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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ
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ÂÎÇÄÅÉÑÒÂÈÈ ÎÁËÓ×ÅÍÈß È ÕÈÌÈÎÒÅÐÀÏÈÈ

Резюме. Проведенным электронно-микроскопическим ис-
следованием в эксперименте на крысах опухоленосителях по-
казано, что клетки аденокарциномы Герена чувствительны 
к действию Цисплатина и через 24 часа после его введения на-
ступают повреждения ядерного аппарата опухолевых клеток 
и вступления клеток на путь апоптоза. Цисплатин не уве-
личивает радиочувствительность опухолевых клеток. Исполь-
зование Таксотера дозой 8 мг/кг через сутки практически 
не оказывает влияния на ультраструктуру клеток карциномы 
Герена, однако лучевая терапия на фоне его введения приво-
дит к гибели подавляющего большинства опухолевых кле-
ток. Введение Этопозида дозой 5 мг/кг массы тела приводит 
к торможению процессов митотического деления клеток, 
а совместное применение Этопозида и лучевой терапии уси-
ливало действие каждого из них. 
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Введение
Перспективным направлением повышения 

эффективности лучевой терапии злокачествен-
ных новообразований, многие авторы считают 
применение различных способов радиомодифи-
кации и, в частности, хемосенсибилизацию [7].

Данные литературы последних лет и ранее 
выполненные собственные исследования сви-
детельствуют о значительном радиосенсиби-
лизирующем действии таких химиотерапевти-
ческих агентов, как Таксаны, Этопозид, Цис-
платин, эффективность которых наблюдалась 
и при использовании в субтерапевтических 
дозах [3-6]. Способ хемосенсибилизации при-
влекает своей простотой, а также тем, что при  
использовании цитостатиков в различных ре-
жимах можно контролировать выраженность 
токсических эффектов. Вместе с тем, часть 
вопросов, связанных с развитием этого перс-
пективного направления, требуют дальнейшей 
научной проработки. Прежде всего, это касает-
ся проблемы оптимального соотношения дозы 
химиопрепарата, режима фракционирования 
облучения и, особенно, определения объек-
тивных критериев эффективности терапевти-
ческого воздействия. По мнению ряда авторов 
гистоморфологическое исследование, в том 
числе и электронная микроскопия, позволяют 
дать наиболее полную характеристику ответа 
опухоли на терапевтическое воздействие [1, 2].

Цель исследования
Оценить ультраструктурные нарушения ор-

ганелл клеток аденокарциномы Герена у крыс 
при воздействии облучения и химиотерапии.

Материалы и методы исследований
В эксперименте на крысах опухоленосителях 

проводились электронно-микроскопические 
исследования клеток аденокарциномы Гере-
на, интактной опухоли, облучённой и подвер-
женной воздействию Цисплатина, Таксотера, 
Этопозида, а также при их сочетании с луче-
вой терапией. 

Для электронно-микроскопического иссле-
дования производился субоперационный забор 
кусочков ткани опухоли, которые сразу пос-
ле иссечения помещали для предварительной 
фиксации в 2,5 % забуференный раствор глюта-
рового альдегида на 3-7 часов при температуре 
4-5 °С. После окончания предварительной фик-
сации ткань промывали в буферном растворе и 
переносили для окончательной фиксации в 1 % 
забуференный раствор четырехокиси осмия на 
2-3 часа при температуре 4°С. После обезвожи-
вания в спиртах возрастающей концентрации и 
ацетоне, ткань пропитывали в смеси эпоксид-
ных смол (эпон-аралдит) и заключали в блоки 
по общепринятым методикам. Полимеризацию 
блоков проводили в термостате при температу-
ре 60 °С в течение 2-х суток.

Из полученных блоков, на ультрамикротоме 
УМТП-3, изготавливали ультратонкие срезы, 
которые после контрастирования цитратом 
свинца и уранил ацетатом изучали под элект-
ронным микроскопом ЭМВ-100БР при ускоря-
ющем напряжении 75 Кв. 

Результаты исследований и их обсуждение
Электронно-микроскопическое исследова-

ние препаратов интактной карциномы Герена 
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выявило, что опухолевые клетки располагают-
ся полями, вокруг которых находятся участ-
ки некроза. Клетки аденокарциномы Герена 
разделены электронно прозрачными проме-
жутками и соединяются только в отдельных 
местах простыми контактами или десмосома-
ми. В некоторых случаях они тесно прилегают 
одна к другой. Свободная поверхность часто 
образует цитоплазматические ворсинки. Ядра 
опухолевых клеток округлые, иногда имеют 
извилистый контур, содержат глыбки кон-
денсированного хроматина и большие четкие 
ядрышки. В электронно плотной цитоплаз-
ме расположены многочисленные свободные 
рибосомы и полисомы, небольшие округлые 
цистерны гранулярной эндоплазматической 
сети, заполненные темной аморфной субстан-
цией, мелкие митохондрии и лизосомы. В не-
которых клетках обнаруживались как единич-
ные липидные капли, так и в виде скоплений 
липидных включений (рис. 1а). 

Встречаются митотически делящиеся клет-
ки. Очень редко обнаруживаются клетки, на-
ходящиеся в состоянии апоптоза, на что ука-
зывают характерного вида ядра (рис. 1б). Хро-
матин в них большей частью конденсирован 

и представляет собой плотные темные массы, 
расположенные на периферии ядра. Централь-
ная часть ядерного матрикса теряла электрон-
ную плотность. Зачастую наблюдалась фраг-
ментация цитоплазмы.

Через 1 сутки, после фракционного облуче-
ния опухоли суммарной дозой 10 Гр в препара-
тах определяются скопления жизнеспособных 
клеток, ультраструктура которых остается та-
кой же, как и в интактной опухоли. Ультра-
структурная организация опухолевых клеток 
была подвержена различным изменениям. Од-
ни клетки имеют ядра причудливой формы, 
ядерная мембрана образует глубокие инваги-
нации. В некоторых ядрах хроматин собира-
ется темными глыбами, ассоциированными с 
нуклеолеммой (рис. 2а), что может быть одним 
из первых признаков апоптоза. Встречаются 
опухолевые клетки, подверженные некрозу 
(рис. 2б). 

В цитоплазме отдельных клеток содержит-
ся много расширенных цистерн гранулярной 
эндоплазматической сети, в других – фагосо-
мы разного размера и структуры. Появляются 
темные, функционально неактивные клетки. 
В непосредственной близости от опухолевых 

а б

Рис. 1. Ультраструктура клеток интактной карциномы Герена, × 8000: 

а – соединение клеток простым контактом и десмосомами; б – опухолевые клетки в состоянии апоптоза

а б

Рис. 2. Ультраструктура клеток карциномы Герена через сутки после фракционного облучения суммарной дозой 10 Гр, 

× 8000: а – темная, функционально неактивная клетка с глыбчатым хроматином, клетка с ядром уродливой формы; 

б – некротическая опухоль с апоптическим ядром



ХАРКІВСЬКА ХІРУРГІЧНА ШКОЛА № 6(63) 201320

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

клеток часто находятся сегментоядерные лей-
коциты, что может свидетельствовать о про-
цессах воспаления.

Исследование ультраструктуры клеток кар-
циномы Герена через 24 ч после введения Цис-
платина в дозе 6 мг/кг показало, что ее клетки 
располагаются достаточно большими полями 
и изредка соседствуют с участками некроза. 
Но в популяции опухолевых клеток резко сни-
жается количество нормальных форм. На фоне 
высокой митотической активности появляют-
ся патологические митозы (рис. 3а), ядра урод-
ливой формы (рис. 3б). Фрагментированные 
ядра, как и двуядерные клетки, встречаются 
достаточно часто. 

Увеличивается количество клеток, находя-
щихся в состоянии апоптоза (рис. 3в). Значи-
тельно активируется и фагоцитоз в опухоле-
вых клетках. В препаратах встречаются группы 
клеток, цитоплазма которых содержала мно-
гочисленные электронно прозрачные вакуоли 
(рис. 3г). Все это указывает на высокую проти-
воопухолевую эффективность Цисплатина.

Облучение крыс через 24 часа после вве-
дения Цисплатина, клетки карциномы рас-
полагались полями, окруженными участками 
некроза. Их ультраструктура не отличается от 
интактной нормы.

Как и при действии только облучения, в от-
дельных клетках, наблюдаются ядра с глу-
бокими инвагинациями ядерной мембраны 
и расширенными цистернами гранулярной 
эндоплазматической сети. В единичных слу-
чаях в цитоплазме присутствовали вакуоли, 
фагосомы и липидные капли. Митотическая 
активность находится на границах колебания 
нормы и недостоверно отличается от этого по-
казателя в серии с одним облучением. Но про-
цессы апоптоза при этих условиях выражены 
достаточно заметно. В препаратах присутство-
вали клетки с фрагментированными ядрами, 
что характерно для апоптоза.

Через 1 сутки после введения Таксотера до-
зой 8 мг/кг в карциноме Герена наблюдают-
ся большие поля опухолевых клеток и участ-
ки некроза. Большинство опухолевых клеток 
представлена формами, ультраструктура кото-
рых соответствует интактным клеткам. Только 
в небольшом количестве опухолевых клеток на-
ходятся расширенные цистерны гранулярно-
го эндоплазматического ретикулума (рис. 4а), 
заполненные мелко гранулярной субстанци-
ей. Пластинчатый цитоплазматический ком-
плекс Гольджи гипертрофирован, что может 
указывать на дифференциацию этих клеток 
с усилением белково-синтетической активно-

а б

в г

Рис. 3. Ультраструктура клеток карциномы Герена через 24 часа после введения Цисплатина в дозе 6 мг/кг, × 8000: 

а – патологический митоз в ОК; б — ядро уродливой формы; в – апоптоз в ОК с фрагментированным ядром; 

г – вакуолизация цитоплазмы
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сти. Иногда в цитоплазме опухолевых клеток 
локализовались вторичные лизосомы. Ядра 
отдельных клеток приобретают причудливый 
вид (рис. 4б) и фрагментируются. Изредка 
в препаратах обнаруживаются двуядерные 
клетки. Небольшое количество опухолевых 
клеток находятся в состоянии апоптоза. Ха-
рактерным является достоверное снижение 
количества клеток в состоянии митоза.

В серии экспериментов, где облучение опу-
холи Герена проводили через 1 сутки пос-
ле введения Таксотера, было установлено, что 
совместное действие этих факторов вызыва-
ет гибель большинства клеток карциномы. 
Основной объем опухоли занимает некроти-
зированная ткань, а жизнеспособные клет-
ки располагаются небольшими скоплениями 
только вокруг сосудов.

Их митотическая активность резко и до-
стоверно снижена, как по сравнению с этими 
показателями в группе интактного контроля, 
так и в группе только облученных опухолей. 
Наряду с этим в препаратах обнаруживают-

ся опухолевые клетки с ультраструктурными 
перестройками подобными тем, которые на-
блюдались при действии только облучения без 
введения Таксотера. В них изменялись форма 
ядра, в цитоплазме определялись отдельные 
вакуоли, липидные включения, расширенные 
цистерны гранулярного эндоплазматического 
ретикулума. 

Под воздействием Этопозида в дозе 5,0 мг/кг 
наблюдается выраженный полиморфизм опу-
холевых клеток. В препаратах преобладают 
клетки нормального вида, а также те, в ко-
торых заметно расширены цистерны грану-
лярного эндоплазматического ретикулума по 
структуре сходные с опухолевыми клетками, 
подверженными воздействию облучения. Оп-
ределяются формы с длинными вытянутыми, 
округлыми и угловатыми цистернами грану-
лярной эндоплазматической сети. У многих 
клеток гипертрофирован пластинчатый ци-
топлазматический комплекс Гольджи. Обра-
щает внимание также наличие клеток с урод-
ливым ядром и большим количеством очень 

а б

Рис. 4. Ультраструктура клеток карциномы Герена через 24 часа после введения Таксотера дозой 8 мг/кг, × 8000. 

а — расширение цистерн гранулярной эндоплазматической сети, гипертрофия пластинчатого цитоплазматического 

комплекса Гольджи, фагосома в цитоплазме; б — ядра причудливой формы, вакуоли в цитоплазме, гипертрофия плас-

тинчатого цитоплазматического комплекса Гольджи

а б

Рис. 5. Ультраструктура клеток карциномы Герена через 24 часа после введения Этопозида в дозе 5,0 мг/кг, × 8000: 

а — темные митохондрии в цитоплазме; б – включения липидов
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темных митохондрий (рис. 5а). Достаточно 
часто в цитоплазме выявлялись первичные и 
вторичные небольшого размера лизосомы как 
плотной, так и рыхлой консистенции. Еди-
ничные клетки содержали скопления больших 
липидных тел в цитоплазме (рис. 5б), что мо-
жет свидетельствовать об их гибели. Введение 
препарата влияло также и на процессы деле-
ния. В препаратах присутствовали отдельные 
двуядерные клетки. Уменьшалось количество 
митозов.

Наиболее распространенными формами кле-
ток в опухоли Герена после введения Этопозида 
с последующим облучением являются клетки, 
которые имеют расширенные цистерны грану-
лярной эндоплазматической сети разной фор-
мы. Содержание цистерн варьировало по плот-
ности от темных до электронно пустых.

В этой серии экспериментальных живот-
ных в ткани опухоли обнаруживается значи-
тельное количество темных функционально 
неактивных клеток. Часть клеток имела ядра 
уродливой формы, в матриксе которых распо-
лагалось крупное плотное ядрышко, а в элект-
ронно плотной цитоплазме определяются мел-
кие митохондрии с очагами деструкции крист, 
редуцированный пластинчатый цитоплазма-
тический комплекс Гольджи, лизосомы и ли-
пидные капли. В других – ядро и цитоплазма 
настолько темные, что на их фоне органеллы 
выглядят как вакуоли и невозможно было ус-
тановить их происхождение. 

Но наиболее характерными при совмест-
ном действии Этопозида и облучения являют-
ся выраженные процессы фагоцитоза. В одних 
клетках можно найти первичные и вторич-
ные лизосомы и остаточные тельца (рис. 6а), 
в других – огромные фагосомы, которые ино-
гда заполняют почти всю цитоплазму, оттес-
няя ядро на периферию (рис. 6б). Следует от-
метить угнетение митотической активности 
под воздействием обоих факторов.

Проведенное исследование показало, что 
фракционированное рентгеновское облуче-

ние суммарной дозой 10 Гр мало изменяет 
структурно-функциональное состояние кле-
ток карциномы Герена. Вместе с тем эта опу-
холь является значительно чувствительной 
к действию Цисплатина, введение которого 
уже через 24 ч приводит к выраженным по-
вреждениям ядерного аппарата опухолевых 
клеток и росту апоптической гибели. Одна-
ко, следующее облучение после введения Ци-
сплатина полностью нивелирует его действие 
и ультраструктура большинства клеток почти 
не отличается от той, которая наблюдается при 
действии только радиационного фактора, за 
исключением активации процессов апоптоза.

Можно допустить, что в этом феномене 
определенную роль играют свойства Циспла-
тина. Этот препарат не блокирует митотиче-
скую активность и даже ее увеличивает, не 
приводя к радиосенсибилизации клеток кар-
циномы Герена, которые являются достаточно 
стойкими к облучению, стимулирует апоп-
тоз и, очевидно, действует кратковременно. 
В связи с этим можно представить такой сцена-
рий развития событий. Введение Цисплатина 
приводит к повреждениям в опухоли Герена и 
активизирует процессы деления. В отсутствии 
дополнительных доз препарата на протяже-
нии 3-х суток, которые проходят от момента 
инъекции до забоя животных, ткань карцино-
мы освобождается от необратимо пораженных 
клеток путем апоптоза, а достаточно высокая 
митотическая деятельность компенсирует их 
потерю. Поскольку Цисплатин не усиливает 
радиочувствительность опухоли, действие об-
лучения вызывает те же самые изменения, что 
и в отсутствие препарата. 

При использовании Таксотера дозой 8 мг/кг
через 1 сутки отмечаются незначительные из-
менения ультраструктуры карциномы Герена 
на фоне вероятного падения митотической ак-
тивности, тогда как совместное действие это-
го препарата и облучения приводило к ги-
бели подавляющего большинства опухолевых 
клеток.

а б

Рис. 6. Ультраструктура клеток карциномы Герена через 24 часа после введения химиопрепарата и облучения, × 8000: 

а – вторичные лизосомы и остаточные тельца; б – гигантская фагосома, оттесняющая ядро
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В этом случае, очевидно, Таксотер не только 
тормозит процессы деления, но и длительно 
сенсибилизирует клетки карциномы к дейс-
твию радиации, что приводит к их гибели при 
следующих курсах облучения, а низкий уро-
вень митотической активности не дает воз-
можности нормального течения процессов 
обновления.

Однократное введение Этопозида дозой 
5 мг/кг массы тела также приводило к процес-
сам дифференциации и торможения деления 
клеток в опухолевой ткани. Совместное при-
менение Этопозида и лучевой терапии усили-
вало действие каждого из них в отдельности. 
При этом не только возрастает белково-син-
тетическая деятельность опухолевых клеток, 
которую вызывает оба фактора, и появляются 
функционально неактивные клетки, что ха-
рактерно для действия облучения, но и значи-
тельно стимулируются процессы фагоцитоза, 
а уровень митотической активности снижа-
ется относительно аналогичных показателей 
в интактной опухоли.

Выводы
1. Фракционированное рентгеновское об-

лучение суммарной дозой 10 Гр мало изменяет 
ультраструктурную организацию клеток кар-
циномы Герена. 

2. Опухолевые клетки карциномы Герена 
чувствительны к действию Цисплатина, введе-
ние которого уже через 24 ч приводит к выра-
женным повреждениям ядерного аппарата и по-
явлению клеток вступивших на путь апоптоза. 

3. Введение Цисплатина не влияет на пос-
ледующее облучение и ультраструктура боль-
шинства клеток почти не отличается от той, 
которая наблюдается при действии только ра-
диационного фактора.

4. Введение Таксотера дозой 8 мг/кг через сут-
ки практически не изменяет субмикроскопиче-
ское строение клеток карциномы Герена, тогда 
как последующее облучение приводит к гибели 
подавляющее количество опухолевых клеток.

5. Однократное введение Этопозида дозой 
5 мг/кг массы тела замедляет процесс деления 
клеток в опухолевой ткани. Совместное при-
менение Этопозида и лучевой терапии усили-
вало действие каждого из них в отдельности. 
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ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ

Резюме. Проведеним електронно-мікроскопічним дослі-
дженням в експерименті на щурах носіях пухлини показано, 
що клітки аденокарциноми Герена чутливі до дії Цисплатину 
і через 24 години після його введення настають пошкодження 
ядерного апарату пухлинних клітин і вступу клітин на шлях 
апоптозу. Цисплатин не збільшує радіочутливість пухлинних 
клітин. Використання Таксотера дозою 8 мг/кг через добу 
практично не впливає на ультраструктуру клітин карциноми 
Герена, проте променева терапія на тлі його введення при-
зводить до загибелі переважної більшості пухлинних клітин. 
Введення Етопозіда дозою 5 мг/кг маси тіла призводить до 
гальмування процесів мітотичного ділення клітин, а спіль-
не вживання Етопозіда і променевій терапії підсилювало дію 
кожного з них. 

Ключові слова: аденокарцинома Герена, ультраструктура 
пухлинних клітин, променева терапія, Цисплатин, Таксотер, 
Етопозід. 

Summary. By the electronic-microscopic investigation during the 
experiment with tumor-bearing rats, it is shown that the Heren ad-
enocarcinoma cells are sensitive to the effect of the сisplatin, and 
24 hours after injection the damages of the atom apparatus of the tu-
mor cells take place and the cells take the apoptosis path. The cispla-
tin does not increase radiosensitivity of the tumour cells. Application 
of the taxotere with a 8 mg/kg dose in 24 hours practically produce 
no influence on the ultrastructure of the Heren carcinoma cells, how-
ever, the radiation therapy on the background of its injection leads to 
death of the majority of the tumour cells. Injection of the etoposide 
with a 5 mg/kg dose of the body mass leads to suppression of the in-
direct cell division processes, and joint application of the etoposide 
and the radiation therapy enhanced activity of any of them. 

Key words: Heren adenocarcinoma, ultrastructure of tumour cells, 
radiation therapy, cisplatin, taxotere, etoposide. 
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