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Âèçóàëèçàöèÿ ïîâåðõíîñòíûõ êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ íà ñðåçàõ îïóõîëåâîé òêàíè

Â ðàáîòå èññëåäîâàëè âîçìîæíîñòè èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî âûÿâëåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ
íà ëèìôîèäíûõ êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê. Äëÿ îïòèìèçàöèè âûÿâëåíèÿ êâàíòîâûõ òî÷åê áû-
ëà ïðîâåäåíà ìîäåðíèçàöèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà, ÷òî ïîçâîëèëî ïîëó÷àòü èçîáðàæåíèÿ îò ðàç-
ëè÷íûõ êâàíòîâûõ òî÷åê ñ îäíîãî ñðåçà. Ïîëó÷àåìûå ïðåïàðàòû ñîõðàíÿþò ñòàáèëüíóþ ôëóîðåñöåíöèþ
ñâûøå 2 íåä. è ïðàêòè÷åñêè íå âûöâåòàþò ïðè íåïðåðûâíîì îáëó÷åíèè ðòóòíîé ëàìïîé â òå÷åíèå äåñÿò-
êîâ ìèíóò. Ïîëó÷åíû ïðÿìûå êîíúþãàòû ïåðâûõ àíòèòåë ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè, êîòîðûå ïðè èñïîëüçî-
âàíèè â äâîéíîì îêðàøèâàíèè ñðåçîâ, ïîëó÷åííûõ ñ çàìîðîæåííîé òêàíè, ïîêàçàëè âûñîêóþ ñïåöèôè÷-
íîñòü è ÷óâñòâèòåëüíîñòü. Áëàãîäàðÿ âûñîêîé ñòàáèëüíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íàíîêðèñòàëëîâ äàííûé ìå-
òîä ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü åãî â äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëÿõ äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ
àíòèãåíîâ íà ñðåçàõ ïðè ëèìôîìàõ. Ïîêàçàíî, ÷òî «çàòåêàíèå» ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà îò êâàíòîâûõ
òî÷åê â ñîñåäíèå êàíàëû, ìàêñèìóì êîòîðûõ ðàçëè÷àåòñÿ âñåãî íà 40 íì, íå ïðåâîñõîäèò 8 %, ÷òî äåëàåò
ïðàêòè÷åñêè íåíóæíîé ñïåêòðàëüíóþ êîìïåíñàöèþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, èììóíîôëóîðåñöåíòíûé ìåòîä, êâàí-
òîâûå òî÷êè, äèôôåðåíöèàëüíàÿ äèàãíîñòèêà ëèìôîì.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ËÊÌÇ — ëèìôîìà èç êëåòîê ìàíòèéíîé çîíû.

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñðåçîâ òêàíè
ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ ïðè ïîðàæåíèè ðàçëè÷íûìè ôîðìà-
ìè ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ïðîâîäÿò ðàç-
ëè÷íûìè ñïîñîáàìè. Äëÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëåé â îñíîâ-
íîì èñïîëüçóþò ìåòîä íåïðÿìîãî îêðàøèâàíèÿ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôåðìåíòàòèâíûì
êîìïëåêñîì (ïåðîêñèäàçíûì èëè ôîñôàòàçíûì), êîòîðûé
ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ õðîìîãåíîì äàåò îêðàøåííûé ïðî-
äóêò. Äàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ïîñòîÿííûå ïðå-
ïàðàòû äëÿ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè (Sinclai et al., 1986),
îäíàêî îí ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü òîëüêî îäèí àíòèãåí íà îä-
íîì ñðåçå. Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëî-
êàëèçàöèè äâóõ àíòèãåíîâ â îäíîé êëåòêå ïðîâîäÿò äâîé-
íîå îêðàøèâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ ýòèõ ðåàêöèé
è ïîëó÷àþò äâóõöâåòíûé ïðåïàðàò ñ êîðè÷íåâîé è êðàñ-
íîé îêðàñêàìè (Pereira et al., 2006). Äàííûé ìåòîä äâîé-
íîãî îêðàøèâàíèÿ íåïðèìåíèì â ñëó÷àÿõ, êîãäà îïðå-
äåëÿåìûå àíòèãåíû ëîêàëèçóþòñÿ â îäíîé è òîé æå îáëàñ-
òè êëåòêè, òàê êàê öâåòíûå ïðîäóêòû îêðàøèâàíèÿ
íàêëàäûâàþòñÿ äðóã íà äðóãà è íå ìîãóò áûòü çàðåãèñòðè-
ðîâàíû â âèäå îòäåëüíûõ öâåòîâ (Van der Loos et al.,
1993).

Íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìûé ìåòîä äâîéíîãî
îêðàøèâàíèÿ — âûÿâëåíèå àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ ôëóî-
ðåñöèðóþùèõ êðàñèòåëåé, âûïîëíÿåìûé íà îñíîâå ìåòî-
äà Êóíñà — àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëóîðî-
õðîìîì (Weller, Coons, 1954). Èñïîëüçóåòñÿ òàêæå ñïîñîá
âèçóàëèçàöèè àíòèãåíà ñ ïîìîùüþ ôëóîðîõðîìîâ â ñî÷å-
òàíèè ñ ôåðìåíòàòèâíûìè ðåàêöèÿìè, êàòàëèçèðóþùèìè
äåïîíèðîâàíèå ôëóîðåñöèðóþùåãî ñóáñòðàòà, ÷òî ïîçâî-
ëÿåò çíà÷èòåëüíî óñèëèâàòü ñèãíàë (Roth, Baskin, 2005).
Îãðàíè÷åíèÿ èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäîâ èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè ïðè àíàëèçå êîýêñïðåññèè ñâÿçàíû ñ êîðîòêèì âðåìå-
íåì æèçíè ñèãíàëà, èñïóñêàåìîãî îðãàíè÷åñêèìè ôëóî-
ðîõðîìàìè, à òàêæå ñ íåïðîäîëæèòåëüíûì ñðîêîì õðàíå-
íèÿ ïðåïàðàòîâ (Schrock et al., 1996).

Â îòëè÷èå îò îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ ïîëóïðî-
âîäíèêîâûå íàíîêðèñòàëëû (êâàíòîâûå òî÷êè) çíà÷èòåëü-
íî áîëåå ñòàáèëüíû (Sukhanova et al., 2002), ïîýòîìó èõ
âîçìîæíî ïðèìåíÿòü äëÿ îäíîâðåìåííîé äåòåêöèè â ìíî-
ãîïàðàìåòðè÷åñêèõ (ìíîãîöâåòíûõ) ñèñòåìàõ è ñîîòâåò-
ñòâåííî äëÿ îäíîâðåìåííîãî ìå÷åíèÿ íåñêîëüêèõ ìèøå-
íåé âíóòðè êëåòîê èëè íà èõ ïîâåðõíîñòÿõ (Wu et al.,
2003; Fountaine et al., 2006; Xing et al., 2006; Sweeney et al.,
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2008; Liu et al., 2010). Îñíîâíîå ïðèìåíåíèå â ìåäèöèíå
êâàíòîâûå òî÷êè íàøëè â èññëåäîâàíèÿõ çëîêà÷åñòâåí-
íûõ îïóõîëåé äëÿ âûÿâëåíèÿ îòäåëüíûõ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê â áèîïñèéíûõ îáðàçöàõ, ãäå áûëà ïîêàçàíà äèàãíîñòè-
÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ (Marchal et al., 2008;
Sukhanova, Nabiev, 2008).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæ-
íîñòü ïðîâåäåíèÿ äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ ñ ïîìîùüþ
êâàíòîâûõ òî÷åê íà ñðåçàõ ëèìôîóçëîâ ñî çëîêà÷åñòâåí-
íîé îïóõîëüþ è ïîëó÷åíû êîìáèíèðîâàííûå èçîáðà-
æåíèÿ äâîéíîãî îêðàøèâàíèÿ ñ äåìîíñòðàöèåé íàëè÷èÿ
èëè îòñóòñòâèÿ êîýêñïðåññèè äâóõ ìàðêåðîâ, êîëîêàëè-
çóþùèõñÿ íà ïîâåðõíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Îäíîâðå-
ìåííàÿ äåòåêöèÿ äâóõ ìàðêåðîâ è áîëåå íà îäíîì ñðåçå
äàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ýòîãî ìå-
òîäà â öåëÿõ äèàãíîñòèêè ëèìôîïðîëèôåðàòèâíûõ çàáî-
ëåâàíèé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå îïóõîëåâîãî
ìàòåðèàëà ïðîâîäèëè íà ïàðàôèíîâûõ ñðåçàõ è êðèîñðå-
çàõ. Äëÿ èçãîòîâëåíèÿ ï à ð à ô è í î â û õ ñ ð å ç î â áûë
âçÿò áèîïñèéíûé ìàòåðèàë (ïîä÷åëþñòíûå ëèìôîóçëû)
îò 5 áîëüíûõ ñ äèàãíîçîì ëèìôîìà èç êëåòîê ìàíòèéíîé
çîíû (ËÊÌÇ, 4 áîëüíûõ ñ öåíòðîöèòàðíûì âàðèàíòîì
ËÊÌÇ è 1 — ñ áëàñòîèäíûì âàðèàíòîì, âîçðàñò áîëüíûõ
îò 55 äî 70 ëåò). Ëèìôîóçåë ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì çàáó-
ôåðåííîì ôîðìàëèíå, îáåçâîæèâàëè â èçîïðîïèëîâîì
ñïèðòå, â êîòîðûé äîáàâëÿëè îêòèëôåíîêñè-ïîëèýêòîêñè-
ýòàíîë (Òðèòîí Õ15, Helicon, Ðîññèÿ) â ñîîòíîøåíèè
1 : 10 000 (Èçâîç÷èêîâ è äð., 1997), è çàêëþ÷àëè â ïàðà-
ôèí. Ñðåçû òîëùèíîé 4—5 ìêì äåïàðàôèíèçèðîâàëè â
òîëóîëå è ñïèðòàõ ïîíèæàþùåéñÿ êîíöåíòðàöèè. Äåìà-
ñêèðîâàíèå àíòèãåíà ïðîâîäèëè ïóòåì òåïëîâîé îáðàáîò-
êè ïðè âûñîêîì äàâëåíèè â ñêîðîâàðêå 4 ìèí â 0.01 Ì
Òðèñ-HCl áóôåðíîì ðàñòâîðå ñ ÝÄÒÀ (pH 8.9) èëè öèò-
ðàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (pH 6.0). Áóôåðíûé ðàñòâîð
âûáèðàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ ïî èñïîëüçîâàíèþ àíòèòåë.

Âñå òèïû îêðàøèâàíèÿ ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ â öå-
ëÿõ ïðÿìîãî ñðàâíåíèÿ, à òàêæå äëÿ èññëåäîâàíèÿ ôîòî-
ñòàáèëüíîñòè êîíúþãàòîâ àíòèòåë ñ íàíî÷àñòèöàìè ïðî-
âîäèëè íà îäíîì ëèìôîóçëå ñ öåíòðîöèòàðíûì âàðèàí-
òîì ËÊÌÇ.

Äëÿ íåïðÿìîãî èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâà-
íèÿ ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòè-
òåëà. Ï å ð â û å à í ò è ò å ë à, ñïåöèôè÷íûå ê êëåòî÷íûì
àíòèãåíàì : CD45 (mouse anti-human CD45, êëîí
2B11 + PD7/26; Dako, Äàíèÿ), CD20 (mouse anti-human
CD20, êëîí L26; Dako, Äàíèÿ), CD3 (rabbit anti-human
CD3, ïîëèêëîíàëüíûå; Dako, Äàíèÿ) è CD5 (rabbit anti-hu-
man CD5, êëîí SP19; Labvision, ÑØÀ); àíòèòåëà áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Â ò î ð û å à í ò è ò å ë à:
êîçüè àíòèìûøèíûå IgG, êîíúþãèðîâàííûå ñ Ale-
xa-Fluor 488 (Invitrogen, ÑØÀ), ðàçâåäåíèå 1 : 100, êîíú-
þãàòû ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè — êîçüè àíòèêðîëè÷üè IgG
ñ Qdot 565 (Invitrogen, ÑØÀ) è êîçüè àíòèìûøèíûå IgG ñ
Qdot 605 (Invitrogen, ÑØÀ), ðàçâåäåíèå 1 : 50.

È ì ì ó í î ï å ð î ê ñ è ä à ç í î å î ê ð à ø è â à í è å ïàðà-
ôèíîâûõ ñðåçîâ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ñèñòåìå EnVi-
sionTM ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðîâ UltraVision LP Value
Detection System (LabVision Inc., ÑØÀ) (Sabattini et al.,
1998).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å ïà-
ðàôèíîâûõ ñðåçîâ ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå
(Ñàôèòäèíîâà, 2008).

Äëÿ èììóíîïåðîêñèäàçíîãî îêðàøèâàíèÿ íà CD45,
èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îäèíî÷íîãî îêðàøèâàíèÿ íà
CD20 è äâîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ
íà CD20 è CD3 äåìàñêèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè â 0.1 Ì
Òðèñ-HCl áóôåðíîì ðàñòâîðå c ÝÄÒÀ (pH 9.0). Äëÿ äâîé-
íîãî ììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ íà CD20 è
CD5 äåìàñêèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè â 0.1 Ì öèòðàòíîì
áóôåðíîì ðàñòâîðå, pH 6.0. Ïîñëå äåìàñêèðîâàíèÿ ñðåçû
îõëàæäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû è ïîìåùàëè â
0.01 Ì PBS, pH 7.4.

Äëÿ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ íà ê ð è î -
ñ ð å ç à õ èñïîëüçîâàëè ëèìôîóçëû ïàöèåíòîâ ñ äèàãíîçà-
ìè ìåòàñòàçû ðàêà â ëèìôîóçåë è öåíòðîôîëëèêóëÿðíàÿ
ëèìôîìà. Ñ äèàãíîçîì ìåòàñòàçû ðàêà áûëè èññëåäîâàíû
ëèìôîóçëû îò 3 áîëüíûõ: 1-é áîëüíîé — àäåíîêàðöèíîìà
òîëñòîé êèøêè, ìóæ÷èíà, 63 ãîäà, âíóòðèáðþøèííûé
ëèìôîóçåë; 2-é áîëüíîé — àäåíîêàðöèíîìà ìîëî÷íîé
æåëåçû, æåíùèíà, 40 ëåò, ïîäìûøå÷íûé ëèìôîóçåë; 3-é
áîëüíîé — àäåíîêàðöèíîìà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû,
ìóæ÷èíà, 53 ãîäà, ïîäìûøå÷íûé ëèìôîóçåë. Âî âñåõ
òðåõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëàñü íèçêàÿ äèôôåðåíöèàöèÿ îïó-
õîëè. Ñ äèàãíîçîì öåíòðîôîëëèêóëÿðíàÿ ëèìôîìà áûëè
èññëåäîâàíû ëèìôîóçëû îò 5 áîëüíûõ, âñå áîëüíûå èìå-
ëè ïåðâóþ ìîðôîëîãè÷åñêóþ ãðàäàöèþ çàáîëåâàíèÿ. Ëî-
êàëèçàöèÿ ëèìôîóçëîâ â òðåõ ñëó÷àÿõ — øåéíàÿ, â äâóõ
ñëó÷àÿõ — íàäêëþ÷è÷íàÿ, âîçðàñò áîëüíûõ ñîñòàâëÿë îò
33 äî 68 ëåò.

Ïëàñòèíêó ëèìôîóçëà òîëùèíîé 2 ìì çàìîðàæèâàëè
â îõëàæäåííîì ñ ïîìîùüþ æèäêîãî àçîòà n-ãåêñàíå. Çà-
ìîðîæåííûé áëîê ïðèìîðàæèâàëè ê êðèîêàññåòå è èç-
ãîòàâëèâàëè èç íåãî êðèîñòàòíûå ñðåçû òîëùèíîé
4—5 ìêì. Ñðåçû ôèêñèðîâàëè â ðàñòâîðå Glyo-Fixx (Ther-
mo Shandon, Âåëèêîáðèòàíèÿ) â òå÷åíèå 3 ìèí, à çàòåì îò-
ìûâàëè â ðàñòâîðå PBS 3 ðàçà ïî 4 ìèí.

Äëÿ îêðàøèâàíèÿ çàìîðîæåííûõ ñðåçîâ áûëè âûáðà-
íû äâà ëèìôîóçëà: ïîäìûøå÷íûé ëèìôîóçåë ñ ìåòàñòàçà-
ìè àäåíîêàðöèíîìû ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû, ñ ÷åòêîé âè-
çóàëèçàöèåé îïóõîëåâîãî î÷àãà íà ñðåçå, è øåéíûé ëèì-
ôîóçåë ñ ïîðàæåíèåì öåíòðîôîëëèêóëÿðíîé ëèìôîìîé.

Äëÿ ïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ
êðèîñðåçîâ ñ ïðèìåíåíèåì êâàíòîâûõ òî÷åê áûëè âûáðà-
íû Qdot 565, Qdot 655 è ïåðâûå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê
êëåòî÷íûì àíòèãåíàì : mouse anti-human CD45 (êëîí Í7;
BD Biosciences, ÑØÀ), mouse anti-human CD19 (êëîí
LT19; Abcam, Âåëèêîáðèòàíèÿ) è Keratin, Pan Ab-1 (ñìåñü
êëîíîâ ÀÅ1 è ÀÅ2; LabVision Inc., ÑØÀ) — àíòèòåëà ê
ñóïåðñåìåéñòâó êèñëûõ êåðàòèíîâ (56.5/50/50R/48/40 êÄà)
è àíòèòåëà ê ñóïåðñåìåéñòâó ùåëî÷íûõ êåðàòèíîâ
(65—67/64/59/58/56/52 êÄà). Àíòèòåëà ê CD45 êîíúþãè-
ðîâàëè ñ Qdot 565 (CD45/Qdot 565), àíòèòåëà ê CD19 — ñ
Qdot 655 (CD19/Qdot 655), àíòèòåëà ê êåðàòèíó (Keratin,
Pan) — ñ Qdot 655 (Keratin/Qdot 655). Òèòð êîíúþãàòîâ
àíòèòåë ñîñòàâèë äëÿ CD45/Qdot565 è Keratin/Qdot 655
1 : 100, äëÿ CD19/Qdot 655 — 1 : 50.

Ê î í ú þ ã à ö è þ îñóùåñòâëÿëè íà îñíîâå êîììåð÷å-
ñêîãî íàáîðà Qdot® Antibody Conjugation Kits (Invitrogen,
ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì, ìîäèôèöèðîâàííûì
â íàøåé ëàáîðàòîðèè. Ìîäèôèöèðîâàíèå ïðîòîêîëà
êîíúþãàöèè ïðîâîäèëè äëÿ ñòàáèëèçàöèè êîíúþãàòîâ è
ïðåäîòâðàùåíèÿ èõ ñëèïàíèÿ â ðàñòâîðå. Òàê êàê èíêóáà-
öèÿ â PBS ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ êðóïíûõ àãðåãàòîâ
êâàíòîâûõ òî÷åê, âìåñòî PBS áûë èñïîëüçîâàí áóôåðíûé
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ðàñòâîð TBE ñ áîëåå âûñîêèì çíà÷åíèåì pH — 8.3, ÷òî
ïðèâåëî ê ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà àãðåãàòîâ íàíî÷àñòèö è
ïîâûøåíèþ óðîâíÿ «ñèãíàë—øóì» ïðè àíàëèçå èçîáðà-
æåíèÿ. Äàëåå êîíå÷íûé êîíúþãàò êîíöåíòðèðîâàëè íà êî-
ëîíêå ñ îòñå÷êîé äëÿ ôèëüòðà 50 êÄà äî îáúåìà 20 ìêë è
äëÿ îêðàøèâàíèÿ ðàçâîäèëè â 200 ìêë áóôåðà TBE ñ
0.1 % BSA è 0.01 % NaN3.

Ï ð ÿ ì î å è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è -
â à í è å ê ð è î ñ ð å ç î â òêàíè ëèìôîóçëà äâóìÿ ñïåöèôè-
÷åñêèìè ïåðâûìè àíòèòåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
êâàíòîâûìè òî÷êàìè, îñóùåñòâëÿëè ïîñëåäîâàòåëüíî
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì
Invitrogen, ìîäèôèöèðîâàííûì â íàøåé ëàáîðàòîðèè, ñ
öåëüþ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíîé äâîéíîé îêðàñêè ïðÿìûìè
êîíúþãàòàìè àíòèòåë è êâàíòîâûõ òî÷åê. Ïðåèìóùåñòâî
ìîäèôèöèðîâàííîãî ïðîòîêîëà çàêëþ÷àåòñÿ â ïîëó÷åíèè
ðàâíîìåðíî îêðàøåííûõ ñðåçîâ è ïîâûøåíèè óðîâíÿ
«ñèãíàë—øóì», ÷òî ñîîòâåòñòâåííî ïðèâîäèò ê óëó÷øå-
íèþ êà÷åñòâà ïîëó÷àåìîãî èçîáðàæåíèÿ. Ïðåïàðàòû îò-
ìûâàëè 0.5%-íûì BSA íà PBS 3 ðàçà ïî 4 ìèí, áëîêèðî-
âàëè íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå 2%-íûì BSA íà PBS
1 ÷, ïîâòîðÿëè îòìûâêó 0.5%-íûì BSA è èíêóáèðîâàëè ñ
ïåðâûìè êîíúþãàòàìè àíòèòåë 1 ÷. Äàëåå îòìûâêè è áëî-
êèðîâêó ïîâòîðÿëè è èíêóáèðîâàëè ñðåçû ñî âòîðûìè
êîíúþãàòàìè àíòèòåë 1 ÷, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè 0.5%-íûì
BSA, çàòåì PBS 6 ðàç ïî 5 ìèí è çàêëþ÷àëè â Ìîâèîë.

È ç î á ð à æ å í è ÿ ï ð å ï à ð à ò î â, îêðàøåííûõ êîíú-
þãàòàìè àíòèòåë ñ îðãàíè÷åñêèì ôëóîðîôîðîì Ale-
xa-Fluor 488, áûëè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíî-
ãî ìèêðîñêîïà Nikon Eclipse E600 (ßïîíèÿ) ñ îáúåêòèâà-
ìè Plan 4�/0.10, Plan 10�/0.25, Plan 20�/0.40, Plan Fluor
40�/0.75, Plan 100�/1.25 oil. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà îñâå-
ùåíèÿ èñïîëüçîâàëè ðòóòíóþ ëàìïó HBO-103W2. Äëÿ
àíàëèçà ïðåïàðàòîâ, îêðàøåííûõ êîíúþãàòàìè àíòèòåë ñ
Alexa-Fluor 488 è êîíúþãàòàìè àíòèòåë ñ ôëóîðåñöåíòíû-
ìè êâàíòîâûìè òî÷êàìè, áûëà ïðîèçâåäåíà ì î ä å ð í è -
ç à ö è ÿ ä à í í î ã î ì è ê ð î ñ ê î ï à. Äëÿ âîçáóæäåíèÿ
ôëóîðåñöåíöèè êâàíòîâûõ òî÷åê èñïîëüçîâàëè áëîê ñâå-
òîôèëüòðîâ, ñîñòîÿùèé èç âîçáóæäàþùåãî ôèëüòðà
435/40, äèõðîè÷åñêîãî çåðêàëà 510RLP è çàïèðàþùåãî
ñâåòîôèëüòðà 500LP (Semrock Inc., ÑØÀ), ÷òî ïîçâîëèëî
äåòåêòèðîâàòü ëþìèíåñöåíöèþ âñåõ òèïîâ êâàíòîâûõ òî-
÷åê. Ïåðåä îõëàæäàåìîé ÏÇÑ-êàìåðîé íà òóáóñå áûëî
óñòàíîâëåíî ìîòîðèçèðîâàííîå êîëåñî Standa 10MWA168
ñî ñìåííûìè çàïèðàþùèìè óçêîïîëîñíûìè ñâåòîôèëü-
òðàìè ÂÐ525/20, ÂÐ565/24, ÂÐ605/15, ÂÐ655/15 è
ÂÐ712/20, êàæäûé èç êîòîðûõ ïðîïóñêàë ê ìàòðèöå êàìå-
ðû ñâåò ëþìèíåñöåíöèè òîëüêî îò îäíîãî òèïà êâàíòîâûõ
òî÷åê. Íà ñîçäàííóþ ýêñïåðèìåíòàëüíóþ óñòàíîâêó ïîëó-
÷åí ïàòåíò íà ïîëåçíóþ ìîäåëü ¹ 103653. Çàïèñü èçîáðà-
æåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ îõëàæäàåìîé ÏÇÑ-êàìå-
ðû Photometrix CoolSnap HQ2 (Photometrics Ltd.,
ÑØÀ), óïðàâëÿåìîé ïðîãðàììîé NIS-Elements BR 3.0
(Nikon, ßïîíèÿ). Ìàêñèìàëüíî äîïóñòèìóþ ýêñïîçèöèþ
îïðåäåëÿëè ïî íàñûùåíèþ ìàòðèöû êàìåðû â ñîîòâåòñò-
âóþùåì êàíàëå ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ îöåíêè ýôôåêòà «çà-
òåêàíèÿ» ñèãíàëîâ ñúåìêó ïðîèçâîäèëè ñ îäèíàêîâûìè
âûäåðæêàìè ïîñëåäîâàòåëüíî ñ òðåìÿ çàïèðàþùèìè ñâå-
òîôèëüòðàìè. Ïîëó÷åííûå 16-áèòíûå èçîáðàæåíèÿ îáðà-
áàòûâàëè â ïðîãðàììå MetaMorph (Metamorph Inc.,
ÑØÀ), îêîí÷àòåëüíóþ îáðàáîòêó è ìîíòàæ èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè â ïðîãðàììå Adobe Photoshop (Adobe Inc.,
ÑØÀ).

Ä ë ÿ ñ ð à â í å í è ÿ ñ ò à á è ë ü í î ñ ò è ô ë ó î ð å ñ -
ö å í ö è è îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ ñ íàíî÷àñòèöàìè

áûëè âûáðàíû ïàðàôèíîâûå ñðåçû áèîïñèéíîãî ìàòåðèà-
ëà îò áîëüíîãî ñ ËÊÌÇ, îêðàøåííûå íà CD45 íåïðÿìûì
èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìåòîäîì ñ ïðèìåíåíèåì âòîðûõ
àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ Alexa-Fluor 488 èëè êâàíòî-
âûìè òî÷êàìè Qdot 605 è Qdo 565. Ñðåçû íåïðåðûâíî âû-
æèãàëè ïîä ëó÷îì ðòóòíîé ëàìïû â òå÷åíèå 2 ÷ ïîä îáú-
åêòèâîì Plan 20�/0.40. Íàáîðû ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ óïîìÿ-
íóòûõ âûøå êðàñèòåëåé áûëè ñëåäóþùèìè. Äëÿ
Alexa-Fluor 488 : âîçáóæäàþùèé ñâåòîôèëüòð 485/22, çà-
ïèðàþùèé ñâåòîôèëüòð 535/35, äèõðîè÷åñêîå çåðêàëî
505RLP (XF23 filter set, Omega Optical Inc., ÑØÀ); äëÿ
Qdots: âîçáóæäàþùèé ñâåòîôèëüòð 435/40, çàïèðàþùèé
ñâåòîôèëüòð 500LP, äèõðîè÷åñêîå çåðêàëî 510RLP (Qdots
Semrock standard set). Ñúåìêó ïðîèçâîäèëè àâòîìàòè÷å-
ñêè ñ èíòåðâàëîì â 30 ñ, äëÿ ïîäáîðà îïòèìàëüíîãî ðåæè-
ìà ñúåìêó âåëè ïðè ðàçëè÷íûõ ôîòîýêñïîçèöèÿõ — 1.5 ñ
äëÿ Qdot 605 è Qdot 565 è 9 ñ äëÿ Alexa-Fluor 488. Ïî ïî-
ëó÷åííûì â ïðîãðàììå NIS-Elements BR ãèñòîãðàììàì
ÿðêîñòè èçîáðàæåíèé âûáèðàëè ýêñïîçèöèè, êîòîðûå çà-
òåì èñïîëüçîâàëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå îáðàáàòûâàëè
ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Excel, ãðàôèêè ôîòîñòà-
áèëüíîñòè äëÿ Alexa-Fluor 488, Qdot 605 è Qdot 565 ñòðî-
èëè â ïðîãðàììå SigmaPlot.

Ðåçóëüòàòû

À í à ë è ç «ç à ò å ê à í è ÿ» ñ è ã í à ë î â (s p i l l o v e r).
Èñïîëüçîâàíèå óçêîïîëîñíûõ ôèëüòðîâ, óñòàíîâëåííûõ
ïåðåä êàìåðîé, ïîçâîëÿåò ýôôåêòèâíî çàïèñàòü èíäèâè-
äóàëüíûé ñèãíàë îò êàæäîãî òèïà êâàíòîâûõ òî÷åê. Äëÿ
îöåíêè ýôôåêòà «çàòåêàíèÿ» ñèãíàëîâ áûëà ïðîâåäåíà
ñúåìêà ïðåïàðàòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ çàïèðàþ-
ùèõ ñâåòîôèëüòðîâ. Ïîñêîëüêó êâàíòîâûå òî÷êè îáëàäà-
þò âûñîêîé ôîòîñòàáèëüíîñòüþ, ïîïðàâêó íà îáåñöâå÷è-
âàíèå ïðåïàðàòà íå ïðîâîäèëè. Ïîñëåäîâàòåëüíûå êàäðû
äåëàëè ïðè îäèíàêîâîé ýêñïîçèöèè, êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà
íåñêîëüêî ñåêóíä. Äëÿ èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè â èçîáðàæåíèè âûáèðàëè êâàäðàò ðàçìåðîì
200 � 200 ïèêñåëåé, â êîòîðîì íàõîäèëîñü íåñêîëüêî
îêðàøåííûõ êëåòîê. Ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
öåíöèè ðàññ÷èòûâàëè ïîñëå âû÷èòàíèÿ òåìíîâîãî ôîíà.
Òàê, äëÿ QD655 «çàòåêàíèå» ñîñòàâëÿëî 5 % äëÿ ôèëüòðà
605/15 BP è îêîëî 1.4 % äëÿ ôèëüòðà 712/20. Äëÿ áîëåå
êîðîòêîâîëíîâûõ êâàíòîâûõ òî÷åê QD565 ýôôåêò «çàòå-
êàíèÿ» áûë âûðàæåí â áîëüøåé ñòåïåíè è ñîñòàâëÿë îêî-
ëî 8 %. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Ñ ð à â í å í è å î ê ð à ñ ê è è ì ì ó í î ô å ð ì å í ò í û ì
è ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û ì ì å ò î ä à ì è. Ïðè èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîì âûÿâëåíèè àíòèãåíà CD20 ñ èñïîëüçîâàíèåì
êâàíòîâûõ òî÷åê íàáëþäàåòñÿ îêðàøèâàíèå íà áîëüøèí-
ñòâå ëèìôîèäíûõ êëåòîê â âèäå ÷åòêîãî ïåðèôåðè÷åñêîãî
îáîäêà (ðèñ. 1, à). Ïðè èììóíîïåðîêñèäàçíîì ìåòîäå âû-
ÿâëåíèÿ òîãî æå àíòèãåíà ïðè òîì æå óâåëè÷åíèè îêðàøè-
âàíèå òàêæå íàáëþäàåòñÿ â áîëüøèíñòâå êëåòîê è ïðåä-
ñòàâëÿåò ñîáîé êîðè÷íåâûé îáîäîê ïî ïåðèôåðèè êàæäîé
êëåòêè íà ôîíå ñèíèõ (îêðàøåííûõ ãåìàòîêñèëèíîì)
ÿäåð (ðèñ. 1, á). Òàêèì îáðàçîì, ïðè íåáîëüøîì óâåëè÷å-
íèè ìèêðîñêîïà õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ ïðåïàðàòà ïðè èì-
ìóíîôåðìåíòíîì è èììóíîôëóîðåñöåíòíîì ìåòîäàõ ñõî-
äåí. Ïðè âûÿâëåíèè ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà CD45 ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì îáúåêòèâà 100� íà ñðåçå íàáëþäàåòñÿ
îêðàøèâàíèå â âèäå îáîäêà âîêðóã êàæäîé êëåòêè
(ðèñ. 2, à). Îáîäîê îäèíàêîâî óçêèé íà êëåòêàõ ðàçëè÷íîé
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âåëè÷èíû, ÷òî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î ëîêàëèçàöèè àíòèãå-
íà òîëüêî íà ìåìáðàíå êëåòîê. Êàðòèíû, âûÿâëÿåìûå ñ
ïîìîùüþ Alexa-Fluor 488 (ðèñ. 2, à) è êâàíòîâûõ òî÷åê
Qdot 605 (ðèñ. 2, á), àíàëîãè÷íû. Ïðè èììóíîïåðîêñèäàç-
íîì ìåòîäå õàðàêòåð îêðàøèâàíèÿ âàðüèðóåò â ðàçíûõ
êëåòêàõ (ðèñ. 2, â). Òàê, â óçêîïëàçìåííûõ ëèìôîöèòàõ
êîðè÷íåâûé îáîäîê ïëîòíî ïðèìûêàåò ê êîíòóðó ÿäðà
(ñòðåëêà). Â êëåòêàõ ñ áîëåå îáúåìíîé öèòîïëàçìîé îêðà-
øèâàíèå ìîæåò ðàñïîëàãàòüñÿ îò÷åòëèâî ïî ïåðèôåðèè
öèòîïëàçìû (äâîéíàÿ ñòðåëêà). Âñòðå÷àþòñÿ òàêæå êëåò-
êè, ãäå îêðàøèâàíèå ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ïî âñåé öèòîïëàç-
ìå (ãîëîâêà ñòðåëêè).

Áûëî ïðîâåäåíî ä â î é í î å í å ï ð ÿ ì î å î ê ð à ø è -
â à í è å ïàðàôèíîâîãî ñðåçà ëèìôîóçëà ïðè ËÊÌÇ àíòè-
òåëàìè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè (íàíî-

÷àñòèöàìè). Ïðè íàëîæåíèè äâóõ èçîáðàæåíèé ïîëó÷åíî
êîìáèíèðîâàííîå èçîáðàæåíèå, îòîáðàæàþùåå ðàñïðåäå-
ëåíèå äâóõ àíòèãåíîâ CD20/Qdot 605 è CD3/Qdot 565 íà
îäíîì ñðåçå (ðèñ. 3, à). Ñðåäè ïðåîáëàäàþùåé ïîïóëÿöèè
CD20-ïîëîæèòåëüíûõ Â-êëåòîê (êðàñíûé öâåò) âñòðå÷à-
þòñÿ åäèíè÷íûå CD3-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè (çåëåíûé
öâåò), ñîîòâåòñòâóþùèå Ò-ëèìôîöèòàì.

Ïðè äâîéíîì îêðàøèâàíèè íà CD20 è CD5 (ðèñ. 3, á)
íà ïðåîáëàäàþùåé ÷àñòè êëåòîê îêðàøèâàíèå ïðåäñòàâ-
ëåíî â âèäå îáîäêà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ìåìáðàííîé
êîëîêàëèçàöèè äâóõ àíòèãåíîâ íà îäíèõ è òåõ æå êëåòêàõ.
Âñòðå÷àþòñÿ åäèíè÷íûå êëåòêè, íåñóùèå íà ïîâåðõíîñòè
òîëüêî àíòèãåí CD5. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü,
÷òî á*îëüøóþ ÷àñòü ëèìôîöèòîâ íà ñðåçå ïðåäñòàâëÿþò
îïóõîëåâûå êëåòêè, êîòîðûå íàðÿäó ñ ìàðêåðîì Â-êëåòîê
CD20 êîýêñïðåññèðóþò ìàðêåð Ò-êëåòîê CD5.

Áûëî ïðîâåäåíî ä â î é í î å ï ð ÿ ì î å î ê ð à ø è â à -
í è å ê ð è î ñ ð å ç î â ì å ò à ñ ò à ç à ðàêà â ëèìôîóçëå ïðÿ-
ìûìè êîíúþãàòàìè àíòèòåë Keratin, Pan Ab-1 è CD45 ñ
êâàíòîâûìè òî÷êàìè Qdot 655 è Qdot 565. Îêðàøåííûå
êëåòêè (ðèñ. 3, â) äåëÿòñÿ íà äâå ïîïóëÿöèè. Îäíà ïîïóëÿ-
öèÿ êðóïíûõ è ñðåäíèõ êëåòîê êîýêñïðåññèðóåò Keratin,
Pan/Qdot 565 (êðàñíîå öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îêðàøèâà-
íèå). Äðóãàÿ ïîïóëÿöèÿ ìåëêèõ êëåòîê ýêñïðåññèðóåò
CD45 (çåëåíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå). Êåðàòèí-ïîçè-
òèâíûå êëåòêè ÿâëÿþòñÿ çëîêà÷åñòâåííûìè è ðàñòóò ïëà-
ñòîì (ìåòàñòàòè÷åñêèé î÷àã), CD45-ïîçèòèâíûå êëåòêè —
íîðìàëüíûå ëèìôîöèòû, êîòîðûå ðàñïîëàãàþòñÿ ïî ïåðè-
ôåðèè ìåòàñòàòè÷åñêîãî î÷àãà, íå ïðîíèêàÿ â íåãî. Íà ñðå-
çå îòñóòñòâóåò êîýêñïðåññèÿ äâóõ èññëåäóåìûõ ìàðêåðîâ.

Áûëî ïðîâåäåíî òàêæå äâîéíîå ïðÿìîå îêðàøèâàíèå
çàìîðîæåííîãî ñðåçà ëèìôîóçëà ïðè öåíòðîôîëëèêóëÿð-
íîé ëèìôîìå ïðÿìûìè êîíúþãàòàìè àíòèòåë CD19 è

152 Å. Ï. Ðàôàëîâñêàÿ-Îðëîâñêàÿ, Ë. À. Ãîðãèäçå è äð.

Èçìåðåíèå «çàòåêàíèÿ» ôëóîðåñöåíòíûõ ñèãíàëîâ
îò êâàíòîâûõ òî÷åê

Èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè,

îòí. åä.

Ñâåòî-
ôèëüòð

«Çàòåêàíèå»
(spillover),

â %
QD, îáðàçåö

83 712/20 1.40 CD45-QD 655, êðèîñðåç,
ïðÿìàÿ îêðàñêà

5911 655/15 — Òî æå

299 605/15 5.06 » »

716 605/15 7.75 CD20-QD 565, ïàðàôèíî-
âûé ñðåç, íåïðÿìàÿ îê-
ðàñêà

9239 565/24 — Òî æå

774 525/20 8.37 » »

Ðèñ. 1. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå âûÿâëåíèå àíòèãåíà CD20 íà ïîâåðõíîñòè êëåòêè (ïàðàôèíîâûé ñðåç ëèìôîóçëà îò áîëüíîãî ñ
ëèìôîé èç êëåòîê ìàíòèéíîé çîíû).

à — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ñ ïðèìåíåíèåì êâàíòîâûõ òî÷åê Qdot 605, á — èììóíîïåðîêñèäàçíûé ìåòîä ñ èñïîëüçîâàíèåì HRP-ïîëè-
ìåðà. Îáà íåïðÿìûõ ìåòîäà äàþò àíàëîãè÷íûå êàðòèíû. Îá. 20�.



CD45 ñ êâàíòîâûìè òî÷êàìè Qdot 655 è Qdot 565 ñîîòâåò-
ñòâåííî. Íà ïîâåðõíîñòè áîëüøèíñòâà êëåòîê (ðèñ. 3, ã)
íàáëþäàåòñÿ êîýñïðåññèÿ îáîèõ àíòèãåíîâ — æåëòîå
îêðàøèâàíèå.

À í à ë è ç ô î ò î ñ ò à á è ë ü í î ñ ò è ê â à í ò î â û õ ò î -
÷ å ê è î ð ã à í è ÷ å ñ ê è õ ô ë ó î ð î õ ð î ì î â. Íà ðèñ. 4
ïîêàçàíû èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âî
âðåìåíè äëÿ èñïîëüçîâàííûõ â ðàáîòå Qdot 605, Qdot 565
è Alexa-Fluor 488. Âèäíî, ÷òî èçìåíåíèå èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè âñåõ òðåõ êðàñèòåëåé ïðîèñõîäèò ïî óáû-
âàþùåé ýêñïîíåíòå. Íàèáîëåå ÿðêèìè ÿâëÿþòñÿ Qdot 565;
âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ íèìè, ÷åðåç 1 ÷ ïðÿ-
ìîãî âûæèãàíèÿ òåðÿþò ïðèìåðíî 26 % ñâîåé èíòåíñèâ-
íîñòè. Èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàí-
íûõ ñ Qdot 605, ÷åðåç ýòîò æå ïåðèîä âðåìåíè ïàäàåò ïðè-
ìåðíî íà 30 %. Àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ Alexa-Fluor
488, ÷åðåç 1 ÷ âûæèãàíèÿ òåðÿþò ïðèìåðíî 55 % ñâå÷å-
íèÿ. ×åðåç 2 ÷ ïîñòîÿííîãî âûæèãàíèÿ íà ñðåçå, îêðàøåí-
íîì Alexa-Fluor 488, ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë ïàäàë íà
70 %, â òî âðåìÿ êàê àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ íàíî-
÷àñòèöàìè, ñîõðàíÿëè ïî÷òè 60 % èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè.

Ïîëó÷åííûå íàìè êîíúþãàòû àíòèòåë ñ ôëóîðåñöèðó-
þùèìè íàíî÷àñòèöàìè ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ê îêðàñêå
ñðåçîâ â òå÷åíèå 4 ìåñ. Ïðåïàðàòû, îêðàøåííûå êîíúþãà-
òàìè àíòèòåë ñ íàíî÷àñòèöàìè (íåïðÿìàÿ è ïðÿìàÿ îêðàñ-
êè), ïðèãîäíû äëÿ ðåòðîñïåêòèâíîãî àíàëèçà ÷åðåç ïîëãî-

äà. Íà àíàëîãè÷íûõ ïðåïàðàòàõ, îêðàøåííûõ êîíúþãàòà-
ìè âòîðûõ àíòèòåë ñ Alexa-Fluor 488, ôëóîðåñöåíòíûé
ñèãíàë íå âèçóàëèçèðóåòñÿ óæå ÷åðåç íåäåëþ.

Îáñóæäåíèå

Ì î ä å ð í è ç à ö è ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï à ä ë ÿ ä è ô ô å -
ð å í ö è à ë ü í î é ç à ï è ñ è è ç î á ð à æ å í è é â ð à ç ë è ÷ -
í û õ ê à í à ë à õ. Äëÿ çàïèñè ìíîãîöâåòíûõ èçîáðàæåíèé
âî ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè, êàê ïðàâèëî, èñïîëüçó-
þò ðàçëè÷íûå áëîêè ñâåòîôèëüòðîâ. Îäíàêî øèðîêèé
ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ êâàíòîâûõ òî÷åê ïîçâîëÿåò âîçáóæ-
äàòü èõ ñ ïîìîùüþ îäíîé è òîé æå äëèíû âîëíû è äëÿ ðå-
ãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàòü òîëüêî ðàçëè÷-
íûå çàïèðàþùèå ñâåòîôèëüòðû. Ïîýòîìó ìû èñïîëüçîâà-
ëè ìèíèìàëüíóþ ìîäèôèêàöèþ ôëóîðåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà. Â êà÷åñòâå âîçáóæäàþùåãî íàáîðà èñïîëüçî-
âàëè ñâåòîôèëüòðû, êîòîðûå ïðîïóñêàþò ôëóîðåñöåíò-
íûé ñèãíàë îò âñåõ êâàíòîâûõ òî÷åê, à äîïîëíèòåëüíûå
çàïèðàþùèå ñâåòîôèëüòðû óñòàíîâèëè íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä ÏÇÑ-êàìåðîé. Òàêàÿ ñõåìà ïîçâîëÿåò îäíîâðåìåííî
ñîõðàíèòü âñå, êðîìå îäíîãî, ãíåçäà äëÿ óñòàíîâêè áëîêîâ
ñâåòîôèëüòðîâ äëÿ ñòàíäàðòíûõ îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé
(DAPI, FITC è TRITC), ÷òî çíà÷èòåëüíî ðàñøèðÿåò âîç-
ìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìèêðîñêîïà. Ïîñëåäîâàòåëüíîå
ïðèìåíåíèå äâóõ çàïèðàþùèõ ñâåòîôèëüòðîâ íå ïðèâî-
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Ðèñ. 2. Âûÿâëåíèå ïîâåðõíîñòíîãî àíòèãåíà CD45 ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ôëóîðîõðîìà Alexa-Fluor 488 (à), êâàíòîâûõ òî÷åê
Qdot 605 (á) è èììóíîïåðîêñèäàçíîãî ìåòîäà (ïàðàôèíîâûé ñðåç ëèìôîóçëà îò áîëüíîãî ñ ëèìôîé èç êëåòîê ìàíòèéíîé çîíû) (â).

Ìåìáðàííàÿ ëîêàëèçàöèÿ àíòèãåíà îò÷åòëèâî âèäíà òîëüêî ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîé îêðàñêå. Ñòðåëêîé ïîêàçàí óçêîïëàçìåííûé ëèìôîöèò,
îêðàøåííàÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà êîòîðîãî ïëîòíî ïðèìûêàåò ê ÿäðó; äâîéíîé ñòðåëêîé ïîêàçàí ëèìôîöèò ñ øèðîêîé öèòîïëàçìîé, îêðà-
øåííûé îáîäîê â ýòîì ñëó÷àå ðàñïîëàãàåòñÿ ïî ïåðèôåðèè öèòîïëàçìû; ãîëîâêîé ñòðåëêè îòìå÷åíà êëåòêà, ãäå îêðàøèâàíèå ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ ïî

âñåé öèòîïëàçìå. Îá. 100�.



äèò ê ñêîëüêî-íèáóäü çíà÷èòåëüíîìó îñëàáëåíèþ ñèãíàëà
îò êâàíòîâûõ òî÷åê è íå çàòðóäíÿåò ñúåìêó ïðåïàðàòîâ.

Ïðîáëåìà «çàòåêàíèÿ» ñèãíàëîâ â ñîñåäíèå êàíàëû
ôëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåííîé â ïðîòî÷íîé öè-
òîìåòðèè, ãäå äëÿ áîðüáû ñ ýòèì ýôôåêòîì èñïîëüçóåòñÿ
òàê íàçûâàåìàÿ êîìïåíñàöèÿ, àíàëîãîâàÿ èëè öèôðîâàÿ
(Shapiro, 2003). Â ïðèíöèïå, êîìïåíñàöèÿ âîçìîæíà è â
ìèêðîñêîïèè, îäíàêî ñïåöèàëèçèðîâàííîå ïðîãðàììíîå
îáåñïå÷åíèå äëÿ ýòîãî ïîñòàâëÿåòñÿ òîëüêî äëÿ ñïåöèàëü-
íûõ ëàçåðíûõ ñêàíèðóþùèõ ìèêðîñêîïîâ (Pozarowski et
al., 2006). Â äàííîé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè öèôðîâóþ
êîìïåíñàöèþ â âèäå âû÷èòàíèÿ êàäðîâ, ñíÿòûõ â ñîñåä-
íèõ êàíàëàõ ôëóîðåñöåíöèè :

I*(k,j,i) =I (k,j,i) – k1�I(k,j,i – 1) — k2�I(k,j,i + 1),

ãäå I*(k,j,i) — êîìïåíñèðîâàííîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè
ïèêñåëÿ ñ êîîðäèíàòàìè k,j è ñïåêòðàëüíûì êàíàëîì i;
I(k,j,i) — èñõîäíîå çíà÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëÿ ñ êî-
îðäèíàòàìè k,j è ñïåêòðàëüíûì êàíàëîì i; I(k,j,i – 1),
I(k,j,i + 1) — àáñîëþòíûå âåëè÷èíû èíòåíñèâíîñòè ïèêñå-

ëåé ñ êîîðäèíàòàìè k,j íà ñíèìêàõ, îòñíÿòûõ â ñîñåäíèõ
ñïåêòðàëüíûõ êàíàëàõ; k1, k2 — ýìïèðè÷åñêè óñòàíîâ-
ëåííûå êîýôôèöèåíòû çàòåêàíèÿ ñèãíàëà (ñì. òàáëèöó),
÷òî ïîçâîëÿåò ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ èçáàâèòüñÿ îò çà-
ñâåòêè èç ñîñåäíèõ êàíàëîâ. Äàííûé ìåòîä ñîîòâåòñòâó-
åò àíàëîãîâîé êîìïåíñàöèè, êîòîðàÿ ïðèìåíÿåòñÿ â ïðî-
òî÷íûõ öèòîìåòðàõ (Shapiro, 2003). Ïîñêîëüêó ìàêñèìó-
ìû ôëóîðåñöåíöèè äëÿ èñïîëüçîâàííûõ êâàíòîâûõ òî-
÷åê ðàñïîëàãàþòñÿ íà ðàññòîÿíèè 40—50 íì äðóã îò äðó-
ãà, âîïðîñ î âåëè÷èíå «çàòåêàíèÿ» ñèãíàëà ïðåäñòàâëÿåò
ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ. Äëÿ îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé ðàñ-
ñòîÿíèå ìåæäó ìàêñèìóìàìè ôëóîðåñöåíöèè îáû÷íî ñî-
ñòàâëÿåò áîëåå 50 íì (íàïðèìåð, äëÿ íàáîðà DA-
PI-FITC-Cy3), à ïðèìåíÿåìûå ñâåòîôèëüòðû èìåþò ðàñ-
ñòîÿíèå ìåæäó êðàÿìè ïðîïóñêàíèÿ íå ìåíåå 40 íì. Â
ñëó÷àå èñïîëüçîâàííûõ íàìè êâàíòîâûõ òî÷åê ðàññòîÿíèå
ìåæäó êðàÿìè ïðîïóñêàíèÿ ñîñòàâëÿëî âñåãî 20—30 íì.
Îäíàêî âåëè÷èíà «çàòåêàíèÿ» ñèãíàëîâ îêàçàëàñü íà
óäîâëåòâîðèòåëüíî íèçêîì óðîâíå (ìåíåå 10 %).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å ñ
è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì ê â à í ò î â û õ ò î ÷ å ê. Â íàñòîÿùåé

154 Å. Ï. Ðàôàëîâñêàÿ-Îðëîâñêàÿ, Ë. À. Ãîðãèäçå è äð.

Ðèñ. 3. Îäíîâðåìåííàÿ äåòåêöèÿ äâóõ àíòèãåíîâ ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê íà ïàðàôèíîâûõ ñðåçàõ ëèìôîóçëà îò áîëüíîãî ñ
ËÊÌÇ (à, á), íà êðèîñðåçàõ ëèìôîóçëà ñ ìåòàñòàçîì ðàêà (â) è öåíòðîôîëëèêóëÿðíîé ëèìôîìû (ã).

à — âûÿâëåíèå CD20 êâàíòîâûìè òî÷êàìè Qdot 605 (êðàñíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê) è CD3 — Qdot 565 (çåëåíîå ìåìáðàííîå
îêðàøèâàíèå ðåàêòèâíûõ êëåòîê), îòñóòñòâèå êîýêñïðåññèè àíòèãåíîâ; á — êðàñíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå òî æå, ÷òî è íà ôîòî à, è âûÿâëåíèå CD5
ñ ïîìîùüþ Qdot 565 (çåëåíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê), êîýêñïðåññèÿ äâóõ àíòèãåíîâ äàåò æåëòîå è îðàíæåâîå îêðàøèâàíèÿ
áîëüøèíñòâà êëåòîê; â — îêðàøèâàíèå íà êåðàòèí êîíúþãàòàìè ñ Qdot 655 (êðàñíîå öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñðåäíèõ è êðóïíûõ ðàêîâûõ
êëåòîê) è íà CD45 êîíúþãàòîì ñ Qdot 565 (çåëåíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå ìåëêèõ ëèìôîèäíûõ êëåòîê), êîýêñïðåññèè àíòèãåíîâ íåò; ã — ðåàêöèÿ ñ
àíòèòåëàìè CD19/Qdot 655 (êðàñíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê) è ñ àíòèòåëàìè CD45/Qdot 565 (çåëåíîå ìåìáðàííîå îêðàøèâàíèå

îïóõîëåâûõ êëåòîê), êîëîêàëèçàöèÿ äâóõ àíòèãåíîâ äàåò æåëòîå îêðàøèâàíèå áîëüøèíñòâà êëåòîê. Îá. 40�.



ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ
êâàíòîâûõ òî÷åê äëÿ èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâà-
íèÿ îïóõîëåâîé ëèìôîèäíîé òêàíè. Èììóíîôëóîðåñöåíò-
íûé ìåòîä ïîêàçàë ñâîè ïðåèìóùåñòâà ïåðåä èììóíîôåð-
ìåíòíûì ìåòîäîì ñ òî÷êè çðåíèÿ òî÷íîñòè ëîêàëèçàöèè
àíòèãåíà. Â ñëó÷àå èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà ëî-
êàëèçàöèÿ íàèáîëåå òî÷íî ñîâïàäàåò ñ ìåìáðàííûì ðàñ-
ïîëîæåíèåì àíòèãåíà, òîãäà êàê ïðè èììóíîïåðîêñèäàç-
íîì ìåòîäå îêðàøèâàíèå ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ òàêæå çà ïðå-
äåëû êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (âíóòðü êëåòêè).

Íåïðÿìîå îêðàøèâàíèå ïðèìåíÿëîñü äëÿ âûÿâëåíèÿ
êàê îäíîãî àíòèãåíà, òàê è îäíîâðåìåííî äâóõ àíòèãåíîâ
ïðè äâîéíîì îêðàøèâàíèè. Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè îäíîâðåìåííîì âûÿâëåíèè íåñêîëüêèõ
àíòèãåíîâ íà ñðåçàõ (ìíîæåñòâåííîì îêðàøèâàíèè) â
ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ êëîíîâ ïåðâûõ àíòèòåë îäíîãî
âèäà æèâîòíîãî íàáëþäàëñÿ íåñïåöèôè÷åñêèé ïðîäóêò
ñâÿçûâàíèÿ (Sweeney et al., 2008). Âî èçáåæàíèå ýòîãî ïðè
äâîéíîì îêðàøèâàíèè ìû èñïîëüçîâàëè ïåðâûå àíòèòåëà
äâóõ ðàçëè÷íûõ âèäîâ æèâîòíûõ (ìûøè è êðîëèêà), à
òàêæå ïåðåä êàæäûì ýòàïîì èíêóáàöèè ñ àíòèòåëàìè îá-
ðàáàòûâàëè ñðåçû 2%-íûì ðàñòâîðîì BSA äëÿ áëîêèðî-
âàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë. Òàêèì îá-
ðàçîì, ìû ñâåëè ê ìèíèìóìó âåðîÿòíîñòü íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî îêðàøèâàíèÿ, ÷òî îñîáåííî âàæíî äëÿ âûÿâëåíèÿ
êîëîêàëèçóþùèõñÿ àíòèãåíîâ. Îòñóòñòâèå íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî ñâÿçûâàíèÿ áûëî ïîäòâåðæäåíî êîíòðàñòíîé îêðàñ-
êîé íà CD20 è CD3.

Âïåðâûå íàìè áûëî ïðîâåäåíî äâîéíîå îêðàøèâàíèå
êðèîñðåçîâ ïðÿìûìè êîíúþãàòàìè àíòèòåë ñ êâàíòîâûìè
òî÷êàìè. Ñïåöèôè÷íîñòü äàííîãî ìåòîäà ïîäòâåðäèëàñü
÷åòêèì ðàñïðåäåëåíèåì àíòèãåíîâ ìåæäó äâóìÿ êëåòî÷-
íûìè ïîïóëÿöèÿìè — îïóõîëåâîé è íîðìàëüíîé.

Ïðÿìîé ìåòîä îêðàøèâàíèÿ ïðåäïî÷òèòåëåí äëÿ âû-
ÿâëåíèÿ òðåõ è áîëåå àíòèãåíîâ, òàê êàê äàííûé ìåòîä çíà-
÷èòåëüíî ìåíåå òðóäîåìîê ïî ñðàâíåíèþ ñ èçâåñòíûìè
ñïîñîáàìè èììóíîãèñòîõèìèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êâàíòî-
âûõ òî÷åê — äâîéíîé è òðîéíîé «ñýíäâè÷» (Sweeney et al.,
2008). Êðîìå òîãî, ïðÿìîå îêðàøèâàíèå âûñîêîñïåöèôè÷-
íî áëàãîäàðÿ óìåíüøåíèþ âåðîÿòíîñòè íåñïåöèôè÷åñêîé
ðåàêöèè àíòèòåë, êîòîðàÿ íàáëþäàåòñÿ ïðè ïîñëåäîâàòåëü-
íîì ìíîãîöâåòíîì îêðàøèâàíèè ïî òèïó «ñýíäâè÷».

Ïðèìåíåíèå êâàíòîâûõ òî÷åê ïðè ìíîæåñòâåííîì
èììóíîôëóîðåñöåíòíîì îêðàøèâàíèè ëèìôîèäíîé òêàíè
ðàíåå ïðîâîäèëîñü íà ïàðàôèíîâûõ ñðåçàõ ëèìôàòè÷å-
ñêèõ óçëîâ è ìèíäàëèí (Zahavy et al., 2005; Fountaine et
al., 2006). Â ýòèõ ðàáîòàõ ðàññìàòðèâàëàñü òîëüêî ðåàê-
òèâíî èçìåíåííàÿ òêàíü, ãäå ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê
áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ðàçëè÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ Â-ëèì-
ôîöèòîâ è Ò-ëèìôîöèòîâ (Zahavy et al., 2005). Òàêæå ïðè-
ìåíÿëàñü îêðàñêà íà ìíîæåñòâî ìàðêåðîâ ëèìôîèäíûõ
êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ âî âòîðè÷íîì ôîëëèêóëå. Çäåñü
àâòîðû îõàðàêòåðèçîâàëè ýêñïðåññèþ êëåòî÷íûõ ìàðêå-
ðîâ â êëåòêàõ, ðàñïîëîæåííûõ â ðàçëè÷íûõ çîíàõ ôîëëè-
êóëà, è ïîêàçàëè êîýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ, ñïåöèôè÷íóþ
äëÿ ýòèõ çîí (Fountaine et al., 2006). Ìíîãîöâåòíîå èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì êâàí-
òîâûõ òî÷åê íåäàâíî áûëî ïðèìåíåíî ïðè èññëåäîâàíèè
ëèìôîãðàíóëåìàòîçà (ëèìôîìû Õîäæêèíà) (Liu et al.,
2010). Àâòîðû âûÿâëÿëè ðåäêèå îïóõîëåâûå êëåòêè ïî êî-
ýêñïðåññèè ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ëèìôîãðàíóëåìàòîçà ìàð-
êåðîâ (CD15, CD30 è PAX-5). Îäíàêî àíòèãåíû ëîêàëèçî-
âàëèñü â ðàçíûõ ÷àñòÿõ êëåòêè : CD15 — ïðåèìóùåñòâåí-
íî â ðàéîíå êîìïëåêñà Ãîëüäæè, CD30 — â öèòîïëàçìå,
PAX-5 — â ÿäðå.

Â íàøåé ðàáîòå äâîéíîå îêðàøèâàíèå ñ ïîìîùüþ íå-
ïðÿìîãî è ïðÿìîãî ìåòîäîâ ïîçâîëèëî âûÿâèòü êîýêñï-
ðåññèþ ìàðêåðîâ ñ ìåìáðàííîé ëîêàëèçàöèåé. Êîýêñïðåñ-
ñèÿ CD20 è CD5 íà ïîâåðõíîñòè ëèìôîöèòîâ — âàæíûé
äèàãíîñòè÷åñêèé ïðèçíàê, õàðàêòåðèçóþùèé õðîíè÷å-
ñêèé ëèìôîëåéêîç è ëèìôîìó èç êëåòîê ìàíòèéíîé çîíû
(Belaud-Rotureau et al., 2002), êîòîðûé ñ ïîìîùüþ êâàíòî-
âûõ òî÷åê áûë íàìè ïðîäåìîíñòðèðîâàí âïåðâûå.

Ñ ð à â í å í è å ô î ò î ñ ò à á è ë ü í î ñ ò è í à í î ÷ à -
ñ ò è ö è î ð ã à í è ÷ å ñ ê è õ ô ë ó î ð î õ ð î ì î â. Îäíà èç
âàæíåéøèõ õàðàêòåðèñòèê íàíî÷àñòèö, îòëè÷àþùèõ
èõ îò îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðîìîâ, — ýòî ÿðêîñòü è ôî-
òîñòàáèëüíîñòü (Sukhanova et al., 2002), ÷òî äåëàåò èõ âå-
ñüìà ïåðñïåêòèâíûìè äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèÿõ â ãèñòîëîãèè. Â ðåçóëü-
òàòå òàêîãî îêðàøèâàíèÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ íà ïðîòÿæåíèè íåñêîëüêèõ ÷àñîâ
âûæèãàíèÿ îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçìåííîé (Ness et al.,
2003; Zahavy et al., 2005; Fountaine et al., 2006). Ïðè ñðàâ-
íåíèè îêðàøèâàíèÿ Qdot 525, êîíúþãèðîâàííûìè ñî
ñòðåïòàâèäèíîì, ñ ïðÿìûìè êîíúþãàòàìè àíòèòåë ñ Qdot
525 îêàçàëîñü, ÷òî ïåðâûå êîíúþãàòû äàþò îêðàñêó â
3 ðàçà ÿð÷å (Fountaine et al., 2006). Â íàøåì ñëó÷àå ïðè
îêðàøèâàíèè ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ âòîðûìè àíòèòåëàìè,
êîíúþãèðîâàííûìè íàïðÿìóþ ñ íàíî÷àñòèöàìè (êîçüè
àíòèêðîëè÷üè IgG ñ Qdot 565 è àíòèìûøèíûå IgG ñ Qdot
605), áåç àâèäèíîâîãî èëè áèîòèíîâîãî êîìïëåêñà ÷åðåç
2 ÷ âûæèãàíèÿ ïðåïàðàòà èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ ïàäàëà
íà 40 %, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò äàííûì Ôàóíòåéí ñ ñîàâòî-
ðàìè (Fountaine et al., 2006). Âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ îðãàíè÷åñêèì ôëóîðîõðîìîì (êîçüè àíòè-
ìûøèíûå IgG ñ Alexa-Fluor 488), â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
äåìîíñòðèðîâàëè 70%-íóþ ïîòåðþ èíòåíñèâíîñòè ñâå÷å-
íèÿ. Ó÷èòûâàÿ òî, ÷òî ôëóîðîõðîì Alexa-Fluor 488 â íå-
ñêîëüêî ðàç ñòàáèëüíåå äðóãèõ îðãàíè÷åñêèõ ôëóîðîõðî-
ìîâ (Panchuk-Voloshina et al., 1999), êîíúþãàòû âòîðûõ
àíòèòåë ñ íàíî÷àñòèöàìè äàæå áåç àâèäèí-ñòðåïòàâèäè-
íîâîãî êîìïëåêñà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé äîñòàòî÷íî ñòà-
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Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íàíî÷àñòèö
Qdot 565 è Qdot 605 ñ Alexa-Fluor 488 âî âðåìåíè ïðè èììóíî-
ãèñòîõèìè÷åñêîì îêðàøèâàíèè ïàðàôèíîâûõ ñðåçîâ àíòèòå-

ëàìè ê CD45.

Ïîêàçàíû êðèâûå âûæèãàíèÿ ñðåçîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè êîíúþãàòîâ âòî-
ðûõ àíòèòåë ñ Qdot 565 (1), Qdot 605 (2) è Alexa-Fluor 488 (3).



áèëüíûé ôëóîðîõðîì, ïðèãîäíûé äëÿ äèôôåðåíöèàëüíûõ
èììóíîôëóîðåñöåíòíûõ èññëåäîâàíèé.

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå ìû ïîêàçàëè ïðåèìóùåñòâà
èñïîëüçîâàíèÿ êâàíòîâûõ òî÷åê ïðè äâîéíîì èììóíî-
ôëóîðåñöåíòíîì îêðàøèâàíèè, êîòîðîå ïîçâîëÿåò äåòåê-
òèðîâàòü êîýêñïðåññèþ êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ â ñëó÷àå èõ
êîëîêàëèçàöèè íà ìåìáðàíå, ÷åãî â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ
íå áûëî îïèñàíî. Òàêàÿ âîçìîæíîñòü ïðåäïîëàãàåò øè-
ðîêèå ïåðñïåêòèâû â èñïîëüçîâàíèè ìíîæåñòâåííîãî
îêðàøèâàíèÿ â äèàãíîñòèêå íåõîäæêèíñêèõ ëèìôîì, ïî-
ñêîëüêó ìíîãèå èç íèõ õàðàêòåðèçóþòñÿ îïðåäåëåííûì
ñî÷åòàíèåì ýêñïðåññèè ðÿäà ìàðêåðîâ ñ ìåìáðàííîé ëî-
êàëèçàöèåé. Íåîáõîäèìî òàêæå ó÷èòûâàòü âûñîêóþ ñòà-
áèëüíîñòü ïîëó÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâî-
äèòü ìíîãîêðàòíûé ïðîñìîòð ïðåïàðàòà äëÿ äèàãíîñòè÷å-
ñêîãî àíàëèçà.

Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå êðèîñðåçîâ
ëèìôîóçëîâ ñ ëèìôîìàìè ñ ïîìîùüþ êâàíòîâûõ òî÷åê
îòêðûâàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ ïðèìåíåíèÿ äàííî-
ãî ìåòîäà â óñêîðåííûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè (Ãîñóäàðñòâåííûé êîíò-
ðàêò 02.512.11.2296) è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêòû 11-04-01517à è
11-04-01749à).
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IMAGING OF SURFACE CELL ANTIGENS ON THE TUMOR SECTIONS OF LYMPH NODES

USING FLUORESCENCE QUANTUM DOTS
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The usefulness of quantum dots for the immunofluorescent detection of surface antigens on the lymphoid
cells has been studied. To optimize quantum dots detection we have upgraded fluorescent microscope that al-
lows obtaining multiple images from different quantum dots from one section. Specimens stained with quantum
dots remained stable over two weeks and practically did not bleach under mercury lamp illumination during tens
of minutes. Direct conjugates of primary mouse monoclonal antibodies with quantum dots demonstrated high
specificity and sufficient sensitivity in the case of double staining on the frozen sections. Because of the high
stability of quantum dots’ fluorescence, this method allows to analyze antigen coexpression on the lymphoid tis-
sue sections for diagnostic purposes. The spillover of fluorescent signals from quantum dots into adjacent fluo-
rescent channels, with maxima differing by 40 nm, did not exceed 8 %, which makes the spectral compensation
is practically unnecessary.

K e y w o r d s: immunohistochemical investigations, immunofluorescent method, quantum dots, differential
diagnostics of lymphoma.
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