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Методом серебрения исследовали качественные и количественные признаки ядрышка и ядрышковых 
организаторов в клетках метастазирующих (n=4) и неметастазирующих (n=21) сарком «Штиккера». 
Выяснили что, площадь ядра, площадь ядрышка и количество AgЯОР в клетках метастазирующей 
саркомы больше чем аналогичные параметры в неметастазирующем варианте опухоли и составляют: 
130.17 ± 12.75 мкм2, 23.52 ± 3.87 мкм2 и  13.00 ± 2.63 соответственно.  В неметастазирующем варианте 
саркомы «Штиккера» величина тех же параметров составляет: 79.99 ± 8.71 мкм2, 12.80 ± 3.41 мкм2 и 
9.19  ±  1.90  соответственно.  Однако  процент  клеток,  находящихся  непосредственно  в  состоянии 
деления  (клетки  с  невизуализируемым  ядрышком  и  ЯОР)  в  метастазирующем  вариате  меньше  и 
составляет  4.00  ±  0.08%.  В  неметастазирущем  варианте  опухоли  процент  клеток  находящихся  в 
стадии  деления  составил  20  ±  3.43%.  Исследования  биоптатов  опухоли  взятых  у  животных 
находящихся  на  разной  стадии  лечения  показали,  что  экспрессия  аргентофильных  белков 
уменьшается и, соответственно, морфология ядрышка и ЯОР в опухолевых клетках  изменяется, если 
она (опухоль) оказывается чувствительной к цитостатическому действия   химиопрепарата. Однако, 
скорость  изменения  морфологии  ядрышка  и  ЯОР,  в  процессе  лечения,  у  отдельных  пациентов 
различается,  что проявляется в различной скорости накопления в опухолевой популяции, клеток с 
сегрегированным аргентофильным материалом и клеток с микроядрышками.   

Ключевые слова и сокращения: опухоль, саркома «Штиккера», клетка, ядро, ядрышко, 
организаторы ядрышка (ЯОР), импрегнация серебром, химиотерапия, винкристин.

ВВЕДЕНИЕ.  
Венерическая  саркома или  саркома «Штиккера»  распространенная  патология среди 

как  бездомных  так  и  домашних  собак.  Однако  в  связи  с  тем,  что  эта  патология, 
относительно  успешно  излечивается  цитостатическими  химиопрепаратами  (13,  19), 
интерес к ней со стороны ветеринарных врачей и  ветеринарных биологов как к объекту 
исследования  невысок.  Тем  не  менее,  следует  отметить,  что  наши  знании  о  данной 
патологии  страдают  серьезными,  но  широко  не  озвучиваемыми,  пробелами.  Так  если 
брать  теоретическую  сторону  вопроса,  не  всех  специалистов  устраивает  версия  об 
имплантации аллогенных опухолевых клеток в слизистую оболочку реципиента, которому 
эти  клетки попадают от донора во время коитуса. Этот вопрос (или версия) тем более 
дискутабилен  так  как    имеют  место  случаи  заболевания  венерической  саркомой 
кастрированных сук не имеющих коитуса  уже в течении нескольких лет. И даже, если 
принять  версию о трансмиссии данной опухоли путем пересева  опухолевых клеток во 
время  коитуса,  это  не  противоречит  возможности  спонтанного  возникновения 
аналогичного неопластического процесса у некоторых индивидуумов, так как и исходная 
опухоль когда то, где то, у кого то, и в силу каких то причин должна была образоваться 
спонтанно,  а не способом пересева.  Кроме этого,  до сих пор дискутабилен и вопрос о 
гистогенезе  опухоли,  так  как  исследования  с  использованием  методов  гистохимии  и 
иммуногистохимии не дали, пока, однозначного ответа (25).

Если  абстрагироваться  от  чистой  теории  и  вернуться  к  клинической  практике,  то 
следует обратить внимание на следующие артефакты:

1  –  Хоть  и  редко,  но  имеют  место  клинические  случаи  устойчивости  саркомы 
Штиккера к химиотерапии (13, 16, 21, 30).

2  -   Редко,  но  имеют  место  клинические  случаи   саркомы  Штикера  быстро 
метастазирующей в регионарные лимфатические узлы (14, 18, 21, 23, 27, 29).
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3 -  Редко, но имеют место  случаи рецидива саркомы Штикера через некоторое время 
после окончания химиотерапии, вследствие ее слишком раннего прекращения (16, 30).

Из  всего  выше сказанного,  очевидно,  что  дальнейшее  изучение   саркомы  Штикера 
объективно необходимо как с клинической, так и с общебиологической точек зрения. В 
этой  связи  может  быть  интересным  исследование  уровня  экспрессии  аргентофильных 
белков ядрышковых организаторов (AgЯОР) в клетках опухоли .

Район ядрышкового организатора (ЯОР) – это участок хромосомной ДНК, кодирующей 
рибосомную  РНК  (цистроны  рДНК)   и   представленный  множественными  (несколько 
сотен) копиями генов рРНК: на каждом из которых синтезируются высокомолекулярные 
РНК-предшественники,  которые превращаются  в  короткие  молекулы РНК, входящие  в 
состав субъединиц рибосом (1,  2, 4).  В рутинных   гистологических и цитологических 
исследованиях   применяется  метод  серебрения,  который  визуализирует  материал 
белковой или липопротеидной природы ассоциированный с ЯОР и принимающий участие 
в  их  функционировании.  Техника  окрашивания  коллоидным  серебром  для  выявления 
белков,    ассоциированных  с  ЯОР,  высоко  специфична  и  данный  метод  получила 
общепринятое название AgЯОР (1, 4, 9).

Морфология ядрышка и число Ag-позитивных ЯОР в клетках, в нормальных условиях, 
генетически  обусловлены  и  зависят  от  типа  изучаемой  ткани,  уровня  ее 
дифференцировки,  уровня ее пролиферативной активности и фазы клеточного цикла (1, 3, 
4, 6, 7, 8, 9, 11), но могут изменятся при адаптивной или патологической трансформации 
клеток или действии на клетки ряда биологически активных веществ (4, 6, 11, 12). 

Известно, что при трансформации нормальных клеток в опухолевые уровень эспрессии 
аргентофильных белков в них, меняется в сторону увеличения (5, 7, 22, 24). Изменение 
уровня эспрессии ядрышковых аргентофильных белков обуславливает,  в свою очередь, 
появление  специфической  морфологической  картины,  как  самих  ядрышковых 
организаторов  так  и  ядрышка  в  целом.  Данная  морфологичесая  картина,  во  первых, 
индивидуальна для опухолей определенного гистогенеза (6, 15, 17, 22, 24) и, во вторых, 
может служить маркером злокачественности и пролиферативной активности опухолевых 
клеток  (4,  6,  8,  15,  28).    С  другой  стороны,  при  нарушении  в  клетках  синтеза 
рибосомальной  РНК  (рРНК),  что  происходит,  в  том  числе,  и  при  обработке  клеток 
цитостатическими препаратами, уровень эспрессии аргентофильных белков уменьшается 
и,  соответственно,  морфологичесая  картина  ядрышковых  организаторов  и  ядрышка 
специфичная для опухолевых клеток данного гистогенеза изменяется (2, 3, 9, 10). 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. 
1 - Исследовать морфологические особенности ядрышка и ядрышковых организаторов в 
клетках саркомы «Штиккера» в зависимости от ее пролиферативной активности.
2  -  Исследовать  морфологические  и  морфометрические  особенности  ядрышка  и 
ядрышковых  организаторов  в  клетках  саркомы  «Штиккера»  в  зависимости  от  ее 
способности к метастазированию.
3 - Исследовать морфологические особенности ядрышка и ядрышковых организаторов в 
клетках  саркомы  «Штиккера»  до,  и  во  время,  лечения  собак  противоопухолевым 
цитостатическим препаратом «Винкристин».

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ. 
25  собак  (4  собаки  имели  метастазы  в  регионарные  лимфатические  узлы)  больных 
венерической  саркомой,  различного  возраста,  пола  и  породы  лечили  препаратом 
«ВИНКРИСТИН» (0.5 мг/м2, 1 раз в неделю в/в). Биоптаты с участка поражения брали до 
лечения,  и  затем  через  каждые  7  дней  после  очередного  введения  цитостатика.  Из 
биоптатов готовили мазки отпечатки, которые фиксировали в метаноле 10 минут. Окраску 
препаратов  проводили  25%  раствором  АgNO3,  содержащим  желатин  (1  мг/мл)  и 
муравьиную кислоту (0.5 мг/мл) в течении 40 минут при комнатной температуре. После 
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окраски,  промывания  и  сушки,  препараты  микроскопировали  при  увеличении  х1450  с 
иммерсионным  объективом.  Оценку  параметров  проводили  в  100  клетках  каждого 
препарата.  Исследование  полученных  препаратов  проводили  методом  светооптической 
микроскопии на микроскопе «ЛЮМАМ И1» с цифровой камерой «Micrometrics 300 CU».
«Захват»  полученных  изображений  их  архивирование  и  последующую  обработку 
проводили  на  персональном  компьютере  при  помощи  программы  «ScopPhoto  2.04.». 
Морфометрические исследования проводили при помощи программы «IMAGE TOOL» for 
windows  version  2.  Статистическую  обработку  результатов  проводили  при  помощи 
программы «PRIMER OF BIOSTATISTICS» версия 4.03.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ. 
Проведенные  исследования  показали,  что  клетки   неметастазирующей  саркомы 

«ШТИККЕРА» имеют  плошадь ядрышка и ядра 12.80 ± 3.41 мкм2 и  79.99 ± 8.71 мкм2 

соответственно.  Аналогичные параметры клеток   метастазирующего варианта опухоли 
составляют 23.52 ± 3.87 мкм2 и  130.17 ± 12.75 мкм2 (Таблица 1).

В 20 ± 3.43%  клеток неметастазирующей саркомы «ШТИККЕРА» слабо или совсем не 
визуализируются ядрышки и AgЯОР, что свидетельствует о том что эти клетки находятся 
в промежутке от поздней профазы до ранней телофазы,  т.е.,  непосредственно в стадии 
деления  (Рис.  1  -  г,  д,  ж).   Остальные  клетки  опухоли   имеют в  ядре   одно  или  два 
нуклеонемных  и (или) компактных ядрышка (т.е. находяться в интерфазе), образованных 
дисперсным  аргентофильным  материалом,   в  которых  отчетливо  видны  дискретно 
расположенные  или объединенные  в  группы  гранулы  черного  цвета   представляющие 
AgЯОР (Рис. 1 – а, б, в ). 

Рис. 1  Морфология клеток саркомы «Штиккера» при окраске серебром. А, Б, В – 
морфология клеток находящихся в интерфазе. Г, Д, Ж – морфология клеток находящихся 
в  состоянии  деления.  Я  –  ядро.  Я-КО  –  ядрышко.  ЯОР –  ядрышковые  организаторы. 
(импрегнация серебром (X1450 иммерсия)).
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Количество AgЯОР на одну интерфазную клетку неметастазирующей саркомы составило 
9.19  ± 0.33 (Табл. 1).

Количество  клеток  без  четко  выраженного  ядрышка  (находящихся  в  состоянии 
деления)  в   рано  метастазирующих  саркомах  «ШТИККЕРА»  по  отношению  к  общей 
клеточной  популяции  составляет  не  более  4.00  ±  0.08  %,  а  число   AgЯОР  на  одну 
интерфазную клетку саркомы составило  13.00  ± 0.39 (Табл. 1), (Рис. 2 - б).

Рис. 2  Морфология клеток неметастазирующей (А) и метастазирующей (Б) саркомы 
«Штиккера». (импрегнация серебром (X1450 иммерсия)).

Исследования  по  влиянию  цитостатического  препарата  ВИНКРИСТИН  на  клетки 
саркомы  «Штиккера»  in  vivo  показали,  что  на  начальных  этапах  лечения  в  клетках 
опухоли  происходят  морфологические  изменения  характеризующиеся  сегрегацией 
дисперсного аргентофильного материала и уменьшением количества AgЯОР (Рис. 3 - б). 
На более  поздних  этапах лечения  в  клетках  биоптата  полностью исчезает  дисперсный 
аргентофильный материал, а количество ЯОР  уменьшается до 4 и менее (Рис. 3 - в). 

Рис. 3  Морфологические изменения ядрышка и ЯОР клеток саркомы «Штиккера» в 
процессе химиотерапии. А – до лечения. Б – начальные изменения характеризующиеся 
сегрегацией  аргентофильного  материала  ядрышка.  В  –  появление  в  клетках 
микроядрышек  что  характерно  для  полной  остановки  пролиферации  и  синтеза  рРНК. 
(импрегнация серебром (X1450 иммерсия)).
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Кроме  того,  эти  AgЯОР  не  объединены  в  ядрышко,  а  рассеяны  по  ядру  и 
классифицируются  как  микроядрышки  или  сателитные  ядрышки.  Как  показали 
дополнительно  проведенные  исследования,  данные  морфологические  изменения 
ядрышка  и  AgЯОР  коррелируют  с  неспособностью  клеток  опухоли  к  дальнейшей 
пролиферации.  Однако исследования показали, что у разных пациентов морфологические 
признаки   ядрышка  и  AgЯОР  свидетельствующие  о  подавлении  их  пролиферативной 
активности,  наступали  в  различные  сроки  от  начала  проведения  химиотерапии  и 
накопление перечисленных  морфологических изменений протекало с разной скоростью.

Таблица  1. Площадь  ядра,  ядрышка  и  количесто  AgЯОР  в  клетках 
неметастазирующих и метастазирующих     вариантов саркомы Штиккера.

Площадь 
ядрышка

(мкм2)

Площадь 
ядра

(мкм2)

Ядрышко-
ядерное 

отношение

Количество 
AgЯОР на 

клетку

M ±  σ M ±  σ M ±  σ M  ± σ
Не метастазирующая 

опухоль (N=21)
12.80 ± 3.41 79.99 ± 8.71 0.19 ± 0.05 9.19 ± 1.90

Раннее 
метастазирование (N=4)

23.52 ± 3.87 130.17 ± 12.75 0.22 ± 0.05 13.00 ± 2.63

Достоверность различия P < 0.005 P < 0.005 P < 0.005 P < 0.005

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ И ВЫВОДЫ.

Таким  образом,  как  показали  исследования,  клетки  саркомы  «ШТИККЕРА»  имеют 
характерную,  отличную  от  новообразований  сходной  локализации  и  гистогенеза, 
морфологию  ядрышка  и  ЯОР  при  окраске  серебром,  что  может  быть  использовано  с 
целью дифференциальной диагностики при обнаружении опухоли вне зоны специфичной 
локализации (17, 18, 20, 27).  Качественные и количественные характеристики ядрышка и 
AgЯОР не зависят от возраста, пола и породы пациента, но варьируют в зависимости от 
пролиферативной активности популяции опухолевых клеток, а так же в зависимости от 
степени злокачественности. 

Как  показано  выше,  клетки   неметастазирующей  саркомы  «ШТИККЕРА»  имеют 
средние  плошади ядрышка и ядра 12.80 ± 3.41 мкм2 и  79.99 ± 8.71 мкм2 соответственно. 
Указанные параметры значительно  превышают в  клетках   метастазирующего  варианта 
опухоли и составляют 23.52 ± 3.87 мкм2 и  130.17 ± 12.75 мкм2 (Таблица 1). Относительная 
площадь ядрышка к площади ядра, в клетках метастазирующего варианта опухоли так же 
выше  по сравнению с аналогичным параметром неметастазирующей опухоли.

Количество  AgЯОР  на  одну  интерфазную  клетку  рано  метастазирующей  саркомы 
«ШТИККЕРА» так же превышают аналогичный параметр неметастазирующей  опухоли и 
составляет  13.00  ± 0.39    по сравнению с  9.19  ± 0.33 последней (Табл. 1).

Данные  исследования   AgЯОР  подтверждают  общий  принцип,  что  увеличение 
количества  AgЯОР  в  интерфазных  клетках  является  фактором  повышенного  риска 
развития регионарных и отдаленных метастазов (8).

Как  показали  результаты  исследования   количество  клеток  неметастазирующей 
опухоли, находящееся, непосредственно в состоянии деления (клетки с неопределяемым 
ядрышком  и  AgЯОР)  составляет  20  ±  3.43%  от  всей  опухолевой  популяции.  Эти 
результаты близки с результатами по определению пролиферативной активности саркомы 
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Штиккера получеными методом маркирования антигена пролиферации Ki-67 и согласно 
которым популяция клеток находящихся в состоянии деления составила 17 ± 2.18 % (20). 
В то  же  время доля  пролиферирующих  клеток  в  метастазируюшей  опухоли  оказалась 
значительно ниже и составила не более 4%.

Исследования биоптатов опухоли взятых у животных находящихся на разной стадии 
лечения показали, что экспрессия аргентофильных белков уменьшается и, соответственно, 
морфология  ядрышка  и  ЯОР  в  опухолевых  клетках   изменяется,  если  она  (опухоль) 
оказывается  чувствительной  к  цитостатическому  действия    химиопрепарата.  Однако, 
скорость  изменения  морфологии  ядрышка  и  ЯОР,  в  процессе  лечения,  у  отдельных 
пациентов различается.  Это проявляется в различной скорости накопления в опухолевой 
популяции,  клеток  с  сегрегированным  аргентофильным  материалом  и  клеток  с 
микроядрышками.   

Поскольку,  как показала  клиническая  практика,  данные морфологические изменения 
отражают чувствительность  клеток опухоли к химиотерапевтическому средству это,   в 
конечном  итоге,  сказывается  на  продолжительности  лечения.  Следует  отметить,  что 
проведенные исследования не выявили различий (указанных в некоторых работах (21) в 
качественных и количественных  характеристиках ядрышка и AgЯОР  между вариантами 
опухолей быстро и медленно реагирующих на химиотерапию. 

Поскольку изменение морфологии ядрышка и ЯОР в опухолевых клетках коррелирует 
с  подавлением  их  пролиферативной  активности,  то  данный  морфологический  признак 
можно использовать: 

а  -  для  мониторинга   эффективности  подавления  опухолевого  роста   в  процессе 
лечения, 

б – планирования продолжительности курса химиотерапии,  
в - для  цитологического подтверждения полной редукции опухоли.
Трансмиссивная  венерическая  саркома  собак  может  быть  использована  для 

фундаментальных исследований процессов онкогенеза (22, 26).

 MORPHOLOGY NUCLEOLUS AND NUCLEOLAR ORGANIZERS (Ag-NOR)  IN 
CELLS SPONTANTOUS CANINE TRANSMISSIBLE VENERAL TUMOUR  IN VIVO

(INFLUENCE OF ANTINEOPLASTIC PREPARATION VINCRISTIN)
Bokarev A.V1., Lakovnikov E.A.,  

 St.-Petersburg academy of veterinary medicine;
1 e-mail: bok@onego.ru

Investigated morphological features nucleolus and nucleolar organizers (Ag-NOR) in cells 
of  a  sarcoma "Shticcer" up  to,  and  during  time,  treatments  of  dogs  by  an  antineoplastic 
preparation "VINCRISTIN". Caused cytostatic morphological changes nucleolus and Ag-NOR 
correlate  with inability of cells  of a tumour to the further proliferation.  At different  patients 
morphological attributes nucleolus and Ag-NOR testifying about inability of cells of a tumour to 
the  further  proliferation  came  in  various  terms  from  the  beginning  of  carrying  out  of 
chemotherapy. Monitoring of morphology nucleolus and Ag-NOR in cytologic preparations of a 
ssarcoma "Shticcer" can be used for definition of duration of treatment of disease.

Key words and reductions:  tumor,  canine transmissible venereal tumour, cells,  nucleus, 
nucleolus,  impregnation  silver,  argyrophil  nucleolar  organizer  regions  (AgNORs), 
chemotherapy, vincristine.
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