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Äîñë³äæåíî âïëèâ ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT ó êë³òè-
íàõ ãë³îáëàñòîìè íà ðîçâèòîê ïóõëèíî-³íäóêîâàíîãî 
åôåêòó ñâ³äêà òà çì³íó ÷óòëèâîñò³ íåòðàíñôîðìî-
âàíèõ êë³òèí-ñâ³äê³â (ë³ìôîöèò³â ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³) 
äî ä³¿ ³îí³çóþ÷îãî âèïðîì³íþâàííÿ. Îòðèìàí³ ðåçóëü-
òàòè âêàçóþòü íà ðîçâèòîê ³íäóêîâàíîãî ãë³îáëàñòî-
ìîé åôåêòó ñâ³äêà.  Âñòàíîâëåíî â³äñóòí³ñòü çâ’ÿçêó 
ìàí³ôåñòàö³¿ ïóõëèíî-³íäóêîâàíîãî åôåêòó ñâ³äêà â 
íå-îïðîì³íåíèõ ë³ìôîöèòàõ ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³ ç³ ñòà-
òóñîì ìåòèëóâàííÿ ïðîìîòîðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà MGMT 
â êë³òèíàõ ïóõëèíè. Ï³ñëÿ ðàä³àö³éíîãî íàâàíòàæåí-
íÿ áóëè çàô³êñîâàí³ ñòàòèñòè÷íî çíà÷óù³ (ð < 0,01) 
â³äì³ííîñò³ ó àïîïòè÷í³é àêòèâíîñò³ òà ðàä³î÷óòëè-
âîñò³ ë³ìôîöèò³â ïåðèôåð³÷íî¿ êðîâ³ õâîðèõ íà ãë³î-
áëàñòîìó, ùî ìàþòü ð³çíèé ñòàòóñ ìåòèëóâàííÿ ãåíà 
MGMT â êë³òèíàõ ïóõëèíè.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ãë³îáëàñòîìà, ìåòèëóâàííÿ MGMT, 
ïóõëèíî-³íäóêîâàíèé åôåêò ñâ³äêà, Comet assay. 

Âñòóï. Ãë³îáëàñòîìà º íàéá³ëüø ïîøèðåíîþ 
ïåðâèííîþ ïóõëèíîþ ãîëîâíîãî ìîçêó ó äîðîñ-
ëèõ â³äð³çíÿºòüñÿ âêðàé íåñïðèÿòëèâèì ïðî-
ãíîçîì òà õàðàêòåðèçóºòüñÿ íàéíèæ÷èìè ïî-
êàçíèêàìè âèæèâàíîñò³ ñåðåä ãë³îì. Íàâ³òü ïðè 
êîìïëåêñíîìó ë³êóâàíí³ 5-ð³÷íà âèæèâàí³ñòü 
òàêèõ õâîðèõ êîëèâàºòüñÿ â ìåæàõ â³ä 0,05 äî 
4,7 % (Quinn T. Ostrom et al, 2014) Àãðåñèâí³ñòü 
ãë³îáëàñòîìè çàëåæèòü â³ä ¿¿ á³îëîã³÷íèõ âëàñ-
òèâîñòåé. Ó õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó, ï³äâèùå-
íèé ð³âåíü ô³ç³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³ êë³òèí, ÿê³ 
çíàõîäÿòüñÿ â ñòàí³ îíêîëîã³÷íî¿ òðàíñôîðìà-
ö³¿, ñóïðîâîäæóºòüñÿ âèêèäîì ó ì³æêë³òèííèé 

ïðîñò³ð öèòîê³í³â IL-6, IL-1�, TNF-� òà IL-10, 
IL-8, IL-2 òà GM-CSF, ì³êðîÐÍÊ ³ ôðàãìåíò³â 
ÄÍÊ, ÿê³ øëÿõîì ïðÿìî¿ ÷è îïîñåðåäêîâàíî¿ 
âçàºìîä³¿ ìîæóòü âïëèâàòè íà êë³òèíè, ùî íå 
çàçíàëè òðàíñôîðìàö³¿ (Widel, 2016; Rong Wang 
et al, 2018). Íàñë³äêîì òàêîãî âïëèâó ìîæå 
áóòè ðîçâèòîê â íåòðàíñôîðìîâàíèõ êë³òèíàõ 
ïóõëèííî-³íäóêîâàíîãî åôåêòó ñâ³äêà (TIBE – 
tumor-induced bystander effect), ÿêèé õàðàêòåðè-
çóºòüñÿ çðîñòàííÿì ñèíòåçó ñòðåñ-ìåñåíäæåð³â 
(NO, H2O2), ùî ïðèçâîäèòü äî çá³ëüøåííÿ ïî-
øêîäæåíü ÄÍÊ, òà, ÿê íàñë³äîê, äî àêòèâ³çà-
ö³¿ ïðîöåñ³â ðåïàðàö³¿ òà àïîïòîçó (Redon et al, 
2010; Verma et al, 2017; Mothersill et al, 2018). 
Àëå ïðåïóùåííÿ, ùî ïðè ãë³îáëàñòîì³ ä³éñíî 
ñïîñòåð³ãàºòüñÿ TIBE, ïîòðåáóâàëî åêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî ï³äòâåðäåæåííÿ.

MGMT º îäíèì ç êëþ÷îâèõ ãåí³â, â³ä àêòèâ-
íîñò³ ÿêîãî ìîæå çàëåæàòè óñï³õ òåðàï³¿ õâîðèõ
íà ãë³îáëàñòîìó (Brandes et al, 2016). Â³í ðîç-
òàøîâàíèé íà äåñÿò³é õðîìîñîì³ (10q26), êî-
äóº ôåðìåíò Î6-ìåòèëãóàí³í-ìåòèëòðàíñôåðà-
çó, ÿêèé áåðå ó÷àñòü â ïðÿì³é ðåïàðàö³¿ ÄÍÊ: 
êàòàë³çóº ïåðåíåñåííÿ àëê³ëüíî¿ ãðóïè ç Î6-
ìåòèëãóàí³íà íà âëàñíèé öèñòå¿í, ùî äîçâîëÿº 
â³äíîâèòè ÄÍÊ ï³ñëÿ ïîøêîäæåííÿ àëê³ëþþ-
÷èìè ñïîëóêàìè. Ãåí ì³ñòèòü 98 ñàéò³â CpG ó 
ïðîìîòîðí³é îáëàñò³ òà ïåðøîìó ç ï’ÿòè åêçî-
ò³â. Ââàæàºòüñÿ, ùî ìåòèëþâàííÿ ñàéò³â CpG, 
ðîçòàøîâàíèõ ó ïåðøîìó íåêîäóþ÷îìó åêçîí³ 
òà åíõàíñåð³, ÿêå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ âèêëþ÷íî â 
êë³òèíàõ íîâîóòâîðåíü, º êðèòè÷íèì äëÿ âòðàòè 
åêñïðåñ³¿ MGMT. Â öüîìó âèïàäêó êë³òèíè ïóõ-
ëèíè íå çäàòí³ â³äíîâèòè ÄÍÊ, ïîøêîäæåíó 
àíòèðàêîâèì õ³ì³îïðåïàðàòîì òåìîçîëîì³äîì 
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Õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó ç ð³çíèì ñòàòóñîì ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT

(ÄÍÊ-àëê³ëóþ÷èé àãåíò). Â êë³í³÷íèõ äîñë³-
äæåííÿõ AVAREG òà EORTC 26101 áóëî ï³ä-
òâåðäæåíî ôàêò çàëåæíîñò³ åôåêòèâíîñò³ ë³êó-
âàííÿ ãë³îì â³ä ñòàòóñó ìåòèëóâàííÿ ãåíà ÌGÌÒ
(Brandes et al, 2016; Wick et al, 2017). Çã³äíî ç
îñòàííüîþ ðåäàêö³ºþ êëàñèô³êàö³¿ ÂÎÎÇ ìå-
òèëóâàííÿ ïðîìîòîðó ãåíà ÌGÌÒ º ïðåäèêòèâ-
íîþ îçíàêîþ åôåêòèâíîñò³ õ³ì³îòåðàï³¿ ó õâî-
ðèõ íà ãë³îáëàñòîìó (Stupp et al, 2009; Wick
et al, 2014). Â òîé æå ÷àñ, â 2005 ð. áóëî ïðî-
äåìîíñòðîâàíî ïåðåâàãè ó âèæèâàíîñò³ õâîðèõ 
íà ãë³îáëàñòîìó ïðè ïðîâåäåíí³ êîìïëåêñíî¿ 
òåðàï³¿ – ïîºäíàíí³ õ³ì³îòåðàï³¿ òåìîçîëîì³äîì 
³ç ïðîìåíåâîþ òåðàï³ºþ (Stupp et al, 2005). 

Îñê³ëüêè ãåí MGMT áåðå ó÷àñòü â ïðÿì³é 
ðåïàðàö³¿ ÄÍÊ, ìåòèëþâàííÿ éîãî ïðîìîòîðó 
ïîâ’ÿçàíî ç³ çðîñòàííÿì ð³âíÿ ãåíîìíî¿ íåñòà-
á³ëüíîñò³ â êë³òèíàõ ïóõëèí. Îäíàê, ÷è áóäå ïðè 
öüîìó ïîñèëþâàòèñü âïëèâ òðàíñôîðìîâàíèõ 
êë³òèí íà çäîðîâ³, ³ ÿê íàñë³äîê, ÷è áóäå â³äáó-
âàòèñü ïîñèëåííÿ ìàí³ôåñòàö³¿ ïóõëèíî-³íäó-
êîâàíîãî åôåêòó ñâ³äêà, íà ñüîãîäí³ íå â³äîìî. 
Êð³ì òîãî, çâàæàþ÷è íà øèðîêå çàñòîñóâàííÿ 
ïðîìåíåâî¿ òåðàï³¿ ïðè ë³êóâàíí³ õâîðèõ íà ãë³-
îáëàñòîìó, âàæëèâèì º âèçíà÷åííÿ ìîæëèâîñò³ 
çì³íè ðàä³î÷óòëèâîñò³ çäîðîâèõ êë³òèí îðãàí³ç-
ìó ï³ä êîìïëåêñíèì âïëèâîì îïðîì³íåííÿ òà 
êë³òèí â ñòàí³ çëîÿê³ñíî¿ òðàíñôîðìàö³¿, ÿê³ 
ìàþòü ð³çíèé ñòàòóñ ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT.

Ìåòîþ ðîáîòè áóëî âèçíà÷åííÿ âïëèâó ãë³î-
áëàñòîìè ç ð³çíèì ñòàòóñîì ìåòèëóâàííÿ ïðî-
ìîòîðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà MGMT â êë³òèíàõ íà ìà-
í³ôåñòàö³þ ïóõëèíî-³íäóêîâàíîãî åôåêòó ñâ³ä-
êà òà ðîçâèòîê ÷óòëèâîñò³ íåòðàíñôîðìîâàíèõ 
êë³òèí-ñâ³äê³â (ë³ìôîöèò³â ïåðèôåðè÷íî¿ êðî-
â³) äî ä³¿ ³îí³çóþ÷îãî âèïðîì³íþâàííÿ. 

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè. Â äîñë³äæåíí³ âè-
êîðèñòîâóâàëè êóëüòóðè ë³ìôîöèò³â ïåðèôå-
ðè÷íî¿ êðîâ³ (ËÏÊ) 25 îñ³á (äâàäöÿòè õâîðèõ 
íà ãë³îáëàñòîìó òà ï’ÿòüîõ óìîâíî çäîðîâèõ 
âîëîíòåð³â). Ñåðåä äîñë³äæåíèõ õâîðèõ áóëî 
ñôîðìîâàíî äâ³ ð³âí³ ãðóïè â çàëåæíîñò³ â³ä 
ñòàòóñó ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT â ïóõëèí³: 10 
îñ³á ç ìåòèëþâàííÿì òà 10 îñ³á ç â³äñóòí³ñòþ 
ìåòèëóâàííÿ ïðîìîòîðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà MGMT. 
Ñåðåäí³é â³ê õâîðèõ ñêëàâ 54,5 ðîê³â (27–68). 
Â óñ³õ âèïàäêàõ ä³àãíîç ãë³îáàñòîìè (IV grade 
WHO) áóëî ïàòîìîðôîëîã³÷íî âåðèô³êîâàíî 
ï³ñëÿ õ³ðóðã³÷íîãî âèäàëåííÿ ïóõëèí. Õ³ðóðã³÷-
íå ë³êóâàííÿ õâîðèõ ïðîâîäèëîñü â ÄÓ «²í-

ñòèòóò íåéðîõ³ðóðã³¿ ³ì. àêàä. À.Ï. Ðîìîäàíîâà 
ÍÀÌÍ Óêðà¿íè», àä’þâàíòíå ë³êóâàííÿ (õ³ì³î- 
òà ïðîìåíåâà òåðàï³¿) õâîðèì íå ïðîâîäèëîñü. 
Ñòàòóñ ìåòèëóâàííÿ ïðîìîòîðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà 
MGMT â âèçíà÷àâñÿ âèêëþ÷íî â êë³òèíàõ ïóõ-
ëèí õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó. Àíàë³ç ïðîâîäèâñÿ 
ó ìåäè÷í³é ëàáîðàòîð³¿ CSD (ì. Êè¿â).

Êóëüòóðè ËÏÊ, îäåðæàí³ â³ä 5-õ óìîâíî
çäîðîâèõ âîëîíòåð³â (2 æ³íêè, 3 ÷îëîâ³êà), ñå-
ðåäí³é â³ê – 43 ðîêè (31–48), ÿê³ çàïåðå÷óâàëè 
ñâ³äîìèé êîíòàêò ç³ çíàíèìè ÷è ïîòåíö³éíèìè 
ìóòàãåíàìè, âåëè çäîðîâèé ñïîñ³á æèòòÿ, áóëè 
âèêîðèñòàí³ â ÿêîñò³ êîíòðîëþ. Äîñë³äæåííÿ 
ïðîâîäèëèñü çã³äíî åòè÷íèõ íîðì, ïðèéíÿòèõ 
óêðà¿íñüêèì çàêîíîäàâñòâîì. Âñ³ îñîáè áóëè çà-
ëó÷åí³ äî äîñë³äæåííÿ çà óìîâè íàäàííÿ ³í-
ôîðìîâàíî¿ çãîäè. Êóëüòèâóâàííÿ ë³ìôîöèò³â 
ïðîâîäèëè âïðîäîâæ 48 ãîä çà ìîäèô³êîâàíèì 
íàìè ñòàíäàðòíèì ì³êðîìåòîäîì (Êurinnyi et
al, 2018). ×àñòèíó êóëüòóð îïðîì³íþâàëè �-
êâàíòàìè (âèïðîì³íþâà÷ IBL-237C, ïîòóæ-
í³ñòü 2,34 Ãð/õâ) â äîç³ 1,0 Ãð íà 0 ãîäèí³ êóëü-
òèâóâàííÿ. 

Äëÿ îö³íêè â³äíîñíîãî ð³âíÿ ïîøêîäæåííÿ 
ÄÍÊ âèêîðèñòîâóâàëè ìåòîä åëåêòðîôîðåçó 
îêðåìèõ êë³òèí (Ñomet assay) â íåéòðàëüíèõ 
óìîâàõ (Langie et al, 2007; Olive et al, 2012). Ïðè-
ãîòóâàííÿ ñëàéä³â, ë³çèñ êë³òèí òà ïðîâåäåííÿ 
íåéòðàëüíîãî êîìåòíîãî åëåêòðîôîðåçó ïðîâî-
äèëè çà çàãàëüíîïðèéíÿòîþ ìåòîäèêîþ (Langie 
et al, 2007). Ï³ñëÿ åëåêòðîôîðåçó ïðåïàðàòè ôàð-
áóâàëè DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) â 
êîíöåíòðàö³¿ 2 ìêã/ìë òà àíàë³çóâàëè çà äîïî-
ìîãîþ ëþì³íåñöåíòíîãî ì³êðîñêîïó ç ïðèºä-
íàíîþ ôîòîêàìåðîþ CanonD1000. Çîáðàæåííÿ 
îáðîáëÿëè ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìè ImageJ 
(imagej.nih.gov), ïëàã³íó OpenComet. Â ÿêîñò³ 
ïàðàìåòðó äëÿ âèçíà÷åííÿ â³äíîñíîãî ð³âíÿ 
ïîøêîäæåííÿ ÄÍÊ âèêîðèñòîâóâàëè ïîêàç-
íèê «Tail Moment» (ÒÌ) (Langie et al, 2007). 
Äëÿ îö³íêè ³íòåíñèâíîñò³ ïðîöåñ³â àïîïòîçó â 
êóëüòóðàõ ËÏÊ âèçíà÷àëè ÷àñòîòó «àòèïîâèõ» 
êîìåò (óòâîðþþòüñÿ ç êë³òèí ç âèñîêèì ð³âíåì 
ôðàãìåíòàö³¿ ÄÍÊ (ðèñ. 1) (Wilkins et al, 2002).

Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó äàíèõ ïðîâîäèëè çà 
çàãàëüíîïðèéíÿòèìè ìåòîäàìè. Äîñòîâ³ðí³ñòü 
â³äì³í ì³æ ðÿäàìè äàíèõ îö³íþâàëè çà êðèòå-
ð³ºì Ìàíà-Ó³òí³ (Rosner, 2016).

Ðåçóëüòàòè òà îáãîâîðåííÿ. ²íäèâ³äóàëüí³ ôî-
íîâ³ çíà÷åííÿ TM â êóëüòóðàõ ËÏÊ âîëîíòåð³â 
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ç ãðóïè ïîð³âíÿííÿ (óìîâíî çäîðîâ³ îñîáè) ïðè 
îêðåìîìó êóëüòèâóâàíí³ ËÏÊ â³ðîã³äíî íå â³ä-
ð³çíÿëèñü ïîì³æ ñîáîþ ³ êîëèâàëèñü â ìåæàõ
â³ä 3,35 ± 1,12 äî 6,00 ± 1,52 (ð > 0,05). Ñåðåä-
íº çíà÷åííÿ ñêëàëî 4,17 ± 0,52 (òàáëèöÿ). Ö³ 
çíà÷åííÿ ÒÌ â³äïîâ³äàþòü ðåçóëüòàòàì íàøèõ
ïîïåðåäí³õ äîñë³äæåíü ùîäî ôîíîâèõ ð³âí³â
äàíîãî ïàðàìåòðó ïîøêîäæóâàíîñò³ ÄÍÊ (Êu-
rinnyi et al, 2017; Êurinnyi et al, 2018; Êurinnyi 
et al, 2020).

Â íåîïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ ËÏÊ õâîðèõ
íà ãë³îáëàñòîìó, ÿê ç ìåòèëüîâàíèì (ãðóïà 1) 
òàê ³ç íåìåòèëüîâàíèì ïðîìîòîðîì ãåíà MGMT 
(ãðóïà 2), áóëî çàô³êñîâàíî ñòàòèñòè÷íî çíà-
÷óùå (ð < 0,05 òà ð < 0,01 â³äïîâ³äíî) çðîñòàí-
íÿ ñåðåäíüîãðóïîâèõ ð³âí³â ÒÌ â ïîð³âíÿíí³ ç 
ñåðåäí³ì çíà÷åííÿì ÒÌ óìîâíî çäîðîâèõ îñ³á 
(òàáëèöÿ). Ñë³ä â³äçíà÷èòè, ùî ð³çíèöÿ ïîêàç-
íèê³â ÒÌ ì³æ ãðóïàìè 1 òà 2 íå áóëà ñòàòèñ-
òè÷íî çíà÷óùîþ (ð > 0,05). Ì³æ³íäèâ³äóàëüí³ 
êîëèâàííÿ ÒÌ â ãðóï³ 1 ñêëàäàëè â³ä 4,18 ± 0,34 
äî 18,10 ± 1,61, à â ãðóï³ 2 – â³ä 5,56 ± 0,53 äî 
19,77 ± 2,52.

Îñê³ëüêè îáðàíèì íàìè ïàö³ºíòàì ïåðåä 
âçÿòòÿì çðàçê³â êðîâ³ íå ïðîâîäèëè ïðîìåíå-
âîãî ë³êóâàííÿ àáî õ³ì³îòåðàï³¿, òî çàô³êñîâàíå 
ï³ä ÷àñ åêñïåðèìåíòó çðîñòàííÿ ÒÌ â íåîïðî-
ì³íåíèõ êóëüòóðàõ ËÏÊ îñ³á ç ãðóï 1 òà 2 â
ïîð³âíÿíí³ ç ïîêàçíèêàìè êîíòðîëüíî¿ ãðóïè
âêàçóº íà ðîçâèòîê TIBE. Öå ìîæíà ïîÿñíèòè
òèì, ùî ìàí³ôåñòàö³ÿ TIBE ïîâ’ÿçàíà ç àêòèâ-
íèì ñèíòåçîì â êë³òèíàõ-ñâ³äêàõ (ë³ìôîöèòàõ
êðîâ³ îñ³á, õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó) ñòðåñ-ìå-
ñåíäæåð³â (NO, H2O2) ï³ä âïëèâîì êë³òèí ãë³à-
áëàñòîìè. Íàñë³äêîì öèõ ïðîöåñ³â º çðîñòàí-

íÿ â êë³òèíàõ-ñâ³äêàõ ð³âíÿ ïîøêîäæåíü ÄÍÊ,
çîêðåìà îäíî- òà äâîëàíöþãîâèõ ðîçðèâ³â (Wi-
del, 2016; Rong Wang et al, 2018).

Ä³ÿ ³îí³çóþ÷îãî âèïðîì³íþâàííÿ ³n vitro íà 
ë³ìôîöèòè êðîâ³ îíêîëîã³÷íî õâîðèõ ïàö³ºí-
ò³â, â ÿêèõ áóëà â³äì³÷åíà ìàí³ôåñòàö³ÿ ÒIBE, 
ñïðè÷èíÿº äîäàòêîâå çðîñòàííÿ ð³âíÿ ïîøêî-
äæåíü ÄÍÊ. Îòæå ðàä³î÷óòëèâ³ñòü ë³ìôîöèò³â 
ïàö³ºíò³â ç ãë³îáëàñòîìîþ ìîæå çíàõîäèòüñÿ â 
çàëåæíîñò³ â³ä ³íòåíñèâíîñò³ ÒIBE.

Ðåàêö³ÿ íà îïðîì³íåííÿ â äîç³ 1,0 Ãð â ãðó-
ïàõ 1, 2 òà â ãðóï³ êîíòðîëþ áóëà ð³çíîñïðÿ-
ìîâàíîþ (òàáëèöÿ). Â ãðóï³ êîíòðîëþ áóëî 
çàô³êñîâàíî ñòàòèñòè÷íî çíà÷óùå (ð < 0,01) 
çðîñòàííÿ ñåðåäíüîãî çíà÷åííÿ ÒÌ ç 4,17 ±
± 0,52 â íåîïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ ËÏÊ äî
8,56 ± 0,85 â îïðîì³íåíèõ. Öå çðîñòàííÿ ïî-
â’ÿçàíî ÿê ç âèíèêíåííÿì ïîøêîäæåíü ÄÍÊ 
ï³ä âïëèâîì ³îí³çóþ÷îãî îïðîì³íåííÿ, òàê ³ 
ç àêòèâàö³ºþ ãåí³â ðåïàðàö³¿ (Kumaravel et al, 
2009; Wang et al, 2013). Â òîé æå ÷àñ, ðàä³à-
ö³éíå íàâàíòàæåííÿ íå âèêëèêàëî ñòàòèñòè÷íî 
çíà÷óùèõ (ð > 0,05) çì³í ÒÌ â êóëüòóðàõ ËÏÊ
îáîõ ãðóï õâîðèõ (ãðóïà 1: 9,26 ± 1,95 òà 8,87 ±
± 1,45 â íåîïðîì³íåíèõ òà êóëüòóðàõ â³äïîâ³ä-
íî; ãðóïà 2: 10,80 ± 1,55 òà 7,95 ± 0,90 â íåî-
ïðîì³íåíèõ òà êóëüòóðàõ â³äïîâ³äíî). 

Òàêèì ÷èíîì, ãë³îáëàñòîìà ñïðè÷èíþº ÷³ò-
ê³ ïðîÿâè Ò²ÂÅ â ËÏÊ õâîðèõ. Äî òîãî æ,
ìîæíà çðîáèòè ïðèïóùåííÿ, ùî Ò²ÂÅ ïðè-
çâîäèòü äî çíà÷íèõ çì³í ó ïðîÿâó ðàä³î÷óò-
ëèâîñò³ íåìàë³ãí³çîâàíèõ êë³òèí-ñâ³äê³â. Îä-
íàê ïèòàííÿ ïðî âïëèâ ñòàòóñó ìåòèëóâàííÿ 
ãåíà MGMT â ïóõëèííèõ êë³òèíàõ íà ïðîÿâ 
Ò²ÂÅ â íåîïðîì³íåíèõ êë³òèíàõ òà ïðè ïðî-

Ãðóïà îñ³á
Áåç îïðîì³íåííÿ Îïðîì³íåííÿ â äîç³ 1,0 Ãð

Min-Max Ñåðåäíº Min-Max Ñåðåäíº

Êîíòðîëüíà ãðóïà
(óìîâíî çäîðîâ³ îñîáè)
Ãðóïà1
Ãðóïà 2

3,35–6,00

4,18–18,10
5,56–19,77

4,17 ± 0,52

9,26 ± 1,89 *
10,80 ± 1,55 **

6,23–14,49

3,81–15,19
4,79–11,32

8,56 ± 0,85‡

8,87 ± 1,45
7,95 ± 0,90

Ïðèì³òêè. Min – ì³í³ìàëüíå çíà÷åííÿ, Max – ìàêñèìàëüíå çíà÷åííÿ, * – çíà÷óù³ñòü â³äì³í (ð < 0,05) ïî 
â³äíîøåííþ äî êîíòðîëüíî¿ ãðóïè, ** – çíà÷óù³ñòü â³äì³í (ð < 0,01) ïî â³äíîøåííþ äî êîíòðîëüíî¿ ãðóïè, 
‡– çíà÷óù³ñòü â³äì³í (ð < 0,01) ïî â³äíîøåííþ äî íåîïðîì³íåíèõ êóëüòóð

Çíà÷åííÿ ÒÌ â íåîïðîì³íåíèõ òà îïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ ËÏÊ óìîâíî çäîðîâèõ îñ³á
òà õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó
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âîêàö³éíîìó ðàä³àö³éíîìó íàâàíòàæåíí³ çàëè-
øàºòüñÿ â³äêðèòèì. 

Äëÿ á³ëüø äåòàëüíîãî àíàë³çó íàìè áóâ ïðî-
âåäåíèé àíàë³ç ÷àñòîòíîãî ðîçïîä³ëó îêðåìèõ 
êë³òèí â çàëåæíîñò³ â³ä ð³âíÿ ïîøêîäæåíü 
ÄÍÊ. Âñ³ «êîìåòè» áóëè ðîçä³ëåí³ çà çíà÷åí-
íÿìè ÒÌ íà 17 ãðóï (ÒÌ â³ä 0 äî 16 <). ßêùî 
ÒÌ äîð³âíþâàâ ãðàíè÷íîìó çíà÷åííþ, «êîìå-
òó» â³äíîñèëè äî íàñòóïíî¿ ãðóïè (ðèñ. 2). Ïåð-
øà ãðóïà (ÒÌ 0 – <1) ñôîðìîâàíà êë³òèíàìè, 
ÿê³ çíàõîäÿòüñÿ íà S-ñòàä³¿ êë³òèííîãî öèêëó òà 
çóïèíèëèñü â ïîä³ë³ ïðè ïðîõîäæåíí³ ÷åê-ïî³íò 
êîíòðîëþ (Êurinnyi et al, 2018). Îñòàííÿ ãðóïà 
ç³ çíà÷åííÿì TÌ â³ä 16 â³äïîâ³äàº êë³òèíàì ç 
åêñòðåìàëüíî âèñîêèì ñòóïåíåì ðîçðèâ³â ÄÍÊ. 

ßê âèäíî ç ðèñ. 2, à, ï³ñëÿ êóëüòèâóâàííÿ 
íåîïðîì³íåíèõ ËÏÊ óìîâíî çäîðîâèõ îñ³á, 
çíà÷åííÿ TÌ îñíîâíî¿ ÷àñòèíè «êîìåò» áóëè â 
ìåæàõ â³ä 0 äî 6, ùî â³äïîâ³äàº íèçüêîìó ð³âíþ 
ïîøêîäæåíîñò³ ãåíîìó. Ïðè àíàë³ç³ ðîçïîä³ë³â 
íåîïðîì³íåíèõ êóëüòóð ËÏÊ õâîðèõ ç ãðóïè 1 
òà ãðóïè 2, â ïîð³âíÿíí³ ç äàíèìè êîíòðîëü-
íî¿ ãðóïè, ñïîñòåð³ãàëîñü ñòàòèñòè÷íî çíà÷óùå
(ð < 0,01) çðîñòàííÿ ÷àñòîòè êë³òèí ç ÒÌ > 16 
íà ôîí³ çìåíøåííÿ ïóëó «êîìåò» ç TM 0 – <1 
(êë³òèíè, ùî çóïèíèëèñü â ïîä³ë³ íà S-ñòàä³¿ 
êë³òèííîãî öèêëó) òà ç ÒÌ â³ä 1 äî 4 (êë³òè-
íè ç íåâåëèêîþ â³äíîñíîþ ê³ëüê³ñòþ ðîçðèâ³â 
ÄÍÊ). Òàêèì ÷èíîì, ïðîÿâ Ò²ÂÅ (çðîñòàííÿ 
ñåðåäí³õ çíà÷åíü ÒÌ â íåîïðîì³íåíèõ êóëü-
òóðàõ ë³ìôîöèò³â ó íåéðîîíêîëîã³÷íèõ õâîðèõ 
ïîð³âíÿíî ç óìîâíî çäîðîâèìè îñîáàìè) â³ä-
áóâàºòüñÿ çà ðàõóíîê çá³ëüøåííÿ êë³òèí ç âå-
ëèêèì ð³âíåì ïîøêîäæåííÿ ÄÍÊ. Â³äñóòí³ñòü 
ñòàòèñòè÷íî çíà÷óùî¿ ð³çíèö³ ì³æ ÷àñòîòíèìè 
ðîçïîä³ëàìè ÒÌ «êîìåò» õâîðèõ îáîõ ãðóï ñâ³ä-
÷èòü ïðî íåçíà÷íèé âïëèâ ñòàòóñó ìåòèëóâàííÿ 
ãåíà MGMT â ïóõëèííèõ êë³òèíàõ íà ³íäóêö³þ 
íèìè åôåêòó ñâ³äêà.

ßê ³ î÷³êóâàëîñü, ä³ÿ ïðîâîêóþ÷îãî îïðî-
ì³íåííÿ in vitro (1,0 Ãð) â êóëüòóðàõ ËÏÊ êîíò-
ðîëüíî¿ ãðóïè îñ³á ïðèçâåëî äî çðîñòàííÿ ïóëó 
êë³òèí ç åêñòðåìàëüíî âèñîêîþ â³äíîñíîþ 
ê³ëüê³ñòþ ðîçðèâ³â ÄÍÊ (ðèñ. 2, à). Ó õâîðèõ 
íà ãë³îáëàñòîìó �-âèïðîì³íþâàííÿ ñïðè÷èíè-
ëî äâà âàð³àíòè â³äïîâ³ä³: â ãðóï³ õâîðèõ ¹ 1 
íå ñïîñòåð³ãàëîñü çíà÷óùèõ â³äì³í ó ðîçïîä³ë³ 
«êîìåò» â ïîð³âíÿíí³ ç íåîïðîì³íåíèìè êóëü-
òóðàìè (ðèñ. 2, á); â ãðóï³ ¹ 2 áóëî çàô³êñîâàíî 
çðîñòàííÿ ìàéæå äî ð³âíÿ êîíòðîëüíî¿ ãðóïè 

÷àñòîòè êë³òèí, ùî çóïèíèëèñü â ïîä³ë³ íà ñòà-
ä³¿ S êë³òèííîãî öèêëó, òà â³äì³÷åíî çíèæåííÿ 
÷àñòîòè êë³òèí ç âèñîêèì ð³âíåì ïîøêîäæåíü 
ÄÍÊ (ðèñ. 2, â). Â³äì³íè ì³æ ðîçïîä³ëàìè ÷àñ-
òîò «êîìåò» â îïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ ë³ìôîöè-
ò³â ð³çíèõ ãðóï õâîðèõ áóëà òàêîõ ñòàòèñòè÷-
íî çíà÷óùîþ (p < 0,05) Îòæå, íå çâàæàþ÷è íà 
â³äñóòí³ñòü â³ðîã³äíèõ â³äì³í ì³æ ãðóïàìè çà 
ñåðåäí³ìè çíà÷åííÿìè ÒÌ ï³ñëÿ îïðîì³íåííÿ 
êóëüòóð ËÏÊ, ïðè àíàë³ç³ ÷àñòîòíèõ ðîçïîä³ë³â 
«êîìåò» ÷³òêî âèÿâëÿþòüñÿ îñîáëèâîñò³ ïðîÿâó 
ðàä³î÷óòëèâîñò³ ËÏÊ îñ³á ç ãðóïè ïîð³âíÿííÿ ³ 
õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó, à òàêîæ â³äì³íè ó ðàä³-
î÷óòëèâîñò³ ËÏÊ íåéðîîíêîëîã³÷íèõ õâîðèõ â 
çàëåæíîñò³ â³ä ñòàòóñó ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT 
â êë³òèíàõ ïóõëèí.

Â³äîìî, ùî îäíèì ³ç ïðîÿâ³â åôåêòó ñâ³äêà 
òà ðåçóëüòàò³â ä³¿ ³îí³çóþ÷îãî âèïðîì³íþâàííÿ 
º àêòèâàö³ÿ àïîïòîçó â êë³òèíàõ, ùî ìàþòü êðè-
òè÷íî âèñîêèé ð³âåíü ïîøêîäæåíü ÄÍÊ (Najafi 
et al, 2014; Rong Wang et al, 2018). Òîìó, äëÿ 
á³ëüø ïîâíî¿ õàðàêòåðèñòèêè Ò²ÂÅ òà ðàä³î÷óò-
ëèâîñò³ ë³ìôîöèò³â-ñâ³äê³â õâîðèõ íà ãë³îáëàñ-
òîìó, íàìè áóâ ïðîâåäåíèé äîäàòêîâèé àíàë³ç 
àïîïòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ êóëüòóð êë³òèí (ðèñ. 3). 

Ñïîíòàííà ñåðåäíÿ ÷àñòîòà êë³òèí ó ñòàí³
àïîïòîçó â íåîïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ ËÏÊ
óìîâíî çäîðîâèõ îñ³á ñòàíîâèëà 2,00 ± 0,60 %,
ùî â³äïîâ³äàº íàøèì ïîïåðåäí³ì äàíèì (Êu-
rinnyi et al, 2018). Â íåîïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ 
ËÏÊ õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó ñïîñòåð³ãàâñÿ â³ðî-
ã³äíî âèù³é (ð < 0,05) ïî â³äíîøåííþ äî êîíò-
ðîëüíî¿ ãðóïè ð³âåíü àïîïòè÷íî¿ àêòèâíîñò³: 
8,21 ± 2,45 % â ãðóï³ ¹ 1, 11,82 ± 2,69 % â 

Ðèñ. 1. «Àòèïîâà» êîìåòà. Çá³ëüøåííÿ 600×



28 ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2021. Ò. 55. ¹ 2

Î.Â. Çåìñêîâà, Ä.À. Êóð³ííèé, Ñ.Ð. Ðóøêîâñüêèé òà ³í.

ãðóï³ ¹ 2 Ö³ äàí³ òàêîæ ï³äòâåðäæóþòü íàø 
ïîïåðåäí³é âèñíîâîê ïðî ðåàë³çàö³þ Ò²ÂÅ â 
ë³ìôîöèòàõ õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó. Çâàæàþ-
÷è íà àêòèâíó ó÷àñòü â ðîçâèòêó êëàñè÷íîãî 

åôåêòó ñâ³äêà ôàêòîðà íåêðîçó ïóõëèí TNF-� 
òà ³íøèõ öèòîê³í³â (Rong Wang et al, 2018), à 
òàêîæ âðàõîâóþ÷è ïîñèëåíèé ñèíòåç öèõ ðå÷î-
âèí îíêî-òðàíñôîðìîâàíèìè êë³òèíàìè (Lee et 

Ðèñ. 2. ×àñòîòíèé ðîçïîä³ë êîìåò çà çíà÷åííÿìè ÒÌ â íåîïðîì³íåíèõ  òà îïðîì³íåíèõ in vitro â äîç³ 1,0 Ãð 
êóëüòóðàõ ËÏÊ óìîâíî çäîðîâèõ îñ³á (êîíòðîëüíà ãðóïà – à), ËÏÊ õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó ç ìåòèëüîâàíèì 
(ãðóïà 1 – á) òà íåìåòèëüîâàíèì ïðîìîòîðîì ãåíà MGMT (ãðóïà 2 – â)
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al, 2011; Conlon et al, 2019), íå âèêëþ÷åíî, ùî 
âñòàíîâëåíà íàìè çì³íà àïîïòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ 
â ËÏÊ õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó ïîâ’ÿçàíà ç â³ä-
ïîâ³ääþ ñàìå íà öåé âïëèâ.

Îïðîì³íåííÿ ïðèçâåëî äî çðîñòàííÿ ÷àñòî-
òè êë³òèí â ñòàí³ àïîïòîçó â ãðóï³ êîíòðîëþ (ç 
2,00 ± 0,60 % äî 4,3 ± 0,33 %, p < 0,05) òà ãðóï³ 
¹ 2 (ç 11,82 ± 2,69 % äî 19,04 ± 3,10 %, p < 
0,05). Â ãðóï³ ¹ 1 íå áóëî çàðåºñòðîâàíî ñòà-
òèñòè÷íî çíà÷óùèõ (ð > 0,05) çì³í ÷àñòîò êë³òèí 
ó ñòàí³ àïîïòîçó: 8,22 ± 2,45 òà 9,60 ± 2,85 % â 
íåîïðîì³íåíèõ òà îïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ â³ä-
ïîâ³äíî. Òàêèì ÷èíîì, á³ëüø âèñîêà àïîïòè÷íà 
àêòèâí³ñòü ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ñàìå â îïðîì³íåíèõ 
êóëüòóðàõ ËÏÊ õâîðèõ ó ðàç³ â³äñóòíîñò³ ìå-
òèëóâàííÿ ïðîìîòîðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà MGMT â 
êë³òèíàõ ïóõëèí. Â ñâîþ ÷åðãó, àêòèâàö³ÿ ïðî-
öåñ³â àïîïòîçó áåçïîñåðåäíüî ïîâ’ÿçàíà ç³ çíè-
æåííÿì, ï³ñëÿ îïðîì³íåííÿ, ÷àñòîòè êë³òèí, 
ùî ìàþòü âèñîêèé ð³âåíü ïîøêîäæåíü ÄÍÊ â 
ãðóï³ 2 (ðèñ. 2, â, ãðóïà êë³òèí ç ÒÌ > 16).

Ñóòòºâà ð³çíèöÿ, ÿêà ñïîñòåð³ãàëàñü ïðè 
ïîð³âíÿí³ ÷àñòîòíèõ ðîçïîä³ë³â ë³ìôîöèò³â â 
îïðîì³íåíèõ êóëüòóðàõ çà ñòóïåíåì ðàä³àö³é-
íî-³íäóêîâàíèõ ïîøêîäæåíü ÄÍÊ ³ àïîïòè÷-
íî¿ àêòèâíîñò³  ì³æ ãðóïàìè õâîðèõ, â³äì³ííèõ 
çà ñòàòóñîì ìåòèëóâàííÿ MGMT, ñâ³ä÷àòü, ùî 
ñòàòóñ ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT â êë³òèíàõ ïóõ-
ëèíè ìîæå áóòè ïîâ’ÿçàíèì ç³ çì³íîþ ðàä³î÷óò-
ëèâîñò³ íîðìàëüíèõ êë³òèí. Îäíàê ñàì ôåðìåíò 
Î6-ìåòèëãóàí³í-ìåòèëòðàíñôåðàçà íå ïðèéìàº 
ó÷àñòü â ïðîöåñàõ ðåïàðàö³¿ ïîøêîäæåíü ÄÍÊ, 
ÿê³ ³íäóêîâàí³ ä³ºþ ³îí³çóþ÷î¿ ðàä³àö³¿. Â³ðîã³ä-
íî, ôàêò éîãî ìåòèëóâàííÿ ÷è äåìåòèëóâàííÿ 
ìîæå â³äîáðàæàòè íàÿâí³ñòü ãëîáàëüíèõ åï³ãå-
íåòè÷íèõ çì³í ÿê â ïóõëèííèõ, òàê ³ íîðìàëüíèõ 
òêàíèíàõ õâîðèõ. Òàê, ïîðóøåííÿ ãëîáàëüíîãî 
ìåòèëóâàííÿ ÄÍÊ â ë³ìôîöèòàõ ïåðèôåð³÷íî¿ 
êðîâ³ ðàí³øå áóëè îïèñàí³ ó ïàö³åíò³â ç ðà-
êîì ùèòîïîä³áíî¿ òà ìîëî÷íî¿ çàëîç (Tang et 
al, 2016; Ceolin et al, 2018). Åï³ãåíåòè÷í³ ìî-
äèô³êàö³¿ ñâîþ ÷åðãó, ìîæóòü ïðèçâîäèòè äî 
çì³í åêñïðåñ³¿ ãåí³â, ùî áåçïîñåðåäíüî çàä³ÿí³ 
â êë³òèíí³é â³äïîâ³ä³ íà ä³þ ³îí³çóþ÷îãî âè-
ïðîì³íþâàííÿ. Íàðàç³ äàí³ ùîäî íàÿâíîñò³ ÷è 
â³äñóòíîñò³ çâ’ÿçêó ì³æ ñòàòóñàìè ìåòèëóâàííÿ 
â êë³òèíàõ ãë³îáëàñòîìè ³ íîðìàëüíèõ êë³òèíàõ 
â³äñóòí³,  ³ öå ïîòðåáóº äîäàòêîâèõ äîñë³äæåíü.

Òàêèì ÷èíîì, íàìè âïåðøå áóëî çàðåºñòðî-
âàíî ðîçâèòîê åôåêòó ñâ³äêà ³íäóêîâàíîãî ãë³î-

áëàñòîìîé  òà ïîêàçàíî ìîæëèâèé çâ’ÿçîê ì³æ 
ñòàòóñîì ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT â êë³òèíàõ 
ïóõëèíè ç³ çì³íîþ ðàä³î÷óòëèâîñò³ íîðìàëüíèõ 
êë³òèí-ñâ³äê³â. Ïîäàëüøå âèâ÷åííÿ êë³í³÷íî-
ãî çíà÷åííÿ îïèñàíèõ íàìè ÿâèù ïðèçâåäå 
äî çìåíøåííÿ ïîõèáîê ïðè ïðîãíîçóâàíí³ óñ-
ï³øíîñò³ ðàä³îòåðàï³¿ àáî êîìá³íîâàíî¿ òåðàï³¿ 
ãë³îáëàñòîì.

Âèñíîâêè. Îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè âêàçó-
þòü íà ðîçâèòîê ³íäóêîâàíîãî ãë³îáëàñòîìîé 
åôåêòó ñâ³äêà, ÿêèé ïðîÿâëÿºòüñÿ ÿê ó âèãëÿä³ 
çá³ëüøåííÿ â³äíîñíî¿ ê³ëüêîñò³ ïîøêîäæåíü 
ÄÍÊ êë³òèí-ñâ³äê³â, òàê ³ ó àêòèâàö³¿ â íèõ ïðî-
öåñ³â àïîïòîçó. Âïëèâ ìåòèëóâàííÿ ïðîìîòî-
ðíî¿ ä³ëÿíêè ãåíà MGMT â ïóõëèííèõ êë³òèíàõ 
íà ìàí³ôåñòàö³ºþ TIBE â íåîïðîì³íåíèõ ËÏÊ 
õâîðèõ íå ñïîñòåð³ãàâñÿ. Áóëè çàô³êñîâàí³ â³ä-
ì³ííîñò³ ó ðàä³î÷óòëèâîñò³ ë³ìôîöèò³â ïåðèôå-
ð³÷íî¿ êðîâ³ õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó, ùî ìàþòü 
ð³çíèé ñòàòóñ ìåòèëóâàííÿ ãåíà MGMT â êë³-
òèíàõ ïóõëèíè.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Ó ðîáîò³ êå-
ðóâàëèñü ïîëîæåííÿìè Ãåëüñ³íñüêî¿ äåêëàðàö³¿ 
Âñåñâ³òíüî¿ Ìåäè÷íî¿ Àñîö³àö³¿ (2008 ð.), ÿêà 
ïåðåäáà÷àº ³íôîðìîâàíó çãîäó îñ³á íà ó÷àñòü 
ó ïðîâåäåíí³ â³äïîâ³äíèõ äîñë³äæåíü, à òàêîæ 
çàãàëüíèìè åòè÷íèìè ïðèíöèïàìè, óõâàëåíè-
ìè Ïåðøèì íàö³îíàëüíèì êîíãðåñîì Óêðà¿íè 
ç á³îåòèêè (2001ð.)
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Ðîáîòà âèêîíóâàëàñü àâòîðàìè 

Ðèñ. 3. Ïîð³âíÿííÿ ÷àñòîò êë³òèí ó ñòàí³ àïîï-
òîçó äî òà ï³ñëÿ îïðîì³íåííÿ â êóëüòóðàõ ë³ìôî-
öèò³â ïåðèôåðè÷íî¿ êðîâ³ óìîâíî çäîðîâèõ îñ³á 
(êîíòðîëüíà ãðóïà), õâîðèõ íà ãë³îáëàñòîìó ç ìå-
òèëüîâàíèì (ãðóïà 1) òà íåìåòèëüîâàíèì ïðîìòî-
ðîì ãåíà MGMT (ãðóïà 2)
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DEVELOPMENT OF TUMOR-INDUCED 
BYSTANDER EFFECT AND RADIOSENSITIVITY 
IN THE PATIENTS' PERIPHERAL BLOOD 
LYMPHOCYTES ON GLIOBLASTOMA
WITH DIFFERENT STATUS OF THE MGMT 
GENE METHYLATION IN TUMOR CELLS
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The effect of the MGMT gene methylation in glio-
blastoma cells on the development of the tumor-in-
duced bystander effect and the modification of the 
sensitivity of untransformed bystander cells (peripheral 
blood lymphocytes) to the impact of ionizing radiation 
was studied. The results obtained demonstrate the deve-
lopment of the bystander effect, induced by the glio-
blastoma. There was no association found between the 
manifestation of the tumor-induced bystander effect in 
non-irradiated peripheral blood lymphocytes and the 
methylation status of the promoter region MGMT gene 
in the tumor cells. After the exposure to the radiation, 
statistically significant (p <0,01) differences in apoptotic 
activity and radiosensitivity in peripheral blood lym-
phocytes of glioblastoma patients with different status 
of the MGMT gene methylation in tumor cells were 
observed.
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