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^^'Г ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы. В последние годы было установлено, 
что вне клеток, и прежде всего в плазме крови животных и человека в 
норме и при патологиях, присутствуют эндогенные внеклеточные 
дезокси- и рибонуклеиновые кислоты. Поскольку в составе 
циркулирующих нуклеиновых кислот крови онкологических больных 
вне зависимости от локализации опухоли присутствуют 
онкоспсцифические последовательности, а в крови беременных 
циркулируют нуклеиновые кислоты плода, внеклеточные нуклеиновые 
кислоты находят применение в качестве неинвазивного материапа для 
медицинской диагностики. 

Биологическая роль циркулирующих нуклеиновых кис;ют 
в настоящее время не ясна, однако исследование процессов, 
обеспечивающих появление и циркуляцию внеклеточных нуклеиновых 
кисаот в крови, и изучение биологических эффектов, вызываемых 
внеклеточными нуклеиновыми кислотами, позволит получить новые 
данные о биологической значимости феномена циркулирующих 
нуклеиновых кислот и меха}1измах патогенеза рака и аутоиммунных 
заболеваний. 

Цели и задачи исследования. Целью настоящей работы 
являлась: 1). Разработка количественных методов анализа внеклеточных 
нуклеиновых кислот; 2), Исследование особенностей циркуляции 
дезоксирибонуклеиновых и рибонуклеиновых кислот в крови здоровых 
доноров и онкологических больных; 3). Исследование факторов, 
влияющих на циркуляцию в крови внеклеточных нуклеиновых кислот. 

Научная новизна и практическая ценность работы. Для 
исследования концентраций циркулирующих нуклеиновых кислот крови 
разработан эффективный метод выделения нуклеиновых кислот 
из биолот'ических жидкостей при помощи сорбции нуклеиновых кислот 
на модифицирова1ИЮм мелкодисперсном стекле, пригодный 
для определения концентрации выделенных нуклеиновых кислот при 
помощи флуоресцентных красителей - Hoechst 32258 и SYBR Green И. 

Впервые показано, что в крови здоровых доноров основную часть 
внеклеточных нуклеиновых кислот составляют нуклеиновые кислоты, 
связанные с поверхностью форменных элементов крови. При помощи 
флуоресцентного анализа установлено, что в крови больных 
злокачественными опухолями молочной железы отсутствуют 
циркулирующие нуклеиновые кис. |юты,_хвязанные_с поверхностью 
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форменных -)леменгов крови, а ко!И(ентрация внеклетснюй ДР1К в 
плазме достоверно огличается от таковой у здоровых доноров. В крови 
больных с доброкачественными опухолями молочной железы 
концентрация связанных с поверхностью клеток крови нуклеиновых 
кислот не огличается от таковой у здоровых доноров. Для определения 
нрогеазной и дезоксирибонуклеазной активиосги крови разработаны 
два иммуиоферментных анализа. С их помощью было впервые 
показано, чго увеличение протеазной активности в крови 
сопровождае1ся уменьшением концентрации нуклеиновых кислот, 
связанных с поверхностью форменных элементов крови, а уменьшение 
дезоксирибонуклеазной актив1юсти крови приводит к увеличению 
коицетраиии циркулирующих дезоксирибонуклеиновых кислог в 
пла5ме крови. Таким образом, протеазная и дезоксирибонуклеазная 
активность крови влияют на концентрацию и распределение 
циркулирующих нуклеиновых кислот в кровотоке. 

Публикации и апробация работы. По материалам диссертации 
получено 4 Российских naienTa, опубликовано 7 статей и 30 тезисов. 
Резупьтаты работы были представлены на конференциях "Radioisotopes 
and their applications" (Узбскнсган, 2002), "Biology and Biochemistry 
of Lxtracellular Nucleic Acids" и "'Новые диагностические и лечебные 
технологии в онкологии" (Россия, 2003), ''Circulating nucleic acids in 
plasma and serum and serum protcomics" (США, 2003), ■•29th Meeting of 
the Federation of" the European Biochemical Societies" (Польша, 2004), 
'"Современное состояние и перспективы развития экспериментальной и 
клинической oнкoJЮГии" (Россия. 2004), "Петровские чтения - 2005", 
'"Ьио1ехноло1ия и онкология", "Новые технологии в онкологической 
практике", "The iritemationai conference on chemical biology" и 
"Фундаментальные науки - медицине" (Россия, 2005), International 
summer school for postdoctoral scientists and advanced students '"Chemistry 
meets Biology" (Греция, 2005), 30th FEBS Congress and 9th Ш В М В 
Conference (Болгария, 2005), "Circulating nucleic acids in plasma and 
serum and serum protcomics" (.Лшлия, 2005). 

Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения, 
обзора литературы, экспериментальной части, изтожения результатов и 
их обсуждения, выводов и списка цитированной литературы. Работа 
изложена на 156 станицах, содержит 15 рисунков и 13 таблиц. 
Библиография включает 240 литературных источников. 



СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Разработка метода выделения внеклеточных нуклеиновых 
кислот 

Наиболее перспективными методами определения концентраций 
внеклеточных нуклеиновых кислот являются флуоресцентные методы, 
основанные на использовании флуоресцентных красителей, 
специфичных для ДНК или РНК. Для определения концентрации 
внеклеточных нуклеиновых кислот флуоресцентным методом были 
оттестированы различные методы выделения нуклеиновых кислот. 

Поскольку по данным ряда авторов циркулирующая ДНК плазмы 
крови может быть фрагментирована, эффективность выделения ДНК 
оценивали по введенной в образец плазмы крови радиоактивно меченой 
ДНК (200 - 500 п.н.). Эффективность удаления примесей, влияющих на 
флуоресценцию образца, оценивали по флуоресценции образцов 
выделенных ДНК с интеркапирующим красителем Hoechst 33258 (табл. 
!)■ 

Таблица I. Выделение экзогенной Р-меченой ДНК 
1 % выделенной ДНК/усл.ед. 

флуоресценции Hoechst 
добавленная ДНК, мкг/мл 
1 

40±11/ 
76 

87+4/ 
115 

76±4/ 
78 

77±8/ 
104 

70±5/ 
75 

96±3/ 
100 

5 
41+7/ 

86 
83±3/ 
120 

74+5/ 
81 

82±6/ 
109 

77±4/ 
385 

96±2/ 
500 

50 
50±13/ 

90 
82+4/ 
118 

74±4/ 
80 

77±6/ 
111 

78+4/ 
3908 

Способ пробоподготовки 

выделение ДНК из плазмы фенольным 
методом 
метод выделения ДНК после 
осаждения комплексов белков с SDS 
(I) 
(1), с последующей обработкой 4М 
KCIO4 
(]), с последующей обработкой 
смесью хлороформ:изоамиловый 
спирт 
выделение ДНК из плазмы сорбцией 
на мелкодисперсном стекле (Sigma, S-
5631) 

98±2/ ! выделение ДКК из плазмы сорбцией 
5019 1 на модифицированном стекле 1 

В таблице для % выделенной ДНК указан доверительный интервал для Р < 0,05. 
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Наиболее оптима1ьным был мето/т выделения ДНК из плазмы крови 
сорбцией на стеклянные частицы (Sigma, S-5631). /1ля увеличения 
выхода ДНК на основе метода сорбции на мелкодисперсном стекле был 
разработан и запатентован метод выделения нуклеиновых кислот на 
модифицированном мелкодисперсном стекле, позволяющий увеличить 
эффективность выделения ДНК из плазмы крови и довести ее до 96-
98 % (табл. 1). 

При сравнении эффективности выделения РНК из мембранно-
цнтозольной фракции эукариогическнх клеток разработанным методом 
и методом выделения РНК экстракцией белков смесью 
фенолхлороформ, с последующим спиртовым переосажденисм (1), 
меюдом гомогенной экстракции фенол П''̂ нидиновой смесью (2), 
показано, что выделение РНК сорбцией на модифицированном стекле 
(3) гакжс является onTHMajibHbiM (табл. 2). 

Для определения концентрации внеклеточной ДНК был использован 
флуореспентньпТ краситель Hoechst 31258. Капибровочная кривая 
флуоресценции комтексов этого красителя с ДНК была линейна в 
дис^пазоне 10-1000 нг/мл. Чувствительность флуоресцентного анализа 
составила Юнг/мл, достоверность - 95 % , коэффициент вариации -
менее 5 % . Концентрацию внек1теточной РНК опредетяли в присутствии 
7^НК при помощи фл>орссцентных красителей Hoechst 33258 и S Y B R 
Green И. Достоверность анализа РНК составила 9 0 % в диапазоне 
концентраций нуклеиновых кислот от 10 до 1000 нг/мл, коэффициентом 
вариации составил 10 % . 

Таблица 2. Сравнение различных методов выделения РНК 

ю S j 
о Щ 
г"? S 

3 1 со ' 
1 

1 

г-4 

т 
3" 1 

S S" 1 
Р- *" 1 

CG В 1 
3 1 
■J3 
ее 

2 1 
1 25 ' 

0.3 1 

32р 

Эффективность выделения 

-меченая тРНК 
(ЮОн.), % 

25 
7 
86 

РНК, выделенная из Ю*" 
клеток линии А43!, (мкг) 

26 
13 
32 



Внеклеточные нуклеиновые кислоты в плазме и связанные 
с поверхностью клеток крови здоровых доноров 

Ранее было показано, что в присутствии двухвалентных катионов 
металлов ДИК может эффективкю связываться с поверхност?,ю липосом 
и клеточных мембран. Кроме того, известно, что на цитоплазматическич 
мембранах форменных элементов крови экспонированы белки, 
связывающие нуклеиновые кислоты. 

Для элюции внеклеточных нуклеиновых кислот, связанных с 
поверхностыо форменных элементов крови через ионные мостики, 
клетки крови отмывали 0.01 М фосфатным буфером, 0.15 М NaCl, 
(рН 7.5), содержащим 5 мМ ЭДТА (ФБ-ЭДТА элюат). Для отделения 
нуклеопротеиновь(х комплексов or клеточной поверхности клетки 
обрабатывали 0.125 % раствором трипсина в условиях, не приводящих к 
лизису клегок (трипсиновый элюат). 

Образцы крови здоровых доноров были получены из Центральной 
Клинической Больницы Советского района г. Новосибирска и 333 
Общевойскового Военного Госпиталя Концентрацию внеклеточных 
нуклеиновых кислот в образцах крови определяли в двух независимых 
экспериментах, используя для выделения нуклеиновых кислот в каждом 
эксперименте по 1 мл плазмр,!, 2 мл ФБ-ЭДТА элюата и 0.5 мл 
грипсинового элюата. Половину выде.11енных внеклеточных 
нуклеиновых кислот использовали для определения концентрации ДНК, 
половину- для определения концентрации РНК. Поскольку в образцах 
крови было различное соотношение плазмы и форменных элементов 
крови, для унификации данных концентрации внеклеточных 
нуклеиновых кислог пересчитаны на 1 мл исходной крови. С учето.м 
объемов плазмы и элюагов, минимальный уровень детекции 
внеклеточных нуклеиновых кислот в крови составлял для плазмы 
8 нг/мл крови, для ФБ-ЭДТА элюата 40 нг/мл крови и 20 нг/мл крови 
для трипсинового элюата. 

Коннентрация внеклеточной ДНК в плазме здоровых доноров 
детектировалась в 70 % образцов, составляя у мужчин 16 ± 7 нг/мп 
крови, а у женщин 15 ±13 нг/мл крови (для Р = 0.95, табл. J ) . 
Внек.петочная РНК в плазме была обнаружена в трети образцов и 
составила 36 нг/мл крови у женщин и 126 нг/мл крови у мужчин (табл. 
4). Несмотря на то, что в некоторых образцах нуклеиновые кисло гы по 
данным флуоресг1ентного анализа не обнаруживались, методом ПЦР 
анализа наличие ДИК и РНК было подтверждено во всех образцах. 



Та&шца 3. Циркулирующие ДПКн крови здоровых доноров и больных с опухолями молочной мселегы^ 

диа! но J 
Внекле (очная 

ДНК* 
в PLiasMC 

Норма 

М 
1 6 7 ■■ 

1! (73%/' 

Ж 
I5£|.V 

14(70%)" 

Фибро-
I аленома { 204(16-765)' 
' молочной 19(86%)' 

железы 

Связанные с поверхностью клеток внеклеточные ДНК' |С.\"У1мариые свишниые 
внсклсшчныс ДНК 

крови 
ФБ-ОДТА ь.шул> 

Эритроциты 

Рак 
молочной 
желе'5ы 

259(10-1296)° 
31 (94"-'о)" 

248 (70-780)" 
8 (53%)" 

57(40-100)" 
13(65%)" 

349(51-902)" 
9(41%)" 

Лейкоцш ы 

83(40-120)''' 
3 (9%)" 

682 (70-2030)*'' 
10(67%)" 

88 (40-320f 
11 (55%)" 

166(40-470)" 
11(50%)° 

Триисиповыи »л1оа| 
Эри гроди ты 

92 (20-460/ 
15(100%)" 

296 (30-870)'̂  

о' 
О (0%Т 

' (К5"/„)« 

289(20-622)*̂  
10(45%)" 

О''' 
0(0%)» 

Лейкоциты i 

246(50-1890/ 
14(95?;,)" 

88 (20-320)' 
17(85%.)" 

163(20-952)" 
17(77%)" 

1(13» (210-2250)" 
15(100%)" 

79(20-138)'̂  I 
2 (6%)" j 

430 (80-900)° 
20 (100%)" 

328 (20-1470)" 
18(82%)' 

82 (20-138)" 
5 (15%)" 

* Копистрация цирк) .нруютсй ДНК ppcttianjicicti .la т/мл крови 
''Довер1Г1СЛьнь1Й ингордал .'ыя Р'- 0,05 
Ч'редпее значение (днаиагон) m 'мл 
"Встреч иемость 

ON 



Таблица 4. Циркулирующие РНК в крови здоровых доноров и больных с опухолями маючиой зкеле1ы * 

диагноз 

Норма 

Фибр 
адсио! 

молоч> 
желез 

Рак 
молочь 
желе 1 

1 

М 

Ж 

э-
л& 
ой 
ы 

(ОЙ 
ы 

Внеклеточная 
Р Н К ' 

в илазмс 

126(120-140)-'' 
5 0>yVaf 

36(14-60)" 
7 (35%)" 

34(15-45)" 

3 (27%)'' 

121 (30-290)" 
5 (25%)'' 

Своанные с иоверхиостою KJ 
ФБ-ЭДТА элюат 

Орифоцигы 

186(40-380)' 
12(80%)" 

97 (40-220)" 
■7 (35%)''' 

ПО-" 
1 (9»/,,)'' 

0' 
0 (0%) ° 

ЛеЙ1«)ии1ы 

422(100-1340)" 
9 (60"/с,)" 

81 (40 140)" 
10(50%)" 

70 (50-90)' 
2(18%)''' 

0' 
0 (0% ) " 

еток внекпс!очные Р Н К 
Трипсиповыи элюат 

OptiTpouim.1 

169(20-810)' 
12(80%)*^ 

57(20-90)' 
3(15%)*" 

22(10-30)'" 
3 (21%)" 

0' 
0 ^0%)^' 

Лейкоциты 

227 (50-990)" 
13(87%)" 

48(20-100)" 
4 (20%)''' 

46 (20-80)" 
5 (45%)" 

ИО" 
1 (5°'о)" 

Суммарные связанные 
внеклеючиые Р Н К 

крови 

770 (90-2280)" 
15 (100%)** 

100(30-440)' 
11 (45%)^' 

81 (30-220)" 
7 (64%) " 

140" 
1 ( 5% ) ° 

• Копцсмпрации цирку;.ирукшцй PillC ирсдсмвлсна »а т.'мл крони 
' Сроднее значепис (диапачои) пг/мл 
'' BcipcMacMiK-Tb 

--J 



Было обнаружено, что в крови здоровых доноров основная часть (более 
90 % ) внеклеточных нуклеиновых кислот связана с поверхностью 
форменных элементов крови {табл. 3,4). При этом даже если в плазме 
внеклеточные нуктеиновые кислоты не были выявлены, значительное 
количество нуклеиновых кислот было обнаружетю на поверхности 
клеток крови. 
В целом, общая концентрация связанных с поверхностью клеток 
нуклеиновых кислот была значительно выше у мужчин. Суммарная 
концентрация связанных дезокси- и рибонуклеиновых кислот в крови у 
мужчин составляла в среднем 1800 нг/мл, а у женщин 530 иг/мт крови. 
Средняя концентрация ДНК, связанной с клетками крови мужчин 
(1030 нг/мл) примерно 2.5 раза выше, чем у женщин (430 нг/мл) (табл. 
-?), а концентрация внеклеточной связанной РНК достоверно отличается 
от концентрации РНК связанной с поверхностью клеток крови 
у здоровых женпщн (770 и 100 нг/мл соответственно, Р < 0.001 при 
сравнении выборок по критерию Маина-Уитни) {табл. 4). 

Исходя из представленных данных о корреляции концетрации 
циркулируюгцих нуклеиновых кислот на поверхности клеток с полом, 
становится ясно, что при исслеаова1гни уровня внеклеточных 
нуклеиновых кислот при различных патологиях необходимо учитывать 
пол пациента. 

Особенности циркуляции внеклеточных нуклеиновых 
кислот у больных с доброкачественными и 
злокачественными опухолями молочной железы 

Для исследования особенностей циркуляции внеклеточных 
нуклеиновых кислот в крови онкологических больных был выбраны 
опухоли молочной железы, поскольк-у рак молочной железы занимает 
первое место среди всех онко.чогических заболеваний женщин. 

Были исслечованы образцы крови первично обратившихся больных 
Маммологического отдепения Новосибирского областного 
онкологического диспансера со злокачественными и 
доброкачественными (фиброаденома) опухолями молочной железы. 
У больных с фиброаденомой мо,'ючпой железы распределение 
связанных с поверхностью клеток крови внеклеточных нуклеиновых 
кислот аналогично здоровым донорам {табл. 3,4). Концентрация 
внеклеточной ДНК в плазме крови превышает норму у 82 % больных, и 
в среднем составляет 204 нг/мл крови, достоверно отличаясь от 
концентрации ДНК в плазме здоровых доноров (Р < 0.01 при сравнении 
выборок по критерию Манна-Уитни) {табл. 3). Внеклеточная РНК в 
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плазме крови была обнаружена в плазме крови 3-х пациентов из 11 
(27 % ) в средней концентрации 34 нг/мл крови (табл. 4). 

У 85 % больных раком молочной железы концентрация внеклеточной 
ДНК в плазме по сравнению с 1юрмой является достоверно гювышенной 
(Р < 0 001 при сравнении выборок по критерию Манна-Утни) и в 
среднем не превышает 259 нг/мл крови {табл. 3). Встречаемость и 
концентрации внеклеточной РНК в плазме крови раковых больных 
близки к здоровым донорам: у 25 % бо]/Ы1ых ракОдМ груди обнаружена 
внеклеточная РНК (табл. 4). Также как и в более ранних исследованиях 
нами не было выявлено зависимости в концентрации внеклеючных 
нуклеиновых кислот плазмы от тяжести заболевания (коэффициент 
корреляции < 0). 

Г̂  крови больных раком молочной железрл внеклеточные нуклеиновые 
кислоты, связанные с поверхностью форменных элементов крови, 
обнаружены лишь в 20 % образцов, причем в небольших концентрациях 
(табл. 3,4). 

Таким образом, при раке молочной железы значительно изменяется 
соотношение между циркулирующими нуклеиновыми кислотами в 
плазме крови и внеклеточными нуклеиновыми кис]ютами, связанными с 
клеточной поверхностью форменнь.'х элементов крови. Отсутствие 
внеклеточных нуклеиновых кислот, связанных с поверхностью 
клеточных элементов крови у больных уже на ранних стадиях развития 
опухоли позволяет надеяться на разработку ранней скрининговой 
диагностики рака молочной железы, основанной iia измерении 
соотношения свободью циркулирующих и связанных с поверх1Юстью 
форменных элементов крови внеклсточргых нуклеиновых кислот кровк. 
Очевидно, что для точггой онкодиагностики необходим анализ 
онкоснецифических тюследователькосгсй ДИК, включающий анализ 
метилирования генов онкогенеза, анализ онкоспецифических мутаций 
в протоонкогенах или исследование микросателлитной ДНК. 

Обнаружение значительного количества связанных с повер.хностью 
форменных элементов крови циркулирующих нуклеиновых кислот 
позволяет использовать их в качестве исходного материала для 
выявления онкоспецифических последовательностей в ауле 
циркулирующих нуклеиновых кислот. 



Исследование факторов, влияющих на длительность 
циркуляции внеклеточных нуклеиновых кислот 

Де^'жсирибоиуклеазиая активность и циркулирующая ДНК крови 
71,ля оценки уровня дезоксирибонуклеа:игай активности крови нами был 
разработан анализ, основанный на гидролизе ДНК фрагмента длиной 
974 п.в., модифицированного остатками флуоресцеина и биотина, для 
введения которых были использованы модифицированные по 5-ому 
положению одного из тимидинов биотинином (прямой) и 
флуоресцеином (обратный) праймеры, используемые для получения 
ПЦР фрагмента гена !8 S рибосомальной РНК (рис. 1). Было показано, 
■по остаток биотина в полученном ампликоне эффективно связывается с 
авидином, сорбированным на 96-луночпые иммунологические 
планшеты, а антитела против флуоресцеина связываются с остатком 
фл>оресцеина в составе ДНК. Для построения капибровочной кривой 
фрагменты ДНК инкубировали с авидином, заранее сорбированным на 
планшет, и затем добавляли разведения ДНКазы i (1000 ед. акт/мл) от 
10"̂  до 10"̂ . Негидролизованные фрагменты ДНК выявляли при помощи 
специфических антител против флуоресцеина с последующей 
иммунопероксидазной детекцией иммунных комплексов. 

Рис. 1. Схема иммунофермептного анстпа 
для определения дезоксирибопуклеазной активности крови 

sF 
# 

Нуклеазный 
гидролиз 

Чувствительность иммуноаналитической системы составляет 
0.004 ед.акт. ДНКазы 1/мл образца. Воспроизводимость метода 
составила не менее 95 %. Рабочий диапазон иммуноаналитической 
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системы находился в пределах от 0.2 до 2.3 опт.ед. Коэффициент 
вариации в каждой точке составил менее 4 % (рис.2). 

Было показано, что в плазме крови здоровых женщин ДНКазная 
активность составляет 0,13 ±0,13 ед. акт/.мл, а у мужчин -
0,15 ± 0,14 ед. акт/мл крови. 

В крови 6oj[bHbix раком молочной железы на фоне повышенной 
концентрации ДНК в плазме наблюдается достоверное понижение 
активности дезоксирибонуклеаз в крови по сравнению со щоровыми 
донорами (Р < 0,05). Влияние дезоксирибонуклеазой активности плазмы 
крови на концентрацию внеклеточной ДНК оценивааи при помощи 
определения коэффициента корреляционного 011юшения, который 
составил 0,68 ± 0,62 при Р < 0,05, что демонстрирует зависимость 
концентрации циркулирующей ДНК от активности дезоксирибонуклеаз 
крови. 

2 -
. 1,8 -

S 1.6 1 
§ 1,4 J 
§ §1.2 

й :;:о,8 j 
1 ^ 0,6 -
1 0,4-
О 0,2' 

0 -

yf^ 
у*. 

V/T 

i 

/^ Чувствительность 
Воспроизводимость 

Коэффициент вариации 

1 - ■■ л 

0,004 ед.акт/мл 
95% 
4% 

0,1 0,01 0,001 
единицы активности ДНКазы Т 

0,0001 

Рис. 2. Калибровочная кривая для определения дезоксирибонуклеалюй 
активности методом иммунофермептного анализа 

Протеазная активность и циркулирующая ДНК крови 
Для оценки уровня активности протеаз крови нами был разработан 

анализ, основанный на использовании отличающихся 1ю 
гидрофильности биотинилированных пептидов из структуры 
мембранного белка человека рецептора CD34 и антител против этих 
пептидов. Было показано, введенный в пептиды остаток биотина 
эффективно связывается с авидином и пептиды доступны для протеаз и 
связывания с антителами (рис. 3). 

и 



Протеазную активность образцов плазмы крови и ФБ-ЭДТА элюатов 
определяли по калибровочным кривым для различных разведений 
прогеиназы К. Для посфоения калибровочной кривой пептиды 
инкубировали с авидином. заранее сорбированным на планшет, и затем 
добавпяли разведения протеиназы К (34 ед. акт./мл) от Ю''̂  до Ю'"*. 
Иегидролизованные пептиды выявляли при помощи специфических 
антител против пептидов с последующей иммунопероксидазиой 
детекцией иммунных комплексов {рис. 4). 

^ 4 YY Обработка 
протеазачи 

/RAG 

'9(о 

UAR 
t / ^^pWeqyTv^''"^,^, w 

Рис. 3. Схема иммупоферментного анализа для определения 
протеазной активности в крови 

0.0001 0,00001 0,000001 1Е-07 1Е-08 
единицы активности протеиназы К 

Рис. 4. Калибровочные кривые для определения протеазной активности 
методол! иммупоферментного анализа против пептидов CD34-1 и CD34-2. 

12 



Чувствительность такого анализа составила 5*10"'ед. акт. протеиназы 
К. Рабочий диапазон иммуноаиалитической системы находился в 
пределах от 0.3 до 2.3 опт.ед. Коэффициент вариации в кa:̂ cдoй точке 
составил менее 6 % . 

Исследование протеазнои активности крови с использованием в 
качестве субстрата гидрофильного пептида CD-34-1 не выявило 
достоверных отличий протеазнои активности крови здоровых доноров 
от протеазнои активности крови больных с опухолями молочной 
железы, анти-С034-1 протеазная активность не коррелировала с 
концентрацией внеклеточной ДНК в крови. 

Влияние анти-С034-2 протеазнои активности плазмы крови здоровых 
доноров на концентрацию внеклеточной ДНК оценивали при помо1ци 
определения коэффициента корреляционного отношения, который 
составил 0,54 ± 0,53 при Р < 0,05. У больных раком молочной железы 
обнаруживается достоверное повышение да[гной активности в крови по 
сравнению с больными доброкачественными опухолями молочной 
железы (Р < 0,05 при сравнении выборок по критерию Манна-Уитми). 
При сравнении анти-С034-2 протеазнои активности в элюатах с 
поверхности клеток крови здоровых доноров и больных раком 
молочной железы было обнаружено увеличение прозеолитической 
активности в крови на фоне уменьшения количества связанных с 
поверхностью форменных элементов крови циркулирующих 
нуклеиновых кислот. Таким образом, активность протеаз в крови влияет 
на перераспределение нуклеиновых кислот в крови при развитии 
патологии. 

Выводы: 
1. Разработан метод выделения внеклеточных нуклеиновых кислот при 

помонщ сорбции нуклеиновых кислот на модифицированном 
мелкодисперсном стекле, пригодный для измерения их 
концентрации при помощи флуоресцентных красителей Hoechst 
33258 и S Y B R Green П. Эффективность выделения ДНК из плазмы 
крови длиной 200-500 п.н. составляет не менее 96 % , эффективность 
выделения РНК длиной 96 н. составляет не менее 85 %. 

2. При помощи комбинации методов - выделения нуклеиновых кислот 
на модифицированном стекле и определения концентрации ДНК и 
РНК при помощи флуоресцентных красителей - исследовано 
распределение внеклеточных нуклеиновых кислот в крови 
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здоровых доноров. Показано, что основную часть внеклеточных 
1гуклеиновых кислот крови составляют нук^теиновые кислоты, 
связанные с поверхностью форменных 'элементов. 

3. Исследованы особенности циркуляции внеклеточных нуклеиновых 
кислот в крови больных с опухолями молочной железы. Показано, 
что по данным флуоресцентного анализа в крови больных 
зпокачественными опухоля.ми молочной железы, отсутсгвуют 
циркулирующие нуклеиновые кислоты, связанные с поверхностью 
форменных элементов крови, а концентрация внеклеточной ДНК в 
плазме достоверно отличается от таковой у здоровых доноров. В 
крови больных с доброкачественными опухолями молочной железы 
концентрация связанных с поверхностью клеток крови 
нуклеиновых кислот не отличается от таковой у здоровых доноров, 
[[олучекные данные свидетельствуют о возможности ранней 
неинвазивной дифференциальной диагностики опухолей молочной 
железы, ос1юванной на измерении концентрации внeклeтoчfIыx 
нуклеиновых кислот. 

4. Разработана система иммуноферментного анализа, пригодная для 
изучения протеазной активности в крови. Показано, что при 
увеличении протеазной активности в крови уменьшается 
концентрация нуклеиновых кислот, связанных с поверхностью 
форменных элементов крови. Таким образом, протеазная 
активность крови влияет на перераспределение внеклеточных 
нуклеиновых кислот. 

5. Разработана система иммуноферментного анализа, пригодная для 
изучения дезоксирибонуклеазной активности в крови. Показано, 
что при уменьшении дезоксирибонуклеазной активности в крови 
увеличивается концентрация циркулирующих 
дезоксирибонуклеиновых кислот. Таким образом, 
дезоксирибонуклеазная активное гь влияет на концентрацию 
внеклеточной ДНК в крови. 
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