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Количественное определение биологических
маркеров в сыворотке крови и биологических
жидкостях лиц из групп повышенного риска от�
крывает возможность молекулярной диагностики
ряда социально значимых заболеваний [1]. Био�
логические маркеры часто отбирают при помощи
биоинформатических методов, большинство из
которых основано на мета�анализе баз данных,
аккумулирующих результаты детального сравне�
ния транскриптомов и протеомов нормальных и
пораженных заболеванием тканей. Недавно нами
был разработан новый алгоритм биоинформати�
ческого поиска потенциальных сывороточных
опухолевых маркеров [2], использование которого
привело к идентификации потенциального марке�
ра опухолей толстой кишки – кишечного α�де�
фензина 5 (DEFA5) – небольшого белка, синтези�
руемого исключительно в клетках Панета. 

Клетки Панета, относящиеся к системе врож�
денного иммунитета, располагаются в основании

крипт тонкого и толстого кишечника. Они защи�
щают кишечный эпителий от инфекций и участ�
вуют в регуляции состава кишечной микрофлоры
[3]. На начальных этапах возникновения опухо�
лей толстой кишки мутации в стволовых клетках,
расположенных в основании крипт, приводят к
конститутивной активации сигнального пути Wnt
и преимущественной дифференцировке образу�
ющихся из них клеток в клетки Панета [4]. Сиг�
нальный путь Wnt является ключевым регулято�
ром экспрессии генов, кодирующих кишечные
α�дефензины, поэтому в большинстве аденом и
части аденокарцином толстой кишки суще�
ственно (в 10 и более раз) повышен уровень этих
белков [5]. Кроме того, заметно возрастает сек�
реция кишечных дефензинов в кровоток, тогда
как здоровые клетки Панета секретируют анти�
микробные агенты преимущественно в просвет
кишки и подстилающую соединительную ткань.
В представленной работе проведена оценка воз�
можности использования количественного им�
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муноанализа α�дефензина 5 для сывороточной
диагностики опухолей толстой кишки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение антител к дефензину 5. Фрагменты
ДНК, кодирующие препродефензин 5 и главную
(мажорную) форму зрелого дефензина 5 человека
(аминокислотные остатки 1–94 и 60–94 соответ�
ственно), синтезировали химически и клониро�
вали в векторе pGEM®�T Easy. Правильные нук�
леотидные последовательности отбирали секве�
нированием и субклонировали полученные
фрагменты в экспрессионные векторы pET29b и
pET32b соответственно. Препродефензин 5 и
гибридный белок DEFA5�TRX, содержащий
зрелый дефензин 5 и тиоредоксин, продуциро�
вали в клетках Escherichia coli штамма BL21
(DE3) и очищали из бактериального лизата по
стандартным протоколам. Кроличью антисы�
воротку к препродефензину 5 наносили на аф�
финный носитель (иммобилизованный на
BrCN�сефарозе гибридный белок, использован�
ный для иммунизации животных), очищали вы�
сокоаффинные поликлональные антитела к зре�
лому дефензину 5 по разработанной нами техно�
логии.

Вестерн
блот
анализ. Пять парных образцов
первичных опухолей толстой кишки (T3N0M0,
T3N1M0, T4N2M0, T4N3M0 и T4N1M1) и нормаль�
ной слизистой, полученных в Медицинском цен�
тре Банка России, использовали для получения
суммарных белковых экстрактов как описано ра�
нее [6]. Белковые экстракты (20 мкг в 12.5 мкл)
подвергали электрофорезу в градиентном полиа�
криламидном геле (10–20%) по методу Лэммли
[7]. После разделения белки переносили на нит�
роцеллюлозную мембрану, инкубировали с анти�
телами к дефензину 5 (в концентрации 2 мкг/мл),
и выявляли комплексы антиген�антитело конъ�
югатами вторых антител как описано ранее [2].

Иммунопреципитация дефензина 5 из образцов
сыворотки крови. Антитела к дефензину 5 в фос�
фатно�солевом буфере (PBS) иммобилизовали на
белок А�агарозе (“ИМТЕК”, Россия), несвязав�
шиеся антитела отмывали тем же буфером. Де�
сять образцов сыворотки крови (объемом 4 мл),
полученных в НИИ Онкологии СО РАН от пяти
больных с диагнозом рак толстой кишки (стадии
развития опухоли Т3 и Т4) и пяти здоровых доно�
ров, инкубировали с 20 мкл аффинного носителя.
Носитель промывали PBS и элюировали связав�
шиеся с антителами белки буфером для образцов
Лэммли без дитиотреитола (60 мM Tрис�HCl,
pH 6.8, 25% глицерина, 2% додецилсульфата на�
трия, 0.01% бромфенолового синего). Элюаты
разделяли электрофорезом в 16.5%�ном полиа�
криламидном геле в Трис�трициновой буферной
системе [8]. Дефензин 5 в дорожках геля выявля�
ли при помощи Вестерн�блот�анализа как опи�
сано выше. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что кишечный α�дефен�
зин 5 человека содержится в секреторных грану�
лах клеток Панета в виде препробелка из 94 ами�
нокислотных остатков (мол. масса 11 кДа). В про�
цессе секреции препродефензин расщепляется
трипсином с образованием зрелого главного
(остатки 63–94) и минорного (остатки 56–94) по�
липептидов [9–11]. Кишечный α�дефензин 5 в
образцах сыворотки крови выявляли с использова�
нием полученных нами высокоаффинных полик�
лональных антител к главной форме зрелого белка
по разработанной нами технологии. Константа
сродства полученных антител, определенная со�
гласно [12], оказалось весьма высокой (109 л/моль),
как и их специфичность, поскольку Вестерн�блот�
анализ выявлял в суммарных белковых экстрактах
нормальной и опухолевой тканей только одну по�
лосу ожидаемого размера, соответствующую пре�
пробелку DEFA5 (рис. 1). Содержание препро�
белка варьировало от 1 до 10 пг на 20 мкг суммар�

DEFA5 T N кДа

28

17

11

42ACTB

1 пг 10 пг 100 пг

T T T T T TN N N N N N

Рис. 1. Вестерн�блот�анализ содержания препробелка DEFA5 в суммарных белковых экстрактах опухолей толстой
кишки (Т) и образцов нормального (N) эпителия (в последние три дорожки, содержащие экстракты нормальных тка�
ней, добавлен гибридный белок DEFA5�TRX, количество указано).
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ного белкового экстракта (0.05–0.5 миллионных
долей).

Высокоаффинные антитела к DEFA5 исполь�
зовали для получения иммунопреципитатов об�
разцов сыворотки крови здоровых доноров и
больных с диагнозом рак толстой кишки. Соглас�
но результатам Вестерн�блот�анализа иммуно�
преципитатов, сыворотки здоровых доноров не
содержат α�дефензина 5, тогда как процессиро�
ванная форма зрелого белка обнаружена в двух из
пяти образцов сыворотки, полученной от онко�
больных (рис. 2). При этом молекулярная масса
обнаруженного в сыворотке белка (около 5 кДа)
заметно отличается от массы главной формы зре�
лого α�дефензина 5, секретируемого клетками
Панета (3.6 кДа). Это, по�видимому, связано с
тем, что опухолевые клетки секретируют в крово�
ток непроцессированный пробелок, который
впоследствии расщепляется протеазами крови.
Полученные результаты позволяют говорить о
возможности использования α�дефензина 5 в се�
рологической диагностике опухолей толстой
кишки. 

Многолетние исследования привели к иденти�
фикации лишь трех белковых маркеров, ограни�
ченно используемых в клинической практике для
сывороточной диагностики поздних стадий опу�
холей толстой кишки: раковоэмбрионального ан�
тигена, полисахарида СА 19�9 и белка TIMP�1
[13]. Несколько потенциальных белковых марке�
ров проходят клинические испытания. Использо�
вание α�дефензина 5 в серологической диагно�
стике опухолей толстой кишки имеет несколько
преимуществ: крайне низкое содержание марке�
ра в сыворотке здоровых доноров; специфиче�
ская экспрессия маркера в нормальных клетках
только одного типа (клетки Панета); быстрое (до
50 раз) и частое (в 80% случаев) повышение уров�
ня синтеза и секреции маркера на ранних стадиях
канцерогенеза (при возникновении аденом) [14].
Тем не менее, использование α�дефензина 5 (как
и гомологичного белка того же семейства – де�
фензина 6) в клинической практике перспектив�
но лишь в случае неинвазивной диагностики аде�

ном тонкой и толстой кишки перед проведением
хирургического вмешательства. Это связано с
тем, что оба маркера обнаруживаются только в
17% аденокарцином, в которых его содержание в
среднем в 10 раз ниже, чем в аденомах [4]. Приме�
нение с этой целью кишечных дефензинов потре�
бует заметного повышения чувствительности
анализа (например, при помощи иммуно�ПЦР
или метода, основанного на использовании нано�
шариков, меченных штрих�кодом) [15, 16].

Настоящая работа выполнена при поддержке
Министерства образования и науки (ГК
№14.740.11.0757, ГК №16.552.11.7034) и Россий�
ского фонда фундаментальных исследований
(11�04�01023�а). Часть экспериментов была выпол�
нена на приборной базе ЦКП “Геном” ИМБ РАН,
поддерживаемого Госконтрактом № 16.552.11.7034.
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