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Эпителиально-мезенхимальная трансфор-
мация (ЭМТ) опухолевых клеток – важнейшая 
молекулярная характеристика злокачествен-
ных эпителиальных новообразований, позво-
ляющая оценить агрессивность опухолевого 
заболевания. При этом эпителиальные опухо-
левые клетки в состоянии ЭМТ приобретают 
свойства, характерные для клеток мезенхи-
мального происхождения [1–2], при этом из-
меняются уровень экспрессии и профиль ряда 
опухолевых белков [3–7], что приводит к ин-
дукции лекарственной резистентности и увели-
чению метастатического потенциала клеток [8–
9]. Важнейшим маркёром этой молекулярной 
модификации, позволяющей провести персо-
нализированную оценку опухолевого процесса, 
служит de novo экспрессия в эпителиальных 
клетках  специфического мезенхимального бел-
ка виметина [10–12].

В предыдущем исследовании были представ-
лены данные о разработке нового метода имму-
нофлуоресцентного количественного анализа 
экспрессии виментина в популяции эпители-
альных опухолевых клеток, выделенных из хи-
рургических биопсийных образцов сóлидных 

новообразований [13]. Однако при анализе опу-
холевых маркёров в клинике наибольшую прак-
тическую ценность представляет возможность 
проведения подобного исследования клеток, 
полученных из образцов опухолевой ткани, 
заключенных в парафиновые блоки. С учетом 
того, что в этом случае преаналитическая под-
готовка более агрессивна, в частности включа-
ет дегидратацию и регидратацию ткани, в на-
стоящей работе проведен сравнительный ана-
лиз информативности разработанного метода 
иммунофлуоресцентного анализа при исследо-
вании такого рода материала и хирургических 
образцов опухоли одного и того же пациента. 
Предметом исследования стала оценка уровня 
эпителиально-мезенхимальной трансформации 
серозного рака яичников по количественному 
показателю экспрессии в эпителиальных опу-
холевых клетках специфического мезенхималь-
ного белка виментина. 

Материалы и методы

Исследование проводили на клетках, получен-
ных из хирургических биопсийных образцов се-
розного рака яичников и на клетках, выделенных 
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из образцов, заключенных в парафиновые блоки. 
В работу включены 10 пар сравнения (20 образ-
цов опухолей).

Метод получения одноклеточной суспензии 
из хирургических образцов опухолей. Хирурги-
ческий образец опухоли (до 2 см в диаметре) тща-
тельно измельчали острыми ножницами и инку-
бировали в растворе Версена при 37 °С в течение 
30 мин. Полученную «кашицу» гомогенизирова-
ли в стеклянном гомогенизаторе шестикратным 
аккуратным движением пестика и фильтрова-
ли через фильтр с диаметром пор 40 мкм («BD 
Falcon», США). Суспензию клеток центрифуги-
ровали в течение 5 мин при 3000 об/мин, осадок 
ресуспендировали в растворе фосфатного буфера 
(рН 7,4) и при интенсивном встряхивании в те-
чение 2 мин (для предупреждения образования 
конгломератов клеток) фиксировали формальде-
гидом в конечной концентрации 4%. 

Метод приготовления суспензий клеток из 
образцов опухолей, заключенных в парафино-
вый блок. Не менее 10 срезов ткани толщиной 50 
мкм помещали в стеклянную пробирку объемом 
15 мл. Для освобождения от парафина образцы 
трехкратно инкубировали в течение 15 мин в 
м-ксилоле. Затем проводили регидратацию тка-
ни, последовательно инкубируя образцы в тече-
ние 10 мин в  растворах этилового спирта (дву-
кратно в 100%-м и 96%-м спирте и однократно в 
80%-м, 70%-м и 50%-м). Далее в течение 5 мин 
образцы двукратно инкубировали в фосфатном 
буфере (рН 7,4), а по окончании центрифугиро-
вали 5 мин при 3000 об/мин. Осадок измельчали 
острыми ножницами и инкубировали при 37 °С 
в течение 30 мин в растворе Версена. Получен-
ную «кашицу» гомогенизировали в стеклянном 
гомогенизаторе шестикратным аккуратным дви-
жением пестика и фильтровали через фильтр 
с диаметром пор 40 мкм («BD Falcon», США). 
Суспензию клеток центрифугировали в течение 
5 мин при 3000 об/мин, осадок ресуспендирова-
ли в растворе фосфатного буфера (рН 7,4) и при 
интенсивном встряхивании в течение 2 мин (для 
предупреждения образования конгломератов кле-
ток) фиксировали формальдегидом в конечной 
концентрации 4%.

Проточная цитометрия. В работе исполь-
зовали первичные моноклональные антитела 
(в конечном разведении 1:200) – мышиные ан-
титела, специфичные к широкому спектру ци-
токератинов (панцитокератины, клон MNF116, 
«DAKO», США) и кроличьи, специфичные 
к белку виментину (клон SP20, «BIOCARE», 

США). В качестве вторичных использовали ан-
тикроличьи антитела, конъюгированные с флу-
оресцентным красителем DyLight650 (ab98510, 
Великобритания) и антимышиные – конъюгиро-
ванные с DyLight488 (ab98637, Великобритания) 
в конечном разведении 1:1000 и 1:120 соответ-
ственно. Для удаления из анализа дебриса и эри-
троцитов использовали краситель ДНК Hoechst 
33258 («Sigma-Aldrich», США) в концентрации 
1,2 мкг/мл. В анализ включали только клетки с 
окрашенными ядрами, клеточные конгломераты 
выводили из анализа путем дополнительного 
гейтирования.

Измерение флуоресценции проводили на про-
точном цитометре «Navios» («Beckman Coulter», 
США). Регистрацию сигнала флуоресценции кра-
сителей DyLight488, DyLight650 и Hoechst 33258 
проводили в каналах FL-1, FL-6 и FL-9 соответ-
ственно. Для визуализации распределения клеток 
в зависимости от интенсивности флуоресценции 
в разных каналах на проточном цитофлуориметре 
использовали точечные диаграммы, построен-
ные с помощью программы WinMDI 2.9. Уровень 
de novo экспрессии виментина в эпителиальных 
клетках определяли как отношение (%) числа 
клеток, коэкспрессирующих цитокератины и ви-
ментин, к общему числу опухолевых клеток, экс-
прессирующих цитокератины.

Для статистической обработки полученных 
результатов использовали парный t-критерий 
Стьюдента, включенный в пакет GraphPad Prism 
7.0 («GraphPad Software», США). Различия счита-
ли статистически значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение

При анализе полученных результатов необхо-
димо отметить важнейшие методические детали, 
которые были отработаны на этапе подготовки 
одноклеточной суспензии из опухолевой ткани, 
заключенной в парафиновый блок. Во-первых, 
мы показали, что оптимальная толщина срезов со-
ставляет 50 мкм, так как при более тонких срезах 
резко снижается выход неповрежденных клеток, 
пригодных для анализа на проточном цитометре, 
а при увеличении толщины значительно увели-
чиваются продолжительность и кратность ин-
кубации с м-ксилолом для полного растворения 
парафина. Это принципиально важная деталь, 
поскольку любое усложнение преаналитической 
стадии, как и недостаточное количество опухоле-
вых клеток, включенных в анализ, снижают его 
точность. Повышению выхода интактных кле-
ток способствует и другой нюанс – интенсивное 
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встряхивание суспензии в течение 2 мин при фик-
сации клеток формальдегидом. При неточном со-
блюдении этого условия фиксации значительная 
часть клеток образует плотные конгломераты, ко-
торые не только не включаются в анализ, но еще 
и нарушают работу проточного цитометра. 

Результаты сравнительной оценки уровня эпи-
телиально-мезенхимальной трансформации ткани 
рака яичников при исследовании хирургических 
биопсийных образцов и парафиновых блоков од-
ной и той же опухоли представлены в таблице. 
Видно, что опухоли разных локализаций суще-
ственно различаются по уровню коэкспрессии 
виментина в эпителиальных опухолевых клетках, 
экспрессирующих цитокератины. При исследова-
нии хирургических образцов показатель колебался 
в целом по группе от 22 до 70%, а в блоках от 19 до 
63%  (образцы № 1 и № 7 соответственно). 

Различия между показателями «внутри од-
ной опухоли» при исследовании парафинового 
блока и хирургического образца были несуще-
ственны и только в 2 из 10 случаев достигали 
10%. В остальных парах сравнения результаты 
оказались практически одинаковыми и в целом 
по группе при оценке различий методом парного 
t-критерия Стьюдента статистически недосто-
верны (р = 0,09). 

Незначительные различия между группами 
сравнения, выявленные в результате анали-
за, подтверждают важность отмеченных выше 
методических деталей – строгого контроля 
толщины среза парафинового блока и связан-
ных с этим условий отмывки образца ткани 
м-ксилолом. В противном случае, повышение 
агрессивности преаналитической подготовки 
материала или чрезмерное «загрязнение» суспен-
зии разрушенными клетками может стать причи-
ной искажения молекулярного показателя агрес-
сивности исследуемой опухоли.

Примеры точечных гистограмм, полученных 
при исследовании хирургических биопсийных 
образцов опухолей и опухолевого материала, 
заключенного в парафиновые блоки, представ-
лены на рисунке. Подробная информация о по-
строении точечных диаграмм, границ деления на 
квадранты и количественной оценке уровня эпи-
телиально-мезенхимальной трансформации опу-
холи приведена в предыдущей публикации [13]. 
Оценка информативности полученных результа-
тов при иммунофлуоресцентном анализе опухо-
левого материала из хирургических образцов и 
парафиновых блоков проведена при сравнении 
доли клеток, коэкспрессирующих цитокератины 
и виментин (двойное иммунофлуоресцентное 

Уровень эпителиально-мезенхимальной трансформации клеток серозного рака яичников при исследовании 
экспрессии виментина в эпителиальных опухолевых клетках, полученных из хирургических образцов и 

парафиновых блоков

Номер образца 
опухоли

Уровень коэкспрессии виментина в эпителиальных 
опухолевых клетках, экспрессирующих цитокератины (%)

Различия между 
хирургическим 
образцом и 

парафиновым блоком 
(%)*

p**
хирургические образцы парафиновые блоки

1 22 19 3

0,09

2 57 48 9

3 38 48 ↑10

4 45 42 3

5 43 36 7

6 37 38 1

7 70 63 7

8 28 25 3

9 58 48 ↓10

10 25 22 3

*Разница между показателями экспрессии виментина (%) при исследовании хирургического образца и  парафинового блока: 
«↓» и «↑» – соответственно уменьшение и увеличение показателя; ** парный t-критерий Стьюдента между группами «хирургиче-
ский образец» и «парафиновый блок».
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Точечные диаграммы распределения клеток по интенсивности флуоресценции клеток при последо-
вательном двойном окрашивании клеток рака яичников антителами к эпителиальным цитокератинам 
(ЦК) и к мезенхимальному белку виментину (Вим). По оси абсцисс – интенсивность флуоресценции 
(усл. ед.) красителя DyLight488; по оси ординат – интенсивность флуоресценции (усл. ед.) красителя 
DyLight650 (обозначения в квадрантах: левый нижний – неокрашенные клетки (автофлуоресценция); 
левый верхний и правый нижний – клетки, экспрессирующие Вим или ЦК соответственно; правый 
верхний – эпителиальные опухолевые клетки, коэкспрессирующие Вим и ЦК (двойное иммунофлуо-

ресцентное окрашивание). Номера образцов опухолей соответствуют таблице
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окрашивание), в общей популяции эпителиаль-
ных клеток исследованных опухолей.

На рисунке показано, что результаты близки 
не только по количественным показателям, но и 
визуально – по характеру распределения клеток 
на точечных диаграммах. Таким образом, полу-
ченные данные демонстрируют возможность 
использования для молекулярной диагностики 
эпителиально-мезенхимальной трансформации 
методом двойного иммунофлуоресцентного ана-
лиза не только хирургических, но и заключенных 
в парафиновые блоки образцов тканей. Ранее ана-
логичные результаты были получены при иссле-
довании экспрессии ERCC1 – маркёра эксцизион-
ной репарации ДНК [14]. 

Это наблюдение очень важно с точки зрения 
практического использования разработанного 
метода молекулярной диагностики, поскольку 
расширяет перспективы проведения анализа при 
получении материала из отдаленных клиник. Бо-
лее того, возможность использования опухолево-
го материала из парафиновых блоков позволяет 
в случае необходимости верифицировать молеку-
лярный диагноз. И наконец,  использование ар-
хивного материала опухолей делает возможными 
проведение ретроспективных научных исследо-
ваний и оценку корреляций с клиническими ха-
рактеристиками течения заболевания или ответа 
на лекарственную терапию.  

Однако при выборе материала для проведе-
ния иммунофлуоресцентного анализа экспрес-
сии опухолевых маркёров с использованием 
проточной цитометрии предпочтение следует 
отдавать хирургическим биопсийным образцам, 
так как преаналитическая подготовка парафино-
вых блоков более трудоемка и агрессивна. При 

этом не исключены случаи повреждения ми-
шени, что может изменить ее доступность не 
только для специфического, но и для неспеци-
фического взаимодействия с моноклональными 
антителами. При использовании двойного им-
мунофлуоресцентного окрашивания объектом 
исследования служат два белка (цитокератины 
и виментин), поэтому вероятность ошибки при 
проведении рутинного исследования может 
увеличиться.

В заключение важно еще раз подчеркнуть 
сходство количественных показателей уровня 
эпителиально-мезенхимальной трансформации 
при исследовании разных видов опухолевого ма-
териала (хиругических образцов и ткани из пара-
финовых блоков). Данные получены при оценке 
de novo коэкспрессии мезенхимального белка ви-
ментина в эпителиальных опухолевых клетках, 
экспрессирующих цитокератины, с использова-
нием разработанного ранее метода двойного им-
мунофлуоресцентного окрашивания и проточной 
цитометрии, что указывает на перспективность 
внедрения в рутинную лабораторную практику 
этой новой молекулярной технологии.

Работа выполнена в рамках программы иссле-
дований, запланированных в ФГБУ «НМИЦ он-
кологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
(тема НИР: «Разработка и оценка клинической 
значимости новой технологии молекулярного 
прогнозирования резистентности и агрессив-
ности сóлидных эпителиальных новообразо-
ваний», рег. № АААА-А20-120020500021-1).
Конфликта интересов нет.
Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием людей или жи-
вотных в качестве объектов.
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IMMUNOFLUORESCENT ASSAY OF DE NOVO VIMENTIN EXPRESSION 
IN OVARIAN CANCER TISSUES: SURGICAL SPECIMENS VS PARAFFIN-
EMBEDDED TISSUE BLOCKS

T.A. Bogush1, A.A. Basharina1, E.A. Bogush1,2, A.N. Grishanina1, D.M. Sakaeva1, 
V.Yu. Kirsanov2, M.M. Davydov2, V.S. Kosorukov1

( 1FSBI «N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center» of the Ministry of Health of the 
Russian Federation; 2FSAEI HE I.M. Sechenov First MSMU MOH Russia (Sechenovskiy 
University); e-mail: tatbogush@mail.ru)

The results of analysis of epithelial-mesenchymal transition in serous ovarian cancer 
were compared by the developed method of double immunofl uorescent staining and fl ow 
cytometry of different tumor material types (surgical specimens vs paraffi n-embedded 
tissue blocks). Estimation of de novo coexpression of mesenchymal protein vimentin in 
epithelial tumor cells expressing cytokeratins showed that the results were similar not only 
in quantitative terms, but also visually in the way of cell distribution on fl ow cytometry 
dot plots. The obtained results indicate prospects of the developed new technology for 
molecular diagnostics of tumor epithelial-mesenchymal transition into routine laboratory 
practice.

Key words: immunofl uorescent assay, fl ow cytometry, vimentin, cytokeratins, paraffi n-
embedded tissue blocks, epithelial-mesenchymal transition.
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