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ЕКСПРЕСІЯ BCL-2 І P53 У КЛІТИНАХ 
НЕЙРОБЛАСТОМНИХ ПУХЛИН  
ІЗ РІЗНИМ ВМІСТОМ  
НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ

Вища частота експресії bcl-2 та р53 в нейробластомах (НБ) порівняно з ган-
гліонейробластомами (ГНБ) збігається із загальним ступенем анаплазії цих 
типів пухлин. Але при зіставленні поліплоїдних ГНБ і НБ виявляють значну 
схожість профілів експресії bcl-2 і р53 серед їх клітин. Відповідно, відміннос-
ті між ГНБ і НБ зумовлені перш за все властивостями НБ, які визначаються 
як диплоїдні. Відсутність чітких кореляційних зв’язків між кількістю ДНК 
та експресією bcl-2 чи р53 серед клітин нейробластомних пухлин є підставою 
вважати ці ознаки незалежними один від одного прогностичними критерія-
ми, зумовленими різними патогенетичними механізмами онкогенезу.

ВСТУП
Нейробластомні пухлини є специ-

фічними новоутвореннями дитячого 
віку та характеризуються низкою 
унікальних властивостей і неодноз-
начним клінічним перебігом. Не-
йробластома (НБ) досить часто може 
бути вельми агресивною, з раннім 
метастазуванням у кістковий мозок 
і лімфатичні вузли [5], іноді добро-
якісною та спонтанно регресувати [25]. 
Особливо слід відзначити випадки, 
коли у пацієнтів зі сприятливим про-
гнозом НБ раптово перетворюється 
на агресивну, дає ранні рецидиви 
та віддалені метастази [17]. 

Таким чином, визначення ознак, 
що вказують на можливий характер 
перебігу хвороби, може стати приво-
дом до проведення агресивної терапії, 
навіть якщо вона не виправдана по-
чатковим сприятливим прогнозом, 
що дозволить оптимізувати вижива-
ність [13].

Нині  широкого визнання на-
була думка, що за рівнями експресії 
маркерів, пов’язаних із регуляцією 
апоптозу, таких як bcl-2 і p53, можна 
пояснити агресивну поведінку пухлин, 
резистентність до терапії. Відповідно, 
ці маркери мають прогностичне зна-
чення у хворих на НБ [6, 7, 9, 10, 12, 
15, 18, 24].

Плоїдність клітин нейробластом-
них пухлин є визнаним фактором 
прогнозу, який знайшов своє відо-
браження у системі стадіювання INRG 
[14, 20], хоча як монофактор має об-
межене значення [1, 4].

Логічно припустити, що зміни 
інтенсивності явищ апоптозу, у тому 

числі зумовлені bcl-2 і p53, можуть 
призводити до змін клітинного складу 
нейробластомних пухлин за вмістом 
ДНК у ядрах пухлинних клітин — 
змінювати співвідношення між ди- 
та поліплоїдними клітинами. У зв’язку 
з цим комплексна оцінка таких про-
гностичних чинників, як плоїдність, 
експресія bcl-2 і p53 може підвищити 
достовірність прогнозу в окремого 
пацієнта та стати керівництвом до пер-
соніфікації лікувального підходу [1, 8, 
13, 18, 21, 22, 23].

Мета роботи — визначити особли-
вості експресії bcl-2 і p53 серед клітин 
нейробластомних пухлин із різним 
вмістом нуклеїнових кислот у ядрах.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
Дослідження проведено на мате-

ріалі біопсій або вилученому при опе-
ративному втручанні у 36 пацієнтів 
із нейробластомними пухлинами: 
гангліонейробластомами (ГНБ) — 
11, нейробластомами (НБ — власне 
нейробластома) — 25. Гістологічне 
типування новоутворень проведено 
з використанням рутинного (забарв-
лення гематоксиліном і  еозином) 
та імуногістохімічного дослідження.

Отриманий матеріал фіксува-
ли в забуференому 10% формаліні 
з pH7,4 та ущільнювали у парафіні 
із  застосуванням гістіопроцесора 
Histos-5 («Milestone», Італія). З пара-
фінових блоків виготовляли гістологіч-
ні зрізи товщиною 5 мкм за допомогою 
мікротома Microm НМ325 («Thermo 
Scientific», Німеччина).  Зрізи за-
барвлювали гематоксиліном і еози-
ном та азур ІІ-еозином для загальної 
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оцінки пухлини, галоцианін-хромо-
вим галуном за Ейнарсоном (pH1,62, 
37 °С, 24 год) для виявлення вмісту 
нуклеїнових кислот у клітинах [2, 3]. 
Для кожного випадку частину зрізів 
обробляли РНКазою («MACHEREY-
NAGEL GmbH & Co. KG», Німеччина) 
для екстракції РНК [2]. Імуногістохі-
мічну реакцію проводили з монокло-
нальним мишачим антитілом проти 
bcl-2 онкопротеїну людини («Dako», 
Данія) та з моноклональним мишачим 
антитілом проти р53 протеїну («Dako», 
Данія) відповідно до протоколу вироб-
ника з використанням системи детек-
ції EnVisionTM FLEX («Dako», Данія). 
Зрізи дофарбовували гематоксиліном 
Gill. Для позитивного контролю вико-
ристовували тканинні зразки з визна-
ченою позитивною реактивністю, для 
негативного — проводили процедуру 
без застосування первинних антитіл.

Отримані  препарати вивчали 
та фотографували за допомогою мікро-
скопа Nikon Eclipse 80i з камерою DS-
5SMc/L2 за стандартизованих умов, 
а зображення (збільшення мікро-
скопа ×400, 1280×960 пікселів RGB) 
обробляли із застосуванням системи 
аналізу ImageJ 1,46. На зображеннях 
із препаратів, забарвлених галоциа-
нін-хромовим галуном, у 60 клітинах 
кожної пухлини визначали площу пе-
ретину ядра клітини (Narea), інтегра-
тивну оптичну щільність ядра клітини 
(NIntDen) та вміст у ньому сумарної 
кількості нуклеїнових кислот і ДНК. 

Кількість РНК обчислювали як різ-
ницю між кількістю нуклеїнових кис-
лот і ДНК. Для визначення вмісту 
нуклеїнових кислот у ядрах пухлинних 
клітин за одиницю брали їх вміст 
у ядрах лімфоцитів. Клітини кожної 
пухлини ранжирували за вмістом 
ДНК в ядрі. Отриману послідовність 
поділяли на ранги з кроком, що дорів-
нював середньому вмісту ДНК у ядрах 
лімфоцитів: Р1 — до 1, Р2 — 1–2, Р3 — 
2–3 і т. д. Враховуючи те, що клітини 
з рангом Р5 і далі становили <5%, 
а більшість середніх значень їх аналі-
зованих параметрів мали достовірність 
р>0,05, їх зведено в один ранг Р6+. 
Для кожного рангу визначали середні 
розміри ядра [1]. 

Клітини кожної пухлини при за-
барвленні для визначення сумарного 
вмісту нуклеїнових кислот і при вияв-
ленні експресії bcl-2 і p53 ранжировано 
за розмірами ядра відповідно до пара-
метрів, встановлених на препаратах, 
в яких виявляли ДНК. У межах кож-
ного рангу визначали абсолютну кіль-
кість клітин, середні значення Narea, 
NIntDen, ДНК, нуклеїнових кислот 
і відсоток клітин, ядра яких експресу-
ють bcl-2 чи p53. За середнім вмістом 
ДНК у ядрах клітини пухлин поділено 
на три підгрупи: D — середній вміст 

ДНК у ядрах — <1,2; D+ — середній 
вміст ДНК у ядрах — 1,2–2,5; T+ — 
середній вміст ДНК — >2,5. Отримані 
цифрові дані обробляли за допомогою 
стандартних статистичних методів.

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Результати проведених  досліджень 

показали, що середній вміст ДНК 
у ядрах клітин нейробластомних 
пухлин у міру підвищення ступеня 
неопластичної трансформації  до-
стовірно зменшується та становить: 
у гангліоневромах (ГН) 4,68±0,21, 
ГНБ — 3,07±0,02 і НБ — 2,16±0,03 [1]. 
При цьому усі ГНБ, що були дослідже-
ні в цій роботі, за вмістом ДНК у ядрах 
належать до групи Т+, а НБ за цим 
показником розподіляються таким 
чином: D — 2 (8,3%), D+ — 14 (58,3%) 
і T+ — 8 (33,3%).

Оцінка експресі ї  bcl-2  у  ГНБ 
і  НБ у цілому продемонструвала, 
що цей маркер наявний в усіх дослі-
джених нами пухлинах, а кількість 
мічених пухлинних клітин коливається 
від 28,7 до 100%. Середнє значення 
останнього показника достовірно 
більше в НБ (79,6±0,63%), порівняно 
з ГНБ (69,6±1,42%) (рис. 1), а діапазон 
його коливань становить відповідно 
49,7–98,2% та 28,7–100%. Експресія 
р53 виявлена в 4 з 11 ГНБ (36,4%) 
та у 19 з 24 НБ (79,2%). Відповідно, 
середня кількість мічених клітин 
у пухлинах, в яких вона визначала-
ся, становила у ГНБ — 13,94±0,83%, 
у НБ — 21,4±0,74% (див. рис. 1).

При порівнянні частоти експресії 
bcl-2 серед клітин ГНБ і НБ, а також 
груп НБ з різним середнім вмістом 
ДНК у ядрах пухлинних клітин і між 
різними їх рангами (Рх) достовірних 
відмінностей не виявило. У більшос-
ті випадків вона становила 70–80%  
(рис. 2). Рівень кореляції між вмістом 
ДНК і частотою експресії bcl-2 в окре-
мих пухлинах коливався у межах від 
0,2 до −0,2.

Досліджені НБ різних за вмістом 
ДНК груп розподілилися за ознакою 
експресії р53+/р53−: НБ D — 2/0, 
НБ D+ — 11/3 та Т+ — 6/3. Експре-
сію р53 у ГНБ (Т+) виявляють серед 
клітин різних рангів в основному 
в 15–20%, що не становить достовірної 
різниці (рис. 3). Існує статистично 
достовірна відмінність між відсот-
ками клітини, які експресують р53, 
у НБ D+ і НБ Т+ (t=6,4, p<0,01). Разом 
з тим у результаті порівняння ГНБ 
Т+ і НБ Т+ з’ясовано, що відсоток 
мічених р53 клітин як у середньому 
в пухлинах (13,94±0,83 та 11,88±0,45% 
відповідно), так в їх різних рангах 
достовірно не відрізняється (t=2,1, 
p>0,05). Найбільшу середню част-
ку р53 мічених клітин має НБ D+ 

(28,3±1,1) із виразною тенденцією 
до підвищення у рангах Р3–Р4.

При зіставленні часток bcl-2 по-
зитивних клітин у нейробластомних 
пухлинах, в яких наявна або відсутня 
експресія р53, видно певні відмін-
ності. Так, у ГНБ р53+ простежуєть-
ся тенденція до зниження відсотка 
bcl-2 мічених клітин у міру збільшення 
вмісту ДНК у їх ядрах. У ГН р53+ 
різних за вмістом ДНК груп частота 
експресії bcl-2, що становить в основ-
ному 80–90%, не демонструє від-
мінностей, які можуть бути розцінені 
як значущі (рис. 3). Серед досліджених 
ГН р53− відзначають суттєву різницю 
у відсотках bcl-2-позитивних клітин, 
яких у групі ГН D+ вдвічі менше, ніж 
у ГН Т+.

За результатами проведених дослі-
джень не виявлено зв’язку між вмістом 
РНК у ядрах клітин нейробластомних 
пухлин [1] та експресією bcl-2 або р53.

Таким чином, представлені дослі-
дження продемонстрували, що нейро-
бластомні пухлини характеризуються 
виразною гетерогенністю при їх оцінці 
тільки за такими трьома показника-
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ми, як вміст ДНК у ядрі, експресія 
bcl-2 та р53. Це є достатнім приводом 
для виділення декількох груп серед 
НБ і ГНБ (див. рис. 3). У свою чергу, 
фенотипічна різноманітність клітин-
ного складу нейробластомних пухлин 
за досліджуваними ознаками дозволяє 
припустити неоднакову відповідь 
різних морфофункціональних типів 
пухлинних клітин (клонів) на терапію, 
яка має інтегруватися у відповідь пух-
лини у цілому [19, 23] та, відповідно, 
позначатися на результатах лікування.

В и щ а  ч а с т о т а  е к с п р е с і ї 
  bcl-2 та р53 серед клітин НБ порівняно 
з ГНБ збігається із загальним ступенем 
анаплазії цих типів пухлин. Але при зі-
ставленні ГНБ Т+ і НБ Т+, які можуть 
бути визначені як поліплоїдні пухли-
ни, виявляють значну схожість профі-
лів експресії bcl-2 і р53 серед їх клітин 
(див. рис. 3). Відповідно, відмінності 
між ГНБ і НБ, виявлені в нашому до-
слідженні, зумовлені перш за все влас-
тивостями НБ D і НБ D+, які можуть 
бути визначені як диплоїдні.

Відсутність чітких кореляційних 
зв’язків між кількістю ДНК та екс-
пресією bcl-2 чи р53 серед клітин ней-
робластомних пухлин вказує на різні 
патогенетичні механізми [11, 16], які 
зумовлюють прояви цих ознак у пух-
линних клітинах та непрямо свідчать 
про поліклональність пухлин. Виходя-
чи з цього, експресію bcl-2 і р53 можна 
визначати як незалежний від вмісту 
ДНК у ядрах пухлинних клітин фактор 
прогнозу у хворих на НБ, пов’язаний 
з агресивністю пухлин, резистентністю 
їх до терапії [7, 10, 12, 15, 18].

ВИСНОВКИ
Нейробластомні пухлини та їх клі-

тинний склад характеризуються вираз-
ною гетерогенністю за вмістом ДНК 
у ядрах пухлинних клітин, експресією 
ними bcl-2 та р53. Оцінка клітинного 
складу нейробластомних пухлин може 
бути підставою для прогнозу не тільки 
відповіді пухлини на терапію в цілому, 
а й вірогідності формування за цих 
умов резидуальних елементів, пред-
ставлених певним морфофункціо-
нальним типом передіснуючих клітин 
пухлини.

В и щ а  ч а с т о т а  е к с п р е с і ї 
bcl-2 та р53 в НБ порівняно з ГНБ 
збігається із  загальним ступенем 
анаплазії цих типів пухлин. Але при 
зіставленні поліплоїдних ГНБ і НБ ви-
являють значну схожість профілів екс-
пресії bcl-2 і р53 серед їх клітин. Відпо-
відно, відмінності між ГНБ і НБ зумов-
лені перш за все властивостями НБ, які 
визначаються як диплоїдні.

Відсутність чітких кореляційних 
зв’язків між кількістю ДНК та екс-
пресією bcl-2 чи р53 серед клітин ней-
робластомних пухлин є підставою вва-

жати ці ознаки незалежними один від 
одного прогностичними критеріями, 
зумовленими різними патогенетични-
ми механізмами онкогенезу.
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Рис. 3. Відносна кількість клітин 
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і НБ та їх відсоток, що експресує 
bcl-2 (% мічених клітин).
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Экспрессия bcl-2 и p53 в клетках 
нейробластомных опухолей с различным 
содержанием нуклеиновых кислот
А.Н. Грабовой, М.Б. Зарецкий, И.В. Перепелкина, O.И. Василишин

Национальный институт рака, Киев

Резюме. Более высокая частота экспрессии bcl-2 и р53 в ней-
робластомах (НБ) по сравнению с ганглионейробластомами 
(ГНБ) совпадает с общей степенью анаплазии этих типов 
опухолей. Однако при сопоставлении полиплоидных ГНБ 
и НБ выявляют значительное сходство профилей экспрессии 
bcl-2 и р53 среди их клеток. Соответственно, отличие меж-
ду ГНБ и НБ обусловлены, прежде всего, свойствами 
НБ, которые определяются как диплоидные. Отсутствие 
четких корреляционных связей между количеством ДНК 
и экспрессией bcl-2 или р53 среди клеток нейробластомных 
опухолей дает основание считать эти признаки независимыми 
друг от друга прогностическими критериями, обусловленными 
разными патогенетическими механизмами онкогенеза.

Ключевые слова: нейробластомные опухоли, bcl-2, p53, 
нуклеиновые кислоты.

Bcl-2 and p53 expression in neuroblastic tumors’ 
cells with different nucleic acids content
A.N. Grabovoy, M.B. Zaretskyi, I.V. Perepelkina, O.I. Vasylyshin

National Cancer Institute, Kyiv

Summary. High frequency of bcl-2 and p53 expression 
in neuroblastoma (NB) compared with ganglioneuroblastoma 
(GNB) coincides with the total anaplasia grade in these tumors type. 
However, comparison of polyploid GNB and NB reveals considerable 
similarity of bcl-2 and p53 expression pattern among their cells. 
Accordingly, the difference between the GNB and NB caused 
by NB properties, which are defined as diploid. The lack of clear 
correlation between the DNA amount and bcl-2 or p53 expression 
among neuroblastic tumors cells gives reason to believe these signs 
as the mutually independent prognostic criteria, which are caused 
by different pathogenetic mechanisms of oncogenesis.

Key words: neuroblastoma, bcl-2, p53, nucleic acids.


