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Введение
Саркомы мягких тканей (СМТ) – агрессивные опу-

холи с высокой степенью рецидивирования. Радикальная 
резекция в пределах здоровых тканей позволяет снизить 
процент рецидивов до 25-30% без последующей терапии. 
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Резюме
Целью исследования было выявить в сравнительном аспекте отличительные особенности содержания дНк и распре-
деления клеток по фазам клеточного цикла рецидивных СМт. Методом проточной цитофлуориметрии проводили дНк-
цитометрию в опухолевой ткани 30 первичных сарком мягких тканей (t2a-2bn0M0) и 30 – рецидивов СМт (t2-3n0M1). 
анализировали плоидность опухоли и  распределение клеток по фазам клеточного цикла.  результаты. Выявлен ряд 
различий дНк-цитометрических показателей первичных и рецидивных СМт, которые заключаются: в увеличении доли 
анеуплоидных опухолей при рецидивах, числа опухолей с ИдНк в пределах митотического цикла, увеличение доли клеток 
в G2+M- фазе диплоидных и анеуплоидных опухолей и снижение в S-фазе анеуплоидных. Показано, что при степени 
дифференцировки G2 доля клеток в фазах G2+M, S- и ИП рецидивных СМт значимо ниже параметров первичных. 
Увеличение доли клеток в G2+M-фазе и снижение темпов пролиферации рецидивных СМт в зависимости от стадии 
показаны только при III стадии. Выводы. Выявленные особенности содержания дНк и параметров клеточного цикла 
опухолевых клеток сарком мягких тканей позволят приблизиться к пониманию биологических основ рецидивирования 
этого злокачественного заболевания.
Ключевые слова: дНк-цитометрия, рецидивы сарком мягких тканей, проточная цитофлюориметрия

Summary 
the goal of comparative investigation was to reveal the distinctive features of the DnA content and cell distribution in the phases 
of the cell cycle of recurrent StS. DnA cytometry in the tumor tissue of 30 primary soft tissue sarcomas (t2a-2bn0M0) and 30 
StS recurrences (t2-3n0M1) was carried out using the method of flow cytofluorometry. the tumor ploidy and cell distribution in 
the cell cycle phases were analyzed. Results. A number of differences in the DnA cytometric parameters of primary and recurrent 
StS have been revealed, they include: an increase in the proportion of aneuploid tumors in case of recurrence, the number of 
tumors with DnA index within the mitotic cycle, an increase in the proportion of cells in G2+M- phase of diploid and aneuploid 
tumors and a decrease in S- phase of aneuploid ones. It has been shown that with a G2 differentiation degree, the proportion 
of cells in G2+M, S- and IP of recurrent StS is significantly lower than the primary parameters. An increase in the proportion 
of cells in G2+M- phase and a decrease in the rate of proliferation of recurrent StS, depending on the stage, are shown only 
in case of stage III. Conclusion. the revealed features of DnA content and cell cycle of tumor cells of soft tissue sarcomas will 
allow to approach to understanding of biological bases of recurrence of this malignant disease.
Key words: DnA cytometry, recurrent of soft tissue sarcomas, flow cytofluorometry
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После ампутаций и экзартикуляций рецидивы возникают 
в 10-15% случаев [1]. В связи с высокой частотой рециди-
вирования СМТ актуален поиск ее причин.

Выяснение биологических особенностей рецидив-
ных сарком мягких тканей представлено немногочислен-
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ными исследованиями. Так, Златник Е.Ю. и соавторы [2] 
изучали иммунологическое микроокружение первичных и 
рецидивных сарком мягких тканей методом проточной ци-
тофлюориметрии Авторы считают, что различия состояния 
локального иммунитета объясняют развитие рецидивов 
сарком мягких тканей. В ткани рецидивных опухолей по 
сравнению с первичными при III стадии заболевания иссле-
дованием обнаружено высокое содержание Tregs и низкое 
- CD3+CD8+. Наиболее высокие уровни DN T- лимфоцитов
отмечены в рецидивных недифференцированных саркомах.
Другие авторы обнаружили, что в процессах потенциаль-
ного рецидивирования онкотрансформированных клеток
сарком мягких тканей могут играть значимую роль пока-
затели копийности апоптоз-регулирующих генов [3].  Про-
веденное исследование продемонстрировало статистически
достоверное уменьшение копийности генов BAX, BCL2,
CASP3 и CASP8 в рецидивирующих СМТ по сравнению с
первичными опухолями, а также статистически значимые
различия этих нозологических групп по частоте проявления
копийности генов BAX, CASP9, CASP8 и Р53. 

Другим биологическим свойством, определяющим 
интенсивность роста опухоли является соотношение 
доли клеток в состоянии митоза и фактором клеточных 
потерь (ФКП) [4]. Базанов К.В. [5], исследуя кинетиче-
ские параметры рецидивов различных локализаций, по-
казал что интенсивный рост рецидивных очагов СМТ 
обусловлен низкими показателями ФКП при слабой ми-
тотической активности этого вида опухолей. Также рост 
опухоли усиливается при меньшей длительности клеточ-
ного цикла в паренхиме опухоли [6]. 

На основании современных литературных данных 
показано, что исследований биологических параметров 
первичных и рецидивных опухолей мягких тканей недо-
статочно для понимания причин рецидивирования СМТ. 
Исследование различных свойств опухолевых клеток 
рецидивных СМТ позволит определить потенциальные 
прогностические факторы течения данного заболевания. 

В связи с вышесказанным, цель - выявление отли-
чительных особенностей содержания ДНК и распределе-
ния клеток по фазам клеточного цикла рецидивных СМТ, 
определение их связи с морфологическими параметрами 
опухолей. 

Материалы и методы 
В исследование были включены 60 пациентов, сре-

ди которых 30 составили больные первичными саркома-
ми мягких тканей и 30 – рецидивами СМТ. Исследуемые 
группы сопоставимы по возрасту, полу. Верификация 
опухолей осуществлена с помощью стандартного мор-
фологического исследования.  В исследование включены 
СМТ, распределенные следующим образом: 

• по гистологическому строению. Перичные опу-
холи - недифференцированная плеоморфная саркома – 
23 (76,6 %), лейомиосаркома – 5 (16,7%), синовиальная 
саркома - 2 (6,7 %) пациентов. Рецидивные опухоли - не-
дифференцированная плеоморфная саркома – 25 (83,3%), 
лейомиосаркома – 3 (10,0%), синовиальная саркома -  2 
(6,7 %) пациентов.

• по стадиям. Первичные опухоли – IIв   - 11
(36,7%), III  - 16 (53,3%), IIа - 3 (10%) пациентов. Реци-
дивные опухоли - IIв   - 10 (33,4 %),  III  - 19 (63,3%), IIа 
стадия  - 1 (3,3%) пациентов.

• по степени дифференцировки опухоли. Первич-
ные опухоли - низкодифференцированная опухоль (G3) - 
17 (56,6 %), умереннодифференцированная опухоль (G2),  
- 8 (26,7%), высокодифференцированная опухоль (G1),
- 5 (16,7 %) пациентов. Рецидивные опухоли - низкодиф-
ференцированная опухоль (G3)  - 23 (76,6%), умеренно-
дифференцированная опухоль (G2) – 5 (16,7 %), высоко-
дифференцированная опухоль (G1) – 2 (6,7 %) пациентов.

 Следовательно, исследуемые группы сопоставимы 
по морфологическим параметрам и большинство пред-
ставлено недифференцированной плеоморфоной сар-
комой, чаще выявляется III стадия процесса и степень 
дифференцировки  опухоли G3. От каждого пациента 
получено добровольное информированное согласие на 
проведение исследования.

Методом проточной цитофлуориметрии определе-
но  содержание ДНК в опухолевой ткани (FACS Canto II, 
Becton Dickinson, USA) с помощью Cycle TESTTMPLUS 
DNA ReagentKit. Для обработки полученных данных 
использована компьютерная программа ModFit LT, по-
зволяющая анализировать плоидность опухоли и  рас-
пределение клеток по фазам клеточного цикла. Степень 
анеуплоидии определена по индексу ДНК (ИДНК) (соот-
ношение значения канала пика G0/G1 опухолевого и нор-
мального (диплоидного) образца. Индекс пролиферации 
(ИП) вычисляли как суммарное число клеток опухоли, 
находящихся в S- и G2+М-фазах клеточного цикла. Ста-
тистическая обработка полученных данных осуществле-
на с помощью критерия Стьюдента. 

Результаты и обсуждение 
При изучении ДНК-цитометрических параметров в 

группе первичных СМТ выявлено незначительное преоб-
ладание анеуплоидных опухолей в 53,3% (16 из 30 опухо-
лей), против 46,7% диплоидных (14 из 30).  Количество 
анеуплоидных опухолей в группе с рецидивами СМТ со-
ставило 70% (21 из 30 опухолей) против 30% диплоид-
ных (9 из 30). Среднее содержание анеуплоидных клеток 
составило  43,2±4,6 % против  39,9±5,3% при первичных 
и рецидивных СМТ соответственно. Индекс ДНК равен 
в среднем 2,04±0,2 в группе первичных СМТ, а в случае 
рецидивов - 2,3±0,2. Анеуплоидия в пределах митотиче-
ского цикла (ИДНК= 1,1-1,84) выявлена для первичных 
СМТ: в 31,25% (5 из 16), в 25% случаев отмечены тетра-
плоидные (ИДНК=1,85-2,15) опухоли (4 из 16), в 43,8% 
- многоклоновые опухоли (7 из 16); для рецидивных -  в
52,4% (11 из 21), в 19% (4 из 21) и  в 28,6% (6 из 21) со-
ответственно.

При анализе распределения клеток по фазам клеточ-
ного цикла в среднем по группам показано: первичные  
- доля клеток в G0/1-фазе составила 75,5±4,9%,  в G2+M-
фазе клеточного цикла составила 2,2±0,5%, а в S-фазе
- 22,7±3,5%,  ИП - 25,1±3,2%; рецидивные - 82,2±3,6%,
5,2±1,1%, 12,6±2,4% и 17,9±3,7%, соответственно.



97

OTHER ARTICLES

№05 (160) may 2018 GYNECOLOGY

Анализ кинетики клеточного цикла диплоидных и 
анеуплоидных опухолей показывает увеличение в 2 раза 
для диплоидных и в 2,1 раза для анеуплоидных рецидив-
ных опухолей доли клеток в G2+M-фазе клеточного цик-
ла в сравнении с первичными опухолями (таблица 1). 

Темпы пролиферации первичных анеуплоидных 
опухолей в 2,1 раза превосходят аналогичный показатель 
рецидивных, при практически одинаковых значениях у 
диплоидных опухолей, что сопровождается  возрастани-
ем в 1,6 раза ИП первичных анеуплоидных опухолей.

Ранее нами установлены различия кинетических 
параметров клеточного цикла первичных сарком в зави-
симости от степени дифференцировки опухоли и стадии 
опухолевого процесса [7].  В связи с этим, проанализи-
рована подобная связь в случае рецидивных форм СМТ.

При анализе кинетики клеточного цикла в тканях 
рецидивов СМТ выявлено снижение доли клеток в G0/
G1-фазе клеточного цикла от G1 к G3, что сопровожда-
ется значимым повышением доли клеток в S-фазе в 5 раз 
при G2 и 5,8 раз при G3, и, как следствие, увеличением 
индекса пролиферации в 4,1 и 4,7 раза, соответственно 
(p≤0,05). При этом статистически значимой разницы про-
анализированных значений между G2 и G3 не выявлено.

Распределение клеток по фазам клеточного цикла 
не обнаруживает достоверных различий в параметрах 
клеточного цикла между первичными и рецидивными 
опухолями при G1 и G3, для которых характерны одно-
направленные изменения, такие как, невысокие темпы 
пролиферации и индекс пролиферации при G1 и значи-
тельные при G3 (таблица 2). 

Достоверно значимые различия по трем из четырех ис-
следованных показателей выявлены при G2. Так, доля клеток в 
фазах G2+M-, S- и ИП рецидивных опухолей в 7,1;  4 и 4,3 раза 
ниже аналогичных показателей первичных опухолей (p≤0,05).

Анализ параметров клеточного цикла первичных и 
рецидивных СМТ в зависимости от стадии заболевания 
указывает на  увеличение доли анеуплоидных опухолей 
при IIb и III стадии рецидивных опухолей в сравнении с 
первичными опухолями аналогичных стадий (для IIb  - с 
37,5% при первичных до 71,4% при рецидивных;  для III 
стадии -  с 65% при первичных до 72,7% при рецидив-
ных). Значения среднего содержания анеуплоидных кле-
ток в рецидивных опухолях  IIb стадии превышают в 2,2 
раза показатель первичных. Для сравнения параметров 
клеточного цикла нами объединены IIa и IIb стадии реци-
дивных опухолей (таблица 3). Проведенный сравнитель-
ный анализ распределения клеток по фазам клеточного 
цикла первичных и рецидивных опухолей II стадии не 
выявил достоверных различий параметров, в связи с чем 
не различался и индекс пролиферации.

Параметры клеточного цикла рецидивных опухолей 
III стадии, наоборот, достоверно значимо отличаются от 
первичных.  Так, доля клеток в G2+M-фазе была выше в 
4,9 раза при рецидивных опухолях. При этом первичные 
опухоли III стадии характеризуются повышением темпов 
пролиферации в 1,9 раза.

Проведенный сравнительный ДНК-
цитометрический анализ параметров клеточного цикла 
выявил ряд различий первичных и рецидивных СМТ. 
При рецидивах СМТ показано увеличение доли ане-
уплоидных опухолей, чаще наблюдаются опухоли с 
ИДНК в пределах митотического цикла, тогда как при 
первичных СМТ чаще отмечены тетраплоидные и мно-
гоклоновые опухоли. Анеуплоидия опухолевых клеток 
традиционно рассматривается как показатель способ-
ности к инвазивному росту и метастазированию раз-
личных злокачественных новообразований [8] Нами 
обнаружен более высокий злокачественный потенциал 

Таблица1. Распределение клеток по фазам клеточного цикла диплоидных 
и анеуплоидных опухолей мягких тканей (%)

Примечания: 1 - отличия показателей достоверны по отношению к диплоидным опухолям соответствующей груп-
пы (p≤0,05); 2 - отличия показателей достоверны по отношению к первичным опухолям (p≤0,05).

Таблица 2. Распределение клеток по фазам клеточного цикла опухолей мягких тканей различной степени 
дифференцировки (%)

Примечания: 1- отличия показателей достоверны по отношению к G1 (p≤0,05); 2 - отличия показателей достовер-
ны по отношению к G2 (p≤0,05); 3 – отличия достоверны по отношению к соответствующей степени дифференци-

ровки первичных опухолей (p≤0,05).
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рецидивных опухолей, что позволяет говорить о раз-
личиях биологического поведения первичных и реци-
дивных СМТ в сторону агрессивности последних. Об 
этом же свидетельствуют увеличение доли клеток в 
G2+M- фазе и снижение в S-фазе рецидивных СМТ в 
сравнении с первичными опухолями.  Принято считать, 
что высокое содержание клеток в S и G2+M фазах сви-
детельствует о неблагоприятном прогнозе при многих 
злокачественных опухолях [9-11]. 

Однако, доля клеток в фазах G2+M, S- и ИП ре-
цидивных опухолей значимо ниже параметров первич-
ных СМТ при степени дифференцировки G2. В тканях 
рецидивов СМТ выявлено снижение доли клеток в G0/
G1-фазе клеточного цикла от G1 к G3, что сопрово-
ждается повышением доли клеток в S-фазе и, как след-
ствие, увеличением индекса пролиферации.  При IIb и 
III стадии рецидивных СМТ обнаружено увеличение 
доли анеуплоидных опухолей в сравнении с аналогич-
ными стадиями первичных опухолей. Увеличение доли 
клеток G2+M-фазе и снижение темпов пролиферации 
рецидивных СМТ в зависимости от стадии показаны 
только при III стадии. Принимая во внимание данные 
литературы о взаимосвязи кинетических параметров 
роста, структуры опухоли и фаз клеточного цикла, вы-
явленные корреляции СМТ с морфологическими пока-
зателями нам еще предстоит объяснить в дальнейших 
исследованиях [5,6].

Заключение
Таким образом, обнаруженные особенности содер-

жания ДНК и параметров клеточного цикла опухолевых 
клеток сарком мягких тканей позволят приблизиться 
к пониманию биологических основ рецидивирования 
этого злокачественного заболевания. Учитывая трудо-
емкость проточной цитофлуориметрии, в практическом 
смысле метод в дальнейшем может служить дополни-
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Таблица 3. Распределение клеток по фазам клеточного цикла рецидивных опухолей различных стадий (%)

Примечания: 1 - отличия показателей достоверны по отношению к стадии II соответствующей группы (p≤0,05); 
2 – отличия достоверны по отношению к соответствующей стадии первичных опухолей (p≤0,05).
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