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Рак яичников (РЯ) является одной из наиболее распространенных злокачественных опухолей органов репродуктивной системы. Пя-
тилетняя выживаемость остается крайне низкой. Это заболевание трудно поддается верификации вследствие отсутствия пато-
гномоничных симптомов и своевременной диагностики. Ключевым вопросом для увеличения выживаемости при РЯ является поиск 
новых методов ранней диагностики. Таким образом, разработка новых методов диагностики РЯ – это одна из наиболее актуальных 
проблем современной онкологии. Основным подходом в данном вопросе является поиск новых биомаркеров РЯ, которые будут харак-
теризоваться такими понятиями, как чувствительность и специфичность. Имеющиеся в арсенале современной онкологии биомаркеры, 
в том числе и СА-125, обладают недостаточной специфичностью и имеют невысокую чувствительность. Доказано преимущество 
использования сочетания нескольких диагностических биомаркеров вместо одного или панелей маркеров. Современные протеомные 
технологии, такие как двумерный электрофорез, масс-спектрометрические методы, являются значимым инструментом для поиска 
новых биомаркеров при различных злокачественных заболеваниях, в частности РЯ. Наилучшие результаты достигнуты при исполь-
зовании технологии SELDI-TOF (surface-enhanced laser desorption / ionization time-of-flight – усиленная поверхностью лазерная десорб-
ция / ионизация с регистрацией времени пролета), совмещающей применение хроматографических белковых чипов с масс-спектроме-
трической детекцией. Из всех биомаркеров, идентифицированных с использованием масс-спектрометрических методов, наибольшее 
внимание заслуживает сывороточный амилоид А1, так как доказана его способность оказывать непосредственное влияние на раз-
витие опухоли. Также выявлено повышение его уровня в сотни раз при заболевании по сравнению с другими биомаркерами-кандида-
тами, выявленными при помощи масс-спектрометрии. Проанализированы основные характеристики сывороточного амилоида А1 
как одного из перспективных маркеров для комбинированного определения в целях своевременной диагностики РЯ.
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Ovarian cancer (OC) is one of the most common malignant tumors of the reproductive system. The five-year survival rate is extremely low. 
This disease is difficult to verify due to lack of pathognomonic symptoms and timely diagnosis. The key issue to increase survival in ovarian 
cancer is finding new methods for early diagnosis. Thus, the development of new methods for diagnosis of ovarian cancer is one of the most 
urgent problems in modern oncology. The basic approach in this matter is searching for new biomarkers of ovarian cancer, which will be 
characterized by such concepts as sensitivity and specificity. Biomarkers present in modern oncology, including CA-125, have insufficient 
specificity and have low sensitivity. The advantage of using a combination of several diagnostic biomarkers instead of one or panels of mark-
ers has been proved. Modern proteomic technologies such as two-dimensional electrophoresis, mass spectrometric methods are a valuable tool 
for finding new biomarkers for various malignancies, particularly ovarian cancer. The best results are achieved by using SELDI-TOF technol-
ogy (Surface-enhanced laser desorption / ionization time-of-flight), combining the use of chromatographic protein chips with mass spectromet-
ric detection. Serum amyloid A1 deserves the greatest attention between all of the biomarkers identified using mass spectrometric methods, as 
its ability to have a direct influence on the development of the tumor has been proved. Also its increase by hundreds of times during the disease 
has been found compared to the other candidate biomarkers identified by mass spectrometry. The main characteristics of serum amyloid 1A 
have been analyzed and found as one of the most promising markers for the combined determination for prompt diagnosis of ovarian cancer.

Key words: ovarian cancer, early diagnosis, biomarkers, proteomics, mass spectrometry, two-dimensional electrophoresis, protein chips, 
serum amyloid A1
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Опухоли яичников занимают 3-е место среди но-

вообразований женских половых органов. У подавля-

ющего большинства больных (около 85 %) диагности-

руются эпителиальные формы опухолей. Среди них 

превалируют доброкачественные опухоли (около 70–

80 %), а злокачественные опухоли составляют около 

20–30 % [1].

Ежегодно в мире регистрируются 165 тыс. новых 

случаев злокачественных новообразований яичников 

и 101 тыс. смертей от них, в том числе: в США – 23,4 

и 13,9 тыс. соответственно; в России – 11,7 и 7,3 тыс. 

соответственно. Во многих странах, включая Россию, 

рак яичников (РЯ) занимает 6-е ранговое место среди 

злокачественных новообразований у женщин всех воз-

растных групп, начиная с младенчества [2].

Весьма неудовлетворительной остается выживае-

мость больных РЯ. Уже на первом году после установ-

ления диагноза погибает каждая третья пациентка. 

Обобщенные данные популяционных раковых реги-

стров стран Европы свидетельствуют, что 1-летняя 

выживаемость больных РЯ в целом составляет 63 %, 

3-летняя – 41 %, 5-летняя – 35 % [2].

Основными причинами столь низкой выживаемо-

сти больных РЯ являются: бессимптомное течение 

заболевания на ранних стадиях, отсутствие достовер-

ной диагностики, малоэффективное лечение, особен-

но при рецидивах заболевания [3].

Главная роль ранней диагностики РЯ в выживае-

мости больных не вызывает сомнений. По приблизи-

тельным оценкам, если бы 75 % случаев РЯ были  

обнаружены на I или II стадии, то смертность снизи-

лась бы на 50 % [4, 5].

Одним из наиболее перспективных направлений 

в диагностике злокачественных новообразований яич-

ников является определение опухолевых маркеров. 

Изучение этих белков представляет большой интерес 

не только с практической, но и с теоретической точки 

зрения.

Основными характеристиками биомаркеров явля-

ются: чувствительность, специфичность и положи-

тельная оценка предсказания (positive predictive value, 

PPV). Чувствительность – это доля пациентов, клас-

сифицированных с использованием определенного 

маркера как «больные раком», от общего числа дейст-

вительно больных пациентов. Специфичность – это 

доля пациентов, классифицированных с использова-

нием маркера как «здоровые», от общего числа дейст-

вительно здоровых пациентов [6].

Для того чтобы маркер можно было использовать 

в практике, должны быть достаточно велики показа-

тели его чувствительности и специфичности. Удобно 

использовать для характеристики биомаркеров поня-

тие точности диагностики, под которым подразумева-

ется доля правильных диагнозов [7]. Распространен-

ным подходом к увеличению чувствительности 

и специфичности метода диагностики является сов-

местное использование нескольких маркеров. Для со-

здания системы диагностики на основе набора био-

маркеров необходимо использовать методы 

многомерной статистики и вырабатывать более слож-

ный алгоритм классификации [8].

Для диагностики РЯ предпринимались многочи-

сленные попытки использовать в комбинации с СА-

125 белки, известные как маркеры рака разных лока-

лизаций:

• СА-15-3 (маркер рака молочной железы) [8–10];

• СА-72-4 (маркер рака поджелудочной железы) 

и M-CSF (macrophage colony stimulating factor – цито-

кин, стимулирующий пролиферацию лимфоцитов);

• липид-ассоциированную сиаловую кислоту  

(LASA) (маркер рака мозга [11] и рака молочной желе-

зы [12]);

• OVX1 (маркер рака эндометрия) [13];

• CA-54 / 61 (маркер РЯ) [14].

Однако все упомянутые маркеры обладают низкой 

специфичностью для рака конкретной локализации, 

а их концентрация во многих случаях меняется 

по сравнению с нормой и при РЯ.

Использование панелей из 4–5 указанных белков 

позволило улучшить специфичность и чувствитель-

ность метода по сравнению с использованием только 

СА-125. Так, удалось повысить чувствительность с 45 

до 70 % при неизменной специфичности [8], для рас-

познавания доброкачественных и злокачественных 

опухолей яичников с 78,1 и 76,8 % до 90,6 и 93,2 % со-

ответственно [10]. Таким образом, была показана це-

лесообразность использования не одного, а несколь-

ких биомаркеров.

Поиск панелей биомаркеров, а также комбиниро-

вание биомаркеров, обнаруженных разными метода-

ми, является основной идеологией большинства сов-

ременных исследований в области разработки 

биохимических диагностических методов. Существует 

множество различных подходов к поиску биомаркеров 

злокачественных опухолей. Часть из них основана 

на анализе непосредственно опухолевой ткани и вы-

явлении опухоль-специфических продуктов, другие 

направлены на выявление биомаркеров в крови. Сов-

ременные высокопроизводительные биотехнологиче-

ские методы позволяют проводить транскриптомное 

и протеомное профилирование биологического мате-

риала, что позволяет получать информацию одновре-

менно о большом количестве генов или белков. Транс-

криптомное профилирование (ДНК-микрочипы) 

позволяет сравнивать профиль экспрессии генов 

в клетках больных и здоровых людей. Анализ профиля 

экспрессии генов в основном используют для иссле-

дования молекулярных механизмов развития рака [15], 

определения молекулярных различий между гистологи-

ческими подтипами рака [16, 17]. Достаточно широко 
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транскриптомное профилирование используют в ис-

следованиях устойчивости опухолей к тем или иным 

видам терапии, при этом ставится цель разработки 

индивидуализированного подхода к лечению злокаче-

ственных опухолей [18].

Однако использование транскриптомного профи-

лирования для разработки новых диагностических 

методов достаточно ограничено, так как путь от выяв-

ления отличий на уровне транскриптома до выявления 

биомаркера, доступного для измерения малоинвазив-

ными методами, достаточно сложен. Примером 

успешного обнаружения биомаркера путем транс-

криптомного профилирования является работа С. Le 

Page et al. Обнаружив повышение экспрессии генов 

IL-18 и FGF-2 в тканях РЯ, авторы измерили методом 

иммуноферментного анализа концентрацию соответ-

ствующих белков и обнаружили достоверное повыше-

ние их уровня как в ткани яичника, так и в крови [19].

С развитием протеомных технологий открылись 

совершенно новые перспективы по выявлению белко-

вых маркеров рака. Протеомные технологии позволя-

ют получать информацию сразу о больших совокуп-

ностях белков и сравнивать наборы белков у больных 

и здоровых людей, что дает возможность выявлять 

не один, а сразу несколько маркеров. В применении 

протеомных технологий к выявлению биомаркеров 

можно условно выделить два разных подхода. Первый 

подход использует новые технические возможности 

только для поиска новых маркеров с лучшими харак-

теристиками и их дальнейшей идентификации. После 

этого можно использовать найденные маркеры им-

мунными или аффинными методами. Другой подход 

основан на сравнении протеомного профиля в целом 

для больных и здоровых людей с привлечением стати-

стических методов для выявления значимых различий, 

не выявляя их причин [20]. При этом диагностическим 

признаком является сам состав протеомного профиля, 

т. е. исследования и непосредственная диагностика 

могут проводиться одним и тем же методом [21].

Среди протеомных методов, используемых для не-

посредственного обнаружения и идентификации био-

маркеров, существенную роль играет двумерный элек-

трофорез с последующей масс-спектрометрической 

идентификацией белков. Метод двумерного электро-

фореза позволяет осуществлять разделение белков 

в одном направлении путем изоэлектрофокусирова-

ния, а в другом – по массе [22]. В качестве материала 

для двумерного электрофореза часто используют 

не кровь, а непосредственно опухолевые и нормаль-

ные ткани исследуемого органа. Однако как здоровые, 

так и опухолевые ткани представлены различными 

типами клеток, что усложняет воспроизводимость 

и интерпретацию результатов. Решить эту проблему 

в значительной степени позволило изобретение мето-

да лазерной микродиссекции, с помощью которого 

можно отделить интересующую клеточную популяцию 

от окружающих тканей [23, 24]. Помимо классическо-

го двумерного электрофореза для обнаружения марке-

ров заболеваний используют также его усовершенст-

вованные варианты, например дифференциальный 

электрофорез в геле (difference gel electrophoresis, 

DIGE). Белковые экстракты из больной и здоровой 

тканей метят двумя различными флуоресцентными 

зондами и смешивают. Затем проводят двумерный 

электрофорез, после чего для каждого пятна измеряют 

интенсивность флуоресценции и определяют различие 

в интенсивности между двумя флуоресцентными мет-

ками. Такой подход позволяет достичь полной иден-

тичности условий проведения электрофореза и за счет 

этого повысить воспроизводимость результатов [25, 

26]. Двумерный электрофорез также применяют 

для скрининга сыворотки больных раком в целях вы-

явления белков, связывающихся с аутоантителами 

к белкам раковых клеток [24].

Большие перспективы имеет технология микрочи-

пов на основе антител, которая представляет собой 

одновременный анализ сотен белков в пробе на ми-

крочипах с иммобилизованными антителами. Пример 

успешного поиска биомаркеров РЯ с использованием 

микрочипов на основе антител представляет собой 

работа G. Mor et al. С их помощью были проанализи-

рованы уровни 169 белков у 28 здоровых женщин, 18 

женщин с впервые диагностированным РЯ и 40 жен-

щин с рецидивом РЯ. Были обнаружены достоверные 

отличия между сыворотками больных раком и сыво-

ротками здоровых женщин в концентрациях 35 из 169 

исследованных белков. Затем концентрации белков 

с наиболее выраженными различиями между раком 

и нормой, а также с достаточно ясной потенциальной 

ролью в процессе злокачественного перерождения бы-

ли определены с помощью иммуноферментного ана-

лиза. В результате в качестве биомаркеров были ото-

браны лептин, пролактин, остеопонтин (OPN) 

и инсулиноподобный фактор роста II (IGF II). Уро-

вень пролактина и OPN существенно повышен у боль-

ных РЯ, в то время как уровень лептина и IGF II по-

нижен. Совместное использование 4 перечисленных 

биомаркеров позволило достичь чувствительности 

и специфичности диагностики 95 %. Недостатком ис-

пользования микрочипов на основе антител являются 

высокая стоимость расходных материалов и необхо-

димость иметь антитела ко всем анализируемым бел-

кам. Кроме того, использование антител в большин-

стве случаев не позволяет дифференцировать между 

собой различные посттрансляционные модификации 

белков и их фрагментов [26].

Этими недостатками не обладают масс-спектро-

метрические методы, которые очень активно развива-

ются и с успехом применяются для поиска биомар-

керов злокачественных опухолей, в том числе РЯ. 
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Масс-спектрометрические методы позволяют полу-

чать спектры распределения белков в смеси по массе. 

При этом каждому белку соответствует определенный 

пик, положение которого определяется соотношением 

массы и заряда белка, а интенсивность неявным обра-

зом отражает его количество. Во всех масс-спектроме-

трических методах белки должны быть предваритель-

но ионизованы. В случае так называемой MALDI-TOF 

(matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-

flight – опосредованная матрицей времяпролетная 

лазерная десорбция / ионизация) это достигается до-

бавлением к белкам органической матрицы, являю-

щейся донором протонов. Матрица взаимодействует 

с белками и формирует кристаллоидную структуру. 

При облучении этой структуры лазером ионизованные 

индивидуальные молекулы белков отрываются от по-

верхности и движутся к катоду. Чем меньше по массе 

и чем сильнее заряжен белок, тем быстрее он достига-

ет противоположно заряженного электрода, по време-

ни движения иона до электрода определяют соотно-

шение массы и заряда белка. При облучении лазером 

образуются преимущественно однозарядные ионы, 

и для них соотношение массы и заряда примерно сов-

падает с массой [21]. Методы масс-спектрометрии по-

зволяют очень быстро анализировать большое коли-

чество образцов, требуют сравнительно небольшого 

количества биологического материала, обладают вы-

сокой чувствительностью и хорошим разрешением 

для низкомолекулярных белков и пептидов, что дела-

ет особенно перспективным их использование для по-

иска биомаркеров [28].

Из прямых масс-спектрометрических методов 

для обнаружения биомаркеров заболеваний лучше все-

го приспособлена технология SELDI-TOF (surface-

enhanced laser desorption / ionization time-of-flight – уси-

ленная поверхностью лазерная десорбция / ионизация 

с регистрацией времени пролета), совмещающая в се-

бе масс-спектрометрическую детекцию белков с ис-

пользованием их чипов. Белковый чип представляет 

собой пластинку с 8 пятнами хроматографической 

поверхности, на которую наносят образцы исследуе-

мой жидкости перед анализом. Используются чипы 

с различной хроматографической поверхностью: ги-

дрофильной (нормально-фазовой), гидрофобной (об-

ращенно-фазовой), анионообменные, катионообмен-

ные или металлоаффинные. Кроме того, существуют 

чипы с активированной поверхностью для связывания 

любого аффинного сорбента. В зависимости от типа 

чипа и используемого буфера с активной поверхно-

стью связывается разный набор белков, а не связавши-

еся белки отмываются. После отмывки чип со связав-

шимися белками высушивают и наносят на матрицу, 

помещают в вакуумную камеру, а пятна облучают ла-

зером. Ионизованные за счет энергии лазера белки 

отрываются от поверхности чипа, по вакуумной труб-

ке летят к противоположно заряженному электроду 

и там детектируются [22].

Использование чипов позволяет проводить упро-

щенное хроматографическое фракционирование био-

логической жидкости перед масс-спектрометрическим 

анализом. В результате полученные спектры содержат 

более или менее хорошо разрешенные пики. Примене-

ние масс-спектрометрии SELDI-TOF началось с раз-

работки компьютерных методов классификации спек-

тров, рассматриваемых как «черные ящики», т. е. 

без идентификации биомаркеров, и в первых же рабо-

тах были достигнуты высокие значения чувствитель-

ности и специфичности диагностики [20, 29]. В других 

работах некоторые дискриминаторные пики были 

идентифицированы [30–33].

Метод SELDI-TOF имеет очень высокую произво-

дительность. В течение дня могут быть проанализиро-

ваны десятки образцов. Кроме того, процедура может 

быть автоматизирована, и тогда производительность 

повышается еще во много раз. В качестве биологиче-

ского материала для исследования с помощью SELDI-

TOF могут быть использованы как биологические 

жидкости (плазма крови, моча), так и белковые экс-

тракты из тканей. Технологию SELDI-TOF можно ис-

пользовать как альтернативу двумерному электрофо-

резу для поиска биомаркеров и их дальнейшей 

идентификации [34, 35].

Несмотря на множество преимуществ технологии 

SELDI-TOF, реальные ее возможности являются пред-

метом ожесточенных дискуссий в научном сообщест-

ве. На данном этапе технология SELDI-TOF широко 

применяется для разработки диагностики различных 

видов рака, оставаясь при этом в значительной степе-

ни эмпирическим методом [36].

Для разработки адекватного диагностического 

метода большое значение имеет правильный подбор 

выборок. Прежде всего, не должно быть статистиче-

ски значимых отличий между сравниваемыми вы-

борками по другим признакам, кроме наличия или 

отсутствия болезни [37]. Для этого во всех исследо-

ваниях используют сыворотки крови пациентов 

с впервые диагностированным раком, еще не прохо-

дивших никаких курсов терапии, так как результаты 

лечения сами по себе могут существенно отразиться 

на структуре белка. Исследуемые группы не должны 

заметно различаться по среднему возрасту, иначе най-

денные отличия могут быть следствием не болезни, 

а возрастных изменений. Другим источником систе-

матических отличий могут быть несоответствия в ме-

тодиках получения или хранения образцов сыворот-

ки вследствие того, что контрольные сыворотки 

получены из другого источника, чем сыворотки боль-

ных раком [37].

Из всех биомаркеров, идентифицированных 

с использованием масс-спектрометрических мето-
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дов, наибольший интерес вызывает сывороточный 

амилоид А1 (SAA), так как, по последним данным, 

он может оказывать непосредственное влияние 

на развитие опухоли. SAA острой фазы (A-SAA) 

впервые был обнаружен как растворимый предше-

ственник амилоида А – белка, образующего амило-

идные накопления при хроническом воспалении 

[38]. Концентрация A-SAA в крови при воспалении 

повышается до 1 мг / мл и более при норме 1– 

10 мкг / мл [39].

Известно, что концентрация A-SAA повышается 

при инфекционных заболеваниях бактериальной и ви-

русной природы (Nakayama et al., 1993), остром пан-

креатите [11], инфаркте миокарда [40], после ожогов 

[41]. В большинстве случаев повышенный уровень 

SAA коррелирует с тяжестью протекания и неблаго-

приятным исходом заболевания [40–42].

Уже несколько десятилетий назад было замечено 

повышение уровня A-SAA в крови у больных РЯ [43, 

44], раком простаты [45] и раком толстой кишки [46]. 

Более того, уровень A-SAA коррелирует со стадией за-

болевания и достигает наибольших значений на ста-

дии образования метастазов [43, 45].

Было проведено исследование уровня A-SAA 

при раке желудка, в результате которого обнаружена 

тенденция к увеличению концентрации A-SAA в сы-

воротке при увеличении размера и стадии опухоли. 

Через месяц после операции концентрация A-SAA 

достигала уровня, характерного для здоровых женщин 

(0,0034 ± 0,0028 г / л). Позже повышение концентрации 

A-SAA (0,17 ± 0,6 г / л) свидетельствовало о наличии 

рецидива, при этом новым очагом опухоли могли слу-

жить различные органы: печень, лимфоидная ткань, 

кость [47].

Неоднократно исследовали влияние повышенной 

концентрации A-SAA на прогноз заболевания. Было 

показано, что для больных раком на поздней стадии 

при концентрации A-SAA выше 0,01 г / л средняя про-

должительность жизни существенно меньше, 

чем при концентрации A-SAA ниже 0,01 г / л [43].

По данным D. C. Chan et al., у пациентов с концен-

трацией A-SAA более 0,097 г / л риск летального исхо-

да увеличивался почти в 4 раза. Эти наблюдения сви-

детельствуют в пользу того, что повышенный уровень 

A-SAA может оказывать влияние на прогрессию зло-

качественной опухоли [47].

При использовании протеомных методов поиска 

биомаркеров A-SAA был выявлен как один из потен-

циальных биомаркеров РЯ [48], рака легких [49], по-

чки [50], носоглотки [51].

A-SAA был идентифицирован в качестве маркера 

метастазирования аденокарциномы простаты в кост-

ную ткань [48]. Для рака легкого показано прогресси-

рующее увеличение концентрации A-SAA с прогрес-

сированием рака. При этом показано, что после 

операции или химиотерапии уровень A-SAA снижает-

ся [52].

Сначала считалось, что A-SAA у пациентов со зло-

качественными опухолями синтезируется в печени, 

и повышение его концентрации в крови является след-

ствием системного ответа организма на сопутствую-

щее злокачественной опухоли воспаление. Однако 

для рака толстой кишки было показано, что повышен-

ная экспрессия A-SAA наблюдается в опухолевой тка-

ни [53]. Повышенная экспрессия A-SAA была также 

обнаружена в клетках хориокарциномы и в трофобла-

сте I триместра беременности [54]. В то же время 

для рака желудка иммуногистохимическое окрашива-

ние показало наличие A-SAA в основном в кровенос-

ных сосудах, а не непосредственно в опухолевых клет-

ках [47].

Связь A-SAA c разнообразными заболеваниями 

человека, включая ревматоидный артрит, атеро-

склероз и злокачественные опухоли, привлекла 

к нему внимание специалистов. Данные о свойст-

вах A-SAA, накопленные в последние годы, позво-

ляют предположить, что этот белок может играть 

активную роль в патогенезе упомянутых заболева-

ний. К настоящему времени накоплено большое 

количество разносторонней информации о взаимо-

действиях белка A-SAA с различными белками-

партнерами и их последствиях. A-SAA оказывает 

влияние на воспалительный процесс, индуцирует 

экспрессию ряда матриксных металлопротеиназ, 

изменяет липидный метаболизм, взаимодействует 

с межклеточным матриксом. Наибольший интерес 

вызывает способность A-SAA активировать экс-

прессию транскрипционного фактора NF-κB и ма-

триксных металлопротеиназ [11].

Способность A-SAA стимулировать пролифера-

цию клеток, ингибировать апоптоз, а также стимули-

ровать ангиогенез была напрямую продемонстрирова-

на на синовиоцитах больных ревматоидным артритом. 

Доказано, что за реализацию этих свойств отвечает 

рецептор FPRL1. Следует отметить, что патологиче-

ские процессы, характерные для ревматоидного артри-

та, имеют много общего с развитием злокачественной 

опухоли [55].

На основании вышесказанного можно предполо-

жить, что A-SAA при злокачественных опухолях не яв-

ляется просто маркером воспаления, а тесно связан 

с процессом опухолевой трансформации. Кроме того, 

A-SAA имеет еще ряд важных для потенциального 

маркера преимуществ. Во-первых, его концентрация 

в сыворотке в норме в 10–100 раз ниже, чем у других 

кандидатных маркеров. Во-вторых, при болезни кон-

центрация A-SAA увеличивается в 100 раз и более, 

тогда как концентрация других маркеров, выявленных 

масс-спектрометрическими методами, меняется срав-

нительно слабо [53, 54].
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