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Реферат

Цель: Разработка новых подходов в исследовании вирусных частиц в крови при патологии (рак
шейки матки (РШМ) и рак молочной железы (РМЖ)) с применением растровой электронной мик-
роскопии (РЭМ) и иммунофлуоресцентного анализа (МФА): изучение морфологии эритроцитов и
наличия наноразмерных структур (НРС) на поверхности эритроцитов во время проведения луче-
вой терапии (ЛТ), а также определение состава НРС.

Материал и методы: В данной работе были исследованы образцы венозной крови пациентов с
диагнозом РШМ и РМЖ до, во время и после проведения ЛТ на линейном ускорителе электронов
(суммарная доза 48–50 Гр). Методами исследования являлись МФА и РЭМ.

Результаты: Методом МФА до и после ЛТ на мембране эритроцитов были обнаружены использо-
ванные в работе мышиные моноклональные антитела против белков вируса папилломы челове-
ка (ВПЧ) типов 1, 6, 11, 16, 18 и 31 и козьи поликлональные антитела против H и L цепей мыши-
ных иммуноглобулинов, конъюгированные с флуоресцеином, что свидетельствовало о прикреп-
лении вирусных частиц (ВПЧ и везикулы) к поверхности эритроцитов.

Заключение: Результаты данного исследования свидетельствуют о том, что вирусные частицы
циркулируют в крови пациентов с диагнозами РШМ и РМЖ путем адсорбции на поверхности
эритроцитов. Возможно, что это может влиять на этиологию и развитие заболевания, его реци-
дивов и явления метастазирования. В ходе исследования было выявлено изменение количества
вирусных частиц в крови в ходе ЛТ, что может быть использовано в качестве параметра для оцен-
ки эффективности ЛТ.
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человека, лучевая терапия, растровая электронная микроскопия, иммунофлуоресцентный 
анализ

Abstract
Purpose: To develop new approaches in the study of viral particles in the blood in pathology (cervical
cancer (CC) and breast cancer (BC)) and its therapy using scanning electron microscopy (SEM) and im-
munofluorescence analysis: to study the morphology of erythrocytes and the presence of nanoscale
structures (NSS) on the surface of erythrocytes during radiation therapy (RT), as well as to determine
the composition of NSS.
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Введение

Рак молочной железы (РМЖ) и рак шейки
матки (РШМ) являются двумя наиболее распро-
страненными видами раковых заболеваний у
женщин.

РМЖ стал наиболее распространенным
диагностируемым раком во всем мире. РШМ
является четвертым по распространенности
видом рака у женщин после РМЖ, колоректаль-
ного рака и рака легких и ежегодно становится
причиной 600 тыс. новых случаев и 340 тыс.
смертей [1–3].

Несмотря на внедрение новых комплекс-
ных мер диагностики, профилактики и лече-
ния РШМ и РМЖ, прогнозируется дальнейший
рост этих заболеваний. Кроме того, наблюдает-
ся частое появление рецидивов РШМ и РМЖ
после различных видов радикального лечения,
включая лучевую терапию (ЛТ) на ранних эта-
пах болезни, что усложняет терапию и оказы-
вает отрицательное влияние на выживаемость
пациентов. Стоит отметить, что на данный мо-
мент нет ясного объяснения причин рециди-
вов. Поэтому необходимо разработать новые
подходы в исследовании механизмов возник-
новения и развития заболеваний на молеку-
лярном и клеточном уровнях, а также в оценке
эффективности лечения и выявления причин
рецидивов [4–9].

Известно, что более 99 % случаев РШМ
вызваны инфекцией – вирусом папилломы че-
ловека (ВПЧ). Важно отметить, что на сего-
дняшний день, прямая связь РМЖ с ВПЧ оста-

ется предметом дискуссий и исследований. Хо-
тя рак груди обычно не считается связанным с
ВПЧ, существуют исследования, продемон-
стрировавшие наличие ДНК ВПЧ в тканях
РМЖ. Распространенность ВПЧ в этих исследо-
ваниях, как было показано, колеблется от 4 до
42 %, причем ВПЧ типа 16 является часто об-
наруживаемым [10–14].

В ходе предыдущих исследований морфо-
логии эритроцитов, проведенных авторами с
использованием метода растровой электрон-
ной микроскопии (РЭМ), были выявлены нано-
размерные структуры (НРС) на поверхности
эритроцитов у пациентов с РШМ. Размеры этих
НРС сопоставимы с размерами ВПЧ типов 16 и
18, а также с размерами везикул [15]. Открытие
этого явления вызвало необходимость в более
глубоком исследовании природы этих НРС (ви-
русных частиц – вирусов и везикул) и в анализе
их влияния на морфологические изменения
эритроцитов в процессе ЛТ.

Предполагается, что НРС, находящиеся
на поверхности эритроцитов до, во время и
после ЛТ, могут представлять собой вирусы или
везикулы [16].

Ранее авторами было установлено, что ко-
личество, формы и размеры этих частиц изме-
няются в зависимости от этапов ЛТ. Увеличе-
ние числа НРС во время лечения и его измене-
ние (вплоть до полного исчезновения в конце
терапии) как в крови, так и на эритроцитах,
подчеркивают реакцию организма на ионизи-
рующее излучение (ИИ) во время ЛТ. Вероятно,
эти НРС (частицы, количество которых сохра-
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Material and methods: In this work, venous blood samples from patients diagnosed with CC and BC
were examined before, during and after RT. RT was performed on a linear electron accelerator (a total
dose of 48–50 Gy). The research methods were SEM and immunofluorescence analysis.

Results: Using the immunofluorescence analysis before and after RT, murine monoclonal antibodies
against human papillomavirus (HPV) proteins of types 1, 6, 11, 16, 18, and 31 and goat polyclonal anti-
bodies against the H and L chains of murine immunoglobulins conjugated with fluorescein were de-
tected on the erythrocyte membrane, which indicated the attachment of viral particles (HPV and vesi-
cles) to the surface of erythrocytes.

Conclusion: The results of this study indicate that viral particles circulate in the blood of patients di-
agnosed with CC and BC by adsorption on the surface of erythrocytes. It is possible that this may affect
the etiology and development of the disease, its recurrence and the phenomenon of metastasis. The
study revealed a change in the number of viral particles in the blood during RT, which can be used as a
parameter for evaluating the effectiveness of RT.

Key words: erythrocytes, cervical cancer, breast cancer, human papillomavirus, radiation therapy,
scanning electron microscopy, immunofluorescence analysis
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няется в процессе терапии) представляют со-
бой вирусы. Как вирусы, остающиеся в крови
после лечения, так и везикулы на поверхности
мембраны эритроцитов могут способствовать
возникновению рецидивов заболевания. Инте-
ресно, что увеличение числа везикул в крови во
время ЛТ может быть связано с изменением
свойств мембран дисморфных эритроцитов, а
также более интенсивным выделением раковы-
ми клетками везикул под воздействием ИИ во
время ЛТ [16].

На основе этих предположений была вы-
двинута гипотеза о том, что вирусные частицы
ВПЧ могут прикрепляться на цитоплазматиче-
ской мембране эритроцитов, обеспечивая их
циркуляцию в организме у людей с РШМ и
РМЖ.

В данной работе используется метод им-
мунофлуоресцентного анализа (МФА) для ис-
следования НРС, локализованных на мембране
эритроцита – предположительно ВПЧ типов 16,
18, до и после проведения ЛТ. Это позволит не
только подтвердить или опровергнуть гипотезу
о возможном прикреплении вирусных частиц к
эритроцитам, но и открыть новые перспективы
в понимании механизмов развития и рецидива
РШМ и РМЖ.

Материал и методы

В данной работе методами МФА и РЭМ
были исследованы образцы венозной крови па-
циентов радиотерапевтического отделения
Якутского республиканского онкологического
диспансера с подтвержденным диагнозом
РШМ и РМЖ до, во время и после проведения
ЛТ. ЛТ проводилась на линейном ускорителе
электронов (суммарная доза 48–50 Гр). Все па-
циенты дали свое письменное информирован-
ное согласие на участие в исследовании.

Для изучения поверхности эритроцитов с
использованием метода РЭМ были приготовле-
ны образцы венозной крови пациентов в виде
тонких слоев, равномерно распределенных на
сухом обезжиренном предметном стекле, высу-
шенных при комнатной температуре. Образцы
были исследованы на РЭМ JSM-7800F фирмы
JEOL с термополевым эмиссионным катодом
Шоттки и супергибридной объективной лин-
зой при ускоряющем напряжении 1–1,5 кВ и
рабочем расстоянии 3,9–4,5 мм.

Для обнаружения НРС на поверхности
эритроцитов методом МФА был разработан

специальный протокол пробоподготовки эрит-

роцитарной массы крови пациентов с диагно-

зами РШМ и РМЖ с учетом необходимости со-

хранения адсорбированных НРС на поверхно-

сти эритроцитов. В исследовании используется

непрямой иммунофлуоресцентный анализ. В

качестве первичных антител были использова-

ны мышиные моноклональные антитела про-

тив белков ВПЧ типов 1, 6, 11, 16, 18 и 31

MAB837 (Sigma-Aldrich), в качестве вторичных

антител – козьи поликлональные антитела про-

тив H и L цепей мышиных иммуноглобулинов,

конъюгированными с флуоресцеином (FITC)

(Stemcell Technologies, кат. # 60138FI). Сухие

мазки были подготовлены после часовой инку-

бации образцов с антителами и визуализирова-

ны при помощи микроскопа AxioVert.A1 (Zeiss)

с флуоресцентным фильтром FITC, а также си-

стемой цифровой визулизации Logos Celena S.

Результаты и обсуждение

В качестве примера на рис. 1 представле-

ны РЭМ изображения поверхности эритроци-

тов сухого мазка крови пациента с диагнозом

РШМ до ЛТ: на поверхности эритроцитов

наблюдаются НРС.

На рис. 2 представлены изображения

эритроцитов образца крови того же пациента с

диагнозом РШМ, которые были получены в со-

ответствии с нашим специально разработан-

ным протоколом пробоподготовки. На пред-

ставленных изображениях наблюдаются ха-

рактерные свечения на поверхности отдельных

эритроцитов, что служит дополнительным под-

тверждением гипотезы авторов о том, что НРС,

наблюдаемые на РЭМ изображениях, могут

представлять собой вирусные частицы.

На рис. 3 представлены РЭМ-изображе-

ния поверхности эритроцитов сухого мазка

крови пациента с диагнозом РМЖ до (а) и во

время (б) ЛТ. На основе представленных сним-

ков можно сделать вывод, что НРС продолжают

обнаруживаться на поверхности эритроцитов

и после проведения ЛТ.

Изображения, полученные методом МФА,

для образца крови пациента с диагнозом РМЖ,

представлены на рис. 4. На этих изображениях

также наблюдается характерное свечение не-

которых эритроцитов, что может говорить о на-

личии вирусных частиц в крови пациентов с

диагнозом РМЖ.
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Рис. 1. а – эритроцит при увеличении 10000; б – НРС на поверхности эритроцита при увеличении 20000 с
указанием их размеров

Рис. 2. Снимки мазков крови пациента с диагнозом РШМ: а – фазовый контраст; б – флуоресцентный режим

Рис. 3. РЭМ-изображения пациента с диагнозом РМЖ: а – до лучевой терапии; б – во время лучевой терапии

а б

а б

а б



В результате исследования образцов
эритроцитарной массы венозной крови мето-
дом МФА была показана адсорбция вирусных
частиц на поверхности эритроцитов в патоло-
гии (РШМ, РМЖ) и во время ЛТ в организме че-
ловека. Известны работы, в которых было обна-
ружено явление прикрепления вирусов на по-
верхности эритроцитов вне организма челове-
ка. Это взаимодействие между клетками и ви-
русными частицами может оказывать значи-
тельное влияние на морфологические и биофи-
зические характеристики клеток, а также, воз-
можно, играть ключевую роль в патогенезе за-
болевания, влиять на эффективность лечения
и способствовать возникновению рецидивов.

Также было проведено исследование со-
става НРС другим методом. Для проведения
элементного анализа НРС на поверхности
эритроцитов и в плазме крови использовали
дополнительный модуль РЭМ – систему энерго-
дисперсионного микроанализа Oxford INCA
Energy 350. Принцип работы микроанализато-
ра заключается в возбуждении атомов анали-
зируемого вещества электронным пучком (зон-
дом) высокой энергии с одновременной регист-
рацией характеристического рентгеновского
излучения атомов, входящих в состав этого ве-
щества. Для анализа состава НРС ис поль зо ва -
ли ускоряющее напряжение 3–4 кВ. В результа-
те исследования определили состав 13 НРС в
одном образце крови пациента с диагнозом
РШМ до и после лучевой терапии. Например,
на рис. 5 представлены область наведения
электронного пучка – одна из НРС (а) и ее
элементный состав (б).

На рис. 5в представлена гистограмма, по-
казывающая средний элементный состав этих
структур в процентах. Данные показывают, что
в состав НРС входят углерод (C), азот (N), кисло-
род (O) и фтор (F), которые также входят в со-
став белков капсидов вирусов [17–24].

Заключение

В результате комплексного исследования
была подтверждена гипотеза о вирусной при-
роде НРС, выявленных на поверхности эритро-
цитов у пациентов с диагнозами РШМ и РМЖ.
Полученные результаты свидетельствуют о
том, что вирусные частицы адсорбируются на
поверхности эритроцитов, что может суще-
ственно влиять на этиологию и развитие онко-
логических заболеваний, ассоциированных с
ВПЧ, а также на их рецидивы.

Разработанный подход открывает новые
возможности в области онкологии для профи-
лактики, диагностики и мониторинга лечения
РШМ и РМЖ, а также для проведения прогно-
стических исследований у пациентов с этим за-
болеванием. Более того, данный метод может
быть адаптирован для изучения и диагностики
других вирусных заболеваний.

Результаты, полученные с помощью РЭМ,
свидетельствуют, что у пациентов с РШМ и
РМЖ наблюдаются изменения в количестве
НРС, обнаруженных на поверхности эритроци-
тов на разных этапах ЛТ. После окончания ЛТ
НРС полностью не исчезают, а продолжают со-
храняться на поверхности эритроцитов. На-
блюдаемые изменения могут служить основой
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Рис. 4. Снимки мазков крови пациента с диагнозом РМЖ: а – до лучевой терапии; б – во время лучевой тера-
пии

а б
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для разработки показателей эффективности ЛТ
раковых заболеваний и объяснить причины
возникновения рецидивов и развития заболе-
вания.
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среднего элементного весового состава НРС в про-
центах
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