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Введение
В последнее время все большее внимание ис-

следователей в области клинической иммуноло-

гии опухолей привлекает естественный гумораль-

ный иммунитет. О том, что он был незаслуженно

забыт, свидетельствуют уже сами названия статей

в зарубежных научных журналах, где естественные

антитела иммуноглобулинов М (IgM) называют

отверженными, игнорируемыми, сиротскими и,

наконец, лучшими средствами противораковой

защиты [1—4].

Естественные антитела — это один из компо-

нентов врожденного иммунитета.

Десятивалентные пентамерные IgM спо-

собны эффективно связывать и уничтожать не

только патогены, с которыми данный вид встре-

чался в ходе эволюции, но и трансформирован-

ные клетки. Отличие их от обычных антител со-

стоит в том, что естественные антитела исполь-

зуют ограниченный набор генов, направлены,

как правило, к углеводным детерминантам

и продуцируются особыми В1-клетками, не спо-

собными к переключению классов. В1-клетки

преобладают у плода и новорожденных,

а у взрослых — малочисленны [5—8]. По струк-

туре это обычные антитела, субъединицы кото-

рых, как и все Ig, кодируются четырьмя (VDJC)

генными сегментами. Однако за счет использо-

вания ограниченного набора генов может обра-

зовываться не 200 000 специфичностей, а значи-

тельно меньше.

Точные доказательства роли естественных

IgM-антител в противоопухолевом надзоре дос-

тигнуты на основе триомной гибридомной техно-

логии создания человеческих антител против ан-

тигенов раковых клеток. Получены уже сотни та-

ких антител, которые реагируют с опухолеспеци-

фическими гликанами и не реагируют с нормаль-

ными тканями. Клетки-продуценты этих антител

обнаружены в селезенке онкологических больных

и здоровых людей. При взаимодействии с опухо-

левыми клетками значительная часть монокло-

нальных (естественных) IgM-антител вызывает

клеточную гибель вследствие апоптоза [9] или ли-

поптоза [10].

В 1994 г. P.D. Rye и R.A. Walker [11] получили

моноклональные IgM-антитела LU-BCRU-G7

к опухолеассоциированному гликану, имеющему

прогностическое значение при раке молочной

железы (РМЖ) ранних стадий [11]. Антитела рас-

познавали дисахарид изолактозамин (Galβ1—

3GlcNAc), или Lewis C (Lec), являющийся пред-

шественником Н (тип 1) [12]. В последующем на-

ми была подтверждена прогностическая роль

маркера [13] и доказано, что уровни антител к Lec

у больных РМЖ достоверно более низкие, чем

у здоровых женщин [14]. Это открывает перспек-

тивы иммунокоррекции, адоптивной иммуноте-

рапии специфическими естественными антитела-

ми к Lec, что может быть полезным для эрадика-

ции костномозговых микрометастазов РМЖ. По-

скольку подобный подход продуктивен лишь

в случаях мембранной экспрессии гликана на

опухолевых клетках, мы оценили возможности

использования человеческих сывороточных анти-

тел к Lec для этих целей.
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Материалы и методы
В исследование включена 51 больная первич-

ным РМЖ. Пациентки проходили обследование

и хирургическое лечение в НИИ КО РОНЦ

им. Н.Н. Блохина РАМН в период с 2007 по 2009 г.

Возраст больных варьировал от 25 до 75 лет. Из них

37% (n=19) находились в репродуктивном перио-

де, 63% (n=32) — в периоде менопаузы. 

Пациенткам было выполнено стандартное

обследование, включающее осмотр, маммографи-

ческое исследование, рентгенологическое иссле-

дование органов грудной клетки, ультразвуковое

исследование (УЗИ) органов малого таза. На I эта-

пе всем больным проведена хирургическая опера-

ция в объеме радикальной резекции или мастэкто-

мии молочной железы. У всех пациенток при пла-

новом гистологическом исследовании диагности-

рован РМЖ: инфильтрирующий дольковый —

в 15%, инфильтрирующий протоковый — в 85%.

Определение уровней антител к Lec в сыворотке
крови

Полистирольные иммунопланшеты

(«MaxiSorp», «Nunc», Дания) сенсибилизировали

полиакриламидным гликоконъюгатом, содержа-

щим дисахарид Lec (Lec—PAA, 30 кДа, 20 мол %

Lec), и полиакриламидом без углеводного лиганда

в качестве отрицательного контроля (РАА), кон-

центрация 10 мкг/мл в натрий-карбонатном буфе-

ре (Na2CO3/NaHCO3: 0,05 M, pH 9,6) в течение но-

чи (16 ч) при температуре 4°С. Между всеми этапа-

ми планшеты промывали 4 раза 0,1% Твин-20

в фосфатно-солевом буфере (ФСБ: 0,15 М, рН

7,4). Оставшиеся потенциальные места связыва-

ния на полистироле блокировали 1% раствором

бычьего сывороточного альбумина (БСА) в ФСБ

в течение 40 мин при температуре 37°С. Затем

планшеты инкубировали с донорской сывороткой

крови в последовательных двукратных разведени-

ях в ФСБ, содержащем 0,3% БСА, начиная с 1:20

в течение 60 мин при температуре 37°С. После

этого в планшеты добавляли меченные пероксида-

зой хрена антитела козла против IgG, IgM и IgA

человека («Southern Biotech», США) в разведении

1:4000 в ФСБ, содержащем 0,3% БСА, и инкуби-

ровали в течение 60 мин при температуре 37°С.

На заключительном этапе планшеты инкубирова-

ли с фосфатно-цитратным буфером (0,075 М, рН 5),

содержащем 0,04% о-фенилендиамина и 0,03%

Н2О2, в течение 20 мин при комнатной температу-

ре. Цветную реакцию останавливали 1 М H2SO4.

Оптическую плотность (OD) определяли при 492 нм

на многопараметровом счетчике (Victor2, «Perkin

Elmer», США). OD окрашенного раствора про-

порциональна уровню сывороточных анти-Lec-

антител, специфичных к иммобилизованному на

пластик антигену Leс. Каждый эксперимент дуб-

лировался.

Выделение естественных анти-Lec-антител
из сыворотки крови человека методом аффинной
хроматографии

Сыворотку крови здорового донора II (A)

группы (25 мл) инкубировали при температуре 56°С

в течение 30 мин для инактивации системы комп-

лемента, охлаждали до комнатной температуры

и центрифугировали при 4°С (13 000 g). Суперна-

тант разводили 1:1 ФСБ / 0,02% NaN3 (0,15 М, рН

7,4). Сыворотку наносили на колонку с адсорбен-

том Leс-sepharose 6 FF (2 мл), уравновешенным

ФСБ / 0,02% NaN3, со скоростью потока 80—300

мкл/мин при комнатной температуре. Сыворотку,

прошедшую через колонку, собирали для дальней-

шего сравнительного анализа с исходной сыворот-

кой методом иммуноферментного анализа (ИФА).

Адсорбент промывали по 15 объемов колонки сна-

чала ФСБ / 0,02% NaN3/0,5% Твин-20 под контро-

лем проточного ультрафиолетового (УФ) детектора

(«Bio-Rad», США) до исчезновения белков в смыве

и затем ФСБ / 0,02% NaN3. Элюцию связавшихся

с адсорбентом антител проводили Tris-OH/0,02%

NaN3 (0,2 M, pH 10,4) со скоростью потока элюиру-

ющего буфера 60—90 мкл/мин. Появление антител

в элюате определяли проточным УФ-детектором.

Фракции, содержащие антитела, немедленно нейт-

рализовали буфером Gly-HCl / 0,02% NaN3 (2 M,

pH 2,5). Концентрацию антител во фракциях опре-

деляли методом поглощения при γ=280 нм с помо-

щью спектрофотометра Ultrospec 3100 pro

(«Amersham», «Pharmacia by Biosciences», Велико-

британия). Для расчета концентрации белка во

фракциях принимали следующее соотношение:

раствору с концентрацией Ig (для IgG, IgM, IgA)

1 мг/мл соответствует 1,4 оптической единицы.

Специфичность выделенных антител анали-

зировали методом ИФА с использованием поли-

акриламидных гликоконъюгатов. Антитела храни-

ли при температуре 4°C в течение недели или за-

мораживали при -20°С на длительное хранение.

После элюции специфических антител колон-

ку с аффинным адсорбентом промывали дистилли-

рованной водой (5 объемов колонки), затем адсор-

бент регенерировали 0,1 Н NaOH (5 объемов ко-

лонки) и опять промывали дистиллированной во-

дой (5 объемов колонки). После полноценной реге-

нерации аффинный адсорбент либо снова уравно-

вешивали ФСБ / 0,02% NaN3 (0,15 М, рН 7,4) для

следующей аффинной хроматографии сыворотки

крови, либо оставляли его на хранение при темпе-

ратуре 4°С в 25% водном растворе этанола.

Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование
было проведено по стандартной методике [15] на

криостатных срезах опухолей с использованием

мышиных моноклональных антител к общелейко-

цитарному антигену CD45 и панцитокератинам

KL-1, а также человеческих антител к Lec, мечен-
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ных биотином. Проявление мышиных антител

осуществляли с помощью меченной флуоресцеин-

изотиоцианатом (FITC) антисыворотки против Ig

мыши («BDB», США). Проявление взаимодейст-

вия человеческих анти-Lec-антител с опухолевыми

клетками осуществляли с помощью стрептавиди-

на, меченного FITC или фикоэритрином (PE).

Методом трехцветной проточной цитомет-

рии (ПЦ) на приборе FACScan оценена мембран-

ная экспрессия Lec на опухолевых клетках и инт-

ратуморальных лимфоцитах. Из фрагмента хирур-

гически удаленной опухоли получали суспензию

опухолевых клеток и интратуморальных лимфо-

цитов с использованием аппарата Medimashin

(«BDB», США). Клетки окрашивали флуоресцент-

но меченными антителами к общелейкоцитарно-

му антигену CD45-PE/Cy5, общеэпителиальному

антигену НЕА-125 или EpCAM-1-PE и биотини-

лированными человеческими антителами к Lec.

Проявление связывания человеческих антител

осуществляли с помощью стрептавидин-FITC.

Cубпопуляции интратуморальных Т- и В-лимфо-

цитов, связывающих анти-Lec, изучали с помощью

напрямую меченных флуорохромами антител

CD3-PE/Cy5 и CD19-PE. 

Результаты и обсуждение
В ранних работах по ИГХ-изучению экспрес-

сии Lec на клетках РМЖ указывалось на цитоплаз-

матическую экспрессию антигена [11], однако

в дальнейшем была доказана его мембранная экс-

прессия [16]. Это свидетельствует о непригодно-

сти ИГХ-метода для разграничения мембранной

и цитоплазматической экспрессии Lec на клетках

РМЖ.

По нашим сведениям, LU-BCRU-G7 —

единственные моноклональные антитела IgM

класса с доказанной специфичностью к Lec. К со-

жалению, работа с ними не могла быть продолже-

на, так как соответствующая гибридома была утра-

чена (P.D. Rye — личное сообщение). 

Из сыворотки крови здоровой женщины-до-

нора с высокими титрами антител к Lec (рис. 1) эти

антитела были выделены методом аффинной хро-

матографии и помечены биотином. 

Выявление экспрессии антигена проводили

методами ИГХ и ПЦ. При использовании двух

этих методов частота экспрессии Lec на клетках

РМЖ составила 65% (33 из 51).

Выявление экспрессии Lec на клетках РМЖ
ИГХ (флуоресцентным)-методом на свежезаморо-
женных (криостатных) срезах опухолевой ткани

Для оценки возможности изучения экспрес-

сии Lec на опухолевых клетках нами использован

Lec-положительный РМЖ. Экспрессия гликана на

опухолевых клетках доказана благодаря примене-

нию моноклональных антител LU-BCRU-G7 (ма-

териалы предоставлены P.D. Rye, Норвегия). 

Изучены различные разведения биотинили-

рованных иммуноаффинно выделенных человече-

ских антител — 1/10, 1/100, 1/1000. Использовали

конъюгаты стрептавидина с FITC и PE в разведени-

ях 1/10, 1/100 и 1/1000. Антитела выявляли антиген

при разведении 1/10 (более яркая реакция) и 1/100

(отчетливая реакция), причем при разведении био-

тинилированных человеческих антител в 100 раз

реакция полностью блокировалась предваритель-

ной обработкой срезов мышиными немечеными

антителами LU-BCRU-G7 (50 мкг/мл). Из числа

стрептавидиновых конъюгатов предпочтительным

оказался РЕ. Положительная реакция отмечена на-

ми в 58% случаев РМЖ (18 из 31), причем, как вид-

но на рис. 2, цитоплазматическая реакция была от-

четливой, а однозначно оценить экспрессию анти-

гена на мембране опухолевых клеток не представ-

лялось возможным. Антиген выявлялся в различ-

ной пропорции опухолевых клеток, вплоть до мо-

номорфной реакции, представленной на рис. 2.

При сопоставлении экспрессии Lec с уровня-

ми лимфоидной инфильтрации опухоли (по

CD45+-лимфоцитам) взаимосвязи между этими

признаками не отмечено.

Выявление мембранной экспрессии Lec на клетках
РМЖ методом многоцветной ПЦ

Поскольку ИГХ-метод не позволяет одно-

значно определить мембранную экспрессию Lec

в случае наличия антигена в цитоплазме опухоле-

вых клеток, нами апробирован ПЦ-метод. Иссле-

дование проведено у 29 больных РМЖ на матери-

але хирургически удаленной опухоли. Суспензию

опухолевых клеток получали на аппарате

Medimashin («BDB», США). С целью разграниче-

ния экспрессии антигена на эпителиальных клет-

ках и лимфоцитах использовали 3-цветную ПЦ.

Рис. 1. Уровни анти-Lec в донорской крови 
(красная кривая), использованной для иммуноаффинного

выделения антител. Кривая черного цвета демонстрирует
практически полное отсутствие неспецифического 

связывания сыворотки в контроле — РАА 
(полиакриламидные частицы, не нагруженные Lec) 
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Эпителиальные клетки окрашивали антителами

НЕА-125 или ЕрСАМ-1 (CD326), меченными РЕ.

Лейкоциты окрашивали антителами к CD45, ме-

ченными PE/Cy5. Для проявления человеческих

антител к Lec с клетками использовали FITC-ме-

ченный стрептавидин. При выявлении опухоле-

вых клеток в ПЦ-экспериментах нами отдано

предпочтение оценке мембранной экспрессии Ер-

САМ, а не панцитокератинам, которые использо-

вались в ИГХ-исследованиях. Подобный выбор

обусловлен тем, что ЕрСАМ экспрессирован на

мембране клеток, и для его обнаружения не требу-

ется разрушения клеточной мембраны (пермеаби-

лизации в терминах ПЦ). При такой постановке

реакции человеческие антитела к Lec не попадают

в цитоплазму клеток, а выявляют только мембран-

ный антиген, что и явилось основной целью наше-

го исследования.

Мембранная экспрессия гликана при отсут-

ствии антигена на лимфоцитах установлена

в большинстве случаев — 72% (21 из 29 ), рис. 3.

Следует отметить, что связывание анти-Lec c

лимфоцитами (отрицательное) в ряде случаев бы-

ло гетерогенным, как это показано на рис. 4.

Как видно на рис. 4 а, связывание анти-Lec c

лимфоцитами более низкое (отрицательная реак-

ция), чем с опухолевыми клетками (положитель-

ная реакция). Вместе с тем уровни связывания ан-

тител с лимфоцитами различны — от полностью

отрицательных более крупных лимфоцитов (окра-

шены фиолетовым) до слабой реакции, возможно,

за счет Fc-рецептора, мелких лимфоцитов (окра-

шены синим). Поскольку опухолевые клетки не

экспрессируют Fc-рецепторов, установление по-

ложительной реакции на них не представляет за-

труднений. В этом случае лимфоциты являются

внутренним отрицательным контролем. Следует

отметить, что подбор реагента для отрицательного

контроля связывания человеческих антител к Lec c

опухолевыми клетками в данных исследованиях

практически невозможен. 

Выявление экспрессии антигена в сравнении

с лимфоцитами представляется, несомненно, наи-

более точным. Однако в отдельных случаях не-

большая (доли процента) пропорция лимфоцитов

демонстрирует уровни связывания анти-Lec, сопо-

ставимые с опухолевыми клетками (рис. 5 а). Диф-

ференцированное окрашивание интратумораль-

ных лимфоцитов проведено антителами к Т-лим-

фоцитам (CD3, меченными PE/Cy5) и к В-лимфо-

цитам (CD19, меченными РЕ), что отражено на

рис. 5 б. Крайне интересным оказался тот факт,

что все интратуморальные В-лимфоциты связыва-

ли антитела к Lec. При этом пропорция В-клеток

была ничтожно малой в сравнении с Т-лимфоци-

тами, что согласуется с результатами наших более

ранних исследований.

В литературе широко обсуждается возможность

использования естественных антител для адоптив-

ной терапии при эпителиальных опухолях. В Герма-

нии проведена II фаза клинических испытаний есте-

ственных человеческих моноклональных антител

IgM класса у 20 больных низкодифференцированной

аденокарциномой желудка в неоадъювантном режи-

ме. Показаны эффективность антител (сокращение

размера опухоли, индукция апоптоза) и отсутствие

токсичности — повреждающего влияния на нор-

мальные ткани и клетки иммунной системы [17, 18]. 

Рис. 2. Мономорфная экспрессия гликана Lec

клетками РМЖ (×400). Иммунофлуоресцентное 
окрашивание криостатных срезов биотинилированными 

человеческими антителами к Lec, проявление реакции 
стрептавидином-РЕ. Четко видна цитоплазматическая

экспрессия антигена, однозначно оценить мембранную 
реакцию не представляется возможным

Рис. 3. Мономорфная экспрессия Lec

на EpCAM+-клетках РМЖ (окрашены красным) 
и отсутствие антигена на интратуморальных 

CD45+-лимфоцитах (окрашены зеленым) 

У
р

о
в

ен
ь

 Р
Е

/C
y

5
-ф

л
уо

р
ес

ц
ен

ц
и

и
(с

в
я

зы
в

ан
и

е 
C

D
4

5
)

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104

Уровень FITC-флуоресценции 
(связывание анти-Lec)

Н
о

в
ы

е
 

т
е

х
н

о
л

о
г

и
и

3-4 2009

46

Ж Е Н С К О Й  Р Е П Р О Д У К Т И В Н О Й С И С Т Е М Ы



Разумеется, использование естественных ан-

тител, реагирующих в 100% случаев того или ино-

го вида опухоли (как антитела SC-1 при аденокар-

циноме желудка), не требует изучения опухолей на

предмет экспрессии антигена.

Иная ситуация с антителами к Lec, которые

определяют антиген в 50—70% случаев РМЖ.

При этом необходимо исследовать как сыворо-

точные уровни антител, так и экспрессию антиге-

на на опухоли. При высоких титрах антител при-

Рис 5. Взаимодействие интратуморальных B-лимфоцитов с анти-Lec: а — связывание антител к Lec с опухолевыми
клетками (окрашены зеленым) и с минимальной пропорцией лимфоцитов (окрашены красным); 

б — практически все В-лимфоциты (окрашены зеленым) связывают антитела к Lec
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Рис. 4. Связывание анти-Lec с опухолевыми клетками и интратуморальными лимфоцитами: 
а — мономорфная мембранная экспрессия Lec на клетках РМЖ (окрашены зеленым), отсутствие антигена 
на лимфоцитах (окрашены красным, синим, фиолетовым); б — в опухолевой ткани присутствуют крупные 

(окрашены фиолетовым) и мелкие (окрашены синим) лимфоциты 
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менение анти-Lec в качестве адоптивной иммуно-

терапии нецелесообразно. У больных с отсутстви-

ем сывороточных антител возможны 2 ситуа-

ции — опухоль антиген-отрицательна или анти-

ген-положительна. Именно в последнем случае

показано использование антител. По этой причи-

не необходимо изучать мембранный Lec на опухо-

левых клетках. 

C учетом данных литературы, собственного

опыта, особенностей и титров естественных IgM-

антител наибольшее применение они могут найти

в качестве адъювантной терапии в лечении микро-

метастазов, являющихся главной причиной разви-

тия отдаленных метастазов и смерти больных. По-

лучить экспериментальное доказательство влия-

ния естественных антител на циркулирующие

и диссеминированные раковые клетки достаточно

сложно. Достаточно убедительные данные получе-

ны в 2005 г. B. Illert и соавт. [19]. Авторы вводили

естественные человеческие моноклональные ан-

титела IgM-класса мышам nude с метастазирую-

щей аденокарциномой желудка, а в группе сравне-

ния антитела не вводили. Антитела направлены

к углеводной детерминанте клеток рака желудка,

индуцируют апоптоз опухолевых клеток. Спустя

неделю после введения антител оценивали частоту

обнаружения диссеминированных опухолевых

клеток в костном мозге методом полимеразной

цепной реакции в режиме реального времени. От-

мечено достоверное снижение частоты обнаруже-

ния диссеминированных клеток у животных, ко-

торым вводили антитела (р=0,0011).

Работа по изучению диссеминированных опу-

холевых клеток, проводимая в РОНЦ им. Н.Н. Бло-

хина РАМН, свидетельствует о высокой частоте по-

ражения костного мозга при эпителиальных опухо-

лях даже на ранних стадиях, например, при РМЖ —

примерно 30% [20]. Несомненно, эта группа боль-

ных представляется наиболее перспективной для

разработки методов адоптивной терапии, основан-

ных на применении естественных антител к Lec

с учетом экспрессии данного антигена на опухоли

и титров естественных антител в сыворотке крови. 

Исследования в области естественного гумо-

рального иммунитета на основе точного соотнесе-

ния антительной специфичности (анти-Lec) с про-

филем экспрессии гликана на опухолевых клетках

и иммунологического стадирования (определение

изолированных раковых клеток в костном мозгу)

позволяют выделить группу пациенток (анти-

Lec–/Lec+), в которой целесообразно изучение воз-

можностей адоптивной терапии для восполнения

дефицита антител к Lec, что может быть полезным

в профилактике развития отдаленных метастазов

у больных. В конкретном случае с антигеном

Lec в числе направлений адоптивной терапии могут

быть рассмотрены разрешенные к клиническому

применению препараты Ig (например, пентаглобин)

с высокими титрами антител к Lec, а также получе-

ние моноклональных человеческих антител к Lec. 
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