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полученными из банка генетической информации
Национального центра биотехнологической ин�
формации США (NCBI).

Для оценки количества нарабатываемого белка
из нерастворимых включений была повторена схе�
ма солюбилизации, описанная в работе китайских
коллег [10]. В данной публикации сообщалось, что
отмывка белковых включений в присутствии 2 %�го
дезоксихолата натрия и солюбилизация в 10 мМ
Трис�Cl, 0.1M NaH

2
PO

4
, 8M мочевине и 5 мМ дити�

отреитоле (pH 8,0) приводила к солюбилизации
рекомбинантного белка. Соблюдение описанной
процедуры позволило получить до 15 мг солюбили�
зированного в мочевине белка из 1 литра бактери�
альной культуры.

Работа выполнена при поддержке Российского
фонда фундаментальных исследований (РФФИ
№ 12�08�01086�а).
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РЕЗЮМЕ
В. В. Долгих, И. В. Сендерский, Г. В. Тец,
В. В. Тец
Гетерологичная экспрессия экстраклеточного домена

рецептора HER2 в бактериях

Рецептор эпидермального ростового фактора человека
(HER2/neu, c�ErbB2) представляет собой протоонкогенный
белок и экспрессируется при ряде онкологических заболе�
ваний, включающих 30 % случаев рака молочной железы,
а также опухоли яичника, желудка и других органов. Полу�
чение значительных количеств экстраклеточного домена
ECD HER2 в очищенном виде остается весьма актуальной
задачей для иммунодиагностики и терапии. Клонирована
последовательность, кодирующая экстраклеточный домен
рецептора HER2 человека, и осуществлена эффективная
наработка рекомбинантного белка в бактериях E.coli.

Ключевые слова: рецептор эпидермального фактора
роста, экстраклеточный домен, бактериальная экспрессия.

SUMMARY
V. V. Dolgikh, I. V. Senderskiy, G. V. Tetz,
V. V. Tetz
Extracellular domain of HER2 heterologous expression in

bacteria

Human epidermal growth factor receptor (HER2/neu, c�
ErbB2) is a proto�oncogene protein which is overexpressed in
some oncological diseases including 30 % of breast cancers,
tumors in the ovary, stomach and other organs of the human
body as well. Since Her2�tumor status testing is the essential
part of successful cancer treatment, expression and purification
of substantial amounts of the extracellular domain of the ECD
HER2 is an important task. In this work sequence encoding HER2
extracellular domain was cloned and expressed in E.coli.

Key words: epidermal growth factor receptor, extracellular
domain, bacterial expression, refolding.

Несмотря на значительные успехи в изучении
эпилептогенеза за последнее десятилетие, теоре�
тический и практический интерес к изучению кле�
точно�молекулярных механизмов развития симп�
томатической эпилепсии не ослабевает. Большую
роль в клеточно�молекулярных механизмах эпилеп�
тогенеза играют AMPA (α�amino�3�hydroxy�5�
methyl�4�isoxazolepropionicacid) ионотропные глю�
таматные рецепторы. Через рецепторы и сопря�
женные с ними ионные каналы натрия и кальция
реализуется ионотропный эффект глютамата, яв�
ляющегося наиболее распространенным возбуж�
дающим нейротрансмиттером нервной системы
[1, 2, 11]. При нарушениях физиологических меха�
низмов выброса в синаптическую щель, транспор�
та и биохимической трансформации глютамата
происходит активация и, при определенных пато�
логических состояниях, последующая альтерация
ионотропных глютаматных рецепторов. В этих ус�
ловиях изменение тока ионов через сопряженные
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с рецепторами ионные каналы формирует электро�
физиологическую базу для возникновения парок�
сизмального деполяризационного сдвига мембран�
ного потенциала, являющегося нейрофизиологи�
ческой основой эпилепсии, а также приводит
к запуску механизмов некроза и апоптоза нейрона
[9, 10].

Цель работы: изучение особенностей альтера�
ции AMPA�рецепторов глютаматау больных глио�
мами полушарий большого мозга, текущих с эпи�
лептическим синдромом.

МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
Обследованы 92 больных глиомами полушарий

большого мозга, проходивших обследование и лече�
ние в клинике ИМЧ РАН. Мужчин было 53 (57,6 %),
женщин – 39 (42,4 %). Соотношение мужчин и жен�
щин составило 1,35:1. Возраст больных варьировал
от 19 до 84 лет. Исследуемую группу составили 58
(63 %) больных, в клинической картине заболевания
которых регистрировались эпилептические припад�

ки, контрольную – 34 (37 %) боль�
ных, у которых эпилептических при�
падков не наблюдалось. Распреде�
ление больных в контрольной и ис�
следуемой группах по локализации
опухолей приведено в табл. 1.

В общей серии наблюдений
у 4 (4,3 %) больных была выявлена
пилоцитарная астроцитома, у 22
(23,9 %) – фибриллярно�протоплаз�
матическая, у 24 (26,1 %) – анаплас�
тическая, у 30 (32,6 %) – глиобласто�
ма, у 3 (3,3 %) – олигодендроглиома,
у 1 (1,1 %) – анапластическая олиго�
дендроглиома, у 7 (7,6 %) – олигоас�
троцитома, у 1 (1,1 %) – анапласти�
ческая олигоастроцитома. Распре�
деление больных по степени

злокачественности опухоли в контрольной и иссле�
дуемой группах приведено в табл. 2.

В контрольной группе преобладали больные гли�
омами III и IV степеней анаплазии – 29 (85,3 %)
(p<0,05). В исследуемой группе соотношение боль�
ных глиомами I–II и III–IV степеней анаплазии
достоверно не различалось – соответственно
31 (53,4 %) и 27 (46,6 %) больных.

В фазе клинической компенсации находились
30 (32,6 %) больных, в фазе клинической субкомпен�
сации – 38 (41,3 %) больных, в фазе умеренной кли�
нической декомпенсации – 22 (23,9 %) больных,
в фазе грубой клинической декомпенсации –
2 (2,2 %) больных [3]. Достоверных различий по уров�
ню компенсации заболевания в сравниваемых
группах не выявлено.

Больные обследованы в рамках диагностического
комплекса, включающего оценку соматического и не�
врологического статуса (n=92), КТ (n=50), МРТ
с МР ангиографией (n=42), ЭЭГ (n=92), ПЭТ с
18�FDG и 11C�метионином (n=32). В качестве оцен�

ки степени альтерации AMPA�ре�
цепторов глютамата использован
иммуноферментный метод полуко�
личественного определения уровня
аутоантител в периферической кро�
ви (ААТ) к GluR1�субъединице
AMPA�рецепторов (GluR1) [5]. В ка�
честве антигена для определения
уровня ААТ в сыворотке крови ис�
пользовали синтетические пептиды,
соответствующие N�концевой пос�
ледовательности аминокислот cубъ�
единицы GluR1 АМРА (15 а.о.), полу�
ченные методом твердофазного син�
теза на полуавтоматическом
синтезатореNPS�400 (Neosystem
Laboratory, Франция). Образованный
комплекс «антиген–антитело» вы�

Т а б л и ц а  1
Распределение больных с глиомами полушарий большого мозга
в контрольной и исследуемой группах по локализации опухоли

Локализация опухоли
Kонтрольная

группа (n=34)
Исследуемая

группа (n=58) Всего

абс. % абс. % абс. %

 Лобная доля 12 35,3 28 48,3 40 43,5

 Височная доля 7 20,9 12 20,7 19 20,6

 Теменная доля 2 5,8 6 10,3 8 8,6

 Затылочная доля 1 2,9   1 1,1

 Лобная и височная доли 2 5,8 4 6,9 6 6,5

 Лобная и теменная доли 2 5,8   2 2,2

 Височная и теменная доли 4 11,9 3 5,2 7 7,6

 Височная и затылочная доли   2 3,4 2 2,2

 Теменная и затылочная доли 2 5,8   2 2,2

 Лобная, височная и теменная доли 2 5,8   2 2,2

 Мозолистое тело с бифронтальным
ростом

  3 5,2 3 3,3

    И т о г о 34 100 58 100 92 100

Т а б л и ц а  2
Распределение больных с глиомами полушарий большого мозга

в контрольной и исследуемой группах по гистологическому типу и степени
злокачественности опухоли

Гистологический тип [4] Степень
анаплазии [8]

Kонтрольная
группа (n=34)

Исследуемая
группа (n=58) Всего

абс. % абс. % абс. %

 Пилоцитарная астроцитома I   4 6,9 4 4,3

 Фибриллярно�протоплазма�
тическая астроцитома

II 5 14,7 17 29,3 22 23,9

 Анапластическая астроцитома III 4 11,8 20 34,4 24 26,1

 Глиобластома IV 23 67,7 7 12,1 30 32,6

 Олигодендроглиома II   3 5,2 3 3,3

 Анапластическая олигоден�
дроглиома

III 1 2,9   1 1,1

 Олигоастроцитома II   7 12,1 7 7,6

 Анапластическая олигоастро�
цитома

III 1 2,9   1 1,1

    И т о г о  34 100 58 100 92 100
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являлся с помощью вторых антител,
меченных пероксидазой хрена. Ре�
акцию оценивали спектрофотомет�
рически при фиксированной длине
волны 490 нм. Уровень аутоантител
выражали в процентах отношения
оптической плотности исследуемо�
го образцаи оптической плотности
образца контрольной группы. Верх�
ний уровень ААТ определен в 110 %
[5, 6]. Статистическая обработка по�
лученных данных произведена на
платформе прикладной лицензион�
ной программы «Statistica 6.0». Пе�
ред проведением статистического
анализа выборки проведена провер�
ка полученных данных на нормаль�
ность распределения по критерию
Колмогорова–Смирнова. Вычисляли выборочное
среднее (M), среднеквадратичное отклонение (σ),
стандартную ошибку среднего (m). Для установления
достоверности различий использовали критерий
Стьюдента и критерий Манна–Уитни. Различия счи�
тали статистически значимыми при р< 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ
И  ИХ  ОБСУЖДЕНИЕ
При анализе уровней ААТ к (GluR1) выявлено

повышение среднего уровня этого показателя на
38–58,6 % в зависимости от локализации опухоли.
При этом отмечалась устойчивая тенденция к уве�
личению у больных уровня ААТ к (GluR1) при лока�
лизации опухоли в лобной доле как при сравнитель�
ном анализе в группах по признаку локализации
опухоли в пределах 1 доли, так и в группах по при�
знаку локализации в пределах 2 долей (p<0,05).
Сравнительная оценка уровней AAT к (GluR1)
у больных исследуемой группы в зависимости от
локализации опухоли представлена в табл. 3.

Средний уровень ААТ к (GluR1) в исследуемой
группе больных (n=58) был выше верхней гра�
ницы нормы на 51,4 %. У больных супратентори�
альными глиомами II степени анаплазии конт�
рольной группы (n=5) средний уровень ААТ к
(GluR1) не выходил за пределы диапазона нор�
мальных значений. У больных
супратенториальными глиомами
III–IV степени анаплазии конт�
рольной группы (n=29) средний
уровень ААТ к (GluR1) превышал
верхнюю границу нормы на 48,5 %.
Сравнительная оценка уровней
AAT к (GluR1) у больных супра�
тенториальными глиомами I–II
и III–IV степеней анаплазии кон�
трольной и исследуемой групп
приведена в табл. 4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные в последние годы высокотехноло�

гичные патоморфологические исследования опу�
холей головного мозга показали, что глиальные опу�
холи, по мере увеличения их степени анаплазии,
начинают самостоятельно вырабатывать глютамат,
обуславливая эффект эксайтотоксичности в анато�
мических пределах перитуморозной зоны [12, 13].
Подобные особенности бластоматозного роста
формируют специфику клинической картины за�
болевания, в том числе и наличие эпилептического
синдрома у данной категории больных.

Реализация эффекта эксайтотоксичности в про�
цессе бластоматозного роста через активацию
и последующую альтерацию ионортропных рецеп�
торов глютамата носит стадийный характер и за�
висит от степени анаплазии опухоли и ее локали�
зации.

В условиях отсутствия достоверных различий
в степени злокачественности опухоли и степени
клинической компенсации заболевания при воз�
действии опухоли на лобную и височную доли ре�
гистрируется максимальный уровень ААТ к GluR1�
субъединице AMPA�рецепторов глютамата, что
может отражать неравномерное распределение
глютаматных рецепторов этого типа с увеличени�

Т а б л и ц а  3
Сравнительная оценка уровней AAT к GluR1$субъединице

AMPA$рецепторов глютамата у больных исследуемой группы
в зависимости от локализации опухоли (n=58)

Локализация опухоли
Уровень ААТ к GluR1�субъединице

AMPA�рецепторов глютамата (%)

M σ m

 Лобная доля (n=28)1 170,54 12,11 2,29

 Височная доля (n=12)2 161,75∗ 16,45 4,75

 Теменная доля (n=6)3 151,83∗ ∗∗ 8,13 3,32

 Мозолистое тело с бифронтальным
ростом (n=3)4

173,33 15,18 8,76

 Лобная и височная доли (n=4)5 174,50 19,47 9,73

 Височная и теменная доли (n=3)6 161,33∗∗∗ 7,57 4,37

 Височная и затылочная доли (n=2)7 164,50∗∗∗ 6,36 4,50

 П р и м е ч а н и е : здесь и далее 1−3 − условные обозначения групп сравнения
при локализации опухоли в пределах 1 доли; 4−7 − условные обозначения групп
сравнения при локализации опухоли в пределах 2 долей; ∗ − разница достовер�
на по сравнению с 1 (p<0,05); ∗∗ − разница достоверна по сравнению с 2 (p<0,05),
∗∗∗ − разница достоверна по сравнению с 5 (p<0,05).

Т а б л и ц а  4
Сравнительная оценка уровней AAT к GluR1$субъединице AMPA$рецепторов
глютамата у больных супратенториальными глиомами II и III−IV степеней

анаплазии контрольной и исследуемой групп (n=92)

Группа сравнения
Уровень ААТ к GluR1�субъединице

AMPA�рецепторов глютамата (%)

M σ m

 Больные с супратенториальными глиомами
исследуемой группы (n=58)1

166,52 14,21 1,87

 Больные с супратенториальными глиомами
II степени анаплазии контрольной группы
(n=5)2

100,60** 6,65 2,98

 Больные с супратенториальными глиомами
III и IV степени анаплазии контрольной
группы (n=29)3

163,38 10,84 2,012
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ем плотности их распределения в данных отделах
головного мозга.

При глиомах I–II степени анаплазии альтера�
ция AMPA�рецепторов глютамата развивается
с латентным периодом, при этом нарастание уров�
ня ААТ к (GluR1) как критерия повреждения AMPA�
рецепторов коррелирует с наличием в клиниче�
ской картине заболевания эпилептических припад�
ков. По мере увеличения степени анаплазии
отмечается нарастание уровня ААТ к (GluR1).
У больных с супратенториальными глиомами III и
IV степени анаплазии контрольной группы (n=29)
уровень ААТ к GluR1 субъединице AMPA�рецепто�
ров глютамата составил 163,38+2,01 %. При высо�
ком уровне ААТ к (GluR1) эпилептических припад�
ков у больных этой группы зарегистрировано не
было. Значительное повышение уровня ААТ
к GluR1�субъединице AMPA�рецепторов глютама�
тау больных со злокачественными глиомами отра�
жает запуск механизмов некроза клеточных струк�
тур перифокальной зоны, реализуемых через глю�
тамат�кальциевый каскад [7, 10], который по темпу
развития опережает потенциальную ирритацию
мозговых структур с клиническими проявлениями
в виде эпилептических припадков.
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РЕЗЮМЕ
В. Н. Очколяс, А. Ф. Гурчин, А. А. Скоромец,
А. В. Костюкевич
Эпилептический синдром в клинической картине забо$

левания и уровень аутоантител к GluR1$субъединице

AMPA$рецепторов глютамата у больных глиомами полу$

шарий большого мозга

Обследованы 92 больных с глиомами полушарий боль�
шого мозга. Использован иммуноферментный метод полу�
количественного определения уровня аутоантител к GluR1
субъединице AMPA�рецепторов глютамата. Изучены час�
тота и клинические особенности симптоматической эпи�
лепсии. Изучена реакция AMPA�рецепторов глютамата в
зависимости от локализации, степени злокачественности
опухоли и особенностей клинического течения заболева�
ния. Показано преимущественное повышение уровня ауто�
антител к GluR1�субъединице AMPA�рецепторов глютама�
та у больных с глиомами, текущими с эпилептическим син�
дромом. При воздействии опухоли на лобную и височную
доли регистрируется максимальный уровень аутоантител
к GluR1�субъединице AMPA�рецепторов глютамата.

Ключевые слова: глиома, эпилептический синдром,
AMPA рецепторы глютамата.

SUMMURY
V. N. Ochkolyas, A. F. Gurchin, A. A. Skoromets,
A. V. Kostyukevich
Epileptic syndrome in the clinical picture of the diseaseand

the level of antibodies to GluR1 subunit of AMPA glutamate

receptors in the patients with gliomas in the cerebral

hemispheres of a brain

The authors examined 92 patients with gliomas in the cerebral
hemispheres. The immunoenzyme method was used for
semiquantitative assay of the level of autoantibodies to GluR1
subunit of AMPA receptors of glutamate. Frequency and clinical
features of symptomatic epilepsy, the reaction of AMPA
receptors of glutamate depending on localization and degree of
malignance and features of clinical course of the disease were
investigated as well. Marked increase of the level of autoan�
tibodies to GluR1 subunit of AMPA receptors of glutamate was
noticed in the patients with gliomas associated with epileptic
syndrome. Maximal level of autoantibodies to GluR1 subunit of
AMPA receptors of glutamate seen under the effect of the tumor
on the frontal and temporal lobels.

Key words: glioma, epileptic syndrome, AMPA glutamate
receptors.




