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Ââåäåíèå
Ñòåðîèäíûå ãîðìîíû ýñòðîãåíû âûïîëíÿþò ðÿä

âàæíåéøèõ ôóíêöèé â îðãàíèçìå. Â ÷àñòíîñòè, îíè
ÿâëÿþòñÿ ðåãóëÿòîðàìè ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè
êëåòîê, â òîì ÷èñëå è çëîêà÷åñòâåííûõ. Ñâîè áèîëî-
ãè÷åñêèå ñâîéñòâà ýñòðîãåíû ðåàëèçóþò ïîñðåä-
ñòâîì ýñòðîãåíîâûõ ðåöåïòîðîâ (ÝÐ), êîòîðûå ÿâëÿ-
þòñÿ ìèøåíüþ ãîðìîíàëüíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ
ëåêàðñòâ – àíòèýñòðîãåíîâ òàìîêñèôåíà, ðàëîêñèôåíà
è ôóëüâåñòðàíòà. Ïîýòîìó óðîâåíü ÝÐ â îïóõîëåâîé
òêàíè ïîçâîëÿåò íå òîëüêî ïðîãíîçèðîâàòü àãðåññèâ-
íîñòü òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ, íî è ïðåäñêàçàòü ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü îïóõîëè ê ãîðìîíîòåðàïèè, ò.å. ÿâëÿåò-
ñÿ âàæíåéøèì ïðîãíîñòè÷åñêèì è ïðåäèêòèâíûì îïó-
õîëåâûì ìàðêåðîì [1, 2].
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Ïðîâåäåíà àäàïòàöèÿ óñëîâèé èìóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ýñòðîãåíîâûõ ðåöåïòîðîâ βββββ
(ÝÐβββββ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (ÏÖÔ) è ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê
ÝÐβ β β β β  ôèðìû “Abcam” (êëîí 14Ñ8), ñïåöèôè÷åñêèõ ïî îòíîøåíèþ ê  N-òåðìèíàëüíîìó äî-
ìåíó áåëêà ÝÐβ β β β β  ÷åëîâåêà. Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ôèêñàöèè êëåòîê 4%-ì ðàñòâîðîì ôîð-
ìàëüäåãèäà è âàðüèðîâàíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ñóñïåíçèè, ÷òî ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü íå òîëüêî
îáðàçöû îïóõîëè, ïîëó÷àåìûå âî âðåìÿ õèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé, íî è ïðè ýíäîñêîïè÷åñêîì
îáñëåäîâàíèè áîëüíûõ è áèîïñèè îïóõîëè. Ê èñïîëüçîâàíèþ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ðåêî-
ìåíäîâàíà ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå íî÷è (15–
20 ÷.), à ñ âòîðè÷íûìè – 1,5 ÷, ÷òî îïðàâäàíî ñ òî÷êè çðåíèÿ áîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ìåòîäà, ñîêðàùåíèÿ ðàñõîäà àíòèòåë è óäîáñòâà äëÿ ïåðñîíàëà. Äëÿ êîíòðîëÿ àêòèâíîñòè
àíòèòåë â êà÷åñòâå ðåôåðåíñíîé êóëüòóðû ðåêîìåíäîâàíû êëåòêè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû
ëèíèè MCF-7 è äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé àíòèòåë 0,06; 1,2 è 2,5 ìêã/ìë. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ÷àñòîòû ýêñïðåññèè ÝÐβ β β β β â ñîëèäíûõ îïóõîëÿõ ÷åëîâåêà îáîñíîâàíî èñïîëüçîâàíèå
àíòèòåë â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé 1,2; 2,5 è 5 ìêã/ìë, êîòîðàÿ âêëþ÷àåò îáëàñòü ëèíåéíîé
çàâèñèìîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ îò êîíöåíòðàöèé àíòèòåë è îá-
ëàñòü äîñòèæåíèÿ îêðàøèâàíèÿ âñåõ êëåòîê â èññëåäóåìîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, à  ñëåäîâà-
òåëüíî, è â èññëåäóåìîé îïóõîëè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýñòðîãåíîâûå ðåöåïòîðû β, èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ, ïðîòî÷íàÿ
öèòîôëóîðèìåòðèÿ, ñîëèäíûå îïóõîëè ÷åëîâåêà.

ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàíèåì ê ïðîâå-
äåíèþ àíòèýñòðîãåííîé òåðàïèè [3]. Â 1996 ã. áûë
èäåíòèôèöèðîâàí åùå îäèí òèï ýñòðîãåíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ – ÝÐβ  [4], ïðè ýòîì ñòàëî î÷åâèäíûì, ÷òî
íàëè÷èå â îïóõîëåâîé òêàíè ÝÐα è β ÿâëÿåòñÿ ìîëå-
êóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêîé ñîëèäíûõ
îïóõîëåé ðàçíûõ ëîêàëèçàöèé [5, 6]. Òåì íå ìåíåå äî
íàñòîÿùåãî âðåìåíè â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå îáÿçà-
òåëüíûì ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå ëèøü ÝÐα è òîëüêî â
òêàíè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû. Âàæíåéøåé ïðè÷èíîé
ýòîãî, íàðÿäó ñ ïðî÷èìè, ìû ñ÷èòàåì îòñóòñòâèå
àäåêâàòíîé êîëè÷åñòâåííîé ìåòîäèêè îöåíêè ýêñïðåñ-
ñèè ÝÐβ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ÝÐ íàè-
áîëåå ÷àñòî ïðèìåíÿåòñÿ ïîëóêîëè÷åñòâåííûé ìåòîä
èììóíîãèñòîõèìèè [7]. Èñïîëüçîâàíèå ñåëåêòèâíûõ
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïîçâîëÿåò ñ âûñîêîé òî÷íî-
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ñòüþ óñòàíîâèòü íàëè÷èå ÝÐ â èññëåäóåìîé òêàíè.
Îäíàêî îñóùåñòâëÿåìàÿ âèçóàëüíî êîëè÷åñòâåííàÿ
îöåíêà äîëè êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ðåöåïòîðû, ÿâëÿåòñÿ
ñóáúåêòèâíîé [8]. Â îòäåëüíûõ ðàáîòàõ â êà÷åñòâå
àëüòåðíàòèâû èììóíîãèñòîõèìèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÝÐ
ïðèìåíÿþò îáðàòíîòðàíñêðèïòàçíóþ ïîëèìåðàçíóþ
öåïíóþ ðåàêöèþ (ÎÒ-ÏÖÐ) [9]. Íî óðîâåíü ìÐÍÊ
(ìàòðè÷íîé ÐÍÊ, êîòîðàÿ èñïîëüçóåòñÿ ïðè òðàíñëÿ-
öèè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ñèíòåçà áåëêîâ), îáíàðó-
æèâàåìûé òàêèì ñïîñîáîì, íå âñåãäà ñîîòâåòñòâóåò
óðîâíþ ðåöåïòîðà â êëåòêå, òàê êàê íà ôîðìèðîâàíèå
áåëêà èç ìÐÍÊ îêàçûâàþò âëèÿíèå ðàçëè÷íûå òðàíñ-
ëÿöèîííûå ôàêòîðû, ïîñòñèíòåòè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ
è áåëêîâàÿ äåãðàäàöèÿ [10]. Åùå ìåíåå êîëè÷åñòâåí-
íûìè ÿâëÿþòñÿ áèîõèìè÷åñêèé ìåòîä è âåñòåðí-
áëîòòèíã. Ïåðâûé ñâîäèòñÿ ê îïðåäåëåíèþ óðîâíÿ ÝÐ
â ãîìîãåíàòå êëåòîê íà îñíîâàíèè ñâÿçûâàíèÿ ðåöåï-
òîðîâ (è ïðîäóêòîâ èõ äåãðàäàöèè) ñ ëèãàíäîì [11,
12], à âòîðîé – ê äåòåêöèè ÝÐ ïî ñâÿçûâàíèþ ñî ñïå-
öèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè  â òîòàëüíîé áåëêîâîé
ôðàêöèè, ïîëó÷åííîé èç àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê [13].

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëàñü ðàçðàáîòêà èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîãî ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè, ïðèãîäíîãî äëÿ êëèíè÷åñ-
êîãî ïðèìåíåíèÿ è ïîçâîëÿþùåãî êîëè÷åñòâåííîå îï-
ðåäåëåíèå ÷àñòîòû ýêñïðåññèè ÝÐβ â èññëåäóåìîé
ñîëèäíîé îïóõîëè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Ðàáîòà ïðîâåäåíà íà êóëüòóðå êëåòîê ðàêà ìîëî÷-

íîé æåëåçû ÷åëîâåêà ëèíèè MCF-7. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ñóñïåíçèè êëåòîê MCF-7 èç êóëüòóðàëüíîãî ìàòðàöà
ñëèâàëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, äâàæäû ïðîìûâàëè ìîíî-
ñëîé ðàñòâîðîì ôîñôàòíîãî áóôåðà (ðÍ 7,4), äîáàâ-
ëÿëè ðàñòâîð Âåðñåíà äî ïîêðûòèÿ êëåòîê òîíêèì
ñëîåì æèäêîñòè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 37°Ñ. Ïîñëå ñíÿòèÿ ìîíîñëîÿ ðàáåðîì êëåòêè
ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêó ñ ðàñòâîðîì ôîñôàòíîãî áóôå-
ðà è ïèïåòèðîâàëè äî ïîëó÷åíèÿ îäíîêëåòî÷íîé ñóñ-
ïåíçèè. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè
ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà è äîâîäèëè äî íåîá-
õîäèìîé êîíöåíòðàöèè ïóòåì ðàçâåäåíèÿ ôîñôàòíûì
áóôåðîì. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ôèêñèðîâàëè ôîð-
ìàëüäåãèäîì â ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå â êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0,01 èëè 4%.

Ïåðåä ïðîâåäåíèåì èììóííîôëóîðåñöåíòíîãî îê-
ðàøèâàíèÿ êëåòêè îñàæäàëè èç ñóñïåíçèè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 3000 îá/ìèí., íàäîñà-
äî÷íóþ æèäêîñòü îòáèðàëè, ê îñàäêó äîáàâëÿëè 1ìë
1% ðàñòâîðà Tween 20 (“Sigma”) è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì

äëÿ îòìûâêè äåòåðãåíòà (â ðÿäå ýêñïåðèìåíòîâ îò-
ìûâêó êëåòîê îò äåòåðãåíòà ïðîâîäèëè ïîâòîðíî) â
ïðîáèðêó äîáàâëÿëè 10 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðà-
ñòâîðà è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 3000 òûñ. îá/ìèí â
òå÷åíèå 10 ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü îòáèðàëè
è ê îñàäêó êëåòîê  äîáàâëÿëè ôîñôàòíûé áóôåðíûé
ðàñòâîð â îáúåìå, äîñòàòî÷íîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ íå-
îáõîäèìîé äëÿ ðàáîòû êîíöåíòðàöèè êëåòîê, êîòîðûå
ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà. Èíêóáàöèþ êëåòîê
àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè ïðè 4°Ñ â òåìíîòå â ïëàñòè-
êîâûõ ïðîáèðêàõ äëÿ ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðà â
100 ìêë êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè çàäàííîé êîíöåíòðàöèè
– îò 500 òûñ. äî 1 ìëí êëåòîê/ìë. Ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè ñïåöèôè÷åñêèìè è
ñîîòâåòñòâóþùèìè èçîòèïè÷åñêèìè àíòèòåëàìè çà-
âèñåëà îò ïîñòàâëåííîé çàäà÷è è ñîñòàâëÿëà 30 ìèí,
1,5 ÷ èëè 15–20 ÷. Çàòåì ê ñóñïåíçèè êëåòîê äîáàâ-
ëÿëè âòîðè÷íûå àíòèòåëà è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
30 ìèí èëè 1,5 ÷. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè äëÿ
îòìûâêè ñâîáîäíûõ àíòèòåë (îäíîêðàòíî èëè ïî-
âòîðíî) â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâëÿëè ïî 2 ìë ôîñ-
ôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
3000 îá/ìèí. â òå÷åíèå 10 ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèä-
êîñòü îòáèðàëè è îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 200 ìêë
ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÝÐβ èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà (“Abcam”, êëîí 14C8), êîòî-
ðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ ñïåöèôè÷íîñòüþ ê N-òåðìè-
íàëüíîìó äîìåíó áåëêà ÝÐβ ÷åëîâåêà. Â èññëåäîâà-
íèè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå êîíöåíòðàöèè ìîíîêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë: 0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0; 7,5 è 10 ìêã/
ìë. Â êà÷åñòâå èçîòèïè÷åñêîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè
ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà IgG2à
(“Abcam”, êëîí MG2a-53) â ýêâèâàëåíòíûõ ñïåöèôè-
÷åñêèì àíòèòåëàì êîíöåíòðàöèÿõ. Â êà÷åñòâå âòîðè÷-
íûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ïîëèêëîíàëüíûå
àíòèòåëà, ìå÷åíûå FITC (“Sigma”, F2772). Ïðè ìàê-
ñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ïåðâè÷íûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè âòîðè÷íûå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1:130. Ïðè
áîëüøåì ðàçâåäåíèè ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ñîîòâåò-
ñòâåííî óâåëè÷èâàëè ðàçâåäåíèå âòîðè÷íûõ àíòèòåë.

Èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì
öèòîôëóîðèìåòðå FACSCanto II (“Becton Dickinson”)
ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ FACSDiva
6.0. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè
òâåðäîòåëüíûé ëàçåð “Coherent Sapphire” ñ äëèíîé
âîëíû èñïóñêàåìîãî ñâåòà 488 íì; ðåãèñòðàöèþ ñèã-
íàëà ïðîâîäèëè ïî ïàðàìåòðó FITC-H, êîòîðûé ïîçâî-
ëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ êëåòîê, ìå÷åí-
íûõ ôëóîðîõðîìîì FITC, ïðè íàïðÿæåíèè 500 Â. Çíà-
÷åíèå ïîðîãà, îòñåêàþùåãî ðàçðóøåííûå êëåòêè è
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ëåéêîöèòû, ñîñòàâëÿëî 10000, à ñêîðîñòü ëàìèíàðíîãî
ïîòîêà æèäêîñòè â êàïèëëÿðå áûëà ñðåäíåé. ×èñëî
àíàëèçèðóåìûõ ñîáûòèé – îò 500 äî 5000 â çàâèñèìî-
ñòè îò óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ FlowJo 7.6 è WinMDI 2.9.
Ïðè ýòîì êîëè÷åñòâî ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ êëå-
òîê ïî ñðàâíåíèþ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ òåñòà Êîëìîãîðîâà–Ñìèðíîâà,
âñòðîåííîãî â ïðîãðàììó FlowJo.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâåäåíû ñ ìîíîêëîíàëüíûìè

àíòèòåëàìè ê ÝÐβ ôèðìû “Abcam” (êëîí 14Ñ8), êî-
òîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ ñïåöèôè÷íîñòüþ ê N-òåðìè-
íàëüíîìó äîìåíó áåëêà ÝÐβ ÷åëîâåêà.

Ó÷èòûâàÿ çàäà÷ó íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ – ðàç-
ðàáîòàòü ìåòîä, ïðèãîäíûé äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìå-
íåíèÿ, êîãäà ÷àñòî âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü âåðèôè-
êàöèè (ïîâòîðíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ) ðåçóëüòàòîâ àíàëè-
çà, à ñëåäîâàòåëüíî, ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â
äëèòåëüíîì õðàíåíèè êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà, íà ïåð-
âîì ýòàïå ðàáîòû ìû îöåíèëè âîçìîæíîñòü èçìåíå-
íèÿ óñëîâèé ôèêñàöèè êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà â ñòîðî-
íó ïîâûøåíèÿ êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðà ôîðìàëüäåãèäà
îò ðåêîìåíäîâàííîãî êîììåð÷åñêèì ïðîòîêîëîì äèà-
ïàçîíà 0,01–1% äî 4%.

Ïîêàçàíî, ÷òî òàêîå èçìåíåíèå óñëîâèé ôèêñàöèè
íå âëèÿåò íà âçàèìîäåéñòâèå èçîòèïè÷åñêèõ è ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë ñ êëåòêàìè MCF-7. Ñïåöèôè÷åñêîå
ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê ìîíîêëîíàëüíû-
ìè àíòèòåëàìè ê ýñòðîãåíîâûì ðåöåïòîðàì β áûëî
îäèíàêîâûì è ïðè êîíöåíòðàöèè ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë 10 ìêã/ìë ñîñòàâèëî 77 è 75% îêðàøåííûõ
êëåòîê ïðè èñïîëüçîâàíèè 0,1 è 4% ðàñòâîðà ôîð-
ìàëüäåãèäà ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1, à, á). Â ñâÿçè ñ
ýòèì ìû ñ÷èòàåì, ÷òî ïðè êëèíè÷åñêîé îöåíêå ýêñï-
ðåññèè ýñòðîãåíîâûõ ðåöåïòîðîâ β â ñîëèäíûõ îïóõî-
ëÿõ ÷åëîâåêà, ó÷èòûâàÿ ëó÷øóþ ñîõðàííîñòü ìàòåðè-
àëà, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ôèêñàöèÿ êëåòîê 4%-ì
ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà.

Âòîðàÿ ïðîáëåìà, êîòîðàÿ âîçíèêàåò ïðè êëèíè÷åñ-
êîé îöåíêå ýêñïðåññèè îïóõîëåâûõ ìàðêåðîâ, – ðàç-
ìåð îáðàçöà èññëåäóåìîé òêàíè. Â êîììåð÷åñêèõ
ïðîòîêîëàõ ðåêîìåíäîâàíî ïðîâîäèòü àíàëèç ïðè êîí-
öåíòðàöèè êëåòîê â ñóñïåíçèè îò 500 òûñ./ìë äî
1 ìëí/ìë. Îäíàêî â ñëó÷àå ïîëó÷åíèÿ ìèíèìàëüíîãî
îáúåìà ìàòåðèàëà, íàïðèìåð ïðè ýíäîñêîïè÷åñêîì
èññëåäîâàíèè è áèîïñèè, âûïîëíèòü ýòî óñëîâèå íå-
âîçìîæíî. ×òîáû îïðåäåëèòü, íàñêîëüêî “êðèòè÷íûì”
ÿâëÿåòñÿ óïîìÿíóòîå âûøå òðåáîâàíèå ê êîíöåíòðà-

öèè êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ðåçóëü-
òàòîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ êëåòîê
â ñóñïåíçèè (100, 500 òûñ./ìë è 1 ìëí/ìë) è ðàçíîì
êîëè÷åñòâå êëåòîê, àíàëèçèðóåìûõ íà ïðîòî÷íîì öè-
òîôëóîðèìåòðå.

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè óìåíüøåíèè êîëè÷åñòâà êëåòîê â
èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè îò 1 ìëí äî 500 è 100 òûñ/ìë
âçàèìîäåéñòâèå èçîòèïè÷åñêèõ è ñïåöèôè÷åñêèõ àíòè-
òåë ñ êëåòêàìè MCF-7 íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 1, â, ã,
ä). Ñïåöèôè÷åñêîå ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå êëå-
òîê ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê ýñòðîãåíîâûì
ðåöåïòîðàì β áûëî îäèíàêîâûì è ïðè êîíöåíòðàöèè
ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë 10 ìêã/ìë ñîñòàâèëî 80, 71
è 78% îêðàøåííûõ êëåòîê ïðè êîíöåíòðàöèè êëåòîê â
èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè 1 ìëí/ìë, 500 è 100 òûñ./ìë
ñîîòâåòñòâåííî. Ñõîäíûå ðåçóëüòàòû (70, 69 è 75%
ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ êëåòîê) ïîëó÷åíû è ïðè
àíàëèçå íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå ðàçíûõ êîëè-
÷åñòâ êëåòîê – 5 è 3 òûñ., à òàêæå 1 òûñ. (ðèñ. 1, å,
æ, ç). Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîì îêðàøè-
âàíèè óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê äî 100 òûñ./ìë,
òàê æå êàê è ñíèæåíèå ÷èñëà êëåòîê, àíàëèçèðóåìûõ
íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå äî 1 òûñ., íå èçìåíÿ-
åò ðåçóëüòàòû îöåíêè ýêñïðåññèè ýñòðîãåíîâûõ ðåöåï-
òîðîâ β â èññëåäóåìîé îïóõîëè.

Ñëåäóþùàÿ çàäà÷à ïðè àäàïòàöèè ëþáîãî ìåòîäà,
èñïîëüçóåìîãî â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå, – ìèíèìèçè-
ðîâàòü ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà, ñäå-
ëàòü àíàëèç ìåíåå òðóäîåìêèì. Ñîãëàñíî êîììåð÷åñ-
êîìó ïðîòîêîëó îêðàøèâàíèÿ ôèðìû “Abcam” äëÿ
èñïîëüçóåìûõ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë, ïåðìåàáèëèçà-
öèÿ êëåòîê îñóùåñòâëÿåòñÿ â àëèêâîòàõ êëåòî÷íîé
ñóñïåíçèè îáúåìîì 100 ìêë ñ äîáàâëåíèåì 100 ìêë
0,5%-ãî ðàñòâîðà Tween 20. Ñ öåëüþ ñîêðàùåíèÿ
ïðîäîëæèòåëüíîñòè àíàëèçà áûëà ïðîâåäåíà èíêóáà-
öèÿ âñåé ñîâîêóïíîñòè àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê â îäíîé
ïðîáèðêå ñ äîáàâëåíèåì 1 ìë 1%-ãî ðàñòâîðà
Tween 20. Óñòàíîâëåíî, ÷òî òàêîå èçìåíåíèå ìåòîäè-
êè îêðàøèâàíèÿ íå âëèÿåò íà äîëþ ñïåöèôè÷åñêè
ôëóîðåñöèðóþùèõ êëåòîê â èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè.

Ìû ïðîâåëè òàêæå èññëåäîâàíèå ïî îïòèìèçàöèè
êðàòíîñòè îòìûâîê êëåòîê ðàñòâîðîì ôîñôàòíîãî
áóôåðà (ðÍ 7,4) îò ñâîáîäíûõ àíòèòåë. Ôèðìà-ïðîèç-
âîäèòåëü àíòèòåë, ñïåöèôè÷åñêèõ ê ÝÐβ, ðåêîìåíäóåò
òðåõêðàòíûå îòìûâêè êëåòîê ïîñëå èíêóáàöèè, êàê ñ
ïåðâè÷íûìè, òàê è ñ âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè. Îäíà-
êî ñóùåñòâóþò ïðîòîêîëû èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ êëåòîê äðóãèìè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè,
â êîòîðûõ òàêàÿ ðåêîìåíäàöèÿ îòñóòñòâóåò è ïðåä-
ëàãàåòñÿ ïðîâîäèòü îòìûâêó êëåòîê ëèøü ïîñëå èí-
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êóáàöèè ñ âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì
ìû ïðîâåëè  îêðàøèâàíèÿ ÝÐβ ñîãëàñíî óêàçàííûì
ìåòîäèêàì, èñïîëüçóÿ ôîñôàòíûé áóôåð (ðÍ 7,4) â
ñîîòíîøåíèè 1:20, è ñðàâíèëè ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ
äîëè ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ êëåòîê. Â ðåçóëüòà-
òå ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñëåäóþùåãî
“ýêîíîìè÷íîãî” ðåæèìà îòìûâêè ñóñïåíçèè êëåòîê:
îäíîêðàòíî – äåñÿòèêðàòíûì îáúåìîì áóôåðà ïîñ-
ëå ïåðìåàáèëèçàöèè è äâóêðàòíî – äâàäöàòèêðàòíûì
îáúåìîì áóôåðà ïîñëå èíêóáàöèè ñ âòîðè÷íûìè àí-
òèòåëàìè. È íàêîíåö, âàæíåéøåå òðåáîâàíèå ê ìåòî-

äó äèàãíîñòèêè ýñòðîãåíîâîãî ñòàòóñà îïóõîëè – êî-
ëè÷åñòâåííàÿ õàðàêòåðèñòèêà äîëè êëåòîê â îïóõîëå-
âîì óçëå, ýêñïðåññèðóþùèõ ÝÐβ. Ïîëó÷èòü íóæíûå
ðåçóëüòàòû âîçìîæíî, åñëè îïðåäåëèòüñÿ ñ äèàïàçî-
íîì êîíöåíòðàöèé àíòèòåë è âðåìåíåì èíêóáàöèè òàê,
÷òîáû äîñòè÷ü ïîëíîãî îêðàøèâàíèÿ âñåõ êëåòîê â
èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè. C ó÷åòîì íåîáõîäèìîñòè
ñíèæåíèÿ ñòîèìîñòè àíàëèçà è åãî òðóäîåìêîñòè ýòè
óñëîâèÿ íåîáõîäèìî îïðåäåëÿòü â îáëàñòè ìèíèìàëü-
íîé êîíöåíòðàöèè àíòèòåë è ìèíèìàëüíîãî âðåìåíè
èíêóáàöèè. Äëÿ ýòîãî â ïåðâóþ î÷åðåäü ïðîâåäåí

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà ëèíèè MCF-7 îò óñëîâèé èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî
îêðàøèâàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ê ÝÐβ. Ïðåäñòàâëåíû ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò èíòåíñèâíîñòè
ñïåöèôè÷åñêîé ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 30 ìèí ñ ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë.
Ïî îñè àáñöèññ – èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (óñë.åä.), ïî îñè îðäèíàò – êîëè÷åñòâî êëåòîê. Òåìíûå ãèñòîãðàììû – èçîòèïè÷åñêîå
îêðàøèâàíèå êëåòîê; ñâåòëûå – ñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå. Ñòðåëêàìè íà ðèñóíêå îòìå÷åíî êîëè÷åñòâî (%) ñïåöèôè÷åñêè ôëóîðåñ-
öèðóþùèõ êëåòîê â èññëåäîâàííîé ñóñïåíçèè. Ôèêñàöèÿ êëåòîê ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà: à – 0,01%; á – 4%. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â 1
ìë àíàëèçèðóåìîé ñóñïåíçèè: â – 1 ìëí; ã – 500 òûñ.; ä – 100 òûñ. Êîëè÷åñòâî àíàëèçèðóåìûõ êëåòîê: å – 5000; æ – 3000; ç  – 1000
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èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ÝÐβ ïî ìåòîäèêå, ðå-
êîìåíäîâàííîé ïðîèçâîäèòåëÿìè àíòèòåë. Â èññëåäî-
âàíèè èñïîëüçîâàëè òðè êîíöåíòðàöèè àíòèòåë: 5,0; 7,5
è 10 ìêã/ìë. Âðåìÿ èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè è âòî-
ðè÷íûìè àíòèòåëàìè ñîñòàâèëî 30 ìèí. Íà ðèñ. 2
(êðèâàÿ 1) ïîêàçàíî, ÷òî äîëÿ ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåí-
íûõ êëåòîê íå èçìåíÿåòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðà-
öèè àíòèòåë îò 5 äî 10 ìêã/ìë è íàõîäèòñÿ â äèàïà-
çîíå 78–81%. Îòñóòñòâèå çàâèñèìîñòè ñïåöèôè÷åñêî-
ãî îêðàøèâàíèÿ êëåòîê îò êîíöåíòðàöèè àíòèòåë ñâè-
äåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èñïîëüçîâàííûå êîíöåíòðà-
öèè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë èçáûòî÷íû è âîçìîæíî
èõ ñíèæåíèå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ àí-
òèòåë, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ìèíèìàëüíîé, íî äîñòàòî÷íîé
äëÿ îêðàøèâàíèÿ âñåõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÝÐβ,
òðåáîâàëîñü íàéòè äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé, â êîòîðîì
ðåãèñòðèðóåòñÿ ëèíåéíîå óâåëè÷åíèå äîëè îêðàøåí-
íûõ êëåòîê è âûõîä ïîêàçàòåëÿ íà ïëàòî. Ïðè ðåøå-
íèè ýòîé çàäà÷è òàêæå áûëà ïðîëîíãèðîâàíà èíêóáà-
öèÿ ñ ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè äî ïîëó-
òîðà ÷àñîâ.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêè (èíêóáà-
öèÿ ñ ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè ïî
30 ìèí) óæå ïðè êîíöåíòðàöèè ñïåöèôè÷åñêèõ àíòè-
òåë 0,3 ìêã/ìë îòìå÷åíî, ÷òî äîëÿ ñïåöèôè÷åñêè îê-
ðàøåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 40%. Ïðè óâåëè÷åíèè
êîíöåíòðàöèè àíòèòåë âïëîòü äî 5 ìêã/ìë íàáëþäàë-
ñÿ ëèíåéíûé ðîñò ýòîãî ïîêàçàòåëÿ äî 77% è åãî âû-
õîä íà ïëàòî ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíòðà-
öèè àíòèòåë äî 10 ìêã/ìë. Â îáëàñòè ïëàòî çíà÷åíèÿ
ïîêàçàòåëÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîâïàëè ñ äàííû-
ìè, ïîëó÷åííûìè ðàíåå ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñ-
êîãî ïðîòîêîëà (ðèñ. 2, êðèâàÿ 1), ïðè ýòîì ìàêñè-
ìàëüíîå çíà÷åíèå äîëè îêðàøåííûõ êëåòîê ñîñòàâèëî
77 è 81% ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè
è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè äî 1,5 ÷ ýôôåêòèâíîñòü
âûÿâëåíèÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÝÐβ, ïîâûñèëàñü
(ðèñ. 2, êðèâàÿ 3). Ïðè íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè àíòè-
òåë 0,3 ìêã/ìë äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê óâåëè÷èëàñü
ñ 40 äî 55%, âûõîä íà ïëàòî îòìå÷åí óæå ïðè êîí-
öåíòðàöèè àíòèòåë 2,5 ìêã/ìë (â ñðàâíåíèè ñ 30-ìè-
íóòíîé èíêóáàöèåé ïðè 5 ìêã/ìë), à ìàêñèìàëüíîå
êîëè÷åñòâî ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ êëåòîê ïîâûñè-
ëîñü ñ 77 äî 85% (ðèñ. 2, êðèâûå 2, 3). Òàêèì îáðà-
çîì, óâåëè÷åíèå âðåìåíè èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè è
âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè äî 1,5 ÷ â ñðàâíåíèè ñ êîì-
ìåð÷åñêîé ðåêîìåíäàöèåé 30-ìèíóòíîé èíêóáàöèè ïî-
çâîëÿåò çíà÷èòåëüíî (ñ 5 äî 2,5 ìêã/ìë) ñíèçèòü êîí-
öåíòðàöèþ àíòèòåë, ïðè êîòîðîé äîñòèãàåòñÿ îêðàøè-

âàíèå âñåõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÝÐβ. Ïîñêîëüêó
äëÿ ïîâûøåíèÿ äîñòîâåðíîñòè ïîëó÷àåìûõ äàííûõ
íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü êàê ìèíèìóì äâå êîíöåíò-
ðàöèè àíòèòåë â îáëàñòè ïëàòî, à ëó÷øå – äîáàâèòü
òðåòüþ èç îáëàñòè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè, ðàçëè÷èÿ â
êîëè÷åñòâå èñïîëüçóåìûõ àíòèòåë ñòàíîâÿòñÿ âåñüìà
ñóùåñòâåííûìè.

Âûÿâëåííîå ïðåèìóùåñòâî ïðîëîíãèðîâàíèÿ èíêó-
áàöèè êëåòîê ñ ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëà-
ìè äàëî îñíîâàíèå ê åùå áîëüøåìó óâåëè÷åíèþ ïå-
ðèîäà èíêóáàöèè êëåòîê ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè –
äî 15–20 ÷ (èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå íî÷è). Äàííûå, ïðè-
âåäåííûå íà ðèñ. 3, à, ïîçâîëÿþò ñðàâíèòü ðåçóëüòà-
òû îêðàøèâàíèÿ êëåòîê, èíêóáèðîâàííûõ ñ ïåðâè÷íû-
ìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå ïîëóòîðà ÷àñîâ è â òå÷åíèå
íî÷è. Èíêóáàöèÿ ñ âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè â îáîèõ
ñëó÷àÿõ äëèëàñü 1,5 ÷. Âèäíî, ÷òî òîëüêî â äèàïàçî-
íå íèçêèõ êîíöåíòðàöèé àíòèòåë âûÿâëÿþòñÿ ðàçëè-
÷èÿ â ñïåöèôè÷åñêîì îêðàøèâàíèè êëåòîê. Êîíöåíòðà-
öèÿ àíòèòåë 0,03 ìêã/ìë ÿâëÿåòñÿ ìèíèìàëüíîé äëÿ
âûÿâëåíèÿ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ÝÐβ ïðè 1,5-÷à-
ñîâîé èíêóáàöèè, – êîëè÷åñòâî ñïåöèôè÷åñêè îêðà-
øåííûõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò 12% (ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 1).
Ïðè òîé æå êîíöåíòðàöèè àíòèòåë, íî èíêóáàöèè â
òå÷åíèå íî÷è, ïîêàçàòåëü ñóùåñòâåííî âûøå – 35%
(ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 2). Ñõîæàÿ ñèòóàöèÿ íàáëþäàåòñÿ
ïðè êîíöåíòðàöèèè àíòèòåë 0,06 è 0,12 ìêã/ìë. Óâåëè-
÷åíèå âðåìåíè èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè
îò 1,5 äî 18 ÷ ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ äîëè ñïåöèôè-
÷åñêè îêðàøåííûõ êëåòîê: â ïåðâîì ñëó÷àå – îò 26
äî 46%, âî âòîðîì – îò 35 äî 54%. Êîëè÷åñòâåííîå

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü êîëè÷åñòâà ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ
êëåòîê ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà ëèíèè MCF-7 îò êîí-
öåíòðàöèè àíòèòåë ê ÝÐβ è ïðîäîëæèòåëüíîñòè èíêóáàöèè ñ
ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü
èíêóáàöèè êëåòîê ñ ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè:
1 è 2 – 30 è 30 ìèí; 3 – 1,5 è 1,5 ÷. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû
òèïè÷íîãî äëÿ êîíêðåòíûõ óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà, êîòîðûé

ïîâòîðåí íå ìåíåå òðåõ ðàç
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ïðåèìóùåñòâî “íî÷íîé” èíêóáàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ
1,5-÷àñîâîé ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàëûõ êîíöåíòðàöèé
ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ïðîäåìîíñòðèðîâàíî íà ðèñ. 3, á.
Äîëÿ ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ êëåòîê ïðè êîíöåíò-
ðàöèè 0,03; 0,06 è 0,12 ìêã/ìë óâåëè÷èëàñü â 2,7; 1,8 è
1,5 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè áîëåå âûñîêèõ çíà÷åíè-
ÿõ êîíöåíòðàöèè àíòèòåë ñîîòíîøåíèå äîëè ñïåöèôè-
÷åñêè îêðàøåííûõ êëåòîê ïðè ðàçíûõ ñðîêàõ èíêóáà-
öèè ïðèáëèæàåòñÿ ê 1.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
àíòèòåë (âïëîòü äî 5 ìêã/ìë) óâåëè÷åíèå âðåìåíè
èíêóáàöèè íå âëèÿåò íà ïîêàçàòåëü ñïåöèôè÷åñêè îê-
ðàøåííûõ êëåòîê êàê â îáëàñòè ëèíåéíîé çàâèñèìîñ-
òè, òàê è ïðè äîñòèæåíèè ïëàòî. Òàêèì îáðàçîì, èí-
êóáàöèÿ êëåòîê ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå
1,5 ÷ èëè íî÷è ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü âñå êëåòêè, ýêñï-
ðåññèðóþùèå ÝÐβ, ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàâíûõ êîíöåí-
òðàöèé àíòèòåë – 2,5 è 5 ìêã/ìë. Òåì íå ìåíåå òîò
ôàêò, ÷òî ñóùåñòâóåò äèàïàçîí íèçêèõ êîíöåíòðàöèé
àíòèòåë, â êîòîðîì ñïåöèôè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êëå-
òîê ýôôåêòèâíåå ïðè “íî÷íîé” èíêóáàöèè, ÷åì ïðè
1,5-÷àñîâîé, ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíî áîëüøåé

Ðèñ. 3.  Çàâèñèìîñòü êîëè÷åñòâà ñïåöèôè÷åñêè îêðàøåííûõ
êëåòîê ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû ëèíèè MCF-7 îò êîíöåíòðàöèè
àíòèòåë ê ÝÐβ  è ïðîäîëæèòåëüíîñòè èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íû-
ìè àíòèòåëàìè. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè êëåòîê ñ ïåð-
âè÷íûìè àíòèòåëàìè: 1 – 1,5 ÷, 2 – â òå÷åíèå íî÷è. Èíêóáàöèÿ

ñ âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè – 1,5 ÷

÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà â óñëîâèÿõ áîëåå ïðîäîëæè-
òåëüíîé èíêóáàöèè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè. Ýòî
ïîçâîëÿåò ðåêîìåíäîâàòü äëÿ ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçî-
âàíèÿ èìåííî òàêóþ (15–20 ÷) èíêóáàöèþ ñ ïåðâè÷-
íûìè àíòèòåëàìè. Ê òîìó æå ýòîò ðåæèì ïðîâåäåíèÿ
àíàëèçà çíà÷èòåëüíî áîëåå óäîáåí äëÿ ïðèìåíåíèÿ â
êëèíè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèÿõ.

Ðàçâèâàÿ òåìó êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáî-
òàííîé ìåòîäèêè, íåîáõîäèìî åùå ðàç îñòàíîâèòüñÿ
íà óñëîâèÿõ è àëãîðèòìå ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà ýêñïðåñ-
ñèè ýñòðîãåíîâûõ ðåöåïòîðîâ β â ñîëèäíûõ îïóõîëÿõ
÷åëîâåêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ôèðìû “Abcam” (òàáëèöà). Ôèêñàöèþ è õðàíåíèå
ñóñïåíçèè êëåòîê äëÿ âîçìîæíîãî ïîâòîðíîãî èññëå-
äîâàíèÿ öåëåñîîáðàçíî ïðîâîäèòü 4%-ì ðàñòâîðîì
ôîðìàëüäåãèäà. Êîëè÷åñòâî êëåòîê â ñóñïåíçèè ïðè
èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè ìîæåò áûòü óìåíüøåíî îò
1 ìëí äî 100 òûñ. â ñëó÷àå ìèíèìàëüíîãî ðàçìåðà
èññëåäóåìîãî îáðàçöà îïóõîëè, ïîëó÷àåìîãî ïðè ýí-
äîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè èëè áèîïñèè îïóõîëè. Ïî
ýòîé æå ïðè÷èíå äîïóñòèìî âàðüèðîâàíèå êîëè÷åñòâà
êëåòîê, àíàëèçèðóåìûõ íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåò-
ðå, îò 5 òûñ. äî 500, õîòÿ, áåçóñëîâíî, ïðè àíàëèçå
áîëüøåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê âåðîÿòíîñòü îøèáêè èç-
ìåðåíèÿ ìåíüøå. Àäåêâàòíûì è óìåíüøàþùèì âðå-
ìÿ àíàëèçà ÿâëÿåòñÿ ñîêðàùåíèå ÷èñëà îòìûâîê êëå-
òîê çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ äî ñîîòíîøåíèÿ 1:10 è 1:20
îáúåìà ïðîìûâî÷íîãî ðàñòâîðà ôîñôàòíîãî áóôåðà:
1 ðàç – ïîñëå ïåðìåàáèëèçàöèè è 2 ðàçà – ïîñëå èí-
êóáàöèè ñ àíòèòåëàìè. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè
ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå 15–20 ÷ (íî÷íàÿ
èíêóáàöèÿ), à ñ âòîðè÷íûìè – 1,5 ÷, ÿâëÿåòñÿ îïòè-
ìàëüíîé ñ òî÷êè çðåíèÿ áîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ìåòîäà, ñîêðàùåíèÿ ðàñõîäà àíòèòåë, à òàêæå óäîá-
ñòâà ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà, ó÷èòûâàÿ íåðåãëàìåíòèðî-
âàííîñòü âðåìåíè ïîëó÷åíèÿ îïóõîëåâîãî îáðàçöà è
ðåãëàìåíòèðîâàííîñòü ïðîäîëæèòåëüíîñòè åæåäíåâíîé
ðàáîòû êëèíè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèé.

È íàêîíåö, îòäåëüíûé âàæíûé âîïðîñ î êîíöåíòðà-
öèÿõ àíòèòåë, êîòîðûå íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü äëÿ
ïîëó÷åíèÿ äîñòîâåðíûõ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ î
äîëå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ýñòðîãåíîâûé ðåöåïòîð
β â èññëåäóåìîé ñóñïåíçèè êëåòîê è, ñëåäîâàòåëüíî,
– â èññëåäóåìîì îáðàçöå îïóõîëè. Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî
ýòî äîëæåí áûòü äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé, â êîòîðûé
âêëþ÷åíû êàê îáëàñòü ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè ôëóî-
ðåñöåíòíîãî ñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ êëåòîê îò
êîíöåíòðàöèè àíòèòåë, òàê è îáëàñòü ïëàòî. Ïðèìå-
íèòåëüíî ê êóëüòóðå êëåòîê ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû
ëèíèè MCF-7, êîòîðàÿ äîëæíà èñïîëüçîâàòüñÿ ïðè



311ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2011. Ò. 52. ¹ 4

Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ýêñïðåññèè ýñòðîãåíîâûõ ðåöåïòîðîâ β β β β β â ñîëèäíûõ
îïóõîëÿõ ÷åëîâåêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ôèðìû “Abcam” (êëîí 14Ñ8)

êàæäîì àíàëèçå îïóõîëåé ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå ðåôå-
ðåíñíîé êóëüòóðû äëÿ êîíòðîëÿ àêòèâíîñòè àíòèòåë,
ýòè óñëîâèÿ âûïîëíÿþòñÿ ïðè êîíöåíòðàöèÿõ 0,6; 1,2 è
2,5 ìêã/ìë. Ïðè èññëåäîâàíèè ýêñïðåññèè ÝÐβ â ñî-
ëèäíûõ îïóõîëÿõ ÷åëîâåêà íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü
áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè àíòèòåë – 1,2; 2,5 è
5 ìêã/ìë, òàê êàê ïðè ýòîì óâåëè÷èâàåòñÿ âåðîÿò-
íîñòü ïîëó÷åíèÿ “äóáëèðóþùèõ” äàííûõ (ïîâòîðîâ) â
îáëàñòè ïëàòî, ò.å. â îáëàñòè âûÿâëåíèÿ âñåõ êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ èññëåäóåìûé ìàðêåð. Â îòäåëüíûõ
ñëó÷àÿõ, êîãäà îáëàñòü ïëàòî â óêàçàííîì äèàïàçîíå

êîíöåíòðàöèé àíòèòåë íåäîñòèæèìà, àíàëèç äîëæåí
áûòü ïîâòîðåí ñ áîëüøèìè êîíöåíòðàöèÿìè àíòèòåë.
Òàêèå âàðèàíòû, ñóäÿ ïî ðåçóëüòàòàì ïðîâåäåííîãî
àâòîðàìè èññëåäîâàíèÿ òðèäöàòè îáðàçöîâ íåìåëêîê-
ëåòî÷íîãî ðàêà ëåãêîãî, ìîãóò áûòü òîëüêî åäèíè÷íû-
ìè, ÷òî ïîäòâåðæäàåò ïðàâèëüíîñòü ðàçðàáîòàííîãî
àëãîðèòìà êëèíè÷åñêîé îöåíêè ýêñïðåññèè ýñòðîãåíî-
âîãî ðåöåïòîðà β â ñîëèäíûõ îïóõîëÿõ ÷åëîâåêà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ôèðìû
“Abcam” (êëîí 14Ñ8), ñïåöèôè÷íûõ ïî îòíîøåíèþ ê
N-òåðìèíàëüíîìó äîìåíó áåëêà ÝÐβ ÷åëîâåêà.

Îïòèìèçèðóåìûé ýòàï àíàëèçà Ïðîòåñòèðîâàííûå óñëîâèÿ Ðåêîìåíäóåìûå óñëîâèÿ 

0,01% Ôèêñàöèÿ êëåòîê ðàñòâîðîì 
ôîðìàëüäåãèäà 

4% 

Ôèêñàöèÿ 4% ðàñòâîðîì 
ôîðìàëüäåãèäà 

1ìëí 

500 òûñ. 

Êîëè÷åñòâî êëåòîê â 1 ìë ñóñïåíçèè 
ïðè èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè 

100 òûñ. 

Îò 100 òûñ. äî 1 ìëí êëåòîê/ìë 

5 òûñ. 

3 òûñ. 

Êîëè÷åñòâî êëåòîê, àíàëèçèðóåìîå íà 
ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå 

1 òûñ. 

Îò 1 äî 5 òûñ. êëåòîê 

Â àëèêâîòàõ ñóñïåíçèè êëåòîê (ïî 
100 ìêë) 

Ïåðìåàáèëèçàöèÿ êëåòîê 1% ðàñòâîðîì 
Tween 20 

Â îáùåì îáúåìå ñóñïåíçèè êëåòîê 

Ïåðìåàáèëèçàöèÿ â îáùåì îáúåìå 
ñóñïåíçèè êëåòîê 

1 Êîëè÷åñòâî îòìûâîê êëåòîê îò 
ïåðìåàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà 
ôîñôàòíûì áóôåðîì (ðÍ 7,4) â 
ñîîòíîøåíèè 1:10 2 

Îäíà îòìûâêà êëåòîê ôîñôàòíûì 
áóôåðîì ïîñëå ïåðìåàáèëèçàöèè 

3+3 

0+2 

Êîëè÷åñòâî îòìûâîê êëåòîê ïîñëå 
ïåðâè÷íûõ è âòîðè÷íûõ àíòèòåë 
ôîñôàòíûì áóôåðîì (ðÍ 7,4) â 
ñîîòíîøåíèè 1:20 

0+1 

2 îòìûâêè êëåòîê ôîñôàòíûì 
áóôåðîì ïîñëå èíêóáàöèè ñ 
âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè 

30 ìèí è 30 ìèí 

1,5 ÷ è 1,5÷ 

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü èíêóáàöèè ñ  
ïåðâè÷íûìè è âòîðè÷íûìè  àíòèòåëàìè 

Íî÷ü è 1,5÷ 

Èíêóáàöèÿ ñ ïåðâè÷íûìè 
àíòèòåëàìè â òå÷åíèå íî÷è, 
èíêóáàöèÿ ñ âòîðè÷íûìè – 1,5÷ 

Êîëè÷åñòâî ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê 
ýñòðîãåíîâîìó ðåöåïòîðó β 

0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0; 7,5 è 10 ìêã/ìë Äëÿ ðåôåðåíñíîé êóëüòóðû êëåòîê 
MCF-7 – 0,6; 1,2 è 2,5; ïðè 
êëèíè÷åñêîé îöåíêå – 1,2; 2,5 è           
5,0 ìêã/ìë 



312 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2011. Ò. 52. ¹ 4

QUANTITATIVE IMMUNOFLUORESCENCE ESTIMATION OF ESTROGEN
RECEPTORS βββββ IN HUMAN SOLID TUMORS BY FLOW CYTOMETRY

T.A. Bogush, A.S. Shaturova, Ye.A. Dudko, E.E. Juraev, B.Ye. Polotsky, M.I. Davydov
(N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center of the Russian Academy of Medical Sciences)

The adaptation of immunofluorescence analysis for estrogen receptors βββββ (ERβββββ) quantitative
estimation in biopsy specimens of human solid tumors by flow cytometry was performed. The
primary monoclonal antibodies specific to the N-terminal domain of human ERβββββ protein (clone
14C8, Abcam) and the secondary FITC-conjugated antibodies (F2772, Sigma) were used in the
investigation. We have shown the possibility of cell fixation in 4% formaldehyde solution, that
enables long-term storage of tumor cell suspensions and, if necessary, verification of the results.
It was shown also the possibility to decrease the cell concentration for the test (from 1×××××106 to
0,5×××××103 cells/ml) and the cell number for reliable detection of ERβββββ by flow cytometer (from 1×××××104

to 1×××××103 cells). The later allows investigation both surgical and endoscopic biopsy specimens. It
was found that the overnight cell incubation with the primary antibodies (15–20 h), and with the
secondary antibodies (1.5 h) optimizes the sensitivity of the method (as compared to 1.5 h
incubation with each of the antibodies) and thereby let reduce the antibody consumption.  That
time-schedule of the incubation allows also revealing the all ERβββββ expressing cells in the tumor
sample investigated because of reaching the plateau region of the cell fluorescence and
optimizing the investigation for the staff. The range of the primary antibody concentrations 1.2,
2.5 and 5.0 µg/ml which covers both the linear and the plateau regions of the specific cell
fluorescence in solid human tumor investigated is recommended for clinical testing.  Human
breast adenocarcinoma cell line MCF-7 and the range of the primary antibody concentrations
0.06, 1.2 and 2.5 µg/ml is recommended for the regular antibody activity control in clinical using.

Key words: estrogen receptor β, immunofluorescence, flow cytometry, solid human tumors.
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