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ЭКСПРЕССИЯ НОВОГО А3 АНТИГЕНА 
В КЛЕТКАХ БОЛЬНЫХ С РАЗЛИЧНЫМИ 
ЛИМФОПРОЛИФЕРАТИВНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 
Дейнеко Н.Л., Булычева Т.И., Ковригина А.М., Григорьев А.А.
ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава России, Москва, Россия

Резюме. Методом иммуноцитохимического окрашивания в реакции непрямой иммунофлюорес-
ценции было проведено исследование полученных методами гибридомной биотехнологии моно-
клональных антител А3 на клетках больных различными лимфопролиферативными заболеваниями 
(ЛПЗ) и больных заболеваниями неопухолевой природы в сравнении с интактными лимфоцитами 
здоровых лиц. Определено, что при ЛПЗ с низким уровнем пролиферативной активности клеток, 
определяемой по содержанию Ki-67-позитивных клеток, и заболеваниях системы крови неопухоле-
вой природы антиген А3 локализуется в ядрышках и выявляется в виде одного фокуса свечения. При 
злокачественных ЛПЗ, характеризующихся резким повышением пролиферативной активности кле-
ток, происходит нарастание количества фокусов свечения до 5 и более, с образованием из фокусов 
ожерелоподобных структур, находящихся в пределах ядрышка.

Полученные нами данные свидетельствуют о диагностической значимости МКА А3 в оценке про-
лиферативного состояния клеток у больных с различными лимфопролиферативными заболевания-
ми. Установлено, что, в отличие от Кi-67, стадия пролиферации может быть определена в каждой 
клетке по количеству фокусов свечения в ядрышках клеток. Эта отличительная способность А3 анти-
гена свидетельствует о его диагностической значимости в оценке злокачественности ЛПЗ.
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Введение
Пролиферативная активность клеток являет-

ся важнейшим показателем, по которому можно 
судить о нормальном или злокачественном росте 
клеток. Количественный показатель пролифе-
ративной активности клеток является наиболее 
объективной характеристикой клеточной попу-
ляции и повсеместно используется для ранней 
диагностики развития заболевания, прогнозиро-
вания его течения и выработки тактики адекват-
ного лечения [1, 4, 6, 7, 9, 10, 12, 15, 19].

К настоящему времени установлено, что боль-
шинство ядерных антигенов, ассоциированных 

с клеточной пролиферацией, локализуются пре-
имущественно в ядрышке, которое является ос-
новным структурным компонентом клеточного 
ядра. Важнейшим свойством ядрышка является 
возможность отображать общий уровень мета-
болизма и способность клеток к пролиферации. 
Установлено, что в активно пролиферирующих 
клетках ядрышки обладают более крупными раз-
мерами [13, 17]. Доказано, что размеры ядрышек 
прямо коррелируют со скоростью пролиферации 
опухолевых клеток. Все изменения функцио-
нального состояния ядрышек в ходе клеточно-
го цикла сопровождаются изменением количе-
ственного содержания его белков [13, 14, 16].
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В современной иммунодиагностике наиболее 
важное значение придается получению и внедре-
нию в широкую клиническую практику новых 
моноклональных антител к ядрышковым бел-
кам, обладающим ярко выраженной видоспе-
цифичностью и высокой иммунореактивностью 
при различных способах фиксации. Нами были 
получены моноклональные антитела (МКА) А3 
к новому ядрышковому антигену A3 [5]. В даль-
нейших исследованиях на модели искусствен-
но вызванной с помощью ФГА пролиферации 
лимфоцитов установлено, что А3 антиген, вы-
являемый МКА A3, локализуется в виде 1 фокуса 
в ядрышке лимфоцитов здоровых лиц и изменя-
ется в соответствии с фазой пролиферативного 
цикла в виде увеличения количества светящихся 
фокусов в ядрышках клеток [6]. Это позволило 
определять степень пролиферативной активно-
сти клеток по количеству фокусов связывания A3 
антигена в ядрышках каждой клетки, отражаю-
щих степень пролиферации.

Целью настоящей работы явилось сравнитель-
ное иммуноцитохимическое исследование сте-
пени экспрессии А3 антигена в клетках больных 
с различными лимфопролиферативными заболе-
ваниями (ЛПЗ) и заболеваниями неопухолевой 
природы в сравнении с лимфоцитами здоровых 
лиц (доноров) для доказательства возможности 
его использования в качестве маркера пролифе-
ративной активности клеток.

Материалы и методы
1. Лимфоциты из периферической крови здо-

ровых лиц и больных ЛПЗ выделяли с помощью 
описанного нами ранее метода [2].

2. Иммуноцитохимическое исследование кле-
ток в реакции непрямой иммунофлюоресценции 
проводили следуюшим способом.

Отмытую от примесей суспензию лимфоцитов 
раскапывали на стекла с лунками, предваритель-
но обработанными 0,1% поли-L-лизином (Serva, 
Германия) в течение 30 мин, инкубируя 30 мин 
во влажной камере. За счет этого достигалось 
прочное прикрепление клеток к поверхности 
стекла. Затем клетки фиксировали абсолютным 
ацетоном в течение 10 мин при -20 °С.

Стекла с зафиксированными клетками про-
мывали PBS и инкубировали с первичными ан-
тителами – МКА А3 (ФГБУ ГНЦ МЗ, Москва) 
в разведении 1:100 во влажной камере в течение 
30 мин при комнатной температуре. Затем пре-
параты промывали в фосфатно-солевом буфере 
(PBS) в трех сменах по 10 мин и инкубировали 
со вторичными антителами (козьей сыворот-
кой против иммуноглобулинов мыши, мечен-
ной ФИТЦ (Сорбент, Россия) в разведении 1:80 

в течение 30 мин при тех же условиях. После 
инкубации с вторичными антителами клетки от-
мывали в трех сменах PBS по 10 мин, после чего 
заключали в мовиол. Полученные препараты  
изучали с помощью люминесцентного микро-
скопа «Axiophot» (Carl Zeiss, Германия), исполь-
зуя объективы ×100/1,3 и окуляры ××10. Захват 
изображения производился с помощью цифро-
вой камеры Delta Pix.

В качестве контрольных первичных антител 
использовали МКА к маркеру пролиферации 
Ki- 67 (Dako, Дания) – в разведении 1:20. Исполь-
зование этого антитела связано с тем, что в кли-
нической практике этот белок имеет наибольшее 
применение для оценки количества пролифери-
рующих клеток и выявления опухолевого про-
цесса. Этот белок появляется в ядрышках клеток 
в позднем G1-, а в основном в S-периоде клеточ-
ного цикла, присутствуя в G2- и М-периодах, 
практически не выявляясь в лимфоцитах пе-
риферической крови здоровых лиц (< 1%), т.е. 
в G0-периоде [8, 11, 18, 19]. Для исключения 
неспецифического связывания вторичной сыво-
ротки в клетках в качестве дополнительного от-
рицательного контроля использовали клетки без 
внесения специфических первичных антител. 

Результаты
Иммуноцитохимическое исследование клеток 

проведено у 38 больных с различными лимфо-
пролиферативными заболеваниями, у 13 боль-
ных с заболеваниями нелимфоидной природы 
и у 12 здоровых лиц (доноров) (табл. 1). Окон-
чательный диагноз устанавливали на основании 
гистологических, цитогенетических, иммуно-
морфо- и гистоцитохимических исследований. 
В связи с тем, что наши исследования проводи-
лись до установления окончательного диагноза, 
группы больных не были однородными по коли-
честву обследованных лиц. 

Результаты сравнительного иммуноцитохи-
мического анализа степени экспрессии А3 анти-
гена в лимфоцитах здоровых лиц и лимфоидных 
клетках больных с различными ЛПЗ представле-
ны в таблице 1. При проведении учета реакции 
результаты исследования каждого больного оце-
нивались в зависимости от количества фокусов 
свечения А3 антигена: 1, 2-3, 4-5 и более 6 фоку-
сов свечения в 100 антиген-положительных клет-
ках. 

Как видно из таблицы, при исследовании 
лимфоцитов здоровых лиц (контрольная группа) 
с МКА А3 антиген выявлялся в виде 1 фокуса све-
чения (рис. 1, см. 3-ю обложку) в ядрышках 100% 
клеток, что соответствовало ранее описанным 
нами свойствам А3 антигена [3, 5, 6]. Сходные ре-



439

А3 антиген при лимфопролиферациях
A3 antigen in division of immune cells2014, Vol. 16,  5

2014, Т. 16, № 5

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИГЕН+ КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ С РАЗЛИЧНЫМИ ЛПЗ В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ КОЛИЧЕСТВА ФОКУСОВ СВЕЧЕНИЯ В ЯДРЫШКАХ

№ 
гр.

Группы
обследуемых

больных

Кол-во
человек 
в группе

(n)

Количество антиген+ клеток при использовании различных 
антител (в %)

Ki-67
(Dako, 
Дания)

Общее
кол-во

А3+ 
клеток

Количество фокусов свечения в А3+ 
клетках (% от общего числа)

1 2-3 4-5 Более 6

1 Здоровые лица (n = 12) 0 100 100 0 0 0

2 Нелимфопролифера-
тивные заболевания* (n = 13) 0 100 100 0 0 0

3

В-клеточная лимфо-
ма селезенки из кле-

ток маргинальной 
зоны

(n = 7) 3
(1-8) 100 97 

(93-98)
3 

(2-7) 0 0

4

В-клеточный хрони-
ческий лимфолейкоз 

(В-ХЛЛ)
(n = 9) 6

(5-8) 100 80 
(65-93)

16 
(7-27)

4 
(1-8) 0

В-ХЛЛ c наличием 
признаков прогрес-

сии и активации
(n = 1) 65 100 10 16 36 38

5

В-клеточная лимфо-
ма селезенки из кле-

ток маргинальной 
зоны, богатая бла-

стами

(n = 9) 14 
(5-23) 100

Единич-
ные  

клетки 
(около 

1%)

6 
(2-10)

25 
(19-38)

68 
(54-84)**

6

Лимфома из клеток 
мантии с преимуще-
ственным вовлечени-
ем селезенки (селе-

зеночная форма)

(n = 3) 17 
(10-23) 100 16 

(12-20)
45 

(42-48)
24 

(15-37)
15 

(9-20)**

7
Диффузная 

В-крупноклеточная 
лимфома

(n = 9) 43 
(17-63) 100 8

(2-29)
12 

(4-16)
51 

(32-64)
29 

(15-56)**

Примечание. * – миелодиспластический синдром, апластическая анемия, идиопатическая тромбоцитопеническая 
пурпура;  
** – наличие ожерелоподобных структур, состоящих из фокусов свечения в ядрышках клеток.

зультаты были нами получены при исследовании 
лимфоцитов больных нелимфопролиферативны-
ми заболеваниями (группа 2).

При исследовании лимфоидных клеток боль-
ных с ЛПЗ без признаков прогрессии и активации 
(с низким содержанием Ki-67+ клеток – группа 
3) было выявлено, что процент позитивных кле-
ток остается прежним, но начинают появляться 
клетки, имеющие 2-3 фокуса свечения (около 
3% от общего числа клеток). У одного больного 
с максимально высоким для этой группы коли-
чеством Ki-67-позитивных клеток (8%) число 
клеток с 2-3 фокусами свечения было значитель-
но большим, чем в среднем по группе (7%). По-
видимому, это было связано с наличием у этого 
больного признаков начала активации лимфо-

цитов, которые невозможно было определить 
по экспрессии Ki-67.

Результаты исследования больных с В-ХЛЛ 
с низкой степенью пролиферативной активно-
сти (группа 4) показали постепенное увеличение 
количества клеток с 2-3 фокусами свечения и по-
явление клеток с 5 фокусами свечения в прямой 
корреляции с нарастанием количества Ki-67-
позитивных клеток. 

В группах больных ЛПЗ с признаками про-
грессии и трансформации (1 больной из 4 и груп-
пы 5-7) наблюдалось нарастание количества 
клеток, имеющих несколько фокусов свечения 
(рис. 2, см. 3-ю обложку). При этом с увеличени-
ем количества Ki-67+ свыше 15% отмечено посте-
пенное нарастание количества фокусов свечения 
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до 8. Следует отметить, что при большом коли-
честве фокусов свечения они не сливались, а об-
разовывали ожерелоподобные структуры (в виде 
бус), находящиеся в пределах ядрышка, что соот-
ветствовало полученным нами ранее данным [3, 
5, 6].

Обсуждение
Приведенные нами данные показали, что бе-

лок А3, выявляемый практически во всех интакт-
ных клетках, находящихся в стадии G0 (в клетках 
здоровых лиц и больных неопухолевыми заболе-
ваниями), а также в клетках на различных стади-
ях пролиферативного процесса, является новым 
структурным компонентом ядрышка. Увеличе-
ние количества гранул А3, происходящее парал-
лельно увеличению пролиферативной активно-
сти клеток, обусловлено, по-видимому, тем, что 
при пролиферации наблюдается повышенный 
уровень синтеза белков, что связано с увеличе-

нием количества рибосом, синтезирующихся 
в ядрышке, то для обеспечения необходимого 
уровня биогенеза рибосом происходит также уве-
личение и размеров ядрышек. 

Полученные нами результаты, свидетельству-
ющие о том, что при пролиферации количество 
фокусов свечения в ядрышках клеток увеличива-
ется с 1 до 5-8, позволяют утверждать, что с помо-
щью МКА А3 можно оценить пролиферативную 
активность клеток не только по общему количе-
ству А3-позитивных клеток, но и по количеству 
фокусов свечения A3 антигена в ядрышках каж-
дой клетки, отражающему стадию пролиферации 
каждой клетки. 

Все это позволяет рекомендовать полученные 
МКА к ядрышковому антигену А3 для внедрения 
в широкую лабораторную практику в тех случаях, 
когда необходимо избирательно оценить степень 
пролиферации в конкретных опухолевых и здо-
ровых клетках. 
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EXPRESSION OF A NEW A3 ANTIGEN IN THE CELLS OF PATIENTS WITH VARIOUS 
LYMPHOPROLIFERATIVE DISEASES

Deineko N.L., Bulycheva T.I., Kovrigina A.M., Grigoriyv A.A.
National Research Center for Hematology, Moscow, Russian Federation

Abstract. We have conducted a study of a novel monoclonal A3 antibody raised by means of hybridoma 
biotechnology. The study was performed with malignant cells of the patients with various lymphoproliferative 
disorders, and persons with nonmalignant diseases, as compared with intact lymphocytes from healthy people, 
using a method of immunocytochemical staining and indirect immunofluorescence technique. It was found 
that in cases of lymphoproliferative diseases with low proliferation rates, as based on the numbers of Ki-67 
positive cells, as well as in non-malignant blood diseases, the A3 antigen was localized in nucleoli, and it was 
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visualized as focal fluorescence. In malignant lymphoproliferative diseases with high proliferation indexes, the 
number of brightly fluorescent foci is observed, with formation of necklace-like structures within the nucleolar 
structures. 

The obtained data point to a diagnostic significance of A3 Mab in assessment of cellular proliferative 
rates in patients with various lymphoproliferative diseases. It was established that, in contrast to Ki-67, the 
proliferation stage could be determined for each cell, according to the number of fuorescent foci in nucleoli. 
This specific property of the A3 antigen points to its significance for diagnostics and malignancy staging of 
lymphoproliferative disorders. (Med. Immunol., 2014, vol. 16, N 5, pp 437-442)
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Рисунок 2. Иммуноцитохимическое выявление белков Ki 67 (А) и А3 (Б) в лимфоидных клетках больного диффузной 
B-крупноклеточной лимфомой
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Рисунок 1. Иммуноцитохимическое выявление белков Ki 67 (А) и А3 (Б) в лимфоцитах донора
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