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МІТОТИЧНА АКТИВНІСТЬ І ВМІСТ 
НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ У ЯДРАХ КЛІТИН 
НЕЙРОБЛАСТОМНИХ ПУХЛИН

Підвищення ступеня анаплазії у нейробластомних пухлинах супроводжу-
ється зменшенням середнього вмісту ДНК і зростанням проліферативної 
активності. Але великий діапазон коливань останньої у гангліоневромах 
і нейробластомах не дає можливості (крім крайніх випадків) використо-
вувати її як самостійний критерій визначення злоякісного потенціалу кон-
кретної окремо взятої пухлини. Серед гангліонейробластом і нейробластом 
можна виділити пухлини, які мають протилежні вектори формування 
їх клітинного спектра: за рахунок зменшенням чи, навпаки, зростання мі-
тотичної активності в міру накопичення вмісту ДНК у пухлинних клітинах. 
З іншого боку, нейробластомні пухлини також можна розділити на такі, 
в  яких збільшення середнього вмісту ДНК у  ядрах клітин відбувається 
за  рахунок високої проліферативної активності (велика частка клітин, 
у яких відбувається синтез ДНК), і такі, в яких цей показник зумовлений 
збільшенням частки в клітинному спектрі клітин з високим вмістом ДНК 
(поліплоїдних).

Сьогодні є загальновизнаним, що бі-
лок Ki-67 є високоінформативним мар-
кером клітинної проліферації. У зв’язку 
з  тим, що необмежена (неконтрольо-
вана) мітотична активність є типовою 
властивістю пухлин, визначення цього 
протеїну знайшло широке застосування 
в онкології, а частка Ki-67-позитивных 
пухлинних клітин (Ki-67 — індекс 
мічення) часто корелює з  клінічним 
перебігом раку.

Нейробластомі пухлини (НБ) також 
є об’єктом дослідження для встанов-
лення їх проліферативної активності 
за  визначенням експресії білка Ki-
67 [10–12]. Показана залежність між 
високим рівнем Кі-67 та  несприят-
ливим та проміжним МКІ (індексом 
Шимади), також високий рівень Кі-
67 відзначали в  анеуплоїдних новоут-
вореннях та в пухлинах ІІІ та ІV стадій, 
що безпосередньо вказує на  прямий 
зв’язок між високим рівнем проліфера-
ції, несприятливим перебігом захворю-
вання та поганою відповіддю пухлини 
на проведене лікування [10, 13–15].

Але проліферативна активність для 
НБ виявилася не таким значущим про-
гностичним фактором, як для пухлин 
деяких інших гістогенетичних типів 
(наприклад нейроендокринних) [1]. 
Перш за  все, це може бути пов’язане 
з  біологічними особливостями НБ, 
які є ембріональними пухлинами, 
що потребує враховувати фонову про-
ліферативну активність, яка природно 
є досить високою для тканин дитячого 
організму. Це стало привидом для 
пошуку зв’язків між експресією Ki-

67 та іншими маркерами, які характе-
ризують ті чи інші властивості клітин 
НБ [6].

З  іншого боку, обмеження інфор-
мативності рівня проліферативної 
активності в НБ як фактора прогнозу 
пов’язана з гетерогенністю цих пухлин, 
у  тому числі й їх клітинного складу 
за вмістом нуклеїнових кислот (НК) і, 
відповідно, плоїдності [2]. Наявність 
НБ з різною плоїдністю клітин вказує 
на  різні патогенетичні механізми, які 
ведуть до  виникнення НБ [8, 9]. Ло-
гічно припустити, що це буде відобра-
жатися на проліферативній активності 
їх клітин. Відповідно, мітотична актив-
ність пухлинних клітин має виступати 
не як самостійний, а похідний фактор 
прогнозу.

Мета роботи  — встановити осо-
бливості мітотичної активності в різних 
за вмістом НК ядрах клітин НБ пухлин.

ОБ’ЄКТ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
Дослідження проведено на  мате-

ріалі біопсій або вилученому при опе-
ративному втручанні від 43 пацієнтів 
з  НБ пухлинами: гангліоневромами 
(ГН)  — 3; гангліонейробластомами 
(ГНБ) — 14, нейробластомами (НБ’ — 
власне нейробластома) — 26. Гістоло-
гічне типування новоутворень здій-
снювали з  використанням рутинного 
(гематоксилін й еозин) забарвлення 
та імуногістохімічного  (ІГХ) дослі-
дження.

Отриманий матеріал фіксува-
ли в  забуференому 10% формаліні 
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з pH 7,4 та ущільнювали у парафін із за-
стосуванням гістіопроцесора «Histos-5» 
(«Milestone», Італія). Із  парафінових 
блоків виготовляли гістологічні зрізи 
товщиною 5 мкм за  допомогою мі-
кротома «Microm НМ325» («Thermo 
Scientific», Німеччина). Зрізи забарв-
лювали гематоксиліном і еозином 
та азур-ІІ-еозином для загальної 
оцінки пухлини, галоцианін-хромо-
вим галуном за Ейнарсоном (pH 1,62, 
37 °С, 24 год) для виявлення вмісту 
НК у  клітинах [3, 4]. Для кожного 
випадку частину зрізів обробляли 
РНКазою («MACHEREY-NAGEL 
GmbH & Co. KG», Німеччина) для 
екстракції РНК [3]. ІГХ реакцію про-
водили з моноклональними мишачими 
антитілами до антигену Ki-67 лю-
дини, клон MIB-1 («Dako», Данія), 
відповідно до  протоколу виробника 
з  використанням системи детекції 
EnVisionTM FLEX, («Dako», Данія). 
Зрізи забарвлювали гематоксиліном 
Gill. У  якості позитивного контролю 
брали використані тканинні зразки 
з  визначеною позитивною реактив-
ністю, а  для негативного 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 (збільшення мікроскопа х400, 
1280x960 пікселів RGB) за  стандарти-
зованих умов, а  зображення обробля-
ли із  застосуванням системи аналізу 
ImageJ 1,46. На зображеннях з препара-
тів, забарвлених галоцианін-хромовим 
галуном, у 60 клітинах кожної пухлини 
визначали: площу перетину ядра клі-
тини (Narea), інтегративну оптичну 
щільність ядра клітини (NIntDen) 
та вміст у  ньому сумарної кількості 
НК (NНК) і ДНК (NДНК). Кількість 
РНК розраховували як різницю між 
кількістю НК і ДНК. Для оцінки вмісту 
НК у ядрах пухлинних клітин за одини-
цю брали їх вміст у ядрах лімфоцитів. 
Клітини кожної пухлини ранжирували 
за вмістом ДНК у ядрі. Отриману по-
слідовність поділяли на ранги з кроком, 
який дорівнював середньому вмісту 
ДНК у  ядрах лімфоцитів: Р1  — до  1, 
Р2  — 1–2, Р3  — 2–3 і так далі. Для 
кожного рангу визначали середні роз-
міри ядра [2]. 

Для  кожної  пухлини при  за -
барвленні для виявлення сумарних 
НК та експресії Кі-67 клітини ранжи-
рували за  розмірами ядра відповідно 
до  параметрів, встановлених на  пре-
паратах, де визначали ДНК. У  межах 
кожного рангу обчислювали абсолютну 
кількість клітин, середні значення 
Narea, NIntDen, NДНК, NНК та відсо-
ток клітин, ядра яких експресують Кі-
67. Отримані цифрові дані обробляли 

за допомогою стандартних статистич-
них методів.

ОТРИМАНІ РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Результати проведених досліджень 

продемонстрували, що середній вміст 
ДНК у  ядрах клітин пухлин у  міру 
підвищення ступеня неопластич-
ної трансформації зменшується: ГН 
(4,68±0,21)  — ГНБ (3,07±0,02)  — НБ 
(2,16±0,03), а  мітотична активність, 
навпаки, зростає (відповідно 4,4±1,5; 
15,8±0,5 і 31,8±0,5) (рис. 1). Індекс 
кореляції при цьому між мітотичною ак-
тивністю і ступенем анаплазії становить 
0,99, кількістю ДНК — –0,94.

За  середнім вмістом ДНК у  ядрах 
клітини пухлини поділено на 3 підгру-
пи: диплоїдні (D — середній вміст ДНК 
у ядрах до 1,2), проміжні між ди- та те-
траплоїдними (D+  — середній вміст 
ДНК у ядрах від 1,2 до 2,5), тетра- та гі-
перплоїдні (T+ — середній вміст ДНК 
понад 2,5). Серед досліджених ГН і ГНБ 
переважають пухлини Т+, а D у нашій 
виборці були відсутні. Серед НБ’, по-
рівняно з  більш диференційованими 
пухлинами, відзначають суттєве пере-
важання пухлин D+ та, на відміну від 
вищезазначених, суттєву питому частку 
становили пухлини підгрупи D [2]. Від-
повідно, статистично достовірне порів-
няння проліферативної активності між 
пухлинами різного ступеня анаплазії 
можна було виконати тільки в пухлинах 
Т+ (рис. 2), яка незначно відрізнялася 
від загальних значень (див.  рис. 1). 
Серед НБ’ найбільшу мітотичну актив-
ність виявляють у пухлинах групи D+ 
(див. рис. 2).

За вмістом ДНК клітини НБ можуть 
бути поділені на  ранги від Р1 до  Р12. 
Але слід зауважити, що клітини з ран-
гом Р5 і більше становили <5%, а біль-
шість середніх значень їх параметрів, 
що визначалися, мали р>0,05, і тому 
вони були зведені в  один ранг Р5+. 
Клітинний склад (спектр) НБ, вста-
новлений за вмістом ДНК у їх клітинах, 
проявляє помірний ступінь залежності 

від ступеня диференціювання пухлини 
[2]. У цілому у міру зниження рівня ди-
ференціювання клітинний спектр пух-
лини проявляє тенденцію до зменшен-
ня відносної кількості клітин з великим 
вмістом ДНК у ядрах. Проліферативна 
активність у ГНБ лінійно зменшується 
в міру зростання вмісту ДНК, у той час 
коли відносна кількість клітин пухлини 
збільшується у цьому напрямку. У ГН’ 
цей показник має двофазову криву 
з другим піком у ранзі Р4 (рис. 3).

Серед НБ’ різної плоїдності най-
вищу мітотичну активність відзначена 
в групі D+ (36,9±0,7) і суттєво нижчу 
у  групах D (22,9±0,4) і Т+ (24,1±0,9). 
У  цілому розподіл мітотичної актив-
ності між рангами клітин у цих групах 
закономірно вказує на  тенденцію 
до збільшення вмісту ДНК у  ядрах 
клітин пухлин (рис. 4).

Оцінка кореляції між середніми 
значеннями вмісту ДНК у ядрах клітин 
та середньою мітотичною активністю 
в ГНБ і НБ’ не виявила прямої залеж-
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Рис. 1. Вміст ДНК (у. о.) у ядрах клітин 
НБ та їх відсоток, що експресує Кі-67
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Рис. 2. Мітотична активність (% ядер 
пухлинних клітин, що експресують 
Кі-67) у НБ з різним середнім вмістом 
ДНК у клітинах (D — диплоїдні, D+ — 
проміжні між ди- та тетраплоїдними, 
T+ — тетра- та гіперплоїдні пухлини)
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ності між цими показниками. Але ана-
ліз цього показника в  кожній окремо 
взятій пухлині показав, що останній 
коливається в  межах від +1 до  −1. 
При  цьому ⅔ пухлин  — як ГНБ, так 
і НБ’ (незалежно від середнього вмісту 
ДНК) — мають від’ємний знак індексу 
кореляції, а ⅓ — додатній.

Збільшення вмісту РНК у ядрах пух-
линних клітин відбувається непропор
ційно до зростання вмісту ДНК, що при-
зводить до  його відносного зменшен-
ня  [2]. Однак оцінка відсоткового 
вмісту РНК у  окремо взятих пухлинах 
дає привід стверджувати, що в  пухли-
нах з додатним індексом кореляції між 
вмістом ДНК і мітотичною активність 
вираженість цього процесу менша, 
ніж у  пухлин з  від’ємним індексом 
кореляції.

Таким чином, проведені досліджен-
ня показали, що у  НБ зі зростанням 
ступеня дидеференціювання (у  ряду 
ГН-ГНБ-НБ’) відбувається зменшення 
середнього вмісту ДНК і підвищення 
проліферативної активності [2]. Але 
значні діапазони коливань мітотичної 
активності та їх перекриття у ГНБ і НБ’ 
не  дають можливості з  високим сту-

пенем достовірності використовувати 
їх при визначенні злоякісного потенці-
алу конкретної окремо взятої пухлини. 

Однозначне трактування мітотич-
ної активності може бути одержане 
лише у  крайових частинах цих діа-
пазонів (орієнтовно при експресії Кі-
67 <10 і >35% ядер).

Серед ГНБ і НБ’ можна виділити 
пухлини, що мають протилежні векто-
ри формування їх клітинного спектра. 
Перший характеризується зниженням 
мітотичної активності, а  другий, на-
впаки, її підвищенням на тлі зростання 
вмісту ДНК у пухлинних клітинах.

Співвідношення ДНК/проліфера-
тивна активність серед клітин пухлини, 
які були досліджені, дозволяє також 
виділити 2 вектори: пухлини, у  яких 
зростання середнього вмісту ДНК 
у ядрах клітин відбувається за рахунок 
високої проліферативної активності 
(велика частка клітин, у яких відбува-
ється синтез ДНК), і пухлини, в яких 
цей показник зумовлений більшою 
часткою у  спектрі клітин з  високим 
вмістом ДНК (поліплоїдних). Відпо-
відно до цього пухлини НБ’D+ можуть 
бути віднесені переважно до першого, 
НБ’Т+ — до другого типу.

Відзначена також певна різниця 
у  ступені зменшення вмісту РНК 
у ядрах на фоні неоднозначного розпо-
ділу мітотичної активності в пухлинних 
клітинах у міру зростання вмісту ДНК, 
є додатковою змінною, яка робить свій 
внесок у гетерогенність НБ’ [2].

Неоднорідність НБ за  вмістом 
ДНК/проліферативною активністю 
та вмістом РНК у  ядрі є показни-
ком різноманітності властивостей 
та життєздатності пухлинних клітин, 
що певною мірою пов’язано з різними 
патогенетичними механізмами онко-
генезу [8,  9]. Комплексна оцінка цих 
параметрів, перш за все при відсутності 
ампліфікації гена n-myc та 11q аберації, 
може стати додатковим високоінфор-
мативним критерієм гістологічного ви-
значення потенції  розвитку НБ [5, 7].

ВИСНОВКИ
Підвищення ступеня анаплазії 

у  НБ (у  ряду ГН-ГНБ-НБ’) супро-
воджується зменшенням середнього 
вмісту ДНК і зростанням проліфе-
ративної активності. Але широкий 
діапазон коливань останньої у  ГНБ 
і НБ’ не дає можливості (крім крайніх 
випадків) використовувати її як само-
стійний критерій визначення злоякіс-
ного потенціалу конкретної окремо 
взятої пухлини.

Серед ГНБ і НБ’ можуть бути ви-
ділені пухлини, які мають протилежні 
вектори формування їх клітинного 
спектра: за рахунок зниження чи, на-
впаки, підвищення мітотичної актив-
ності в  міру збільшення вмісту ДНК 

в їх клітинах. З іншого боку, НБ також 
можна розділити на  пухлини, в  яких 
зростання середнього вмісту ДНК 
у ядрах клітин відбувається за рахунок 
високої проліферативної активності 
(велика частка клітин, у яких відбува-
ється синтез ДНК), і такі, в  яких цей 
показник зумовлений збільшенням 
частки у спектрі клітин з високим вміс-
том ДНК (поліплоїдних).

Різна вираженість ступеня змен-
шення вмісту РНК у  ядрах на  фоні 
неоднозначного розподілу мітотичної 
активності в пухлинних клітинах у міру 
зростання вмісту ДНК є додатковою 
змінною, яка робить свій внесок у ге-
терогенність НБ’.

Неоднорідність НБ за  вмістом 
ДНК/проліферативною активністю 
та вмістом РНК у  ядрі є показником 
не  тільки гетерогенності цих пухлин 
за їх клітинним складом, а й відобра-
жає певною мірою патогенетичні ме-
ханізми їх виникнення та може стати 
достатньо інформативним критерієм 
визначення ймовірності розвитку цих 
пухлини.
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Рис. 4. Відносний вміст (%C) клі-
тин різних рангів за  вмістом ДНК 
та мітотична активність (%Кі-67) 
у НБ’ з різним середнім вмістом ДНК 
(D  — диплоїдні, D+  — проміжні між 
ди- та тетраплоїдними, T+ — тетра- 
та гіперплоїдні пухлини. РХ — ранги 
за вмістом ДНК)
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Митотическая активность и содержание 
нуклеиновых кислот в ядрах клеток 
нейробластомных опухолей
А.Н. Грабовой, М.Б. Зарецкий, И.В. Перепелкина, O.И. Василишин

Национальный институт рака, Киев

Резюме. Рост степени анаплазии в нейробластомных опу-
холях сопровождается уменьшением среднего содержания 
ДНК и ростом пролиферативной активности. Однако широ-
кий диапазон колебаний последней в ганглионевромах и не-
йробластомах не дает возможности (кроме крайних случаев) 
использовать ее как самостоятельный критерий определения 
злокачественного потенциала конкретной отдельно взятой 
опухоли. Среди ганглионейробластом и нейробластом мож-
но выделить опухоли, имеющие противоположные векторы 
формирования их клеточного спектра: за  счет уменьшения 
или, наоборот, роста митотической активности по мере уве-
личения содержания ДНК в  опухолевых клетках. С  другой 
стороны, нейробластомные опухоли можно разделить на такие, 
в которых увеличение среднего содержания ДНК в ядрах кле-
ток происходит за счет высокой пролиферативной активности 
(большая доля клеток в  которых происходит синтез ДНК), 
и такие, в которых этот показатель обусловлен увеличением 
доли в клеточном спектре клеток с высоким содержанием ДНК 
(полиплоидных).

Ключевые слова: нейробластомные опухоли, Ki-67, 
нуклеиновые кислоты.

Mitotic activity and nucleic acids content in the cells’ 
nuclei of neuroblastomas
A.N. Grabovoy, M.B. Zaretskyi, I.V. Perepelkina, O.I. Vasylyshin

The National Cancer Institute, Kyiv

Summary. The anaplasia grades’ growth in neuroblastoma is ���at-
tended by a decrease in the average DNA content and increased 
proliferative activity. However, a wide variation range in the gan-
glioneuroma and neuroblastoma don’t allow (except in some cases) 
to use it as an independent criterion for determining the malignant 
potential of a particular individual tumor. Ganglioneuroblastoma and 
neuroblastoma can be distinguished with their cellular spectrum, due 
to a decrease or, conversely, increase the mitotic activity by increasing 
the DNA content in tumor cells. On the other hand, neuroblastoma 
can be divided into those that increase in the average DNA content 
in the cell nuclei, due to high proliferation activity (large proportion 
of cells in which DNA synthesis occurs) and those in which this 
component increased, due to an increase the cells proportion in the 
cellular spectrum with high DNA content (polyploid).

Key words: neuroblastoma, Ki-67, nucleic acids.


