеток путем активации спец-
ифических рецепторов на их поверхности, что 

приводит к генерированию рецептором митоген-
ного сигнала. Однако, эти пептиды выполняют 
и ряд других функций: контролируют подвиж-
ность и инвазивность трансформированных 
клеток, ангиогенез и фенотип. К настоящему 
времени обнаружено и охарактеризовано боль-
шое количество факторов роста, действующих на 
разные типы клеток, и значительное количество 
рецепторов, лигандами которых они являются 
[3]. 

Наиболее значимые из них: эпидермальный 
фактор роста (ЭФР), ростовой фактор кератино-
цитов, инсулино-подобный ростовой фактор 1, 
трансформирующий фактор роста, фактор роста 
гепатоцитов и др. [4]. Рецепторы этих ростовых 
факторов были обнаружены в опухолях раз-
личной локализации, а их клиническое значение 
изучается в последние годы достаточно активно.

Известно, что тканевой гомеостаз в много-
клеточном организме регулируется путем вза-
имодействия между его различными клетками, 
в каждой из которых заложена определенная 
генетическая программа, обусловливающая ее 
естественную гибель (апоптоз) под влиянием 
различных стимулов. Полагают, что именно 
апоптоз является одной из своеобразных аль-
тернатив пролиферации клеток и, следовательно, 
может противодействовать онкогенезу. Таким 
образом, рост опухоли может быть обусловлен 
нарушением баланса между пролиферацией кле-
ток и их программированной гибелью, причем 
оба эти процесса регулируются цитокинами [5].

Одним из наиболее изученных цитокинов 
является ЭФР. Обнаружено целое семейство ЭФР 
и его рецепторов, которые играют важную роль 
в регуляции жизнедеятельности нормальных 
и опухолевых клеток. Изучение механизмов их 
взаимодействия открывает новые возможности 
и перспективы для применения этих соединений 
в медицине в связи с их влиянием на пролифера-
цию и тканевую дифференцировку [6].

ЭФР, наряду с другими онкогенами, супрес-
сорными генами и секреторными белками, яв-
ляется перспективным маркером биологического 
поведения опухоли, позволяющим диагностиро-
вать ранние стадии патологического процесса 
и индивидуализировать терапию больным со 
злокачественными новообразованиями.

ЭФР выделен из многих тканей и жидкостей 
организма у человека и животных. Он присут-
ствует в крови, амниотической жидкости, слюне, 
молоке, моче, а также обнаружен в слизистых 
выделениях из дыхательных и пищеварительных 
путей [7].

ЭФР человека синтезируется в форме раство-
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римого мембраносвязанного предшественника, 
включающего 1207 аминокислотных остатков 
с молекулярной массой около 140 кДa. Из него 
образуется зрелая молекула ЭФР, состоящая из 
53 аминокислотных остатков и представляющая 
собой глобулярный белок с молекулярной мас-
сой 6,4 кДa. ЭФР является сильным митогеном 
для клеток эктодермального, мезодермального 
и эндодермального происхождения. Большая 
молекула-предшественник является субстратом 
внеклеточных протеаз, которые делят его цепоч-
ку на пептиды различных размеров. Структу-
ра и функциональные особенности продуктов 
протеолиза очень похожи на ЭФР и составляют 
семейство ЭФР-подобных лигандов [8].

Все члены этого суперсемейства обладают 
общностью строения, а именно состоят из 50-
60 аминокислотных остатков и содержат шесть 
остатков цистеина (так называемый, ЭФР-
мотив), образующих три внутримолекулярные 
дисульфидные связи, играющие ключевую роль 
при взаимодействии с рецептором. Интересно, 
что аналогичные мотивы содержатся в ряде мем-
бранных белков, а также в белках экстрацеллю-
лярного матрикса, которые участвуют в регуля-
ции пролиферации, миграции и адгезии клеток, 
а также в белок-белковых взаимодействиях [9].

Взаимодействие эпидермального 
фактора роста и его рецепторов
Факторы роста, в частности, ЭФР и их рецеп-

торы – молекулы, с которых начинается передача 
сигналов в клетке. 

На поверхности клеток экспрессированы 
рецепторы к ЭФР и другим ЭФР-подобным ли-
гандам. Экспрессия рецепторов эпидермального 
фактора роста (РЭФР) физиологически необхо-
дима как для функционирования нормальной, 
так и патологической клетки. Нарушение функ-
ций сигнальной системы с участием ЭФР и его 
рецепторов приводит к тому, что РЭФР действует 
как онкобелок, а, соответственно, «неисправ-
ность» клеточной сигнальной сети приводит к 
развитию рака и другим пролиферативным за-
болеваниям [10].

В настоящее время выделяют 4 типа рецеп-
торов: HER1/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 и 
HER4/ErbB4. Существует около 40-50% сходства 
между РЭФР, которое варьирует в различных 
доменах и является наиболее постоянным в ти-
розинкиназных остатках  (около 80%) [11]. 

Процесс фосфорилирования белков – один 
из важных моментов канцерогенеза. В нормаль-
ных тканях РЭФР через систему сигнальной 

трансдукции участвуют во многих процессах 
жизнедеятельности клетки, таких как проли-
ферация, ангиогенез и апоптоз. Трансмембран-
ные РЭФР, осуществляющие перевод внешнего 
сигнала роста во внутриклеточный, состоят из 
внеклеточного лиганд-связывающего домена, 
трансмембранного домена и внутриклеточного 
каталитического или белкового тирозинкиназ-
ного домена. Цитоплазматический участок мо-
лекулы рецептора обладает тирозинкиназной 
активностью и ответственен за передачу сигнала. 
Гидрофобная трансмембранная часть соединяет 
внутриклеточный киназный и экстрацеллюляр-
ный концы рецептора [12]. Внеклеточный домен 
РЭФР является лиганд-связывающим участком 
для различных полипептидных факторов роста: 
ЭФР, трансформирующего фактора роста-, 
амфирегулина, бетацеллюлина, гепарин-связы-
вающего белка, эпирегулина и др. [13].

В результате связывания рецептора с лиган-
дом в соотношении 1:1 (одна молекула лиганда 
с одной молекулой рецептора), происходит гомо- 
или гетеродимеризация рецепторов. Формиру-
ется новый комплекс, состоящий из 2 молекул 
лиганда и 2 молекул рецептора. Часто сам фактор 
роста имеет два рецептор-связывающих центра, 
выполняя функцию мостика между двумя субъ-
единицами, который стабилизирует образовав-
шуюся пару. Димеризация экстрацеллюлярных 
доменов, в свою очередь, стягивает цитоплазма-
тические домены обеих субъединиц, приводя их 
в тесный контакт. Это позволяет тирозинкиназе 
одной рецепторной молекулы фосфорилировать 
киназный домен другой, что вызывает изменение 
его трехмерной структуры – активацию [14]. 
Таким образом, связывание лиганда приводит к 
тому, что обе половинки рецептора фосфорили-
руют и активируют друг друга (процесс ауто- и 
трансфосфорилирования). Сразу же после их 
активации они переходят к фосфорилированию 
множества близлежащих цитоплазматических 
субстратных белков, которые затем передают 
сигнал далее в клетку [15]. 

Посылаемый ими далее сигнал в клетку спо-
собствует ее росту и делению. Сам ЭФР физиче-
ски не транспортируется в клетку для того, чтобы 
произошла трансмембранная передача сигнала. 
Все дальнейшие события передачи сигнала к 
конечной мишени в ядре осуществляются несмо-
тря на то, что лиганд остается во внеклеточном 
пространстве.

Гиперэкспрессия ЭФР и его рецепторов ха-
рактерна для целого ряда опухолей [16]. Так, 
обнаружено повышение уровня ErbB1 при мел-
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коклеточной карциноме легких, которое кор-
релирует с низким уровнем дифференцировки 
клеток и быстрым метастазированием опухоли 
[17]. Около 45% случаев рака молочной железы 
сопровождается повышением уровня ErbB1 [18]. 
Гиперэкспрессия рецептора ErbB2 характерна и 
для большинства карцином, включая карцино-
му молочной железы, аденокарциному легких, а 
также карциному желудка и матки [19]. Повы-
шение экспрессии рецептора ErbB3 наблюдается 
при ряде опухолей, таких как аденокарцинома 
толстой и прямой кишки, что коррелирует с пло-
хим прогнозом [20]. Иммунореактивный ErbB4 
был обнаружен при опухолях молочной железы, 
яичника, поджелудочной железы и мочевого 
пузыря [21].

Несмотря на успехи фундаментальной онко-
логии, задача изучения диагностической и про-
гностической значимости частоты выявления и 
определения уровней ЭФР и его рецепторов при 
различных злокачественных новообразованиях 
человека не решена.

Иммунохимическая детекция ЭФР
Благодаря накопленной информации о мо-

лекулярных механизмах опухолевого роста и 
закономерностях прогрессии опухолей за два 
последних десятилетия создан и внедрен в кли-
ническую практику целый ряд диагностических 
подходов для выявления онкозаболеваний. Тем 
не менее, выбранное направление поиска новых 
средств диагностики опухолей следует считать 
перспективным, поскольку расширение арсенала 
диагностических средств повышает эффектив-
ность проводимых лечебно-диагностических 
мероприятий [22].

Ранняя диагностика онкозаболеваний – ос-
новное направление современной онкологии. Се-
годня существует необходимость в проведении 
скриннинговых обследований некоторых групп 
населения с целью своевременной диагностики 
онкопатологии, что возможно лишь с примене-
нием высокочувствительных и специфичных 
методов, в частности, средств современного им-
мунохимического анализа (ИХА), сочетающего 
в своей основе высокую чувствительность и 
специфичность иммунной реакции «антиген-
антитело», экспрессность и простоту исполнения, 
что выдвигает их в ряд приоритетных методов 
современной диагностики [23].

К проблеме количественной детекции раз-
личных биорегуляторов и биосубстанций с по-
мощью средств ИХА привлечено внимание 
специалистов различных областей науки (биохи-

миков, иммунобиотехнологов, биологов, медиков 
и др.). Несмотря на большой объем проводимых 
в мире исследований по созданию новых методов 
ИХА биорегуляторных и иммуномодулирующих 
молекул, до сих пор интерес к этим методам ис-
следования не угасает [24, 25]. 

На базе лаборатории медицинского микро-
анализа ИБОХ НАН Беларуси разработаны на-
учные основы технологии новых методов совре-
менного ИХА уровня ЭФР в крови и методоло-
гии их использования в медицинской практике 
в качестве количественного клинико-диагности-
ческого и патогенетического критерия для раз-
личных форм онкопатологии, ассоциированной 
с гиперэкспрессией ЭФР и его рецептора. 

Иммуноферментный метод определения 
ЭФР 
За основу разработанного нами варианта 

иммуноферментной тест-системы для анализа 
концентрации ЭФР в сыворотке крови [26] был 
выбран формат непрямого «сэндвич»-варианта 
(рис. 1).

Анализируемое соединение, в данном случае 
ЭФР, находящееся в сыворотке крови пациента, 
связывается с моноклональными антителами, 
предварительно иммобилизованными на вну-
тренней поверхности лунок полистиролового 
планшета для иммуноферментного анализа, с 
образованием иммунокомплекса. Несвязавши-
еся компоненты удаляются путем промывания. 
На втором этапе к образовавшемуся иммуно-
комплексу «антиген-антитело» добавляют по-
ликлональные антитела, специфичные к другой 
антигенной детерминанте ЭФР, которые свя-
зываясь с ним, образуют «сэндвич-иммуно-
комплекс». Затем несвязавшиеся компоненты 
удаляют промыванием, и после их удаления в 
систему вводятся меченные пероксидазой хрена 
антивидовые поликлональные антитела, позво-
ляющие детектировать ранее образовавшийся 
«сэндвич-комплекс». Индикатором в этом тесте 
является хромогенный субстрат фермента пе-
роксидазы – 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин. До-
бавлением стоп-раствора (4,8% раствор H2SO4) 
останавливается развитие цветной реакции 
и спектрофотометрически измеряется ее ин-
тенсивность, которая прямо пропорциональна 
концентрации ЭФР в образце. Аналитическая 
чувствительность анализа составляет 7,7 пг/мл. 
Время анализа – 6 часов.

Иммунохроматографический метод 
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определения ЭФР 
Другой модификацией разработанного нами 

метода ИХА является иммунохроматографиче-
ская детекция ЭФР. За основу лабораторного ва-
рианта экспрессной иммунохроматографической 
тест-системы для анализа концентрации ЭФР в 
сыворотке крови [27] взят формат «сэндвич»-
варианта ИХА на ъхроматогграфической полоске 
с заранее нанесенными на нее реагентами для 
проведения анализа (рис. 2).

На нитроцеллюлозной мембране (рабочая 
мембрана) иммобилизованы специфические 
моноклональные антитела к ЭФР (МАТ-ЭФР) 
– аналитическая зона; и антивидовые антитела, 
позволяющие контролировать «работоспособ-
ность» теста – контрольная зона. На другой 
участок тест-полоски (мембрана для конъюгата) 
нанесен конъюгат поликлональных антител к 
ЭФР (ПАТ-ЭФР) с «меткой» – наночастицами 
коллоидного золота. При нанесении исследу-
емого образца на тест-полоску (мембрана для 
образца) или при погружении сформированной 
таким образом тест-полоски в пробу сыворотки 
крови жидкость поднимается под действием ка-
пиллярных сил. При этом проба, потенциально 
содержащая ЭФР, вначале взаимодействует с 
частицами коллоидного золота, на поверхности 
которых адсорбированы ПАТ-ЭФР. Затем фронт 
жидкости преодолевает аналитическую зону, где 
происходит связывание на участке мембраны с 
иммобилизованными МАТ-ЭФР. Степень связы-
вания ЭФР с МАТ-ЭФР и, соответственно, интен-

Рис. 1. Принципиальная схема количественного иммуноферментного анализа ЭФР в сыворотке крови

сивность окрашивания мембраны определяются 
концентрацией ЭФР в пробе. Для проверки 
качества реагентов и сохранения функциональ-
ности тест-системы используется расположенная 
далее контрольная зона, в которой ПАТ-ЭФР, 
сорбированные на частицах коллоидного золота, 
связываются с антивидовыми антителами, им-
мобилизованными на мембране. Таким образом, 
формирование на тест-полоске двух ярко окра-
шенных полос свидетельствует о положительном 
результате анализа (минимально определяемая 
концентрация ЭФР – 1 нг/мл), тогда как фор-
мирование одной полосы в контрольной зоне 
означает, что концентрация ЭФР ниже 1 нг/мл. 
Несвязавшийся конъюгат взаимодействует с 
антивидовыми антителами в контрольной зоне, 
образуя окрашенную полоску, что указывает на 
правильное проведение теста. Неоспоримым 
преимуществом данного метода является его 
экспрессность, время анализа – 10-15 минут.

Заключение
Изучение ЭФР и сигнальных путей взаимо-

действия ЭФР и РЭФР позволит сформировать 
новые подходы в диагностике ранних форм 
развития онкопатологии. Разработанные новые 
экспрессные методы современного ИХА позво-
ляют с высоким уровнем чувствительности и 
специфичности идентифицировать и проводить 
изучение одного из патогенетических маркеров 
онкопатологии – ЭФР. Определение уровня его 
экспрессии поможет в: выявлении групп риска с 
повышенной вероятностью возникновения того 
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Рис. 2. Принципиальная схема иммунохроматографического количественного определения ЭФР в сыворотке 
крови на мультимембранной тестполоске с использованием наночастиц коллоидного золота

или иного онкозаболеванияи; создании инди-
видуального подхода по назначению таргетной 
терапии тем пациентам, для которых это будет 
наиболее целесообразно; оценке эффективности 
проводимой терапии; изучении основ онкопато-
генеза; осуществлении динамического слежение 
за развитием заболевания и прогнозировании 
его исхода.

Использование двух взаимодополняющих 
современных иммунохимических методов те-
стирования (иммуноферментного и иммунох-
роматографического экспресс-определения кон-
центрации ЭФР) может существенно повысить 
эффективность ранней диагностики онколо-
гических заболеваний различной локализации, 
ассоциированных с гиперэкспрессией предста-
вителей семейства ЭФР (рак молочной железы, 
легкого, колоректальный рак и др.), что имеет 
большую научно-практическую и социальную 
значимость, а также позволяет говорить о пер-
спективности данного направления и необходи-
мости продолжения работ в этой области.

Работа выполнена при поддержке Белорус-
ского Фонда фундаментальных исследований 
в соответствии с договором № Х13-033 от 16 
апреля 2013г. Сроки выполнения: 16.04.2013г. – 
31.03.2015г.
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