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ВМІСТ НУКЛЕЇНОВИХ КИСЛОТ У ЯДРАХ 
КЛІТИН НЕЙРОБЛАСТОМ РІЗНОГО 
СТУПЕНЯ ДИФЕРЕНЦІЮВАННЯ

У нейробластомах,  у міру збільшення вираженості проявів дедиференцію-
вання, відбувається зменшення середнього вмісту ДНК у пухлинних клітинах, 
клітинний спектр зміщується у бік клітин з низьким вмістом ДНК у ядрах, 
що веде до зниження рівня клітинної гетерогенності пухлин. Збільшення 
вмісту РНК у ядрах поліплоїдних клітин нейробластом, яке свідчить про 
певний ступінь збереження функціональної активності геному, може бути 
використано як непрямий показник життєздатності клітин та виділення 
їх морфофункціональних типів, певною мірою здатних до диференціювання. 
Виходячи з наявності прямої залежності між вмістом ДНК у ядрі клітин не-
йробластом та його розмірами, каріометричні показники можуть викорис-
товуватися для непрямого визначення плоїдності клітин без застосування 
складних методів забарвлення, що підвищить об’єктивність та достовірність 
оцінки пухлин у рутинній патогістологічній практиці.

Нейробластома (НБ) належить до гру-
пи ембріональних пухлин і є однією з най-
більш специфічних солідних утворень 
дитячого віку, яке діагностують найчас-
тіше, і становить близько 8% усіх видів 
раку в дітей, займаючи 6-е місце в струк-
турі дитячої онкологічної захворюваності. 
У 2005 р. запропоновано Систему міжна-
родної класифікації НБ за групами ризику 
(International Neuroblastoma Risk Group 
Staging System — INRGSS) [3, 8]. Вона 
включає також й індивідуальні генетичні 
характеристики пухлини — ампліфіка-
цію гена N-myc, делецію 11q, плоїдність 
і дозволяє виділити 4 групи ризику вже 
на етапі первинної діагностики: групу 
дуже низького ступеня ризику, низького 
ступеня ризику, проміжного ступеня 
ризику й високого ступеня ризику [6, 16]. 
На підставі цієї класифікації розроблено 
нову систему стадіювання INRG — L1, 
L2, M, MS (International Neuroblastoma 
Risk Group), у якій одними з параметрів 
є статус гена N-myc і плоїдність.

Статус гена N-myc є центральним 
стратифікаційним біологічним маркером 
для визначення групи ризику, незалежно 
від гістопатологічної будови НБ і ступеня 
її диференціювання [4, 5]. Ампліфікація 
гена N-myc чітко асоціюється зі швид-
ким прогресуванням пухлини і поганим 
прогнозом у пацієнтів будь-якого віку 
і з будь-якою стадією захворювання 
[7]. Водночас прогностично сприятливі 
форми НБ практично у всіх випадках по-
ліплоїдні та характеризуються відсутніс-
тю ампліфікації генів [12]. Гіперплоїдні 
пухлини без структурних змін хромосом 
легше піддаються терапії та іноді здатні 
до спонтанної регресії [11]. Плоїдність 
у якості монофактора прогнозу має об-

межене значення, оскільки анеуплоїдні 
пухлини можуть також мати сегментарні 
хромосомні аберації й ампліфікацію гена 
N-myc, що завжди визначає несприят-
ливий розвиток пухлинного процесу 
[4]. Однак численними дослідженнями 
доведено, що плоїдність (ДНК-індекс) 
є явним прогностичним маркером для 
дітей з НБ, особливо у віці до 2 років, які 
мають дисеміноване ураження [11, 16]. 
Значне збільшення тривалості життя від-
значають у дітей з гіперплоїдними (часто 
триплоїдними) пухлинами порівняно 
з хворими з диплоїдними. Деякі автори 
встановили, що навіть у дітей з пухли-
ною, обмеженою одним регіоном, ди-
плоїдія пов’язана з підвищеним ризиком 
регіонарного або віддаленого рецидиву 
[13, 14]. Незважаючи на те що ампліфіка-
ція гена N-myc в основному асоційована 
з диплоїдним вмістом ДНК, диплоїдність 
є прогностично значущим чинником при 
IV стадії захворювання без ампліфікації 
гена N-myc у дітей віком до 2 років.

Мета роботи — встановити зв’язок 
між вмістом нуклеїнових кислот (НК) 
у ядрі клітин та ступенем диференцію-
вання НБ та можливість їх використання 
при гістологічному дослідженні для 
визначення приналежності пухлини 
до групи ризику.

ОБ’ЄКТ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ
Дослідження проведено на матеріалі 

біопсій або вилученому при оперативному 
втручанні у 39 пацієнтів з НБ: гангліонев-
роми (ГН) — 3; гангліонейробластоми 
(ГНБ) — 11, власне нейробластоми (НБ’) — 
25. Гістологічне типування новоутворень 
проведено з використанням рутинного 
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(забарвлення гематоксиліном й еозином) 
та імуногістохімічного дослідження.

Отриманий матеріал фіксува-
ли в забуференому 10% формаліні 
з pH 7,4 та ущільнювали в парафін 
із застосуванням гістіопроцесора 
Histos-5 («Milestone�, Італія). З парафіно-Milestone�, Італія). З парафіно-, Італія). З парафіно-Італія). З парафіно-). З парафіно-
вих блоків виготовляли гістологічні зрізи 
товщиною 5 мкм за допомогою мікрото-
ма «Microm НМ325� («Thermo Scientific�, 
Німеччина). Зрізи забарвлювали гема-). Зрізи забарвлювали гема-
токсиліном та еозином й азур-ІІ-еозином 
для загальної оцінки пухлини, галоціа-
нін-хромовим галуном за Ейнарсоном 
(pH 1,62; 37 °С; 24 год) — для виявлення 
вмісту НК у клітинах [1, 2]. Для кож-
ного випадку частину зрізів обробляли 
рибонуклеазою («MACHEREY-NAGEL 
GmbH & Co. KG�, Німеччина) для екс-
тракції РНК [1]. Отримані препарати 
вивчали та фотографували за допомогою 
мікроскопа «Nikon Eclipse 80i� з камерою 
DS-5SMc/L2 за стандартизованих умов.

На отриманих зображеннях з препа-
ратів, забарвлених галоціанін-хромовим 
галуном (збільшення мікроскопа х400, 
1280x960 пікселів RGB), у 60 клітинах 
кожної пухлини за допомогою системи 
аналізу зображення ImageJ 1,46 визнача-
ли: площу перетину ядра клітини (Narea), 
питому оптичну щільність ядра клітини 
(NDM), інтегративну оптичну щільність 
ядра клітини (NIntDen), а також розрахо-
вували об’єм ядра (NV) та вміст у ньому 
сумарної кількості нуклеїнових кислот 
(NНК) і ДНК (NДНК) за формулами:

NV =¾•Narea
2•√(Narea/π) (1)

NНК(NДНК)=NIntDen•¾•Narea•√(Narea/π) (2)
У якості вихідної точки відліку для 

оцінки вмісту НК у ядрах пухлинних клі-
тин використали показники, прийняті 
за одиницю, притаманні ядрам лімфоци-
тів (2с), що знаходилися у стромі пухлин. 
Клітини кожної окремої пухлини ранжу-
вали за вмістом ДНК у ядрі. Отриману 
послідовність поділено на ранги з кро-
ком, який дорівнював середньому вмісту 
ДНК у ядрах лімфоцитів: Р1 — до 1, Р2 — 
1–2, Р3 — 2–3 і так далі. Клітини кож-
ної окремої пухлини при забарвленні 
НК ранжовано за Narea/NV. Отриману 
послідовність поділено на ранги за серед-
німи значеннями Narea/NV, встановлени-
ми для рангів за вмістом ДНК. У межах 
кожного рангу визначали абсолютну 
кількість клітин, середні значення Narea, 
NIntDen, NV, NДНК чи NНК. Вміст РНК 
у ядрах клітин обчислювали як різницю 
між NНК і NДНК для кожної пари рангів. 
Отримані цифрові дані опрацьовували 
стандартними статистичними методами.

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Проведені дослідження показали, 

що клітини НБ за вмістом ДНК можуть 
бути поділені на ранги від Р1 до Р10. 
Іноді в пухлинах виявляють поодинокі 
клітини, які за вмістом ДНК мають бути 

віднесені до більш високих рангів. Слід 
також зазначити, що в складі НБ клі-
тини з рангом Р5 становили <5%, а для 
більшості середніх значень оцінюваних 
параметрів р>0,05, тому вони не можуть 
бути використані для подальшого статис-
тичного аналізу.

Середній вміст ДНК у ядрах клітин 
пухлин у міру підвищення ступеня нео-
пластичної трансформації зменшується: 
ГН (4,68±0,21) — ГНБ (3,07±0,02) — НБ 
(2,14±0,03).

НБ ранжовано за середнім вмістом 
ДНК у ядрах їх клітин, що дозволило 
поділити їх на 3 підгрупи: диплоїдні 
(D — середній вміст ДНК у ядрах до 1,2), 
проміжні між ди- та тетраплоїдними 
(D+ — середній вміст ДНК у ядрах 
від 1,2 до 2,5), тетра- та гіперплоїдні 
(T+ — середній вміст ДНК понад 2,5) 
(рис. 1). Виявилося, що серед дослідже-
них ГН і ГНБ переважали пухлини Т+, 
а D в нашій вибірці були відсутні. Серед 
НБ’, порівняно з більш диференційова-
ними пухлинами, реєстрували суттєве 
переважання пухлин D+, та на відміну 
від вищезазначених показників суттєву 
питому частку становили пухлини під-
групи D (див. рис. 1).

Клітинний склад (спектр) НБ, ви-
значений за вмістом ДНК у їх клітинах, 
проявляє помірний ступінь залежності 

від ступеня диференціювання пухлин 
(рис. 2). У цілому в міру підвищення рівня 
анаплазії відбувається зміщення клітин-
ного спектра пухлини до зменшення 
відносної кількості клітин зі збільшеним 
вмістом ДНК у ядрах. Тобто клітинна ге-
терогенність зменшується у низці пухлин 
зі зростанням ступеня їх анаплазії.

Вміст РНК у ядрах клітин НБ до-
стовірно зменшується у міру зниження 
ступеня диференціювання пухлин (рис. 3). 
У ГН і ГНБ абсолютний вміст РНК зрос-
тає зі збільшенням кількості ДНК у ядрі. 
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Рис. 1. Співвідношення НБ різного 
ступеня диференціювання з різним 
середнім вмістом ДНК у клітинах

0

5

10

15

20

25

30

35

40

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

ÃÍ
ÃÍÁ
ÍÁ'

%

Рис. 2. Відносна кількість клітин різних рангів за вмістом ДНК в НБ різного ступеня 
диференціювання (ГН, ГНБ, НБ). Рх — ранги за вмістом ДНК
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Рис. 3. Абсолютний (а) та відносний (б) вміст РНК в ядрах клітин різних рангів 
за вмістом ДНК в НБ різного ступеня диференціювання (ГН, ГНБ, НБ’). РХ — ранги 
за вмістом ДНК
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У ГН вміст РНК у діапазоні рангів Р1–
Р4 (Р5) практично не змінюється, а далі 
проявляє тенденцію до збільшення. Від-
носний вміст РНК у ядрах клітин ГН після 
достовірного зменшення у клітинах D+ 
дещо зростає і залишається практично 
на одному рівні в клітинах Т+, незалежно 
від вмісту ДНК у ядрах їх клітин (див. 
рис. 3). У ГНБ і НБ відбувається значне 
зменшення вмісту РНК у ядрах пухлинних 
клітин у рангах Р1–Р3 (Р4), після чого спо-
стерігається тенденція до його збільшення.

Між вмістом ДНК, НК і розмірами 
ядер пухлин (Narea, NV) (рис. 4) існує 
пряма залежність до рангу Р6 (коефі-
цієнт кореляції 0,96–0,98). У клітинах, 
які належать до більш високих рангів, 
ці пропорції порушуються, а кореляція 
стає нижчою за значення, які вказують 
на пряму залежність між цими показ-
никами. Це пов’язано як із незначною 
кількістю таких клітин у складі пухлин, 
так і значною їх мінливістю. Такі клітини 
мають ядра з площею перетину понад 
55 мкм2 і об’ємом понад 320 мкм3.

Виявлена залежність між вмістом 
НК та розмірами ядер клітин пухлин до-
зволила вивести її математичний еквіва-
лент, який виражається рівнянням:

NДНК=Narea•(0,0482•lnNarea—k) (3)

Враховуючи достовірні відмінності 
щодо вмісту РНК у ядрах клітин пух-
лин різного ступеня диференціювання, 
значення змінної k (за умов налічення 
не менше ніж 300 пухлинних клітин) 
становить: ГН — 0,11, ГНБ — 0,1, 
НБ’ — 0,0703. Зіставлення результатів 
емпіричного та непрямого (розра-
хункового) визначення вмісту ДНК 
у клітинах НБ показало їхню поді-
бність: ГН — р<0,1 у діапазоні Р1–Р3, 
ГНБ — р<0,05 у діапазоні Р1–Р6, НБ’ — 
р<0,05 у діапазоні Р1–Р6 (рис. 5).

Таким чином, проведені дослідження 
показали, що різні за ступенем диференці-
ювання НБ є гетерогенними. Так, для до-
сліджених ГН і ГНБ притаманна наявність 
у їх складі значної частки клітин, у ядрах 
яких вміст ДНК більший за тетраплоїдний, 
що є ознакою хромосомної нестабільності 
[9]. Для НБ’, які серед досліджених пух-
лин найменш диференційовані, тільки 
частина пухлин має у своєму складі по-
ліплоїдні клітини та такі, що можуть бути 
визнані поліплоїдними. Інші НБ’, відпо-
відно, за відсутності ознак хромосомної 
нестабільності розвиваються за участю 
інших патогенетичних механізмів (мікро-
сателітна нестабільність тощо) [10]. Або 
ці пухлини зазнали звуження клітинного 
спектра за рахунок елімінації морфофунк-
ціональних типів клітин з порушеною 
системою життєзабезпечення.

Привертає до себе увагу той факт, 
що клітини НБ з вмістом ДНК понад 
4с зазвичай не виявляють ознак деге-
нерації (каріопікноз, лізис хроматину), 
що є достатньо типовим для пухлин 
інших гістогенетичних джерел [15]. При 
цьому відзначають зростання вмісту 
РНК в ядрах у міру збільшення кількості 
ДНК. Це можна розглядати як непряму 
ознаку активності геному і, відповідно, 
функціональної активності пухлинних 
клітин у цілому. Вищезазначене дає 
привід вважати, що поліплоїдні клітини 
НБ мають достатній рівень активності 
систем життєзабезпечення і не елімі-
нуються, як це притаманно пухлинам 
інших гістогенетичних джерел з хромо-
сомною нестабільністю [9, 15].

Різноманітність клітинного складу 
НБ за вмістом ДНК є непрямим по-
казником різноманітності властивостей 
та життєздатності пухлинних клітин. Отже, 
це є достатнім приводом для включення 
цього критерію до комплексної оцінки 
властивостей пухлини [6]. Але, оскільки 
вміст ДНК у ядрах пухлинних клітин за-
лежить не тільки від порушення механізму 
їх поділу, а й від активності їх синтезу, 
то плоїдність та проліферативну активність 
у пухлинах доцільно розглядати як одну 
змінну. Крім того, на нашу думку, може 
виявитися інформативною оцінка пролі-
феративної активності у різних сегментах 
клітинного спектра НБ, що вкаже на мор-
фофункціональний тип клітин, який ви-
значає потенції розвитку пухлини.

Виявлені залежності між розмі-
рами ядер пухлин НБ і вмістом у них 
ДНК, а також математичний опис цих 
залежностей, дають можливість визна-
чати плоїдність НБ при рутинному гіс-
тологічному дослідженні за умов оцінки 
не менше ніж 300 клітин.

ВИСНОВКИ
У низці НБ, у міру збільшення вира-

женості проявів дедиференціювання, від-
бувається зменшення середнього вмісту 
ДНК у пухлинних клітинах, клітинний 
спектр зміщується в бік клітин з низьким 
вмістом ДНК у ядрах, що веде до знижен-
ня рівня клітинної гетерогенності пухлин.

Збільшення вмісту РНК у ядрах 
поліплоїдних клітин НБ, яке свідчить 
про певний ступінь збереження функ-
ціональної активності геному, може 
бути використане як непрямий показ-
ник життєздатності клітин та виділення 
їх морфофункціональних типів, певною 
мірою здатних до диференціювання.

Виходячи з наявності прямої за-
лежності між вмістом ДНК у ядрі клітин 
НБ та його розмірами, каріометричні 
показники можуть використовуватися 
для непрямого визначення плоїдності 
клітин без застосування складних методів 
забарвлення, що підвищить об’єктивність 
та достовірність оцінки пухлин у рутинній 
патогістологічній практиці.
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Рис. 4. Співвідношення розмірів ядра 
(мкм2) та вміст у ньому НК (NNA — 
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Содержание нуклеиновых кислот в ядрах клеток 
нейробластом разной степени дифференциации
А.Н. Грабовой, М.Б. Зарецкий, O.И. Василишин

Национальный институт рака, Киев

Резюме. В нейробластомах по мере увеличения выра-
женности проявлений дедифференцирования происходит 
уменьшение среднего содержания ДНК в опухолевых клет-
ках, клеточный спектр смещается в сторону клеток с низким 
содержанием ДНК в ядрах, что ведет к снижению уровня 
клеточной гетерогенности опухоли. Увеличение содержания 
РНК в ядрах полиплоидных клеток нейробластом, которое 
свидетельствует об определенной степени сохранения функ-
циональной активности генома, может быть использовано 
как косвенный показатель жизнеспособности клеток и вы-
деления их морфофункциональных типов, в определенной 
степени способных к дифференциации. Исходя из наличия 
прямой зависимости между содержанием ДНК в ядрах клеток 
нейробластом и его размерами, кариометрические показатели 
могут использоваться для косвенного определения плоидности 
клеток без применения сложных методов окраски, что повысит 
объективность и достоверность оценки опухолей в рутинной 
патогистологической практике.

Ключевые слова: нейробластома, ядро, нуклеиновые кислоты.

Content of nucleic acids in nuclei of neuroblastoma 
cells with various differentiation degrees
A.N. Grabovoy, M.B. Zaretskyi, O.I. Vasylyshin

National cancer institute, Kyiv

Summary. In neuroblastoma with increasing of de-differen-
tiation, reduction of the average DNA content in cancer cells has 
occurred; the cell range has shifted to a cells with low DNA content 
of the nucleus what leads to decreasing of level of tumor cellular 
heterogeneity. Increasing of RNA content in neuroblastomas poly-
ploid nucleus suggests about certain degree of the functional activity 
preserving of the genome; it can be used as an indirect indicator 
of cell viability and selection of their morphological and functional 
types which are able, to some extent, to differentiate. Based on the 
availability of a direct dependence between the content of DNA 
in the nuclei of cells of neuroblastoma and nucleus’ size, kariometric 
values may be used to indirectly determine the ploidy of the cells 
without using of complex staining techniques, and that will enhance 
the objectivity and reliability of tumors’ assessment in routine his-
topathological practice.

Key words: neuroblastoma, nucleus, the nucleic acid.


