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Резюме:  Иммуноцитохимия  в  своем  развитии  значительно  отстала  от 

иммуногистохимии,  что  было  связано  с  невозможностью  выполнять  молекулярные 

исследования  на  обычных (conventional)  мазках.  С  появлением  жидкостной  цитологии 

данная  проблема  перестала  существовать.  Наиболее  актуальной  проблемой  для 

онкологии, которая не может быть решена другими морфологическими методами, кроме 

цитологических  –  это  злокачественные  асциты  и  плевриты.  В  литературе  имеются 

разрозненные  сообщения  по  решению  точечных  вопросов  при  исследовании 

злокачественных  выпотов,  но  отсутствует  системный  подход  к  диагностике  как  при 

иммуногистохимии.  Целью исследования  было  подобрать  панели  антител,  эффективно 

решающих  следующие  проблемы:  дифференциальная  диагностика  опухоли  с 

реактивными изменениями, уточнение диагноза при известной локализации в анамнезе, 

определение первичного очага среди нескольких и без известной локализации. В работе 

было  проанализировано  30  злокачественных  плевритов  и  асцитов.  Подобраны  панели 

антител, решающие поставленные задачи. Определение первичного очага без первичной 

локализации,  диагностика  лифом  при  помощи  иммуноцитохимии  требует  дальнейших 

исследований.
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Abstract: Immunocytochemistry  in  its  development  fell  far  short  of 

immunohistochemistry,  which  was  due  to  inability  to  perform molecular  studies  on  normal 
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(conventional) smears. With the advent of liquid cytology, the problem ceased to exist. The most 

pressing  issue  for  oncology,  which  can  not  be  solved  by other  morphological  methods,  but 

cytological – it malignant pleuritis and ascitis. In the literature there are scattered reports on the 

decision  point  in  the  investigation  of  issues  effusions,  but  no  systematic  approach  to  the 

diagnosis as in immunohistochemistry. The aim was to select panel of antibodies that effectively 

addresses the following issues: the differential diagnosis of the tumor with reactive changes, the 

diagnosis  at  a known location in history,  the definition of the primary focus among the few 

without a known location. In this paper we have analyzed 30 malignant pleuritis and ascites . 

Selected  panel  of  antibodies  that  solves  our  problem.  Determination  of  the  primary  tumor 

without primary localization with immunocytochemistry requires further investigation.

Keywords: liquid cytology; immunocytochemistry; pleuritis; ascitis.

Введение: Основное отличие иммуноцитохимии от иммуногистохимии состоит в 

том,  что исследования  проводятся  на цитологических мазках,  а  не на  гистологических 

срезах.  Таким  образом,  используется  нативный  материал,  что  делает  антигены  более 

доступные для взаимодействия с антителами. 

Первые упоминания об иммуноцитохимии по  PubMed относят  1975 году,  когда 

были применены анти-IgM антитела,  используя  прямой иммунофлюоресцентный метод 

[1].

Асцит может быть первым проявлением злокачественной опухоли. Одной из самой 

больших  проблем  в  цитологии  выпотных  жидкостей  является  достоверное  отличие 

реактивного  мезотелия  от  опухолевых  клеток.  Эффективное  отличие  эпителиальных 

клеток от мезотелиальных позволяет сделать следующая панель антител: B72.3, MOC-31 и 

Ber-EP4 – докладывается в одном из обзоров литературы [2]. Другие авторы использовали 

для  дифференциальной  диагностики  MOC-31,  D2-40  и  калретинин,  первый  является 

эпителиальным  антигеном,  который  также  использовали  предыдущие  исследователи, 

вторые  два  –  молекулы  присущие  для  мезотелия.  Достоверность  и  эффективность 

использования  данных  антител  приближалась  до  100%  по  данным  работ  [3,  4,  5]. 

Жидкостная  цитология  позволяет  выполнять  не  только  иммуноцитохимические 

исследования, но и генетические, такие как FISH [6].

После  уточнения  злокачественной  природы  выпота,  возникает  следующая 

проблема – определение источника опухолевых клеток.

Поджелудочная  железа  и  яичник  –  наиболее  часто  являются  первичным 

источником злокачественных выпотов относительно других локализаций. Рядом авторов 
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было  показано,  что  иммуноцитохимическое  исследование  с  использованием  антител 

против MUC5ac и WT-1 может быть эффективным в дифференциальной диагностике рака 

яичника  и  поджелудочной  железы  [7].  Другие  исследователи  показали  эффективность 

иммуноцитохимического  исследования  асцитической  жидкости  при  помощи  антител 

против  cdx2,  который  не  экспрессируется  в  асцитических  клетках  не  опухолевого 

происхождения.  Позитивная  реакция  на  данный  антиген  указывает  на 

гастроинтестинальный рак или опухоль поджелудочной железы [8].

Докладываются  случаи  эндометриальной  стромальной  саркомы  низкой  степени 

злокачественности  с  диссеминацией  по  брюшине  и  асцитом.  Иммуноцитохимическое 

исследование  на  CD10  может  быть  эффективным  в  данном  случае  для  верификации 

диагноза [9].

Кроме  того,  отдельными  авторами  показана  возможность  эффективного 

иммуноцитохимического  исследования  не  только  диагностических  (качественных) 

показателей, но и прогностических (количественных) [10].

Таким  образом,  в  литературе  имеются  разрозненные  сообщения  по  решению 

точечных вопросов при исследовании выпотных жидкостей,  но отсутствует  системный 

подход к диагностике как при иммуногистохимии.

Материал  и  методы: Всего  было  исследовано  30  выпотных  жидкостей,  из 

которых 14 были из плевральной полости и 16 – асцитических. В 21 случае (70%) перед 

исследованием ставилась задача определить наличие опухолевых клеток и локализацию, в 

6 случаях (20%) была известна локализация, требовалось определить природу выпота, в 3 

наблюдениях (10%) необходимо было выяснить источник опухолевых клеток среди 2-3 

локализаций.  Во  всех  случаях  материал  центрифугировался  с  образованием  осадка, 

который в дальнейшем обрабатывался на цитоцентрифуге  Cytospin 4. Полученные мазки 

окрашивались  гематоксилин-эозном,  по  Романовскому-Гимзе,  по  Паппаниколау. 

Оценивалась  цитологическая  картина,  клеточная  концентрация  в  жидкости,  после  чего 

выбиралась  нужное  количество  осадка  для  образования  одного  мазка  при  помощи 

Cytospin 4.  В  зависимости  от  задач  исследования  формировалось  количество  мазков, 

соответствующее  числу  используемых  антител.  Мазки  высушивались  на  воздухе, 

фиксировались в холодном ацетоне в течение 10 минут. После чего смачивались в трис-

буфере с твином (BioOptica), обводились восковым карандашом (DAKO). Первым этапом 

осуществлялось  ингибирование  эндогенной  пероксидазы  при  помощи  3%  перекиси 

водорода в течение 20 минут. Все последующие этапы исследования осуществлялись во 

влажной бане при температуре 28oC. Первые антитела инкубировались в течение 60 минут 

(таблица 1).
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Таблица 1. Спецификация антител.

№ Название 

антитела

Клон Характер 

антител

Разведение Фирма-

производитель
1. Cytokeratin – 

Pan

AE1/AE3 Смесь антител 1:300 LabVision 

2. Cytokeratin 7 Кроличьи, 

поликлональные

1:200 Epitomics

3. Cytokeratin 20 Ks20.8 Мышиные, 

моноклональные

1:100 LabVision

4. Cytokeratin 18 E431-1 Кроличьи, 

моноклональные

1:200 LabVision

5. Ber-EP4 Ber-EP4 Мышиные, 

моноклональные

1:10 LabVision

6. Wilm’s Tumor 

Protein (WT1)

6F-H2 Мышиные, 

моноклональные

1:10 LabVision

7. TTF-1 TTF-1 

(Thyroid 

Transcriptio

n Factor-1)

Мышиные, 

моноклональные

1:150 LabVision

8. CK-HMW 34betaE12 Мышиные, 

моноклональные

1:100 LabVision

9. Estrogen receptor SP1 Кроличьи, 

моноклональные

1:100 LabVision

10

.

Cdx2 Кроличьи, 

поликлональные

1:50 LabVision 

11

.

Androgen 

receptor

Кроличьи, 

поликлональные

1:100 LabVision

12

.

PSA EP1588Y Кроличьи, 

моноклональные

1:100 LabVision

Для  визуализации  реакции  антиген-антитело  применялась  полимерная  система 

детекции  UltraVision компании  LabVision,  в  качестве  хромогена  использовался 

диаминобензидин. Контр-окрашивание ядер осуществлялось при помощи гематоксилина 

Майера. После каждого из этапов до окрашивания диаминобензидином стекла со срезами 

промывались  в  трис-буфере  с  твином  рН  7,1  фирмы  BioOptica.  Стекла  заключались 

BioMaunt фирмы BioOptica.

Результаты и обсуждение: В 18 случаях (60%) из 30 опухолевые клетки не были 

выявлены. Эффективным набором антител в данном случае  было: Ber-EP4 (негативная 

реакция в мезотелии),  WT-1 (позитивная реакция в мезотелии),  CK-Pan (в 70% случаев 
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отмечалась негативная реакция в мезотелии). По данным литературы для решения данных 

вопросов  может  быть  использованы  следующие  антитела  B72.3,  MOC-31,  D2-40, 

калретинин, HBME-1 [2, 3, 4, 5]. Мы также пробовали использовать калретинин и HBME-

1.  Использование  антител  против  калретинина  показывает  схожие  результаты  с  WT-1, 

применение  анти-HMME-1  оказалось  неэффективным,  ввиду  большого  количества 

случаев реактивного мезотелия с негативной реакцией. 

В 12 случаях (40%) опухолевые клетки были выявлены. В 6 случаях была известна 

первичная локализация: 2 пациента с раком желудка, 2 – с аденокарциномой легкого, 1 – с 

раком толстой кишки, 1 – с раком яичника, причем 1 случай рака желудка был выявлен в 

плевральной  жидкости.  Эффективной  панелью  в  данном  случае  (после  применения 

дифференциальной диагностики с реактивными изменениями,  описанными выше) было 

использование CK7, CK20, TTF-1, cdx2, ЭР, WT-1 с вариациями, приведенными в таблице 

2.  В 3-х случаях требовалась дифференциальная диагностика между двумя нозологиями 

(таблица  2).  Наиболее  сложной  задачей  было  определение  источника  опухоли  без 

известного первичного очага (3 наблюдения). Были выставлены следующие диагнозы: рак 

предстательной  железы,  аденокарцинома  легкого,  аденокарцинома  гастро-панкреато-

холангиогенной зоны. 

Таблица 2. Иммуноцитохимические панели в зависимости от задач исследования.

Задача исследования Рекомендуемая панель
Дифференциальная  диагностика  опухоли  с 

реактивными изменениями

Ber-EP4, калретинин

Уточнение  диагноза  при 

известной  локализации  в 

анамнезе

Легкое TTF-1
Кишка Cdx2, CK20
Желудок CK7, CK20
Яичник ЭР, WT-1, CK7

Определение  первичного  очага 

среди нескольких

Легкое  Vs. 

желудок

TTF-1, CK7, CK20

Яичник  Vs. 

кишка

WT-1, ЭР, cdx2, CK20, CK7

Кишка  Vs. 

эндометрий

Cdx2, CK20, CK7, ЭР, CEA

Без первичного очага Cdx2,  CK20,  CK7,  ЭР,  CEA,  TTF-1, 

CK-HMW, PSA, AR, CK18, WT-1

Выводы:  иммуноцитохимическое  исследование  выпотных  жидкостей, 

выполненное  на  основе  жидкостной  цитологии  позволяет  достоверно  выявлять 
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опухолевые  клетки.  Определение  первичного  источника  эффективно  решается  при 

нескольких известных локализациях. Определение метастаза без первичной локализации, 

диагностика лимфом требует дальнейших исследований.
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