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Кожа, будучи барьерным органом, представляет со-
бой уникальную среду, состоящую из разнообразных 
популяций иммунокомпетентных клеток [1] и значи-
тельного микробиомa как бактериального, так и гриб-

кового происхождения [2, 3]. Таким образом, она может 
быть местом инициации иммунного ответа при внед-
рении антигена в организм. Известно, что при транс-
дермальном попадании антигена, в отличие от других 

ОбЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ
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роль дендритных и тучных клеток кожи  
в развитии иммунных реакций
Н.В. Яглова, С.С. Обернихин, В.В. Яглов, С.В. Назимова
ФГБНУ Научно-исследовательский институт морфологии человека, Москва, Россия

Кожа является барьерным органом и местом контакта с чужеродными антигенами. По сравнению с 
другими органами развитие иммунных реакций в ней отличается более высокой степенью выражен-
ности, что подразумевает наличие дополнительных клеточных взаимодействий. Дендритные клетки 
традиционно рассматриваются как основные антигенпрезентирующие клетки кожи, однако в по-
следние годы появились сведения о способности другой популяции – тучных клеток – осуществлять 
антигенпрезентирующие функции. В обзоре приведены новые данные о взаимодействии дендритных 
и тучных клеток кожи, формировании иммунных синапсов, обмене поверхностными молекулами 
и переносе секреторного материала. Авторами разработана и изложена новая концепция развития 
и модулирования иммунных реакций, обеспечиваемых функциональным комплексом дендритная 
клетка–тучная клетка.
Ключевые слова: дендритные клетки, тучные клетки, кожа, иммунные синапсы, дегрануляторный 
синапс, иммунный ответ
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и тучных клеток кожи в развитии иммунных реакций. Клин. эксп. морфология. 2021;10(1):5–10.  
DOI: 10.31088/CEM2021.10.1.5-10.
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Role of skin dendritic and mast cells communications in triggering immune reactions 
N.V. Yaglova, S.S. Obernikhin, V.V. Yaglov, S.V. Nazimova
Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia

Skin represents a natural barrier and a site of contact with antigens. Skin demonstrates higher intensity of 
immune reactions compared to other organs, which implies the additional cell interactions. Dendritic cells 
are traditionally considered as the main antigen-presenting cells of the skin, however, in recent years, some 
data on the ability of another population, mast cells, to perform antigen-presenting functions have appeared. 
The review presents novel data on the interaction of skin dendritic and mast cells, including formation of 
immune synapses, exchange of surface molecules, and transfer of secretory material. The authors have 
developed and presented a new concept for the initiation and modulation of immune responses provided by 
the functional dendritic cell–mast cell complex.
Keywords: dendritic cells, mast cells, skin, immunological synapse, degranulatory synapse, immune response
Corresponding author: Natalia V. Yaglova. E-mail: yaglova@mail.ru
For citation: Yaglova N.V., Obernikhin S.S., Yaglov V.V., Nazimova S.V. Role of skin dendritic and 
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путей проникновения, иммунный ответ на этот антиген 
сильнее, чем иммунный ответ на тот же антиген, по-
падающий другим путем. Например, при вакцинации 
против гриппа при внутрикожном введении требует-
ся только одна пятая дозы, необходимой для внутри-
мышечной инъекции, для достижения сопоставимых 
 титров антител в сыворотке [4]. Кроме того, при пря-
мом сравнении с другими путями введения вакцины, 
такими как внутрибрюшинное или внутримышечное, 
кожная иммунизация обеспечивает более сильные кле-
точные и гуморальные иммунные ответы [5]. В реали-
зации иммунных процессов в коже участвуют разные 
клеточные популяции: дендритные клетки, в том числе 
клетки Лангерганса, тучные клетки, эозинофилы, ней-
трофилы, различные популяции лимфоцитов.

роль дендритных клеток  
в инициации иммунных реакций

Решающую роль в инициации иммунных реак-
ций играют дендритные клетки (ДК). Как основ-
ные антигенпрезентирующие клетки, участвующие 
в формировании адаптивного иммунного ответа, ДК 
играют центральную роль в установлении долговре-
менного иммунитета. В организме ДК принимают 
участие в генерировании мощных цитотоксических 
CD8+ Т-клеток [6], а также регулируют поляризацию 
хелперных CD4+ Т-клеток (Th) в сторону соответству-
ющего типа (Th1, Th2, Th17) [7]. В коже существует 
несколько популяций ДК, имеющих разное происхож-
дение и функцию. Плазмацитоидные ДК, специализи-
рующиеся на врожденном противовирусном иммуни-
тете, экспрессируют толл-подобные рецепторы 7-го 
и 9-го типа и являются первичными продуцентами ин-
терферонов типа I в ответ на вирусные инфекции [8, 9]. 
При воспалительном процессе ДК могут развиваться 
и из моноцитов, принимая на себя функцию презен-
тации антигена как CD4+, так и CD8+ Т-клеткам [10], 
а также обладать антимикробной активностью через 
продукцию фактора некроза опухоли-α и индуциро-
ванной NO-синтазы [11]. В дополнение к названным 
выше ДК существует несколько конститутивных по-
пуляций, которые можно в общих чертах сгруппиро-
вать в две категории: резидентные лимфоидные ДК, 
известные как классические, и мигрирующие ДК [12]. 
Резидентные лимфоидные ДК обнаруживаются в се-
лезенке и лимфатических узлах. Они развиваются из 
предшественников костномозгового происхождения 
и включают cубпополяции CD8α+ и CD11b+ [13].

Мигрирующие ДК состоят из нескольких различ-
ных субпопуляций [14], которые циркулируют между 
нелимфоидными органами, такими как кожа, легкие 
или кишечник, и регионарными дренирующими лим-
фоузлами. Эта способность проникать в нелимфоидные 
органы, включая кожу, и выходить из них, представляет 
собой ключевую особенность трафика сети ДК [15]. 

Клетки Лангерганса являются единственными 
резидентными антигенпрезентирующими клетками 

в эпидермисе и составляют 3–5% эпидермальных 
клеток [16]. Они располагаются в межфолликулярном 
и фолликулярном эпителии и обладают способностью 
продвигать свои отростки через плотные соединения 
для получения антигена из рогового слоя [17]. Как у 
мыши, так и у человека клетки Лангерганса экспрес-
сируют молекулы MHC-II, лангерин (CD207), а также 
молекулу адгезии эпителиальных клеток (EpCAM), ко-
торая способствует их миграции за счет уменьшения 
адгезии с кератиноцитами [18].

роль тучных клеток  
в организации иммунных реакций

Тучные клетки (ТК) имеют гемопоэтическое про-
исхождение. После выхода из костного мозга пред-
шественники ТК циркулируют в крови, проникают 
в разные ткани и развиваются в зрелые ТК под влия-
нием факторов микроокружения, в том числе факторов 
роста, таких как фактор стволовых клеток и интерлей-
кин-3 [19]. Гемопоэтическое развитие ТК уникально, 
поскольку их предшественники покидают костный 
мозг и претерпевают трансэндотелиальную миграцию 
до того, как они приобретут какие-либо гистохимиче-
ские свойства, специфичные для линии ТК. Затем ТК 
в соответствии с тканевой средой разделяются на две 
основные субпопуляции: ТК соединительной ткани, 
расположенные у нервных окончаний и кровеносной 
и лимфатической сосудистой сети, и ТК слизистых обо-
лочек, расположенные в подслизистом слое слизис-
тых оболочек, например кишечника и дыхательных 
путей. Секреторные элементы и потенциал высвобож-
дения гранул этих фенотипов ТК в основном опреде-
ляются местными тканевыми факторами [20]. Кроме 
того, субпопуляции ТК человека из кожи и легких 
первоначально были классифицированы как сероз-
ные (тип ct) и слизистые, или мукозные (тип t). Они 
были разделены по протеазному составу их секретор-
ных гранул, включающему триптазу, химазу, карбок-
сипептидазу A3 и катепсин G в первом типе и только 
триптазу во втором [21, 22]. ТК сt-типа вносят вклад 
в ремоделирование тканей и ангиогенез, тогда как 
ТК t-типа связаны с иммунными функциями. Оба этих 
подтипа экспрессируют высокоаффинный рецептор для 
Fc-области иммуноглобулина E (FcεR1), что позволяет 
им участвовать в аллергических реакциях и реакциях 
гиперчувствительности [23].

Плотность ТК в тканях варьирует в разных органах. 
Например, в коже человека плотность ТК составляет 
7000–12 000, в кишечнике – 20 000, в легких – 500–4000 
на 1 мм3 [24]. Кроме того, в лимфатических узлах коли-
чество ТК значительно увеличивается в ответ на вос-
паление, где они активно участвуют в привлечении им-
мунных клеток к лимфатическим узлам посредством 
секреции цитокинов и хемокинов [25]. Известно, что 
в цитоплазме ТК имеются секреторные гранулы, со-
держащие медиаторы воспаления вазоактивные амины 
(прежде всего гистамин), хондроитинсульфаты A и С 
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и гепарин, серотонин, разнообразные ферменты (про-
теазы, рибонуклеаза, гистидиндекарбоксилаза, кислые 
гликозамингликаны), а также ряд цитокинов (фактор 
некроза опухоли-α, фактор роста фибробластов, ин-
терлейкин-4, фактор стволовых клеток), различные 
хемокины [26]. После активации ТК высвобождают 
содержимое этих предварительно сохраненных (пре-
формированных) гранул в их тканевое микроокруже-
ние, а также секретируют ряд биологически активных 
веществ, инициируя множественные физиологические 
реакции, не только аллергические, участвуют в контро-
ле сосудистого тонуса и проницаемости, неоваскуля-
ризации и защиты от воздействия патогенов [27, 28].

Являясь клетками врожденного иммунитета, ТК 
оснащены механизмами для раннего и быстрого об-
наружения вторгающихся возбудителей, таких как 
бактерии, паразиты, грибы и вирусы [29]. Величина 
и характер ответов ТК на разные стимулы зависят от 
микроокружения и внутренних факторов, которые 
могут модулировать экспрессию и функциональность 
поверхностных рецепторов ТК и сигнальных молекул, 
соответствующих этим ответам [30, 31]. Возбудители 
имеют консервативные молекулярные структуры, на-
зываемые патогенассоциированными молекулярными 
паттернами (PAMP). Они связываются на поверхности 
ТК с рецепторами распознавания (PRR), к которым от-
носятся толл-подобные рецепторы. ТК экспрессируют 
толл-подобные рецепторы 1–7-го и 9-го типов, NOD-
подобные рецепторы (NLR) и ген-I, индуцируемый 
ретиноевой кислотой (RIG-I) [32]. Толл-подобный 
рецептор-4 может быть активирован липополисаха-
ридом грамотрицательных бактерий, что стимулиру-
ет как высвобождение уже сформированных гранул, 
так и продукцию множества цитокинов ТК, а также 
ТК-гистамин-NF-κB-зависимую секрецию цитокинов 
клетками окружающей ткани [33]. Активация толл-
подобных рецепторов-2 пептидогликаном грамполо-
жительных бактерий приводит к интенсивной дегра-
нуляции ТК [34]. Гистамин, выделяемый ТК, способен 
связываться с рецепторами гистамина Н1 и Н2 на са-
мих ТК и поддерживать или повторно инициировать 
дальнейшую их дегрануляцию [19]. Гистамин, высво-
бождаемый из ТК, является необходимым медиатором, 
участвующим в фосфорилировании транскрипционно-
го фактора NF-κB, который контролирует экспрессию 
генов иммунного ответа, апоптоза клеток и клеточного 
цикла [33].

Взаимодействие тучных и дендритных клеток 
Непосредственная близость ДК и ТК в коже на 

границах раздела с окружающей средой предполагает 
наличие взаимодействия между ними. Для иммуно-
модуляции и ТК, и ДК способны секретировать ши-
рокий спектр цитокинов, стимулирующих или подав-
ляющих иммунный ответ. Продукция цитокинов ТК 
и ДК регулируется по-разному, в зависимости от того, 
происходит прямое или бесконтактное клеточное вза-

имодействие. При прямом взаимодействии возможен 
не только ответ ДК на растворимые медиаторы ТК, но 
и образование межклеточных контактов. Они изменяют 
передачу сигналов в клетке, вероятно за счет актива-
ции молекул адгезии, и могут приводить к изменению 
спектра продуцируемых цитокинов, а также влиять на 
скорость их секреции [35].

Рядом исследований in vitro на культурах клеток, 
полученных из полости брюшины, и незрелых ДК из 
костного мозга, а также in vivo на линии мышей Kit 
(W/Wv) с дефицитом ТК было продемонстрирова-
но, что прямые контакты с ТК усиливают созревание 
ДК и последующую стимуляцию ими Т-клеток [35, 36]. 
R. Joulia et al. показали, что взаимодействие IgE- или 
IgG-несущих B-клеток с FcR рецепторами ТК приводит 
к векторной экспозиции гранул у последних, которую 
авторы назвали антителозависимым дегрануляторным 
синапсом [37, 38]. Активация ТК, опосредованная пере-
крестным связыванием антиген-IgE-FcεRI, приводит к 
поляризации ТК с последующим переносом интернали-
зованного материала от ДК к ТК. Поляризация клеток 
является отличительной чертой иммунных синапсов 
и включает реорганизацию рецепторов и цитоскеле-
та [39–41]. Установлено, что для эффективного образо-
вания синапсов ТК–ДК необходима клеточная адгезия, 
опосредованная интегринами [36]. Имеются данные, 
что при образовании контактов между ТК и ДК проис-
ходит изменение экспрессии мембранных рецепторов 
и лигандов, в частности снижение HLA-DR и CD80, 
участвующего в формировании иммунологического си-
напса между дендритными и Т-клетками, тенденция к 
увеличению хемокинового рецептора CCR7, значитель-
ное повышение экспрессии лиганда PD-L1 без суще-
ственных изменений CD86, являющегося костимули-
рующим сигналом для активации Т-лимфоцитов [42]. 
Образование синапсов между ТК и ДК может обеспе-
чить доставку более концентрированных доз раство-
римых медиаторов, главным образом цитокинов [43]. 
Важно отметить, что это образование синапсов облег-
чает перенос интернализованного ТК-специфического 
антигена от ТК к ДК, который в конечном счете процес-
сируется и презентируется ДК и может активировать 
Т-клетки. Предположения o взаимодействии ТК–ДК 
в периферических тканях, таких как кожа, были вы-
сказаны на основании наблюдения контактов в срезах 
тканей [43]. J. Dudeck et al. продемонстрировали высо-
кодинамичную связь между кожными ДК и ТК in vivo 
и в режиме реального времени, которая возникала при 
воспалительном процессе в коже [44]. Также было пока-
зано, что активация секреторных процессов в ТК кожи 
происходит и при развитии воспалительных процессов 
во внутренних органах [45, 46]. Дермальные ДК по-
глощают интактные гранулы, выделяемые ТК кожи при 
развитии воспаления. Поглощение гранул ТК способ-
ствует созреванию ДК и их миграции в лимфатические 
узлы, дренирующие кожу, и повышает эффективность 
прайминга Т-клеток. Важную роль в  созревании ДК 
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играют цитокины семейства фактора некроза опухоли, 
происходящие из ТК [47]. Впоследствии поглощенные 
гранулы ТК разрушаются внутри ДК в лимфоидной 
ткани. Следует отменить тот факт, что одних экзоген-
ных гранул ТК достаточно, чтобы вызвать заметную 
активацию ДК и Т-клеточный ответ [47]. Однажды ини-
циированная связь ДК–ТК демонстрирует длительное 
функционирование в течение иммунного ответа. Эти 
синапсоподобные прочные контакты в конечном сче-
те завершаются переносом белка, включая молекулы 
главного комплекса гистосовместимости II, от дер-
мальных ДК к резидентным ТК ткани [44]. Таким об-
разом, ТК могут извлекать участки мембран ДК через 
образовавшиеся синапсоподобные контакты (рис.). 
Известно, что при определенных воспалительных со-
стояниях ТК способны экспрессировать молекулы глав-
ного комплекса гистосовместимости II, представлять 
антигены T-клеткам и преимущественно увеличивать 
активацию эффекторных и регуляторных Т-клеток [48]. 
Кроме того, исследования образования иммунных си-
напсов ДК–ТК [49] или ТК–T-клеток [50] подтвержда-
ют возможность межклеточного взаимодействия и спо-
собность ТК рекрутировать ДК или T-клетки в  место 
воспаления, инфекции либо повреждения. Таким 
образом, ТК наделены способностью модулировать 
не только врожденный, но и адаптивный иммунный  
ответ [51, 52].

Заключение
Анализ имеющихся данных показывает, что учас-

тие дендритных и тучных клеток кожи в развитии за-
щитных реакций не ограничивается реализацией их 
собственных функций, направленных на привлечение 
других участников иммунных процессов, и носит не 
только локальный характер. Сформировавшийся в коже 
комплекс ДК–ТК может выполнять двоякие функции: 
играть роль защитного звена при проникновении 
в кожу возбудителей и аллергенов и одновременно 

быть генератором информационного сигнала, пере-
дающегося через лимфатические узлы во внутренние 
органы и активирующего клетки иммунной защиты 
в них. Также возможно, что синаптический комплекс 
ДК–ТК, образующийся в коже, необходим для форми-
рования в органах тучных клеток «памяти» (рис. 1). 
Это объясняет возникновение некоторых заболеваний 
кожи и их связь с развитием инфекционного процесса 
в организме. Исследования взаимодействия тучных 
и дендритных клеток открывают новые перспективы 
изучения патогенеза кожных болезней и заболеваний 
внутренних органов, и в будущем дадут возможность 
выявить новые координационные связи в системе им-
мунной защиты организма, изучение которых позволит 
найти более эффективные подходы к активации иммун-
ных реакций организма и управлению ими.
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Cтремительное развитие в 2020 году пандемии COVID-19, вызванной SARS-CoV-2, изначально 
свидетельствовало о значительном вовлечении иммунной системы в патологический процесс. Тем 
не менее информация о конкретных изменениях в органах иммунной системы пока ограниченна. Вы-
явлен широкий диапазон изменений – от выраженного опустошения В-зависимых и Т-зависимых зон 
лимфоидной ткани, напоминающего изменения при ВИЧ-инфекции на стадии СПИДа, до гиперплазии 
ткани лимфатических узлов и селезенки разной степени. При анализе данных литературы авторы 
акцентировали внимание на том, что патоморфологические изменения, выявленные при исследо-
вании секционного материала от пациентов с тяжелым течением новой коронавирусной инфекции, 
сопровождались в большинстве случаев премортальной лимфопенией. Несмотря на то, что причина 
лимфопении при COVID-19 пока не раскрыта, авторами обзора высказана гипотеза, что одним из 
потенциальных индукторов лимфопении является нерегулируемый апоптоз циркулирующих лимфо-
цитов. Активация цитокинов («цитокиновый шторм») может быть связана с атрофией лимфоидных 
органов, что также способствует снижению количества циркулирующих лимфоцитов. Не вызывает 
сомнений актуальность дальнейшей идентификации апоптоза клеток иммунной системы как одной 
из причин лимфопении и иммунной дисфункции при COVID-19, что имеет перспективы для поиска 
средств фармакологического воздействия на процесс лимфоцитарного апоптоза.
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Clinical and morphological manifestations of immune system dysfunction  
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Rapid development in 2020 of the COVID-19 pandemic caused by SARS-CoV-2 initially indicated signifi-
cant involvement of the immune system. However, information on specific changes in organs of the immune 
system is still limited. A wide range of alterations was revealed in our study: from pronounced devastation 
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Введение
В XX столетии коронавирусы (Nidovirales: Coro-

naviridae) не рассматривались в качестве серьезной 
медицинской проблемы, хотя их ветеринарное значе-
ние было вполне очевидно [1, 2]. В начале XXI века 
эта точка зрения подверглась ревизии в связи с эпи-
демией, вызванной коронавирусом тяжелого острого 
респираторного синдрома (SARS-CoV – Severe acute 
respiratory syndrome-related coronavirus) (Coronaviri-
dae, Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus) в южных 
провинциях Китая в 2002 году [3, 4], и открытием 
природных очагов коронавируса ближневосточного 
респираторного синдрома (MERS-CoV – Middle East 
respiratory syndrome-related coronavirus) (Coronaviridae, 
Betacoronavirus, подрод Merbecovirus) на территории 
Аравийского полуострова [5, 6].

Впервые изолированный в китайском городе Ухань 
(провинция Хубэй) в декабре 2019 года коронавирус 
тяжелого острого респираторного синдрома 2-го типа 
(SARS-CoV-2 – Severe acute respiratory syndrome-related 
coronavirus 2) (Coronaviridae, Betacoronavirus, подрод 
Sarbecovirus) продемонстрировал свой пандемический 
потенциал уже весной 2020 года – с тех пор этиологи-
чески связанное с ним заболевание COVID-19 (Coro-
navirus disease 2019) остается наиболее актуальным 
инфекционным заболеванием во всем мире [7–10]: по 
данным ВОЗ, на конец 2020 года летальность составила 
2,2% ≈ 1 754 574 / 79 231 893 [11]. 

Среди важнейших аспектов первостепенное зна-
чение было обращено на изучение патологической 
анатомии при тяжелых формах новой коронавирус-
ной болезни, закончившихся летальным исходом [12]. 
На основе результатов более 2000 аутопсий умерших 
от COVID-19 в Российской Федерации московскими 

патологоанатомами подготовлен и выпущен атлас 
патологических изменений, выявленных на разных 
стадиях заболевания, наглядно иллюстрированный 
микрофотографиями [13]. Установлено, что основ-
ным морфологическим субстратом поражения лег-
ких – главной мишени для SARS-CoV-2 является 
достаточно специфическое диффузное альвеолярное 
повреждение в сочетании с вовлечением в патоло-
гический процесс сосудистого русла легких и аль-
веолярно-геморрагическим синдромом. Помимо 
изменения легких разной степени выраженности 
на аутопсиях выявлены достаточно разнообразные 
поражения других органов и систем, патогенез ко-
торых пока не ясен, но, вероятно, носит сложный 
многофакторный характер. Среди таких основных 
факторов – специфическое повреждающее действие 
SARS-CoV-2, гипоксия, микроангиопатия, гиперко-
агуляция и гиперергическая иммунная реакция (воз-
можно, и аутоиммунная). Высказывается мнение 
о возможном значении генерализации коронавирус-
ной инфекции в виде «цитокинового шторма» и, как 
следствие, повреждении микроциркуляторного русла 
с нарушениями в системе свертывания крови [14]. 
Таким образом, несмотря на то, что COVID-19 яв-
ляется прежде всего инфекцией дыхательных путей, 
все больше данных указывает на то, что ее следует 
рассматривать как системное заболевание, затраги-
вающее сердечно-сосудистую, дыхательную, желу-
дочно-кишечную, неврологическую, кроветворную, 
иммунную системы и гемостаз [13, 15–18]. 

Цель обзора – охарактеризовать клинико-патомор-
фологические изменения при новой коронавирусной 
инфекции (COVID-19), связанные с иммунной дис-
функцией, и оценить их патогенетическое значение.

of B-dependent and T-dependent zones of lymphoid tissue, reminiscent of changes in HIV infection at 
the AIDS stage, to hyperplasia of the tissue of lymph nodes and spleen of varying degrees. Analyzing the 
literature data, we focused on the fact that pathomorphological changes revealed in the autopsy studies of 
patients with a severe COVID-19 were accompanied by premortal lymphopenia in most cases. However, 
the cause of lymphopenia in COVID-19 has not yet been disclosed, authors of the review hypothesized that 
unregulated apoptosis of circulating lymphocytes is one of the potential lymphopenia inductors. Cytokine 
activation (“cytokine storm”) may be associated with lymphoid organs’ atrophy, which also contributes to a 
decrease in the circulating lymphocyte count. There is no doubt about the relevance of further identification 
of the immune cell apoptosis as one of the causes of lymphopenia and immune dysfunction in COVID-19 
patients, which has prospects for pharmacological developments to manage lymphocytic apoptosis.
Keywords: coronavirus infection, COVID-19, pathomorphology, lymphopenia, lymph nodes, spleen, lym-
phocytic apoptosis
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общая характеристика  
патологии лимфоидных органов

Стремительное распространение новой коронави-
русной инфекции во многие страны мира с развитием 
пандемии изначально предполагало, что иммунная си-
стема значительно вовлечена в патологический процесс 
при COVID-19. Тем не менее информация о конкрет-
ных изменениях иммунного ответа и патологии лим-
фоидных органов при этой болезни пока ограниченна.

При анализе результатов исследований секционно-
го материала 11 пациентов, умерших в Приморском 
крае, было подтверждено [19], что COVID-19 является 
сис темным заболеванием с обширным вовлечением не 
только легких и сердца, но и других органов. При этом 
все пациенты имели поражение кровеносных сосудов. 
I. Reva et al. [20] рассматривают возможный механизм 
патогенеза COVID-19, связанный с повреждением 
эритроцитов, которые отнесены к основной ключе-
вой мишени, запускающей каскад реакций, ведущих 
к полиорганной недостаточности. В кровеносных со-
судах и паренхиме поврежденных легких у пациентов 
с COVID-19 выявлены патологические формы эритро-
цитов (анизоцитоз и пойкилоцитоз, гипохромные и ги-
перхромные эритроциты), характерные для различных 
анемий. По мнению авторов [20], наличие макрофагов с 
гемосидерином в цитоплазме, а также нахождение сво-
бодного гемосидерина в просвете сосудов свидетель-
ствуют о том, что гибель эритроцитов начинается не 
в паренхиме легких, а на стадии циркуляции и доставки 
кислорода к тканям, что приводит к ишемии клеток 
и анемии из-за невозможности переноса гемоглоби-
на поврежденными эритроцитами. Ранее была уста-
новлена возможность прикрепления вирусов гриппа 
и энцефаломиокардита к эритроцитам человека за счет 
рецептора гликофорина А с последующей гемагглюти-
нацией клеток [21, 22].

К настоящему времени опубликовано много работ 
по патоморфологическому исследованию секционного 
материала пациентов, умерших от COVID-19, но об 
изменениях, возникающих в органах лимфатической 
системы, в частности в лимфатических узлах средо-
стения, по-прежнему информации недостаточно. По 
данным литературы, распространенность внутригруд-
ной лимфаденопатии составляет примерно 6% среди 
всех случаев COVID-19 [23, 24]. РНК SARS-CoV-2 
удалось обнаружить в прикорневых и субкаринальных 
лимфатических узлах, как методом иммуногистохимии 
(моноклональные антитела к белку шипа), так и ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) [25, 26]. 
Морфологически лимфатические узлы имели нор-
мальную структуру фолликулов с картиной гемофа-
гоцитоза приблизительно в половине описываемых 
случаев [23, 25]. РНК коронавируса была также иден-
тифицирована в трахее, селезенке, эпителии почечных 
канальцев, что подтверждало диссеминированный ха-
рактер течения новой коронавирусной инфекции [27]. 
C помощью иммуногистохимии и ПЦР SARS-CoV-2 

был обнаружен во всем желудочно-кишечном тракте 
(кроме пищевода) [28] и в селезенке [26, 29]. 

Достаточно подробно патологические изменения 
в лимфатических узлах описаны H. Zhang et al. при 
ауто псийном исследовании 12 пациентов [24]. В при-
корневых лимфатических узлах обнаружены нарушения 
гистоархитектоники ткани и макрофагальная инфильт-
рация, характеризующие картину неспецифического 
лимфаденита [30]. Наблюдалось расширение субкап-
сулярных синусов в прикорневых лимфатических уз-
лах, инфильтрированных CD68+ макрофагами. Соот-
ношение CD3+ Т-лимфоцитов и CD20+ В-лимфоцитов 
в коре лимфатических узлов не было нарушено. При 
световой микроскопии паратрахеального лимфатиче-
ского узла выявлено наличие первичных лимфоидных 
фолликулов, что подтверждено иммуногистохимиче-
ским анализом, демонстрирующим экспрессию к анти-
телам CD21+ и CD10–. Отмечалось некоторое расши-
рение межфолликулярной зоны с рассеянными CD3+ 
Т-лимфоцитами. Иммуногистохимически регистри-
ровалось небольшое увеличенное соотношение CD4+/
CD8+ клеток. Полученные изменения наблюдались на 
фоне сохранной гистоархитектоники лимфатических 
узлов. Сходные изменения, а также снижение пула 
СD4+ лимфоцитов указаны и в других работах [31–33].

При поступлении в больницу Тунцзи с 10 января 
по 12 февраля 2020 года были собраны и проанали-
зированы демографические и клинические данные во 
всех подтвержденных случаях COVID-19 (452 паци-
ента), причем у 286 пациентов (59%) диагностирована 
тяжелая инфекция [34]. В большинстве наблюдений 
с тяжелым вариантом течения процесса наблюдались 
повышенные уровни биомаркеров, связанных с ин-
фекцией, и воспалительных цитокинов. Количество 
В-клеток, Т-клеток и NK-клеток было значительно сни-
жено у пациентов с COVID-19, особенно в тяжелых 
случаях. Показано, что Т-хелперный пул клеток больше 
всего страдает от SARS-CoV-2 при тяжелом варианте 
течения. При этом процент юных Т-хелперов увеличи-
вался, а Т-хелперов памяти уменьшался. Пациенты с 
COVID-19 имели более низкий уровень регуляторных 
Т-лимфоцитов, и более явно они повреждались в тя-
желых случаях. Сделано заключение [34], что SARS-
CoV-2 может в основном действовать на лимфоциты, 
особенно на Т-лимфоциты, и вызывать «цитокиновый 
шторм» и серию иммунных ответов в организме. Наб-
людение за субпопуляциями нейтрофилов и лимфо-
цитов помогало при раннем скрининге критических 
заболеваний, диагностике и лечении COVID-19. 

Проанализировав данные литературы, можно сде-
лать вывод, что коронавирус SARS-CoV-2 обнаружи-
вается в лимфатических узлах и селезенке человека, 
вызывая повреждение тканей и уменьшение количества 
лимфоцитов. Актуальным остается вопрос, являются 
ли выявленные изменения прямым следствием репли-
кации вируса и фатальными иммунными нарушениями 
у пациентов с СOVID-19 или же отражают неспецифи-
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ческие реактивные изменения, возникающие на фоне 
коронавирусной инфекции в результате общей диссе-
минации. При этом следует учесть, что у пациентов с 
тяжелым течением коронавирусной инфекции обнару-
жено отсутствие образования зародышевых центров 
в лимфоидных фолликулах [35], являющихся основным 
центром формирования В-лимфоцитов гуморального 
иммунитета. 

При анализе 18 летальных случаев в России [12] на-
ряду с рутинной оценкой макро- и микроскопических 
изменений проведено иммуногистохимическое иссле-
дование легких и других органов с использованием сы-
вороток к СD2–СD5, СD7, СD20, СD31, СD34, СD56, 
СD57, СD69. Выявлено, что клеточная инфильтрация, 
связанная с генерализацией вирусной инфекции, пред-
ставлена преимущественно супрессорными популяци-
ями Т-лимфоцитов и макрофагами, а инфильтрация 
CD8+ лимфоцитами в почках, печени, надпочечниках, 
перикарде, кишечнике свидетельствовала, по мнению 
авторов, о вероятном аутоиммунном компоненте пато-
генеза болезни. 

Хотя у большинства пациентов симптомы заболева-
ния были слабо выражены, у части их развились тяже-
лые проявления инфекции и наступил летальный исход 
от полиорганных осложнений [13, 36, 37]. К настояще-
му времени детально охарактеризована патологическая 
анатомия COVID-19 у людей, однако патогенез коро-
навирусной инфекции остается неясным. Тем не менее 
сделан вывод о возможном патогенетическом значении 
иммунных нарушений при COVID-19 и предлагают-
ся лечебные рекомендации по введению высоких доз 
внутри венного иммуноглобулина [36]. 

Особый интерес представляет тяжелый острый ре-
спираторный синдром, или атипичная пневмония, вы-
званная коронавирусом SARS-CoV-1, первый случай 
которой был зарегистрирован в ноябре 2002 года в юж-
ном Китае. Вирус удалось идентифицировать в ткани 
лимфатических узлов в 59% исследуемых образцов, 
причем вирусная нагрузка была сопоставима с таковой 
при исследовании тонкой и толстой кишки [38]. Анало-
гичные данные получены и другими китайскими уче-
ными [39]. При патоморфологическом исследовании 
в ткани лимфатических узлов и селезенки выявляли не-
кроз с геморрагическим компонентом, сочетающийся с 
истощением пула лимфоцитов [40–43]. Это позволило 
сделать заключение, что патологические изменения, 
наблюдаемые в этих органах при COVID-19, вероят-
но, связаны с системными эффектами аномальных 
иммунных реакций на репликацию вируса и сходны с 
таковыми при коронавирусной инфекции, вызываемой 
SARS-CоV-2.

Российскими учеными [44] с помощью гистологи-
ческого и иммуногистохимического (с использовани-
ем антител к CD4, CD8, CD20, CD30, CD123, CD138, 
PD-1) методов исследована ткань лимфатических 
узлов 17 пациентов, умерших от COVID-19 тяжело-
го и крайне тяжелого течения. Установлены редук-

ция В-зависимой зоны и деплеция цитотоксических 
Т-лимфоцитов с повышением экспрессии PD-1, что го-
ворит об истощении иммунного ответа. В то же время 
в паракортикальной зоне наблюдался значительный 
реактивный плазмоцитоз с наличием многочисленных 
Т-хелперов – морфологический субстрат гуморально-
го звена иммунитета, что может свидетельствовать о 
неэффективности гуморального ответа у пациентов с 
COVID-19 тяжелого течения при одновременной несо-
стоятельности Т-клеточного иммунитета.

лимфопения – демонстративный признак 
иммунной дисфункции  
при коронавирусной инфекции COvID-19

Заслуживает внимания тот факт, что при новой 
коронавирусной инфекции, вызванной SARS-CoV-2, 
у пациентов часто выявлялась лимфопения (лимфо-
цитопения), которая имеет отношение к гемограм-
ме и характеризует количество лимфоцитов в крови  
<1,0 × 109/л [26, 30, 45]. Например, в Китае при го-
спитализации пациентов с COVID-19 в клинических 
анализах крови лимфопения составляла до 83,2% слу-
чаев [46, 47]. Ретроспективный анализ клинических 
данных пациентов, госпитализированных в Ухане, по-
казал снижение лимфоцитов в периферической крови 
в 85% наблюдений [48, 49]. Подобный феномен был от-
мечен примерно у 40% первых пациентов с COVID-19, 
госпитализированных в Сингапуре [50]. При этом у 
многих переболевших снижение уровня лимфоцитов 
в периферической крови не достигало нормальных зна-
чений даже через 11 недель после выздоровления [51]. 

У 69% пациентов с лимфопенией была выявлена 
реактивная популяция лимфоцитов, включая подгруп-
пу лимфоплазмоцитоидных форм (лимфоидные клет-
ки с плазмоцитарной дифференцировкой), которая не 
присутствовала в периферической крови у пациентов 
с SARS в Сингапуре в 2003 году, но имелась только 
в 15,2% случаев в аналогичном исследовании в Гон-
конге [51, 52].

В исследованиях W. Guan et al. (2020) [46], объеди-
нивших в себе данные из разных провинций Китая, 
получены интересные биохимические результаты: 
С-реактивный белок был повышен у 60,7% пациентов, 
повышенный прокальцитонин, являющийся маркером 
вторичной бактериальной инфекции, осложняющей 
течение COVID-19, обнаружен у 5,5%, а повышенная 
активность лактатдегидрогеназы у 41%. 

В течение инкубационного периода, обычно в диа-
пазоне с 1-го по 14-й день, и в ранней фазе заболевания, 
когда присутствовали неспецифические симптомы, ко-
личество лейкоцитов и лимфоцитов периферической 
крови соответствовало норме или было слегка сниже-
но. Спустя приблизительно 7–14 дней после начальных 
симптомов обнаруживались клинические проявления 
заболевания с выраженным системным повышением 
провоспалительных цитокинов, что именуется «цито-
киновым штормом» [53]. К этому моменту лимфо пения 
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становилась совершенно очевидной. Хотя причина 
лимфопении в случае COVID-19 до конца не изучена, 
названы некоторые факторы, приводящие к данному 
состоянию. Например, было показано, что лимфоциты 
тоже экспрессируют на своей поверхности АПФ2 [54], 
поэтому SARS-CoV-2 может непосредственно инфи-
цировать эти клетки и в конечном счете приводить к 
их повреждению. Активация цитокинов может быть 
связана с атрофией лимфоидных органов, в том числе 
селезенки, что снижает количество циркулирующих 
лимфоцитов [29, 55]. 

Лимфопения также была отмечена у пациентов с 
критически тяжелым течением COVID-19 в Вашинг-
тоне (США) [56, 57]. Она оказалась более выраженной 
в случае летальных исходов [47]. Сообщалось, что при 
тяжелом протекании заболевания и летальном исходе 
уровень лимфоцитов как при поступлении, так и в пери-
од госпитализации был значительно ниже по сравнению 
с таковым у выздоровевших пациентов [34, 58]. В от-
личие от умерших пациентов у выживших минимум 
количества лимфоцитов наблюдался на 7-й день с мо-
мента появления симптомов и при выздоровлении [59]. 
Однако механизмы, вызывающие потерю отдельных 
популяций иммунных клеток, недостаточно изучены.

В наших наблюдениях летальных случаев  COVID-19, 
произошедших в 2020 году в Приморском крае (вклю-
чая Владивосток), в премортальном периоде заболева-
ния отмечено достоверное снижение числа лимфоци-
тов у 73% пациентов и тромбоцитов у 47%. Феномен 
лимфопении определялся на фоне увеличения общего 
числа лейкоцитов в 76% случаев, что соответствовало 
воспалительному заболеванию. 

апоптоз лимфоцитов  
как один из потенциальных индукторов 
лимфопении при COvID-19

Известно, что инфекция и клеточная гибель (нек-
роз, апоптоз) – взаимовлияющие процессы, развитие 
которых может сыграть критическую роль в судьбе как 
организма-хозяина, так и микроорганизма-возбудите-
ля [60]. В зарубежной литературе 2000-х годов обраща-
ют на себя внимание работы, посвященные апоптозу 
клеток иммунной системы при инфекционных болез-
нях, в том числе интенсивному апоптозу лимфоцитов 
при сепсисе. 

Установлено [61, 62], что лимфоциты подвергают-
ся массивному нерегулируемому апоптозу у больных 
людей и лабораторных животных при ряде тяжелых 
инфекций, протекающих с развитием сепсиса, потенци-
ально играющего большую роль в случаях сильной им-
муносупрессии, что характеризует терминальную фазу 
летального инфекционного заболевания. Сдвига в сто-
рону начала апоптоза следует ожидать в течение ран-
ней фазы сепсиса, когда патогены (бактерии, вирусы) 
или их побочные продукты стимулируют макрофаги к 
освобождению TNF-α, оксида азота и глюкокортикои-
дов. У большинства пациентов, умерших от сепсиса, 

наблюдались апоптотические изменения лимфоцитов 
и потеря клеток в ткани селезенки, а приблизительно 
15% этих больных имели пролонгированную лимфопе-
нию в течение терминального периода [63]. Отмечает-
ся [64, 65], что нарастающий лимфоцитарный апоптоз 
при септическом шоке начинается рано и тяжелая лим-
фопения (премортальное уменьшение циркулирующих 
лимфоцитов) прогнозировала летальный исход. Экс-
тенсивный апоптоз лимфоцитов отмечен у человека 
и животных не только при бактериальном сепсисе, но 
и при инфицировании возбудителями особо опасных 
инфекций, включая вирус Ebola (возбудитель гемор-
рагической лихорадки Эбола), возбудители сибирской 
язвы и чумы [62]. На мышиной модели интраназальной 
инфекции Yersinia pestis усиленный апоптоз лимфо-
цитов в селезенке обнаружили спустя 36 часов после 
заражения [66]. Экспериментальное ингибирование 
апоптоза через генетическую модификацию или фар-
макологическое вмешательство улучшало выживание 
животных [62].

Анализируя литературу о патологии инфекции, вы-
званной SARS-CoV-2, по нашему мнению, достаточ-
но обоснованно можно высказать гипотезу, что одним 
из потенциальных индукторов лимфопении является 
нерегулируемый апоптоз циркулирующих лимфоци-
тов наряду с деструкцией лимфоцитов вследствие се-
креции лимфоидными клетками проапоптотических 
лигандов и тканевой лимфоидной инфильтрацией 
в условиях цитокиновой активации. Так, в атласе «Па-
тологическая анатомия COVID-19» [13], основанном на 
2000 аутопсий в Российской Федерации, указывается, 
что в органах иммунной системы выявлен широкий 
диапазон изменений, обусловленный рядом взаимоотя-
гощающих событий – длительностью болезни, особен-
ностями терапии, наличием коморбидных заболеваний 
и т.д. Морфологические изменения тканей иммунной 
системы демонстрируют пеструю картину. Они могут 
варьировать от полного опустошения, напоминающего 
изменения при ВИЧ-инфекции на стадии СПИДа, до 
разной степени гиперплазии. В органах иммуногенеза 
таргетными областями становятся В- и Т-зависимые 
зоны селезенки и лимфатических узлов. В краевых си-
нусах лимфатических узлов (как и в легочной ткани) 
обнаружены феномены аутоцитофагии и фагоцитоза 
макрофагами целых лимфоцитов и их фрагментов, 
которые скорее всего представляют собой апоптоти-
ческие тельца. В связи с этим следует также отметить, 
что в трех из 11 летальных случаев, наблюдавшихся 
в Приморском крае [19], было обнаружено лимфоидное 
истощение белой пульпы селезенки. Особого внимания 
заслуживает факт, что развивающийся при COVID-19 
«цитокиновый шторм» характеризуется существенно 
возросшими уровнями интерлейкинов (в основном 
IL-6, IL-2, IL-7, GM-CSF, CXCL10, MCP-1, MIP1-a) 
и провоспалительных цитокинов (TNFα), которые мо-
гут приводить к апоптозу лимфоцитов [30, 67]. Повы-
шенный уровень IL-7 в сыворотке крови указывает на 
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недостаточность системных Т-лимфоцитов и признаки 
усиления пролиферации Т-клеток у пациентов с тяже-
лой лимфопенией [68]. Полученные результаты [68] 
также указали на увеличение апоптоза мононуклеар-
ных клеток у пациентов с COVID-19, которое было 
более значительным в тяжелых клинических случаях. 
Согласно предыдущим данным этих же исследовате-
лей, SARS-CoV-2 имеет способность индуцировать 
внутренние и внешние пути апоптоза и стимулировать 
апоптоз Т-клеток, что также наблюдалось в случаях с 
MERS-CoV.

В работе Y. Xiong et al. [68] сообщается, что вы-
званная SARS-CoV-2 активация апоптоза и сигналь-
ного пути P53 в лимфоцитах может быть причиной 
лимфопении у пациентов. Лабораторные данные трех 
пациентов показали снижение количества различных 
типов иммунных клеток, включая лимфоциты, в крови. 
Также выявлено, что несколько значительно изменен-
ных генов обогащено сигнальными путями апопто-
за и P53, включая CTSL, CTSB, DDIT4, RRAS, CTSD, 
BIRC5, TNFSF10, CTSZ, NTRK1, IGFBP3, CCNB1, 
RRM2, CCNB2, GTSE1, CDK1, STEAP3 и TP53I3. 

Важные данные получены иранскими исследо-
вателями [69], проанализировавшими демографиче-
ские и клинические данные 61 пациента, госпита-
лизированного с подтвержденным COVID-19. При 
этом мононуклеарные клетки периферической крови 
были выделены из всех образцов, и картина апопто-
за оценена с использованием аннексина V/пропидия 
иодида. Частота субпопуляций лимфоцитов, включая 
T-CD4+, T-CD8+, NK, B-клетки и моноциты, измерена 
у всех пациентов и у 59% лиц в контрольной группе 
с помощью проточной цитометрии. Результаты пока-
зали, что процент лимфоцитов, CD4+ и CD8+ Т-клеток 
был снижен у пациентов с COVID-19 по сравнению 
с контрольной группой. Количество лимфоцитов, 
CD4+, CD8+ Т-клеток и NK-клеток в большей сте-
пени снижалось в тяжелых случаях по сравнению  
с легкими.

Заключение
В 2020 году важнейшим событием мирового уров-

ня стала пандемия новой коронавирусной инфекции, 
вызванной SARS-CoV-2. Быстрое распространение 
COVID-19 во многие страны мира изначально предпо-
лагало, что иммунная система значительно вовлечена 
в патологический процесс коронавирусной инфекции. 
При этом остается недостаточно информации об из-
менениях в лимфоидных органах, в первую очередь 
в регионарных лимфатических узлах средостения. Тем 
не менее не вызывает сомнений, что SARS-CoV-2 мо-
жет в основном действовать на лимфоциты, особенно 
на Т-лимфоциты, и вызывать «цитокиновый шторм» 
и серию иммунных ответов в организме.

В обзоре акцентировано внимание на клинико-па-
томорфологических проявлениях иммунной дисфунк-
ции при COVID-19, что имеет большое значение для 

углубленного понимания патогенеза коронавирусного 
процесса. Важен факт премортальной упорной лим-
фопении у значительного числа пациентов, которая 
имеет прогностическое значение в конкретных случаях 
 COVID-19 и ассоциируется с выраженным опустоше-
нием (атрофией) лимфоидных органов. На основании 
анализа имеющихся данных литературы о патоморфо-
логии и иммунных сдвигах при COVID-19 высказана 
гипотеза, что одним из потенциальных индукторов 
лимфопении является нерегулируемый апоптоз цир-
кулирующих лимфоцитов. Характерная для коронави-
русной инфекции активация цитокинов («цитокиновый 
шторм») может приводить к опустошению лимфоид-
ных органов, что также способствует снижению коли-
чества циркулирующих лимфоцитов.

Учитывая сказанное выше, актуальны дальнейшее 
изучение иммунопатогенеза болезни и идентификация 
апоптоза клеток иммунной системы, индуцированного 
SARS-CoV-2, как одной из причин лимфопении и им-
мунной дисфункции при COVID-19, что имеет пер-
спективы для прогнозирования тяжелого (летального) 
исхода этой инфекции и поиска средств фармаколо-
гического воздействия на процесс лимфоцитарного 
апоптоза.
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Novel clinical and morphological predictors of malignancy 
in patients with ovarian endometrioid cysts
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Introduction. Endometriosis is an endless source of scientific investigations, but still the mechanisms of 
malignant transformation of ovarian endometriosis remain to be understood. 
Patients and methods. This study was conducted on surgical specimens isolated from ovarian endometri-
oid cysts (OEC) and the endometriosis-associated ovarian tumors obtained after surgical operation from 
117 patients. The normal level of serum CA 125 was assumed to be up to 35 IU/ml. Immunohistochemical 
study of MCK, CK7, CK20, CK 8/18, Calretinin, EMA, Ki67, CEA, Vimentin, Inhibin, WT1, p53, ARID1A 
(BAF250a), CA 125 antibodies was performed. 
Results. The results revealed a direct correlation between the level of serum CA 125 and the WT1 expression 
in the OEC epithelium (Pearson r=0.84, p<0.0001) and between the level of serum CA 125 and the p53 
expression (Pearson r=0.81, p<0.0001). A striking direct correlation was found when studying the relation-
ship between WT1 and p53 expression in OEC epithelium (Pearson r=0.79, p<0.0001). 
Conclusion. This research delineated the changes in OEC epithelium, which were similar to the serous 
epithelial type and associated with an extensive rise in the serum biomarker CA 125 level, which could be 
indicative of the early neoplastic transformation of OEC.
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новые клинико-морфологические предикторы неопластической трансформации  
у пациенток с эндометриоидными кистами яичников
Л.М. Михалева1, О.И. Пацап2, Т.В. Безуглова1, А.И. Давыдов3,  Г.М. Алиев 1,3,4

1 ФГБНУ Научно-исследовательский институт морфологии человека, Москва, Россия
2 ФГБУ Федеральный центр мозга и нейротехнологий ФМБА России, Москва, Россия
3 Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова (Сеченовский университет),  

Институт клинической медицины имени Н.В. Склифосовского, Москва, Россия
4 Международный научно-исследовательский институт GALLY, Сан-Антонио, Техас, США

Введение. Проблема эндометриоза является неиссякаемым источником для научных исследований, 
при этом механизмы злокачественной трансформации эндометриоза яичников все еще остаются не-
достаточно изученными.
Материалы и методы. Исследование проведено на операционном материале эндометриоидных кист 
яичников (ЭКЯ) и опухолей яичников, полученных после хирургических операций у 117 пациенток. 
Нормальным уровнем сывороточного онкомаркера СА 125 были приняты значения до 35 МЕ/мл вклю-
чительно. Иммуногистохимическое исследование проводилось с использованием маркеров MCK, CK7, 
CK20, CK 8/18, Calretinin, EMA, Ki67, CEA, Vimentin, Inhibin, WT1, p53, ARID1A (BAF250a), CA 125.
Результаты. Выявлена прямая корреляция между уровнем сывороточного CA 125 и экспрессией WT1 
в эпителии ЭКЯ (коэффициент Пирсона, r=0,84, p<0,0001) и между уровнем сывороточного CA 125 
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Introduction
Endometriosis takes the third place in all gynecological 

diseases after inflammation and leiomyoma. The incidence 
of endometriosis in fertile women ranges up to 15% and is 
one of the most common causes of infertility and chronic 
pelvic pain syndrome [1–4].

Endometriosis is characterized by ectopic tissue mor-
phologically similar to the endometrium, with glands and 
stroma. To date, many theories have been proposed, which 
highlight the etiology, pathogenesis, and natural history of 
the endometriosis and endometriosis-associated tumors 
with genetic alterations, changes in the microenvironment, 
stress factors, etc., but none of them can explain the entire 
variety of its forms and ability to neoplastic transforma-
tion [1, 2, 5–7].

The history of malignant transformation of endome-
triosis started in 1925 when John Sampson first described 
endometriosis-associated malignancy criteria [8]. Malig-
nant transformation of endometriosis is a rare phenomenon 
that occurs in about 0.7–2.5% of cases and, when it occurs, 
it usually involves the ovary [1, 9, 10]. Endometriotic foci 
also were identified near ovarian epithelial carcinomas 
and within these carcinomas. So, they were named endo-
metriosis-associated tumors and included predominantly 
endometrioid, clear-cell carcinomas, and a minor group 
of seromucinous tumors [11, 12]. The risk of endometri-
oid and clear-cell ovarian tumors is 2–3 times higher in 
women with endometriosis [10, 13]. Further investigation 
led to discovering so-called “atypical” endometriosis. It 
consumes gradual changing of normal endometrioid cyst 
epithelium into atypical endometriosis with loss of nuclear 
polarity, hyperchromic nuclei, syncytial papillary changes, 
large hobnail cells, and then into invasive carcinoma [10]. 
Endometriosis was significantly associated with borderline 
ovarian tumors and endometriosis-associated ovarian car-
cinomas [14]. Atypical endometriosis and endometriosis-
associated ovarian tumors have similar molecular changes, 
such as PTEN, ARID1A, and HNF-1b mutations. More-
over, ARID1A mutations were observed in clear-cell tumors 

and atypical endometriosis but not in distant endometrioid 
foci [10, 15].

The mechanisms of malignant transformation of endo-
metriosis such as genetic, epigenetic factors, microenvi-
ronment have been reported earlier [1–15]. The following 
neoplastic transformation pathways make a significant 
contribution to the development of “atypical” endometri-
osis and endometriosis-associated tumors. These include 
KRAS/BRAF mutations, TP53 mutations, mTOR pathway, 
ARID1A mutation, iron metabolism, redox molecules in 
endometriotic cyst fluid, etc. Previous investigation has 
revealed a number of pathophysiological changes in en-
dometriosis-associated carcinomas, such as deregulated 
oxidoreductase activity, metabolism, hormone activity, in-
flammatory response, innate immune response, and cell-to-
cell signaling [16]. DNA methylation and demethylation, 
histone modifications, and miRNA aberrant expressions 
play a significant role in endometrioid ovarian cyst (OEC) 
malignant transformation [17]. PI3K-AKT-mTOR, chro-
matin remodeling (ARID1A), Notch signaling, and Wnt/β-
catenin pathway may contribute to OEC malignant trans-
formation [1, 18–20].

Apart from the OEC malignant transformation, such 
cases have been reported from extraovarian endometriosis, 
including vaginal, ureteral, or cesarian scar. Most of the 
extraovarian malignancies are clear-cell or endometrioid 
carcinomas [21–26]. However, there are rare cases where 
rhabdomyosarcoma arises from OEC [27].

As previously mentioned, endometriosis-associated tu-
mors could arise from endometrioid cysts [28]. There are 
reports available that cystic fluid contains several active 
biomolecules, such as iron, reactive oxygen species, inter-
leukins. Iron-induced oxidative stress and DNA mutations 
are the basis of iron carcinogenesis, which are followed 
by the subsequent synthesis of the antioxidants with the 
decrease in cellular oxidative stress capacity, promotion 
of apoptosis resistance, and leading to tumor initiation and 
progression [29, 30]. So, with the help of metallobiology 
technology, these molecules can be used as non-invasive 
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biomarkers for detecting the endometriosis malignant trans-
formation [31, 32].

World Health Organization approved the classification 
of ovarian tumors in 2014 that include high-grade and low-
grade serous carcinomas (HGSC and LGSC, respectively) 
that differ from each other in genetic disorders, clinical 
course, and origin [33]. The source of HGSC is the fallo-
pian tube epithelium implanted on the ovarian surface. It 
is associated with the fallopian tube’s serous intraepithe-
lial carcinoma (STIC) and TP53 mutations [11]. LGSC is 
characterized by KRAS and BRAF mutations and develop 
sequentially from serous borderline tumors [11].

Glycosylation disorders are known as cancer markers. 
They lead to tumor-associated glycans and glycoproteins 
production. The glycosylation marker CA 125 is used for 
detecting and monitoring serous ovarian tumors. Since gly-
cosylation changes are the early event in the tumor, the 
identification of tumor-associated markers of glycosylation 
is an effective strategy in early diagnosis and improving 
the treatment [34].

The level of serum CA 125 detected in 1% of healthy 
female donors can be 35 IU/ml and is often regarded as 
the upper limit of the normal reference in the clinical prac-
tice. It should be noted that this level is controversial, for 
example, in postmenopausal women or in patients after 
hysterectomy, the level of CA 125 tends to decrease, and the 
lower level may be more acceptable [35]. Approximately 
85% of patients with ovarian epithelial tumors have a se-
rum CA 125 level higher than 35 IU/ml. Serum CA 125 is 
less often increased in mucinous, clear-cell, and borderline 
tumors than in serous carcinomas. An increase in serum CA 
125 level may also be associated with other malignancies 
(pancreas, breast, colon, lung tumors) and benign or physi-
ological conditions, including pregnancy, endometriosis, 
and menstruation [35].

Regarding CA 125 as a marker of endometriosis, 
many authors are inclined to believe that the level of  
CA 125≥30 IU/ml is an indicator of endometriosis with 
high accuracy only in women with symptoms of pain 
and infertility. CA 125 should be considered a discrimi-
natory test for suspected endometriosis, and the level of  
CA 125 <30 IU/ml, however, cannot be a criterion for reli-
able detection of endometriosis [36–39].

The present work suggested that an increased level of 
serum CA 125 in patients with OEC indicates a change in 
the morphology and physiology of endometrioid epithe-
lium, reflecting the beginning of the neoplastic transfor-
mation of OEC.

The efficient understanding of biological and func-
tional mechanisms depicting OEC complex pathogenesis 
is considered a significant aspect for developing novel di-
agnostic and therapeutic strategies. Furthermore, the neo-
plastic transformation of ovarian endometriosis remains 
to be understood fully despite decades of research. The 
present study delineated an extensive rise in the serum 
levels of CA 125 in OEC conditions, which indicates a 
change in the morphology and physiology of endometri-

oid epithelium conducive to the possible beginning stage 
of neoplasm.

Patients and methods
The present study was conducted on the surgical speci-

men samples obtained from 117 patients. 104 patients were 
after cystectomy with endometrioid cysts and 13 with 
ovarian tumors, including endometriosis-associated ones. 
The age group was chosen from 20 to 83 years (average 
36.58±0.95 years) during the period of 2016 to 2019 admit-
ted to the Hospital of S.S. Udina City of Moscow Hospital 
and the Moscow Clinical Hospital #31. All patients agreed 
and provided their individual informed consent to analyze 
their surgical specimen samples with complete Institutional 
ethical guidelines. Normal range of serum CA 125 was 
admitted under 35 IU/ml. We divided patients into five 
groups based on obtained data:

 y group 1 includes OEC with normal levels of serum 
CA 125 cancer biomarker in 69 patients, 

 y group 2 includes an increased level of serum CA 125 
(36–60 IU/ml) in 17 patients,

 y group 3 includes an increased level of serum CA 125 
(61–90 IU/ml) in 10 patients, 

 y group 4 includes an increased level of serum CA 125 
(91–301 IU/ml) in 8 patients,

 y and group 5 includes ovarian carcinomas, i.e., en-
dometrioid (endometriosis-associated ones), serous 
low- and high-grade with solid, pseudo-endometrioid, 
transitional cell-like pattern (SET-type) in 13 patients. 
The serum CA 125 analysis was performed at various 
laboratories in Moscow using immunochemilumines-
cent analyzers Architect 1000i (USA) and Immulite 
1000 (Japan).

Reagents
To compare expression in OEC with ovarian tumors, we 

used a diagnostic panel of mouse monoclonal antibo dies 
against MCK, CK7, CK20, CK 8/18, Calretinin, EMA, 
Ki67, CEA, Vimentin, Inhibin, WT1, CA 125, ARID1A 
(BAF250a) (Santa Cruz, USA).

Immunohistochemistry 
OEC and endometriosis-associated tumors surgical 

specimens were collected into buffered neutral 10% for-
malin and subjected to fixation. Paraffin-embedded tissue 
blocks were prepared through routine histological process-
ing. Immunohistochemical analysis was executed with the 
aid of the avidin-biotin complex technique. Histological 
sections were made using Sakura rotary microtomes, 
stained with hematoxylin and eosin. Immunohistochemis-
try study of MCK, CK7, CK20, CK 8/18, Calretinin, EMA, 
Ki67, CEA, Vimentin, Inhibin, WT1, CA 125, ARID1A 
(BAF250a) antibodies was performed using “Leica Bond-
maX” immunostainers (Germany). 

Interpretation of the immunohistochemical results was 
carried out considering the localization of positive cells 
by counting both the number of colored epithelial cells 
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per 100 cells in 10 high power fields (×400/HPF) and the 
intensity of staining. The obtained quantitative results were 
expressed as a percentage, where 0 – lack of expression,  
1 – up to 50% of colored cells – focal expression,  
2 – more than 50% of colored cells – intense expression 
of the marker. 

The intensity of cytoplasmic expression of the marker 
was evaluated in points, where 0 – lack of expression,  
1 – weak (pale) cell staining, 2 – moderate cell staining, 
3 – intense (bright) cell staining. 

Ki67 expression was evaluated as follows: 1) 0–20% – 
low proliferative activity, 2) 21–50% – moderate prolifera-
tive activity, 51–100% – high proliferative activity.

The expression of p53 in a weakly positive reaction was 
considered corresponding to the wild-type of TP53 gene 
(weakly positive staining), with total negative or staining 
of more than 80% of the nuclei referred to mutant-type of 
TP53 gene.

Statistics
Statistical analysis of results was performed using de-

scriptive statistics and a paired t-test, and a correlation 
between the expression of immunohistochemical mark-
ers in OEC epithelial and stromal cells and the level of 
serum CA 125. The reliability of the differences in the 
mean values was calculated using the analysis of variance. 
The correlation analysis results estimated the relationship 
between the studied parameters with the Pearson correla-
tion coefficient calculation (r). Also, the nonparametric 
Mann–Whitney criteria and the Spearman rank correla-
tion coefficient were used in the calculation in cases where 
parametric statistics methods were incorrect. The data was 
presented as M±m, where M is the arithmetic mean and 
m is the mean’s statistical error. A P-value of 0.05 was 
considered the cutoff for statistical significance.

Results
Most patients with OEC (groups 1–4) (98.1%) and with 

endometriosis-associated carcinomas (group 5) (82%) re-
ported nagging pains in the lower abdomen with varying 
frequency during the menstrual cycle. The body mass index 
(BMI) ranged from 16.8 to 43 (average 23.08±0.48) in 
OEC (groups 1–4) and from 18 to 28 (average, 23.77±0,8) 
in group 5, the age of menarche was from 11 to 18 years 
(average 13.09±0.13 years) in groups 1–4 and 11 to 16 (av-
erage, 12.77±0,4) in group 5. The diameter of OEC ranged 
from 15 to 135 mm (average 61.54±2.72 mm) in groups 
1–4 and from 20 to 240 mm (average 93.8±16,7 mm).  
Bilateral OEC were detected in 16 patients (13.68%) in 
groups 1–4. Gynecological diseases combined with OEC 
(groups 1–4) included cervical ectopy in 43 patients 
(41.3%), endometrial hyperplasia in 4 (3.8%), infertility 
I in 2 (1.9%), leiomyoma in 12 (11.5%), adenomyosis in 
2 (1.9%), endometrial polyp in 12 (11.5%), endocervical 
polyp in 4 (3.8%), chronic salpingoophoritis in 5 (4.8%), 
and less than in 1% observed ovarian apoplexy, mature cys-
tic teratoma, paraovarian cyst, cervical leukoplakia, HSIL, 

and chronic endometritis. Three (3) patients had a history 
of breast fibroadenoma (2.9%). Twenty-five (25) (24%) 
patients had no combined gynecological pathology, and 20 
(19%) patients had more than two diseases (Fig. 1). Gyne-
cological diseases combined with endometriosis-associated 
tumors (group 5) included leiomyoma in 1 patient (7.7%).

Combined gynecological diseases in OEC patients
Expression of MCK, CK7, CK8/18, and EMA markers 

in OEC and endometriosis-associated ovarian tumors did 
not differ in all groups and were expressed in all cases. 
Expression of CK20, CEA, Calretinin, Inhibin, and Vi-
mentin in OEC epithelium and endometriosis-associated 
ovarian tumors was negative. The expression of prolif-
eration marker Ki67 in OEC did not exceed 5% in all 
cases. In contrast, its expression in ovarian tumors was 
10–15% in endometrioid and low-grade serous carcino-
mas and 50–71% in high-grade serous carcinoma (SET-
type). Expression of the immunohistochemical marker 
CA 125 was higher in serous ovarian tumors and in the 
OEC group with elevated serum CA 125 levels above  
60 IU/ml. ARID1A (BAF250a) expression was 70-96% 
(average 83.73±0.67%) in all groups of OEC, 10–43% 
(average 21.6±4.5%) in endometrioid ovarian carcinomas 
and 60–67% (average 64±1.4%) in serous carcinomas low- 
and high-grade (Table 1).

Significant changes in nuclear expression were detect-
ed when evaluating the immunohistochemical reaction 
for WT1 and p53 expression. The WT1 gene located on 
chromosome 11p13 provides protein synthesis is required 
for the development of normal kidneys and gonads. WT1 
protein is a transcription factor significantly involved in 
the growth, maturation, cell differentiation, and apoptosis 
in these tissues. The characteristic feature for serous dif-
ferentiation of OEC epithelial cells is an intense nuclear 
expression of WT1 both in individual cells and in a group 
of epithelial cells.

Fig. 1.  Combined gynecological diseases in OEC patients
Рис. 1. Комбинированные гинекологические заболевания  

у пациенток с ЭКЯ
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The nuclear expression of WT1 in the OEC epithe-
lium was predominantly negative in the patients of 
1–2 group with serum CA 125 levels up to 60 IU/ml (0–35;  
36–60 IU/ml). However, a few positive nuclear expression 
cases of WT1 were observed in individual epithelial cells 
and were up to 6.5% (average 0.4±0.1%). Positive nuclear 
expression was observed in stromal cells in all cases in 
all groups and was 41–78.3% (average 67.9±5.6%). Pa-
tients with elevated levels of serum CA 125 61–90 IU/ml 
showed a positive nuclear expression up to 58% (average 
20.7±6.4%) of OEC epithelial cells. Patients with elevated 
levels of serum CA 125 91–301 IU/ml demonstrated the 
positive nuclear expression in 62–86% epithelial cells (av-
erage, 77.0±3.01%). Positive nuclear expression of WT1 
was also observed in stromal cells in all cases in 47–56% 
(average, 51.6±5.2%) of cells (Fig. 2, 3).

Correlation between the serum CA 125  
and WT1 expression in epithelial and stromal OEC 
clinicopathology 
Relationship between levels of serum CA 125 and WT1, 
p53, ARID1A (BAF250a) expression in epithelial and 
stromal OEC clinicopathology

WT1 nuclear expression was observed focally in OEC 
epithelium along with epithelium with a negative reaction. 
It was noted that with an increase in serum CA 125 level, 
there was an increase in the number of such foci. However, 

even at level 301 IU/ml, foci of epithelium with a negative 
expression remained in OEC. The expression of WT1 was 
ambiguous in 13 patients with ovarian carcinomas: group 
of endometrioid carcinomas (n=9): 8 exhibited negative 
expression, 1-weak focal and uneven (about 1% of cells); 
group of serous tumors (low-grade, n=3) was 35–50% and 
in serous carcinoma high-grade (SET-type), n=1, it was 
50–80%.

The expression of protein p53 was predominantly 
wild-type, while the percentage of nuclear expression in 

Table 1 | Таблица 1
Expression of IHC markers in all groups | 

Экспрессия ИгХ маркеров во всех группах

Group |  
группа

MCK CK7 CK8/18 EMA Ki-67 WT1 p53 CA125 ARID1A BAF250

1 
(0–35 UE/ml) |  
МЕ/мл)

3+ 3+ 3+ 3+ 1–2% 0–2% 
(0.17±0.1%)

Wild-type | Дикий тип,
0–15% (2.6±0.5%) 

1–2+ 3+

2
36–60 UE/ml) |  
МЕ/мл)

3+ 3+ 3+ 3+ 1–2% 0–6,5% 
(0.76±0.37%)

Wild-type | Дикий тип, 
1–54% (18.74±3.52%)

1–2+ 3+

3
(61–90 UE/ml) |  
МЕ/мл)

3+ 3+ 3+ 3+ 2–3% 0–58%
(20.7±6.4%)

Wild-type | Дикий тип, 
3–60% (31.7±7.6%)

2–3+ 3+

4
(91–301 UE/ml) |  
МЕ/мл)

3+ 3+ 3+ 3+ 2–4% 62–86%
(77±3.01%)

Mutant-type | 
Мутантный тип,  

14–93% (71.9±8.9%)

2–3+ 3+

5 endometrioid | 
эндометриоидные

3+ 3+ 3+ 3+ 10–15% 0% Wild-type |  
Дикий тип

1–2+ Loss of expression 
in 60% of cells | 

Потеря экспрессии 
в 60% клеток

5 serous low-grade | 
low-grade серозные

3+ 3+ 3+ 3+ 10–15% 35–50% Wild-type |  
Дикий тип

2–3+ 3+

5 serous high grade 
(SET-type) |  
high-grade серозные 
(SET-типа*)

3+ 3+ 3+ 3+ 50–71% 50–80% Mutant-type| 
Мутантный тип

2–3+ 3+

*SET-тип – серозная карцинома high-grade с солидными, эндометриоидными и переходноклеточными участками строения.

Fig. 2.  WT1 expression in OEC epithelial and stromal cells
Рис. 2. Экспрессия WT1  в эпителиальных и стромальных 

клетках ЭКЯ
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Serum СА 125 level,  
IU/ml | 
Уровень сывороточного 
СА 125, МЕ/мл

WT1 expression | 
Экспрессия WT1

р53 expression | 
Экспрессия р53

ARID1A (BAF250a)  
expression | 

Экспрессия ARID1A 
(BAF250a)

Under 60 IU/ml |  
Менее 60 МЕ/мл

   

More than 60 IU/ml 
in negative WT1  
expression areas |  
Свыше 60 МЕ/мл  
в областях с негативной 
экспрессией WT1

More than 60 IU/ml  
in positive WT1  
expression areas |  
Свыше 60 МЕ/мл  
в областях 
с положительной 
экспрессией WT1

  

Fig. 3. WT1, p53, and ARID1A (BAF250a) expression in OEC epithelial and stromal cells
Рис. 3.  Экспрессия WT1, p53 и ARID1A (BAF250a) в эпителиальных и стромальных клетках ЭКЯ
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OEC epithelial cells gradually but unevenly increased 
with increasing level of serum CA 125 and ranged from 
0 to 75% (average 13.77±2.21%) in 99 cases. The expres-
sion level of p53 was over 80% in 4 cases with serum 
CA 125 levels 94.3-301 IU/ml, which is an indicator of 
pathological expression of p53 (Fig. 3, 4). P53 expres-
sion was predominantly wild-type, and the percentage of 
expression was 15–82% (average 33.56±4.6%) in endo-
metrioid and serous low-grade ovarian tumors, and the 
mutant-type expression was detected in high-grade serous 
carcinoma (SET-type).

WT1 and p53 expression in OEC epithelial cells
Statistical analysis of this data was completed. We have 

identified a strong direct correlation between the serum CA 
125 level and the WT1 expression level in the OEC epithe-
lium (Pearson correlation coefficient (r) =0.84, p<0.0001) 
and between the serum CA 125 level and p53 expression 

(Pearson, r=0.81, p<0.0001). There was a moderate inverse 
relationship between the serum CA 125 level and the WT1 
expression level in the OEC stroma (Pearson, r = -0.68, 
p = 0.002) and between WT1 expression in the epithelium 
and stroma of OEC (Pearson, r = -0.69, p = 0,5). 

When studying the relationship between the expression 
of WT1 and p53 in the OEC epithelium, a strong direct cor-
relation was revealed (Pearson, r=0.79, p<0.0001), which 
may be associated with early neoplastic transformation.

BMI and OEC diameter were also evaluated in this 
study [40, 41]. Studies of the Pearson correlation coefficient 
for samples over 60 were conducted, and nonparametric 
statistics such as the Mann–Whitney coefficient (U) and 
Spearman correlation coefficient (P) were evaluated. When 
evaluating the Mann-Whitney coefficient, no differences 
were found in the samples in groups I–II and V. Significant 
differences in the samples were found in groups III and 
IV. At the same time, there was no significant correlation 
between the size of the OEC, BMI, and the expression of 
CA125, WT1, and p53 in groups I–II (0–60 IU/ml), the 
Spearman coefficient ranges –0.02–0.4, which indicates a 
weak direct/inverse correlation. In group III (61–90 IU/ml),  
a moderate direct relationship was found between the OEC 
size and the expression of the immunohistochemical mark-
ers WT1 and p53 and a moderate inverse relationship be-
tween BMI and the level of p53 expression. There was a 
moderate direct relationship between the OEC size and the 
level of serum CA 125, as well as the level of p53 expres-
sion, and a moderate inverse relationship between BMI and 
WT1 expression in group IV (91–301 IU/ml). A moderate 
inverse relationship between BMI and WT1 expression 
was also found in the group of ovarian tumors. Summary 
data of parametric and nonparametric correlation in OEC 
groups are in Table 2a, 2b.

Fig. 4.  WT1 and p53 expression in OEC epithelial cells
Рис. 4.  Экспрессия WT1 и p53 в эпителиальных клетках ЭКЯ

Table 2a | Таблица 2а
Summary data of correlation in all OEC groups (Pearson, r) | 

Сводные корреляционные данные во всех группах ЭКя (критерий Пирсона, r)

Serum CA 125,  
IU/ml |

Уровень CA 125  
в сыворотке  

крови, МЕ/мл

Body mass 
index, kg/m2 | 

Индекс  
массы тела, 

кг/м2

OEC diameter, 
mm | 

Диаметр 
ЭКя, мм

P53 expression in 
epithelium, % |

Экспрессия Р53 
в эпителии, %

WT1 expression  
in epithelium, % | 
Экспрессия WT1 

в эпителии, %

Serum CA 125, IU/ml | 
Уровень CA 125 в сыворотке 
крови, IU/ml

– –0,14 0,09 0,81 0,84

Body mass index, kg/m2 | 
Индекс массы тела, кг/м2

–0,14 – –0,06 –0,14 –0,11

OEC diameter, mm | 
Диаметр ЭКЯ, мм

0,09 –0,06 – 0,14 0,11

P53 expression in epithelium, % | 
Экспрессия Р53 в эпителии, %

0,81 –0,14 0,14 – 0,79

WT1 expression in epithelium, % | 
Экспрессия WT1 в эпителии, %

0,84 –0,11 0,11 0,79 –
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Discussion
CA125 is a significant marker, and it is mostly used 

to identify disease conditions, including OEC. Predomi-
nantly, the CA125 levels are reported to be enhanced in 
80–85% in females with advanced stages of ovarian cancer 
and endometriosis. Hence, it is referred to as a suitable 
cancer marker to monitor ovarian tumor progression, dif-
ferentiation, and regression to foster early diagnosis [38]. 
A plethora of research studies established a positive link 
between endometriosis and certain groups of ovarian tu-
mors, such as endometrioid, clear-cell, and serous low-
grade, based on data from more than 21,000 patients [42]. 
Yiying Wang et al. reported that the immunohistochemical 
expression of markers OVGP1, WT1, and FMO in LGSCs 
and concluded these carcinomas develop from tubal-type 
epithelium of ovarian cystic inclusions [43, 44]. Abnormal 
expression of the WT1 protein is well known as a serous 
differentiation marker since it has a positive expression in 
serous ovarian tumors [45, 46]. A method exists for dif-
ferential diagnosis of ovarian HGSC and LGSC based on 
the p53/P16 ratio. However, the authors of this study noted 
that routine morphological diagnosis is better associated 
with the patient survival outcome [47]. The same authors 
provide data that WT1 expression was observed in 71.4% 
of LGSC and 57.1% of HGSC, p53 expression was com-
pletely negative in 81% of LGSC and 30.6% of HGSC, 
focal in 9.5% of LGSC and 1.2% of HGSC, diffuse in 
9.5% of LGSC and 68.2% of HGSC [47]. Other investiga-
tors did not find p53 expression in solitary endometriosis, 
and endometriosis coexisted with endometriosis-associated 
tumors [48]. However, they explored a small sample of 
29 cases without any significant correlations with serum 
biomarkers. Ma X et al. suggested that PTEN mutation 
is an early indicator and p53 mutation is a later indica-
tor in malignant transformation of endometriosis [49]. 
We also found p53 expression over 75% in 5 cases with 
serum CA 125 levels 94.3–301 IU/ml, which may reflect 
the serous epithelial transformation that had existed for a 
long time and possibly is at the beginning of neoplastic  
changes.

According to our data, there was focal serous differ-
entiation of OEC epithelium with expression of serous 
markers such as WT1 and p53 with an increase in the CA 
125 level more than 60 IU/ml. We found that the IHC-
profile for normal endometrioid epithelium was WT1-/
p53wt/ARID1A+ and was characteristic for groups 1–2 
(0–35; 36–60 IU/ml). When comparing the IHC-profile 
of OEC group 3 (61–90 IU/ml) with group 5 (endome-
triosis-associated tumors), we stated their equality, i.e., 
WT1+/p53wt/ARID1A+. Moreover, when we compare 
the IHC-profile of group 4 (91–301 IU/ml) to group 5, 
these were similar: WT1+/p53mt/ARID1A+. These find-
ings suggest the neoplastic transformation to serous ovar-
ian borderline tumors and LGSC. We found OECs share 
similar immunohistochemical profiles with serous ovarian 
carcinomas, but not with the endometrioid ones because 
the expression of WT1 and p53 were not observed, and 
there was no lack of ARID1A expression. The expressions 
of WT1 and p53 levels were focal across the endometrioid 
carcinomas. Besides, ARID1A (BAF250a) expression in 
OEC was close to that in serous low-grade carcinomas 
and differed from endometrioid ones. Moreover, there is 
a clinical case that demonstrated OEC malignant trans-
formation to well-differentiated endometrioid carcinoma 
with normal serum CA 125 [50], which supports our sup-
position that OEC may transform to serous ovarian tumor, 
and this process is accompanied by an increase in serum  
CA 125 level.

Bulun et al. established that endometriotic stromal 
cells are mutation-free. We likewise found that the stromal 
cells did not display any changes in immunohistochemical 
marker expression. These authors have depicted that the 
stroma cells contain widespread epigenetic defects, which 
could alter gene expression and induce a progesterone-
resistance and inflammation. Subsequent estrogenic action 
in the stroma results in paracrine signaling to neighboring 
epithelial cells, which may enhance proliferation, causing 
mutation accumulation and malignant transformation in 
OEC epithelial cells that may lead to epithelial ovarian 
cancer [51].

Table 2b | Таблица 2b
Correlation between BMI/OEC diameter and WT1, р53 expression depending on serum СА 125 level (Spearman, rs) | 

Корреляция между индексом массы тела (ИМТ)/ и диаметром ЭКя и экспрессией маркеров WT1, р53 
 в зависимости от сывороточного уровня СА 125 (IU/ml | МЕ/мл) (критерий Спирмана, rs)

Groups | 
группы

OEC diameter|  
Диаметр ЭКя

BMI | ИМТ

WT1 p53 СА 125 WT1 p53 СА 125

I (СА 125 = 0–35 IU/ml | МЕ/мл) –0,2 0,2 0,09 –0,1 –0,16 –0,14

II (СА 125 = 36–60 IU/ml | МЕ/мл) 0,4 0,01 –0,02 –0,2 –0,22 –0,2

III (СА 125 = 61–91 IU/ml | МЕ/мл) 0,5 0,6 0,3 –0,35 –0,6 –0,3

IV (СА 125 = 90–301 IU/ml | МЕ/мл) 0,24 0,57 0,65 –0,57 –0,19 –0,4

V (ovarian tumors | опухоли яичника) –0,1 –0,2 –0,3 –0,6 –0,1 –0,3
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Fig. 5. Possible mechanisms of neoplastic transformations of OEC. OIC – ovarian inclusion cyst; OEC – ovarian endometrioid cyst; 
OSC – ovarian serous cystadenoma; RM – retrograde menstruation; ROS – reactive oxygen species; SE – serous epithelium; 
OVGP1 – oviduct-specific glycoprotein 1; WT1 – Wilm’s tumor protein; FMO3 – flavin-containing monooxygenase 3;  
ARID1A – AT-rich interactive domain-containing protein 1A; PIK3CA – phosphatidylinositol-3-kinase, catalytic subunit; 
KRAS – RAS/MAPK pathway protein; BRAF – v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog b; PTEN – homolog  
of phosphatase and tensin; IL-1 – interleukin 1; IL-6 – interleukin 6; PGE2 – prostaglandin E2; MIF – macrophage migration 
inhibitory factor; p53 – p53 protein; CA 125 – cancer antigen 125

Рис. 5. Предположительные механизмы неопластической трансформации ЭКЯ. OIC – инклюзионная киста яичника;  
OEC – эндометриоидная киста яичника; OSC – серозная цистаденома яичника; RM – ретроградная менструация;  
ROS – активные формы кислорода; SE – серозный эпителий; OVGP1 – яйцеводспецифичный гликопротеин 1;  
WT1 – белок опухоли Вильмса; FMO3 – флавинсодержащая монооксигеназа 3; ARID1A – АТ-насыщенный 
интерактивный домен, содержащий белок 1А; PIK3CA – фосфатидилинозитол-3-киназа, каталитическая субъединица 
альфа; KRAS – белок пути RAS/MAPK; BRAF – гомолог b вирусного онкогена мышиной саркомы v-RAF;  
PTEN – гомолог фосфатазы и тензина; ИЛ-1 – интерлейкин 1; ИЛ-6 – интерлейкин 6; PGE2 – простагландин E2;  
MIF – фактор ингибирования миграции макрофагов; p53 – белок р53; CA 125 – опухолевый антиген 125

In this regard, a scheme for the possible development 
of ovarian carcinomas from OEC was proposed (Fig. 5). 
Our results reported that OEC could be precursors to both 
endometrioid carcinomas via the ARID1A, PI3K/AKT, 
MAPK/ERK pathways, and serous carcinomas via the 
TP53, RAS/MAPK pathways.

Conclusion
Evaluation of immunohistochemical expression of WT1 

and p53 markers in the OEC with increased serum CA 125 
level is beneficial to oncologists to choose a suitable thera-
peutic modality with adequate follow-up to the patients. 
Our present study results replicate previously published 
reports. Furthermore, the results indicate an early change 
in the epithelium that may give rise to neoplastic transfor-
mation is feasible. However, the mechanism of neoplastic 
transformation remains only partially understood and re-
quires extensive research.
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Введение. Несмотря на совершенствование методик лечения, выживаемость пациентов с глиобласто-
мой (ГБ) головного мозга (ГМ) сохраняется на уровне 10–16 месяцев. В связи с этим тема изучения 
состояния вещества перитуморальной зоны головного мозга на момент развития рецидива ГБ весьма 
актуальна в рамках оптимизации выбора тактики лечения. Цель исследования – сравнительный анализ 
состояния эндотелиоцитов в сосудах вещества перитуморальной зоны (ПЗ) ГМ при ГБ до и после 
проведения адъювантной дистанционной лучевой терапии (аДЛТ) с использованием трансмиссионной 
электронной микроскопии (ТЭМ).
Материалы и методы. Визуальная оценка состояния эндотелиоцитов в капиллярах сосудов вещества 
ПЗ ГМ до аДЛТ (1-я группа – 32 капилляра) и через 12–14 месяцев после нее (2-я группа – 75 капил-
ляров) выполнена с использованием ТЭМ.
Результаты. В капиллярах вещества ПЗ ГМ из 2-й группы значительно чаще, чем в капиллярах 1-й 
группы (60% и 12,6% капилляров, соответственно, р<0,001) наблюдался апоптоз эндотелиоцитов. 
В 4% и 1,4% капилляров из 2-й группы имели место гибель и тромбоз капилляров, соответственно. 
Важной находкой оказалось то, что только в 69,3% капилляров из 2-й группы обнаружено утолщение 
базальной мембраны (БМ), а в 26,9% из них выявлена также ее пикообразная деформация.
Заключение. Через 12–14 месяцев после аДЛТ в веществе ПЗ ГМ сохраняется ишемия, обусловленная 
апоптозом эндотелия капилляров, утолщением с пикообразной деформацией БМ. Обнаруженные 
признаки реваскуляризации вещества ПЗ ГМ после ранее проведенной аДЛТ дают основания счи-
тать возможным рассмотрение стереотаксической радиохирургии (СТРХ) в качестве метода лечения 
рецидива ГБ ГМ. 
Ключевые слова: глиобластома головного мозга, перитуморальная зона, апоптоз эндотелиоцита, 
утолщение базальной мембраны, стереотаксическая радиохирургия, рецидив глиобластомы
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Endothelium changes of peritumoral zone capillaries after brain glioblastoma adjuvant  
radiation therapy 
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Introduction. Despite the treatment methods’ improvement, the brain glioblastoma (GB) patient survival 
remains at the level of 12–14 months. In this regard, it is very relevant to optimize the choice of the treat-
ment of recurrent GB, including using stereotactic radiosurgery (SRS). 
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Введение
Дистанционная лучевая терапия (ДЛТ) является ос-

новным компонентом лечения наиболее распространен-
ной злокачественной опухоли головного мозга (ГМ) – 
глиобластомы (ГБ) и применяется в адъювантном 
режиме (аДЛТ). Несмотря на последние достижения 
в технологиях выполнения хирургического вмешатель-
ства и аДЛТ, в том числе в сочетании с лекарственной 
терапией, продолжительность жизни пациентов с ГБ 
ГМ остается неудовлетворительной и составляет всего 
10–16 месяцев [1]. 

Использование аДЛТ при ГБ ГМ не только вы-
зывает гибель опухолевых клеток, формирующих 
резидуальное новообразование, но и обусловливает 
возникновение целого ряда ранних и поздних морфо-
логических повреждений вещества перитуморальной 
зоны (ПЗ) ГМ, прежде всего в микроциркуляторном 
сегменте. К ранним признакам относят отек вещества 
ГМ, возникающий вследствие снижения экспрессии 
окклюдина в межэндотелиальных плотных контактах 
(ПК), сосудистую дилатацию и транзиторную атро-
фию глии. В группу поздних лучевых повреждений 
включают демиелинизацию аксонов и некроз клеток 
сосудистой стенки с последующей гибелью такого со-
суда и формированием лучевого некроза (ЛН) веще-
ства ГМ. Считается, что патогенез ЛН ГМ включает 
активацию ряда генов и цитокинов [2, 3] в ответ на 
повреждение сосудов ПЗ с последующей гипокси-
ей белого вещества ГМ, сопровождающейся гипер-
экспрессией hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1α). 
В свою очередь, HIF-1α потенцирует экспрессию 
VEGF и CXCL12/CXCR4 в астроцитах и тем самым 

способствует формированию и/или усилению отека, 
который усугубляет степень гипоксии [3], что значи-
тельно повышает риск ЛН ГМ.

Возникновение ранних лучевых повреждений веще-
ства ГМ может сопровождаться только транзиторным 
нарушением сознания (сомноленция) и/или судорога-
ми. Формирование ЛН вещества ГМ при применении 
конформной аДЛТ диагностируется у 3–24% пациен-
тов и часто является причиной смерти больных [2, 4]. 
Вероятность возникновения ЛН возрастает при уве-
личении разовой или суммарной дозы облучения, при 
увеличении объема мишени, при повторном облучении, 
в случае сочетанного использования аДЛТ и стереотак-
сической радиохирургии (СТРХ) и при одновременном 
использовании аДЛТ и химиотерапии. Так, в случае 
использования СТРХ при ГБ ГМ у 68% пациентов вы-
является ЛН [3].

В последнее время публикуется много работ, по-
священных изучению ранних лучевых повреждений 
эндотелиоцитов в капиллярах ГБ и/или ПЗ ГМ. Так, 
в течение 8–48 часов после облучения обнаружены 
набухание эндотелия и сужение просвета капилля-
ров ГБ [5], апоптоз 16% эндотелиоцитов в сосудах 
вещества ГМ [6, 7]. Через 8–18 недель после облуче-
ния также выявляется апоптоз эндотелия, основными 
признаками которого являются конденсация хроматина 
и цитоплазмы, пузырчатость плазмолеммы эндотелио-
цитов в сосудах ПЗ вещества ГМ. Кроме того, отмечают 
утолщение базальной мембраны (БМ) капилляров [8]. 
Сегодня золотым стандартом диагностики апоптоза эн-
дотелиоцитов считается трансмиссионная электронная 
микроскопия (ТЭМ). 

Materials and methods. Comparative analysis of the endothelial cells in the capillaries of blood vessels of 
the brain peritumoral zone (PZ) before (1 group – 32 capillaries) and 12 – 14 months after (2 group – 75 
capillaries) adjuvant external radiation therapy (AERT) was performed using transmission electron micros-
copy (TEM). 
Results. Apoptosis of endotheliocytes was observed in the capillaries of the brain PZ from 2 group much 
more often than from 1 group (60% and 12.6% of capillaries, respectively, p<0.001). Capillary death and 
thrombosis occurred in 4% and 1.4% of 2 group capillaries. An important finding was that only 69.3 of 
capillaries from 2 group revealed thickening of the basement membrane (BM), and 26.9% of them also 
revealed its peak deformation.
Conclusion. 12–14 months after AERT, the brain PZ remains ischemic due to apoptosis of the capillary 
endothelium, thickening and peak deformation of the BM. The detected signs of revascularization of the 
brain PZ after previously performed AERT suggest that it is possible to consider SRS as a method of treat-
ment for recurrent brain GB.
Keywords: brain glioblastoma, peritumoral zone, endotheliocyte apoptosis, thickening of the basement 
membrane, stereotactic radiosurgery, glioblastoma relapse
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Несмотря на то, что сведения о характере поздних 
лучевых повреждений, имеющих место в сосудах ве-
щества ПЗ ГМ через несколько месяцев после аДЛТ, 
смогли бы дать ответы на вопросы, связанные с лечени-
ем рецидива ГБ, морфологические исследования в этом 
направлении носят единичный характер [9]. Следстви-
ем этого, вероятно, считается, что проведение повтор-
ной ДЛТ (пДЛТ) является недостаточно эффективным 
средством лечения рецидива ГБ ГМ и предпочтение 
отдается резекции рецидива или использованию ле-
карственной терапии [10].

материалы и методы
В группу интактных капилляров вещества ПЗ ГМ 

(1-я группа – до проведения аДЛТ) включены резуль-
таты исследования 32 капилляров, наличие которых 
установлено при морфологическом исследовании опе-
рационного материала, полученного в ходе резекции 
первично выявленной ГБ ГМ у четырех пациентов 
в возрасте 55–65 лет. После выполнения резекции ГБ 
осуществляли забор морфологического материала из 
трех зон стенки послеоперационного дефекта, рас-
полагающихся на расстоянии не менее 2 см друг от 
друга. Признаком вещества ПЗ считали присутствие 
в морфологических образцах неповрежденных мие-
линовых структур (аксонов). Во 2-ю группу включены 
результаты исследования 75 капилляров вещества ПЗ 
ГМ, полученных у пяти пациентов с рецидивом ГБ 
(возраст 50–61 год), у которых при лечении первично 
выявленной ГБ (12–14 месяцев назад) применялась 
аДЛТ (60 Гр / 2 Гр). Забор морфологического материала 
осуществляли в соответствии с принципами, которые 
использовались в 1-й группе. 

Исследование капилляров выполнялось при по-
мощи трансмиссионной электронной микроскопии 
(ТЭМ). Материал фиксировали 2,5% раствором глу-
тарового альдегида на фосфатном буфере (рН 7,4), 
дофиксировали в 1% растворе четырехокиси осмия, 
обезвоживали в этаноле по общепринятой схеме, 
контрастировали 1% уранилацетатом на 70% эта-
ноле в процессе обезвоживания и проводили залив-
ку в смесь эпон–аралдит по стандартной методике. 
Ультратонкие срезы получали на ультратоме LKB-III 
(LKB Produkter, Швеция), срезы дополнительно кон-
трастировали цитратом свинца по Рейнольдсу и про-
сматривали в просвечивающем электронном микро-
скопе Libra 120 (Zeiss, Германия).

В ходе проведения ТЭМ устанавливали наличие 
просвета капилляра, оценивали форму эндотелиоцита 
и его органелл – митохондрий, эндоплазматического 
ретикулума, межэндотелиальных плотных контактов 
(ПК) и БМ. Апоптоз эндотелиоцита диагностировали 
в случае выявления либо пузырчатости плазмолеммы 
эндотелиоцита, либо конденсации его ядерного хрома-
тина – локализация хроматина вдоль ядерной плазмо-
леммы. Деструкцию ПК устанавливали в случае вы-
явления выраженных полостей в его проекции. 

Статистическую значимость выше обозначенных 
различий в сравниваемых группах оценивали с исполь-
зованием непараметрических критериев – критерия χ2 
Пирсона и точного критерия Фишера. Статистически 
значимой разница исследуемых показателей считалась 
при р<0,05.

результаты
Изучение состояния 32 капилляров вещества ПЗ из 

1-й группы не установило наличия глубоких морфоло-
гических изменений сосудистой стенки, которые можно 
было бы расценить как гибель сосуда. Также в этой груп-
пе не выявлены капилляры с окклюзией просвета тром-
ботическими массами. Признаки апоптоза эндотелиоци-
тов обнаружены в четырех капиллярах данной группы 
(12,6%): в эндотелиоцитах двух капилляров (50%) вы-
явлена пузырчатость плазмолеммы, в эндотелио цитах 
двух капилляров (50%) – конденсация хроматина. Сле-
дует отметить, что в эндотелиоцитах всех указанных 
выше четырех капилляров имелся лишь один признак 
апоптоза. Отек эндотелиоцитов диагностирован в двух 
капиллярах из 1-й группы (6,3%). Во всех случаях за-
фиксирован тотальный отек доступных для визуального 
осмотра эндотелиоцитов. Вакуолизация эндоплазмати-
ческого ретикулома (ЭПР) и набухание митохондрий 
имели место в эндотелиоцитах 11 капилляров (34,4%) 
и 26 (81,3%), соответственно. Расширение БМ уста-
новлено в шести из 32 капилляров (18,8%). Межэндо-
телиальные плотные соединения (ПК) визуализированы 
в эндотелии 21 капилляра из 1-й группы. Деструкция ПК 
диагностирована в двух из них (9,5%) (табл.).

Состояние эндотелиоцитов через 12–14 месяцев 
пос ле проведения аДЛТ изучали в 75 капиллярах веще-
ства ПЗ из 2-й группы (табл.). Существенным отличием 
от результатов исследования капилляров из 1-й группы 
явилось то, что в трех капиллярах (4%) из 2-й группы 
выявлены необратимые изменения всех клеточных эле-
ментов сосудистой стенки, в том числе в эндотелио-
цитах, свидетельствующие о гибели сосуда. В одном 
капилляре (1,4%) также обнаружена полная окклюзия 
его просвета тромботическими массами. Во 2-й группе 
достоверно чаще (р<0,001), чем в 1-й группе, устанав-
ливались признаки апоптоза эндотелиоцитов – в 45 ка-
пиллярах (60,0%). Как и в 1-й группе, конденсация 
хроматина и пузырчатость плазмолеммы в эндотелио-
цитах 2-й группы выявлялись с одинаковой частотой – 
в 51,1% и 62,2% капилляров, соответственно (рис. 1, 2). 
Однако в эндотелиоцитах семи капилляров (15,6%) из 
2-й группы присутствовали оба указанных выше при-
знака апоптоза. Отек эндотелиоцитов в капиллярах из 
2-й группы наблюдали чаще, чем в капиллярах из 1-й 
группы, – в 17 капиллярах (22,7%) (рис. 3). Тем не ме-
нее при статистической обработке кратность выявления 
 отека эндотелиоцитов в капиллярах из 1-й и 2-й групп 
достоверно не отличалась (р=0,079). В 88,2% капилля-
ров 2-й группы отек наблюдался только в отдельных 
эндотелиоцитах.
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Таблица | Table 
Сравнительный анализ состояния эндотелиоцитов в капиллярах вещества перитуморальной зоны  

до проведения аДЛТ  и через 12–14 месяцев после нее |  
Comparative analysis of the state of endotheliocytes in the capillaries of the peritumoral zone before and 12–14 months after aRT

Признаки | Characteristics До аДЛТ |  
Before aRT, n (%)

После аДЛТ |
 After aRT, n (%)| р

Гибель капилляра | Capillary death 0 (0%) 3 (4%) 0,26
Апоптоз эндотелиоцита | Endothelial cell apoptosis 

пузырчатость | bubbliness
конденсация хроматина | chromatin condensation 

4 (12,6%)
2 (50%)
2 (50%)

45 (60%)
28 (62,2%)
23 (51,1%)

<0,001
1,0
1,0

Отек эндотелиоцита | Endotheliocyte swelling
тотальный | total 
отек отдельных эндотелиоцитов |  separate cells are swelled

2 (6,3%)
2 (100%)
0 (0%)

17 (22,7%)
2 (11,8%)

15 (88,2%)

0,079
0,12
0,49

Расширение ЭПР эндотелиоцита |  
Extension of ESR endotheliocyte

11 (34,4%) 25 (34,7%) 0,94

Отек митохондрий эндотелиоцита |  
Swelling of endothelial cell mitochondria

26 (81,3%) 37 (51,4%) 0,13

Утолщение БМ | Thickening of BM
пикообразная деформация |  peak-shaped deformation 

6 (18,8%)
0 (0%)

52 (69,3%)
14 (26,9%)

0,004
0,58

Всего капилляров | Total capillaries 32 (100%) 75 (100%)

Рис. 1. Ультраструктура капилляра вещества ПЗ (2-я группа). 
Имеется расширение БМ преимущественно  
за счет набухания (*). Наблюдаются периферическая 
конденсация хроматина вдоль ядерной плазмолеммы 
(тонкая стрелка), набухание митохондрий  
(толстая стрелка). ТЭМ

Fig. 1. Ultrastructure of the peritumoral zone capillaries 
(group 2). There is an expansion of BM mainly due 
to swelling (*). There is peripheral condensation of 
chromatin along the nuclear plasmolemma (thin arrow), 
swelling of mitochondria (thick arrow). TЕM

Рис. 2. Ультраструктура капилляра вещества ПЗ (2-я группа). 
Наблюдается расширение БМ. В границах БМ 
визуализируется пикообразная деформации БМ (*) 
в направлении просвета капилляра, включающая 
коллагеновые волокна. Наблюдается пузырчатость 
плазмолеммы эндотелиоцита (стрелка). ТЭМ

Fig. 2. Ultrastructure of the peritumoral zone capillaries (group 2). 
There is an expansion of the BM. Within the boundaries of 
the BM, a peak-shaped deformation of the BM (*) in the 
direction of the capillary lumen, including collagen fibers, 
is visualized. Bubbliness of endotheliocyte plasmolemma 
(arrow) is observed. TEM

*

*
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Вакуолизации ЭПР (рис. 4) и набухание митохонд-
рий (рис. 1) в эндотелиоцитах капилляров из 2-й 
группы выявлялись так же часто, как и в 1-й группе, – 
в 25 капиллярах (34,7%) и 37 капиллярах (51,4%), 
соответственно (табл.). Состояние ПК оценивали 
в 36 капиллярах из 2-й группы. Деструкция ПК (рис. 3) 
обнаруживалась чаще в капиллярах 2-й группы – в семи 
(19,4%). Однако при статистической обработке дан-
ных частота деструкции ПК в обеих группах оказалась 
сравнимой (р=0,47). Утолщение БМ, за счет набуха-
ния и редупликации коллагеновых волокон (рис. 1, 2), 
выявлялось значительно чаще (р=0,004) в капиллярах 
2-й группы – в 52 (69,3%). В 14 капиллярах (26,9%) 
из 2-й группы наблюдалось не только утолщение БМ, 
но и увеличение ее длины, следствием чего стало по-
явление пикообразной деформации БМ (рис. 2) в на-
правлении просвета капилляра.

Обсуждение
Проведение аДЛТ при ГБ ГМ обеспечивает ле-

тальное повреждение клеток резидуальной опухоле-
вой ткани и тем самым обусловливает значительное 
увеличение продолжительности жизни пациентов. 
К сожалению, при этом возникают и постлучевые из-
менения в капиллярах вещества ПЗ ГМ, приводящие 
к развитию ишемии и формированию в ряде случаев 
ЛН, который, в свою очередь, является одной из при-
чин смерти таких пациентов. Так, при ТЭМ вещества 
ГМ через 3 месяца после облучения установлено, что 
имеют место выраженный гиалиноз стенки капилляров 

(утолщение за счет набухания БМ и увеличения ко-
личества коллагеновых волокон), вакуолизация цито-
плазмы, гипертрофия ядер эндотелиоцитов и снижение 
их числа. Многие авторы считают, что гибель сосудов 
ГМ в результате программируемой смерти эндотелио-
цитов (апоптоза) – следствие облучения. Полагается, 
что описанные выше изменения являются причиной 
тромбоза капилляров. Наличие сходных изменений 
в капиллярах вещества ГМ через 6 месяцев после 
воздействия ионизирующей радиации [2, 6, 11] также 
указывает на крайне высокую вероятность развития 
ЛН. В связи с этим становится понятным, что в случае 
возникновения рецидива ГБ в эти сроки использова-
ние пДЛТ не представляется возможным. Вместе с 
тем важно отметить, что иногда достаточно сложно 
дифференцировать некоторые изменения структурных 
элементов микроциркуляторного русла в капиллярах 
вещества ПЗ ГМ в ответ на проведение аДЛТ, так как 
предполагается, например, что микровезикулярная се-
креция РНК клетками ГБ с последующей ее миграцией 
с кровотоком в ПЗ также приводит к отеку эндотелио-
цитов и утолщению БМ [12–15].

Наши данные включают результаты исследования 
капилляров вещества ПЗ ГМ методом ТЭМ в более от-
даленные сроки после аДЛТ – через 12–14 месяцев. 
В эти сроки апоптоз эндотелиоцитов диагностирован 
в 60% капилляров. В капиллярах вещества ПЗ ГМ из 
1-й группы апоптоз эндотелиоцитов обнаруживал-
ся нами значительно реже. Факт выявления высокой 
степени апоптоза эндотелиоцитов в капиллярах ПЗ 

Рис. 3. Ультраструктура капилляра вещества ПЗ (2-я группа). 
Отек эндотелиоцита (*), пузырчатость (черная тонкая 
стрелка) плазмолеммы, ранняя стадия апоптоза 
эндотелиоцита (белая тонкая стрелка) и деструкция 
ПК (белая толстая стрелка). ТЭМ

Fig. 3.  The ultrastructure of the peritumoral zone capillary 
(group 2). Endotheliocyte edema (*) with bubbliness 
(black thin arrow) of the plasmolemma, early stage 
endotheliocyte apoptosis (white thin arrow) and 
interendothelial tight contact destruction (white thick 
arrow). TEM

*

Рис. 4. Ультраструктура капилляра вещества ПЗ (2-я группа). 
Вакуолизация эндоплазматического ретикулума 
(стрелка). ТЭМ

Fig. 4. The ultrastructure of peritumoral zone capillary (group 2). 
Vacuolization of the endoplasmic reticulum is determined 
(arrow). TEM
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 вещества ГМ через 12–14 месяцев после проведения 
аДЛТ диктует необходимость тщательного анализа 
рисков развития ЛН в случае рассмотрения вопроса 
об использовании пДЛТ в качестве метода лечения ре-
цидива ГБ. Мы считаем, что у таких пациентов выбор 
все-таки может быть сделан в пользу СТРХ, особен-
ностями которой являются прецизионное облучение 
только самого рецидива ГБ и исключение из мишени 
вещества ПЗ ГМ, а значит, и поврежденных во время 
ранее проведенной аДЛТ капилляров. Так, некоторые 
авторы публикуют результаты применения СТРХ при 
рецидиве ГБ ГМ (после применения аДЛТ), где отме-
чают, что медиана выживаемости после СТРХ может 
составлять 10,6 месяца, а 1-летняя выживаемость – до 
50% пациентов. Уже установлены некоторые пози-
тивные предикторы продолжительности жизни после 
СТРХ, среди которых следует выделить прежде всего 
интервал времени после аДЛТ – более 20 месяцев. Не 
исключено, что позитивное влияние этого предикто-
ра обусловлено существенной регрессией лучевых 
повреждений, в том числе апоптоза эндотелиоцитов 
в эти сроки после аДЛТ. Подтверждает данный факт 
то, что использование ингибитора VEGF (бивацизу-
маб), который в ряде случаев с успехом применяется 
при лечении лучевых повреждений вещества ГМ [3], 
оказывает существенное положительное влияние и на 
продолжительность жизни в случае его назначения при 
рецидиве ГБ ГМ в сочетании со СТРХ [16, 17]. 

Среди негативных предикторов применения СТРХ 
при рецидиве ГБ ГМ отмечают возраст (>50 лет) и объ-
ем рецидива ГБ [16, 17]. Каждый из двух этих пре-
дикторов также в определенной степени обусловлен 
состоянием микроциркуляторного русла вещества ПЗ. 
Так, известно, что возрастные изменения капилляров 
довольно часто похожи на лучевые повреждения, сле-
довательно, могут схоже влиять на результат лечения 
рецидива ГБ. Что касается размеров рецидивирующей 
опухоли ГБ, то даже при использовании СТРХ в случае 
первичной ГБ ГМ больших размеров отмечается увели-
чение риска развития ЛН вещества ПЗ, так как в этой 
ситуации увеличивается доза облучения капилляров 
ПЗ, а значит, и степень их повреждения. 

Выявление нами через 12–14 месяцев после аДЛТ 
в веществе ПЗ ГМ капилляров с признаками их гибели 
(4%) или тромбоза (1,4%) наравне с упоминавшимся 
выше апоптозом эндотелиоцитов лишний раз свиде-
тельствует об уже имеющейся ишемии, которая может 
быть причиной как высокой радиорезистентности ре-
цидива ГБ, так и неврологического дефицита (низкий 
индекс Карновского). Следует отметить, что, как из-
вестно, низкая выживаемость после СТРХ отмечается 
именно у пациентов с индексом Карновского <70% 
[16, 17]. Мы считаем, что факт наличия в ПЗ капил-
ляров с признаками апоптоза эндотелиоцитов в ста-
дии гибели или с явлениями тромбоза должен всегда 
рассматриваться при решении вопроса об алгоритме 
лечения рецидива ГБ ГМ с использованием пДЛТ. 

Утолщение БМ вследствие повреждения гематоэн-
цефалического барьера (ГЭБ) является одним из при-
знаков лучевого патоморфоза в капиллярах вещества 
ПЗ после аДЛТ [2, 9] и включает ее вакуолизацию, на-
бухание (отек) и образование новых коллагеновых во-
локон. Тем не менее следует заметить, что утолщение 
БМ в капиллярах ГМ – неспецифический признак и на-
блюдается также, например, при травмах ГМ. Степень 
утолщения БМ чаще всего прямо пропорциональна 
степени повреждения ГЭБ и величине отека вещества 
ГМ [12]. В своем исследовании мы обнаружили до-
стоверное увеличение числа капилляров, в которых за-
фиксировано утолщение БМ в веществе ПЗ ГМ после 
аДЛТ (18,8% капилляров до аДЛТ; 69,5% капилляров 
после аДЛТ, р=0,004). Важно отметить, что в настоя-
щем исследовании мы выявили не только утолщение 
БМ, но и увеличение ее протяженности, что обусло-
вило возникновение пикообразных деформаций БМ 
в направлении просвета капилляра. Мы не обнаружили 
упоминаний о подобного рода изменениях БМ в других 
публикациях. Не исключаем, что пикообразные дефор-
мации можно рассматривать как визитную карточку 
воздействия ионизирующей радиации на капилляры 
вещества ГМ. Уточнение прогностической значимости 
указанных выше изменений БМ, в том числе с точ-
ки зрения их участия в патогенезе формирования зон 
ишемии в веществе ПЗ, станет предметом наших по-
следующих исследований. 

Не менее важным обстоятельством, установлен-
ным в ходе исследования, стало отсутствие утолще-
ния БМ в 30% капилляров из 2-й группы. Ожидалось, 
что утолщение БМ, как следствие повреждения ГЭБ, 
будет обнаружено во всех капиллярах ПЗ после аДЛТ. 
Отсутствие утолщения БМ в указанных капиллярах с 
нашей точки зрения может являться признаком того, 
что такие сосуды не подвергались повреждающему 
воздействию радиации, а следовательно, они образо-
вались уже после завершения аДЛТ. Другими словами, 
данный факт можно рассматривать как свидетельство 
реваскуляризации (образование новых капилляров) ве-
щества ПЗ ГМ через 12–14 месяцев после завершения 
аДЛТ. В литературе показано наличие как минимум 
двух источников реваскуляризации – клетки миелоид-
ного ряда (bone marrow-derived cells) и эндотелиоциты, 
сохранившие способность к ангиогенезу после облуче-
ния [18]. Например, опубликованы данные о том, что 
через 12 месяцев после ДЛТ в ряде эндотелиоцитов 
ПЗ обнаруживается митотическая активность [9, 7]. 
Результаты изучения состояния БМ методом ТЭМ 
представляют дополнительную возможность коррект-
но оценить интенсивность реваскуляризации вещества 
ПЗ после аДЛТ и в последующем использовать полу-
ченные данные при решении вопроса о тактике лечения 
рецидива ГБ, в том числе с использованием пДЛТ [19].

ТЭМ также позволила установить довольно низкий 
процент капилляров вещества ПЗ, в которых выявля-
ются повреждения трансэндотелиального (отек эндо-
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телиоцита) и параэндотелиального (деструкция ПК) 
компонентов ГЭБ как до аДЛТ (6,3% и 9,5% капилля-
ров), так и после нее (22,7 и 19,4% капилляров, соответ-
ственно). Однако установлены существенные отличия 
отека эндотелиоцитов в исследуемых группах. Так, до 
аДЛТ (1-я группа) наблюдался тотальный отек всех 
видимых эндотелиоцитов, но лишь в 6,5% капилляров. 
Во 2-й группе в 88,2% капилляров имел место отек, но 
только отдельных эндотелиоцитов. Приведенные фак-
ты подтверждают данные о том, что источником отека 
вещества ПЗ ГМ, как правило, являются капилляры 
опухоли, что само по себе всегда заставляет прежде 
всего исключать рецидив ГБ в случае визуализации 
лишь увеличения отека вещества ГМ в ложе ранее уда-
ленной опухоли без явных признаков рецидива. 

Электронномикроскопическое исследование состо-
яния ЭПР и митохондрий эндотелиоцитов вещества 
ПЗ, которые мы оценивали по факту их вакуолизации, 
не установило существенных различий выражен ности 
указанных выше признаков до аДЛТ и через 12–14 ме-
сяцев после нее. При этом не исключается, что по-
вреждения в этих структурах имеются и могут быть 
обнаружены другими методами.

В заключение следует констатировать, что через 
12–14 месяцев после аДЛТ при ГБ ГМ в веществе ПЗ 
сохраняется ишемия, обусловленная как апоптозом эн-
дотелия капилляров, так и утолщением с пикообразной 
деформацией БМ. Обнаруженные признаки реваску-
ляризации вещества ПЗ ГМ после ранее проведенной 
аДЛТ дают основания считать возможным рассмотре-
ние СТРХ в качестве метода лечения рецидива ГБ ГМ.
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анализ сопоставления результатов  
цитологического и гистологического методов  
в диагностике злокачественных новообразований вульвы
М.И. Пахарукова, М.А. Котугина, Э.И. Вайнберг
МАУ Клинико-диагностический центр, Екатеринбург, Россия

Введение. Рак вульвы является редкой опухолью женских половых органов. Несмотря на доступ-
ную визуализацию процесса, окончательный диагноз пациенткам часто ставят на поздних стадиях 
распространения опухоли, что говорит о необходимости улучшения ранней диагностики данной 
патологии. Цель работы – повысить эффективность цитологической диагностики предрака и рака 
вульвы путем сопоставления результатов с данными гистологического исследования и анализа при-
чин полученных расхождений.
Материалы и методы. Проведен ретроспективный анализ результатов биопсий, мазков-отпечатков 
и соскобов, взятых с наружных половых органов у 82 пациенток в период с 2014 по 2019 год.
Результаты. Доля истинно положительных результатов составила 75%, ложноотрицательные за-
ключения даны в 25% (17 случаев). Гипердиагностика имела место в 3,7% от всех сопоставленных 
случаев. Чувствительность цитологического метода составила 76,4%, специфичность 70,0%. Рас-
смотрены причины, приводящие к постановке неверного цитологического заключения. 
Заключение. Ретроспективный анализ расхождений цитологического заключения с гистологическим 
позволяет выявить особенности микроскопической картины, приводящие к неверному результату, и, 
таким образом, повысить достоверность цитологической диагностики.
Ключевые слова: рак вульвы, неоплазия, меланома, болезнь Педжета, цитологическое исследование 
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Analyzing the differences between the cytological and histological methods  
in the vulva malignant neoplasm diagnosis
M.I. Pakharukova, M.A. Kotugina, E.I. Vainberg
Clinical Diagnostic Center, Yekaterinburg, Russia

Introduction. Vulvar cancer is a rare female genital tract tumor. Unfortunately, the final diagnosis is often 
made in the late stage despite the available visualization methods. It indicates the need to improve the early 
diagnosis methods. The aim of the study was to improve the efficiency of the cytological diagnosis of vulvar 
cancer and pre-cancerous lesions by comparing the cytological and histological findings and diagnoses and 
analyzing the differences.
Materials and methods. A retrospective analysis of the biopsies, smears, and scrapings of 82 patients from 
2014 to 2019 was carried out.
Results. We found that true positive conclusions were given in 75% of cases, false negative – in 25% 
(17 cases). False positive results (overdiagnosis) occurred in 3.6% of all cases compared. The sensitivity 
of the cytological method was 76.4%, its specificity – 70%. We discussed the possible causes of incorrect 
cytology conclusions.
Conclusion. A retrospective analysis of the discrepancy between the cytological and the histological diag-
noses allowed us to identify the microscopic features that resulted into incorrect conclusions and, thus, to 
increase the reliability of the cytological diagnosis
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Введение
Рак вульвы (РВ) является редкой опухолью, его 

доля в структуре злокачественных новообразований 
женских половых органов составляет около 5% [1–5]. 
В отличие от рака шейки матки, который почти всегда 
обусловлен инфицированием вирусом папилломы че-
ловека (ВПЧ), рак наружных половых органов имеет 
два разных пути этиопатогенеза. Первый также связан 
с папилломавирусом и часто наблюдается у женщин 
моложе 50 лет, второй – с мутаций гена-супрессора 
р53 и чаще встречается у пожилых пациенток [6–10]. 
Самый распространенный морфологический тип РВ – 
плоскоклеточный рак, частота его выявления достига-
ет 90–95% от всех злокачественных новообразований 
вульвы [7, 9, 11, 12]. Интраэпителиальная неоплазия 
вульвы (VIN) является неинвазивным плоскоклеточ-
ным повреждением и предшественником плоскокле-
точного рака вульвы [7, 11, 13]. 

В последние несколько десятилетий частота слу-
чаев выявления дисплазий и инвазивного рака вульвы 
увеличилась во всем мире, особенно среди женщин 
репродуктивного возраста [9, 10, 13–15]. Несмотря 
на возможность визуализации опухолевого процесса, 
около 50% пациенток обращаются за помощью лишь 
на III и IV стадиях опухолевого процесса. Многие па-
циентки, особенно пожилого возраста, из-за смуще-
ния откладывают визит к врачу. Причиной поздней 
диагнос тики также могут быть ошибки врачей (как 
клиницистов, так и морфологов) в связи с редкой 
встречаемостью опухоли [4]. Основными методами 
диагностики заболеваний вульвы являются вульвоско-
пия, цитологическое и гистологическое исследования. 
Признавая простоту и доступность цитологического 
метода, некоторые авторы отмечают его низкую чув-
ствительность (32–60%) в отношении выявления нео-
плазий и инвазивного рака [15–17].

Цель работы – повысить эффективность цитологи-
ческой диагностики неоплазий и рака вульвы путем со-
поставления результатов с данными гистологического 
исследования и анализом причин расхождений.

материалы и методы
Для изучения информативности цитологического 

метода проведен ретроспективный анализ результатов 
исследований мазков-отпечатков и соскобов, взятых с 
наружных половых органов 82 пациенток в период с 

2014 по 2019 год, выполненных в лаборатории цито-
логии МАУ Клинико-диагностический центр. Средний 
возраст обследованных составил 76 лет. Практически 
все исследования были выполнены традиционным 
методом с нанесением клеточного материала на стек-
ло, кроме одного препарата, полученного методом 
жидкостной цитологии. Материал, полученный тра-
диционным способом, фиксировали в 95% спирте 
и окрашивали гематоксилином и эозином. В случае 
жидкостной цитологии проводилось окрашивание по 
Папаниколау. 

В исследование включены цитологические препа-
раты с достаточным количеством клеток для их оцен-
ки – не менее 5 тыс. клеток. При формулировании 
заключения их классифицировали как отрицательные 
в отношении дисплазии и рака (отмечались доброка-
чественные изменения эпителия); положительные по 
наличию плоскоклеточного поражения низкой степе-
ни (LSIL), включающего VIN I; положительные по на-
личию плоскоклеточного поражения высокой степени 
(HSIL), включающего VIN II, VIN III, и cancerin situ 
(CIS); подозрительные и положительные по наличию 
плоскоклеточного рака. Цитологическое заключение 
сравнивали с результатом гистологического исследо-
вания биоптатов. Разница между взятием материала 
для цитологического и гистологического методов ис-
следования составляла не более трех месяцев. 

результаты и обсуждение
Сравнительный анализ цитологических и гистоло-

гических заключений представлен в таблице. 
Как видно из таблицы, из 68 обследованных жен-

щин, у которых гистологически был подтвержден 
рак, 51 пациентке (75%) было дано цитологическое 
заключение о злокачественном процессе (заподозрен 
или в утвердительной форме), то есть истинно поло-
жительное. Ложноотрицательные заключения даны 
в 17 случаях (25%). Показатель цитологической гипер-
диагностики составил 3,7% от всех сопоставленных 
случаев. 

Нами проведен расчет показателей эффективности 
цитологической диагностики по формулам [18]:

 y Чувствительность = [ИП / ИП + ЛО] ×100% 
 y Специфичность = [ИО / ИО + ЛП] ×100% 

Таким образом, чувствительность метода составила 
76,4%, а специфичность 70,0%.

Keywords: vulvar cancer, neoplasia, melanoma, Paget’s disease, vulvar cytology
Corresponding author: Mariia I. Pakharukova. E-mail: pakharukovami @gmail.com
For citation: Pakharukova M.I., Kotugina M.A., Vainberg E.I. Analyzing the differences between the cy-
tological and histological methods in the vulva malignant neoplasm diagnosis. Clin. exp. morphology. 
2021;10(1):41–49. DOI:10.31088/CEM2021.10.1.41-49 (In Russ.)
Funding. The study was carried out within the framework of state budget funding.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received 14.09.2020. Received in revised form 15.10.2020. Accepted 26.10.2020.



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 10  № 1  2021 43

Оригинальные исследОвания

При ретроспективном пересмотре препаратов были 
выявлены основные причины ошибочных заключений 
и проанализированы цитологические особенности ма-
териала, послужившие причиной расхождений с гисто-
логическим методом. Стоит отметить, что материал, 
получаемый с вульвы, как правило, немногоклеточный, 
что часто приводит к снижению эффективности мето-
да. Наиболее частой причиной ложноотрицательного 
цитологического заключения (10 из 17 случаев) было 
присутствие в полученном материале только ороговев-
шего многослойного плоского эпителия и элементов 
воспаления. Это может быть объяснено гиперкератозом 
в верхних слоях эпителиального пласта, а также частым 
изъязвлением слизистых при злокачественной транс-
формации. Таким образом, дисплазии вульвы и преин-
вазивный рак, при которых патологические процессы 
начинаются в глубоких слоях, могут не выявляться при 
цитологическом исследовании. По этой же причине, 
по мнению некоторых авторов, нецелесообразно брать 
мазки-отпечатки для цитологического исследования с 
тканей наружных половых органов [15, 18].

В шести случаях ложноотрицательного результа-
та в отношении рака вульвы по цитологическим пре-
паратам поставлены диагнозы интраэпителиального 
поражения низкой степени (LSIL) в трех случаях и по-
ражения высокой степени (HSIL, VIN II) на фоне вы-
раженного клеточного воспалительного инфильтрата 
в других трех случаях. При пересмотре препаратов 
нами не выявлены признаки злокачественности. Ве-
роятно, это связано с ограничениями метода и располо-
жением патологических клеток рака в глубоких слоях 
пласта, в связи с чем они не попали в цитологический 
материал. 

Нами обнаружен один случай гиподиагностики 
РВ из-за ошибочной оценки клеточных изменений 

цитологом (рис. 1). Пациентка 1951 года рождения, 
направительный диагноз «язвенный вульвит». Цитоло-
гическое заключение: клеточные элементы воспаления 
в умеренном количестве, клетки многослойного пло-
ского эпителия с признаками гипер- и паракератоза. 
Гистологическое заключение: плоскоклеточный оро-
говевающий рак. При пересмотре препарата отмечены 
единичные скопления клеток с полиморфизмом, на-
рушением ядерно-цитоплазматического соотношения, 
гиперхромией ядер, присутствие двуядерных атипич-
ных клеток. Таким образом, в данном случае цитоло-
гическое заключение о доброкачественном процессе 
было дано неверно.

Проанализировав ошибки, связанные с ложнополо-
жительными результатами (три случая) в отношении 
диагностики РВ, мы пришли к выводу, что основную 
трудность составляет цитологическая оценка пара-
кератоза (два наблюдения). Мелкие клетки с гипер-
хромными ядрами могут ошибочно оцениваться как 
атипичные, что приводит к гипердиагностике. Однако 
при более тщательном рассмотрении раковые клетки 
(рис. 2 А, B) отличаются от клеток при паракератозе 
(рис. 2 C, D) более гиперхромными, неровными ядрами, 
глыбчатым хроматином с участками конденсации, при 
этом ядерно-цитоплазматическое соотношение сдвину-
то в сторону ядра. 

Приводим также третий случай ошибочной гипер-
дигностики злокачественного процесса. Пациентка 
1951 года рождения. Цитологическое заключение: най-
денные изменения соответствуют плоскоклеточному 
раку с признаками ороговения. Гистологическое заклю-
чение: хронический воспалительный процесс, VIN I–II,  
HSIL. При пересмотре препарата в основном отме-
чены изменения многослойного плоского  эпителия, 
 соответствующие дисплазии от легкой до умеренной 

Таблица | Table 
Сопоставление заключений по данным цитологического и гистологического методов исследования | 

Comparison findings of cytological and histological research methods

Цитологическое заключение |
Сytological diagnosis

Число наблюдений |
Number of cases

гистологическое заключение | Histological diagnosis

рак |
сancer

HSIL true 
(VIN II, III, CIS)

отсутствие интраэпителиальных 
изменений и рака |

negative for SIL and cancer

Рак, подозрение на рак |
Cancer, cancer suspicious

53 51 (ИП | TP) – 2
(ЛП | FP)

HSIL (VIN II, VIN III, CIS) 8 3 (ЛО | FN) 4 (ИП | TP) 1 (ЛП | FP)

LSIL (VIN I) 3 3 (ЛО | FN) – –

Отсутствие интраэпителиальных 
изменений и рака |
Negative for SIL and cancer

18 11 (ЛО | FN) – 7 (ИО | TN)

Всего | Total 82 68 4 10
Цитологические заключения: ИП – истинно положительное, ИО – истинно отрицательное, ЛП – ложноположительное,  
ЛО – ложноотрицательное
Cytological conclusions: TP – true positive, TN – true negative, FP – false positive, FN – false negative
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Рис. 1.  Плоскоклеточный ороговевающий рак вульвы. Цитологические препараты. Окраска гематоксилином и эозином, ×1000
Fig. 1.  Keratinizing squamous cell carcinoma of the vulva. Cytological slides. H&E stain, ×1000

Рис. 2. Сравнение клеток с паракератозом и клеток рака. Цитологические препараты. Окраска гематоксилином и эозином, ×1000.
 А, B – клетки рака, С, D – клетки с паракератозом
Fig. 2. Comparison of parakeratosis cells and cancer cells. Cytological slides. H&E stain, ×1000. 
 А, B – cancer cells, С, D – parakeratosis cells

A B

C D
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Рис. 3.  VIN I–II, HSIL. Цитологические препараты. Окраска гематоксилином и эозином, ×1000
Fig. 3.  VIN I–II, HSIL. Cytological slides. H&E stain, ×1000

A B

C D

степени (рис. 3 A, B), но при этом присутствовали 
в небольшом количестве группы клеток парабазаль-
ного слоя с атипией (рис. 3 C, D). Стоит отметить, 
что решающим фактором цитологической гиперди-
агностики был сопутствующий анамнез пациентки. 
Полугодом ранее по результатам исследования, полу-
ченного методом жидкостной цитологии, было дано 
заключение об интраэпителиальном поражении высо-
кой степени (VIN III, HSIL), подозрительном на can-
cerin situ (рис. 4). В результате исследования методом 
ПЦР выявлен ВПЧ высокого канцерогенного риска 
16-го типа в концентрации 7,25 на 100 тыс. клеток. 
Гистологическое заключение: HSIL, плоскоклеточная 
карцинома in situ. Пациентке проведено иссечение 
опухоли.

Приводим также два редких случая новообразо-
ваний вульвы, в которых по цитологической картине 
был правильно определен злокачественный процесс, 
но ошибочно предположен морфологический тип.

Первый случай. Пациентка 1936 года рождения. 
Направительный диагноз: эритроплакия вульвы. Ци-
тологическое заключение: цитограмма крайне подо-
зрительна на плоскоклеточный рак с ороговением. 
Гистологическое заключение: меланома. 

При пересмотре препарата отмечены в большом 
количестве вытянутые веретенообразные клетки с ги-
перхромными полиморфными ядрами (рис. 5 А, B). 
В единичных полях зрения обнаружен меланин 

в виде пылевидных гранул вне- и внутриклеточно 
(рис. 5 С, D). Отметим, что при окраске гематокси-
лином и эозином данный пигмент визуализируется 
труднее и может быть пропущен цитологом. В то же 
время неопластические меланоциты в виде обширных 
скоплений могут имитировать VIN и плоскоклеточный 
рак, обусловливая возможность ошибки в цитологиче-
ской диагностике [9].

Первичная меланома женского полового тракта 
встречается крайне редко, на ее долю приходится мень-
ше 10% всех меланом, диагностируемых у женщин. 
Несмотря на редкость, она является вторым наиболее 
распространенным гистологическим типом опухолей 
вульвы, составляя 7–10% всех злокачественных ново-
образований этого органа [19–22]. Данный тип опухоли 
является причиной до 80% смертей, приходящихся на 
группу злокачественных новообразований наружных 
половых органов. В отличие от плоскоклеточного рака 
вульвы меланома представляет те опухоли, для которых 
характерно не только развитие локальных рецидивов 
и/или регионарных метастазов, но и в неменьшей сте-
пени возникновение отдаленных метастазов в разные 
органы и ткани даже при исходно небольших размерах 
первичного очага [20]. Таким образом, знание цито-
логических особенностей картины при меланоме по-
зволит нацелить врача на скорейшее взятие материа-
ла для гистологического исследования. Уточним, что 
при данном заболевании биопсия должна быть только 
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тотальной, в противном случае происходит быстрая 
генерализация опухоли. 

Второй случай. Пациентка 1951 года рождения. На-
правительный диагноз: атрофический вагинит. Цитоло-
гическое заключение: клетки многослойного плоско-
го эпителия, подозрительные на интраэпителиальное 
поражение высокой степени (HSIL). Гистологическое 
заключение: интраэпителиальная карцинома (болезнь 
Педжета) в сочетании с лейкоплакией вульвы.

При ретроспективном изучении препарата отме-
чены клетки преимущественно изолированные или 
в небольших группах, с крупными эксцентричными 
ядрами, обильной и вакуолизированной цитоплазмой. 
Контур ядер в основном ровный, хроматин распределен 
равномерно (рис. 6). В данном случае клетки Педжета 
были ошибочно приняты цитологом за многослойный 
плоский эпителий.

Болезнь Педжета – это новообразование, характе-
ризующееся наличием в пласте многослойного плос-

кого эпителия крупных эпителиоцитов железистого 
типа (клетки Педжета) [12]. Болезнь Педжета вульвы 
является редкой экстрамаммарной формой заболева-
ния, частота встречаемости которой составляет около 
2% от большинства злокачественных опухолей на-
ружных половых органов [23]. В литературе описано 
лишь несколько случаев первичной диагностики за-
болевания при помощи цитологического метода ис-
следования [24–26]. В то же время это простая, но 
эффективная диагностическая мера с минимальной 
травматизацией. Необходимо уточнить, что следует 
брать не мазок-отпечаток, а соскоб с пораженной об-
ласти, так как клетки Педжета локализуются в ниж-
ней трети эпителиального пласта, чаще в базальном 
и парабазальных слоях [12]. Знание цитологических 
особенностей болезни Педжета может обеспечить 
весьма вероятную диагностику заболевания и ре-
комендации врачу о необходимости назначения  
биопсии. 

Рис. 4.  VIN III, cancer in situ, HSIL. Цитологические препараты. Метод жидкостной цитологии.  
Окраска по Папаниколау, ×1000

Fig. 4.  VIN III, cancer in situ, HSIL. Cytological slides. Liquid-based cytology. Papanicolaou stain, ×1000
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Рис. 5. Меланома вульвы. Цитологические препараты. Окраска гематоксилином и эозином, ×1000.
 A, B – полиморфные вытянутые клетки опухоли. C – меланин внутриклеточно, D – меланин внеклеточно
Fig. 5. Melanoma of the vulva. Cytological slides. H&E stain, ×1000.
 A, B – polymorphic elongated tumor cells, С – intracellular melanin, D – extracellular melanin

Рис. 6. Болезнь Педжета вульвы. Цитологические препараты. Окраска гематоксилином и эозином, ×1000
Fig. 6. Paget’s disease of the vulva. Cytological slides. H&E stain, ×1000 
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Выводы 
1. Чувствительность цитологического метода вы-

явления рака и интраэпителиальных неоплазий вульвы 
составляет 76,4%, специфичность 70,0%. 

2. Ретроспективный анализ расхождений цитоло-
гического заключения с гистологическим позволил 
выявить особенности микроскопической картины, со-
провождающей ошибки цитолога, и, таким образом, 
повысить достоверность цитологической диагностики.

3. Ложноотрицательные результаты, как правило, 
связаны с отсутствием патологических клеток в полу-
чаемом материале для цитологического исследования.

4. Для уменьшения доли ошибочных результатов 
необходимо тщательно изучать клетки паракератоза 
и дифференцировать их от клеток рака.

5. Знание морфологических особенностей редких 
злокачественных опухолей наружных половых органов 
может обеспечить весьма вероятную их диагностику 
уже на этапе цитологического метода.
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Введение. В настоящее время особое внимание уделяется рациону питания в профилактических 
целях и при патологиях сердечно-сосудистой системы. Сердечная мышца наиболее чувствительна 
к изменениям рациона, так как миокард содержит липиды не в виде жировых депо, а в основном 
в качестве структурных и функциональных единиц. Цель исследования – изучение изменений арте-
риального давления и морфологии миокарда в эксперименте на фоне рациона питания с повышенным 
содержанием жиров различного жирнокислотного состава, быстроусвояемых углеводов у спонтанно 
гипертензивных и нормотензивных крыс.
Материалы и методы. Исследование выполнено на 34 инбредных самцах крыс со спонтанной гипер-
тензией линии SHR и 34 инбредных нормотензивных самцах крыс линии WKY. Животные каждой 
линии были разделены на пять групп по 6–7 особей в каждой. В течение 10 недель контрольная группа 
получала стандартный полнорационный корм (СПК), три группы получали СПК с добавлением жи-
ровых продуктов (11% от калорийности рациона), различающихся по составу жирных кислот (ЖК), 
четвертая группа получала СПК с добавлением сахарозы (11% от калорийности рациона). До начала 
и после 10 недель у бодрствующих животных проводили регистрацию систолического артериального 
давления (САД) на хвостовой артерии неинвазивным методом. По окончании эксперимента сердце 
фиксировали в растворе формалина, изготавливали гистологические срезы, окрашивали их гемато-
ксилином и эозином. Далее морфометрическим методом определяли количество ядер кардиомиоцитов 
на стандартной единице площади.
Результаты. Статистически значимое повышение САД в конце эксперимента выявлено у животных 
линии SHR только в группах, получавших жировой продукт с повышенным содержанием трансизо-
мерных ЖК и сахарозу, на 10,9 мм рт. ст. и 13,4 мм рт. ст., соответственно. В группе животных линии 
SHR, получавших сливочное масло, наблюдалось увеличение показателей гипертрофии миокарда, 
характеризующихся уменьшением количества ядер кардиомиоцитов на 39% на стандартную единицу 
площади относительно контрольной группы. 
Заключение. Установлено, что повышенное содержание в рационе трансизомерных форм ЖК и быст-
роусвояемых углеводов (сахарозы) у спонтанно гипертензивных крыс приводит к повышению САД, 
насыщенных ЖК – к гипертрофии миокарда без нарастания САД. У нормотензивных животных не-
гативное влияние повышенного содержания жировых продуктов и углеводов в рационе на сердечно-
сосудистую систему отмечено не было.
Ключевые слова: гипертрофия миокарда, артериальная гипертензия, высокожировые диеты, паль-
мовое масло, углеводы
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Введение
Артериальная гипертензия (АГ) – широко распро-

страненное заболевание как в России, так и во всем 
мире. В большом исследовании, опубликованное в Lan-
cet, Global Burden of Disease Study, GBD, проведенном 
среди жителей 51 страны в период с 1990 до 2016 год 
с учетом оценки заболеваемости, продолжительнос-
ти жизни, смертности и пола, было выявлено, что на 
протяжении многих лет высокое систолическое арте-
риальное давление (САД) является наиболее важным 
фактором риска ишемической болезни сердца, инфарк-
та миокарда, сердечной и почечной недостаточности. 
Более 9,1 млн преждевременных смертей от сердечно-
сосудис тых заболеваний связано с особенностями пи-
тания. К диетологическим рискам, согласно исследова-
нию [1], относят недостаточное потребление фруктов, 
овощей, пищевых волокон, низкое содержание полине-
насыщенных омега-3 (эйкозопентаеновая и докозагек-
саеновая) и омега-6 (линолевая, арахидоновая) кислот 
и высокую долю в рационе питания обработанного 

мяса, сахаросодержащих напитков, повышенную долю 
трансизомерных форм жирных кислот (ЖК). 

Целью работы было изучение изменений уровня 
САД и морфологии миокарда на фоне рациона питания 
с повышенным содержанием насыщенных, ненасыщен-
ных, трансизомерных форм ЖК, а также быстроусвоя-
емых углеводов (сахарозы) у животных линий SHR 
и WKY.

материалы и методы
Исследование проведено на 34 инбредных самцах 

крыс со спонтанной гипертензией линии SHR массой 
тела 325,8±3,6 грамма и 34 инбредных самцах крыс 
линии WKY массой тела 410,8±4,5 грамма. Все они 
получены из питомника лабораторных животных фи-
лиала Института биоорганической химии (Пущино 
Московской области). Животных перед началом экс-
перимента выдерживали на карантине на протяжении 
двух недель, содержали в виварии, в условиях 12-часо-
вого режима день/ночь при температуре окружающей 

High-calorie diet influence on morphological and functional parameters  
of the cardiovascular system in spontaneously hypertensive rats
A.Yu. Ivanova1,2, E.Yu. Rysenkova2, M.A. Afanasiev2, P.V. Chumachenko2,3,  
V.S. Popov1, A.Yu. Postnov2,3, N.A. Medvedeva1, O.S. Medvedev1,2

1 Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
2  Institute of Experimental Cardiology, National Medical Research Center of Cardiology, Moscow, Russia
3  Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia

Introduction. Hypertension with left ventricular hypertrophy (LVH) is a major independent risk factor for 
cardiovascular-related morbidity. Diet plays an essential role in the prevention and treatment of chronic 
cardiovascular disease. The aim of our study was to analyze the influence of 10-week diets consisting of 
different high fats and carbohydrates on the myocardium in spontaneously hypertensive rats (SHR).
Materials and methods. The SHR (n=34) and WKY (n=34) were randomly divided into five groups (n=6 or 7 
per group). For 10 weeks, the control group was fed the standard diet; the experimental groups were fed the 
standard chow diet with the different fats and sucrose (11% of the calorie intake). Systolic blood pressure 
(SBP) was measured before the experiment and 10 weeks after by the non-invasive tail-cuff method. After 
the experiment, the animals were humanely sacrificed. The heart specimens after routine processing were 
stained with hematoxylin and eosin. We determined the thickness of the left ventricle and the number of 
cardiomyocyte nuclei per unit area using morphometry.
Results. An increase in SBP at the end of the experiment was found in SHR animals in groups receiving 
trans-fat and sucrose by 10.9 mm Hg and 13.4 mm Hg, respectively. Myocardial hypertrophy was observed 
in the SHR Butter group.
Conclusion. We found that the increased content of trans-fats and sucrose in the diet leads to an increase in 
SBP in spontaneously hypertensive rats; saturated fatty acids – to myocardial hypertrophy in spontaneously 
hypertensive rats without aggravation of systolic hypertension. In normotensive animals, no negative effect 
of the high-fat diet on the cardiovascular system was observed.
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среды +22–23С°, влажности 55–65% в клетках типа Т4 
по две особи в каждой с неограниченным доступом к 
корму и воде. Все процедуры были выполнены в со-
ответствии с Guide for Care and Use of Laboratory 
Animals [2].

Продолжительность эксперимента составила 10 не-
дель. Крысы каждой из двух линий были рандомизиро-
ваны на пять групп по 6–7 животных в группе в соот-
ветствии с добавкой к своему ежедневному пищевому 
рациону: группа 1: контрольная группа (к); крысы, 
получавшие только брикетированный полнорацион-
ный корм для лабораторных животных «Чара» (ЗАО 
«Ассортимент Агро») с энергетической ценностью 
270 ккал/100 г; группа 2: крысы, получавшие в качестве 
добавки масло пальмовое рафинированное дезодори-
рованное отбеленное; ООО «ЭФКО Пищевые Ингре-
диенты» (п); группа 3: крысы, получавшие в качестве 
добавки традиционное сливочное масло «Вкусноте-
ево», ГОСТ 32261-2013 (с); группа 4: крысы, полу-
чавшие в качестве добавки специализированный жир 
с высоким содержанием трансизомерных форм ЖК; 
ООО «ЭФКО Пищевые Ингредиенты» (тж); группа 5: 
крысы, получавшие в качестве добавки сахар белый, 
ГОСТ 33222-2015 (у).

Жировые добавки в группах 2, 3, 4 и углеводная до-
бавка в группе 5 были эквивалентны по калорийности 
и составляли 11% от общей калорийности корма. Жир-
нокислотный состав масел промышленного производ-
ства, используемых в качестве добавки к стандартному 
пищевому рациону лабораторных животных, отличался. 
В составе пальмового масла были пальмитиновая кис-
лота (43,04%), олеиновая кислота (40,12%), линолевая 
кислота (9,89%), соотношение насыщенных/ненасы-
щенных кислот составляло приблизительно 1:1; в сли-
вочном масле преобладали насыщенные ЖК (67,02%); 
в жировом продукте «cпециализированный жир» было 
повышено содержание трансизомерных форм ЖК 
(32,06%).

Животных взвешивали в начале и в конце экспери-
мента. Регистрацию АД проводили на ненаркотизиро-
ванных иммобилизированных животных на хвостовой 
артерии плетизмографическим методом [3] с помощью 
прибора NIBPSystems (ADINSTUMENTS, Австралия). 
Запись и обработку данных проводили с использова-
нием программного обеспечения LabChart 7.3.7. Изме-
рение САД выполняли до и после 10-недельного корм-
ления. Перед измерением САД животных нагревали 
до температуры +28–30°С на платформе «Флогистон» 
(«Нейроботикс», Россия) для улучшения циркуляции 
крови в хвосте и стабилизации кровотока.

Из эксперимента крыс выводили при помощи ин-
галяции двуокиси углерода. Жировую ткань придатков 
семенников иссекали и взвешивали. Накопление эпи-
дидимального жира определяли по рассчитываемому 
параметру удельной массы жировой ткани придатков 
семенников на 100 г массы тела животного. Сердце из-
влекали, взвешивали и помещали в охлажденный кар-

диоплегический раствор (0,9 г KCl + 81,8 мл 0,0667 М 
раствора гидрофосфата натрия, доведенного до 100 мл 
0,0667 М раствором дигидрофосфата калия), имеющий 
pH 7,4. Сердце фиксировали в 10% нейтральном фор-
малине, заключали в парафин, изготавливали срезы 
сердца толщиной 5 мкм и окрашивали их гематоксили-
ном и эозином. Изображения миокарда были получены 
на гистосканере ScanScope CS2 (Leica Microsystems, 
Германия) при ×400. Гистологические срезы сердца об-
рабатывали с помощью программы анализа изображе-
ний ImageScope с одновременным подсчетом ядер кар-
диомиоцитов у каждого животного в автоматическом 
режиме. Подсчет ядер кардиомиоцитов осуществляли 
на стандартной единице площади среза, то есть система 
анализа изображений регистрировала количество ядер 
кардиомиоцитов в 10 полях зрения общей площадью 
4 500 000 мкм2. Измерения данного показателя прово-
дили на боковой (свободной) стенке левого желудочка. 
Таким образом, с уменьшением числа ядер на стандарт-
ной единице площади и, соответственно, количества 
кардиомиоцитов увеличивались их площадь и объем, то 
есть степень гипертрофии сократительного миокарда 
выражалась конкретной цифрой [4].

Сравнение значений исследуемых показателей 
между линиями животных проводили при помощи не-
параметрического рангового однофакторного критерия 
Краскела–Уоллиса, между группами одной линии – с 
использованием непараметрического критерия ранго-
вых сумм Манна–Уитни, параметрического парного 
t-теста. Данные представлены в виде среднего ариф-
метического плюс-минус стандартная ошибка среднего 
(M±SEM). Различия между группами считали стати-
стически значимыми при р<0,05. Статистическую об-
работку результатов проводили c помощью программы 
Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., США).

результаты
Во всех экспериментальных группах крыс линий 

SHR и WKY в течение 10 недель эксперимента отмеча-
лось увеличение массы тела (табл. 1). Исключение со-
ставляла группа крыс WKYтж, в которой наблюдалось 
уменьшение массы тела по сравнению с WKYк на 5,5% 
(9,2% против 14,7%, p=0,043), связанное с выраженной 
диареей на фоне смены рациона питания в начале экс-
перимента. Наиболее интенсивное накопление жиро-
вой ткани у животных линии WKY происходило в груп-
пах WKYс (увеличение в 1,23 раза, р=0,0004) и WKYп 
(увеличение в 1,15 раза, р=0,048) относительно WKYк. 
У крыс линии SHR во всех группах, за исключением 
группы SHRс, динамика изменения массы тела была 
выражена в меньшей степени, чем у нормотензивных 
крыс. В группе SHRс увеличение массы тела составля-
ло на 10,5% больше, чем в контрольной группе (20,6% 
против 10,1%, р=0,01). Накопление эпидидимального 
жира у животных в группе SHRс было также макси-
мальным – на 17% больше относительно контрольной 
группы (p=0,027).
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САД у животных линии SHR было статистически 
значимо повышено по отношению к величине САД 
нормотензивных животных линии WKY как в начале, 
так и в конце эксперимента. Показатели САД животных 
всех групп линии WKY не изменялись (табл. 2). В экспе-
риментальных группах SHRтж и SHRу происходил рост 

величин САД по сравнению с исходными значениями 
на 10,9 мм рт. ст. (р=0,002) и 13,4 мм рт. ст. (р=0,03), 
соответственно. В остальных группах линии SHR по-
вышение САД в конце эксперимента не отмечалось. 

Таким образом, использование рациона с жировым 
компонентом с преобладанием трансизомерных форм 

Таблица 1 | Table 1
Изменение массы тела и эпидидимальной жировой ткани у крыс линий SHR и WKY при разных рационах питания | 

Body weight and epididymal fat mass in SHR and WKY rats with different diets

группы наблюдения | 
Groups

Изменение массы тела  
(∆, %) | 

Body weight (∆, %)

Масса эпидидимального 
жира (г) | 

Epididymal fat (g)

Удельная масса эпидидимального 
жира (г/100 г массы тела) | 

The ratio epididymal fat/100 g  
body weight 

WKY
Контроль | Control 14,7±1,3 7,8±0,2 1,73±0,06

Сливочное масло | Butter 14,9±2,4 10,2±0 (## p менее 0,0001) 2,13±0,04 (## р = 0,0004)
Пальмовое масло | Palm oil 14,1±3,2 9,6±0,2 (# p = 0,02) 1,99±0,1 (# р = 0,048)
Трансжиры | Trans fat 9,2±2,0 (# р = 0,006) 8,4±0,2 1,82±0,11
Углеводы | Carbohydrates 18,7±1,3 8,6±0,7 1,8±0,11
SHR
Контроль | Control 10,1±0,3 4,3±0,1 1,2±0,06
Сливочное масло | Butter 20,6±3,3 (** р = 0,01) 5,4±0,3 (** p = 0,004) 1,4±0,1 (** p = 0,027)
Пальмовое масло | Palm oil 7,6±1,6 4,6±0,3 1,3±0,1
Трансжиры | Trans fat 10,3±1,7 4,2±0,5 1,1±0,1
Углеводы | Carbohydrates 10,9±3,5 5,1±0,2 1,4±0,1 (** p = 0,038)

** p<0,01 – статистически значимые отличия в экспериментальных группах линии SHR относительно контрольной группы; ## 
p<0,01, # р<0,05 статистически значимые отличия в экспериментальных группах линии WKY относительно контрольной  
группы
** p<0,01 – comparisons significant for SHR control group; ## p<0,01, # р<0,05 – comparisons significant for WKY control group

Таблица 2 | Table 2
Значения уровня САД у крыс линий SHR и WKY при разных рационах питания | 

The values of the level of systolic blood pressure in SHR and WKY rats with different diets

группы наблюдения |
Groups

Уровень САД (мм рт. ст.) | SBP level (mm Hg)

начало эксперимента | 0 week после 10 недель эксперимента | 11 week

WKY
Контроль | Control 122,2±0,6 123,1±0,6
Сливочное масло | Butter 123,2±2,0 123,6±2,2
Пальмовое масло | Palm oil 123,3±2,0 123,5±1,9
Трансжиры | Trans fat 121,3±2,1 121,9±1,6
Углеводы | Carbohydrates 122,1±0,9 125,6±1,3
SHR
Контроль | Control 200,1±1,8 199,9±0,8
Сливочное масло | Butter 189,3±3,6 190,1±3,9
Пальмовое масло | Palm oil 204,5± 2,1 204,6± 4,3
Трансжиры | Trans fat 191,1±1,2 202±2,0**
Углеводы | Carbohydrates 191,3±4,1 204,7±3,3*

* р<0,05; ** р<0,01 статистически значимые различия относительно исходного уровня САД в экспериментальной группе
* р<0,05; ** р<0,01– comparisons significant for control group
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ЖК и углеводами способствовало увеличению САД у 
спонтанно гипертензивных крыс после 10 недель экс-
перимента.

Параметр отношения массы сердца к общей массе 
тела, как дополнительный маркер гипертрофии мио-
карда, был статистически значимо выше у спонтанно 
гипертензивных крыс, чем у крыс линии WKY (рис. 1). 
Средние значения для линии SHR находились в диа-
пазоне от 0,46±0,01 до 0,54±0,03, для линии WKY от 
0,37±0,01 до 0,41±0,03, что соответствует данным ли-
тературы [5]. Это связано с адаптационными изменени-
ями сердечной мышцы, обусловленными повышенной 
функциональной нагрузкой в условиях высокого арте-
риального давления. Во всех экспериментальных груп-
пах линии SHR при увеличении калорийности рациона 
у животных происходил рост отношения массы сердца 
к массе тела. Статистически достоверными отличия 
были в группе SHRтж по отношению к группе SHRк 
(p=0,019). По-видимому, относительное увеличение 
массы сердца в группе SHRтж связано с увеличени-
ем САД, которое наблюдалось в ходе эксперимента 
(табл. 2). Для линии WKY не был характерен рост этого 
показателя. В группах WKYп и WKYтж происходило 
снижение значения соотношения массы сердца к мас-
се тела, и оно было статистически значимым (p=0,038 
и р=0,012, соответственно). 

При гистологическом исследовании структура мио-
карда крыс линии WKY во всех группах имела нор-
мальное строение. Кардиомиоциты были одинаковой 
величины, формировали одинаковые мышечные во-
локна. Строма образована соединительной тканью с 
рыхло расположенными коллагеновыми волокнами. 
Гистологическая картина миокарда крыс линии SHR 
во всех группах была сходной. На всех микропрепа-
ратах отмечалась гипертрофия кардиомиоцитов, ядра 
кардиомиоцитов были увеличены в размерах, некото-

рые из них неправильной формы, вокруг отдельных 
ядер отмечалась вакуолизация саркоплазмы. Выраже-
ны периваскулярный склероз и небольшие единичные 
периваскулярные инфильтраты из гистиоцитов и лим-
фоцитов. Строма миокарда местами утолщена, скле-
розирована, встречались мелкие участки ее коллапса 
и склероза с незначительной лимфоидно-гистиоцитар-
ной инфильтрацией. Мелкие артерии были с утолщен-
ными стенками. При морфометрическом исследовании 
гистологических срезов сердца у крыс в группе SHRс 
количество ядер на единицу площади (450 000 мкм2) 
составляло 2,2±0,2 и было статистически значимо ниже 
относительно группы SHRк (p=0,026) (рис. 2, 3).

обсуждение
Наше исследование демонстрирует, что состав жи-

рового компонента пищи, а также введение в рацион 
быстроусвояемых углеводов приводят к функциональ-
ным и морфологическим изменениям сердечно-сосу-
дистой системы у гипертензивных животных. В ходе 
нашего исследования в каждой экспериментальной 
группе применяли жировые добавки в количестве, 
обеспечивающем 30% от общей получаемой энергии 
из пищи за счет жиров, что соотносится с границей до-
пустимого уровня жиров в рационе человека [6]; угле-
водная добавка была эквикалорийна жировой. На фоне 
приема пищи с повышенным содержанием сливочно-
го масла у животных как линии SHR, так и WKY на-
блюдались признаки ожирения. Следует отметить, что 
животные обеих линий, получавшие пальмовое масло 
в рационе, имели разную реакцию на изменение массы 
тела и накопление эпидидимального жира. Масса тела 
у крыс линии WKY, которые получали пальмовое мас-
ло, не изменялась, но при этом значительно возрастала 
удельная масса эпидидимального жира. Масса тела у 
крыс линии SHR изменялась с тенденцией к ее умень-

Рис. 1. Величина отношения массы сердца к массе тела у животных экспериментальных групп по окончании эксперимента. 
 A – животные линии WKY, B – животные линии SHR
 # р<0,05 статистически значимые отличия в экспериментальных группах линии WKY относительно контрольной группы; 

* р<0,05 – статистически значимые отличия в экспериментальных группах линии SHR относительно контрольной группы 
Fig. 1.  Heart-body mass ratio in animals of the experimental groups at the end of the experiment. 
 A – WKY groups, B – SHR groups
 # р<0,05 – comparisons significant for WKY control group; * р<0,05 – comparisons significant for SHR control group

А B
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шению, и прироста массы эпидидимального жира не 
было. Отличие в реакции у крыс линий SHR и WKY 
на введение в рацион жировых продуктов и углеводов 
связано с различиями в углеводном и липидном обмене. 
Так, у крыс линии SHR повышена активность белка, 
переносящего эфиры холестерина (CETP), который 
функционально блокирует рецепторное поглощение 
полиненасыщенных ЖК клетками, тем самым создавая 
дефицит этих ЖК в клетках [5]. Повышенная экспрес-
сия этого белка может объяснять бóльшую чувстви-
тельность к развитию метаболических нарушений у 
крыс линии SHR. Наше исследование показывает, что 
развившееся ожирение у гипертензивных крыс, полу-
чавших в рационе сливочное масло, способствовало 

увеличению нагрузки на сердечно-сосудистую систему 
(в частности, на сердце), тем самым спровоцировав 
развитие гипертрофии миокарда.

Изменение рациона питания у нормотензивных 
крыс линии WKY не влияло на уровень артериального 
давления и не вызывало развитие гипертрофии кардио-
миоцитов. Возможно, это связано с тем, что негатив-
ное действие какого-либо агента на организм может 
проявиться только при превышении защитных барье-
ров. Подобным защитным фактором для поддержания 
физиологических гомеостатичеких сил организма при 
экзогенных воздействиях (рацион питания, факторы 
окружающей среды) может служить микробиота ки-
шечника. У крыс SHR в отличие от крыс WKY  снижено 

Рис. 2. Количество ядер кардиомиоцитов миокарда средней трети стенки левого желудочка сердца на единицу площади  
(450 000 мкм2) в экспериментальных группах. 

 A – животные линии WKY, B – животные линии SHR
 * р<0,05 – статистически значимые отличия в экспериментальных группах линии SHR относительно контрольной группы
Fig. 2. The number of cardiomyocytes' nuclei from the middle third of the left ventricle per unit area (450 000 μm2) in the experimental 

groups.
 A – WKY groups, B – SHR groups
 * р<0,05 – comparisons significant for SHR control group

А B

Рис. 3. Миокард после 10 недель эксперимента. 
 А – животные линии WKY из группы с (сливочное масло). Кардиомиоциты c эозинофильной цитоплазмой, ядра 

небольшого размера, строма миокарда без явлений отека. В – животные линии SHR из группы с (сливочное масло). 
Выраженная гипертрофия кардиомиоцитов, неравномерное эозинофильное окрашивание цитоплазмы, ядра клеток 
увеличены в размерах. Выраженный отек стромы. Окраска гематоксилином и эозином, ×400 

Fig. 3.  Myocardium at 10th week of the experiment (A – WKY Butter group; B – SHR Butter group). Microscopic evaluation of the 
miocardium in WKY Butter group showed cardiomyocytes with eosinophilic cytoplasm, small nuclei, and myocardial stroma 
without edema. Severe cardiomyocyte hypertrophy, uneven eosinophilic cytoplasm staining, enlarged cell nuclei, pronounced 
stroma edema were observed in SHR Butter group. H&E stain, ×400

А B
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таксономическое разнообразие сообществ кишечных 
бактерий, что препятствует продукции широкого 
спект ра метаболитов, необходимых для поддержания 
гомео стаза в организме; в 5 раз увеличено соотношение 
Firmicutes/Bacteroidetes, маркера дисбиоза кишечника, 
связанного с развитием сахарного диабета, ожирения 
и метаболических нарушений [7]. Особенности микро-
биоты крыс линии SHR на фоне введения в рацион 
насыщенных ЖК могли способствовать усугублению 
артериальной гипертензии, а также проявлению мор-
фофункциональных изменений со стороны сердеч-
но-сосудистой системы в быстрые сроки (в течение 
10 недель). Из этого следует, что для проявления вы-
раженных метаболических нарушений и в дальнейшем 
развития патологии со стороны сердечно-сосудистой 
системы у нормотензивных животных требуется более 
длительное воздействие негативного фактора.

Заключение
Полученные данные о негативном влиянии транс-

изомерных форм жирных кислот, быстроусвояемых 
углеводов на состояние сердечно-сосудистой систе-
мы у гипертензивных крыс согласуются с современ-
ными требованиями ВОЗ по поддержанию здорового 
питания у человека. Тем не менее следует учитывать 
значительные отличия в метаболизме макроорганиз-
мов с уже существующей эссенциальной гипертензи-
ей и имеющих нормальное давление. В связи с этим 
можно предположить, что здоровые люди, без патоло-
гий со стороны сердечно-сосудистой системы, долж-
ны придерживаться принципов здорового питания 
длительно для профилактики их развития, а у людей, 
страдающих сердечно-сосудистыми заболеваниями, 
необходимы персонифицированный подход при под-
боре диеты и тщательный контроль за употреблением 
жиров и углеводов.
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сравнительная морфологическая и биохимическая 
характеристика токсического действия доксорубицина 
и наносомальной формы PLGA-доксорубицина  
при лечении экспериментальной глиобластомы
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Введение. Доксорубицин (Докс) в составе полилактидгликолидных (Poly(Lactic-co-GlycolicAcid, 
50:50, PLGA) наноразмерных частиц имеет высокую противоопухолевую эффективность у крыс 
с глиобластомой 101.8. Однако токсическое действие Докс-PLGA недостаточно изучено. Цель ис-
следования – морфологическая и биохимическая оценка гепатотоксического и кардиотоксического 
действия доксорубицина и Докс-PLGA при лечении глиобластомы 101.8 у крыс Вистар.
Материалы и методы. Исследование выполнено на 24 самцах крыс Вистар с глиобластомой: 
без лечения (n=7), получавших доксорубицин (n=9) или Докс-PLGA (n=8) внутривенно в дозе  
1,5 мг/кг на 2-е, 5-е и 8-е сутки после перевивания опухоли. На 14-е сутки эксперимента исследовали 
морфологические изменения в миокарде и печени. Проводили гематологическое и биохимическое 
исследование крови. 
Результаты. При лечении крыс с экспериментальной глиобластомой 101.8 Докс-PLGA по сравнению 
с доксорубицином по данным морфологического, гематологического и биохимического исследования 
оказывает менее выраженное кардиотоксическое и гепатотоксическое действие. 
Воспалительные изменения в миокарде у животных, получавших Докс-PLGA, были менее выражен-
ными и распространенными, чем при лечении доксорубицином. При лечении глиобластомы крыс 
Докс-PLGA активность аспартатаминотрансферазы, общей и сердечной изоформ креатинфосфоки-
назы была статистически значимо ниже, чем у животных с глиобластомой без лечения и получавших 
доксорубицин. Гепатотоксические эффекты Докс-PLGA оказались минимальными. В отличие от 
животных, леченных доксорубицином, при введении Докс-PLGA дистрофия гепатоцитов была слабо 
выраженной. Активность АЛТ во всех группах не отличалась от референсных значений.
Заключение. По сравнению с доксорубицином наносомальная форма Докс-PLGA при лечении экс-
периментальной глиобластомы 101.8 оказывает менее выраженное кардио- и гепатотоксическое 
действие.
Ключевые слова: глиобластома 101.8 крыс, доксорубицин, PLGA-наночастицы, токсическое дей-
ствие, печень, миокард, морфология, биохимия
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Введение
Глиобластома – наиболее часто встречающаяся 

злокачественная опухоль головного мозга, среди всех 
новообразований центральной нервной системы она 
составляет 14,6% и среди злокачественных – 48,3% [1]. 
Относительная выживаемость пациентов после поста-
новки диагноза варьирует от 1 года до 2 лет, лишь у 
6–22% пациентов она достигает 5 лет. Стандартными 
методами лечения глиобластомы являются хирургиче-
ский, лучевой и химиотерапевтический [2, 3].

Противоопухолевый антибиотик антрациклинового 
ряда, выделенный из культуры Streptomyces peucetiusvar. 
caesius, – доксорубицин, а также его липосомальная 
и пегилированная (PEG, полиэтиленгликоль) формы 
применяются при лечении целого ряда онкологических 
заболеваний – лейкозов, лимфом, карцином яичников, 

опухолей молочной железы, легких, щитовидной же-
лезы и т.д. [4]. Противоопухолевая эффективность 
доксорубицина в отношении глиоблас томы выявлена 
в экспериментах in vitro [5] и in vivo [6, 7], а также при 
его внутриопухолевом введении у человека [8]. Тем 
не менее применение доксорубицина в терапии глиом 
ограничено, так как он не проникает через гематоэнце-
фалический барьер, а также имеет выраженную кардио- 
и гепатотоксичность [9].

Доксорубицин эффективно снижает экспрессию 
генов, ответственных за пролиферацию и регуляцию 
клеточного цикла опухолевых клеток, чувствительных 
к нему в S- и G2-фазах. Механизм действия доксору-
бицина заключается в изменении структуры ДНК, ин-
гибировании топоизомеразы II-β, подавлении синтеза 
нуклеиновых кислот, повреждении митохонд риальной 

Comparative morphological and biochemical characteristics of the toxic effects of doxorubicin 
and nanosomal PLGA-doxorubicin form in the experimental glioblastoma treatment
V.V. Kudelkina1, A.S.  Khalanskiy1, O.V. Makarova1, I.S. Tsvetkov1, A.M. Kosyreva1,  
A.I. Alekseeva1, A.Y. Shelkоv1, O.О. Maksimenko2, V.A. Razzhivina2, S.E. Gelperina2,3
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Introduction. Doxorubicin (Dox) in the composition of poly(lactic-co-glycolic acid, 50:50) (PLGA) – 
nanoparticles has high antitumor efficacy in rats with glioblastoma 101.8. However, the toxic effect of 
Dox-PLGA is not well understood. The aim of the study was morphological and biochemical evaluation 
of the hepatotoxic and cardiotoxic effects of doxorubicin and Dox-PLGA in the glioblastoma 101.8 treat-
ment in Wistar rats.
Materials and methods. The study was performed on 24 male Wistar rats with glioblastoma: no treatment 
(n=7), treated with doxorubicin (n=9) or Dox-PLGA (n=8) intravenously at a dose of 1.5 mg/kg on days 2, 5 
and 8 after tumor implantation. On the 14th day of the experiment, morphological changes in the myocardium 
and liver were examined. Hematological and biochemical blood tests were performed.
Results.When treating rats with experimental glioblastoma 101.8, Dox-PLGA in comparison with doxorubicin 
has less pronounced cardiotoxic and hepatotoxic effects according to the morphological, hematological and 
biochemical tests. Inflammatory changes in the myocardium of the animals treated with Dox-PLGA were 
less pronounced and widespread than the ones treated with doxorubicin. The activities of total and cardiac 
creatine phosphokinase (CPK) isoforms and AST were statistically significantly lower in Dox-PLGA group 
than in animals with glioblastoma without treatment and receiving doxorubicin. The hepatotoxic effects of 
Dox-PLGA were minimal. Unlike animals treated with doxorubicin, they had mild hepatocyte dystrophy. 
ALT activity in all groups did not differ from the reference values.
Conclusion. Compared with doxorubicin, the nanosomal form of Dox-PLGA in the experimental glioblas-
toma 101.8 treatment has less pronounced cardio- and hepatotoxic effects.
Keywords: rat glioblastoma 101.8, doxorubicin, PLGA-nanoparticles, toxic effect, liver, myocardium, 
morphology, biochemistry
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ДНК, образовании свободных радикалов, разрушении 
мембран, что приводит к некрозу и апоптозу опухолевых 
клеток. Доксорубицин в комбинации с ингибитором ги-
стоновых деацетилаз – энтиностатом в опухолевых клет-
ках снижает экспрессию tgf-β (transforming growth factor 
beta), повышает экспрессию tp53 (tumorprotein 53), что 
приводит к замедлению темпов пролиферации клеток 
опухоли [10, 11]. Указанные механизмы обусловливают 
также развитие побочных токсических эффектов доксо-
рубицина. Поскольку доксорубицин метаболизируется 
преимущественно в печени, накапливается в основном 
в почках, а также в сердце и тонкой кишке, он оказы-
вает дозозависимое цитотоксическое действие преиму-
щественно на эти органы [12]. По мнению ряда авторов, 
кардиотоксичность доксорубицина обусловлена актива-
цией перекисного окисления липидов в кардиомиоцитах 
с последующим разрушением миофибрилл [13].

Для снижения общей токсичности и обеспечения 
доставки доксорубицина используют различные но-
сители, в том числе липосомы [14, 15] и наночастицы 
[16–18]. Показано, что наносомальная форма доксо-
рубицина на основе полибутилцианакрилатных нано-
частиц ((Poly(n-ButylCyanoAcrylate), PBCA) помимо 
высокой противоопухолевой активности в отношении 
глиобластомы крыс 101.8 оказывает меньшее токсиче-
ское действие на миокард, печень, семенники и крас-
ный костный мозг [19, 20]. По данным обзора A. Shafei 
et al. [21] по сравнению с доксорубицином его липо-
сомальная и наносомальная формы обладают меньшей 
кардиотоксичностью. 

В отличие от PBCA ( 250 нм) наночастицы PLGA 
( 100–120 нм), используемые для доставки доксору-
бицина, имеют преимущество: они дольше циркулиру-
ют в кровотоке и медленнее биодеградируют: 2–3 часа 
против 24–48 часов, соответственно. Кроме того, выяв-
лена более высокая противоопухолевая эффективность 
доксорубицина, связанного с PLGA- наночастицами, по 
сравнению с его стандартной формой [16]. Несмотря 
на высокую противоопухолевую эффективность, по-
бочное действие Докс-PLGA недостаточно изучено.

Цель исследования – сравнительная морфологи-
ческая и биохимическая оценка гепатотоксического 
и кардиотоксического действия доксорубицина и Докс-
PLGA при лечении глиобластомы 101.8 у крыс Вистар. 

материалы и методы
Исследование выполнено на 24 самцах крыс Вис тар 

массой тела 200–220 граммов (филиал «Столбовая» 
НЦБТ ФМБА России). Животных содержали в ус-
ловиях вивария при температуре +21±3°С и относи-
тельной влажности 35–65%. Доступ к воде и корму 
был свободным. При работе с животными руковод-
ствовались Национальным стандартом Российской 
Федерации «Принципы надлежащей лабораторной 
практики» (приказ Ростехрегулирования от 02.12.2009 
№ 544-ст «Об утверждении национального стандарта», 
ГОСТ Р 53434-2009), ГОСТ 33216-2014 «Правила рабо-

ты с грызунами и кроликами». Соблюдали принципы 
гуманного обращения в соответствии с директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и совета Евро-
пейского союза по охране животных, используемых 
в научных целях. В работе применяли тканевую мо-
дель глиобластомы 101.8 крыс Вистар из коллекции 
штаммов опухолей нервной системы НИИ морфологии 
человека. 

моделирование глиобластомы
Трансплантацию глиобластомы 101.8 в головной 

мозг крыс проводили под золетиловым наркозом 
(5 мг/100 г) – золетил (Virbac Sante Animale, Фран-
ция) – с соблюдением правил асептики и антисепти-
ки. Гомогенизированную ткань глиобластомы 101.8 
(~106 опухолевых клеток) трансплантировали следу-
ющим образом: кожу теменной области головы крыс 
обрабатывали 70% этанолом и 5% спиртовым раство-
ром йода и делали продольный разрез длиной 10 мм 
справа от срединной линии. Стоматологическим бором 
диаметром 2 мм в правой теменной кости черепа на рас-
стоянии 2 мм от сагиттального шва и 2 мм каудально от 
венечного шва делали отверстие. С помощью троакара 
диаметром 1,8 мм ткань опухоли вводили на глубину 
4 мм от поверхности кости в область полосатого тела.

После операции животные были разделены на три 
группы: группа 1 – без лечения (n=7); группа 2 – с ле-
чением доксорубицином (Teva, Израиль), (n=9); груп-
па 3 – с лечением Докс-PLGA (доксорубицин в составе 
полилактидгликолидных (Poly(Lactic-co-GlycolicAcid), 
PLGА), ООО «Технология лекарств», Россия) (n=8). 
Раствор доксорубицина вводили животным в хвосто-
вую вену в терапевтической дозе (1,5 мг/кг) трехкратно, 
на 2-е, 5-е и 8-е сутки после трансплантации опухоли.

На 14-е сутки после трансплантации опухоли жи-
вотных выводили из эксперимента передозировкой 
золетила (100 мг/кг). Печень и сердце фиксировали 
в жидкости Буэна. 

Обезвоживание, проводку в спиртах возрастающей 
концентрации, ксилоле и парафине осуществляли в ав-
томатизированной системе Tissue-Tek VIP 5 Jr (Sakura, 
Япония), заливку блоков проводили в системе Tissue-
TekTEС-5 (Sakura, Япония). Ступенчатые срезы изго-
тавливали на ротационном микротоме Microm GmbH 
HM-340 (Thermo Scientific, Германия). Препараты окра-
шивали гематоксилином и эозином. Для заключения 
гистологических препаратов использовали синтетиче-
скую монтирующую среду (Biovitrum, Россия).

Общий анализ крови проводили на гематологиче-
ском анализаторе Nihon Kohden MEK-7222 (Япония). 
Мазки крови окрашивали по Романовскому–Гимзе 
и проводили оценку патологических форм эритроцитов.

Определение активности ферментов: аспартата-
минотрансферазы (АСТ), аланинаминотрансферазы 
(АЛТ), креатинфосфокиназы (КФК) и ее сердечной 
изоформы (КФК-МВ) проводили кинетическим мето-
дом на автоматическом биохимическом анализаторе 
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Mindray Bs-120 (Китай) c использованием наборов 
Human GmbH (Германия). Полученные данные соот-
носили с референсными значениями.

Данные анализировали в программе Statistica 8.1 
(Statsoft). Характер распределения анализируемых 
цифровых данных оценивали с помощью критерия 
Колмогорова–Смирнова, который показал необходи-
мость применения непараметрической статистики. 
Показатели центральных тенденций выражали в виде 
медианы и квартилей. Сравнение цифровых данных 
между экспериментальными группами проводили 
с помощью критерия Краскела–Уоллиса (ANOVA, 
comparing multiple independent samples). Различия счи-
тали статистически значимыми при p<0,05.

результаты и обсуждение
По сравнению с физиологическими значениями 

в контрольной группе у животных с глиобластомой без 
лечения и леченных доксорубицином и Докс-PLGA раз-
личия по показателям содержания тромбоцитов, эри-
троцитов и гемоглобина не выявлены (табл. 1). В маз-
ках периферической крови у животных, получавших 
доксорубицин, обнаружены патологические формы 
эритроцитов: с тельцами Жолли, эритробласты, акан-
тоциты, макроциты, гипо- и полихромия эритроцитов, 
что косвенно свидетельствует о токсичности доксору-
бицина, в то время как в мазках крови крыс, леченных 
Докс-PLGA, обнаружены только полихроматофильные 
эритроциты, что отражает его меньшую токсичность 
по сравнению с доксорубицином. 

При морфологическом исследовании сердца у крыс 
с глиобластомой 101.8 патологические изменения не 
обнаружены. Кардиомиоциты были с четко выражен-
ной поперечной исчерченностью, ядра нормохромные, 
овальной формы. В межмышечной рыхлой соедини-
тельной ткани определялись единичные гистиоциты 
и лимфоциты. Сосуды микроциркуляторного русла 

были неравномерно полнокровны (рис. 1 А). При лече-
нии животных доксорубицином в миокарде выявлялись 
зоны с волнообразной деформацией и контрактурными 
повреждениями кардиомиоцитов, очаги некроза (еди-
ничные в поле зрения при ×400) с выраженной инфильт-
рацией гистиоцитами и лимфоцитами (рис. 1 B). Опре-
делялись обширные зоны межуточного отека со слабо 
выраженной диффузной инфильтрацией лимфоцитами 
и гистиоцитами. При лечении Докс-PLGA патологиче-
ские изменения в миокарде были менее выражены, чем 
в группе крыс, леченных доксорубицином. Очаги нек-
роза определялись в 1–2 из 20 полей зрения при ×400, 
отмечались волнообразная деформация и контрактур-
ные изменения кардиомиоцитов (рис. 1 C). Межуточный 
отек и диффузная инфильтрация гистиоцитами и лим-
фоцитами оказались менее выраженными. 

Во всех исследованных группах животных актив-
ность КФК была выше по сравнению с референсными 
значениями (табл. 2). Показано, что активность КФК 
коррелирует с тяжестью повреждения ткани и может 
служить маркером распространенности опухолевого 
процесса и ответа на терапию [22, 23]. 

При лечении животных Докс-PLGA активность 
КФК как общей, так и сердечной изоформы была ста-
тистически значимо ниже, чем в группе крыс, получав-
ших доксорубицин, и у животных с глиобластомой без 
лечения (табл. 2). Таким образом, у животных, лечен-
ных Докс-PLGA, низкие показатели активности КФК 
связаны с замедлением опухолевого роста и меньшими 
повреждениями сердца, что согласуется с результатами 
морфологического исследования. 

Показатели активности АСТ у животных, леченных 
Докс-PLGA, были ниже по сравнению с другими груп-
пами, что также свидетельствует о менее выраженном 
кардиотоксическом эффекте. 

При морфологическом исследовании у крыс с глио-
бластомой 101.8 патологические изменения в печени 

Таблица 1 | Table 1
гематологические показатели крови у крыс вистар с глиобластомой 101.8  

при лечении доксорубицином и Докс-PLGA. Ме (LQ-UQ) | 
Hematological parameters of Wistar rats with glioblastoma 101.8 treated with doxorubicin and Dox-PLGA. Ме (LQ-UQ)

 Показатель | Parameter группы наблюдения | Observation groups

глиобластома без лечения |
glioblastoma untreated (1)

Докс |  
Dox (2)

Докс-PLGA |
Dox-PLGA (3)

RBC 106/мм3

Эритроциты | Red blood cell
(6,65–7,62)*

6,50
(5,09; 7,56)

6,59
(4,37; 7,33)
Р2–3 = 0, 004

7,61
(6,63; 8,46)

HGB г/л
Гемоглобин | Hemoglobin
(149–173)*

121
(105; 149)

125
(103;136)
Р2–3 = 0, 01

143
(125; 155)

Plt 103/мм3

Тромбоциты | Platelets
(700–1429)*

600
(512; 651)

601
(520;720)

Р2–3 = 0, 004

808
(710; 1008) 
Р1–3 = 0, 004

* референсные значения | *  reference values
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Рис. 1. Морфологическая характеристика миокарда (А–С) и печени (D–F) крыс с глиобластомой 101.8 (А),  
леченных доксорубицином (B, E) и Докс-PLGA (C, F). Окраска гематоксилином и эозином, ×400

 A – нелеченые животные: кардиомиоциты с четко выраженной поперечной исчерченностью, ядра овальной 
формы волокна межмышечной соединительной ткани тонкие; B – очаг некроза кардиомиоцитов с воспалительной 
инфильтрацией, межуточный отек; С – очаговая лимфоидно-гистиоцитарная инфильтрация; D – нелеченые животные: 
гепатоциты с базофильной зернистостью цитоплазмы; Е – слабо выраженная вакуольная дистрофия гепатоцитов;  
F – единичные гепатоциты с вакуолями

Fig. 1. Morphological characteristics of the myocardium (A–C) and liver (D–F) of rats with glioblastoma 101.8, treated with doxorubicin 
(B, E) and Dox-PLGA (C, F). H&E stain, ×400.

 A – untreated animals: cardiomyocytes with clearly expressed cross striation, oval-shaped nuclei; intermuscular connective 
tissue fibers are thin; B – the cardiomyocyte necrosis focus with inflammatory infiltration; interstitial edema; С – focal lymphoid-
histiocytic infiltration; D – untreated rats: hepatocytes with basophilic granularity of cytoplasm; E – weakly expressed hydropic 
degeneration of hepatocytes; F – single hepatocytes with vacuoles 

А B

C D

E F
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не обнаружены. Дольковое и балочное строение было 
сохранено, гепатоциты – с мелкой базофильной зернис-
тостью цитоплазмы (рис. 1 D). Внутри долек неболь-
шое количество неэпителиальных клеточных элемен-
тов – клеток Купфера и лимфоцитов. При лечении крыс 
доксорубицином гепатоциты периферических отделов 
долек были с умеренной мелко- и средневакуольной 
дистрофией, более распространенной в перифериче-
ских отделах долек (рис. 1 Е). При лечении крыс Докс-
PLGA дистрофические изменения гепатоцитов были 
менее выражены, чем при лечении доксорубицином. 
В периферических отделах долек выявлялось неболь-
шое количество гепатоцитов со слабо выраженной мел-
ковакуольной дистрофией (рис. 1 F). Активность АЛТ 
в сыворотке крови во всех исследованных группах не 
изменилась (табл. 2).

Полученные в эксперименте результаты по токсиче-
скому действию доксорубицина соотносятся с данными, 
в том числе, P. Shivakumar et al. [24], которые показали, 
что доксорубицин при его четырехкратном введении 
интактным крысам Вистар с интервалом в 7 дней вы-
зывал морфологические изменения в сердце, почках 
и печени, сходные с выявленными нами [25, 26]. Ре-
зультаты сравнительного анализа действия Докс-PLGA 
и доксорубицина в целом соотносятся с данными ток-
сикологических исследований, которые проводились 
как на здоровых животных [27], так и на крысах с ин-
тракраниально имплантированной глиобластомой [20]. 

Выявленные нами патологические формы эритроци-
тов и повреждения миокарда при введении доксоруби-
цина и Докс-PLGA сопоставимы с результатами оценки 
гемато- и кардиотоксичности, обнаруженными други-
ми авторами [28]. Подобные изменения описаны при 
введении липосомальных форм доксорубицина [29]. 
Биоразлагаемый полимер PLGA одобрен FDA (Foodand 
Drug Administration, Управление по санитарному над-

зору за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
США) и EMA (European Medicines Agency, Европейское 
медицинское агентство) для использования в системах 
доставки лекарств и вакцин у человека как один из 
наиболее эффективных благодаря контролируемому 
и длительному высвобождению связанного с ним ле-
карства, а также низкой токсичности и высокой биосов-
местимости с тканями и клетками [30]. Несмотря на то, 
что включение доксорубицина в PLGA-наночастицы не 
изменило качественные патоморфологические характе-
ристики кардиотоксичности, оно привело к снижению 
распространенности и выраженности гепатотоксиче-
ского и кардиотоксического эффекта. 

Выводы 
При лечении крыс с экспериментальной глиоблас-

томой 101.8 Докс-PLGA по сравнению с доксорубици-
ном по данным морфологического, гематологического 
и биохимического исследования оказывает менее вы-
раженное токсическое действие. 

В миокарде у животных, получавших Докс-PLGA, 
воспалительные изменения – очаговые некрозы, вос-
палительная инфильтрация и отек – были менее вы-
раженными и распространенными, чем при лечении 
доксорубицином. При лечении глиобластомы 101.8 
Докс-PLGA активность аспартатаминотрансферазы, 
общей и сердечной изоформ креатинфосфокиназы 
в сыворотке крови оказались статистически значимо 
ниже, чем у животных с глиобластомой без лечения 
и получавших доксорубицин.

В отличие от животных, леченных доксорубицином, 
при лечении крыс Докс-PLGA гепатотоксический эф-
фект был минимальным и дистрофические изменения 
гепатоцитов оказались слабо выраженными. Актив-
ность АЛТ во всех группах не отличалась от референс-
ных значений.

Таблица 2 | Table 2
Показатели активности ферментов в сыворотке крови у крыс вистар с глиобластомой 101.8  

при лечении доксорубицином и Докс-PLGA. Ме (LQ-UQ) | 
Enzyme activity indicators in the blood serum samples from Wistar rats with glioblastoma 101.8 treated  

with doxorubicin and Dox-PLGA. Ме (LQ-UQ)

Показатель | 
Indicator

группы наблюдения | Observation groups

глиобластома без лечения | 
glioblastoma untreated (1)

Докс | Dox (2) Докс-PLGA | 
Dox-PLGA (3)

КФК, Ед/л | CPK, U/L
(431–686)*

5200 (4096; 6179) 4811 (4286; 5682)
p2–3 = 0,0001

2115 (1920; 2444)
p1–3 = 0,00003

КФК-Мв, Ед/л | CPK-MB, U/L
 (0–120)*

2743 (1667; 2870)
p1–2 = 0,01

1620 (1423; 1816)
p2–3 = 0,0004

858 (719; 1169)
p1–3 = 0,0009

АЛТ, Ед/л | ALT, U/L
 (63–95)*

57 (46; 71)
p1–2 = 0,041

70 (65; 71) 62 (57; 71)

АСТ, Ед/л | AST, U/L
 (132–161)*

247 (196; 273) 225 (219; 231)
p2–3 = 0,002

182,5 (166; 198)
p1–3 = 0,004

* референсные значения (Ананич И.В. Биохимические характеристики крови крыс. Ветеринарная клиника. 2008;10:18–19) 
* reference values (Ananich I.V. Biochemical characteristics of rat blood. Veterinarnaya klinika (Vet clinic). 2008;10:18–19)
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Синдром Мюира–Торре характеризуется сочетанием опухолей кожи с себацейной дифференци-
ровкой со злокачественными опухолями желудочно-кишечного тракта, что обусловлено наслед-
ственными мутациями в генах белков системы репарации ошибочно спаренных нуклеотидов. 
В статье представлен разбор клинического случая. Мужчина 42 лет обратился с жалобами на на-
личие экзофитной опухоли кожи спины размерами 2,3 × 1,8 см. При гистологическом исследова-
нии опухоль была представлена преимущественно клетками с себацейной дифференцировкой, 
что соответствовало себациоме. Из анамнеза пациента стало известно, что в возрасте 37 лет ему 
была выполнена гемиколэктомия по поводу высокодифференцированной аденокарциномы толстой 
кишки. При иммуногистохимическом исследовании с антителами к белкам системы репарации 
ошибочно спаренных нуклеотидов в образце опухоли сальных желез было выявлено отсутствие 
ядерной реакции в опухолевых клетках с антителами к белкам MLH1 и MSH2, что свидетельствует 
о наличии наследственных мутаций в этих генах. При проведении высокопроизводительного по-
лупроводникового параллельного секвенирования ДНК выявлен вариант нуклеотидной последо-
вательности в 12-м экзоне гена MSH2 (c.1797_1801 del), приводящий к сдвигу рамки считывания  
(NM_000251: p.L599fs).
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Muir–Torre syndrome case associated with a hereditary MSH2 mutation

A.V. Kaminskiy1, I.L. Plaksa2,3
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3  GENETICO LLC, Moscow, Russia

Muir–Torre syndrome combines skin tumors with sebaceous differentiation with malignant tumors 
of the gastrointestinal tract, which is caused by hereditary mutations in the genes of the mismatched 
nucleotide repair system. The article presents a clinical case of a 42-year old man who complained of an 
exophytic skin tumor on the back measuring 2.3 × 1.8 cm. At histological examination, the tumor was 
presented primarily with sebaceous differentiatied cells, which corresponded to adenoma of the sebaceous 
glands. From the patient’s history it became known that at the age of 37 he underwent hemicolectomy 
for high-differentiated adenocarcinoma. An immunohistochemical study with antibodies to proteins of 
the mismatched nucleotide repair system in a tumor sample revealed the absence of a nuclear reaction 
in tumor cells with antibodies to MLH1 and MSH2 proteins, which indicates the presence of germline 
mutations in these genes. High-throughput semiconductor parallel DNA sequencing revealed a variant 
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Введение
Синдром Мюира–Торре (СМТ) – заболевание 

ауто сомно-доминантного типа наследования, кото-
рое характеризуется сочетанием (комбинированным 
развитием) опухолей кожи, таких как множествен-
ные кератоакантомы, эпителиомы, аденомы сальных 
желез и себациомы, со злокачественными опухолями 
желудочно-кишечного тракта и мочеполовой систе-
мы [1]. Причиной развития синдрома Мюира–Торре 
является нарушение системы репарации ДНК, которое 
обусловлено мутациями в генах MLH1, MSH2, PMS2 
и MSH6 системы репарации ошибочно спаренных ну-
клеотидов. Система репарации исправляет ошибки, 
появляющиеся при неправильном спаривании осно-
ваний в процессе репликации, благодаря чему под-
держиваются непрерывность и целостность генома. 
Выпадение одного из белков ведет к формированию 
микросателлитной нестабильности, которое характе-
ризуется изменением количества мономеров в микро-
сателлитных повторах на протяжении всей молекулы 
ДНК [2].

Формирование опухолей кожи с себацейной (саль-
ной) дифференцировкой – одно из основных клини-
ческих проявлений синдрома. В связи с этим важ-
ное значение имеет правильная дифференциальная 
диагнос тика опухолей кожи, так как своевременно 
выявленное новообразование может являться диагно-
стическим маркером синдрома Мюира–Торре, что по-
зволит онкологу своевременно диагностировать этот 
наследственный синдром и таким образом скорректи-
ровать тактику ведения пациента. Целью настоящего 
сообщения стала демонстрация клинического наблю-
дения пациента с синдромом Мюир–Торре, обуслов-
ленного мутацией в гене MSH2.

Клиническое наблюдение
Мужчина 42 лет обратился с жалобами на нали-

чие на коже спины экзофитной опухоли размерами 
2,3 × 1,8 см розового цвета без изъязвления поверх-
ности. Новообразование появилась за 4 месяца до 
оперативного вмешательства по поводу удаления. 
Опухоль медленно увеличивалась в размерах, что в ко-
нечном счете стало проводом для обращения пациента  
в клинику.

При гистологическом исследовании выявлено, что 
опухоль имеет дольчатое строение и представлена 

клетками с себацейной дифференцировкой, которые 
формируют дольки разного размера и формы, имею-
щие тесную связь с эпидермисом в области верхуш-
ки, что в совокупности соответствует себациоме [3] 
(рис. 1). Проводилась дифференциальная диагно-
стика с карциномой сальной железы, для которой 
тоже характерны дольки, но в отличие от себациомы 
они не имеют связи с эпидермисом. Для карцино-
мы более типичны ядерный полиморфизм и участ-
ки опухолевой инвазии, которые отсутствовали  
в материале.

Из анамнеза известно, что за 4 года до появления 
опухоли кожи пациенту была проведена комбиниро-
ванная лапароскопически ассистированная гемиколэк-
томия по поводу высокодифференцированной адено-
карциномы печеночного угла поперечно-ободочной 
кишки, стадия T3N0M0. На момент обращения по по-
воду опухоли кожи пациент находился в ремиссии – по 
данным проведенной колоноскопии и КТ признаки ре-
цидива колоректального рака не выявлены. При сборе 
семейного анамнеза выяснилось, что у матери пациента 
в возрасте 37 лет была выполнена экстирпация матки с 
придатками по поводу эндометриоидной аденокарци-
номы. Сестра матери и их отец, приходящийся пациен-
ту дедушкой, также страдали колоректальным раком, 
что стало причиной их смерти.

Совокупность данных – метахронное развитие 
аденокарциномы толстой кишки и себациомы кожи 
и наличие семейного онкологического анамнеза по-
зволили предположить существование у пациента 
наследственного опухолевого синдрома, ассоции-
рованного с мутациями в генах системы репарации 
ДНК. С целью оценки наличия микросателлитной 
нестабильности в образце опухоли кожи проведено 
иммуногистохимическое исследование на иммуно-
стейнере Link48 (Dako, Дания) с антителами к MLH1 
(клон ES05, Leica), PMS2 (клон EP51, Leica), MSH2 
(клон FE11, Merck) и MSH6 (клон EP49, CellMarque) 
в соответствии со стандартным протоколом. Выяв-
лено отсутст вие ядерной реакции с антителами к 
белкам MSH2 и MSH6 при присутст вии реакции 
к белкам PMS2 и MLH1, что характерно для на-
рушения функции MSH2 с вторичной потерей экс-
прессии MSH6 и наиболее часто наблюдается при 
врожденных мутациях гена MSH2 при синдроме 
Линча и врожденном неполипозном раке толстой 

of the nucleotide sequence in exon 12 of the MSH2 gene (c.1797_1801 del), leading to a shift in the 
reading frame (NM_000251: p.L599fs).
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Рис. 1. Биоптат опухоли кожи. 
 A – опухоль представлена дольчатым образованием с четким контуром, B – экспансивный тип роста, очаговая 

перитуморальная лимфоидная инфильтрация, C, D – опухоль представлена двумя популяциями клеток –  
базалоидными (меньшие по размеру и с узким ободком цитоплазмы) и зрелыми себоцитами  
(бóльшие по размеру клетки с широким ободком эозинофильной или оптически пустой цитоплазмы).  
Встречаются опухолевые клетки с фигурами митозов. А–C – окраска гематоксилином и эозином,  
D – окраска по Романовскому–Гимзе. А ×40, B ×100, C ×200, D ×400

Fig. 1. Skin tumor biopsy. 
 A – the tumor has lobular formation with a clear outline, B – expansive growth type, focal peritumoral lymphoid infiltration.  

C, D – the tumor is represented by two populations of cells – basaloid (smaller in size and with a narrow rim of the cytoplasm) 
and mature sebocytes (large in size with a wide rim of eosinophilic or optically empty cytoplasm). Mitotic figures within tumor 
cells are detected. A–B – H&E stain, D – Romanowsky–Giemsa stain. A ×40, B ×100, C ×200, D ×400

А B

C D

кишки (рис. 2) Для уточнения наследственной при-
роды заболевания на образце крови пациенту про-
веден поиск мутаций в генах MLH1, MSH2, MSH6, 
PMS2 EPCAM методом высокопроизводительного 
полупроводникового параллельного секвенирова-
ния ДНК с использованием прибора Ion S5 (Thermo 
Scien tific, США) со средним покрытием 678x. Был 
выявлен вариант нуклеотидной последовательности 
в 12-м экзоне гена MSH2(c.1797_1801 del), приво-
дящий к сдвигу рамки считывания (NM_000251: 
p.L599fs), который описан как патогенный и ассо-

цииро ван с развитием рака кишечника согласно ба-
зам данных ClinVar, LOVD, HGMD.

С учетом высокого риска развития рака висцераль-
ных органов при синдроме Мюира–Торре пациенту ре-
комендован комплекс профилактических мероприятий, 
который направлен на снижение этого риска. Он вклю-
чал в себя выполнение колоноскопии один раз в 6 меся-
цев с целью превентивного удаления полипов толстой 
кишки в случае их развития, эзофагогастродуодено-
скопию каждые 2–3 года с проведением эрадикации 
Helicobacter pylori и ежегодный анализ мочи.
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Обсуждение
Наличие опухоли с себацейной дифференциров-

кой – специфичный маркер синдрома Мюира–Торре, 
причем наиболее характерной нозологической формой 
из этого ряда нововобразований является себациома, 
которая встречается у 68% пациентов [4]. По данным 
отдельных исследований, появление опухоли с себа-
цейной дифференцировкой у 22% пациентов с синдро-
мом Мюира–Торре предшествует возникновению рака 
висцеральных органов, в 6% случаев опухоли прояв-
ляются синхронно, а в 56% себациома манифестирует 

последней [5]. Таким образом, правильная диагности-
ка патологоанатома имеет важное значение в своев-
ременном выявлении части пациентов с синдромом 
Мюира–Торре еще до формирования висцеральных 
новообразований.

Согласно данным литературы, мутации в гене MSH2 
являются причиной возникновения синдрома Мюи-
ра–Торре в 90% случаев, а остальные 10% приходятся 
преимущественно на ген MLH1. В то же время име-
ются отдельные наблюдения развития синдрома при 
наличии наследственных мутаций в гене MSH6 [6].  

Рис. 2. Биопсия опухоли кожи. 
 А – опухоль представлена узловым образованием с четким контуром, B – наличие интенсивного ядерного окрашивания 

в опухолевых клетках, а также в лимфоцитах (внутренний позитивный контроль), C – отсутствие ядерного окрашивания 
в опухолевых клетках при его наличии в лимфоцитах (внутренний позитивный контроль), D – отсутствие ядерного 
окрашивания в опухолевых клетках при его наличии в лимфоцитах (внутренний позитивный контроль).  
А – окраска гематоксилином и эозином. B – иммуногистохимическое окрашивание с антителами MLH1 (клон ES05),  
C – иммуногистохимическое окрашивание с антителами к MSH2 (клон FE11), D – иммуногистохимическое окрашивание 
с антителами к MSH6 (клон EP49). А–D ×100

Fig. 2. Skin tumor biopsy. 
 A – the tumor has nodular formation with a clear outline, B – intense nuclear MLH1 staining in tumor cells, as well as in 

lymphocytes (internal positive control), C – the absence of nuclear staining in tumor cells, however present in lymphocytes 
(internal positive control), D – absence of nuclear staining in tumor cells, however present in lymphocytes (internal positive 
control). A – H&E stain, B – immunohistochemical assay (IHC) with antibodies to MLH1 (clone ES05),  
C – IHC with antibodies to MSH2 (clone FE11), D – IHC with antibodies to MSH6 (clone EP49). A–D ×100

А B

C D
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клинические наблюдения

При этом только в гене MSH2 на сегодняшний день 
описано более 70 различных вариантов мутаций [7]. 
В связи с этим при наличии у пациента характерной 
клинико-морфологической картины необходимо вы-
полнение совокупного анализа всех генов, ассоцииро-
ванных с микросателлитной нестабильностью методом 
экзомного секвенирования.

При подтверждении у пациента синдрома Мюи-
ра–Торре должен быть организован комплекс профи-
лактических мер, направленных на снижение риска 
развития рака висцеральных органов, а также прове-
дено медико-генетическое консультирование кровных 
родственников. Из числа опухолей висцеральных орга-
нов наиболее часто у пациентов с синдромом  Мюира–
Торре развивается колоректальный рак, поэтому всем 
носителям мутации начиная с 20–25 лет необходимо 
с периодичностью раз в 1–2 года выполнять эндо-
скопическое обследование толстой кишки. В случае 
развития колоректального рака показана колэктомия с 
илеоректальным анастамозом, так как риск метахрон-
ного колоректального рака после проведения типичной 
резекции составляет 16–19% уже в первые 10 лет после 
операции [8]. При выявлении синдрома Мюира–Торре 
у женщин рекомендован ежегодный осмотр гинеко-
логом с проведением ультразвукового исследования, 
начиная с 30–35 лет, потому что риск развития рака 
эндометрия у этой категории пациенток составляет от 
21 до 60% [9]. Если женщина не планирует рождение 
детей, может быть рекомендовано профилактическое 
хирургическое удаление тела матки.

Заключение
Разбор клинического случая пациента с синдромом 

Мюира–Торре демонстрирует важную роль комплекс-
ного анализа клинико-морфологических данных этой 
категории больных, что лежит в основе своевремен-
ного выявления группы риска развития опухолей вис-
церальных органов и подбора оптимальной тактики 
лечения.
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экспериментальная модель  
хронического очагового остеомиелита  
для исследований in vivo
В.Н. Митрофанов, О.П. Живцов, Н.Ю. Орлинская, Д.В. Давыденко
ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет Минздрава России, Нижний Новгород, Россия

Введение. С появлением новых лечебно-диагностических алгоритмов курации пациентов с остео-
миелитом нарастает потребность в сравнении методик хирургической санации и пластики дефектов 
костной ткани в условиях инфекционного процесса с целью создания экспериментальной стандарти-
зованной модели этого заболевания, максимально приближенной к клинической картине остеомиелита 
у человека. Цель нашего исследования – разработка экспериментальной модели стандартизованной 
хронической гнойной костной полости, подходящей для комплексной оценки эффективности хи-
рургической санации гнойной раны и остеопластических свойств костезамещающих материалов. 
Материалы и методы. Был сформирован стандартизованный дефект большой берцовой кости 
у 24 особей кроликов. В качестве инфекционного возбудителя применялся штамм Staphylococcus 
aureus. Проводили динамическую оценку основных показателей общих анализов крови животных. 
При помощи методов рентгенографии, компьютерной томографии и гистологических исследований 
оценивали формирование хронического остеомиелита.
Результаты. Было показано, что разработанная модель обеспечивала формирование гнойной раны, 
выявлен дефект с признаками хронического гнойно-воспалительного процесса.
Заключение. Предлагаемая модель хронического остеомиелита является воспроизводимой. Указанная 
универсальность и наличие идентичных по размерам и месту положения костных дефектов делают 
модель пригодной для исследования широкого спектра свойств новых остеопластических материалов.
Ключевые слова: хронический остеомиелит, эксперимент, экспериментальные животные
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Experimental model of chronic focal osteomyelitis for in vivo studies
V.N. Mitrofanov, O.P. Zhivtsov, N.Yu. Orlinskaya, D.V. Davydenko
Privolzhsky Research Medical University of the Ministry of Health of Russia, Nizhny Novgorod, Russia

Introduction. The article describes an experimental model of chronic suppurative osteomyelitis in a rabbit. 
As new therapeutic and diagnostic algorithms for the supervision of patients with osteomyelitis appear, 
there is an growing need to compare the methods of surgical debridement and plasty of bone defects in 
an infectious process, in order to create experimental standardized pathological conditions as close to the 
clinical course of the disease in humans as possible. The aim of the study was to develop an experimental 
model of a standardized chronic purulent bone cavity, suitable for a comprehensive assessment of surgical 
debridement effectiveness and osteoplastic properties of bone substitute materials. 
Materials and methods. A standardized defect of the tibia in 24 rabbits was formed. The Staphylococcus 
aureus strain was used as an infectious agent. A dynamic assessment of the main indicators of blood counts 
in animals was carried out. The formation of chronic osteomyelitis was evaluated using radiography, com-
puted tomography methods and histological studies.
Results. It was shown that purulent bone wound developed in experimental animals with the technique cre-
ated, and a defect with signs of a chronic purulent-inflammatory process was demonstrated.

МЕТОДЫ
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методы

Введение
Несмотря на достижения современной науки, техни-

ческого прогресса, остеомиелит продолжает оставаться 
нерешенной до конца проблемой. По-прежнему основ-
ным и самым эффективным способом его лечения явля-
ется хирургический, включающий радикальное удале-
ние всех нежизнеспособных тканей. В настоящее время 
нет устраивающего всех хирургов остеопластического 
материала, обладающего стойкими остеокондуктивны-
ми и остеоиндуктивными эффектами. Постоянно пред-
лагаются новые научно-технические решения, которые 
необходимо изучать. Эксперимент in vivo сочетает воз-
можности клинической, рентгенологической, лабора-
торной и статистической оценки результатов [1–5], по-
этому воспроизводимые экспериментальные модели 
хронического остеомиелита с привлечением доступных 
лабораторных животных необходимы в современных 
условиях. В настоящей публикации описаны результаты 
создания воспроизводимой экспериментальной модели, 
позволяющей изучать анатомические, функциональ-
ные взаимоотношения костного дефекта и окружающих 
тканей, оценивать эффективность методов лечения [6]. 

Разнообразие представленных в литературе спо-
собов экспериментального воспроизведения гнойной 
патологии с дефектами костных структур на животных 
демонстрирует неоднозначный подход к проведению 
экспериментальных исследований. Часто отмечается 
индивидуализированный дизайн моделирования забо-
левания, ограничивающий объективный анализ полу-
ченных результатов.

Всемирно известные научные группы продолжают 
создавать разные экспериментальные модели для прове-
дения разнообразных исследований, в том числе модели 
хронического остеомиелита на крысах [7], и они проде-
монстрировали эффективность. Однако моделирование 
на мелких животных имеет ряд недостатков. Технология 
одной из разработок включает нанесение незначитель-
ных по размеру дефектов, что позволяет исследовать 
антибактериальные свойства фармакологических пре-
паратов. Некоторые исследователи, стремясь создать ор-
топедически значимый дефект, вынуждены применять 
методики остеосинтеза уже на этапе нанесения дефек-
та, что усложняет воспроизведение модели. Описаны 
модели с несколькими фрезевыми дефектами одной 
кости [8]. Такая методика является воспроизводимой 

и обоснованной. Тем не менее для применения подоб-
ных технологий необходимы расчеты высокой степени 
для идентичности течения патологического процесса у 
экспериментальных животных различных видов. На-
блюдение за животным с неоднократно нанесенным 
костным дефектом требует повышенного внимания 
вследствие специфики операционной травмы, повы-
шения рисков осложнений. В некоторых публикациях 
описаны достоверные результаты исследований на кро-
ликах с локализацией гнойного очага на бедре [9]. Зна-
чительные размеры дефекта способствуют детальному 
исследованию остеопластических свойств разных пре-
паратов. Подобные модели могут быть воспроизведены 
с высокой точностью, но анатомические особенности 
кроликов и распространение гнойных затеков в прокси-
мальном направлении усложняют дренирование гной-
ного содержимого на этапе наблюдения за хронизацией 
заболевания. Возможен высокий риск генерализации 
гнойного воспалительного процесса [10, 11].

В связи с высокой актуальностью изучаемой нами 
гнойно-воспалительной патологии опорно-двигатель-
ного аппарата, отсутствием подходящей эксперимен-
тальной модели, необходимой для проведения после-
дующего сравнительного анализа предполагаемых 
хирургических методик лечения, была поставлена цель 
разработать экспериментальную модель стандартизо-
ванной хронической гнойной костной полости, подхо-
дящую для комплексной оценки эффективности хирур-
гической санации гнойной раны и остеопластических 
свойств костезамещающих материалов.

материалы и методы
Модель отрабатывалась на 24 кроликах породы «се-

рый великан» 6–8-месячного возраста весом от 1800 
до 2100 граммов в отделении экспериментальной хи-
рургии с виварием ПИМУ согласно требованиям Евро-
пейской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных научных 
целях (Страсбург, 2014). Все манипуляции проводи-
ли в соответствии с приказом Минздравсоцразвития 
России № 708н от 23.08.2010 «Об утверждении пра-
вил лабораторной практики». Исследование одобрено 
локальным этическим комитетом ПИМУ от 10.03.2015 
(протокол № 4). Выведение животных из эксперимента 
осуществляли воздушной эмболией под наркозом.

Conclusion. The proposed model of chronic osteomyelitis is reproducible. Operational flexibility and identi-
cal in size and location bone defects allow to use this model in new osteoplastic material research.
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В качестве инфекционного возбудителя применялся 
штамм Staphylococcus aureus. Для подготовки опера-
ционного поля удаляли волосяной покров в области 
оперативного вмешательства, трехкратно дезинфици-
ровали растворами антисептиков, отгораживали сте-
рильным бельем. Все болезненные процедуры и опе-
рации проводили под обезболиванием (золетил 50  
10 мг/кг + ксила 50 мг/кг).

Хирургический доступ осуществляли по передней 
поверхности проксимальной метаэпифизарной облас ти 
большеберцовой кости продольным разрезом с послой-
ным рассечением кожи, подкожной клетчатки, фасции 
длиной 3,0 см. Края раны разводили острыми крючка-
ми. Распатором Фарабефа скелетировали большую бер-
цовую кость на площади 2 × 1 см. Фрезой диаметром 
4,0 мм вдоль оси кости формировали дефект надкост-
ницы, кортикального слоя и губчатого вещества раз-
мерами 8,0 × 4,0 мм глубиной 4,0 мм (рис. 1). Размеры 
дефекта контролировали при помощи штангенциркуля 
ЩЦ-1 с глубиномером. 

Дефект инфицировали взвесью суточной культуры 
стафилококка в стерильном физиологическом растворе 
в дозе 40–45 млн колониеобразующих единиц (КОЕ) 
и 0,2 г стерильного кварцевого песка на 1 кг массы 
тела животного.

В костной полости кварцевый песок выполнял роль 
«секвестров» с большой площадью поверхности, что 
способствовало формированию биопленки как субстра-
та для развития хронического гнойного процесса. За-
вершали операцию наложением послойного узлового 
шва раны.

Для получения хронической гнойной свищевой 
раны через 72 часа после операции снимали 3–4 шва 
в проксимальной части раны и разводили ее края на 
протяжении 1 см.

Пассивное дренирование очага хронического воспа-
ления рассматривали как надежную профилактику ге-

нерализации процесса, что исключало риск летального 
исхода у животных. С целью хронизации гнойного вос-
паления одновременно с формированием свища реин-
фицировали костную полость культурой Staphylococcus 
aureus в дозе 15–20 млн КОЕ на 1 кг массы тела кроли-
ка. Такие «подсевы» применяли трехкратно с интерва-
лом 72 часа. Оставшиеся швы кожной раны снимали 
через 10 суток после оперативного вмешательства. 
Трехкратное реинфицирование обеспечивало форми-
рование хронической свищевой раны (рис. 2). Дина-
мический контроль за состоянием раны и животного, 
развитием воспалительного процесса осуществляли 
в ходе ежедневного клинического наблюдения и ана-
лиза крови на анализаторе (автоанализатор DREW-3, 
DrewScientific, Великобритания). Бактериологическое 
исследование раневого отделяемого из свища прово-
дили на 14-е сутки после операции. У всех животных 
выявлена смешанная флора: Staphylococcus aureus 
и Escherichia coli.

Всем оперированным особям тотчас после операции 
и через 30 суток выполнялись рентгенография и компь-
ю терная томография (КТ) области вмешательства. По-
сле прекращения действия наркоза экспериментальные 
животные не опирались на оперированную конечность, 
поджимали ее.

Экспериментальный материал фиксировали в раст-
воре нейтрального 10% формалина. Костную ткань 
подвергали декальцинации в бескислотном растворе. 
Стандартную гистологическую проводку осуществля-
ли на аппарате Excelsior ES (Thermo Scientific, СШA). 
После проводки изготавливали парафиновые блоки с 
использованием заливочной станции HistoStar (Thermo 
Scientific, СШA). Срезы толщиной 4–6 мкм получа-
ли на микротоме Microm HM 325 (Thermo Scientific, 
СШA). Срезы окрашивали гематоксилином и эозином 
при помощи станции для окраски Gemini AS (Thermo 
Scientific, СШA).

A B

Рис. 1. Сформированный стандартизованный дефект большой берцовой кости. 
 А – форма дефекта и размеры, B – интраоперационное внесение инфицирующей смеси
Fig. 1. Defect of the tibia. 
 A – defect’s shape and dimensions, B – intraoperative administration of the infectious agent
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результаты и обсуждение
Отмечались гиперемия, локальное повышение 

температуры, при пальпации флуктуация, кролики от-
дергивали лапу, что расценивалось как признак боли. 
Формирование свища приводило к исчезновению 
флуктуации, отмечалось густое гнойное отделяемое 
в объеме 1–2 мл в сутки. Нарушение функции смежных 
суставов не определялось.

Через 8–10 дней после оперативного вмешательства 
наблюдали полное восстановление опороспособности 
конечности. Гнойно-некротическая рана характеризо-
валась наличием свищевого хода, дном которого явля-
лась костная ткань. Отмечалось образование участков 
некрозов мягких тканей и грануляций, легко кровото-
чащих при зондировании раны. Раневое отделяемое 
содержало песчинки. Клиническими признаками хро-
нического гнойного воспаления экспериментальной 
модели традиционно считаются 1) наличие очагов 
влажного или сухого некроза мягких тканей (кожа, 
клетчатка, фасция, мышца), 2) медленное, мозаичное 
выполнение раны вялыми, бледными, легко кровото-
чащими грануляциями, 3) существование свищевой 
гнойной раны на всем сроке наблюдения после опера-
тивного вмешательства.

Интраоперационная рентгенография выявила де-
фект костной ткани в метаэпифизарной области с рент-
генологическим просветлением и чередующимися оча-
гами затемнения. Участки затемнения обусловливались 
наличием инородных тел – кварцевого песка. Через 
30 суток после операции эти признаки сохранялись.

Результаты интраоперационного КТ исследования – 
прямоугольный дефект большой берцовой кости со сто-
ронами 8 × 4 мм. Расположен вдоль оси конечности, 
имеет четкие контуры.

Через 30 суток на компьютерных томограммах 
дефект костной ткани имел неправильную форму, не-
ровные края, свободно лежащие мелкие рентгеноконт-
растные объекты в полости, признаки периостальной 
реакции, окружающей очаг (рис. 2).

Через 30 суток животных выводили из эксперимен-
та. Сегмент кости, содержащий гнойную костную по-
лость, подвергали гистологическому исследованию.

В ходе гистологического исследования был выявлен 
дефект с признаками хронического гнойно-воспали-
тельного процесса. Со стороны периоста определялись 
очаги гнойно-некротического воспаления с большим 
количеством нейтрофильных и сегментоядерных лей-
коцитов, фибрина и микробных колоний (рис. 3).

Рис. 2. Визуализация дефекта большеберцовой кости. 
 А – рентгенография области верхней трети левой голени кролика с нанесенным дефектом, B – интраоперационная  

КТ картина оперированного сегмента, C – аксиальный срез большеберцовой кости через центр дефекта, D – трехмерная 
КТ реконструкция области оперированного сегмента с нанесенным дефектом через 30 суток после операции

Fig. 2. Visualisation of the tibia defect. 
 A – X-ray of the left tibia with applied defect, B – intraoperative CT scan, C – axial section of the tibia through the center  

of the defect, D – 3-dimensional CT reconstruction of the defect area 30 days after the surgery

BA C D
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Гнойный воспалительный процесс с наличием 
участков рассасывания костных фрагментов и форми-
рованием абсцессов визуализировался и со стороны 
костномозговой полости в областях, смежных с дефек-
том (рис. 4).

Вокруг отграничивающихся участков воспаления 
были обнаружены разрозненные безостеоцитные 
костные балки (рис. 5). Очаги гнойного расплавления 
выявлены и со стороны периоста. Гнойный процесс 
захватывал кортикальную костную пластинку, о чем 
свидетельствовали участки ее рассасывания, что рас-
ценивалось нами как формирование свищевого хода 
(рис. 6).

Таким образом, разработанная модель обеспечивала 
формирование хронической гнойной раны, локализо-
ванной в области дефекта кости.

Морфологическая картина соответствовала макро-
скопической, полученной при КТ на 30-е сутки 
 эксперимента, подтверждающей наличие очага низ-
кой рентгенологической плотности и периостальной 
воспалительной реакции.

Наряду с применением клинико-рентгенологи-
ческих методов и выполнением гистологического 
исследования, подтверждающими формирование 
хронической гнойной костной полости у экспери-
ментальных животных, проводилась динамическая 

Рис. 3. Гнойно-некротический очаг краевой области дефекта 
через 30 суток после его создания. 1 – губчатая костная 
ткань края дефекта, 2 – очаг гнойного воспаления. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×50

Fig. 3. Purulent necrotic focus in the defect margin 30 days 
after the surgery. 1 – cancellous bone tissue in the defect 
margin; 2 – focal purulent inflammation. H&E stain, ×50

Рис. 4.  Гистологическая картина формирования абсцесса. 
1 – кортикальная костная пластинка, прилегающая 
к дефекту, 2 – очаг рассасывания костной ткани,  
3 – гнойно-воспалительный инфильтрат 
в костномозговом канале, 4 – периост.  
Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 4.  Abscess formation. 1 – cortical bone plate adjacent to the 
defect, 2 – focus of bone tissue resorption, 3 – purulent 
inflammatory infiltrate in the bone marrow canal,  
4 – periosteum. H&E stain, ×200

Рис. 5. Область очага хронического воспаления.  
1 – очаг гнойного воспаления, 2 – костный секвестр, 
3 – безостеоцитные костные фрагменты.  
Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 5.  The area of chronic inflammation. 1 – focus of purulent 
inflammation, 2 – bone sequestration, 3 – osteocytic bone 
fragments. H&E stain, ×200

Рис. 6.  Участок рассасывания кортикальной костной ткани – 
формирование свищевого хода. 1 – грануляционная 
ткань в формирующемся свищевом ходе,  
2 – компактная костная ткань, 3 – гаверсов канал,  
4 – эндост, 5 – очаг гнойного воспалительного 
процесса в костномозговом канале.  
Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 6. The resorption site of the cortical bone tissue – the fistula 
formation. 1 – granulation tissue in the forming fistula,  
2 – compact bone tissue, 3 – Havers channel,  
4 – endosteum, 5 – a focus of a purulent inflammation in 
the bone marrow canal. H&E stain, ×200
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оценка основных показателей общих анализов кро-
ви у 27 животных через 7, 14, 30 суток от первого 
внесения инфицирующей смеси в созданный де-
фект костной ткани. Через 7 суток от начала экспе-
римента число лейкоцитов возрастало на 18,6±3,1%, 
тромбоцитов на 14,8±1,7%. Гемоглобин снижался на 
15,3±2,4%. Через 14 суток число лейкоцитов превы-
шало исходные показатели на 10,4±2,1%, тромбо-
цитов на 14,3±2,3%, а концентрация гемоглобина 
уменьшилась на 10,3±0,5%. Через 30 суток ничего 
из измеряемых показателей к исходным значениям  
не возвращалось.

Динамика лабораторных показателей соответствует 
развитию хронического процесса под влиянием травмы 
кости, инфекционного фактора и инородных тел. Та-
кие изменения могут служить первыми лабораторными 
признаками хронизации раневого процесса у экспери-
ментальных животных.

Заключение
В результате проведенного исследования было пока-

зано, что разработанная модель обеспечивала формиро-
вание гнойной раны, был выявлен дефект с признаками 
хронического гнойно-воспалительного процесса. Пред-
лагаемая модель хронического остеомиелита является 
воспроизводимой и основана на стандартизированном 
нарушении нормальной анатомии опорной структуры, 
внесении инфицированных инородных тел, повторных 
инфицированиях костной полости, пассивном дренаже 
гнойного очага. В течение исследования за животными 
можно наблюдать в динамике с учетом лабораторных 
показателей, проводить рентгенологические обследо-
вания и гистологическое исследование по завершении 
эксперимента. Указанная универсальность и наличие 
идентичных по размерам и месту положения костных 
дефектов делают модель пригодной для исследования 
широкого спектра свойств новых остеопластических 
материалов.
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памяти  
татьяны григорьевны бархиной  

(1941–2018) 

ПАМяТНЫЕ ДАТЫ

18 марта 2021 года Татьяне Григорьевне Бархиной – 
профессору, доктору медицинских наук, академику 
Российской академии естествознания – исполнилось 
бы 80 лет. 

Т.Г. Бархина была одним из старейших научных 
сотрудников НИИ морфологии человека. В институт 
Тать яна Григорьевна пришла в 1965 году после окон-
чания лечебного факультета 1-го ММА им. И.М. Сече-
нова, поступив в клиническую ординатуру по специ-
альности «патологическая анатомия», а затем в этом же 
институте проходила аспирантуру по специальности 
«гистология» (специализация «электронная микроско-
пия»). С 1970 по 2018 год она работала в НИИ мор-
фологии человека сначала младшим, затем старшим 
и ведущим научным сотрудником в лаборатории пато-
логии клетки, а в последние годы была руководителем 
группы по исследованию клеточных взаимодействий. 
В 1971 году Т.Г. Бархина защитила кандидатскую дис-
сертацию на тему «Ультраструктура поджелудочной 
железы при некоторых видах гипоксии и гипероксии», 
а в 1993-м – докторскую диссертацию на тему «Роль 
ферментов обмена циклических нуклеотидов в норме 
и при бактериально-вирусных поражениях». 

Татьяна Григорьевна Бархина была высококвалифи-
цированным специалистом, владеющим самыми совре-
менными методами морфологического исследования, 
включая различные методы электронной микроскопии, 
иммуногисто- и цитохимическими методами, методами 
выделения клеток и их мембран. В последние годы со-
вместно с сотрудниками группы клеточных взаимодей-
ствий Татьяна Григорьевна занималась изучением мор-
фофункциональных изменений органов и тканей при 
различных патологических состояниях, в том числе при 
инфекционных заболеваниях и аллергических состоя-
ниях. Т.Г. Бархина – автор и соавтор 217 научных работ, 
в том числе двух монографий, двух глав в руководстве 
для врачей «Внутриутробное развитие человека», од-
ного авторского свидетельства. Ею создана классифи-
кация локализации ферментов обмена циклических 

нуклеотидов в клеточных и субклеточных структурах 
в физиологических условиях, в онтогенезе и при пато-
логии, а также представлена ультраструктурная диаг-
ностика ВИЧ-инфекции. Под ее руководством были 
выполнены и защищены три докторские диссертации 
и четыре кандидатские. Татьяна Григорьевна, будучи 
членом Европейского респираторного общества, пред-
ставляла свои научные достижения на конгрессах этого 
общества во многих европейских странах. В 2007 году 
Т.Г. Бархина получила сертификат участника энцикло-
педии «Известные ученые». 

В течение многих лет Т.Г. Бархина успешно воз-
главляла профсоюзную организацию НИИ морфологии 
человека, способствуя сплочению коллектива. 

Татьяна Григорьевна была доброжелательным, оба-
ятельным, общительным человеком, очень красивой 
женщиной с удивительной улыбкой, необыкновенными 
синими, излучающими свет глазами.

Сотрудники НИИ морфологии человека с большим 
уважением и теплотой вспоминают Татьяну Григорьев-
ну Бархину. Сегодня мы все ощущаем потерю нашего 
ведущего научного сотрудника, коллеги и большого 
друга.

Л.М. Михалева,  
профессор, доктор медицинских наук

Т.В. Безуглова,  
кандидат биологических наук 


