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Резюме. Разработка эффективных способов предикции, диагностики и терапии органов женской 
репродуктивной системы является актуальной задачей. Большой интерес как в диагностическом, так 
и терапевтическом аспектах представляют естественные антигликановые антитела (АГАТ), т.к. АГАТ 
очень разнообразны, а их специфичность отобрана в ходе эволюции. В данной работе исследована 
возможность использования метода гликоэррея, а также сигнатурного подхода для предсказания эф-
фективности проводимой терапии при раке молочной железы (РМЖ), а также целенаправленному 
поиску естественных антител с терапевтическим потенциалом.

Объектом исследования явилась сыворотка периферической крови условно здоровых доноров – 
женщин (n = 27) и пациентов с установленным диагнозом метастатический РМЖ перед началом 
проведения терапии (n = 29). Медианный возраст пациентов составил 48 лет. Медианный возраст 
здоровых составил 50 лет. Пациентки получали лечение сочетанной терапией доксирубицином и гер-
цептином с разным исходом: 11 пациенток не ответили на лечение и 18 пациенток ответили (опу-
холь не диагностировалась). Для исследования АГАТ использовали гликоэррей, на котором напеча-
тано более 200 различных гликанов. Связавшиеся с лигандами антитела детектировали с помощью 
Ig(G+M+А)-biot. Для поиска комбинации диагностически значимых АГАТ (сигнатуры) использова-
ли разработанный ранее математический аппарат «Иммунорулер».

Исследована возможность использования гликоэррея для предсказания эффективности терапии 
на примере РМЖ. В исследование вошли пациентки, получавшие сочетанную терапию доксируби-
цином и герцептином, результат которой отслеживали по прошествии 18-24 недель. Оказалось, что 
сигнатура, состоящая из 10 АГАТ, с высокой чувствительностью и специфичностью (90 и 91% соот-
ветственно), позволяет предсказать эффективность назначенной терапии.

Подтверждена возможность диагностики РМЖ с использованием АГАТ. В уточненную сигнату-
ру вошло 5 антител: уровень двух АГАТ был значимо выше у пациентов, чем у доноров, и это, по-
видимому, адаптивные антитела, появившиеся в ответ на возникшую патологию. Для трех других 
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антител сигналы у пациентов ниже, чем у здоровых индивидуумов, что может свидетельствовать об 
истощении гуморального звена иммунитета при развитии РМЖ. Т.е. такие АГАТ могут обладать те-
рапевтическим потенциалом, и, благодаря использованию скрининговой технологии гликоэррея, их 
можно искать целенаправленно. 

Ключевые слова: органы женской репродуктивной системы, онкология, рак молочной железы, естественные 
антигликановые антитела, гликоэррей, сигнатура
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Abstract. The development of effective methods for prediction, diagnostics and treatment of female 
reproductive disorders is an urgent task. Natural antiglycan antibodies (AGAT) are of great interest in both 
diagnostic and therapeutic aspects, since AGATs are very diverse, and their specificities were selected in the 
course of natural evolution. In this work, we investigated the possibility of using glycoarray technique, as well as 
the signature approach to predict effectiveness of therapy in breast cancer (BC), as well as a targeted search for 
natural antibodies with therapeutic potential. 

We studied blood serum samples of apparently healthy female donors (n = 27), and patients with established 
diagnosis of metastatic breast cancer prior to starting therapy (n = 29). The median age of the patients was 48 
years, 41% had “ER/PR+”-status, 59% – “ER/PR-“-status.  The median age of healthy subjects was 50 years. 
The patients received combined therapy with doxorubicin and herceptin with different outcomes: 11 patients 
did not respond to treatment and 18 patients showed clinical response (the tumor was not revealed). For the 
study with AGAT, glycoarray was used, on which more than 200 different glycans were printed. The antibodies 
bound to the ligands were detected using biotinylated goat antibodies against human Ig (G+M+A). To search 
for a combination of diagnostically significant AGATs (signatures), the previously developed calculation tool 
“Immunoruler” was used.

An opportunity of using glycoarray to predict efficiency of therapy was studied in breast cancer patients. The 
study included patients receiving combination therapy with doxirubicin and herceptin, with clinical response 
monitored at 18-24 weeks. A signature consisting of 10 AGATs with high sensitivity and specificity (90 and 
91%, respectively) proved to predict efficiency of the administered therapy.

The possibility of breast cancer diagnosis using AGAT has been further confirmed. The specified signature 
included five antibodies: the level of two AGATs was significantly higher in patients than in donors, which could 
be adaptive antibodies developed in response to emerging malignancy. For three other antibodies, the registered 
signals in patients were lower than in healthy controls, thus, probably, indicating depletion of humoral immunity 
during the development of breast cancer. Hence, such AGATs may have some therapeutic potential, and, by 
usage of glycoarray screening technology, they could be searched in purposeful manner.

Keywords: female reproductive system, oncology, breast cancer, natural anti-glycan antibodies, glycoarray, signature

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-04-
00749.

Введение
Для органов женской репродуктивной системы 

(ОЖРС) характерен широкий спектр заболева-

ний, включающий инфекционные и онкологиче-
ские. Некоторые из них протекают бессимптом-
но, что часто приводит к трудно коррегируемым 
или необратимым последствиям – бесплодию, 
потере органа, но могут иметь и фатальный ис-
ход. Поэтому разработка эффективных способов 
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предикции, диагностики и терапии заболеваний 
ОЖРС является актуальной задачей. Особое вни-
мание заслуживает появившийся в последние 
годы тренд к увеличению частоты встречаемости 
больших акушерских синдромов (в первую оче-
редь преэклампсии) и онкологических заболева-
ний ОЖРС. Имеющиеся на сегодняшний день 
молекулярные маркеры не обладают достаточной 
чувствительностью и специфичностью для этих 
заболеваний, а терапевтические препараты обла-
дают высокой токсичностью как для матери, так 
и для плода, что требует развития совершенно но-
вых подходов как в диагностике, так и в терапии. 

Большой интерес в этом аспекте представ-
ляют естественные антигликановые антитела 
(АГАТ). Это часть пула иммуноглобулинов, ко-
торые секретируются особой субпопуляцией 
B1-лимфоцитов (CD5+) без предварительной 
внешней стимуляции. Они участвуют в выведе-
нии патогенов через активацию системы компле-
мента, а также играют важную роль в надзоре за 
постоянно появляющимися трансформирован-
ными клетками. АГАТ очень разнообразны [2, 
7]. Поскольку их специфичность отобрана в ходе 
эволюции, они представляют собой широчай-
ший резервуар потенциальных маркеров для диа-
гностики и прогностики различных заболеваний, 
в первую очередь для многофакторных патоло-
гий, к которым можно отнести аутоиммунные 
заболевания и большие акушерские синдромы, 
а также для онкологии, поскольку опухоли име-
ют неустойчивый геном и быстро меняющийся 
фенотип. АГАТ также имеют большой потенциал 
для использования в терапии, т.к. лечение пре-
паратами иммуноглобулинов для внутривенно-
го введения, которые содержат огромный набор 
естественных антител, уже давно применяется 
в медицинской практике, однако из всего пула 
специфичностей, которые присутствуют в этом 
препарате [15], лишь ограниченная часть ока-
зывает реальный терапевтический эффект. Раз-
работка подхода по целенаправленному поиску 
естественных антител с терапевтическим потен-
циалом позволила бы задействовать естествен-
ную защиту организма и использовать внутри-
венные иммуноглобулины более эффективно.

Материалы и методы
Объектом исследования явилась сыворотка 

периферической крови условно здоровых доно-
ров – женщин (n = 27) и пациентов с установлен-
ным диагнозом метастатический рак молочной 
железы (РМЖ) перед началом проведения тера-
пии (n = 29). Медианный возраст пациентов со-
ставил 48 лет (диапазон 28-78), 41% имели статус 
ER/PR+, а 59% – ER/PR-. Медианный возраст 
здоровых составил 50 лет (диапазон 35-60). Да-
лее эти пациентки получили лечение сочетанной 

терапией доксирубицином и герцептином с раз-
ным исходом – 11 пациенток, у которых по про-
шествии 18-24 недель улучшений либо не было, 
либо опухоль по-прежнему диагностировалась, и 
18 пациенток, у которых через 18-24 недели после 
начала терапии опухоль не диагностировалась.

Для исследования АГАТ использовали глика-
новый эррей (гликоэррей), представляющий со-
бой подложку, на которой иммобилизовано от 
200 до 400 гликанов – компонентов гликопроте-
инов, гликолипидов, фрагментов бактериальных 
полисахаридов и др. Связавшиеся с лигандами 
антитела детектировали с помощью биотинили-
рованных вторичных антител козы, узнающих 
иммуноглобулины G, M и А, как описано в [16]). 
Гликоэррей позволяет фиксировать изменения в 
уровнях антител с высокой точностью, при этом 
сотни активностей могут быть протестированы с 
помощью одного чипа.

Для поиска комбинации диагностически зна-
чимых АГАТ (сигнатуры) по данным гликоэррея 
использовали разработанные ранее методологию 
и математический аппарат, названный «Иммуно-
рулер» [16], с помощью которых можно дискри-
минировать «случаи» и «контроли», определять 
степень риска возникновения заболевания, а 
также прогнозировать его исход. 

Результаты и обсуждение
Диагностика
В литературе описано множество заболева-

ний, при которых возникает аберрантное глико-
зилирование, что сопровождается изменениями 
в профилях АГАТ. Это характерно для онкологи-
ческих [9, 11, 13], аутоиммунных заболеваний [5, 
10, 17], а также осложнений беременности [13, 
18]. Использование гликанового эррея и сигна-
турного подхода уже позволило найти сигнатуры 
для таких видов рака ОЖРС, как рак молочной 
железы [3] и рак яичника [8]; при этом чувстви-
тельность и специфичность такого мультифак-
торного подхода заметно превышает показатели 
стандартных тестов [4, 8]. 

Нами была исследована возможность исполь-
зования гликоэррея для предсказания эффектив-
ности терапии на примере РМЖ. В исследование 
вошли пациентки, получавшие сочетанную тера-
пию химиотерапевтиком доксирубицином и гер-
цептином, и результат которой отслеживали по 
прошествии 18-24 недель. Оказалось, что сигна-
тура, состоящая из 10 антигликановых антител, 
с высокой чувствительностью и специфично-
стью (90 и 91%, соответственно), позволяет пред-
сказать эффективность назначенной терапии 
(рис. 1, см. 3-ю стр. обложки).

Эффективность сигнатурного подхода в диа-
гностике была показана и для больших акушер-
ских синдромов, таких как преэклампсия (ПЭ) и 
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задержка роста плода (ЗРП), что позволяет диф-
ференцировать пациенток с ПЭ и пациенток с 
ЗРП, а также пациенток с другими гипертензив-
ными расстройствами во время беременности [1]. 
Особенностью этой работы является то, что для 
диагностики ПЭ и ЗРП проводили раздельное 
определение IgM и IgG (а не суммарно, как в 
других исследованиях), что позволило получить 
сигнатуры, содержащие иммуноглобулины обо-
их классов, что свидетельствует о вовлеченности 
антител обоих классов в патологических процесс. 

Терапия
АГАТ, благодаря своим свойствам удалять 

трансформированные клетки, могут обладать и 
терапевтическим потенциалом, если их уровень 
понижен у пациентов с патологией по сравнению 
со здоровыми донорами. Однако поиск таких 
антител затруднен из-за большого разнообразия 
специфичностей. На сегодняшний день известно 
о нескольких АГАТ, которые снижены при пато-
логии [6, 9, 11, 12], однако их специфичность в 
отношении антигенов опухоли была показана 
только для антител, направленных к дисахариду 
Galβ1-3GlcNAcβ (LeC) на клетках линии рака 
молочной железы ZR-75-1 [14] и к углеводной 

компоненте рецептора CD55 клеток рака желудка 
(точная мишень не установлена) [6]. Кроме того, 
недавние исследования, проведенные нашей 
группой, показали, что анти-LeC-антитела могут 
вызывать апоптоз клеток линии ZR-75-1 (клетки 
рака молочной железы человека), предположи-
тельно активируя внутренний путь (данные пока 
не опубликованы). Исследование, проведенное 
Tupitsyn и соавт. [14], выявило, что у 36% взятых 
в исследование пациенток антиген LeC экспрес-
сировался клетками опухоли, а уровень анти-LeC 
в периферической крови был понижен, т.е. для 
более, чем трети женщин с РМЖ возможна раз-
работка подхода, основанного на применении 
антительной терапии с использованием специ-
фических анти-LeC-иммуноглобулинов. Однако 
описанные выше антитела были найдены больше 
по воле случая, чем целенаправленно.

Совместно с коллегами из компании Цел-
лексикон (Ла Хойя, США) была получена уточ-
ненная сигнатура для рака молочной железы 
(анализировались данные по 56 индивидуумам), 
состоящая из пяти антигликановых антител 
(рис. 2, см. 3-ю стр. обложки).

Рисунок 3. Боксплоты распределения сигналов в группах здоровых доноров и пациенток (РМЖ) для антител, 
вошедших в сигнатуру для рака молочной железы
Примечание. Специфичность АГАТ указана на боксплотах.
Figure 3. Boxplots of signal distribution in groups of healthy donors and patients (BC) for antibodies included to signature for breast 
cancer
Note. Specificity of AGA is indicated on boxplotes.
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здоровыми донорами (рис. 3). 

Из рисунка 3 видно, что уровень двух АГАТ, во-
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звена иммунитета при развитии рака молочной 
железы. Т.е. такие АГАТ могут обладать терапев-

тическим потенциалом, и, благодаря использо-
ванию скрининговой технологии гликоэррея, их 
можно искать целенаправленно.

Заключение
Гликоэррей становится инструментом, от-

крывающим новые возможности в молекулярной 
диагностике сложных системных заболеваний, 
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ственных антител, обладающих терапевтическим 
потенциалом.
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