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ÂÌ²ÑÒ ÄÍÊ Ó ßÄÐÀÕ ÊË²ÒÈÍ 
ÀÄÅÍÎÊÀÐÖÈÍÎÌ ÒÎÂÑÒÎ¯ ÊÈØÊÈ 
ÒÀ ÅÊÑÏÐÅÑ²ß Bcl-2 ² p53

Ïðîâåäåí³ äîñë³äæåííÿ 88 àäåíîêàðöèíîì ³ äîáðîÿê³ñíèõ íîâîóòâîðåíü 
òîâñòî¿ êèøêè ïðîäåìîíñòðóâàëè, ùî ö³ ïóõëèíè ìàþòü øèðîêèé ñïåêòð 
÷àñòîòè åêñïðåñ³¿ Bcl-2 òà p53, ïðè÷îìó ¿õí³é ð³âåíü â³äð³çíÿºòüñÿ ³ çì³íþºòüñÿ 
çàëåæíî â³ä G òà âì³ñòó ÄÍÊ â ÿäðàõ êë³òèí. Çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ ÄÍÊ â ÿäðàõ 
ïóõëèííèõ êë³òèí ñóïðîâîäæóºòüñÿ ï³äâèùåííÿì ð³âíÿ êîðåëÿö³¿ ç åêñïðå-
ñ³ºþ Bcl-2 òà p53. Íàÿâí³ñòü åêñïðåñ³¿ Bcl-2 ïðèçâîäèòü äî á³ëüø çíà÷íîãî, í³æ 
p53, ï³äâèùåííÿ âì³ñòó ÄÍÊ â ÿäðàõ êë³òèí àäåíîêàðöèíîì òîâñòî¿ êèøêè. 
Âèçíà÷åííÿ åêñïðåñ³¿ Bcl-2 òà p53 ÿê ñàìîñò³éíî¿ îçíàêè àäåíîêàðöèíîìè 
òîâñòî¿ êèøêè º ìàëî³íôîðìàòèâíèì, îäíàê çíà÷óùèì — ÿê ñêëàäîâî¿ áà-
ãàòîôàêòîðíî¿ îö³íêè ñòàíó ÿäåð êë³òèí ïóõëèíè, ïîâ’ÿçàíîãî, â³äïîâ³äíî, 
ç ¿õí³ì ïðîë³ôåðàòèâíèì ïîòåíö³àëîì.

На сьогодні отримано значну кіль-

кість даних, що демонструють зв’язок 

між вмістом ДНК у ядрах пухлинних 

клітин (плоїдністю) та властивостями 

пухлини, перш за все її злоякісним по-

тенціалом [1, 15, 17, 26]. Відомості щодо 

кількості ДНК у ядрах клітин і прогнозу 

при колоректальному раку (КРР) дали 

підґрунтя для формування уявлення 

про важливість цього показника, який 

сам по собі не є абсолютним через мін-

ливість зазначеного явища [2].

Зміна кількості ДНК у ядрах клітин 

аденокарцином товстої кишки (АКТК) 

є типовим явищем [1, 9, 13], пов’язаним 

із хромосомною нестабільністю (пору-

шенням механізмів мітозу), яка реалі-

зується в поліплоїдії та анеуплоїдії [13]. 

Разом з тим модифікація вмісту ДНК 

у ядрі асоціюється з синтезом останньої і, 

відповідно, рівень мітотичної активності 

у пухлині також буде впливати на її кіль-

кість [3]. Крім того, логічно припустити, 

що порушення апоптозу, виживання 

та збільшення частки у складі пухлини 

полі- та анеуплоїдних клітин також може 

вплинути на збільшення вмісту ДНК 

у клітинах АКТК.

Серед значної кількості відомих мар-

керів, які відображають процеси апоп-

тозу в пухлинах, найбільш дослідженим 

є білок р53 [22, 33]. Основна функція 

р53 полягає у тому, що він є посередни-

ком клітинної відповіді на низку стресо-

вих впливів, у тому числі й пошкодження 

ДНК та гіперпроліферацію [34, 35]. 

Мутації гена ТР53 та/або гіперекспре-

сія протеїну р53 вважаються найбільш 

загальною подією при КРР, як і при ба-

гатьох видах інших новоутворень [7, 22], 

супроводжуються підвищенням вижи-

вання клітин ККР, сприяють розвитку 

геномної нестабільності [22, 29].

Мутації гена ТР53 виявляють у 30–

50% пухлин КРР [6, 7, 20, 31]. Але варто 

зауважити, що мутації, які зачіпають 

різні домени гена, призводять до різних 

змін функції білка р53, що позначається 

на явищі апоптозу в пухлині [31]. Слід 

вказати, що при імуногістохімічному ви-

значенні гіперекспресія р53 є частішою, 

ніж мутації ТР53 [6, 7, 20]. Р53+-пухлини 

зазвичай не проявляють ознак MSI 

та не несуть K-ras мутацій [31], мають 

високу кореляцію із втратою гетерози-

готності клітинами пухлини [8].

Частота мутації ТР53 та/або гіпер-

експресія протеїну р53 корелює зі сту-

пенем дедиференціювання (G) КРР, 

що стало одним із приводів до розгляду 

цього фактора як прогностичного [16, 

21, 24, 28, 31]. Однак розбіжності та не-

однозначність даних на сьогодні роблять 

неможливим використання цього по-

рушення як незалежного предиктора [6, 

19, 30, 31].

Важливу роль у регуляції апоптозу 

відіграє також білок Bcl-2, який виступає 

його інгібітором, контролюючи проник-

ність мітохондріальної мембрани [12, 25]. 

Bcl-2 належить до сім’ї, яка у ссавців вклю-

чає 15 протеїнів, що сприяють апоптозу 

чи попереджують його. За нормальних 

умов білок Bcl-2, як правило, експресуєть-

ся лише у нижній половині крипт товстої 

кишки, що відповідає зосередженню 

стовбурових клітин, де Bcl-2, як вважають, 

захищає їх від апоптозу [8, 12].

Більшість аденом товстої кишки 

характеризуються високою експресією 

Bcl-2 на всій протяжності залозистопо-

дібних утворень [12], доки не відбудеться 

малігнізація епітелію [10]. Припускають, 
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що надмірна експресія Bcl-2 може сприя-

ти переходу гіперплазії епітелію в адено-

му. Підвищена експресія Bcl-2 пов’язана 

з ранніми стадіями канцерогенезу [12] 

і є більш вираженою в клітинах КРР, 

ніж у нормальному епітелії, але менш 

вираженою, ніж в аденомі [10, 14]. 

У багатьох спостереженнях виявили 

зворотну залежність між гіперекспре-

сією Bcl-2 і р53 [14, 22]. Експресію 

Bcl-2 у низькодиференційованих клас-

терах ракових клітин розглядають як ві-

рогідний фактор злоякісності КРР [11]. 

Що стосується кореляції між експресією 

Bcl-2 і прогнозом перебігу КРР, то ре-

зультати різних спостережень виявилися 

неоднозначними [12, 23, 25, 27].

Слід зауважити, що Bcl-2 не єдиний 

ген сімейства, який визначає патологію 

апоптозу клітин КРР. Антиапоптотичні 

білки bcl-XL і mcl-1, проапоптотичний 

Bak можуть відігравати більш значущу 

роль у розвитку КРР, ніж Bcl-2 [8, 18].

Мета роботи — встановити особли-

вості експресії Bcl-2 і p53 серед клітин 

епітеліальних пухлин товстої кишки 

з різним вмістом ДНК у ядрах.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ 

ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проведено на матеріалі 

біопсій або вилученому при оператив-

ному втручанні матеріалі у 88 пацієнтів 

з аденокарциномами та доброякісними 

новоутвореннями, серед яких були: 

поліпи та аденоми (В) — 14; аденокар-

циноми G1 (G1) — 24; аденокарци-

номи G2 (G2) — 42; аденокарциноми 

G3 (G3) — 8. Гістологічне типування 

новоутворень проведено з використан-

ням рутинного забарвлення.

Отриманий матеріал фіксува-

ли в забуференому 10% формаліні 

з pH 7,4 та ущільнювали у парафін 

із застосуванням гістіопроцесора 

Histos-5 (Milestone, Італія). Із парафіно-

вих блоків виготовляли гістологічні зрізи 

товщиною 5 мкм за допомогою мікро-

тома Microm НМ325 (Thermo Scientific, 

Німеччина). Зрізи забарвлювали гематок-

силіном і еозином та азур-ІІ-еозином для 

загальної оцінки пухлини, галоціанін-хро-

мовим галуном за Ейнарсоном (pH 1,62, 

37 °С, 24 год) для виявлення вмісту ну-

клеїнових кислот у клітинах [4, 5]. Для 

кожного випадку частину зрізів обробляли 

РНКазою (Macherey-Nagel GmbH & Co. 

KG, Німеччина) для екстрак ції РНК [4]. 

Імуногістохімічну реакцію проводили 

з моноклональним мишачим антитілом 

проти Bcl-2 онкопротеїну людини (Dako, 

Данія) та з моноклональним мишачим 

антитілом проти р53 протеїну (Dako, 

Данія) у відповідності з протоколом 

виробника з використанням системи 

детекції EnVision™ Flex (Dako, Данія). 

Зрізи дофарбовували гематоксиліном 

Gill. Як позитивний контроль викорис-

товували тканинні зразки з визначеною 

позитивною реактивністю, а для негатив-

ного контролю проводили процедуру без 

застосування первинних антитіл.

Отримані препарати вивчали та фо-

тографували за допомогою мікроско-

па Nikon Eclipse 80i з камерою DS-

5SMc/L2 за стандартизованих умов, 

а зображення (збільшення мікроскопа 

×400, 1280 × 960 пікселів RGB) оброб-

ляли із застосуванням системи аналізу 

ImageJ 1,46. На зображеннях з препара-

тів, забарвлених галоціанін-хромовим 

галуном, у 60 клітинах кожної пухли-

ни визначали: площу перетину ядра 

клітини (Narea), інтегративну оптичну 

щільність ядра клітини (NIntDen) та вміст 

у ньому ДНК. Для оцінки вмісту ДНК 

у ядрах пухлинних клітин за одиницю 

взяли їхній вміст у ядрах лімфоцитів [1]. 

Клітини кожної пухлини ранжирували 

за вмістом ДНК в ядрі. Отриману по-

слідовність поділили на ранги із кроком, 

що дорівнював середньому вмісту ДНК 

у ядрах лімфоцитів: Р1 — до 1, Р2 — 1–2, 

Р3 — 2–3 і т.д. Враховуючи те, що кліти-

ни з рангом Р5 і більше становили <5%, 

а більшість середніх значень їхніх пара-

метрів, що визначалися, мали р>0,05, 

їх звели в один ранг Р6+. Для кожного 

рангу визначали середні розміри ядра [2]. 

Для кожної пухлини при виявленні екс-

пресії Bcl-2 і p53 клітини ранжирували 

за розмірами ядра у відповідності з па-

раметрами, визначеними на препаратах, 

де виявляли ДНК. У межах кожного 

рангу визначали абсолютну кількість 

клітин, середні значення Narea, NIntDen, 

ДНК і відсоток клітин, ядра яких експре-

сують Bcl-2 чи p53. За середнім вмістом 

ДНК у ядрах клітини пухлин поділили 

на 3 підгрупи: D — середній вміст ДНК 

у ядрах <1,2, D+ — 1,2–2,5, T+ — >2,5 [1].

Статистичний аналіз проводили 

з використанням програмного забез-

печення IBM SPSS Statistics 22. Для 

кореляційного аналізу використовували 

метод рангової кореляції за Спірманом, 

оскільки більшість досліджуваних по-

казників не відповідали нормальному 

закону розподілу. Для перевірки на нор-

мальність проводили одновибірковий 

тест Колмогорова — Смірнова.

РЕЗУЛЬТАТИ 

ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Проведені спостереження показали, 

що середнє значення вмісту ДНК у ядрах 

клітин досліджених АКТК коливається 

від 1,86 (G3) до 2,33 (G1) з явною тенден-

цією до зменшення у послідовності від 

G1 до G3 (рис. 1). При цьому відзначають 

статистично достовірні відмінності між 

В (2,01±1,12) і G1 (2,33±1,06) (р<0,05), 

а відмінності між різними G не є досто-

вірними (р>0,05).

У пухлинах, що були досліджені, 

у 55,7% випадків виявили експресію 

в їхніх клітинах Bcl-2, а в 71,6% — p53. 

Проведений кореляційний аналіз для 

всієї вибірки показав пряму пропорційну 

залежність між ступенем дедиферен-

ціювання (G) та частотою експресії 

пухлинними клітинами p53 (ρ=0,365, 

p<0,01), а також між частотою екс-

пресії Bcl-2 та p53 (ρ=0,212, p<0,05) 

(див. рис. 1). Окрім цього, виявлено ко-

реляцію між відсотком пухлин, що екс-

пресують p53, та ступенем анаплазії пух-

лини, проте вважати її достовірною мож-

на тільки для G1 та G2 (рис. 2). У міру 

зростання рівня анаплазії відзначають 

збільшення частки пухлин, що експре-

сують p53. Подібної залежності щодо 

Bcl-2 не простежують.

Проведений аналіз не виявив взає-

мозв’язку між частотою експресії 

Bcl-2 і р53 у пухлинних клітинах і серед-

нім вмістом ДНК у їхніх ядрах у цілому. 

Тому наступним кроком стало встанов-

лення наявності кореляції між зазна-

ченими параметрами окремо у різних 

за плоїдністю пухлинах. У досліджуваній 

вибірці пухлини підгрупи D становили 

15,9% (n=14), D+ — 51,1% (n=45) і T+ — 

33% (n=29). Для D аналіз не дав статис-

тично достовірних результатів через малу 

кількість випадків. Проте кореляційний 
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Рис. 1. Середній вміст ДНК (у.о.) 
у ядрах пухлинних клітин (NДНК), 
кількість клітин (%), що експресують 
Bcl-2 та р53, для пухлин різного 
ступеня дедиференціювання: В — 
доброякісні новоутворення; G1, 
G2 i G3 — АКТК відповідного ступеня 
дедиференціювання
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Рис. 2. Відносна кількість пухлин, 
що експресують Bcl-2 та р53, при 
різному ступені дедиференціювання: 
В — доброякісні новоутворення; G1, 
G2 i G3 — АКТК відповідного ступеня 
дедиференціювання
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аналіз для двох інших підгруп продемон-

стрував існування зв’язку: між середнім 

вмістом ДНК в ядрах і частотою експресії 

p53 (ρ=0,313, p<0,05) — для D+, а також 

між середнім вмістом ДНК в ядрах і час-

тотою експресії Bcl-2 — для підгрупи T+ 

(ρ=0,416, p<0,05) (рис. 3). Для підгрупи 

D+, крім цього, зберігається кореля-

ція між ступенем дедиференціювання 

та відсотком клітин, що експресують 

p53. Логічним було б припущення, 

що ця залежність визначається, в першу 

чергу, не стільки плоїдністю, скільки 

фенотипом пухлини, адже для пухлин 

із фенотипом Bcl-2 навряд буде існувати 

залежність між вмістом ДНК і рівнем 

експресії даного маркера та навпаки.

Д л я  п у х л и н  і з  ф е н о т и п о м 

p53+/Bcl-2 не виявлено кореляційних 

зв’язків із вмістом ДНК у ядрах пухлин-

них клітин як у цілому для фенотипової 

групи, так і для різних за вмістом ДНК 

підгруп. Це наштовхує на думку про вто-

ринне значення p53 порівняно з Bcl-2 для 

зв’язку з кількістю ДНК в ядрі. Отже, 

кореляції, виявлені у підгрупах, слід ви-

значати насамперед за частотою експресії 

Bcl-2, а точніше, наявністю чи відсутністю 

останньої у певній підгрупі.

Проведений аналіз для фенотипу 

Bcl-2+ окремо для трьох підгруп пока-

зав кореляційну залежність для T+ між 

середнім вмістом ДНК у ядрі та частотою 

експресії Bcl-2 (ρ=0,518, p<0,05) (рис. 4). 

Для підгрупи D+ простежується нега-

тивна кореляція між частотою експресії 

Bcl-2 та ступенем дедиференціювання 

(ρ=−0,517, p<0,01). Щодо фенотипу 

Bcl-2−, як і припускали, вміст ДНК ко-

релює з частотою експресії p53 у другій 

та третій підгрупах (ρ=0,533 і ρ=0,630 від-

повідно; p<0,05) (рис. 5).

Найчисельнішою фенотиповою гру-

пою в цьому дослідженні за двома марке-

рами є група Bcl-2+/p53+ — 40 (45,5%) 

випадків. Кореляційний аналіз зазна-

ченого фенотипу для кожної підгрупи 

за плоїдністю показав існування залеж-

ності середнього вмісту ДНК в ядрах від 

ступеня дедиференціювання пухлини 

та його кореляцію з частотою експресії 

Bcl-2 (ρ=−0,459 і ρ=−0,494 відповідно; 

p<0,05) (рис. 6).

Таким чином, проведені дослідження 

показали, що епітеліальні пухлини товстої 

кишки мають широкий спектр частоти 

експресії Bcl-2 та p53, причому її рівень 

відрізняється і змінюється залежно від 

G та вмісту ДНК. Зростання останнього, 

у свою чергу, певною мірою залежить від 

наявності зазначених протеїнів. При цьо-

му експресія Bcl-2 призводить до більш 

значного, ніж p53, збільшення вмісту 

ДНК в ядрах клітин АКТК.

Для АКТК, яким не притаманна 

гіперплоїдія та які можна віднести до та-

ких, що розвиваються за рахунок мікро-

сателітарної нестабільності чи за епігене-

тичним механізмом, наявність експресії 

Bcl-2 та/або p53 практично не призво-

дить до підвищення вмісту ДНК у ядрах 

їх клітин. Для пухлин, які проявляють 

ознаки поліплоїдії, що пов’язують з хро-

мосомною нестабільністю, характерна 

кореляція між вмістом ДНК і відносною 

кількістю клітин, що експресують ці мар-

кери (див. рис. 3).

Слід зазначити, що наявність або 

відсутність експресії Bcl-2 та p53 у клі-

тинах АКТК у цілому достовірно не від-

різняється в пухлинах різного ступеня G 

(див. рис. 2) і не пов’язана з пухлинною 

прогресією, а визначається патогене-

тичним механізмом її виникнення [3, 

13, 17, 32]. Разом з тим у міру підви-

щення ступеня анаплазії у пухлинах 

після періоду росту відбувається змен-

шення частки клітин, що експресують 

 Bcl-2 та p53 (див. рис. 1). Це можна 

розглядати як свідчення зміни різнома-

нітного клітинного складу новоутворен-

ня при пухлинному прогресуванні, яке 

призводить до появи клітин домінуючо-

го фенотипу. Останні, втрачаючи низку 

ознак, притаманних клітинам вихідної 
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Рис. 3. Середній вміст ДНК (у.о.) 
у ядрах пухлинних клітин (NДНК) і кіль-
кість  клітин (%), що експресують 
Bcl-2 та р53, для підгруп D+ та T+: 
В — доброякісні новоутворення; G1, 
G2 i G3 — АКТК відповідного ступеня 
дедиференціювання
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Рис. 4. Середній вміст ДНК (у.о.) 
у ядрах пухлинних клітин (NДНК) 
і кількість клітин (%), що експресують 
Bcl-2 та р53, для підгрупи з плоїдністю 
T+ фенотипу Bcl-2 +: В — доброякісні 
новоутворення; G1 і G2 — АКТК відпо-
відного ступеня дедиференціювання
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Рис. 5. Середній вміст ДНК (у.о.) у ядрах пухлинних клітин (NДНК) і кількість клітин 
(%), що експресують р53, для підгруп із різною плоїдністю (D+, T+) фенотипу 
Bcl-2−: В — доброякісні новоутворення; G1, G2 i G3 — АКТК відповідного ступеня 
дедиференціювання
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Рис. 6. Середній вміст ДНК (у.о.) 
у ядрах пухлинних клітин (NДНК) 
і кількість клітин (%), що експресують 
 Bcl-2 та р53, для підгрупи D+ феноти-
пу Bcl-2+/p53+: В — доброякісні ново-
утворення; G1, G2 i G3 — АКТК відпо-
відного ступеня дедиференціювання
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тканини, зберігають високу життєздат-

ність і визначають подальший перебіг 

пухлинного процесу.

ВИСНОВКИ

АКТК мають широкий спектр часто-

ти експресії Bcl-2 та p53, причому її рі-

вень відрізняється і змінюється залежно 

від G та вмісту ДНК у ядрах клітин.

Збільшення вмісту ДНК у ядрах 

клітин пухлини супроводжується під-

вищенням рівня кореляції з експре-

сією Bcl-2 та p53. Наявність експресії 

Bcl-2 призводить до більш значного, ніж 

p53, збільшення кількості ДНК у ядрах 

клітин АКТК.

Визначення експресії Bcl-2 та p53 як са-

мостійної ознаки АКТК є малоінформа-

тивним, однак значущим — як складової 

багатофакторної оцінки стану ядер клітин 

пухлини, пов’язаного, відповідно, з їхнім 

проліферативним потенціалом.
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Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ êëåòîê àäåíîêàðöèíîì 
òîëñòîé êèøêè è ýêñïðåññèÿ Bcl-2 è p53
А.Н. Грабовой1, С.А. Антонюк1, В.П. Сильченко2, Е.А. Воробей1, 
Т.М. Савчин1

1Национальный институт рака, Киев

2Национальная медицинская академия последипломного 

образования имени П.Л. Шупика, Киев

Резюме. Проведенные исследования 88 аденокарцином и до-

брокачественных новообразований толстой кишки показали, 

что эти опухоли имеют широкий спектр частоты экспрессии 

Bcl-2 и p53, причем ее уровень отличается и меняется в зависимости 

от G и содержания ДНК в ядрах клеток. Увеличение количества 

ДНК в ядрах опухолевых клеток сопровождается повышением 

уровня корреляции с экспрессией Bcl-2 и p53. Наличие экспрес-

сии Bcl-2 приводит к более значительному, чем p53, повышению 

содержания ДНК в ядрах клеток аденокарцином толстой кишки. 

Определение экспрессии Bcl-2 и p53 в качестве самостоятельного 

признака аденокарциномы толстой кишки является малоинформа-

тивным, однако значимым — как составляющего многофакторной 

оценки состояния ядер клеток опухоли, связанного, соответствен-

но, с их пролиферативным потенциалом.

Ключевые слова: аденокарцинома толстой кишки, ДНК, 

Bcl-2, p53.

The DNA content in colon adenocarcinomas’ cells 
nuclei and expression of Bcl-2 and p53
A.N. Grabovoy1, S.A. Antoniuk1, V.P. Silchenko2, E.A. Vorobiei1, 
T.M. Savchin1

1National Cancer Institute, Kyiv

2P.L. Shupyk National Medical Academy of Postgraduate Education, 

Kyiv

Summary. Carried out researches 88 adenocarcinomas and 

benign tumors of colon, showed that these tumors have a wide 

range of Bcl-2 and p53 expression frequency, where their level dif-

fers and varies depending on the G and DNA content in the cells’ 

nuclei. Increase of DNA in the tumor’s cells nuclei is accompanied 

by rising correlation levels with Bcl-2 and p53 expression. Presence 

of Bcl-2 expression leads to more significant, than p53, increase 

of DNA amount in the colon adenocarcinoma nuclei. Determina-

tion of the Bcl-2 and p53 expression as independent signs of ade-

nocarcinoma of the colon is uninformative, but it is significant 

multifactorial assessment component associated with tumor’s cells 

proliferative potential.

Key words: colon adenocarcinoma, DNA, Bcl-2, p53.


