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значительном содержании компактного вещества. Кост-
ные полости имеют вытянутую форму, большинство из них 
не содержат остеоцитов. Изучая плотность костной ткани 
типа D2 выявили, что расстояние между костными пласти-
нами несколько увеличивается, при этом сохраняется их 
упорядоченное расположение. Размеры костных полостей 
становятся больше, как правило, имеют округлую форму. В 
среднем в поле зрения встречается 1-2 остеона и единич-
ные костные балки, по периферии которых лежат остеобла-
сты. В типе костной ткани D3 костные пластины лежат еще 
дальше друг от друга, не всегда можно наблюдать их упо-
рядоченное расположение. В поле зрения встречается уже 
2-3 остеона. Из клеточных элементов увеличивается коли-
чество остеоцитов, встречаются единичные остеокласты. 
В препаратах типа плотности D4 костные пластины лежат 
неупорядоченно. Достоверных отличий между количеством 
остеонов и остеоцитов, по сравнению с предыдущим типом 
костной ткани, не выявлено.

Выводы:

1. Компьютерная томография расширяет диагно-
стические возможности этапа планирования дентальной 
имплантации, позволяет детально исследовать показатели 
состояния альвеолярной кости верхней и нижней челюстей 
в наиболее важных для имплантации анатомических обла-
стях. Значения показателей состояния альвеолярной кости 
(«оптическая плотность» костной ткани, высота и толщины 

альвеолярного отростка верхней челюсти и альвеолярной ча-
сти нижней челюсти) в участках адентии ниже, чем в области 
имеющихся зубов.

2. Участки альвеолярной кости, в которых 
определяются высокие значения показателя «оптической 
плотности», имеют в своем составе меньше остеонов и 
клеточных элементов, среди которых превалируют остеоциты.
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Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî èçìåíåíèå ýêñïðåññèè èìåííî βIII èçîòèïà òóáóëèíà â èíâàçèâíîì 
ôðîíòå êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ôàêòà áûëî âûñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î âîçìîæ-
íûõ äðóãèõ èçìåíåíèÿõ â ñîñòàâå ìèêðîòðóáî÷åê â èíâàçèâíîì ôðîíòå. 

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü óñòàíîâëåíèå ðàçëè÷èé â ýêñïðåññèè òèðîçèíèðîâàííîãî 
α-òóáóëèíà. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû êîëîðåêòàëüíûõ àäåíîêàðöèíîì áûëè îêðàøåíû ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ìåòîäà äâîéíîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ àíòèòåëàìè ê öèòîêåðàòèíó è Tyr-òóáóëèíó. Ìè-
êðîôîòîãðàôèè ïîëó÷åííûõ ïðåïàðàòîâ áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ImageJ. Áûëî 
îáíàðóæåíî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîå ðàçëè÷èå ìåæäó ýêñïðåññèåé Tyr-òóáóëèíà â öåíòðàëüíûõ 
îáëàñòÿõ è â èíâàçèâíîì ôðîíòå îïóõîëåé.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êîëîðåêòàëüíûé ðàê, òóáóëèí, öèòîñêåëåò, èíâàçèÿ.

A.S. Portyanko, P. G. Kiselyov, G.E. Tur, Yu.V. Gorgun, A.B. Mezheevsky, H.B. Ivinskaya,
 A.M.Nerovnya, T.A. Bich, E.D. Cherstvii  

USE OF METHODS OF COMPUTER PROCESSING OF IMAGES ON THE EXAMPLE 
OF DEFINITION OF LEVEL OF THE EXPRESSION OF TIROZINIROVANNOGO 
α-ÒÓÁÓËÈÍÀ IN CELLS OF THE COLORECTAL CANCER

Objective of this research was establishment of distinctions in an expression tirozinirovanny 
α-òóáóëèíà. Histologic cuts kolorektalny the adenokartsiny were painted with use of a method of double 
immunofluorescence with antibodies to a cytokeratin and Tyr-tubulin. Microphotos of the received 
preparations were analysed with ImageJ use. Statistically significant distinction between Tyr-tubulin´s 
expression in the central regions and in the invasive front of tumors was revealed.
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Таблица. Экспрессия Tyr-тубулина в колоректальном раке.

Область
Количество эпителиаль-
ных регионов

Среднее Медиана
Стандартное  
отклонение

Доверительный интервал

–95% +95%

Центр 7594 24,26 21,45 13,68 13,47 13,90

Инвазивный фронт 9190 19,31 17,42 10,84 10,68 11,00

Иммунные методы окрашивания давно стали стандартом 
для оценки наличия и локализации того или иного белка 

в клетках или тканях, что позволяет широко использовать эти 
методы в диагностических и научных морфологических лабо-
раториях. В последнее время отмечен рост количества публи-
каций, в которых эти методы используются не только для ка-
чественного, но и количественного определения содержания 
исследуемого вещества. Наиболее подходящим методом для 
подобных задач является иммунофлуоресценция, поскольку 
интенсивность свечения флуоресцентной метки имеет пря-
мую зависимость от количества визуализируемого антигена. 
Другая положительная сторона иммунофлуоресценции за-
ключается в возможности одновременной окраски несколь-
ких антигенов и регистрация свечения соответствующих 
флуорохромов по отдельным, не перекрывающимся, кана-
лам, что позволяет либо изолированно оценивать экспрес-
сию этих антигенов, либо использовать экспрессию одного 
антигена в качестве «маски» для выделения интересующего 
региона экспрессии другого. Однако на всех перечисленных 
выше этапах единственным способом получения результата 
является компьютерная обработка и анализ изображения.

Колоректальный рак представляет собой не только одну 
из самых актуальных проблем современной медицины, но и, 
благодаря хорошо выявляемому инвазивному фронту, модель 
для изучения процессов, сопровождающих, инвазивный рост 
опухоли. Ранее нами было установлено изменение экспрес-
сии другого варианта тубулина, а именно β

III
 изотипа, в инва-

зивном фронте колоректального рака [8]. На основании этого 
факта было высказано предположение о возможных других 
изменениях в составе микротрубочек в инвазивном фронте.

Тубулины, как составные компоненты микротрубочек 
– компонента цитоскелета, представляют интерес с не-
скольких позиций. Во-первых, именно эти молекулы – точка 
приложения многих противоопухолевых антимитотических 
препаратов, включая производные таксанов и Vinca алка-
лоидов. Во-вторых, микротрубочки участвуют в формирова-
нии веретена деления, интерфазной транспортной системы 
клетки, а также участвуют в обеспечении миграционной ак-
тивности. В-третьих, и α и β тубулины существуют в виде ряда 
изотипов, а по числу возможных пострансляционных моди-
фикаций относятся к самым модифицируемым белкам. Изо-
типы и посттрансляционные модификации тубулинов хороши 
описаны, известна их роль в регуляции динамики микротру-
бочек, однако их биологическая функция в номе и патологии 
до сих пор остается загадкой.

Гены большинства изотипов α-тубулина кодируют на 
С-концевой тирозин, перед которым находится  глутамат. 
Тирозин может быть удален карбоксипептидазой, а затем 
добавлен вновь тубулин-тирозин лигазой. Известно, что суб-
стратом лигазы чаще является свободный тубулин, тогда как 
карбоксипептидазы – тубулин в составе микротрубочек [9, 
10]. Таким образом, детирозинирование Tyr-тубулина ведет 
к образованию Glu-тубулина, а ретирозинирование послед-
него – Tyr-тубулина. Tyr-тубулин в больших количествах при-
сутствует в лабильных микротрубочках (интерфазная сеть и 
митотическое веретено), а Glu-тубулин – в стабильных (аксо-

немы, базальные тельца, центриоли, центросомы, жгутики и 
реснички) [3, 5, 6, 7].

Таким образом, целью данного исследования явилось 
установление различий в экспрессии Tyr-тубулина в центре и 
инвазивном фронте колоректального рака.

Материал и методы

Исследование было проведено на фиксированном в фор-
малине гистологическом операционном материале 36 коло-
ректальных аденокарцином. В качестве первичных исполь-
зовались моноклональные мышиные антитела к Tyr-тубулину 
(клон TUB-1A2, изотип IgG

3
, Sigma-Aldrich), и к цитокератину 

(клон AE1/3, изотип IgG
1
, DAKO, Дания), оба в разведении 

1:400. Для визуализации применялись вторичные гусиные 
антитела к изотипам мышиных антител IgG

3 
и IgG

1
, конъюгиро-

ванные с флуорохромами AlexaFluor® 488 и 555 соответствен-
но (Molecular Probes, Invitrogen, США) в разведении 1:200.

Гистологические срезы толщиной 4 мкм монтировались 
на предметные стекла, обработанные 3-аминопропилтриэ-
токсисиланом, и после депарафинизирования в ксилоле ре-
гидратировались в этаноле. Демаскировка антигенов прово-
дилась в нагреваемой барокамере  DAKO Pascal в цитратном 
буфере (pH 6) в течение 2,5 мин. Неспецифическое связы-
вание блокировалось 1% раствором бычьего сывороточного 
альбумина в течение 30 мин. Инкубация с коктейлем из пер-
вичных антител проводилась в холодильной камере при 4°C 
в течение 18 ч. Детекция связавшихся антител производи-
лась коктейлем вторичных антител. Для контрокрашивание 
ядер использовался DAPI. Для проведения отрицательного 
контрольного окрашивания использовался Isotype Control 
For Mouse Primary Ab (Molecular Probes, Invitrogen, США). 
Срезы колоректального рака с интенсивным окрашиванием 
использовались в качестве положительного контроля. Окра-
шенные срезы заключались в среду, содержащую антивы-
цветающий агент (DAKO, Дания).

Съемка производилась на микроскопе с флуоресцентной 
осью Leica DM5000 цифровой камерой Leica DFС420c с ис-
пользованием объектива ×20 по 10 случайных непересекаю-
щихся полей зрения из центральной зоны и 10 последователь-
ных непересекающихся полей зрения из инвазивного фронта 
каждой опухоли. Детекция флуоресценции DAPI (ядра) произ-
водилось с использованием куба флуоресцентных фильтров 
Leica A4, AlexaFluor® 488 (Tyr-тубулин) – L5, AlexaFluor® 555 
(цитокератин) – Y3. Для исключения систематической ошибки 
выбора, связанной с влиянием видимой позитивной искомой 
(в данном случае – на  Tyr-тубулин) реакции на решение иссле-
дователя, выбор поля зрения для съемки производился «всле-
пую» по каналу L5 (цитокератин) (Рис.1А).

Для обработки изображений использовался программ-
ный пакет ImageJ ver.1.46r. Эпителиального регион автома-
тически выделялся по каналу L5 (цитокератин), после чего 
полученная «обводка» накладывалась на изображение с 
канала  Y3 (Tyr-тубулин), где и производились измерения 
интегрированной плотности. Интенсивность экспрессии 
определялась как отношение интегрированной плотности к 
площади региона. Встроенный язык макрокоманд позволил 
автоматизировать этот процесс.
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Статистический анализ производился с использованием 
пакета Statistica 10 (StatSoft, Inc.) 

Результаты и обсуждение

Экспрессия Tyr-тубулина была выявлена во всех случаях, 
при этом в цитоплазме отчетливо окрашивались нитевидные 
структуры, являющиеся, вероятно, микротрубочками. Также 
положительно окрашивались митотические веретена (Рис.1 
Б). В таблице представлены результаты количественной 

оценки экспрессии Tyr-тубулина в центральных областях и в 
инвазивном фронте опухолей.

Было обнаружено статистически значимое различие 
между экспрессией Tyr-тубулина в этих областях (Рис.2). Про 
этом мощность исследования составила 1,00.

На данный момент роль тирозинированного тубулина 
в развитии и прогрессии опухолей изучена недостаточно. In 
vitro установлено влияние Tyr-тубулина на возникновение хи-
миорезистентности к паклитакселу к клетках рака молочной 
железы [1]. В культуре рака толстой кишке показано, что в 
недифференцированных клетках экспрессия Tyr-тубулина 
значительно выше, чем в дифференцированных [2]. В клет-
ках нейробластомы обнаружена обратная закономерность, 
чем менее дифференцированная опухоль и хуже прогноз 
течения заболевания, тем меньше экспрессия Tyr-тубулина 
[4]. Приведенные литературные данные лишь подчеркива-
ют противоречивость имеющейся информации. Полученный 
нами результат свидетельствует о роли цикла тирозиниро-
вание-детирозинирование α-тубулина в инвазивном росте 
колоректального рака, однако требуются дальнейшие иссле-
дования для установления клинической роли установленного 
феномена.

Использованный подход к анализу изображений позво-
лил получить на небольшой выборке результат большой мощ-
ности с низкой α и β ошибками, что может в значительной 
мере сократить стоимость и время проведения морфологи-
ческих исследований.

Таким образом, в результате проведенного исследова-
ния впервые получены данные о снижении экспрессии тиро-
зинированного α-тубулина в клетках инвазивного фронта ко-
лоректального рака. Использование методов компьютерной 
обработки изображений позволяет достичь высокой мощно-
сти исследования.

Работа выполнена при поддержке проектов ISTC 
№В1636 и ГПНИ №1.2.42.
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Рис. 1 - Иммуфлуоресцентное окрашивание гистологических срезов 
КРР с антителами к цитокератину (A) и Tyr-тубулину (Б), флуорохром 
– AlexaFluor® 555 (A) и AlexaFluor® 488 (Б), объектив ×20. Б. Стрел-

ками указаны митотические веретена.

Рис. 2 - График распределения интенсивности экспрессии Tyr-
тубулина в центре опухолей и в инвазивном фронте.


