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Аннотация

Метод ЭПР-спектроскопии обладает весомым потенциалом для высокоэффектив-
ной диагностики и мониторинга развития злокачественных новообразований. Анализ
изменений качественного и количественного состава парамагнитных центров применя-
ется как для характеристики непосредственно опухолевых биоптатов, так и для опре-
деления специфических маркеров неоплазии в сыворотке крови. Ряд опухолей, в част-
ности меланома, содержит стабильные специфические парамагнитно-активные радика-
лы, которые позволяют с высокой точностью диагностировать такие разновидности
новообразований с помощью ЭПР-спектроскопии, в том числе и in vivo. Поиск харак-
терных парамагнитных маркеров различных типов раковых опухолей, в том числе ко-
лоректальной карциномы, которая занимает одно из ведущих мест по частоте встре-
чаемости среди онкологических заболеваний в развитых странах, является перспектив-
ным подходом для контроля данного типа патологий.

Впервые методом ЭПР-спектроскопии зарегистрированы специфические различия
в качественном составе парамагнитных центров малигнизированного и неозлокачеств-
ленного эпителий прямой кишки. Спектральные характеристики сигнала свидетельст-
вуют о присутствии в опухолевой ткани нитроксильных радикалов. Специфические
различия нормальной и малигнизированной тканей наблюдались только в образцах,
замороженных в жидком азоте немедленно после отбора. Лиофилизация биоптатов
приводила к исчезновению характерных для опухолевой ткани сигналов.
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Введение

Злокачественные перерождения тканей характеризуются изменениями тка-
невого метаболизма, физиологического состояния, а также изменением кон-
центрации свободных радикалов пораженного участка, что открывает широкие
возможности для применения метода ЭПР-спектроскопии для изучения дина-
мических характеристик поведения парамагнитных центров в озлокачествен-
ных тканях [1].

Гипотеза о важной роли свободных радикалов в канцерогенезе была предло-
жена в 60-70-х годах XX в., когда было установлено, что концентрация свобод-
ных радикалов меняется по мере развития опухоли как у животных, так и у лю-
дей, при этом ЭПР-спектроскопию использовали при сравнении образцов тканей
в замороженном, лиофилизированном и «влажном» состояниях. В последующие
годы целый ряд ученых, применив метод ЭПР, посвятил свои экспериментальные
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и клинические исследования вопросу о различиях свободных радикалов и других
парамагнитных частиц в опухолевых тканях [2–5]. Одним из признаков, отли-
чающих клетки злокачественных новообразований от клеток нормальных тка-
ней, способных быть охарактеризованными при помощи ЭПР, является редокс-
статус. Известно, что изменения данного параметра характеризуют ответ опу-
холи на хемотерапевтические агенты, облучение и цитотоксины [6]. При регист-
рации ЭПР-сигналов, источником которых являлся глутатион, удалось выяснить,
что ткани опухолей находятся в более восстановленном состоянии [7]. Об из-
менениях редокс-метаболизма злокачественных новообразований также свиде-
тельствует ЭПР-визуализация свободных радикалов, локализованных в больной
и здоровой слизистых желудка. Показано, что ткань опухоли сигналом не об-
ладает, поскольку благодаря повышенному редокс-статусу спиновый зонд бы-
стро восстанавливается до недетектируемого «тихого» состояния [8].

Важную информацию о развитии и физиологическом состоянии опухоли не-
сут протеины и пептидные фрагменты, высвобождаемые озлокачествленными
клетками в кровоток. К подобным ассоциированным с неоплазией маркерам
относятся аллостерические модификации сывороточного альбумина, приводя-
щие к изменениям в способности данного белка связывать и транспортировать
жирные кислоты. Эти изменения легко диагностируются с помощью неинва-
зивной ЭПР-спектроскопии, причем точность уставленного данным методом
диагноза составляла 87.4% [9].

С помощью ЭПР-спектроскопии представляется возможным получать ко-
личественную информацию о таких белках плазмы крови, как церулоплазмин,
трансферрин и метаглобин. Сравнительный анализ ЭПР-спектров, полученных
от вышеперечисленных белков крови пациентов с урогенитальными злокачест-
венными новообразованиям и здоровых людей, показал, что общая интенсив-
ность сигнала церулоплазмина в крови онкологических больных в 1.9–2.5 раза
превышала верхнюю границу для контрольной группы, концентрация метагло-
бина была снижена в 1.8–2.9 раз, а содержание трансферрина и у опытной, и
у контрольной групп находилось в одинаковых пределах. Таким образом, по-
вышенное содержание в крови церулоплазмина на фоне пониженного уровня
метаглобина может служить потенциальным маркером канцерогенеза [10].

ЭПР-спектроскопия обладает также широкими возможностями для харак-
теристики меланомы in vivo, поскольку меланиновый пигмент, содержащий сво-
бодный радикал, продуцирует специфичный ЭПР-сигнал, благодаря чему пора-
женные меланомой участки с легкостью детектируются. Данный метод позво-
ляет довольно точно охарактеризовать границы опухоли, форму, степень фраг-
ментации и ее пространственное расположение, которые, в свою очередь, харак-
теризуют инвазивность новообразования [11]. Последние исследования в данной
области позволили подтвердить принадлежность наблюдаемого ЭПР-сигнала
опухоли: при сравнении спектров ткани невуса с меланомой были выявлены
значительные различия в характере сигналов, что, по мнению авторов исследо-
вания [12], может послужить надежным маркером при постановке диагноза.

Таким образом, характеристика различий параметров опухолевых и нормаль-
ных тканей методом ЭПР является технологичным и высокоэффективным спо-
собом диагностики и мониторинга развития злокачественных новообразований.
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В связи с вышесказанным целью настоящей работы явилась ЭПР-характерис-
тика биоптатов колоректальной карциномы человека и нормального эпителия
прямой кишки, а также сравнительный анализ качественных различий в спек-
трах ЭПР-сигналов от образцов нормальной и малигнизированной тканей.

1. Материалы и методы исследования

Был проведен ЭПР-анализ биоптатов слизистой прямой кишки 10 пациентов,
перенесших операцию по удалению колоректальной опухоли. Образцы тканей
были получены и исследованы в соответствии с Разрешением этического коми-
тета КГМА (протокол № 4 от 7 мая 2009 г.). Они предоставлены нам на осно-
вании сотрудничества с оперирующим хирургом профессором И.Г. Гатаулли-
ным и врачом-колопроктологом П.В. Мальцевым.

Забор тканей производился непосредственно во время операции. Образцы
опухоли отбирали непосредственно из участка озлокачествленной ткани, в то
время как пробы нормального эпителия отбирали со здоровой стенки кишки
выше зоны малигнизации. Биоптаты отбирали стерильно, помещали в эппендор-
фы и немедленно замораживали в жидком азоте. Необходимость применения
низких температур обусловлена малым временем жизни некоторых парамагнит-
ных центров при комнатной температуре. Образцы тканей представляли собой
циллиндры высотой 30 мм и диаметром 4 мм. Такие размеры образца позволя-
ли поместить его в сосуд Дьюара с внутренним диаметром 4.5 мм. Благодаря
малому расстоянию между границей образца и внутренней стенкой сосуда ки-
пение азота вокруг образца не влияло на частоту и согласование резонатора.
Часть образцов перед анализом подвергали лиофилизации на сушке Martin
Christ (Германия) при температуре –76 °С и давлении 0.001 Бар до полного вы-
сыхания, остальные исследовали непосредственно в замороженном состоянии.

ЭПР-эксперименты проводили на стационарном спектрометре ESP-300
(Bruker, Германия) с рабочей частотой 9.4–9.9 ГГц, напряженностью магнитного
поля 20–1600 мТ (погрешность – не более 0.01 мТ), частотой модуляции 100 кГц
при мощности СВЧ-излучения 2–20 мВт.

Спектры замороженных образцов регистрировали при 77 К. Лиофилизиро-
ванные образцы исследовали при 15 К с помощью гелиевого проточного крио-
стата Oxford-9 (Великобритания), контроль температуры осуществляли с при-
менением прибора ITC 4 Oxford (Великобритания).

2. Результаты и их обсуждение

Анализ ЭПР-спектров лиофилизированных образцов не позволил выявить
значимых различий в структуре сигналов парамагнитных центров нормальных
и опухолевых тканей (рис. 1). Несмотря на то что лиофилизация биологических
образцов увеличивает чувствительность метода ЭПР-спектроскопии [13], па-
раметры сигналов от парамагнитных центров биоптатов опухолевой ткани ос-
тавались в пределах изменений характеристик спектров препаратов нормально-
го эпителия. Вероятно, длительность процесса лиофилизации опосредовала
элиминацию из образцов парамагнитных центров с малым сроком жизни, что и
не позволило зафиксировать различия в спектрах препаратов малигнизирован-
ного и нормального эпителий.
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Рис. 1. Сравнительный анализ ЭПР-спектров лиофилизированных образцов эпителия
кишечника: Т – типичный спектр образца малигнизированной ткани, Н (1–6) – спектры
препаратов нормального эпителия. Интенсивность нормирована на единицу массы об-
разцов. Рабочая частота 9.6 ГГц, мощность СВЧ-излучения 2 мВт, амплитуда модуля-
ции 2.5 Э

Рис. 2. Сравнительный анализ ЭПР-спектров замороженных образцов эпителия кишеч-
ника: Т (1–3) –спектры образцов малигнизированной ткани, Н (1–3) – спектры препара-
тов нормального эпителия. Рабочая частота 9.6 ГГц, мощность СВЧ-излучения 50 мВт,
амплитуда модуляции 5 Э
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Заморозка в жидком азоте позволяет увеличить время жизни парамагнит-
ных центров, но в то же время препятствует нормированию образцов по массе,
что не позволяет провести количественный анализ содержания парамагнитно-
активных молекул в препарате. Однако сравнение ЭПР-спектров заморожен-
ных образцов позволило зафиксировать уникальный тип сигнала, характерный
лишь для опухолевой ткани при g = 2.00 (рис. 2).

Установлена также более сложная природа сигнала от онкотрансформиро-
ванного эпителия, что свидетельствует о наличии в озлокачествленной ткани
нескольких типов парамагнитных центров. Однако непостоянство состава ра-
дикалов нормальных и опухолевых тканей трудно верно интерпретировать из-
за отсутствия парамагнетиков, дающих предельно точно идентифицируемые
ЭПР-сигналы. Тем не менее ранее в ряде работ уже было показано присутствие
отчетливого сигнала в опухолевых тканях крыс вблизи g = 2.00 [14].

Полученные нами данные позволяют сделать заключение о присутствии в
образцах опухолевой ткани специфических парамагнетиков, предположительно
являющихся нитроксильными радикалами. Схожая картина триплетно расщеп-
ленных спектров сверхтонкой структуры нитроксильных радикалов была полу-
чена ранее для замороженных образцов саркомы селезенки и нейробластомы
мыши [15], гепатомы и саркомы человека [16], тканей печени животных, под-
вергнутых длительному воздействию ионизирующего излучения низкой мощ-
ности [17], однако для колоректальной карциномы демонстрируется впервые.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ (проекты
№ 12-04-31022-мол_а и 12-04-01226-а).
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CHANGES IN COMPOSITION OF PARAMAGNETIC CENTERS
OF EPITHELIAL TISSUE DURING COLORECTAL CARCINOMA

P.V. Zelenikhin, A.V. Makeeva, A.A. Rodionov,
E.A. Sokolova, I.G. Gataullin, O.N. Ilinskaya

Abstract

EPR spectroscopy possesses high potential for efficient diagnostics and monitoring of malignant tumor
development. The analysis of qualitative and quantitative changes in the composition of paramagnetic
centers is applied for characterization of tumor biopsy material as well as for definition of the specific
markers of neoplasia in blood serum. A number of tumors (melanoma in particular) are known to contain
stable specific paramagnetic radicals. The presence of these radicals allows diagnosing accurately certain
types of malignant tumors using EPR spectroscopy, including in vivo. Colorectal carcinoma was shown
to occupy one of the leading places according to the frequency of occurrence among oncological diseases
in the developed countries. Therefore, searching for the specific paramagnetic markers of various types
of cancer tumors, including colorectal carcinoma, is a promising approach to control these pathologies.

For the first time, specific distinctions in the qualitative composition of the paramagnetic centers
of malignant and normal rectal epithelium have been recorded using EPR spectroscopy. The spectral
characteristics indicated the presence of nitroxyl radicals in tumor tissue. Specific distinctions between
normal and malignant tissues were observed only in the samples frozen in liquid nitrogen immediately
after preparation. Lyophilization of biopsy material led to the disappearance of signals typical for tumor
tissue.

Keywords: colorectal carcinoma, EPR, free radicals.
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