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Среди множества разновидностей опухолевых заболеваний в мире 
основное место занимает рак молочной железы. В настоящее время 
существует множество методов характеризации и детекции опухолевых 
клеток в условиях invitro. Оценка экспрессии генов является основным 
направлением, по которому врач-онколог определяет индивидуальное 
лечение для каждого больного. Так как, в зависимости от причины 
происхождения заболевания, раковые клетки могут иметь резистентность к 
определенным видам химиопрепаратов. Для категоризации раковых клеток 
на клетки низкого и высокого риска применяют многие онко-маркеры, одним 
из которых является Ki-67 [1]. 
 Экономически выгодной и легкодоступной альтернативой анализа 
экспрессии генов может послужить иммуногистохимический метод 
характеристики опухолевых клеток, который может поспособствовать 
интеграции новых прогностических биомаркеров в клиническую медицину 
[2]. 
 Биомаркер Ki-67 впервые был идентифицирован Gerdesи его командой 
в 1983 году как ядерный негистоновый белок [3]. Отсутствие Ki-67 в 
нормальных клетках, и его значительная экспрессия в раковых 
новообразованиях вызвала бурный интерес среди исследователей. Позднее, с 
помощью уже существующих биомаркеров была подтверждена эта 
особенность и он стал известен как маркер пролиферации опухолевых клеток 
[4]. 
 Ген Ki-67 локализован в длинном плече 10-й хромосомы. В настоящее 
время опубликована полная последовательность кДНК, а также 
альтернативных вида мРНК, которые в результате сплайсинга способны 
кодировать две изоформы белка Ki-67. Большая изоформа имеет 
молекулярную массу 359 кДа, а меньшая – 320 кДа. Существуют некоторые 
данные, полученные во время исследований мышей и человеческих 
клеточных линий, подтверждающие наличие гораздо большего количества 
вариантов сплайсинга, в результате которого могут появиться другие 
изоформы белка [5]. 



 Маркер пролиферации Ki-67 отражает скорость пролиферации 
опухолевых клеток, которая коррелирует с прогрессированием и 
метастазированием злокачественных новообразований [6]. Ki-67 является 
регуляторным белком, который связан с ядерным клеточным циклом, и его 
экспрессия может быть обнаружена во время интерфазы в ядре опухолевых 
эпителиальных клеток. Особенность Ki-67 состоит в том, что он участвует во 
всех фазах клеточного роста (G1, S, G2 и митоз) и не участвует в фазе G0 
делает его отличным инструментом для определения степени роста опухоли 
[7]. 
 Несмотря на это точная роль антигена Ki-67 в регулировании 
клеточного цикла является неизвестной после многих лет исследований. 
Многие имеющиеся научные работы предоставляют различные вариации 
результатов [8,9,10], что показывает необходимость в дальнейшем и более 
глубоком изучении механизма работы маркера Ki-67. 
 Целью данной работы является проведение иммуногистохимического 
анализа моноклональных и поликлональных антител на основе маркера 
пролиферации опухолевых клеток Ki-67. 
 На основе анализа  аминокислотной последовательности белка-
биомаркера Ki-67 (GenBank, NCBI) и литературных данных определен 
фрагмент белка Ki-67, содержащий антигенную детерминанту 
протяженностью 334 аминокислотных остатка. Ген, кодирующий данный 
фрагмент белка Ki-67 был синтезирован и клонирован в составе 
экспрессионного бактериального вектора. Путем плазмидной экспрессии 
данного гена в клетках E.coli получен рекомбинантный аналог фрагмента 
белка Ki-67 .  
   С целью наработки рекомбинантного пептида белка-биомаркера Ki-67 в 
препаративном количестве проводили накопление биомассы культуры 
штамма-продуцента Escherichia coliBL21(DE3)/pET28c/Ki67. Использование 
сильного индуцируемого промотора бактериофага Т7 дало высокое 
внутриклеточное накопление рекомбинантного пептида белка-биомаркера 
Ki-67  в  Escherichiacoli. Благодаря полигистидиновой метке белокобладает 
высокой аффинностью к ионам Ni2+, фракционирование в градиенте 
имидазола позволило получить рекомбинантный белок Ki-67 в большом 
препаративном количестве - 14 мг/мл.  Данный показатель является очень 
высоким для белка, полученного методом плазмидной экспрессии генов в 
гетерологичном для них окружении.  
            Фракции рекомбинантного пептида белка-биомаркера Ki-67  из 
водонерастворимых лизатов рекомбинантного штамма 
BL21(DE3)/pET28c/Ki67 методом металлоаффинной хроматографии 
обладают   высокой  электрофоретической степенью  чистоты  - 95%.  
            Для определения антигенной специфичности  рекомбинантного белка  
Ki67 с помощью непрямого варианта ИФА применяли гипериммунные  
антисыворотки, полученные иммунизацией беспородных мышей 
соответствующим антигеном. Использованная двухнедельная схема 
иммунизации мышей рекомбинантным белком  Ki67 обеспечила  высокий 



уровень выработки специфических антител против испытуемого антигена. 
Так, максимальная активность титров антител в сыворотках крови 
иммунизированных мышей достигала в среднем  - 1: 682 666 (n=3), тогда как 
все сыворотки крови здоровых мышей показали отрицательный результат.  
            Специфичность взаимодействия испытуемого рекомбинантного 
антигена  Ki67 подтверждена использованием в качестве положительного 
контроля коммерческих  МКА - anti-Ki-67 В56 (BD Pharmingen) и в качестве 
отрицательного контроля - МКАаnti-Human c-ErbB-2 (BD Pharmingen). 
Установлено, что не вступая в реакцию «антиген-антитело»  с  МКАаnti-
Human c-ErbB-2, рекомбинантный белок  Ki67 активно реагирует с  МКА - 
anti-Ki-67 В56  с предельным титром антител - 1:51200. 
Снижениеспецифической активности рекомбинантного  антигена   Ki67 с 
МКА - anti-Ki-67 В56 в сравнении с титрами сывороток крови 
иммунизированных мышей обусловлено значительно низкимсодержанием 
белка в исходном растворе коммерческих МКА - 0,5 мг/мл. Вместе с тем, 
аналогичное связывание сывороточных антител иммунных мышей и 
коммерческих МКА указывает на взаймодействие антител с идентичными 
эпитопами испытуемого рекомбинантного  антигена Ki67. 
             Иммунохимическое проявление рекомбинантного 
антигенаKi67методом иммуноблотинга с использованием сыворотки  крови 
иммунизированной мыши  и коммерческого  МКА -anti-Ki-67 
В56подтвердило  специфичность антител к эпитопам рекомбинантного 
белкаKi67 с молекулярной массой  45  кДа. 
            Таким образом определена специфичность взаимодействия 
рекомбинантного белка Ki67, который в настоящее время использован намив 
качестве иммуногена для получения штаммов гибридом – продуцентов 
моноклональных антител. 
 В дальнейших исследованияхбудет проведена полная 
иммуногистохимическая характеристика моноклональных антител с 
помощью рекомбинантного белка Ki-67. Для этого будет использован метод 
флуоресцентной гибридизации insitu с использованием парафиновых срезов 
и отпечатков опухолей различной природы, которые будут обработаны 
биомаркером Ki-67 в качестве ДНК-зонда. Аналитическая часть данного 
метода будет проведена с использованием флуоресцентного 
микроскопирования. 
 Ожидаемые результаты данного исследования предполагают 
использование моноклональных антител к маркеру  пролиферации 
опухолевых клеток Ki-67 в клинической диагностике для 
идентифицирования степени роста и развития злокачественных 
новообразований и дальнейшее применение его в качестве прогноза лечения 
опухолей. Оценка пролиферативной активности клеток на основе биомаркера 
Ki-67 широко применяется в клинических целях при диагностике 
патологических процессов организма человека, в том числе злокачественных 
опухолей. Биомаркер Ki-67 считается фактором неблагоприятного прогноза, 



а его высокая экспрессия - показателем высокой метастатической 
способности опухоли. 
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